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RESUMO GERAL

Os dipteros muscoides apresentam importancia em salde publica, pois atua
como vetor mecanico de patogenos (bactérias, virus, ovos de helmintos), além de causar
miiases secundarias no homem e nos animais. Os inseticidas quimicos tém sido de
grande importancia no controle de dipteros sinantrépicos, mas apresentam grande
persisténcia e um amplo espectro de acdo, causando um impacto prolongado ao
ambiente. Uma forma alternativa a este tipo de controle sdo os metabolitos secundarios
de plantas, que sdo considerados o principio ativo dos inseticidas naturais. O presente
estudo foi dividido em dois capitulos que abordam o tema do controle natural. O
primeiro capitulo foi relativo a analise da composi¢do quimica do dleo essencial de
Cymbopogon citratus coletado no Brasil e Cuba, e da avaliacdo do Gleo e do seu
componente majoritario citral sob o desenvolvimento pds-embriondrio de Musca
domestica, Chrysomya putoria, C. megacephala e Lucilia cuprina. A anélise da
composi¢cao quimica dos Oleos essenciais (Brasil/Cuba), por Cromatografia Gasosa
acoplada ao espectrébmetro de massa (GC-EM), permitiu a identificacao de 13 e 12
componentes principais, respectivamente; nove deles comuns aos dois. Em ambos os
6leos, os principais componentes foram os isémeros geranial e neral, que, juntos,
formam o composto citral. Esse corresponde a um total de 97,92%/Brasil e
97,69%/Cuba dos compostos identificados. O monoterpeno mirceno, observado na
amostra cubana, apresentou grande abundancia relativa (6,52%). Os dipteros foram
submetidos a diferentes concentracdes do 6leo de C. citratus (5, 10, 25, 75 e 100%)
(Brasil/Cuba). As substancias foram aplicadas topicamente nas neolarvas (1plL/larva).
N&o houve grandes diferencas entre a atividade do 6leo cubano e brasileiro. As espécies
L. cuprina, M. domestica, C. megacephala tiveram o seu periodo pds-embrionario
aumentado pelos dois 6leos (Brasil/Cuba), porém em C. putoria ela apresentou um
encurtamento no periodo larval e no periodo de neolarva a adulto. Todos 0s grupos
tratados apresentaram deformidades. Os resultados do teste com o monoterpeno Citral
mostraram que C. megacephala foi a espécie mais sensivel matando 73% no periodo

larval e 77% no periodo de neolarva a adulto e a espécie menos sensivel foi C. putoria

ix



que apresentou 40% de mortalidade no periodo larval e 57% no periodo de neolarva a
adulto. O Citral encurtou o periodo pds-embrionario das espécies M. domestica, L.
cuprina e C. megacephala, porém na espécie C. putoria ele atrasou. No segundo
capitulo objetivou analisar a composicao quimica do Oleo essencial de Pinus caribaea
coletado no Brasil e Cuba, e avaliar a sua acdo e a do seu componente cariofileno sob o
desenvolvimento p6s-embrionério analise da composi¢do quimica do 6leo essencial de
Cymbopogon citratus coletado no Brasil e Cuba, e da avaliacdo do 6leo e do seu
componente majoritario citral sob o desenvolvimento pds-embriondrio de Musca
domestica, Chrysomya putoria, C. megacephala e Lucilia cuprina. Para o 6leo essencial
obtido das folhas de P. caribaea coletadas no Brasil foram identificadas 12 substancias
quimicas, sendo o B-Felandreno (39,57%), Germacreno D (26,57%) e (E) Cariofileno
(16,85%) os majoritarios. A andlise do 0leo das folhas de P. cariabea provenientes de
Cuba resultou na identificacdo de 20 substancias, sendo o Germacreno D (48,25%),
Oxido de Cariofileno (12,41%) e B Felandreno (12,10%) Germacreno D (48,25%) os
constituintes majoritarios. O Cariofileno mostrou ser mais toxico para M. domestica
com uma mortalidade de 87% na fase de neolarva a adulto e as espécies menos afetadas
foram L. cuprina e C. megacephala com 83% de mortalidade e para C. putoria a
mortalidade observada foi de 63%. O periodo p6s- embrionéario foi encurtado nas
espécies M. domestica, L. cuprina e C. megacephala e aumentado em C. putoria. O
peso pupal foi reduzido na maioria das espécies com excecdo de C. putoria que teve ele

aumentado e ndo houve alteracdo na proporcdo sexual nas espécies estudadas.

