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RESUMO

A avicultura ¢ de grande importancia para o Brasil, possibilitando crescimento econdomico e a
producao de alimentos. Entretanto, alguns fatores dificultam essa produgdo, tais como os
insetos pragas. Nesse contexto, o cascudinho-dos-avidrios Alphitobius diaperinus (Panzer)
(Coleoptera: Tenebrionidae) destaca-se como a principal praga em avidrios de frangos de
corte no Brasil, havendo a necessidade de buscas constantes por novas moléculas para seu
controle. Este trabalho teve como objetivo avaliar a toxicidade dos 6leos essenciais (OEs) de
Mentha arvensis L., Mentha spicata L. e Mentha piperita L. e de seus compostos majoritarios
para A. diaperinus. Além disso, estudou-se a interacdo desses OEs com o fungo
entomopatogénico Beauveria bassiana. Todos os OEs testados foram toxicos para A.
diaperinus em ensaios de aplicagdo tdpica e ingestdo. Os OEs de M. arvensis e M. piperita
tiveram como composto majoritdrio o mentol, enquanto que para o OE de M. spicata a
carvona foi encontrada em maior quantidade. Os isomeros de carvona foram mais toxicos em
ensaio de aplicacdo topica, enquanto o D-mentol foi mais toxico em ensaio de ingestdo.
Ressalta-se que os OEs de M. arvensis, M. piperita ¢ M. spicata tiveram seus indices de
toxicidade determinados e foram considerados compativeis para B. bassiana. Dessa forma, os
OEs de M. arvensis, M. piperita e M. spicata mostraram-se toxicos para 4. diaperinus € sao
compativeis para o fungo B. bassiana, apresentando-se promissores para serem empregados
em novos estudos visando o uso em condi¢des de campo.

Palavras-chave: Inseticidas botanicos. Metabdlitos secundarios. Controle de pragas.



ABSTRACT

Poultry farming is of great importance to Brazil, enabling economic growth and food
production. However, some factors make this production difficult, such as insect pests. In this
context, the lesser mealworm Alphitobius diaperinus (Panzer) (Coleoptera: Tenebrionidae)
However, some factors make this production difficult, such as insect pests. In this context, the
avian beetle. This study aimed to evaluate the toxicity of essential oils (EOs) from Mentha
arvensis L., Mentha spicata L. e Mentha piperita L. and its major compounds for A.
diaperinus. In addition, the interaction of these EOs with the entomopathogenic fungus
Beauveria bassiana was studied. All OEs tested were toxic to A. diaperinus in topical
application and ingestion tests. The EOs from M. arvensis and M. piperita had menthol as the
majority compound, while for the EO of M. spicata a carvona was found in greater quantity.
Carvone isomers were more toxic in a topical application assay, while D-menthol was more
toxic in an ingestion assay. It is noteworthy that the EOs of M. arvensis, M. piperita and M.
spicata had their toxicity indices determined and were considered compatible for B. bassiana.
Thus, the EOs of M. arvensis, M. piperita and M. spicata have been shown to be toxic to 4.
diaperinus and are compatible for the fungus B. bassiana, presenting promising to be used in
new studies aiming the use in field conditions.

Keywords: Botanical insecticides. Secondary metabolites. Pest control.
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1 INTRODUCAO

A industria avicola no Brasil estd em constante expansao, se destacando no mercado
interno e externo de frangos. Entre os estados brasileiros que sdo lideres na produgdo de
frango de corte, destaca-se o Parand. De acordo com a Associacdo Brasileira de Proteina
Animal, o Parana teve em 2020 uma produgdo de carne de frango de 4,49 milhdes de
toneladas (ABPA, 2020).

Todavia, entre os fatores que oneram a produgdo de frangos de cortes destacam-se as
pragas, sendo a mais importante o cascudinho-dos-aviarios Alphitobius diaperinus (Panzer)
(Coleoptera: Tenebrionidae). Ao habitar as granjas avicolas o cascudinho pode ser ingerido
pelas aves ocasionando prejuizos economicos. A ingestdo desses insetos pode acarretar ainda
ferimentos no sistema digestorio das aves (JAPP et al., 2010). Outro prejuizo causado por 4.
diaperinus diz respeito ao fato dele poder atuar como vetor e reservatorio de microrganismos
patogénicos, tais como a Salmonella spp. (DONOSO; PAREDES; RETAMAL, 2020;
MITUNIEWICZ; DZIK, 2020). Destaca-se que o habito desse inseto em fazer galerias em
madeiras € no solo para oviposicdo e metamorfose causa danos a estrutura dos galpdes
(HICKMANN et al., 2018).

O controle desse inseto ¢ dificultado pelo seu comportamento criptico, pois o
cascudinho abriga-se em fendas, rachaduras, abaixo dos comedouros, no solo, préximo aos
pilares de sustentag¢do dos galpdes (CHERNAKI; ALMEIDA., 2001; UEMURA et al., 2008),
Além disso, a grande capacidade de reprodugdo favorece seu aparecimento € novas
infestacoes.

Os inseticidas quimicos sintéticos sdo usados para o controle de A. diaperinus.
Entretanto, os efeitos adversos tais como: selecdo de populagdes resistentes (RENAULT;
COLINET, 2021) e presenca de residuos na carne de frango (POKIC; SEDAK; BILANDZIC,
2020) justificam a busca por métodos mais eficientes e de baixo impacto ambiental para o
controle desse inseto.

Nesse sentido, os o6leos essenciais (OEs), os quais sdo produtos oriundos dos
metabolitos secundarios de plantas, surgem como uma opg¢ao promissora para o controle de
insetos pragas. Entre as plantas conhecidas por produzir substancias com atividade inseticida,
pode-se citar as espécies do género Mentha, que sdo plantas pertencentes a familia Lamiaceae.
A atividade inseticida de Mentha spp. tem sido reportada na literatura (BORZOUI;
KHAGHANI; NOURI-GANBALANI, 2021); entretanto, estudos com A. diaperinus sao
escassos até o momento (SUBEKTI; CAHYANINGRUM, 2020).



Entre as espécies do género Mentha, pode-se destacar Mentha arvensis (L.), Mentha
spicata (L.) e Mentha piperita (L.). A espécie M. arvensis ¢ relatada por apresentar toxicidade
para insetos da ordem Coleoptera como Sitophilus oryzae (L.) e Sitophilus zeamais Motsch.
(Coleoptera: Curculionidae) (ZIMMERMANN et al., 2021). Ja M. spicata também apresenta
toxicidade para insetos da mesma ordem, como Callosobruchus chinensis (L.) e
Callosobruchus maculatus (F.) (Coleoptera: Bruchidae) (JAYARAM et al., 2022). A espécie
M. piperita ¢ a Unica que apresenta toxicidade ao inseto A. diaperinus (SUBEKTI,

CAHYANINGRUM, 2020).

Destaca-se ainda que no contexto do manejo integrado de pragas ¢ desejavel que haja
compatibilidade entre as diferentes taticas de controle empregadas. Assim, entre 0s inimigos
naturais de A. diaperinus destaca-se o fungo entomopatogénico, Beauveria bassiana. Esse
agente de controle bioldgico é encontrado naturalmente em solos de avidrios, e € patogénico
para larvas e adultos de 4. diaperinus. Além disso, foi comprovada sua eficiéncia no controle

desse inseto em avidrio comercial (ALVES et al., 2015).

Desta forma, esse trabalho teve como objetivo avaliar a toxicidade de OEs e
compostos majoritarios provenientes de M. arvensis, M. spicata e M. piperita para larvas de
A. diaperinus e a interagdo com o fungo entomopatogénico B. bassiana. Essa pesquisa tem
como hipdéteses: 1) os OEs de M. arvensis, M. spicata e M. piperita sdo toxicos para A.
diaperinus; 11) os compostos majoritarios dos OEs ativos sdo toxicos para 4. diaperinus € iii)

os OEs sdo compativeis com o fungo entomopatogénico B. bassiana.



