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EPIGRAFE

“Ndo é sinal de saude estar bem ajustado a uma sociedade profundamente doente”.
(Jiddu Krishnamurti)



RESUMO

Musca domestica ¢ um inseto sinantropico, que além de causar perturbagdes aos animais
e seres humanos, ¢ considerado importante vetor de doengas. O objetivo do presente trabalho
foi avaliar a toxicidade dos 6leos essenciais de Cinnamomum cassia e Cinnamomum camphora
var. linalooliferum (Lauraceas) sobre larvas de terceiro instar, pupas e adultos de M. domestica
e avaliar a preferéncia dos 0leos essenciais em adultos. Nos 6leos essenciais de C. cassia e C.
camphora var. linalooliferum foram encontrados como compostos majoritarios o cinamaldeido
<E> e o linalol. Os 6leos essenciais foram solubilizados em DMSO + 4gua com acgucar nas
concentragdes de 75,8 ul/ml para C. cassia e 53,39 pl/ml para C. camphora var. linalooliferum,
que correspondem a DLso para pupas de mosca domestica. Para larvas e pupas, foram usadas
50 larvas de terceiro instar e 50 pupas para cada dose dos 6leos (DLzs, DLso e DLgo) obtidas em
testes prévios. Os dleos essenciais foram solubilizados em DMSO, &gua + agucar e o controle
constituido de DMSO, agua e acucar, sendo aplicado 1pl da solugcdo do 6leo essencial no dorso
de cada larva de terceiro instar e de cada pupa. Avaliou-se a mortalidade e a reproducdo dos
adultos formados a partir de larvas e pupas tratadas. O dleo de C. cassia foi mais toxico para
larvas, pupas e adultos da mosca doméstica. Os dleos de C. cassia e C. camphora var.
linalooliferum reduziram a quantidade de ovos viaveis de adultos provenientes de larvas e pupas
tratadas. O 6leo de Cinnamomum camphora var. linalooliferum reduziu o periodo de pré-
oviposicdo e o numero total de ovos colocados por adultos oriundos de larvas de terceiro instar.
A duragdo do periodo larval foi reduzida nos tratamentos DL2s e DLsg dos 6leos de C. cassia e
Cinnamomum camphora var. linalooliferum. Adultos de mosca doméstica apresentaram maior
preferéncia pelo 6leo essencial de C. camphora var. linalooliferum e C. cassia apresentou maior
repeléncia para os adultos. Os 6leos essenciais de C. cassia e C. camphora var. linalooliferum
apresentam potencial para uso em programas de manejo de M. domestica, uma vez que foram
toxicos para essa inseto praga.

Palavras-chave: Aviario. Mosca-doméstica. Produtos botanicos. Controle. MIP.



ABSTRACT

Musca domestica is a synanthropic insect, which in addition to causing disturbances to
animals and humans; it is consider an important vector of diseases. The objective of the present
work was to evaluate the toxicity of essential oils from Cinnamomum cassia and Cinnamomum
camphora var. linalooliferum (lauraceous) on third instar larvae, pupae and adults of M.
domestica and evaluate the preference of essential oils in adults. In the essential oils of C. cassia
and C.camphora var. linalooliferum it founded as major compounds cinnamaldehyde <E> and
linalool. Essential oils was solubilized in DMSO + sugar water at concentrations of 75.8 pl/ml
for C. cassia 53.39 ul/ml for C. camphora var. linalooliferum, which correspond to the LDsg
for housefly pupae. For larvae and pupae, 50 third-instar larvae and 50 pupae were used for
each oil dose (LD2s, LDso and LDgo) obtained in previous tests. The essential oils has been
solubilized in DMSO, water + sugar and the control consisted of DMSO, water and sugar,
applying 1pl of the essential oil solution on the back of each third-instar larva and each pupa.
Mortality and reproduction of adults formed from treated larvae and pupae it verified. C. cassia
oil was more toxic to housefly larvae, pupae and adults. Oils from Cinnamomum cassia reduced
the amount of viable adult eggs from treated larvae and pupae. C. camphora var. linalooliferum
reduced the pre-oviposition period and the total number of eggs laid by adults from third-instar
larvae. The duration of the larval period, it reduced in the LD2s and LDso treatments of C. cassia
and C. camphora var. linalooliferum. Housefly adults showed a greater preference for the
essential oils of C. camphora var. linalooliferum and Cinnamomum cassia showed greater
repellency for adults. Essential oils from C. cassia and C. camphora var. linalooliferum have
potential for use in M. domestica management programs, since they were toxic to this insect
pest.

Keywords: Aviary. Housefly. Botanical products. Control. IPM.
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1 INTRODUCAO GERAL

A pecuaria é uma atividade global e multibilionéria, e é prejudicada pelo ataque de
pragas, destacando-se Musca domestica Linnaeus, 1758 (Diptera: Muscidae). Essa mosca é
uma praga cosmopolita e abundante tanto em areas urbanas quanto em rurais, onde atuam como
importantes vetores de mais de cem patdgenos que sdo prejudiciais para humanos e animais
(KHAN et al., 2019b), englobando bactérias, fungos, virus, protozoarios e trofozoitos (FOIL;
GORHAM, 2000; ISSA, 2019). Apresenta habito sinantropico e tem importancia na area da
salde publica por ser transmissora de centenas de patdgenos para humanos e animais (KHAN,
2018; COUSINS et al., 2019; NEUPANE; NAYDUCH; ZURE, 2019). A transmissdo de
patdgenos ocorre por meio de excretas, pernas, regurgitacédo e aparelho bucal contaminado. M.
domestica tem origem nas savanas da Asia Central e de 14 se espalhou pelos demais continentes;
é um inseto robusto capaz de sobreviver em ambientes rurais, urbanos, em regides de clima
tropical a temperado (HUSSEIN; JOHN, 2014; OMMI et al., 2015).

Devido a ameaca que as moscas apresentam para a salude em geral, a Organizacao
Mundial da Saude (OMS) vem trabalhando com instituicdes em todo 0 mundo com objetivo de
descobrir novas medidas de controle da M. domestica e também novos medicamentos para 0s
patdgenos transmitidos por esse inseto. Por conta da dificuldade no controle de doencas, falta
de medicamentos e vacinas eficazes para o tratamento de doencas transmitidas pela M.
domestica, o uso de inseticidas em areas urbanas e rurais é o principal método de controle
utilizado (MOHAFRASH et al., 2020). Embora inseticidas quimicos seja o principal meio de
controle de M. domestica, os efeitos negativos que causam ao ambiente, aos animais e aos
humanos séo preocupantes.

Referente ao desenvolvimento de M. domestica é do tipo holometabolo compreendendo
as fases de ovo, larva, pupa e adultos, sendo que o estagio larval é formado por trés instares.
Cada fémea pode ovipositar seis vezes durante o ciclo de vida e colocar aproximadamente 120
0Vvos por vez, e viver de 15 a 70 dias. Os ovos sdo ovais com tamanho médio de 1,0 a 2,0 mm
de comprimento. A M. domestica tem preferéncia por climas mais quentes, os adultos tém a cor
acinzentada, com quatro faixas escuras na superficie dorsal do térax que apresenta um par de
asas membranosas, 0os olhos compostos sédo grandes e avermelhados (EL-SHERBINI; EL-
SHERBINI, 2011).

O acasalamento e a oviposigdo ocorrem de 3 a 20 dias ap6s a emergéncia dos adultos.
A fémea é ovipara, ou seja, coloca ovos fertilizados no substrato antes da eclos&o das larvas, as

quais medem de 3 a 9 mm de comprimento, cor esbranquicada e ndo apresentam pernas (EL-
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SHERBINI; EL-SHERBINI, 2011). O dimorfismo sexual entre os adultos é realizado por
meio dos olhos, sendo que os machos apresentam olhos holdpticos, ou seja, proximos em vista
dorsal, e as fémeas t€m os olhos dicopticos, separados pela fronte (SERRA-FREIRE; MELLO,
2006), e por isto as moscas sdo ativas durante o dia e inativas a noite. O aparelho bucal é do
tipo sugador-lambedor, usado para absorver os alimentos liquidos, por meio das secre¢fes das
glandulas salivares que contém enzimas capazes de degradar o alimento (ONYENWE et al.,
2016).