Palavras Chave: Bioinseticida, Oleo essencial, Diptera muscoide

GENERAL ABSTRACT

The muscoid flies have important public health because it acts as a mechanical vector of
pathogens (bacteria, viruses, helminth eggs) and cause secondary myiasis in humans
and animals. Chemical insecticides have been of great importance in the control of

synanthropic flies, but have great persistence and a broad spectrum of action, causing a



prolonged impact on the environment. An alternative way to this type of control are
secondary metabolites of plants, which are considered the active principle of natural
insecticides. This study was divided into two chapters that approached the the theme of
natural control. The first chapter is related to the essential oil chemical composition of
Cymbopogon citratus collected d in Brazil and Cuba, and evaluation of oil and its major
component citral against the post-embryonic development of Musca domestica,
Chrysomya putoria, C. megacephala and Lucilia cuprina. The chemical analysis of the
essential oils allowed the identification of 13 and 12 chemical components, respectively,
and in both the major components were the isomers Neral (35.21% — Cuba) (36.37% -
Brazil) and Geranial (53.2% - Brazil) (51.14% - Cuba) and, Myrcene (6.52%), in a
smaller proportion, was only found in Cuban oil. The results show that there were no
differences between the activity of Cuban oil and Brazilian. The post-embryonic period
of L. cuprina, M. domestica and C. megacephala elongated with the treatment with both
oils, but it shortened the larval and neolarva to adult periods for C. putoria. All groups
presented morphological alterations.

The results of the the test showed that C. megacephala was the most sensitive
species killing 73% in larval stage and 77% in newly-hatched larvae to adult and less
sensitive was C. putoria with 40% mortality in the larval stage and 57% in newly-
hatched larvae to adult. Citral shortened post-embryonic development period (larval,
pupal and newly hatched larvae to adult) of M. domestica, L. cuprina and C.
megacephala but C. putoria was delayed. In the second chapter, the aim was to analyze
the chemical composition and insecticidal effect of the essential oils extracted from
leaves of Pinus caribaea Morelet collected in Brazil and Cuba and the terpene
Caryophyllene, on the post- embryonic development of the species Musca domestica,
Chrysomya megacephala, C. putoria e Lucilia cuprina. Twelve components were
identified in the essential oil of P. cariabea collected in Brazil, and  Phellandrene and
Germacren D and (E) Caryophyllene were the major components, with relative areas of
39.57, 26.57 and 16.85% respectively. In comparison, 20 components were identified
from the essential oil of the same species originated from Cuba with the major
components, Germacrene D (48.25%), o B-Phellandrene (12.10%) and Caryophyllene
Oxide (12.41%).

Caryophyllene was more toxic to M. domestica with an 87% of mortality for the
newly hatched larvae to adult, the less affected species were L. cuprina and C.

megacephala with 83% of mortality and for C. putoria the mortality was 63%. The
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post-embryonic development period was shortened in the species M. domestica, L.
cuprina and C. megacephala and prolonged in C. putoria. The pupal weight was
reduced in most species except in C. putoria that it had increased; there was no change

in the sex ratio in the species in the study.

Key Words: Bioinsecticide, Essential oil, Diptera muscoide
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1. INTRODUCAO GERAL

1.1. Ordem Diptera

Representa uma das maiores ordens de insetos. Seus representantes possuem
desenvolvimento holometabolico, e se caracterizam por possuirem um par de asas
membranosas anteriores bem desenvolvidas e um segundo par reduzido em formato de
halteres que servem como equilibrio. Possuem grande importancia médica-veterinaria
por carrearem patdgenos que causam doencas em homens e em outros animais
(McALPINE et al., 1987; BARBOSA et al., 2014; CARRICO et al., 2014). Antes a
classificagdo dessa ordem era dividida em trés subordens: Nematocera, Cyclorrhapha
(CARVALHO et al., 2012) e Brachycera (MCALPINE (1981). Atualmente, a ordem
Diptera é dividida em duas subordens: Nematocera e Brachycera. A Nematocera contém
familias de insetos que se alimentam de sangue, que servem como vetores para uma
variedade de doencas causadas por virus, protozoarios e helmintos, especialmente a
Culicidae (TEIXEIRA, 2013 apud FOLEY et al., 2007). Brachycera é composta de
quatro infraordens:  Stratiomyomorpha, Xylophagomorpha, Tabanomorpha e
Muscomorpha (CARVALHO et al., 2012). A infraordem Muscomorpha ou
"Cyclorrhapha™ contém todas as espécies que causam miiase especifica e a maioria das
espécies responsaveis pela miiase facultativa, especialmente as espécies de dipteros
caliptrados (FRANCESCONI & LUPI, 2012). Dentro de Muscomorpha esta a se¢do
Shizophora representada aproximadamente por 80 familias (CARVALHO et al., 2012).
Os adultos emergem do pupério utilizando uma estrutura membranosa chamada de
ptilinio, que se infla rompendo a ampola frontal o pupério; Schizophora compreende
dois grupos maiores Calyptrate e “Acalyptrate”. Esses nomes baseiam-se no tamanho da
caliptra inferior, e ndo é adequado para definir a monofilia de nenhum deles
(CARVALHO et al., 2012).