2 OBJETIVOS

2.2 Objetivo Geral

Avaliar a toxicidade de OEs provenientes de M. arvensis, M. spicata e M. piperita e
de seus compostos majoritarios para larvas de A. diaperinus e a interagdo dos OEs com o

fungo entomopatogénico B. bassiana.

2.3 Objetivos Especificos

- Avaliar a toxicidade de OE de M. arvensis, M. spicata e M. piperita para A. diaperinus, por

meio de aplicacgdo topica e de ingestio;

- Determinar as doses e concentracdes letais medianas (DLsp; CLsg) dos OEs mais toxicos

para A. diaperinus;

- Realizar a caracterizagdo quimica dos OEs por Cromatografia Gasosa acoplada a

Espectrometria de Massas (CG-EM);
- Determinar a toxicidade dos compostos majoritarios dos OEs para A. diaperinus;

-Avaliar a interacdo dos OEs com o fungo entomopatogénico B. bassiana.



3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 Cascudinho-dos-aviarios A. diaperinus

O cascudinho-dos-avidrios ¢ um inseto representante da ordem Coleoptera e originario
do continente africano. Trata-se de um inseto cosmopolita, comumente encontrado em camas
de aviarios e que adapta-se bem em qualquer lugar do mundo (MENDES; POVALUK, 2017).
Acredita-se que esse inseto tenha migrado para os avidrios por meio de ragdes contaminadas
(JAPP et al., 2010). Devido a maior demanda por producdo de carne de frango, houve
aumento do numero de aves confinadas em um ambiente umido, com temperatura alta e
grande disponibilidade de alimentos. Esses fatores sdo propicios para o rdpido crescimento
populacional de A. diaperinus (JAPP, 2008; KOTSOU et al., 2021). Haja vista que na cama
de aviarios, os insetos retiram todo alimento necessario para sua sobrevivéncia, como: adubo,
ragdo, aves mortas ¢ moribundas, assim encontrando um 6timo ambiente para sobreviverem e
se reproduzirem (JAPP et al., 2010; MENDES; POVALUK, 2017).

O cascudinho-dos-avidrios ¢ um inseto holometabolo, que passa por quatro estagios,
sendo eles: ovo, larva, pupa e adulto. A duracdo média do ciclo de vida de A. diaperinus ¢ de
55 dias, a depender das condi¢des ambientais. Do ovo eclode a larva, o periodo de
desenvolvimento embrionario dura cerca de 3 a 10 dias. A fase larval tem duragao média de
58 dias e os insetos apresentam 11 instares. Ao término da fase larval, os insetos passam para
a fase de pupa; as pupas apresentam coloracao esbranquicada, essa fase dura em média cinco
dias, dai emergem os adultos. Os adultos inicialmente apresentam coloragdo clara que se torna
escura com o passar do tempo. Entre 10 a 20 dias apds a emergéncia, os adultos comecam o
processo de acasalamento e podem viver por mais de 1 ano (JAPP et al., 2010; VERGARA;
GAZANI; 1996). O ciclo bioldgico do cascudinho estd diretamente relacionado com a
temperatura, sendo 31°C considerada a mais adequada para o desenvolvimento das fases
imaturas desse inseto com altas taxas de sobrevivéncia (CHERNAKI; ALMEIDA, 2001).

A presenca de 4. diaperinus nos aviarios causa inumeros prejuizos aos avicultores. Ao
se alimentarem de aves mortas ou moribundas € possivel que esse inseto atue como vetor €
reservatorio de microrganismos patogénicos, tais como: bactérias, virus, fungos e protozoarios
(MITUNIEWICZ; DZIK, 2020; SUBEKTI; CAHYANINGRUM, 2020). Entre os
microrganismos patogénicos de maior importancia, cujo A. diaperinus € vetor e reservatorio,
destaca-se as bactérias do género Salmonella. A Salmonella spp. € capaz de causar

intoxicacdes alimentares em humanos e quando constatada a sua presenca em lotes de frango,



os mesmos perdem seu valor, gerando prejuizos financeiros ao avicultor (DONOSO et al.,
2020).

O cascudinho tem o habito de fazer galerias para oviposi¢do, isso causa danos nas
estruturas dos aviarios, como perfuragdes nas madeiras € no isolamento térmico, visto que
isso ¢ crucial para um bom desenvolvimento das aves (HICKMANN et al., 2018). As aves
apresentam a tendéncia de se alimentarem dos insetos, ao invés da ragdo balanceada, o que
causa reducdo na conversao alimentar nas aves afetando o seu desenvolvimento e refletindo
diretamente no ganho do produtor (DESPINS; AXTELL, 1994).

O método mais usado para o controle de A. diaperinus é a utilizacdo de inseticidas
quimicos sintéticos, principalmente a base de piretroides e organofosforados (JAPP et al.,
2010; SALIN et al., 2003). Entretanto, essa tatica de controle apresenta desvantagens, tais
como: intoxicagao das aves, ambiente e avicultores; selecdo de populagdes de insetos
resistentes e eliminacdo de inimigos naturais (ALVES et al., 2006; JAPP, 2008; OLIVEIRA,
2009). Destaca-se ainda que a presenca de residuos de pesticidas nas carcagas das aves cria
barreiras comercias para a exportacdo de carne de frango e, em consequéncia causa prejuizos
financeiros.

Devido os prejuizos econdmicos que o cascudinho-dos-avidrios causa ¢ importante
estabelecer medidas de controle que sejam eficientes € a0 mesmo tempo seguras para as aves,
homens e ambiente. O uso de produtos provenientes de plantas, tais como os OEs vém sendo
um forte aliado no controle de vérios insetos pragas, atuando para a manutengao do equilibrio

do ambiente (PEGORINI et al., 2016).

3.2 Plantas selecionadas para o estudo

3.2.1 Mentha arvensis

Segundo The List Plant Index (2021), essa espécie tem como sinonimias: Calamintha

arvensis (L.) Garsault e Mentha parietariifolia Becker ex Steud.

A espécie M. arvensis ¢ uma erva aromatica pertencente a familia Lamiaceae. E
amplamente cultivada na India, Japao, Nepal, Bangladesh e Srilanka para uso em aplicacdes

medicinais, OEs e condimentos alimentares (THAWKAR et al., 2016).



Em pesquisa utilizando a base de dados Scopus (2021) constatou-se que ndo possui
estudos relacionados a acdo inseticida de M. arvensis para o inseto A. diaperinus. As
sinonimias também foram pesquisadas e, para esse inseto, ndo foram encontrados trabalhos.
Sendo assim, ¢ uma pesquisa inédita visando avaliar o efeito do OE de M. arvensis para o
controle do cascudinho. Com a busca usando as palavras chave Mentha arvensis and insect,
foram encontrados 34 documentos publicados.

Pode-se ressaltar alguns trabalhos em que foi estudada a bioatividade de M. arvensis
para outros insetos da ordem Coleoptera, a saber: Sitophilus granarius L. (RENOZ;
DEMETER; DEGAND; NICOLIS; LEBBE; MARTIN; LOUIS et al, 2021); Sitophilus
oryzae L. e Sitophilus zeamais Motsch (Coleoptera: Curculionidae) (LEE et al., 2001;
ZIMMERMANNA et al., 2021); C. maculatus (ALVES et al., 2015); Tribolium castaneum
(MISHRA; TRIPATHI; TRIPATHI, 2012); C. chinensis (KUMAR et al., 2009; PANDEY et
al.,2011).

3.2.2 Mentha spicata

Conhecida popularmente como horteld, M. spicata ¢ muito utilizada na medicina para
o tratamento de agentes gastrointestinais, problemas respiratdrios, mau halito e por seus
efeitos antiespasmodico, diurético e sedativo (MAHBOUBI, 2021). Trata-se de uma erva
perene, cultivada comercialmente em todo o mundo.