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Importancia da Musca domestica

A M. domestica se alimenta de diferentes substratos como materiais em decomposicao,
alimento humano e animal, esterco animal e lixo (ISSA, 2019), os quais sdo encontrados pelo
forte odor que exalam (IQBAL et al., 2014). Sabe-se que a qualidade alimentar influencia
diretamente no tempo de desenvolvimento, crescimento e sobrevivéncia dos insetos
(BARRAGAN-FONSECA,; DICKE; VAN LOON, 2018); por exemplo, dietas com maior
propor¢éo de proteina causaram reducgdo do tempo de desenvolvimento e aumentaram a taxa de
crescimento de M. domestica (KOKDENER; KIPER, 2020).

A M. domestica é capaz de transportar patdgenos para diferentes locais, criando
condigdes para novo ciclo de infec¢do. Foram identificados mais de 130 micro-organismos no
intestino dessa mosca, prevalecendo bactérias, fungos e até virus (KHAMESIPOUR et al.,
2018). Estudo comprovou que o patdgeno transportado pela M. domestica esta vinculado ao
local onde os insetos viviam (PARK et al., 2019). Por exemplo, as moscas que habitavam a
zona urbana continham menor ndmero de microrganismos, cerca de 2,5 vezes menos que
aquelas que viviam em esterco bovino e lixos. Mesmo com alimento em excesso, a M.
domestica ndo permanece em um mesmo local (OMS, 2005; SMALLEGANGE; DEN OTTER,
2007; AWACHE; FAROUK, 2016) podendo transportar a bactéria Escherichia coli, por
exemplo, de uma fazenda para um restaurante na cidade a 3 km de distancia (BURRUS, 2010),
0 que demonstra sua capacidade em disseminar patogenos e a importancia de se realizar o
controle eficaz dessa praga.

O manejo de M. domestica € complexo e depende da integracdo de véarias medidas tais
como barreiras mecanicas, aplicagdo de agentes de biocontrole, eliminacdo de potenciais
criadouros, manejo de esterco animal e uso de inseticidas sintéticos (BIALE; GEDEN; CHIEL,

2017). Essa praga apresenta mecanismos metabolicos para se desintoxicar e
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comportamentais para evitar sua exposic¢ao aos inseticidas (DEACUTIS et al., 2007; GERRY;
ZHANG, 2009; KHAN; AKRAM; HAIDER, 2015; KHAN, 2020; ZHANG et al., 2020), os
quais se constituem no principal método de controle. A existéncia de populacdes de M.
domestica resistentes tem levado ao aumento de aplicac@es de inseticidas (KHAN; AKRAM,;
SHAD, 2013; KHAN, 2019; KHAN et al., 2016), e isto pode desencadear varias consequéncias
negativas ao ambiente e ao proprio homem, sendo por isso, necessario o desenvolvimento de

um manejo dessa praga de forma mais sustentavel (AMICHOT et al., 2018).

2.2 OEs como alternativa para controle de artrépodes praga

O uso em excesso e constante de produtos quimicos causa efeitos danosos ao ambiente
e a saude humana. Dessa forma, pesquisadores vém concentrando seus estudos para o
desenvolvimento de produtos naturais como alternativas eficazes aos inseticidas convencionais
(PAVELA; BENELLLI, 2016). Dentre os produtos naturais, os 6leos essenciais de plantas (OEs)
apresentam-se como uma boa alternativa, sendo constituidos por misturas complexas, volateis
e lipofilicas produzidas por inimeras plantas aromaticas. Nesse contexto, os 0leos essenciais
sdo uma alternativa para quem deseja reduzir ou trocar produtos quimicos por produtos mais
sustentaveis por serem biodegradaveis, apresentar boa eficiéncia e baixo custo de producéo e
ter poder inseticida (MENDES et al., 2017).

Os OEs séo substancias volateis de baixo peso molecular (ASSI et al., 2017) e podem
apresentar atividade inseticida (PAVELA; KAFFKOVA; KUMSTA, 2014). Podem atuar na
defesa de plantas contra insetos e patégenos em geral ja foram classificados como de baixo
risco para humanos e para o ambiente pela Autoridade Europeia para a Seguranca dos
Alimentos (EFSA) e se apresentam promissores para serem utilizados no controle de artrépodes
pragas (BENELLI et al., 2018a; IKBAL; PAVELA, 2019). Apresentam geralmente um
complexo de substancias volateis como terpenos, fendis, cetonas, alcool, ésteres, aminas e
amidas com funcdo inseticida, fungicida, antimicética e bactericida (KUMAR et al., 2020).
Devido a esse complexo eles sdo amplamente utilizados em inimeras empresas como na
industria alimenticia, cosmética, farmacéutica e quimica (SILVESTRE et al., 2019). Dentro da
familia Lauraceae encontra-se o género Cinnamomum, com aproximadamente 250 especies
vegetais. Esse género é conhecido mundialmente por ser fonte de compostos bioativos podendo
ser usados contra artropodes pragas, bactérias e fungos. Os O6leos extraidos das plantas
Cinnamomum verum, Cinnamomum cassia, Cinnamomum camphora e Cinnamomum

zeylanicum sdo os mais comercializados. O linalol encontrado no 6leo de C. camphora var.
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linalooliferum (howood) é um monoterperno efetivo contra pragas (CABALLERO; FINGLAS;
TOLDRA, 2015; NOLLET; RATHORE, 2017; KUMAR et al., 2020).

Foi demonstrado que o OE de eucalipto nas concentracdes de 1% e 5% causou
mortalidade de 80% de adultos de M. domestica (GALLI et al., 2018); enquanto que aqueles
presentes em plantas de Allium sativum L., Cinnamoumum verum e Mentha piperita foram
toxicos para essa praga em todos seus estagios de desenvolvimento (BISSELEUA,
GBEWONYO; OBENG-OFORI, 2008; KUMAR etal., 2012; MOREY; KHANDAGLE, 2012;
SINTHUSIRI; SOONWERA, 2013; CHANTAWEE; SOONWERA, 2018). O género
Cinnamomun (Lauraceae) abrange mais de 250 espécies de plantas, cujos constituintes
apresentam grande potencial de uso por apresentarem atividades antibacteriana, antifingica e
inseticida (FIRMINO et al., 2018; GUCWA et al., 2018; DAI et al., 2020; YANG; ISMAN;
TAK, 2020), sendo que a toxicidade de seus 6leos para artropodes pragas ocorre em funcdo de
diferentes modos de acdo (ISMAN, 2020). Dentro do género Cinnamomun o0s 0leos mais
comercializados s&o Cinnamomum verum J. Presl, Cinnamomum cassia J. Presl, Cinnamomum
camphora J. Presl e Cinnamomum zeylanicum Blume (NOLLET; RATHORE, 2017).

Em decorréncia dos prejuizos econdmicos de M. domestica tanto nas areas rurais quanto
urbanas, sdo necessarios estudos para avaliagdo de novas medidas de controle que sejam mais
econdmicas e que contribuam para uma producdo mais limpa como, por exemplo, orgénica, ja
que consumidores cada vez mais buscam por alimentos mais sustentaveis e aceitam pagar mais.
Nesse contexto, 0 uso de OEs é de grande valia e estdo sendo estudados, no intuito de substituir

inseticidas quimicos que apresentam riscos para o ambiente e para o préprio homem.

3 METODOLOGIA

3.1 Oleos essenciais

Os OEs de C. camphora var. linalooliferum e C. cassia foram extraidos por
hidrodestilacdo a vapor. O 6leo de C. camphora var. linalooliferum Lote 122 foi extraido da
casca, enquanto o de C. cassia Lote 225 foi obtido da casca, folhas e caule, segundo
informagdes da empresa Ferquima Industria e Comércio Ltda, de Vargem Grande Paulista, S&o

Paulo.