Calyptrate esta bem suportada com base na presenca de um sulco na base do
pedicelo, da sutura transversal completa no mesonoto e de cerdas costais alternadas em
tamanho e outras estruturas. Em calyptrate sdo incluidas trés grandes superfamilias de
importancia médica-veterinaria: Hippoboscoidea, Muscoidea e Ostroidea. Dentro de
Muscoidea, temos as familias Muscidae e Fannidae. E em Oestroidea temos
Calliphoridae, Sarcophagidae e Oestridae. A familia Calliphoridae é uma das familias



mais importantes no que diz respeito aos dipteros que causam miiases
(FRANCESCONI, LUPI, 2012).

Diversos dipteros se alimentam de secre¢Ges do corpo ou a utilizam para sua
reproducdo (PEREZ et al., 1997). Segundo HOPE (1840), miiase € um processo
patoldgico que se refere a infestacdo de qualquer 6rgdo do hospedeiro vertebrado por
larvas de Diptera. Porém, a definicdo considerada mais correta é a de ZUMPT (1965),
que descreve miiase como sendo a infestacdo de animais vertebrados, incluindo o
homem, com larvas de dipteros, que por um periodo de tempo se alimentam de tecidos
vivos ou mortos do hospedeiro, dos liquidos ou alimentos ingeridos por este (PEREZ et
al., 1997).

As miiases sdo classificadas em: (1) primarias, as larvas se alimentam de tecidos
vivos sendo chamadas de biontofagas; (2) secundarias, as larvas sdo chamadas de
necrobiontofagas, se desenvolvem em tecidos necrosados de animais vivos (ZUMPT,
1965; GUIMARAES, PAPAVERO, 1999; MELLO, 2003). Em termos anatdmicos,
baseado na posi¢do do corpo que irdo ocorrer, as miiases podem ser classificadas em
cutanea, subcutanea ou cavitaria (nariz, seios da face, ouvido, boca, anus, vagina etc.).

As principais espécies causadoras de miiases pertencem ao grupo dos Calyptrata
e estdo classificadas dentro da familia Calliphoridae. Na regido Neotropical, as espécies
da familia Calliphoridae que mais causam miiases pertencem aos géneros Cochliomyia,
Compsomyiops, Lucilia, Calliphora e Chrysomya. As espécies biontéfagas causadoras
de miiases primarias em humanos sdo Dermatobia hominis e Cochliomyia hominivorax
(FRANCESCONI, LUPI, 2012; MORETTI, THYSSEN, 2006; BATISTA-DA-SILVA
et al., 2009; SUKONTASON et al., 2005).

1.1.1. Familia Calliphoridae

Os califorideos séo dipteros conhecidos como moscas varejeiras, possuem o
corpo de tamanho médio a grande, comumente de coloracdo metalica azul, violeta,
verde ou cUprica (MELLO, 2003; SOULSBY, 1982), possuem antenas tri-segmentadas
com estrutura cerdiforme no Gltimo segmento denominada arista, a qual € plumosa com
cilios longos até o apice. O mero apresenta cerdas bem desenvolvidas; possuem trés
cerdas no catepisterno, notopleura com duas cerdas e raramente com uma acessoria,
mesonoto com ou sem faixas pretas longitudinais, nervura M1+2 fortemente curvada

para diante distalmente, estreitando desse modo a célula apical (R4+5); esquamas ou
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calipteros toracicos bem desenvolvidos; segmentos abdominais sem cerdas distais, ou
estas pouco desenvolvidas; cerdas marginais de desenvolvimento variavel
(SERRA FREIRE & MELLO, 2006).

A maioria das espécies e mais da metade dos géneros dessa familia estdo
restritos ao velho mundo (SHEWEL, 1987). Os califorideos que ocorrem na regido
Neotropical sdo agrupados nas subfamilias: Chrysoyinae, Calliphorinae e Toxotarsinae
(AMORIM et al., 2002). No Brasil, essa familia € representada por 14 géneros e 36
especies (MELLO, 2003).