De acordo com o The List Plant Index (2021), M. spicata ndo possui sinonimia. Em
pesquisa realizada na base de Scopus (2021) observou-se que M. spicata nao possui estudos
com acdo inseticida para A. diaperinus. Entretanto, a bioatividade para insetos da ordem
Coleoptera tem sido reportada, a saber: C. chinensis e C. maculatus (JAYARAM et al.,
2022); Epicauta atomaria (Germar) (Coleoptera: Meloidae) (WAGNER; CAMPOS-
SOLDINI, 2022) e Trogoderma granarium Everts (Coleoptera: Dermestidae) (TAREQ AL-
AMERI et al., 2020).

Pode-se mencionar ainda a atividade inseticida de M. spicata para insetos de outras
ordens: Reticulitermes dabieshanensis (L.) (Blattodea: Rhinotermitidae) (YANG ef al., 2021);
Ectomyelois ceratoniae (Z.) (Lepidoptera: Pyralidae), Ephestia kuehniella (Z.) (Lepidoptera:
Pyralidae) e Plodia interpunctella (H.) (Lepidoptera: Pyralidae) (AISSAOUI et al., 2021);
Helicoverpa armigera (H.) (Lepidoptera: Noctuidaec) (BOULAMTAT et al., 2021) e Culex
pipiens complex (Diptera: Culicidae) (MOHAFRASH et al., 2020).



3.2.3 Mentha piperita

Segundo The List Plant Index (2021), essa espécie tem como sinonimias: Mentha
adspersa, (M.), Mentha aquatica var. citrata (E.), Mentha aquatica f. piperita (L.), Mentha
balsamea (W.), Mentha banatica, (H.) Mentha braousiana (P.), Mentha canescens var.
schultzii (B.), Mentha citrata (E.), Mentha concinna (P.), Mentha crispula (W.), Mentha
durandoana (M.), Mentha exaltata (H.), Mentha fraseri (D.), Mentha glabra (B.), Mentha
glabrata (V.), Mentha hercynica (R.), Mentha heuffelii (H.), Mentha hircina (H.), Mentha
hircina (J.), Mentha hirtescens (H.), Mentha hortensis (T.), Mentha hortensis var. citrata dez,
Mentha hudsoniana (H.), Mentha kahirina (F.), Mentha langii (G.), Mentha maximilianea
var. schultzii (B.), Mentha napolitana (T.), Mentha nigricans (M.), Mentha odora (S.),
Mentha odorata (S.), Mentha officinalis (H.), Mentha pimentum (N.), Mentha piperoides
(M.) Mentha schultzii (B.), Mentha suavis var. schultzii (B.) e Mentha tenuis (F.).

Conhecida popularmente por hortela-pimenta, M. piperita ¢ nativa da Europa e do
Oriente Médio, mas atualmente ¢ cultivada em varios paises do mundo. Considera-se que M.
piperita ¢ uma espécie hibrida que resultou do cruzamento entre Mentha aquatica L. (hortela-
agua) e M. spicata L. (BEYKIA et al., 2014).

De acordo com The List Plant (2021), M. piperita possui cerca de 35 sinonimias €
dessas 13 possuem trabalhos publicados, sdo elas: Mentha aquatica var. citrata;, Mentha
aquatica f. piperita;, Mentha e canescens; Mentha citrata; Mentha concinna; Mentha
exaltata;, Mentha glabra; Mentha glabrata;, Mentha hircina, Mentha maximilianea, Mentha
nigricans, Mentha odora € Mentha odorata. Entretanto, entre as sindnimas, nenhum trabalho
foi encontrado referente a bioatividade para A. diaperinus.

Apenas um trabalho foi encontrado relatando a atividade inseticida do OE de M.
piperita para A. diaperinus. Nesse estudo, os OEs foram aplicados em papel filtro e apos
secagem foram inoculados adultos de 4. diaperinus. Passadas 9 h do contato de 4. diaperinus
com os tratamentos, 100% dos insetos estavam mortos (SUBEKTI, CAHYANINGRUM,
2020).

A atividade inseticida para outros insetos da ordem Coleoptera tem sido relatada,
podendo-se citar como exemplos: C. chinensis e C. maculatus (JAYARAM et al., 2022); T.
granarium  (BORZOUI;, KHAGHANI; NOURI-GANBALANI, 2021); Acanthoscelides
obtectus Say (Coleoptera: Bruchidae) (HATEGEKIMANA; ERLER, 2020); Tribolium

castaneum (H.) (Coleoptera: Tenebrionidae), Lasioderma serricorne (F.) (Coleoptera:



Anobiidae) e Liposcelis bostrychophila (B.) (Psocoptera: Liposcelididae) (PANG et al.,
2020a).

3.3 Beauveria bassiana (Bals) Vuill

Os fungos entomopatogénicos habitam naturalmente o solo, e ao atacarem seus
hospedeiros podem reduzir a densidade das populagdes de insetos no ambiente. Entre os
fungos entomopatogénicos, destaca-se B. bassiana, que além de ocorrer de forma natural,
também pode ser introduzido no ambiente para controlar insetos pragas (LITWIN et al.,
2021).

Fungos entomopatogénicos infectam os hospedeiros usando estruturas que se fixam na
parte externa do inseto, acorre a germinagdo sobre o corpo e penetracdo através da cuticula
(OLIVEIRA et al., 2014). Em se tratando especificamente de B. bassiana, seu ciclo de vida
inclui um estagio patogénico ¢ um estidgio de vida livre. No estagio patogénico ocorre a
possibilidade de infectar, matar e colonizar o inseto hospedeiro, ao passo que no estagio de
vida livre o fungo pode viver no ambiente por muito tempo, até parasitar outro ser vivo
(MAISTROU et al., 2020).

Alguns isolados de B. bassiana sdao encontrados naturalmente no solo de aviarios de
frangos de corte e t€ém-se mostrado ativos contra A. diaperinus (ALVES et al., 2005). Ha mais
de duas décadas estdo sendo desenvolvidas pesquisas sobre a utilizagdo do fungo B. bassiana
para o controle biolégico do cascudinhos-dos-aviarios (ALVES et al., 2005; OLIVEIRA et
al.,2014; REZENDE et al., 2009; ROHDE et al., 2006).

Estudos buscam também selecionar e avaliar a eficiéncia de diferentes isolados de B.
bassiana para o controle de A. diaperinus. Pode-se constatar, por exemplo, a alta eficiéncia de
B. bassiana isolado UNIOESTE 04 na mortalidade de larvas e adultos de A. diaperinus. Esse
isolado também apresentou alto crescimento vegetativo (diametro médio de 3,8 cm) e alta
producao de conidios em placa; produzindo também um nimero significativo de conidios em
cadaveres de larvas e adultos de cascudinhos, com reflexo direto no controle do inseto em
campo, pois possibilita a sua transmissdo de insetos mortos para insetos sadios em campo.
Assim, o isolado UNIOESTE 04 apresentou forte potencial para utilizagdo a campo como
medida de manejo do cascudinho (ROHDE et al., 2006).

Ao ser comparado com outros fungos como Cladosporium sp. e Trichoderma sp., B.
bassiana causou maior mortalidade em A4. diaperinus, sendo as larvas mais suscetiveis que os

adultos. A mortalidade de larvas iniciou-se no quarto dia ap6s a inoculagdo mesmo em



concentragdes baixas, ao passo que para os adultos a mortalidade deu inicio no sexto dia e em
concentragdes mais elevada de conidios (REZENDE et al., 2009).

Nao foram encontrados relatos na literatura a respeito da interacdo do fungo B.
bassiana com os OEs de M. arvensis, M. spicata e M. piperita, os quais foram empregados no

presente estudo.



4 MATERIAL E METODOS

4.1 Produtos utilizados como tratamentos

Os OEs de M. arvensis, M. spicata e M. piperita foram obtidos da empresa Ferquima
Ltda (Tabela 1).

Tabela 1 - Nomes cientificos, nome INCI (Nomenclatura Internacional de Ingredientes Cosméticos), método de

extracdo e nome comercial dos 6leos essenciais empregados nesse estudo.