3.2 Caracterizacao quimica dos 6leos essenciais
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A metodologia descrita foi usada segundo Bordin et al. (2021), os OEs utilizados nos
experimentos foram caracterizados quanto a composicdo quimica por Cromatografia Gasosa
acoplada a Espectrometria de Massas (GC-MS). As analises qualitativas foram realizadas em
um Cromatografo a Gas Shimadzu GCMS-QP2010 Plus em uma coluna capilar ndo polar
RTx5MS (30 m x 0,25 mm x 0,25 pum). As condicGes utilizadas foram modo split a uma taxa
de injecdo de 1/20, temperatura de 250°C para o injetor e fonte de ions, e 280°C para a interface.
A temperatura inicial foi programada para 60°C nos primeiros 5 minutos, aumentando a uma
taxa de 3°C/min até a temperatura final de 240°C, e finalmente com uma isotérmica de 5
minutos. Os componentes foram identificados com base em compara¢Ges com o indice de
retencdo relativo, usando dados de uma série de n-alcanos (C8-C19), espectro de massa do
banco de dados do equipamento, seguido de comparacdo com indices de retencdo de dados
publicados (ADAMS, 2007).

Para as andlises quantitativas, o Cromatdgrafo a Gas Shimadzu 2010 com Detector de
lonizagdo de Chama (GC-FID) foi usado em uma coluna OV-5 (30 m x 0,25 mm x 0,25 um),
sendo que hélio foi usado como gas de arraste a uma temperatura constante, a vazdo foi de 1
ml/min, a taxa de injecdo de 1/20, o volume de injecéo foi de 1 puL do 6leo diluido em éter
etilico, o detector de temperatura foi de 280°C e injetor a 250°C. A temperatura inicial da coluna
foi de 60°C por 5 minutos, programada para aquecimento a uma taxa de 3°C/min até atingir a
temperatura final de 240°C, completando com uma isotérmica por 5 minutos.

3.3 ENSAIOS BIOLOGICOS
3.3.1 Obtencéo dos insetos

A populacdo usada nesta pesquisa recebeu o nome UFLA visto que foi coletada em
substrato de matéria organica no campus da Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG
(latitude: 21°13'24.0"S, longitude: 44°58'14.2"W).

3.3.2 Criagéo de M. domestica

Aproximadamente 280 larvas de moscas foram coletadas para dar inicio a criacdo de M.
domestica. A identificagdo da espécie foi realizada quando os insetos atingiram o estagio
adulto, sendo utilizada a chave de identificagdo proposta por GRELLA (2011) e CARVALHO
& MELLO-PATIU (2008). Apos serem identificadas como M. domestica, foram e mantidas no

Laboratério de Entomologia Molecular e Ecotoxicologia do Departamento de Entomologia da



16

Universidade Federal de Lavras (DEN-UFLA). A criacdo das moscas foi realizada em gaiolas
de acrilico (30 x 30 x 60 cm), seguindo metodologia de BRITO et al., (2008), sendo mantidas
sob temperatura de 25 + 2°C, fotofase de 12h e umidade relativa de 70 + 10%.

O substrato para oviposicao foi preparado com 80g de farelo de trigo e 70 ml de agua,
utilizando-se recipiente de plastico transparente de 500 ml. O recipiente com substrato de
oviposicdo foi colocado no interior da gaiola de acrilico e mantido por 48h. Apoés esse periodo,
o0 recipiente foi retirado e em cima do substrato de oviposicdo foi colocado o substrato de
alimentacéo para as futuras larvas. O alimento das larvas consistia em mistura homogénea de
farelo de trigo 80g e 20g de racdo de cachorro, umedecida até obter mistura pastosa. Em
aproximadamente cinco dias, as larvas atingiram o estdgio de pupa, sendo contadas e
transferidas para um novo recipiente de plastico branco de 50 ml colocado no interior da gaiola
de acrilico até a emergéncia dos adultos, dando inicio a um novo ciclo de desenvolvimento. As
moscas adultas foram mantidas nas gaiolas, sendo alimentadas com leite em p6 integral e agucar

na proporcao de 1:1 e um chumago de algoddo embebido em &gua.

3.3.3 Selecdo de OEs tdxicos para adultos de M. domestica

Este bioensaio seguiu o protocolo IRAC (Insecticide Resistance Action Committee) n°
026, (IRAC, 2011). Os OEs Cinnamomum cassia e Cinnamomum camphora var. linalooliferum
lote foram diluidos em 100 ml de agua destilada + 20 g de acucar + 250 pL de dimetilsulfoxido
(DMSO0), no tratamento controle foi usado apenas com DMSO + 4gua com aglcar. As
concentracdes de OEs usadas foram: 0,01; 0,1; 1; 10 ul/ml. Foram utilizados 4 recipientes de
vidro (200 ml) que consistia em uma repeticdo, onde em cada um foi introduzido um rolete de
algoddo com 2 cm de comprimento tratado com 2 ml da solucédo preparada (Figura 1). Em cada
recipiente de vidro foram introduzidas 15 moscas com até 48 h de idade. ApGs as moscas serem
introduzidas nos recipientes de vidro, esses foram fechados com pedaco de espuma para evitar
afugados insetos. O experimento contou com quatro repeticdes e quinze insetos por repetigéo,
totalizando 60 moscas por tratamento. O delineamento experimental foi inteiramente
casualizado. As avaliacdes de mortalidade das moscas foram feitas 48 h apds a aplicacdo dos

OEs. Os insetos que ndo apresentavam movimentos foram considerados mortos.
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Figura 1- Solucédo de OE usada nos bioensaio com adultos de Musca domestica.

Fonte: Da autora (2022).

3.3.4 Concentracao-resposta para adultos de M. domestica

Para determinar atividade inseticida dos OEs de C. cassia e C. camphora var.
linalooliferum para M. domestica foi realizado ensaio de exposi¢do dos adultos seguindo o
protocolo IRAC (Insecticide Resistance Action Committee) n° 026, (IRAC, 2011). Os OEs
foram diluidos em 100 ml de agua destilada + 10 g de acucar + 250 pul de DMSO e um
tratamento controle constituido de 100 ml agua destilada + 10 g de acucar + 250 ul de DMSO.
Foram utilizadas 4 repeticdes para cada tratamento, sendo cada uma formada por 15 insetos
com até 48h de idade. Foram usados 4 recipientes de vidro (200 ml), onde em cada um foi
introduzido um rolo dental de algoddo com 2 cm de comprimento, de formato cilindrico
tamanho namero 2. Cada rolo dental foi tratado com 2 ml da solucéo correspondente. Apds as
moscas serem introduzidas nos recipientes de vidro, esses foram fechados com pedaco de
espuma para evitar a fuga dos insetos. Em funcdo dos resultados obtidos no pré-teste, sete
concentragdes foram utilizadas para estimar as curvas de dose-resposta para cada 6leo sao elas:
C. cassia 0,02; 0,04; 0,05; 0,06; 0,07; 0,12 e 0,25 pl/ml, para o 6leo essencial de C. camphora
var. linalooliferum 0,03; 0,07; 0,12; 0,20; 0,45; 1,2 e 1,5 pl/ml. A mortalidade foi avaliada 48
horas ap0s a exposicdo das moscas. Os insetos que ndo apresentavam movimentos foram
considerados mortos. A mortalidade foi usada para determinar a toxicidade do 6leo através da
analise PROBIT e a obtencdo concentracao resposta.

3.3.5 Bioensaio de preferéncia

Quarenta adultos com até 48 horas de vida foram introduzidos em trés gaiolas de acrilico
(30 x 30 x 60 cm), sendo que cada gaiola consistiu em uma repeticdo. Foi introduzido no interior
de cada gaiola dois bequeres de vidro de 50 ml, um sendo com o tratamento controle e outro
Becker tratado com OE. O tratamento controle foi constituido de agua destilada + agucar (20%)
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+ 250 pl de DMSO + leite. Para diluicdo dos OEs foi utilizado solugédo mae que consistiu em:
OE + &gua destilada + acucar (20%) + 250 pl de DMSO. Logo ap6s, 1 ml da solugdo mée foi
adicionado em 9 ml de leite e foram introduzidos nas gaiolas. Os béqueres foram tampados com
voile no qual foi introduzido um conta-gotas de plastico de 6,3 cm de comprimento que teve a
extremidade superior cortada para permitir a entrada da mosca (Figura 2). O namero total de
moscas presas nesses frascos foi registrado ap6s 24 horas. Para este bioensaio foi utilizado
delineamento em blocos casualisados. Cada tratamento teve nove repeticdes, sendo que 0
experimento foi repetido trés vezes.