Apresentam a base do radio com uma fileira de pelos ou cilios na superficie
superior; coxa posterior sem pelos posteriormente; mesonoto sem faixas longitudinais,
caliptra inferior pilosa superiormente e tergitos abdominais com faixas pretas
transversais (GUIMARAES et al., 1983; RIBEIRO, CARVALHO, 1998).

Espécies do género Chrysomya Robineau-Desvoidy 1830, sdo vulgarmente
conhecidas como moscas-varejeiras, e tém grande importancia médica-sanitaria, uma
vez que estas sdo responsaveis pela producdo de miiases secundarias em seres humanos
e animais (ZUMPT, 1965; GUIMARAES et al., 1978; FURLANETO et al., 1984), além
de serem de fundamental importancia em entomologia forense por serem indicadoras de
tempo de decomposicdo de cadaveres humanos (GOMES et al., 2003; VON
ZUBEN et al., 1996; WELLS & GREENBERG, 1992). Originalmente, sua distribuigédo
compreendia o Velho Mundo, sendo introduzida no continente sul americano na década
de 1970 (GUIMARAES et al., 1978, 1979). IMBIRIBA et al. (1977) relataram pela
primeira vez este género no pais, identificando Chrysomya putoria (Wiedemann, 1818)
no Parana e GUIMARAES et al. (1978) registraram a ocorréncia de Chysomya albiceps
(Wiedemann, 1819) e Chrysomya megacephala (Fabricius, 1794) em Séao Paulo - SP.

Chrysomya megacephala (Figura 1A) é uma das principais moscas veiculadora
de ovos e larvas de helmintos, podendo veicular tanto pela superficie do corpo como
também através do conteddo intestinal. Os helmintos veiculados por esta espécie de
mosca foram: Ascaris sp., Toxascaris sp., Trichuris sp., Capillaria sp., Oxiurideos e
Triconstrongilideos OLIVEIRA et al. (2002).

Chrysomya putoria (Figura 1B) apresenta grande importancia médica-sanitéria,
pois é capaz de atuar como vetor de bactérias como: Escherichia coli e Proteus sp.
encontradas na flora habitual do inseto (LIMA, LUIZ, 1991). Esta espécie é conhecida

na Africa como a mosca da latrina, por causa da sua forte associacdo com as fezes
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humanas, sendo incriminada como vetor dos agentes etioldgicos da diarreia neste pais
(LINDSAY etal., 2012).

A biologia das espécies deste género que sdo encontradas no Brasil € bastante
semelhante. As fémeas sdo capazes de colocar de 200 a 300 ovos em massas
(DOE, 1988), sobre a pele e ao redor de feridas ou sobre carcacas de animais mortos,
alimentos, fezes ou qualquer outra fonte de matéria organica para nutricdo dos imaturos.
Dos ovos eclodem as larvas, também chamadas de neolarvas por ainda ndo terem se
alimentado, que passam por trés instares larvares (L1, L2 e L3) (GOFF, 2000). A larva
de terceiro instar sofre a quitinizacdo da camada cuticular mais externa e forma o

pupario, dentro do qual ird se desenvolver a pupa, dando origem ao adulto. O ciclo de

vida demora aproximadamente 7 dias, sendo que a taxa de desenvolvimento depende da
temperatura, umidade e disponibilidade de alimento (CHAPMAN, 1998; DOE, 1988).

As fémeas depositam o0s seus ovos em torno de 5 a 10 dias apos a copula (AHID, 2009).

1). -
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Figura 1. (A) - Chrysomya megacephala e (i3) Chrysomya_ putoria (Diptera:

Calli phoridae) . http://lwww.nhm.ac.uk/researchcuration/lifesciences/insects/organisms/diptera/brachycera-cyclorrhapha-

calyptrata/life-cycle/index.html ---- http://www.diptera.info/photogallery.php?rowstart=60

1.1.2. Género Lucilia

O género Lucilia possui coloragao azul ou verde metalica, podendo ter reflexos
cupricos e amarelados, tamanho médio de cerca de 8 a 10 mm de comprimento. Cabeca
castanho-escuro com a parafacialia coberta por uma pilinosidade prateada ou amarelo-
ouro. Olhos vermelhos - pardacentos. Aristas longas e densamente pilosas. Térax sem



faixas longitudinais no mesonoto. Asas com o remigio sem pelos, dorsal e ventralmente
(SERRA-FREIRE & MELLO, 2006).