Nome cientifico Nome INCI Método de extracio =~ Nome comercial do produto
Mentha arvensis Mentha arvensis Destilagdo a vapor Oleo Essencial de Menta
Leaf Oil das folhas arvensis
Mentha piperita Mentha piperita Oil Destilagdo a vapor Oleo Essencial de Menta
das folhas piperita
Mentha spicata Mentha Viridis Destilagdo a vapor Oleo Essencial de Menta
Leaf Oil das fohas spicata

Como controle negativo foi empregado o 6leo de neem (Oleo Vegetal Neem Puro®;

teor de azadirachtina: 3000 mg/kg; Destilaria Bauru, Catanduva/SP).

4.2 Caracterizacao quimica dos OEs

Foi empregado um cromatografo gasoso acoplado a um espectrometro de massas
(modelo QP2010, Shimadzu, Japao), com coluna capilar RTX-5MS (30 m x 0,25 mm ID x
0,25 um film thickness; Restek).

Os OEs foram diluidos em acetona na concentragio de 10 mg mL™', sendo que 1 pL da
solugdo foi injetado no cromatdgrafo gasoso, no qual foi empregado hélio a 1,0 mL min™
como veiculo. As condi¢des seguiram o proposto por Adams (2007), sendo: Split/splitless
temperatura: 220 °C; Split razdo de injecao: 1:20; temperatura inicial da coluna: 60 °C; taxa
de elevacio de temperatura da coluna: 2 °C min™ até 200 °C, apds 200 °C a taxa de elevacio
para 5 °C min; temperatura final da coluna: 250 °C; temperatura da interface entre o
cromatografo e o espectrofotometro de massa: 220 °C; ionizacdo de moléculas do

espectrofotometro: impacto de elétrons a 70 eV; faixa de massa/carga (m/z) analisada no



espectrofotometro de massa: 45-400; tempo de aquisi¢do do espectro de massa: 0,5 s. Os
componentes foram identificados baseados em compara¢des com o indice de retengdo relativo
usando dados de uma série de n-alcanos (C9-C20). Todos os espectros serdo comparados com
a base NIST 05 Mass Spectral Library 2005; picos com similaridade menor que 90% foram

descartados.

4.3 Criagao de 4. diaperinus

Os insetos foram oriundos de criagdo mantida em condigdes de laboratorio de acordo
com metodologia descrita por Rice; Lambkin (2009). Os insetos foram alimentados com dieta
constituida de farelo de trigo (76%), ragcdo para frangos de corte (17%) e levedo de cerveja
(7%). A dieta foi suplementada com sec¢des de maca, in natura, que foi empregada como
fonte de agua. Em recipientes plasticos (1000 mL) foi adicionada a dieta (100 g) e
aproximadamente 200 adultos ndo sexados. A cada trés dias, os insetos adultos foram
dispostos em um novo recipiente com a dieta, de forma a se ter nos recipientes ovos de idade
aproximada.

A criacao foi mantida em camara climatica a temperatura de 32 + 2°C, umidade

relativa de 70 = 10% e fotofase de 12 h.

4.4 Obtencao de B. bassiana

O fungo entomopatogénico, B. bassiana isolado Unioeste 04, utilizado para os ensaios
foi proveniente da Cole¢do de Fungos Entomopatogénicos do Laboratorio de Biotecnologia

da Unioeste, campus Cascavel-Parana.

4.5 BIOENSAIOS

4.5.1 Screening da bioatividade de OEs em ensaio de aplicagdo topica

O ensaio foi conduzido de acordo com metodologia de Wang et al. (2014). Os OEs (10
mg) foram solubilizados em acetona (100 pL), com auxilio de agitador de tubos do tipo
Vortex. Aliquotas (1 puL) da solucao resultante foram aplicadas no dorso de larvas de 3° a 4°

instares (10-13 dias de idade) com a utilizacdo de microseringa tipo Hamilton®. Apos a



aplicacdo, as larvas foram alocadas individualmente em microtubos do tipo Eppendorf
contendo 20 mg de dieta. No controle negativo, as larvas receberam a aplicacdo de acetona.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com 50 repeti¢des por
tratamento, sendo cada uma constituida por 1 inseto, mantido individualizado. As avaliagdes
foram realizadas diariamente, durante cinco dias, contando-se o nimero de insetos vivos e

mortos. O ensaio foi repetido em dois dias diferentes.

4.5.2 Screening da bioatividade de OEs em ensaio de ingestdo

Os ensaios foram conduzidos de acordo com metodologia de GLISZCZYNSKA et al.
(2016) e de SZCZEPANIK et al. (2016), com adaptacdes. Os OEs (100 mg) foram
solubilizados em acetona (1.000 pL), com auxilio de agitador de tubos do tipo Vortex. As
solugdes resultantes (1.000 pL) foram incorporados a dieta (1 g). Apds a evaporagdo do
solvente, em capela por 1 h e 30 min, aliquotas da dieta (20 mg), foram transferidas para
microtubos do tipo Eppendorf, onde foi inoculada uma larva proveniente da criacdo, com
idade entre 10 e 13 dias (larva de 3° a 4° instares).

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com 50 repeti¢des para
cada tratamento, sendo cada repeticdo constituida por 1 inseto. O controle negativo foi dieta
acrescida de acetona. As avaliagdes foram realizadas 24, 48, 72, 96 ¢ 120 h apos o inicio do
bioensaio, pela contagem do niimero de insetos vivos e mortos. O ensaio foi repetido em dois

dias diferentes.

4.5.3 Determinagao da dose-resposta dos OEs em ensaio de aplicacao topica

As doses empregadas foram determinadas por meio de progressao aritmética e testes
prévios, € o experimento foi conduzido de acordo com a metodologia descrita no subitem
4.5.1.

Foram utilizados os OEs de M. arvensis, M. spicata e M. piperita. As doses aplicadas
foram 0; 1; 3,16; 10; 31,62 ¢ 100 pg de OE/larva. A sobrevivéncia dos insetos foi avaliada
apos 24, 48, 72, 96 e 120 h da aplicagdao dos tratamentos. Para a determinacdo da resposta
dose-mortalidade e estimativa dos valores de DLsy € DLgy foram empregados os dados de

sobrevivéncia dos insetos apos 24 h da aplica¢do dos tratamentos. Ao passo, que os dados de



sobrevivéncia dos insetos ao longo do tempo foram usados para determinar a construcio de
curvas de sobrevivéncia e para estimativa do (TLsy).

O controle negativo foi constituido de acetona e o controle positivo correspondeu ao
0leo de neem nas doses 0, 5, 7, 12, 20 e 30 ug de OFE/larva. Os bioensaios foram repetidos

duas vezes em dias diferentes.

4.5.4 Determinagao da concentragao-resposta dos OEs em ensaio de ingestao

Os OEs foram solubilizados em acetona e incorporados a dieta nas concentragdes de 0,
25, 35, 50, 70 e 100 pg de OE/mg de dieta. O experimento foi conduzido de acordo com a
metodologia descrita no subitem 4.5.2. O delineamento experimental foi inteiramente
casualizado, com 50 repeti¢cdes para cada tratamento. Os dados referentes a sobrevivéncia dos
insetos apos 72 h, do oferecimento da dieta contendo os OEs, foram empregados para a
estimativa dos valores de CLsy e CLgg. Valores referentes a sobrevivéncia dos insetos ao
longo do tempo (24, 48, 72, 96 ¢ 120 h ap6s a montagem do bioensaio) foram empregados
para a construcao de curvas de sobrevivéncia e estimativa do TLso. Como controle positivo foi

utilizado 6leo de nem nas concentracdes de 0, 25, 50, 100, 230 e 500 png de OE/mg de dieta.

4.6 Toxicidade dos compostos majoritarios dos OEs de Mentha spp. para A. diaperinus

Os compostos majoritarios dos OEs foram adquiridos comercialmente e tiveram a
bioatividade avaliada para A. diaperinus. A andlise cromatografica empregada (subitem 4.2)
ndo permitiu a identificagdo de isomeros. Assim para cada composto majoritario foi avaliada a
toxicidade de seus isomeros D e L.