Os resultados foram expressos em termos de porcentagem de atracdo/repeléncia. A
preferéncia percentual foi calculada pela seguinte formula com adaptacbes (CAMPBELL,
1983):

R (%) = [100 (C-T) /C]

No qual C é a somatoéria do nimero de moscas doméstica presas no frasco do controle nos trés dias de
avaliagdo, T é a somatoria do nimero de moscas doméstica presas no frasco com 6leo essencial nos trés
dias de avaliag&o.

Figura 2 - Gaiola de acrilico e béqueres usados nos bioensaios de preferéncia.
: g

Fonte: Da autora (2022).

3.3.6 Bioensaio com larvas M. domestica

3.3.6.1 Curva de dose-resposta com larvas M. domestica

Dados de dose-mortalidade foram submetidos a anélise probit no software SAS. Os OEs
foram diluidos em 100 ml de agua destilada + 10 g de acucar + 250 pul de DMSO e um
tratamento controle constituido de 100 ml &gua destilada + 10 g de acucar + 250 ul de DMSO.
Para cada 6leo foram realizadas 50 repeti¢des, sendo cada uma formada por uma larva de
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terceiro instar com até 5 dias de idade. Cada larva foi tratada com 1 pl da solucéo
correspondente, apds elas foram individualizadas em tubo de vidro (8,0 cm x 2,0 cm) contendo
1 g de dieta descrita no subitem 3.2. Sete concentragdes foram utilizadas para estimar as curvas
de dose-resposta para as larvas de cada 6leo. S&o elas: Cinnamomum cassia 0,00001; 0,00005;
0,00008; 0,0002; 0,0003; 0,0005 e 0,001 pl/inseto, para o 6leo essencial de C. camphora var.
linalooliferum 0,00007; 0,00009; 0,00025; 0,0004; 0,0005; 0,0001 e 0,0015 pl/inseto. A
mortalidade foi avaliada 48 h ap0s a exposicdo das larvas. Foram considerados mortos os

insetos que ndo apresentavam movimentos ao toque de um pincel de cerdas macias.

3.3.6.2 Toxicidade dos OEs sobre larvas de M. domestica

Esse ensaio foi realizado seguindo a metodologia de MELO (2014). Para cada bioensaio
larvicida foram usadas 50 larvas de terceiro instar com até 5 dias de idade por tratamento, as
quais foram tratadas topicamente com microseringa modelo Hamilton®. Foram utilizadas trés
concentragOes de cada 0leo DL2s, DLso, DLgo determinadas por meio de ensaios prévios através
de curva de dose-resposta dos adultos. Os OEs foram diluidos em 100 ml de agua destilada +
10 g de acucar + 250 pl de DMSO e um tratamento controle constituido de 100 ml agua
destilada + 10 g de aglcar + 250 pl de DMSO. Para o 6leo C. cassia as concentraces
correspondentes as DLs, DLso € DLgo foram: 0,003; 0,0536 e 0,01575 pl/larva, respectivamente
e C. camphora var. linalooliferum 0,01505; 0,03106 e 0,1230 pl/larva. Foi aplicado no dorso
de cada larva de terceiro instar 1 ul da solucdo correspondente a cada tratamento por meio de
microseringa de Hamilton. Em seguida, as larvas foram individualizadas em tubo de vidro (8,0
cm x 2,0 cm) contendo 1 g de dieta descrita no subitem 3.2. O delineamento foi inteiramente
casualizado com quatro tratamentos e cinguenta repeticdes, sendo cada uma formada uma larva
de terceiro instar.

Quando emergidos, formaram-se vinte casais de adultos com diferenca de idade de até
24h que foram colocados em recipientes de plastico transparente de um litro que continha um
recipiente com &gua e substrato de alimentacdo conforme descrito no subitem 3.2. Foi avaliado
0 numero de ovos colocados e a longevidade dos insetos. Para avaliar o nimero total de ovos
colocados foi introduzido diariamente nos potes de plastico transparente de cada casal uma
tampa de plastico com diametro de aproximadamente 28 mm e 20 mm de altura contendo
substrato de oviposicdo descrito no subitem 3.2. Foram coletados ovos diariamente de cada
repeticdo para avaliacdo de sua viabilidade. Os ovos colocados foram contados diariamente
com auxilio de Estereomicroscopio Nikon®
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3.3.7 Bioensaio com pupas M. domestica

3.3.7.1 Curva dose-resposta com pupas M. domestica

Dados de dose-mortalidade foram submetidos a analise probit no software SAS. Os OEs
foram diluidos em 100 ml de agua destilada + 10 g de acucar + 250 pl de DMSO e um
tratamento controle constituido de 100 ml agua destilada + 10 g de agucar + 250 ul de DMSO.
Foram utilizadas 5 repeticdes para cada 6leo, sendo cada uma formada por dez pupas, as quais
foram tratadas topicamente com microseringa modelo Hamilton®. Cada pupa foi tratada com 1
ul da solucéo correspondente apos, foram individualizadas em placas de Petri de vidro de 2 cm
de altura x 10 cm de diametro forrada com papel filtro de 8 cm de didmetro. Sete concentracdes
foram utilizadas para estimar as curvas de dose-resposta para cada 6leo sdo elas: Cinnamomum
cassia 0,00026; 0,00050; 0,00080; 0,0010; 0,0015, 0,0020 e 0,0025 pl/pupa, e oito
concentracdes para o 6leo essencial de C. camphora var. linalooliferum 0,0002; 0,0004; 0,0008;
0,0010; 0,0020; 0,0030; 0,0050 e 0,010 ul/pupa. A mortalidade foi avaliada diariamente por
sete dias consecutivos ap6s a exposicdo das pupas, foi considerado como morta as pupas que

murcharam e as que ndo emergiram apos 7 dias da aplicacao tdpica.

3.3.7.2 Toxicidade dos OEs sobre pupas de M. domestica

Esse ensaio foi realizado seguindo a metodologia de MELO (2014). Pupas de M.
domestica foram tratadas topicamente com microseringa modelo Hamilton®. Os tratamentos
consistiram de trés concentragdes de cada 6leo (DL2s, DLso € DLgo) diluidas em DMSO (250
ul) + dgua +acgucar (20%), as quais foram encontradas em curvas de dose-resposta dos adultos
obtidas em testes prévios. Para o 6leo C. cassia as dilui¢des correspondentes as DL2s, DLso €
DLgo foram: 0,003; 0,0536 e 0,01575 pl/pupa respectivamente e C. camphora var.
linalooliferum 0,01505; 0,03106 e 0,1230 pl/pupa. No dorso de cada pupa foi aplicado 1 pl da
concentragédo correspondente a cada tratamento. O delineamento foi inteiramente casualizado,
sendo usadas 50 pupas por tratamento, sendo cada repeticdo formada de 10 pupas que foram
mantidas em recipientes plasticos de 500 ml transparentes e cobertos com voile para avaliacéo
do namero de adultos emergidos e duracdo do periodo pupal.

Logo apds a emergéncia, vinte casais de adultos com diferenca de até 24h de idade por
tratamento foram individualizados em recipientes de plasticos de 1l transparentes que
continham um recipiente com agua e outro com substrato de alimentacdo, conforme descrito no

subitem 3.2. Os adultos foram avaliados diariamente para determinacdo do tempo de
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sobrevivéncia de cada mosca. Para avaliar o nimero total de ovos colocados foi introduzido
diariamente nos potes de plastico transparente de cada casal uma tampa de plastico com
diametro de aproximadamente 28 mm e 20 mm de altura contendo substrato de oviposicao
descrito no subitem 3.2. Foram coletados ovos diariamente de cada repeticdo para avaliacédo de
sua viabilidade. Os ovos colocados foram contados diariamente com auxilio de

Estereomicroscéopio Nikon®.

3.4 ANALISES ESTATISTICAS

3.4.1 Analises com 6leo de C. cassia

Os tratamentos (Controle, DLs, DLso, DLoo) foram considerados como variaveis
independentes em todos os modelos. Para testar a sobrevivéncia das pupas (dias) foi utilizado
modelos de sobrevivéncia, utilizando Kaplan-Maier. Para estudar o tempo de oviposicao (dias),
total de oviposicéo, periodo pupal (dias) e pupas deformadas (%) foram utilizados modelos ndo
paramétricos Kruskal-Wallis. Para viabilidade de ovos das pupas e larvas foi usado modelos
inflacionados por zero com distribui¢ao ‘Poisson’, por contar alta quantidade de valores 0. A
mortalidade das pupas (%) e razdo sexual também foram modeladas com GLMs, mas com
distribuicao de erros ‘Quasibinomial’ e ‘Gamma’, respectivamente. Para testar a longevidade
das larvas (dias) foi usado modelos de sobrevivéncia, utilizando Kaplan-Maier. Para estudar o
tempo de oviposicdo (dias), total de oviposicdo foram utilizados modelos ndo paramétricos
Kruskal-Wallis. Todas as analises foram realizadas e graficas geradas com R 3.4.1 (R Core
Team, 2022).