Este género possui em torno de 27 espécies muito semelhantes entre si e as
larvas da maioria das espécies sdo saprofagas. Entretanto, duas espécies atuam como
principais ectoparasitas: Lucilia sericata (Meigen, 1826) e Lucilia cuprina
(Wiedemann, 1830) e, mais ocasionalmente, Lucilia caesar (Linnaeus, 1758) e
Lucilia illustris Meigen, 1826, podem ser encontradas em miiases. Elas sdo mais
encontradas atuando em miiases cutaneas de ovelhas, embora possam infestar outros
animais e até mesmo o homem. Predominantemente, distribuidas pela regido Paleartica
e Oriental, algumas espécies tém distribuicdo cosmopolita como € o caso de L. cuprina
e L. sericata através do movimento de ovinos domésticos (STEVENS & WALL, 1997).

Os ovos depositados pelas fémeas de todas as espécies sdo sempre brancos e
depositados préximos ou sobre cadaveres de animais. As larvas eclodem no periodo de
6 a 12 horas, dependendo das condicdes do ambiente. A larva de terceiro instar
apresenta a placa peritremal completa e as aberturas estigméticas convergindo para o
botdo espiracular (SERRA-FREIRE & MELLO, 2006). A biologia geral € muito

semelhante aos outros califorideos.

1.1.3. Lucilia cuprina

Lucilia cuprina (Figura 2) € uma espécie cosmopolita e de grande importancia
médica-veterinaria, pois tanto na Africa quanto na Australia responde pela maioria dos
relatos de casos de mifases em ovinos. E comumente encontrada em lixo urbano,
substratos de carne em decomposicao, frutos caidos, flores e fezes humanas e de
animais. Além disso, é responsavel pela transmissdo de microrganismos patogénicos e
mantém um alto grau de sinantropia, podendo ser encontrada comumente em carcacas e
lixGes (GOMES & VON ZUBEN, 2004; PAES et al., 2000).

Distribui-se por todas as regides quentes, ocorrendo nas Américas, indo da parte
Sul dos Estados Unidos até a Argentina (NEVES, 2004). Essa espécie causa muitos
prejuizos na ovinocultura (MORAIS et al., 2003), sendo detectada a partir de 1988 na
Nova Zelandia.

As fémeas dessa especie possuem um tempo de maturacdo de cinco dias em
média, o numero de posturas por fémeas é tendenciosamente inverso ao numero de

individuos, ndo havendo efeito de grupo para a oviposicdo. Essa espécie alcanca seu



pico de oviposicdo entre 0 quinto e sétimo dia apdés a emergéncia com picos
subsequentes nos dias 6, 9, 16 e 23, respectivamente (PAES et al., 2005). Essas
informagdes sdo muito importantes para ajudar no manejo de ag¢6es de controle quimico

e bioldgico.

Figura 2. Lucilia cuprina (Diptera:Calliphoridae) http://www.sciencentre.qm.gld.gov.au.

1.1.4. Familia Muscidae

Os representantes desta familia na regido Neotropical abrangem cerca de 4.600
espécies gque ocorrem em todas as regides biogeograficas das quais 843 espécies
ocorrem nas regides neotropicais (MARCONDES, 2001). As espécies dessa familia
possuem caliptras e pecas bucais bem desenvolvidas, do tipo lambedor ou do tipo
picador-sugador; mero sem cerdas fortes abaixo do espiraculo, podendo ter pelos
esparsos; quarta nervura longitudinal (M1+2) podendo ser muita ou pouco encurvada
em direcdo a terceira nervura (R4+5), delimitando uma célula com maior ou menor
abertura ao nivel da margem alar; arista normalmente plumosa até a extremidade distal.
Machos e fémeas dicopticos, fémeas com maior afastamento entre os olhos (SERRA
FEIRE & MELLO, 2006).

Suas espécies estdo distribuidas em sete subfamilias: Atherigoninae, Muscinae,
Azeliinae, Cyrtoneurininae, Phaoniinae, Mydaeinae e Coesiinae sendo distribuidas por
todas as regides biogeograficas.

Musca domestica (Figura 3) é uma espécie cosmopolita que estd associada a
decomposi¢do de carcacas (OLIVEIRA-COSTA, 2011); também carreia varios

patdgenos de muitas doencas humanas e de animais domésticos como: diarreias infantis,



colera, ascaridiase, coccidioses etc (GREEBERG, 1970, 1973; LEVINE & LEVINE,
1991; MARCONDES, 2001).

Essa espécie é a mais importante das moscas sinantropicas, pois é extremamente
comum na regido urbana (FIGUEROA-ROA & LINHARES, 2004), juntamente com
C.megacephala. Apresenta resisténcia a maioria dos inseticidas quimicos sintéticos
conhecidos, possuindo genes necessarios para o desenvolvimento de resisténcia aos
produtos atuais (LEARMOUNT et al., 2002).
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Figura 3. Musca domestica (Diptera :Muscidae) (http://bugguidenet/node/view/465514).