Os ensaios foram conduzidos como descrito previamente (4.5.1 € 4.5.2), com vistas a
avaliar a toxicidade em ensaio de aplicacdo tdpica e ingestdo. O controle negativo foi
constituido de acetona.

No bioensaio de aplicagdo tdpica os tratamentos e as doses testadas foram: acetona, M.
arvensis (100 pug de OFE/larva), M. spicata (100 pg de OE/larva), M. piperita (100 pg de
OE/larva), D-carvona (80 png de OE/larva), L-carvona (80 png de OE/larva), D-menthol (50 pg
de OE/larva) e L-menthol (50 pg de OE/larva). Ao passo que para o ensaio de aplicagdo via
ingestdo os tratamentos e concentracdes empregadas foram: acetona, M. arvensis (100 pg de

OE/mg de dieta), M. spicata (100 ng de OE/mg de dieta), M. piperita (100 ng de OE/mg de



dieta), D-carvona (80 pug de OE/mg de dieta), L-carvona (80 pg de OE/mg de dieta), D-
menthol (50 pg de OE/mg de dieta) e L-menthol (50 pg de OE/mg de dieta).

Para a determinacdo das doses e concentracdes a serem testadas foi usada como padrao
o valor maximo de dose ou concentracdo avaliada no ensaio de screnning. A concentragao
empregada foi determinada por meio da andlise quantitativa por CG-EM e a pureza dos

compostos majoritarios, sendo usada a seguinte formula:

CST = COE x TCM (%).

Onde: CST ¢ a concentragdo a ser testada; COE: concentracdo do OE; TCM: teor do

composto majoritario presente no 6leo em porcentagem.

4.7 Analise da interagdo dos OEs para organismo ndo-alvo, o fungo B. bassiana

Foi utilizado o fungo B. bassiana isolado Unioeste 04, selecionado previamente como
virulento contra larvas e adultos do cascudinho e ainda com elevada produtividade em meio
de cultura e em fermentagdo solida (arroz) (ROHDE et al., 2006).

Foram testados OEs das plantas M. arvensis, M. spicata e M. piperita. Os OEs foram
avaliados na concentragdo de 100 mg solubilizados em 1000 pL de Solugdo aquosa Tween 80
(0,01%). A testemunha negativa foi dgua destilada esterilizada + Tween 80 (0,01%).

A interacdo dos produtos e o fungo foram avaliados com base nos parametros
biologicos: germinagdo (OLIVEIRA ef al., 2015), crescimento vegetativo (SILVA; NEVES,
2005) e a produgao de conidios (ROSSI-ZALAF et al., 2008), conforme como segue:

4.7.1 Germinagao

Placas Rodac® contendo meio de cultura Batata-dextrose-agua (BDA) foram
inoculadas com 150 pL da suspensdo do fungo (1,0 x 107 conidios/mL), aplicados com um
pipetador automatico no centro da placa. Apds leve agitacdo para distribuir a suspensdo na
superficie do meio, foi feita a pulverizacio de 300 pL dos produtos com um
micropulverizador acoplado a um compressor de ar, sob pressao constante de 12 kgf/cm?.

As placas foram incubadas por 18-24 h em 26 + 0,5 °C; 12 h de fotofase e apds este

periodo foi feita a contagem do nimero de conidios germinados e ndo-geminados sob



microscopio Optico (aumento de 400%), focando-se diretamente quatro campos no centro de
cada placa, totalizando-se quatro contagens com aproximadamente 200 conidios em
média/quadrante. Foram considerados germinados (viaveis) os conidios que apresentaram o
tubo germinativo com o comprimento igual ou maior do que o didmetro, foram realizadas 5

repeticdes por tratamento.

4.7.2 Crescimento vegetativo

Foram preparadas placas de Petri com meio BDA esterilizado. O fungo Unioeste 04
foi inoculado com uma alga de platina em trés pontos equidistantes entre si, na superficie do
meio de cultura. Apos 48 h de incubacdo sob 25 + 2 °C e fotofase de 12 h, as placas foram
pulverizadas com os produtos com um micropulverizador acoplado a um compressor de ar,

sob pressao constante de 12 Kgf/cm?.

As placas foram incubadas a 25 + 2 °C e fotofase de 12 h, durante sete dias. Foram
realizadas 6 repeticoes. Apos este periodo foi realizada a medida do diametro das colonias,
em dois sentidos perpendiculares utilizando uma régua, em pelo menos duas colonias mais

uniformes de cada placa, tendo-se assim o didmetro médio de colonias.

4.7.3 Producao de conidios

Apo6s a avaliacdo do crescimento vegetativo, duas colonias de cada uma das placas
foram recortadas e transferidas individualmente para tubos de vidro estéril, onde foram
adicionados 10 mL de agua destilada com Tween 80® a 0,01% para agitacdo. Em seguida,
foram realizadas diluicdes e feita a contagem dos conidios em cadmara de Neubauer em

microscopio Optico, foram realizadas 5 repeti¢des por tratamento.

A interagdo entre o produto e o fungo foi analisada com base no calculo da toxicidade,
segundo a formula: IB=47[CV]+43[ESP]+10[GER]100, onde: IB = indice biolégico; CV =
porcentagem de crescimento vegetativo em relacdo a testemunha; ESP = porcentagem de
producdo de conidios nas colonias em relacdo a testemunha; GER = porcentagem de
germinagdo, sendo IB > 66 compativel; moderadamente toxico 42 < IB < 66 e toxico IB < 42

(0—41) (Rossi-Zalaf et al., 2008).



5 ANALISE ESTATISTICA

Os dados referentes aos ensaios repetidos duas vezes em dias diferentes foram
submetidos ao teste de Bartlett, previamente a andlise conjunta dos resultados. Para a
construgdo das curvas de sobrevivéncia dos insetos ao longo do tempo (subitens 4.5.1, 4.5.2,
4.5.3 ¢ 4.5.4) os dados foram analisados por meio do estimador nao paramétrico de Kaplan—
Meier e submetidos ao teste de log-rank usando pacote survival (THERNEAU, 2013). As
curvas de sobrevivéncia foram comparadas pelo teste de comparagdo multipla de pairwise.

Para a determinagdo da resposta dose e concentracdo-mortalidade (subitens 4.5.3 ¢
4.5.4) os dados referentes a mortalidade dos insetos apds 24 e 72 h foram usados para a
estimativa dos valores de DLs, (dose letal mediana), DLy, (dose letal para 90% da populagdo),
CLso (concentracdo letal mediana) e CLgg (concentragdo letal para 90% da populacdo). Para o

calculo das doses letais para a populacao foi empregada a féormula:

fx)=1/1+exp(b(log(x)-log(e))),

onde “b” e “e” = coeficientes da equacdo

Para todos os dados de interagdo com o fungo, verificou-se a hipotese de
normalidade pelo teste de Shapiro Wilk, sendo os dados analisados quanto a varidncia

(ANOVA) e as médias comparadas entre si pelo teste de Tukey (P<0,05).



6 RESULTADOS

6.1 Caracterizagao quimica dos OEs

O composto majoritario presente nos OEs M. arvensis e M. piperita foi o mentol, nas
proporcdes de 50,42 e 45,78%. Ao passo que em M. spicata encontrou-se grande propor¢ao

da carvona (81,19%) (Tabela 2).



Tabela 2. Caracterizagdo quimica dos 6leos essenciais provenientes de Mentha spp.