3.4.2 Analises com 6leo de C. camphora var. linalooliferum

Os tratamentos (Controle, DL2s, DLso, DLgo) foram considerados como variaveis
independentes em todos os modelos. Para testar a sobrevivéncia dos adultos oriundos de pupas
tratadas (dias) foi utilizado modelos de sobrevivéncia, utilizando Kaplan-Meier. A
sobrevivéncia dos adultos (dias), a razdo sexual e mortalidade das pupas (%) foram modeladas
com GLM, com distribui¢do ‘Quasipoisson’, ‘Gamma’ ¢ ‘Quasibinomial, respectivamente.
Para estudar a viabilidade de ovos nos diferentes tratamentos foi utilizado modelos
inflacionados por zero, com distribuicdo de erros ‘Poisson’. Para testar a sobrevivéncia das

larvas (dias) foi utilizado modelos de sobrevivéncia, utilizando Kaplan-Meier. O periodo de
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pré-oviposi¢do (dias) foram modelados por modelos ndo paramétricos Kruskal-Wallis. Todas
as analises foram realizadas e gréficas geradas com R 3.4.1 (R Core Team, 2022).

3.4.3 Teste de preferéncia dos 6leos essenciais para adultos de M. domestica

Para testar a preferéncia dos adultos de mosca domeéstica (%) foi utilizado GLMs, com
distribuicao de erros ‘Quasibinomial’, para as duas espécies estudadas. A qualidade dos
GLMM s foi avaliada graficamente verificando a normalidade da distribuicdo dos residuos do
modelo com um plote g-g. Um teste Tukey p6s-hoc foi utilizado para comparagéo entre todas
as variaveis, no caso dos testes ndo paramétricos as médias foram comparadas por comparacdes
de pares Wilcoxon.

Todas as andlises foram realizadas e gréficas geradas com R 3.4.1 (R Core Team 2022).
Utilizamos o pacote pscl (ZEILEIS; KLEIBER; JACKMAN, 2008) para os modelos
inflacionados, o pacote multcomp (HOTHORN; BRETZ; WESTFALL, 2008) para a analise de

comparacdo mdaltipla.

4 RESULTADOS

4.1 Caracterizagdo quimica dos 6leos essenciais

A metodologia descrita foi usada segundo (BORDIN et al., 2021), dez e cinco
componentes foram identificados nos OEs de C. cassia e C. camphora var. linalooliferum. O
componente majoritario identificado no 6leo de C. cassia foi o cinamaldeido e no 6leo de C.

camphora var. linalooliferum foi linalol (Tabela 1).
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Tabela 1- Composicéo relativa (%) dos componentes identificados na analise por cromatografia
gasosa acoplada a espectrometria de massas dos 6leos essenciais de Cinnamomum
cassia e Cinnamomum camphora var. linalooliferum.

OLEO COMPOSICAO
ESSENCIAL COMPOSTO RIA RIB (%)*C
Benzaldeido 959 960 0,75
Fenil etil alcool 1114 1108 0,33
Borneol 1166 1169 0,13
. Cinamaldeido <Z> 1220 1219 0,30
Cinnamomum Anisaldeido <o-> 1244 1242 0,38
cassia . .
Cinamaldeido <E> 1282 1270 84,21
a-Copaeno 1375 1376 0,38
Cumarina 1439 1434 1,31
Acetato de canela <E> 1449 1446 2,82
Cinamaldeido <(E)>-p- 1537 1564 7,98
metoxi
Eucaliptol 1031 1026 0,18
Oxido cis-Linalol 1073 1072 0,28
C..ﬁiﬂ%?ﬁé?uvrﬁr Oxido trans-Linalol 1089 1084 0,37
Linalol 1108 1096 98,75
Canfora 1145 1146 0,17

RI%: Valores do indice de retencdo relativo calculados usando a coluna RTX-5 (GC-MS) e a série de n-
alcanos C8-C19. RI’: indices de retencdo relativos publicados com uma coluna DB-5. *Médias de
composicdes relativas calculadas usando a coluna OV-5 (GC-FID) e a série C8-C19 n-alcano.

Fonte: Bordin et al., (2021)

4.2 Bioatividade dos 6leos essenciais para adultos de M. domestica

Ap0s 48 horas de avaliacdo, os resultados com adultos de M. domestica demonstraram
que os 6leos essenciais foram toxicos, e apresentaram CLso de 5,36 pl/ml para C. cassia e CLsg
de 31,06 pl/ml para C. camphora var. linalooliferum (Figura 3). Em ensaio de preferéncia dos
6leos avaliados, foram encontrados maior nimero de adultos de M. domestica aprisionados no
frasco que continha o OE de C. camphora var. linalooliferum (x?1,12=0,188, p<0,001).
Entretanto, no frasco que continha o OE de C. cassia foi aprisionado menor numero de adultos

em comparagao ao controle (y?1,12= 0,067; p<0,05) (Figura 4).
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Figura 3 - Curvas de concentragdo-resposta dos OEs de Cinnamomun cassia e Cinnamomum
camphora var. linalooliferum para adultos de Musca domestica.
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Fonte: Da autora (2022).

Figura 4 - Preferéncia acumulada (%) do dleo essencial de Cinnamomun cassia (A) e de

Cinnamomun camphora var. linalooliferum (B) para adultos de Musca domestica
comparada com controle (0).
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Fonte: Da autora (2022).

4.3 Efeitos dos 6leos essenciais sobre larvas de M. domestica
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A mortalidade de larvas de terceiro instar de M. domestica foi avaliada por meio de
bioensaio de toxicidade de contato com os 6leos de C. cassia e C. camphora var. linalooliferum.
As avaliacdes da mortalidade ocorreram por 5 dias consecutivos. A mortalidade foi crescente
com o aumento das doses, sendo que a dose letal 50 (DLso) capaz de matar 50% dos insetos foi
de 17,84 pl/ml para o 6leo C. cassia e 53,05 pl/ml para C. camphora var. linalooliferum. O dleo
de C. cassia foi o mais bioativo e apresentou dose letal 50 menor em comparacdo a de C.

camphora var. linalooliferum. Entretanto, ambos os 6leos mostraram toxicidade para larvas de
M. domestica (Figura 5).

Figura 5 - Curvas de dose-resposta dos OEs de Cinnamomun cassia e Cinnamomum camphora
var. linalooliferum para larvas de terceiro instar de Musca domestica.
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Fonte: Da autora (2022).
Ovos de adultos oriundos de larvas de terceiro instar tratadas com 6leo essencial de C.
cassia, foram avaliados quanto a viabilidade. Os tratamentos DLso € DLgo reduziram a
guantidade de ovos viaveis para 0,2% e, 0,0% (y°35=4,4903; p>0,05). A porcentagem de
viabilidade de ovos do tratamento controle foi 5,9%, Figura 6.
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Figura 6 - Viabilidade de ovos de adultos de Musca domestica tradados na fase larval com até
5 dias de idade tratadas com OE Cinnamomun cassia.
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Fonte: Da autora (2022).

Com relacéo a viabilidade de ovos de adultos provenientes de larvas de terceiro instar
tratadas com 6leo C. camphora var. linalooliferum, houve diferenca entre os tratamentos
(x%3,9=12,433; p<0,001). O menor niimero de ovos viaveis foi verificado nos tratamentos com
DLso e DLgo 0% (Figura 7).

Figura 7 - Viabilidade de ovos de adultos de Musca domestica tradados na fase larval com até 5
dias de idade tratadas com OE de Cinnamomum camphora var. linalooliferum.
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Fonte: Da autora (2022).

Quanto ao periodo de pre-oviposicdo de fémeas de M. domestica provenientes de larvas

de terceiro instar tratadas com 6leo essencial de C. cassia, os tratamentos DLys, DLsg e DLgg
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causaram reducdo dessa caracteristica biologica. Os tratamentos DL2s, DLso e DLgg diminuiram
0 total de ovos e mostraram-se in6cuos quanto a duracdo do periodo larval e razdo sexual
(Tabela 2).