Sua elevada abundéncia se deve a capacidade de se desenvolver em varios tipos
de substratos, possuindo alto poder reprodutivo (MARCHIORI et al., 2000). Percorre
distancias de até 30 km em curto espago de tempo, se concentrando perto de criadouros
de animais, pois suas larvas se alimentam de matéria organica em decomposi¢do como
esterco, carcaca e matéria vegetal, sendo atraidas de acordo com os odores levados pelo
vento (MARCHIORI et al., 2003). Seus ovos séo brancos alongados e medem menos de
1 mm, as larvas L1, fazem duas ecdises em 6 a 7 dias. A eclosdo ocorre de 8 a 24 horas
apos a postura dos ovos. Assim que nasce, a neolarva comeca a se alimentar do
substrato, sofrendo duas ecdises. Quando chega a L3, em sua maioria abandona a dieta e
pupa no solo, em temperatura quente o adulto emergird em 4 ou 5 dias, o ciclo completo
leva em média de 10 a 14 dias (MARCHIORI et al., 2003).



1.2. O Ciclo de Vida dos Dipteros Muscoides

As moscas sdo insetos holometabolicos (Figura 4), que sofrem metamorfose
completa. Seus imaturos sdo diferentes da forma adulta que possui asa, tanto na
aparéncia como no comportamento, inclusive com relacdo ao habitat onde vivem. As
larvas L; realizam geralmente duas ecdises em 6 e 7 dias, transformando-se em L3
(WASILEWSKI, 2005).

Entre o dltimo instar larval e o estagio pupal ocorre um periodo de transi¢do
denominando de pré-pupa, no final do qual ocorre a formagdo das pupas. O tecido
escurece e torna-se mais rigido, ocorrendo também transformacbes internas
(CARVALHO, 1986). As larvas procuram um substrato seco para pupacao, enterrando-
se no solo por um periodo de aproximadamente uma semana. O pupério fica em forma
de barril, o qual vai se tornando mais escuro (MARCONDES, 2001; COSTA et al.,
2004a). A respiracdo é realizada através de espiraculos, situada entre o quinto e o sexto
segmento em M. domestica e apresentando outras formas em outras espécies
(NEVES, 2004). Ap6s 5 ou 6 dias, os adultos emergem do pupéario por um opérculo
circular com o auxilio do ptilineo, numa bolsa localizada acima da regido onde sdo
implantadas as antenas, que apds a emergéncia se retrai e forma a fissura ptilineal, em
forma de U invertido (MARCONDES, 2001). Em condic¢Bes 6timas de temperatura e
umidade do ar, o ciclo evolutivo total se completa em até 23 dias
(MACHADO & RODRIGUES,2002).

Mosca adulia

Ciclo de vida
L 1° estagio
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Figura 4. Ciclo de vida das moscas (http://ciencia.hsw.uol.com.br/mosca4.htm).




2. Métodos de Controle

2.1. Controle Biologico

O controle biologico é um fendmeno natural, o qual consiste no controle do
numero de plantas e animais pelos seus inimigos naturais ou introduzidos. Este tipo de
controle consiste na utilizacdo de diferentes ferramentas a fim de conter a multiplicagéo
dos insetos, de uma forma que ndo agrida o meio ambiente, ndo interfira no
desenvolvimento de outros grupos de seres vivos e, principalmente que ndo deixe
residuos ambientais. Esses controladores bioldgicos sdo definidos como: a) parasitoides,
que sdo seres Vivos que parasitam outros seres interrompendo a fase reprodutiva deles.
O parasitoide se desenvolve dentro de um Unico hospedeiro, levando no final do seu
ciclo o hospedeiro a morte; b) predadores sdo organismos que buscam e matam suas
presas para completar seu ciclo de vida; ¢) patdgenos sdo organismos microscopicos que
podem se multiplicar no organismo do seu hospedeiro, causando infeccOes e
complicagdes.