RT min* Area% NomeIUPAC CAS Nome Simplificado  Probabilidade  Férmula Molecular IR(Calc)** IR(Adams)***
Mentha arvensis
8,949 1,900  1-methyl-4-prop-1-en-2-ylcyclohexene 138-86-3 Limonene 94 C10H16 1030 1024
14,615 138  (IR2S,5R)-5-methyl-2-prop-1-en-2-ylcyclohexan-1-ol 89-79-2 Isopulegol 96 C10H180 1146 1145
15113 18,87  (28,5R)-5-methyl-2-propan-2-ylcyclohexan-1-one 89-80-5 Menthone 97 C10H180 1155 1148
15,676 15,88  S-methyl-2-propan-2-ylcyclohexan-1-one 491-07-6  Menthone <iso-> 96 C10H180 1165 1158
1490-04-
16305 50,42 > methyl-2-propan-2-ylcyclohexan-1-ol 6 Menthol 97 C10H200 1177 1167
3623-52-
16,776 094  (IR2S.58)-5-methyl-2-propan-2-ylcyclohexan-1-ol 7 Menthol <iso-> 95 C10H200 1178 1179
Mentha spicata
8951 11,72 1-methyl-4-prop-1-en-2-ylcyclohexene 138-86-3 Limonene 95 C10H16 1030 1024
1490-04-
16160 127 > methyl-2-propan-2-ylcyclohexan-1-ol 6 Menthol 95 C10H200 1177 1167
20413 81,19 2-methyl-5-prop-1-en-2-ylcyclohex-2-en-1-one 99-49-0 Carvone 97 C10H140 1247 1239
Mentha piperita
15,128 23,63  (28,5R)-5-methyl-2-propan-2-ylcyclohexan-1-one 89-80-5 Menthone 97 C10H180 1155 1148
15,727 9,87  (2R,5R)-5-methyl-2-propan-2-ylcyclohexan-1-ol 491-01-0  Menthol <neo-> 93 C10H180 1165 1158
1490-04-
16292 45,78 O-methyl-2-propan-2-ylcyclohexan-1-ol 6 Menthol 97 C10H200 1176 1167
23437 8,19  (S-methyl-2-propan-2-ylcyclohexyl) acetate 89-48-5  Methyl Acetate 97 C12H2202 1296 1294
3623-52-
16776 004 (IR.25,58)-5-methyl-2-propan-2-ylcyclohexan-1-ol 7 Menthol <iso-> 95 C10H200 1178 1179
** indice de retengdo calculado; o indice de retengao Adams



6.2 Screening da bioatividade de OEs em ensaio de aplicacdo topica

Os OEs de M. arvensis, M. piperita € M. spicata causaram alta taxa de mortalidade
para A. diaperinus (y* = 344; df = 3; p < 0,001), sendo o tempo necessario para causar
mortalidade em 50% da populacdo (TLso) de 24 h. Houve sobreposicdo entre os intervalos de
confianca das larvas tratadas com os OEs, as probabilidades de sobrevivéncia variaram entre

3 a 5% (Grafico 1).



Grafico 1 - Andlise de sobrevivéncia de larvas de Alphitobius diaperinus ap6s aplicagdo topica de 6leos essenciais de Mentha arvensis, Mentha piperita e Mentha spicata na

dose de 100 pg OE/larva.
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*EP=Erro padrdo; Médias seguidas de mesma letra ndo diferem pelo teste de comparacao multipla de parwise.



6.3 Screening da bioatividade de OEs em ensaio de ingestao

Constatou-se diferenca significativa na sobrevivéncia das larvas, as quais foram
oferecidas a dieta contendo os OEs de M. arvensis, M. piperita € M. spicata (x> = 223; df =3; p <
0,001). O OE de M. spicata foi o mais toxico com probabilidade de sobrevivéncia de 4,08 %.
As larvas apresentaram TLsy menor de que 24 h para todos os OEs testados, todavia para os
tratamentos com os OEs de M. arvensis ¢ M. piperita as probabilidades de sobrevivéncia

foram de 16 e 26% (Grafico 2).



Grafico 2 - Analise de sobrevivéncia de larvas de Alphitobius diaperinus ap6s ingestdo de dieta contendo 6leos essenciais de Mentha arvensis, Mentha piperita ¢ Mentha

spicata, na concentragdo de 100 pg de OE/mg de dieta.
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*EP=Erro padrao; Médias seguidas de mesma letra ndo diferem pelo teste de comparagédo multipla de parwise.



6.4 Determinagao da dose-resposta dos OEs em ensaio de aplicacao topica

Entre os OEs avaliados nesse estudo, o OE de M. arvensis e M. piperita foram os
mais toxicos, com DLsg de 26,53 + 2,5407 e 32,20 + 2,6152 pg de OE/larva, respectivamente.
O OE de M. spicata diferiu dos demais, causando DLsy com 45,44 + 3,4366 ug de OE/larva.
O controle positivo, 6leo de neem, foi o tratamento mais téxico com DLsyde 8,45 £ 0,3260 pg

de OFE/larva (Tabela 3; Material suplementar — Graficol).



Tabela 3 - Resposta dose-mortalidade de larvas de Alphitobius diaperinus tratadas com os 6leos essenciais de Mentha piperita, Mentha spicata, Mentha arvensis ¢ o 6leo de

neem.

Tratamento df %2 p b* e* DLs (ng/nL) DLy (ng/nL)

M. piperita 497 2232,1 0 -1,82 + 0.1694 32,20+ 2,6152 32,20£2,6152 107,16 + 15,455
(LI=27,08; LS=37,33) b (LI=76,86; LS=137,452)a

M. spicata 498 420,4 0 -2.14+ 0,2154 45,44 £3,4366 45,44 + 3,4366 126,46 £ 17,121
(LI=38,71; LS=52,18) a (L1=92,90; LS=160,01) a

M. arvensis 498 642,1 0 -1,37+ 0,1201 26,53 +£2,540 26,53 +£2,5408 130,99 + 23,652
(LI=21,55;LS=31,51)b (LI=84,64;LS=177,35)a

Neem 498 459.84 0,8 -3,37 £ 0.28596 8,45+ 0,3260 8,45+ 0,3260 16,22 + 1,06

(LI=7,81; LS=9,09) ¢

(LI=1413; LS = 18,30) b

**P” e “e” = coeficientes da equagdo f(x)=1/1+exp(b(log(x)-log(e))).



A mortalidade das larvas de 4. diaperinus, ao longo do tempo, submetidas a aplicacao
topica dos OEs de M. arvensis (y* = 332; gl = 5; p =< 0,001), M. piperita (y* = 454; gl = 5; p
=<0,001), M. spicata (x* =310; gl = 5; p < 0,001) ¢ o controle positivo, 6leo de neem, (X* =
371; df = 5; p < 0,00) foi dependente das doses aplicadas. Na dose de 10 pg de OFE/larva, o
OE de M. arvensis foi o unico que acarretou TLsy de 120 h nas larvas. Em se tratando dos
demais OEs a dose de 10 pg de OE/larva causou TLsy > 120 h. Nas maiores doses testadas
(31,62 pg de OE/larva e 100 pg de OE/larva) os TLso foram de: 120 h e 24 h; 36 h e 24 h; 24

h e 24 h, respectivamente, para os OEs de M. arvensis, M. piperita e M. spicata (Grafico 3).

OE de M. spicata foi o Unico capaz de reduzir probabilidade de sobrevivéncia das
larvas na dose de 3,16 pg de OE/larva. A menor dose capaz de reduzir a sobrevivéncia dos
insetos tratados com o OE de M. piperita foi a de 31,62 ng de OE/larva, ao passo que para M.
arvensis, doses acima de 10 pg de OE/larva causaram redugdo na probabilidade de
sobrevivéncia. No que se refere ao controle negativo, 6leo de neem, a menor dose avaliada (5
png de OE/larva) ja foi capaz de causar mortalidade nos insetos. As larvas que receberam a
aplicacdo topica do 6leo de neem nas doses de 12, 20 e 30 ug de OE/larva apresentaram

probabilidade de sobrevivéncia de 9,18; 2,17 e 0%, respectivamente (Grafico 3).