Tabela 2 - Efeitos de OEs de plantas do género Cinnamomun cassia aplicados sobre larvas de
terceiro instar de Musca domestica por tratamento e fases subsequentes de
desenvolvimento.

x PERIODO
DURACAO , -
. PRE- TOTAL RAZAO
TRATAMENTO — PERIODO 4/ |pogicA0  OVIPOSICAO — SEXUAL
LARVAL
(DIAS)
Controle 484060°  10,740,19a 128t461a  0,44£0,70

DLas 4,74+0,11 275+0,97b 205+752b  0,56%0,12

DLso 4,56+0,14 0,90+0,62b 6,85:4,90b  0,71+0,18

DLso 4,80+0,76 1,400,77b 865+476b  0,44+0,17

As linhas nas mesmas colunas com mesmas letras indicam valores semelhantes no nivel de significancia
de 5% (teste pos-hoc de Tukey ou por comparagdes de pares Wilcoxon). NS indica que o valor médio
para o pardmetro ndo foi significativo a 5% (teste pds-hoc de Tukey ou por comparagdes de pares
Wilcoxon).

Fonte: Da autora (2022).

Todas as doses letais avaliadas para larvas de terceiro instar (DLzs, DLsoe DLgo) do 6leo
C. camphora var. linalooliferum reduziram o periodo de pré-oviposicio (x?=16,905; p<0,001),
o niimero total de ovos colocados ()?s28=371,39; p<0,001) e o periodo larval (x*12,129;
p<0,001). O menor periodo de pré- oviposi¢ao foi verificado com a DL2s (7,86 dias) e 0 menor

namero total de ovos colocados foi observado com a DLgo (57,7) (Tabela 3).

Tabela 3 - Efeitos de OEs de plantas do género Cinnamomum camphora var. linalooliferum na
reproducdo e na razdo sexual por tratamento de Musca domestica provenientes de
larvas de terceiro instar tratadas.

x PERIODO
DURACAO , i
. PRE- TOTAL RAZAO
TRATAMENTO  PERIODO ) |po5icA0  OVIPOSICAO  SEXUAL
LARVAL
(DIAS)
Controle 57010132 10,70t0.19a  128,0t46la _ 0,52+0,08™

DLos 42040220 7,86+1,34b 58,6+11,8 0,48+0,08

DLso 3.004027b  9,00+0.00b 68.5+18,5b 0,50+0.09

DLso 477+014ab  9.33+0.33b 57.7+4,63b 0,55+0.07

As linhas nas mesmas colunas com mesmas letras indicam valores semelhantes no nivel de
significancia de 5% (teste pos-hoc de Tukey ou por comparacdes de pares Wilcoxon). Nsindica
que o valor médio para o parametro nao foi significativo a 5% (teste pés-hoc de Tukey ou por
comparagdes de pares Wilcoxon).

Fonte: Da autora (2022).



28

A exposicao de larvas de terceiro instar de M. domestica ao 6leo essencial C. cassia
(DL2s, DLso e DLgo) reduziu a sobrevivéncia dos adultos formados (Figura 8), sendo que o
tratamento DLos apresentou a menor media de longevidade.

Figura 8 - Sobrevivéncia de adultos provenientes de larvas de Musca domestica de terceiro
instar tratadas com OE de Cinnamomun cassia.
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Fonte: Da autora (2022).
O essencial de C. camphora var. linalooliferum ndo causou efeito negativo para a

sobrevivéncia de adultos oriundos de larvas de M. domestica tratadas (Figura 9).

Figura 9 - Sobrevivéncia de adultos provenientes de larvas de Musca domestica tratadas com
OE de Cinnamomun camphora var. linalooliferum.
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Onde ns indica que a média para o parametro nao foi significativo a 5% (teste pds-hoc de Tukey ou por
comparagdes de pares Wilcoxon).
Fonte: Da autora (2022).
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4.4 Efeitos dos 6leos essenciais sobre pupas de M. domestica

As pupas foram mais suscetiveis ao 6leo essencial de Cinnamomun cassia quando
comparado ao 6leo Cinnamomum camphora var. linalooliferum. A dose letal mediana DLso
para 0 6leo Cinnamomun cassia foi 90 pl/ml enquanto que para o 6leo de Cinnamomum
camphora var. linalooliferum foi de 118 pl/ml (Figura 10).

Figura 10 - Curvas de dose-resposta dos OEs de Cinnamomun cassia e Cinnamomum camphora
var. linalooliferum para pupas de Musca domestica.

150+

100 -

Mortalidade (%)

504

0 50 100 150 200
Concentragao (uL/mL)

Fonte: Da autora (2022).

A exposicdo de pupas ao Oleo essencial de Cinnamomum cassia resultou em
porcentagem significativa de adultos deformados nos tratamentos DL2s, DLso € DLgo
(x*=10,745; p<0,05). A maior porcentagem de adultos deformados foi obtida no tratamento DL,
com 9% (Figura 11).
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Figura 11 - Numero de adultos deformados (%) provenientes de pupas de Musca domestica
tratadas com 0leo essencial de Cinnamomum cassia.
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Fonte: Da autora (2022).

A exposicdo de pupas ao 0Oleo essencial C. camphora var. linalooliferum provocou
significativa porcentagem de adultos deformados nos tratamentos DL 25 (4%), DLso (6%) e DLgo
(7%) (x*=10,745; p<0,05) (Figura 12).

Figura 12 - NUmero de adultos de Musca domestica deformados (%) provenientes de pupas
tratadas com 6leo essencial de Cinnamomum camphora var. linalooliferum.
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Fonte: Da autora (2022).
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Figura 13 - Adultos de Musca domestica deformados provenientes de pupas tratadas com 6leo
essencial de Cinnamomum cassia (A) Cinnamomum camphora var. linalooliferum

(B).

'fl,

Fonte: Da autora (2022).

O periodo de pré-oviposicao de adultos provenientes de pupas tratadas com DL2s, DLso
e DLgo do dleo essencial C. cassia reduzido (3>=9,239; p<0,05). Os tratamentos DLso e DLgo
diminuiram o tempo da primeira oviposi¢do das moscas. Houve diferenca significativa entre os
tratamentos para o periodo pupal (x*=9,1324; p>0,05), sendo que DLso foi o tratamento que
apresentou a maior média, com média de 7,94 dias. Os tratamentos ndo afetaram o total de
oviposicio (¥*=6,326; p>0,05) e nem razdo sexual (x%36=1,384; p>0,05) de adultos oriundos

de pupas tratadas com 6leo de C. cassia (Tabela 4).

Tabela 4 - Efeito do Oleo essencial de Cinnamomun cassia na duracdo da fase pupal, na
reproducéo e na razdo sexual por tratamento de insetos oriundos de pupas de Musca
domestica tratadas.

x PERIODO
DURACAO , -
, PRE- TOTAL RAZAO
TRATAMENTO  ESTAGIO 5y 1po5icA0  OVIPOSICAO  SEXUAL
PUPA
(DIAS)

Controle 7,30£0,09a 10,20,19a 80,8£9,87a  0,8420,06™

DLas 700:014ab  8,86+0.82ab 557+11,9b  0,69+0,11

DLso 7.94+0 17b 7.64+0.92b 543+105b  1,00+0.20

DLeo 7.44+0,09a 6,04+1.01b 625+155ab  0,63+0.10

As linhas nas mesmas colunas com mesmas letras indicam valores semelhantes no nivel de significancia
de 5% (teste pds-hoc de Tukey ou por comparacgdes de pares Wilcoxon). Ns indica que o valor médio
para 0 parametro ndo foi significativo a 5% (teste pés-hoc de Tukey ou por comparacGes de pares
Wilcoxon).

Fonte: Da autora (2022).

Houve diferenga quanto a duracdo do periodo pupal de pupas tratadas com C. camphora
var. linalooliferum, em que a DLsp foi o tratamento que apresentou a maior média (X2:13,615;
p<0,001). Para o periodo de pré-oviposicao, o tratamento com a DLgo causou menor tempo para

primeira oviposicao (5,8 dias), seguido das DLa2s e DLso (¥°=8,519; p<0,05). As DL2s, DLso €
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DLgo desse dleo ndo reduziram o total de oviposicio (x?=4,285; p>0,05) e nem a razdo sexual
(y%236=0,4378; p>0,05) (Tabela 5).