O controle biolégico pode ser dividido em: 1) controle biologico artificial:
interferéncia artificial de forma que ocorre aumento de seres predadores, parasitoides ou
agentes patogénicos, sendo eles seres vivos mais atuantes no controle biolégico natural
como insetos, fungos, virus, bactérias, nematoides e acaros, 2) controle bioldgico
classico: introducdo por meio de importacdo e colonizacdo de predadores ou
parasitoides, focando ao controle de pragas exdticas, ocasionalmente nativos. A
liberacdo é realizada com um numero reduzido de individuos por algumas vezes no
local, como uma medida de controle a longo prazo, pois a populacdo dos inimigos
naturais tende a aumentar com o passar do tempo e, portanto, somente se aplica a
culturas especificas como semiperenes ou perenes, 3) controle biolégico natural, é
quando a populagdo de inimigos naturais que ocorrem naturalmente no local,
responsaveis pela mortalidade natural no agroecossistema e, consequentemente, pela
manutencdo de um nivel de equilibrio das pragas e 4) controle bioldgico aplicado, é a
liberacdo em massa de predadores ou parasitoides, apos criacdo laboratorial de larga
escala. Esse tipo de controle biologico tem um tipo de agdo rapida, muito semelhante a
de inseticidas convencionais (PREZOTO et al. 2008; BUENO & VAN LENTEREN,
2011).


http://www.infoescola.com/biologia/nematelmintos-nematoda/
http://www.infoescola.com/ecologia/controle-biologico/
http://www.infoescola.com/ecologia/controle-biologico/
http://www.infoescola.com/compostos-quimicos/inseticidas/

Segundo VIEGAS — JUNIOR (2003), a necessidade de métodos mais seguros no
controle de insetos faz com que haja incentivo na busca de novas substancias ativas de
vegetais. Esses inseticidas tém sido cada vez mais usados, pois sdo obtidos de recursos
renovaveis e degradados ndo poluindo ambientes e nem deixando residuos nos
alimentos (VIEIRA et al., 2001). Dentre diversas abordagens, os inseticidas naturais,
obtidos a partir da extracdo de plantas medicinais sdo, em sua maioria, especificos para
os insetos-alvo (JACOBSON, 1975). Além desse tipo de inseticida, podem ser
utilizados como forma de controle bioldgico: os parasitoides, algumas espécies de
peixes, passaros, dentre outros (CARVALHO et al., 2003; CHANDRA et al., 2008).

2.2. Controle com Produtos Naturais

Historicamente, o uso de plantas medicinais é uma das formas mais antiga de
controle e muito divulgada culturalmente. Segundo MARTINS (1995), o uso de planta
como medicamento tem sido muito utilizado pela populagdo nos ultimos tempos e
segundo dados da Organizacdo Mundial da Salde, 80% da populagdo utiliza ervas
medicinais e que somente 30% desse uso se da pela indicacdo médica.

No Brasil, um dos pontos pesquisados tem sido o uso de plantas medicinais,
como inseticidas naturais, que sdo faceis de extracdo, estaveis e de grande aceitacao
pela populagdo (HOMAR, 2005). Normalmente, sdo utilizadas espécies de plantas
ornamentais, cosmopolitas, com reproducdo por mudas, que ndo exijam cuidados
especiais e com grande rendimento do produto, de forma que a area plantada ndo agrida
0 meio ambiente. A grande diversidade de espécies vegetais, associada a transmissdo do
conhecimento passado de geracdo em geracdo insere o Brasil no mercado dos
fitoterapicos (EVANGELISTA et al., 2013).

Apesar de 25% de a flora mundial ser encontrada no Brasil, 0 que corresponde a
mais de cem mil espécies, menos de 1% teve suas propriedades avaliadas
cientificamente para verificar uma acdo medicinal (GOTTLIEB & MORS, 1980;
CASTILHO et al.,, 2013). Mesmo considerando um crescimento significativo desse
percentual, hd uma lacuna de conhecimento da nossa flora. Nesse sentido, isolar,
caracterizar e desenvolver bioensaios com substancias extraidas de plantas, no controle
de vetores ou de causadores de doencas apresenta um papel extremamente relevante nas

linhas de pesquisa.
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Segundo FEINSTEIN (1952), mais de 2000 espécies de plantas sdo conhecidas
no mundo por apresentarem propriedades inseticidas, compreendidas em
aproximadamente 170 familias. A flora brasileira apresenta um imenso potencial para a
producdo de metabdlitos secundéarios. Estima-se que 16% das 500 mil espécies de
plantas que existem no mundo encontram-se na floresta amazénica (PLETSCH &
SANT’ANA, 1995). Porém, o estudo cientifico de substancias derivadas de plantas
brasileiras ainda é muito incipiente.

As plantas produzem inumeros metabolitos secundarios que se acumulam em
seus tecidos com a finalidade de defesa contra insetos e outros microrganismos, sendo
também atrativos para polinizadores (SIMAS et al., 2004).