Grafico 3 - Andlise de sobrevivéncia e tempo letal médio de larvas de Alphitobius diaperinus apds aplicacao topica de diferentes doses dos 6leos

essenciais de Mentha arvensis (), Mentha piperita (b), (c) Mentha spicata e (d) 6leo de neem.
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6.5 Determinagdo da concentracao-resposta dos OEs em ensaio de ingestao

Os OEs estudados nesse trabalho foram mais toxicos para larvas de 4. diaperinus do
que o OE de neem. No que se refere aos valores de CLsy, a toxicidade dos OEs de M.
arvensis, M. piperita e M. spicata foi 1,95; 3,74 e 2,38 vezes menores do que a do controle

positivo, 06leo de neem (Tabela 4; Material suplementar - Grafico 2).



Tabela 4 - Resposta concentracdo-mortalidade Alphitobius diaperinus tratados com os dleos essenciais de Mentha piperita, Mentha spicata, Mentha arvensis e 6leo de neem.
UTFPR, Campus Santa Helena — PR, 2021.

Tratamento df %2 p b* e* CLs) (ng/nL) CLyj (ng/nL)
M. arvensis 499 523,19 0,2193 -2,68 £0,2572 63,59 +£2,650 63,59 +2,6502 144,20 + 14,142
(LI=58,39; LS = (LI=116,48; LS =
68,7878) b 171,91) c
M. piperita 500 500 0,4915 -1.91+£0,2178 58,69 £3,1266 33,06 +2,4397 184,90 £ 28,16
(LI=28,28; LS=37,84) (LI=156,74;LS =
d 213,06) b
M. spicata 498 497,36 0,4997 -1,94 £ 0,2178 52,08 £2,6517 52,08 £2,6517 161,10 £ 22,45
(LI=46,88; LS = (LI=117,08; LS =
57,27) ¢ 205,11 ¢
Neem 498 887,61 0,531 -3,23+£0,2843 123,83 + 123,83 + 6,1425 24412 + 19,76
6,1424 (LI=111,79; LS = (LI=205,38; LS =

135,87) a

282,86) a




No que diz respeito a analise de sobrevivéncia, houve redu¢do na probabilidade de
sobrevivéncia e no TLsy dos insetos conforme aumento da concentragdo dos OEs de M.
arvensis (2 = 281; gl = 5; p <0,001), M. piperita (y2 = 180; gl =5; p <0,001) e M. spicata
(x2 = 214; df = 5; p= <2e-16) na dieta ofertada para 4. diaperinus. O mesmo comportamento,
dependente da concentragdo utilizada, foi constatado para o OE de neem (2 = 368; gl =5; p <
0,001) (Grafico 4).

Todos os OEs foram mais toxicos para A. diaperinus do que o 6leo de neem. O 6leo de
neem reduziu a probabilidade de sobrevivéncia dos insetos apenas na concentragcdo de 100 ug
de OE/mg de dieta (50%), ao passo que para os OEs de M. arvensis, M. piperita e M. spicata
(100 pg de OE/mg de dieta) causaram probabilidades de sobrevivéncias de 14; 20 e 14%,

respectivamente (Gréfico 4).



Grafico 4 - Tempo letal médio e analise de sobrevivéncia de larvas de Alphitobius diaperinus 120 horas apds oferecimento de dieta contendo diferentes concentragdes dos

oleos essenciais de Mentha arvensis (a), Mentha piperita (b), (¢c) Mentha spicata e (d) 6leo de neem.

a) +0 glg de OE/mg de dieta 35 pg de OE/mg de dieta + 70 ug de OE/mg de dieta Tratamentos Tempo letal Probabilidade de sobrevivéncia
+ 25 g de OE/mg de dieta ~ 50 pg de OE/mg de dieta 100 pg de OE/mg de dieta mediano (TLs) (%) £ EP*
10a% (g de OE/mg de dieta)
’ IS s E— 'a 0 >120h 971,70 a
o b 25 >120 h 85+3,57b
= 35 >120 h 86+347b
Z 75% 50 >120 h 551497 ¢
2 70 84h 39:488¢
2 100 24h 14 £ 3.47)d
B 50%
Q
o
3
= Log-rank
8 25%
_S p <0.0001 d
o
0% '
0 24 48 72 96 120
Tempo em horas
Ho de OE/mg de dieta 35 de OE/mg de dieta + 70 de OE/mg de dieta - Coa L
b) 24 Sg de OErrﬁg dedieta 50 ES de OE/mg de dista 100" Eg de OE/mgg de dieta Tratamentos Tempa letal Probabilidade de sobrevivéncia
—_— a  (ugde OEimg de dieta)  Medianc (Tl {%} + EF”
© 0 >120h 100+0a
j- ‘ b 25 >120h 7814,14b
2z 75% a5 >120h 571495¢
o 50 120h 491 500¢
e |
8 c 70 12 h 50500 ¢
T S 100 24h 201 4,00d
[ }
o
S
= Log-rank
8 25%
Qo p <0.0001
[
o
0%

0 24 48 72 96 120
Tempo em horas



100%

75%

50%

25%

Probabilidade de sobrevivéncia

0%

(=3
~

100%

75%

50%

25%

Probabilidade de sobrevivéncia

0%

0 pyg de OE/mg de dieta 35 ug de OE/mg de dieta + 70 pg de OE/mg de dieta
+ 25 pg de OE/mg de dieta =~ 50 pug de OE/mg de dieta ~ 100 pg de OE/mg de dieta

Tempo em horas

=] Ong de OE/mg de dieta 50an de OE/mg de dieta + 230 ug de OE/mg de dieta
4 25 pg de OE/mg de dieta =~ 100 pg de OE/mg de dieta 500 pg de OE/mg de dieta

1 a
1 ] b
Cc
Log-rank 3 { d
p<0.0001 :
e
0 24 48 72 96 120

=

—

Log-rank ' I
p <0.0001 ' —‘—\—‘ c
H | d

Tratamentos Tempo letal Probabilidade de sobrevivéncia
(Hg de OE/mg de dieta) mediano (TLy) {%) £ EP*
0 >120h 96+ 1,96 a
25 >120h 79+407h
as >120h 591+492¢
50 >120h 596+ 493c
70 24h 30,314,87d
100 24h 14,143 50e
Tratamentos Tempo letal Probabilidade de sobrevivéncia
(1g de OE/mg de dieta) mediano {TLs} (%) £ EP*
0 >120h 961+196a
25 >120 h 92x271a
50 >120h 88+325a
100 120 h 5015,00b
230 24 h 181384 c
500 24 h 101 3,00d

0 24 48 72 96

Tempo em horas

120



6.6 Toxicidade dos compostos majoritarios dos OEs de Mentha spp. para A. diaperinus

No ensaio de aplicacdo topica os OEs de M. arvensis e M. spicata foram mais toxicos
do que seus compostos majoritarios (x> = 308; gl = 7; p < 0,001). Ndo houve diferenca
estatistica entre o OE de M. piperita e os isomeros D e L-carvona (Grafico 5a). Ressalta-se
que no ensaio de ingestdo, o composto D-mentol foi o que apresentou maior toxicidade para

os insetos (x°=378; gl = 7; p <0,001) (Grafico 5b).



Grafico 5 - Andlise de sobrevivéncia de larvas de Alphitobius diaperinus, (a) em ensaio de aplicacdo topica e de (b) ingestdo com os compostos majoritarios dos 6leos

essenciais de Mentha arvensis, Mentha piperita e Mentha spicata.
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6.7 Andlise da interacdo dos OEs para organismo ndo-alvo, o fungo B. bassiana

Ao se avaliar a interagdo dos OEs de M. arvensis, M. piperita e M. spicata (100 mg
solubilizados em 1000 uL de meio de cultura) com o fungo entomopatogénico B. bassiana,
constatou-se que nao houve diferenca para os pardmetros germinagdo de conidios,
crescimento vegetativo e numero de conidios/colonia. De acordo com os valores dos indices

de bioldgicos, os OEs estudados nesse trabalho sdo compativeis com B. bassiana (Tabela 5).

Tabela 5 - Parametros bioldgicos e Indice Biolégico de Toxicidade para o fungo Beauveria bassiana, em

interacdo com os oleos essenciais de Mentha arvensis, Mentha spicata e Mentha piperita.