Tabela 5 - Efeito do 6leo essencial de Cinnamomun camphora var. linalooliferum na duracéo
da fase pupal, reproducéo e razdo dos insetos oriundos de pupas por tratamento de
Musca domestica tratadas.
DURACAO PERIODO DE

ESTAGIO PRE- TOTAL RAZAO
TRATAMENTO e bypaA  OVIPOSICAO  OVIPOSICAO  SEXUAL
(DIAS) (DIAS)
Controle 7,30£0,09a 10,2+0,19a 79,2+10,3ab 0,84+0,06"
DLos 7.70:013ab  6,05+1,10b 56,1+14,3b 1,69+0,28
DLso 8,00+0,15h 6,80+1,04h 58.6+15,2b 0.72+0.12
DLso 760+ 0,15  5.80+1,05b 95.2+23 54 0,84+0.18

As linhas nas mesmas colunas com mesmas letras indicam valores semelhantes no nivel de significancia

de 5% (teste pos-hoc de Tukey ou por comparagdes de pares Wilcoxon). Ns indica que a média para o

parametro nao foi significativo a 5% (teste pos-hoc de Tukey ou por comparacGes de pares Wilcoxon).
Fonte: Da autora (2022).

O 6leo essencial de C. cassia reduziu a viabilidade dos ovos de fémeas oriundas de
pupas de M. domestica tratadas (y%3s=10,874; p<0,05) (Figura 14).

Figura 14 - Viabilidade de ovos fémeas de Musca domestica provenientes de pupas tratadas
com o 6leo essencial de Cinnamomun cassia.
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Fonte: Da autora (2022).

O oleo essencial de C. camphora var. linalooliferum provocou diminuicdo da
viabilidade dos ovos de fémeas provenientes de pupas de M. domestica tratadas (y?s.9=12,433;
p<0001) (Figura 15).
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Figura 15 - Viabilidade de ovos provenientes de pupas de Musca domestica provenientes de
pupas tratadas com o Oleo essencial de Cinnamomun camphora var.

linalooliferum.
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Fonte: Da autora (2022).

O 0leo essencial C. cassia nas DL2s, DLsg € DLgo causou mortalidade significativa de
pupas (y%336=3,254; p<0,001), sendo que a DLgo apresentou a maior média de mortalidade
(Figura 16).

Figura 16 - Mortalidade de pupas (%) de Musca domestica tratadas com 6leo essencial de
Cinnamomun cassia.
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Fonte: Da autora (2022).
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A maior mortalidade de pupas tratadas com C. camphora var. linalooliferum foi verificada no
tratamento com DLgo, com média de 35%, seguida da DLso (30%) e DL2s (25%) (Figura 17).

Figura 17 - Mortalidade de pupas (%) de Musca domestica tratadas com o 6leo essencial de
Cinnamomun camphora var. linalooliferum.
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Fonte: Da autora (2022).

Figura 18 - Pupas de Musca domestica mortas tratadas com o 6leo essencial de Cinnamomun
cassia (A) e Cinnamomun camphora var. linalooliferum (B).

Fonte: Da autora (2022).

Ocorreu diferenca entre os tratamentos para sobrevivéncia dos adultos oriundos de
pupas de M. domestica tratadas com 6leo o essencial de C. cassia. A menor média foi observada

no tratamento com a DLs (Figura 19).
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Figura 19 - Sobrevivéncia de adultos provenientes de pupas de Musca domestica tratadas com
6leo essencial de Cinnamomun cassia.
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Fonte: Da autora (2022).
A exposicdo de pupas ao 6leo essencial de C. camphora var. linalooliferum causou

menor sobrevivéncia dos adultos formados nos tratamentos DL2s e DLgo (Figura 20).

Figura 20 - Sobrevivéncia de adultos provenientes de pupas de Musca domestica tratadas com o
6leo essencial de Cinnamomun camphora var. linalooliferum.
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Fonte: Da autora (2022).
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5 DISCUSSAO

O uso de inseticidas a base de 0leos essenciais tem aumentado nos ultimos anos em
decorréncia da eficacia comprovada de diferentes compostos botanicos no controle de pragas.
Sabe-se que o0s 6leos essenciais tém amplo espectro de acdo, podendo ser usados como
repelentes, inseticidas, fungicidas, nematicidas e bactericidas (ISMAN, 2020).

No presente estudo, constatou-se que o0 6leo essencial de C. cassia € composto por varias
substancias, sendo o cinamaldeido o predominante. O mecanismo de a¢do do cinamaldeido esta
associado com a formacdo de bases de Schiff com proteinas de membrana por meio de reacGes
com grupos carbonilas livres. As bases de Schiff sdo capazes de destruir membranas celulares
e impedir o transporte de substancias através da membrana plasmatica e, além disso, pode
ocasionar a interrupcéo da respiragao e alimentacéo causando a morte do inseto (GONZALEZ-
AGUILAR et al., 2011; JEON et al., 2017).

PORTO (2016) avaliou os compostos presentes em Cinnamomum zelayum e verificou
gue o cinamaldeido foi 0 composto majoritario dessa planta, embora a autora verificou uma
porcentagem menor (41,27 %), em relagdo ao presente estudo, onde foi observado 84,21%
desse composto. Destaca-se que a atividade inseticida do (E)-cinamaldeido presente em dleo
essencial de plantas ja é conhecida e relatada por outros autores (ISLAM et al., 2009; JUMBO
etal., 2014).

O 6leo de C. camphora var. linalooliferum apresenta linalol como composto
majoritario, sendo considerado um monoterpeno que atua na inibicdo competitiva da enzima
acetilcolinesterase (LOPEZ; PASCUAL-VILLALOBOS, 2010). Desta forma, esse composto
evita a degradacao do neurotransmissor acetilcolina junto as sinapses e como consequéncia leva
0 inseto a uma hiperexcitagcdo dos movimentos devido aos impulsos nervosos excessivos,
resultando em dificuldade para respirar e se alimenta (LOPEZ; PASCUAL-VILLALOBOS,
2015). Alguns desses efeitos sdo condizentes com o que foi observado no presente estudo, no
qual as larvas de terceiro instar, pupas e adultos de M. domestica foram suscetiveis aos 6leos
de C. cassia e C. camphora var. linalooliferum.

No que diz respeito a toxicidade do C. camphora var. linalooliferum para as larvas
verificada no presente estudo (DLso= 17,84 ul/ml), estd bem proxima a encontrada por
SENTHOORRAJA et al. (2021), no qual verificaram uma DLso de 13,57 mg/dm?® para larvas
de M. domestica, utilizando o linalol (C. camphora var. linalooliferum). Ja para as moscas
adultas, estes autores constataram DLsg de 43,12 pg/ml, sendo superior a encontrada neste
estudo (DLso= 31,06 pl/ml).
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Referente ao 6leo essencial de C. cassia (E-cinamaldeido), Silva et al., (2020)
observaram DLsp e DLgo de 18,08 e 78,83 mg/ml, respectivamente para pupas. Estes valores
condizem ao observado com os testes deste estudo, que verificaram DLsge DLgo de 90 pl/ml e
291 ul/ml, respectivamente.

Foi observado que os Oleos aplicados topicamente na presente pesquisa causaram
mortalidade maior em larvas de terceiro instar do que para pupas de M. domestica. O potencial
larvicida do 6leo essencial de C. cassia foi avaliado por KHAN (2021), onde obteve DLso de
326,78 ppm para larvas e DLso de 298,39 ppm para pupas.

No presente estudo, o 6leo de C. cassia apresentou CLso menor que a do 6leo de C.
camphora var. linalooliferum para adultos de M. domestica. Em testes de toxicidade de contato
para adultos de M. domestica realizado por BENELLI et al. (2018) foi observado que éleo
essencial de C. verum foi mais toxico (DLso de 42 ug adulto™') em comparagéo a outros dleos
testados.

Em bioensaio de contato usando placas de Petri forradas com papel filtro tratado com
oleo de C. cassia, constatou-se efeito toxico para adultos de Sitophilus zeamais Motsch
(Coleoptera: Curculionidae), com DLso= 102,03 pg/cm? (KANG; LEE, 2018) e para adultos de
Drosophila suzukii (Diptera: Drosophilidae) com DLsode 1,84 pg/ macho e 2,24 ug/ fémea.
Segundo os autores, essa toxicidade pode variar em funcdo de condic¢des experimentais e do
sexo dos insetos (KIM et al., 2016).

Os efeitos toxicos dos 6leos essenciais de C. cassia e C. camphora var. linalooliferum
sobre pupas, larvas e adultos da M. domestica foram relatados por diversos autores
(SINTHUSIRI; SOONWERA, 2014; BENELLI et al.,, 2018a; DA SILVA et al.,, 2019;
SENTHOORRAJA et al., 2021), os 6leos essenciais podem causar mortalidade de pragas nas
diferentes fases de seu desenvolvimento, retardar o crescimento, aumentar o tempo de
desenvolvimento, inibir alimentacao, repelir e causar efeitos inibitérios de oviposicéo.

No estudo de DA SILVA et al. (2020), a atividade larvicida de M. domestica foi
demonstrada a partir da concentracao de 2,5 mg/ml do (E)-cinamaldeido, com eficacia de 100%
na concentragdo de 5 mg/ml. Esse composto na concentragdo de 10 mg/ml causou mortalidade
significativa de pupas e ma formacdo em adultos A maior mortalidade de pupas (67,2%)
ocorreu na concentracdo de 30 mg/ml.

Os dados encontrados no presente estudo sobre a viabilidade dos ovos, periodo pre-
oviposicdo e o numero total de ovos colocados por fémeas provenientes de larvas de terceiro

instar de M. domestica tratadas com os dois 6leos essenciais corroboram com os resultados de
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que adultos de M. domestica expostos ao dleo de C. verum na dose DLzo= 10 pg adulto™
tiveram sua fecundidade e viabilidade de ovos afetados negativamente (BENELLI et al., 2018).
Esse efeito também foi verificado por NAKASEN et al. (2021) do qual verificaram inibicdo de
100% de eclosdo de larvas de C. quinquefasciatus nas concentragdes de 12,5; 25 e 50 ppm do
6leo essencial de C. verum ap0s 72 horas da exposi¢do de seus ovos.

Nesse sentido, salienta-se que estudos que envolvam o controle da M. domestica nas
fases de larva e pupa s@o de grande importancia para o controle desse inseto (KUMAR et al.,
2012).

Por outro lado, as larvas e pupas desse diptero tém baixa mobilidade portanto
permanecem nas proximidades dos locais em que o adulto colocou seus ovos, 0 que viabiliza
aplicacdes de forma mais ecoldgica, ou seja, a aplicacdo pode ser realizada em locais
especificos, utilizando assim, uma menor quantidade de inseticidas (DA SILVA et al., 2019).

Vale ressaltar que neste estudo foi utilizado o DMSO como solvente dos 6leos testados.
Os estudos de Silva et al. (2020) em que avaliaram-se os efeitos do composto cinamaldeido
sobre M. domestica nas fases de larva e pupa, e de SENTHOORRAJA et al., (2021) que
analisaram a toxicidade de linalol para ovos e adultos dessa mosca, foram realizados com
acetona como solvente dos 6leocs. O DMSO ¢é recomendado como diluente para preparaces
topicas, visto que é um excelente transportador de compostos pelo tegumento e sua estabilidade
ja foi comprovada (BRAYTON, 1986).

Os 6leos de C. cassia e de C. camphora var. linalooliferum nédo causaram mortalidade
significativa de adultos provenientes de pupas tratadas. De acordo com WALIWITIYA et al.
(2012) a resisténcia dos insetos aos xenobidticos e fitoquimicos deve-se a desintoxicagéo
metabdlica mediada pela acdo de enzimas como glutationa S-transferase (GST) e esterase. A
GST esta envolvida no metabolismo de compostos enddgenos e age por conjugacao para torna-
los soltveis em dgua e menos toxicos (YU, 2004). Esterases atuam por vinculacdo, sequestro e
desintoxicacdo de produtos quimicos toxicos (HEGETO et al., 2015).

Por outro lado, em um estudo realizado por SCALERANDI et al. (2018) com M.
domestica foi sugerido que esse inseto possui um processo de desintoxicacdo muito eficiente,
principalmente para o composto linalol. Esse composto possui grupos funcionais facilmente
oxidados e por isto sdo desativados no organismo do inseto, tornando-os atoxicos, e isto foi
verificado no presente estudo.

A exposicdo de pupas de M. domestica aos 6leos de C. cassia e C. camphora var.

linalooliferum resultou em porcentagem significativa de adultos deformados (asas e pernas
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atrofiadas) para todas as doses letais testadas. Esse resultado esta de acordo com os de SILVA
et al., (2020), os quais trataram pupas da mosca com (E) -cinamaldeido e verificaram mé
formacéo em adultos a partir de 10 mg/ml, chegando a 67,2% de anormalidades na concentragédo
de 30 mg/ml, o que indica que 6leos essenciais além de apresentarem letalidade, podem causar
anormalidades morfoldgicas em M. domestica o que limita sua sobrevivéncia.

Dentre as anormalidades morfoldgicas mais comuns verificadas em adultos de M.
domestica tratada com cinamaldeido estdo asas completamente atrofiadas ou nao distendidas,
tamanho do corpo e deformacdo do abdémen e, em alguns espécimes ocorre retracao do ptilino
apos esclerotizagdo do corpo (SILVA et al., 2020).

Os impactos secundarios do tratamento com substancias de origem vegetal observados
nesse e em outros estudos demonstram seu potencial no controle de populaces de mosca
doméstica, uma vez que insetos com malformacdo geralmente ndo completam seu
desenvolvimento, sendo que adultos malformados tém dificuldade de sobreviver e de se
reproduzir no ambiente (SILVA et al., 2020).

Na presente pesquisa, em teste de preferéncia, o 6leo de C. cassia apresentou maior
repeléncia para adultos de M. domestica quando comparado ao 6leo de C. camphora var.
linalooliferum. KHAN (2021) constatou que o 6leo de C. cassia apresentou 49,9% de repeléncia
para adultos de M. domestica. (MOREY; KHANDAGLE (2012) verificaram que o 6leo de C.
verum a 1% causou 96,8% de repeléncia. PEACH et al., (2019) avaliaram o efeito de
repelénciado 6leo essencial de C. verum para Aedes aegypti (Diptera:Culicidae) e constataram
que a DLsg foi de 75,92 mg/ml, demonstrando sua grande capacidade em repelir esse inseto. J&
SENTHOORRAJA et al., (2021) trataram moscas com linalol 0,25% e verificaram repeléncia
para oviposicao.

Sendo assim, 0s compostos repelentes impedem a orientacdo de moscas em superficies
tratadas e, portanto, podem reduzir a propagacdo de doencas em locais onde ha grande
incidéncia de moscas (HASELTON et al., 2015). Por isso, identificar substancias repelentes
para M. domestica é de suma importancia devido aos seus impactos negativos na agricultura e
na salde humana (MALIK; SINGH; SATYA, 2007).

Os resultados encontrados na presente pesquisa demonstram que 0s 6leos essenciais de
plantas da familia Lauraceas apresentam grande potencial para o controle de M. domestica em

suas diferentes fases de desenvolvimento.

6 CONCLUSAO
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Os 0leos essenciais de C. cassia e C. camphora var. linalooliferum sdo toxicos para
larvas, pupas e adultos de M. domestica, 0 que 0s torna promissores para o desenvolvimento de
formulaces inseticidas visando ao controle dessa praga.

Levando-se em consideracdo os efeitos dos 6leos essenciais de C. cassia e C. camphora
var. linalooliferum sobre varias caracteristicas biologicas de M. domestica, € importante que
sejam realizados outros testes com esses 6leos em nanoformulagBes visando aumentar sua
estabilidade no ambiente e consequentemente tornar vidvel sua aplicacdo em condigdes de
campo. Recomenda-se que outros testes sejam realizados para verificar os efeitos desses 6leos
sobre inimigos naturais, visando a compatibilizacdo do uso de botanicos com agentes biologico
de controle e M. domestica em galpdes de aviarios e outros ambientes favoraveis a proliferacdo

da M. domestica.
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