Tratamento Germinagdo  Crescimento  Conidios/colonia Indice Biologico
de Conidios Vegetativo (x10")
(%) (cm?)
Testemunha 88,1 35,9 7,6 X 107 -
M. arvensis 83,2 31,8 5,0x 10 80,8 (C)
M. spicata 80,7 34,9 8,4x 10 100,0 (C)
M. piperita 79,9 30,4 6,2x 107 86,3 (C)

*Q indice Bioldgico foi calculado usando o percentual de cada variavel, em relacdo a testemunha (Rossi-Zalaf et

al., 2008).

**Valores de IB variando de 0 a 41 = toxico (T); 42 a 66 = moderadamente toxico (MT); acima de 66 =

compativel (C).



7 DISCUSSAO

Os OEs provenientes de M. arvensis, M. piperita € M. spicata apresentam grande
potencial para serem usados no controle de A. diaperinus, pois foram toxicos para esse inseto,
em ensaio de aplicagdo topica e ingestdo. O que esta de acordo com outros estudos, os quais
relataram a toxicidade de plantas da familia Lamiaceae para A. diaperinus (PERCIO et al.,
2013; SUBEKTI, CAHYANINGRUM, 2020). O potencial desses OEs pode ser destacado
ainda pelo fato de terem sido mais bioativos para 4. diaperinus do que o 6leo de neem, em
ensaio de ingestdo. O 6leo de neem foi escolhido como controle positivo pois € relatado por
ser toxico para A. diaperinus (MARQUES et al., 2013; WALLDOREF ef al., 2012), além disso
trata-se do pesticida botanico de maior sucesso em uso agricola em todo o mundo (KILANI-
MORAKCHI; MORAKCHI-GOUDIJIL; SIFI, 2021).

Esse ¢ o primeiro relato da toxicidade dos OEs de M. arvensis € M. spicata para A.
diaperinus. Entretanto existem estudos que relataram a bioatividade de M. arvensis para
outros insetos da ordem Coleoptera, tais como: Sitophilus zeamais Motsch, Sitophilus oryzae
(L.) (Coleoptera: Curculionidae) (ZIMMERMANN et al., 2021), Tribolium castaneum
(Coleoptera: Tenebrionidae) (MISHRA et al., 2014), entre outros. O OE de M. arvensis ainda
mostrou bons resultados diminuindo a eclosdo de larvas e a atividade alimentar de
escaravelhos (PANDEY et al., 2011). Quanto ao modo de ag¢do de M. arvensis para
coledpteros pode-se mencionar que em ensaio de contato empregando adultos de Sitophilus
granarius L. (Coleoptera: Curculionidae), verificou-se que o0s insetos expressaram
diferentemente proteinas relacionadas ao desenvolvimento e funcionamento dos sistemas
muscular e nervoso, respiracdo celular, sintese proteica e desintoxicagdo (RENOZ;
DEMETER; DEGAND; NICOLIS; LEBBE; MARTIN; DENEUBOURG; et al., 2021)

Em relagdo ao OE de M. spicata, trabalhos realizados com outros coledpteros
mostraram a sua atividade inseticida contra: Rhyzopertha dominica (Coleoptera:
Bostrychidae) (WICOCHEA-RODRIGUEZ et al., 2021), Trogoderma granarium (E.)
(Coleoptera: Dermestidae) (TAREQ AL-AMERI et al., 2020), Rhyzopertha dominica F.
(Coleoptera: Bostrichidae) (SOUZA et al., 2016), entre outros. Estudos sobre o mecanismo de
acdo para coleopteros ndo foram encontrados.

No que diz respeito a espécie M. piperita, a atividade inseticida para adultos de 4.
diaperinus foi constatada em ensaio de contato. Os insetos apresentam 100% de mortalidade
apos 9 h de contato com secgdes de papel filtro tratadas com o OE de M. piperita (SUBEKTI;
CAHYANINGRUM, 2020). Além disso, o OE de M. piperita possui uma grande gama de



estudos relacionados com coledpteros pragas, dentre eles podemos destacar a atividade
inseticida para 7. granarium (BORZOUI et al., 2021), T. castaneum, Lasioderma serricorne
(F.) (Coleoptera: Anobiidae), (PANG et al., 2020), Sitophilus oryzae (L.) (Coleoptera:
Curculionidae), R. dominica e T. castaneum (MACKLED et al., 2019). Estudos sobre o

modo de a¢do desse OE para insetos ndo foram encontrados.

O composto majoritario presente nas espécies M. arvensis e M. piperita foi o mentol.
Enquanto que para M. spicata o composto majoritario foi a carvona. Tais resultados estdo de
acordo com aqueles previamente descritos em literatura, que descrevem o mentol como
composto majoritdrio de M. arvensis (NADEEM et al, 2022) e de M. piperita
(MOETAMEDIPOOR et al., 2021). Assim como o carvona como composto majoritario do
OE de M. spicata (AGR SCI-TARIM BILI; BASRI KARAYEL, 2022).

As diferencas encontradas nas atividades inseticidas dos compostos majoritarios e os
OEs pode ser devido a acdo de sinergismo e/ou efeito aditivo entre as substancias (AHMED et
al., 2021; CHEN et al., 2021). Essas substancias apresentam relatam em literatura de
atividade insetividade. Estudos com vistas a avaliar a atividade inseticida do mentol e carvone
para A. diaperinus ndo foram encontrados. Todavia pode-se relatar que o mentol causou
mortalidade em Sitophilus zeamais Motschulsky (YILDIRIM; EMSEN; KORDALI, 2013);
efeito repelente em 7. castaneum, L. serricorne e Liposcelis bostrychophila (PANG et al.,
2020a); e efeito histopatologico nos hemocitos de Rhynchophorus ferrugineus “Oliver”
(Coleoptera: Curculionidae) (MOHAMMED; DAWSARI; ALAM, 2022). A carvona ¢
relatada como sendo capaz de inibir a atividade da enzima acetilcolinesterase, empregando a
enzima da enguia elétrica e também a enzima de coledpteros (LOPEZ, MARIA DOLORES;
PASCUAL-VILLALOBOS, 2015; LOPEZ, M. D.; PASCUAL-VILLALOBOS, 2010).

Vale ressaltar que visando o manejo integrado de pragas ¢ preciso a compatibilidade
entre diferentes taticas de controle. Assim, ao se avaliar o efeito dos OEs de M. arvensis, M.
piperita e M. spicata nos pardmetros germinag¢do de conidios, crescimento vegetativo e
nimero de conidios/colonia verificou-se que ndo houve efeito negativo para B. bassiana. De
acordo com o indice de toxicidade, todos os OEs foram considerados compativeis. Dessa
forma, os OEs de M. arvensis, M. piperita e M. spicata foram compativeis com o fungo
entomopatogénico B. bassiana. Nao foram encontradas pesquisas relacionadas a interagao

desses OEs e o fungo B. bassiana.

8 CONCLUSOES



Os OEs de M. arvensis, M. spicata € M. piperita, em ensaios de aplicagdo topica e
ingestdo, sdo toxicos para A. diaperinus. Nas espécies M. arvensis € M. piperita 0 composto
majoritario presente foi o mentol, para a espécie M. spicata o composto majoritario foi a
carvona. Os isdmeros de carvona foram mais téxicos em ensaio de aplicacao tdpica, enquanto
o D-mentol foi mais tdéxico em ensaio de ingestao.

Os OEs nao sdo toxicos para o B. bassiana, e dessa forma, apresentam-se

promissores para o controle de A. diaperinus.
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Anexos:

Material suplementar. Grafico 1 — Resposta concentragdo versus mortalidade de Alphitobius
diaperinus que receberam aplicacao topica de dleos essenciais de Mentha spp. e do controle positivo,
oleo de neem.
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Material suplementar. Grafico 2 — Resposta concentracdo versus mortalidade de Alphitobius
diaperinus que receberam dieta contendo 6leos essenciais de Mentha spp. e do controle positivo, 6leo
de neem.
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