Os primeiros inseticidas botanicos utilizados foram a nicotina, extraida da
Nicotiana tabacum L. (tabaco) (Solanaceae), a piretrina extraida do piretro
Chrysanthemum cinerariaefolium Vis. (crisintemo) (Asteraceae), a rotenona extraida de
Derris spp. e Lonchocarpus spp. (falso timbd) (Fabaceae), a sabadina e outros
alcaloides extraidos da sabadina Schoenocaulon officinale A. (lirio) Gray (Liliaceae) e a
rianodina extraida de Rhyania speciosa (Flacuortiaceae)
(LAGUNES & RODRIGUEZ, 1989). Esses inseticidas deixaram de ser usados com o
surgimento dos inseticidas organossintéticos, 0s quais se mostravam mais eficientes e
baratos (VENDRAMIM & CASTIGLIONI, 2000).

Dentre as plantas que possuem acdo inseticida, a mais estudada €é a
Azadirachta indica A. Juss. (Nim) (Meliaceae), conhecida no Brasil como nim ou
amargosa. Essa espécie é considerada a mais importante, apresenta uma serie de
substancias da classe dos limonoides, dentre os quais a azadiractina é o que ocorre em
maior concentracdo, apresentando maior atividade toxica contra insetos, sendo
encontrada em vérias partes da planta, principalmente nas sementes
(VENDRAMIM & CASTIGLIONI, 2000). Estes autores citam que a azadiractina
presente na A. indica provoca reducdo e esterilidade de ovos e o cineol, presente em
Eucalyptus sp. (eucalipto) provoca reducdo da digestabilidade.

Nos estudos laboratoriais, para avaliar os efeitos das substancias sobre 0s
insetos, estes normalmente sdo aplicados sob a forma de aspersdo ou imersos por um
determinado periodo nos extratos, nas fases maduras ou imaturas dos insetos, ou ainda
aplicados diretamente nas dietas artificiais, ou sobre as presas e os hospedeiros. Nos

insetos tratados com os inseticidas boténicos, ja foram constatadas diversas alteraces
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como inibicdo da alimentacdo, reducdo do consumo alimentar, atraso no
desenvolvimento, deformacdes, esterilidade e mortalidade (COSTA et al., 2004a).

Esses efeitos e sua duracdo dependem da dosagem utilizada, geralmente, sendo
possivel observar uma maior mortalidade nas dosagens maiores e efeitos mais fracos e
duradouros nas dosagens menores (ROEL, 2001).

Alguns estudos desenvolvidos com o extrato etandlico de Nerium oleander

(loendro) (Apocynaceae) sobre Muscina stabulans (Fallen, 1817) (Muscidae),
observaram o atraso na duracdo dos estagios larval e pupal suprimindo a oviposicéo
destes insetos, bem como a reducdo da taxa de sobrevivéncia dos adultos (ELSHAZLY
et al., 1996).
KELECOM et al. (2002) testaram a acdo do &cido oleandlico e o eugenol substancia
extraida do cravo-da-india (Eugenia caryophyllata) sobre o hemiptero
Rhodnius prolixus Stal, 1859. Estes testes demonstraram inibicdo na muda atingindo
uma mortalidade de 90% e atividade antiecdise em 100% dos insetos analisados.

MELLO et al. (2010) realizaram estudos para verificar o efeito do latex
bruto diluido de Euphorbia splendens var. hislopii (coroa de Cristo) (Syn. Euphorbia
milli — ZANI et al., 1993) em diferentes concentracfes sobre o desenvolvimento pds-
embrionario de Megaselia scalaris (Loew, 1866) (Diptera:Phoridae), e observaram que
houve uma reducdo na viabilidade dos diferentes estagios de desenvolvimento,
acelerando a duracédo de desenvolvimento de cada estagio em relagcdo ao grupo controle
(sem a substancia).

Em dipteros, a lignana beta-peltatin- A- metil éter isolada do cedro
(Libocedrus bidwillii), arvore de grande porte pertencente a familia Cupressaceae,
demonstrou eficacia toxica na concentracdo de 100ppm, causando 98% de mortalidade
em M. domestica (Diptera: Muscidae) (RUSSEL et al., 1976).

Os frutos de M. azedarach sdo conhecidos por conterem o alcaldide
azaridina, taninos e acidos benzoicos. Dentro deste contexto foi verificado que o extrato
de cinamomo (M. azedarach) tem sido muito eficiente no controle de insetos praga
como S. frugiperda, Helicoverpa zea Boddie (Lepidoptera: Arctiidae) e
Plutella xylostella (L.) (Lepidoptera, Acrolepiidae), causando mortalidade, redu¢do no
consumo foliar, reducdo na porcentagem de eclosdo de larvas e prolongamento do
periodo larval (McMILLIAN et al., 1969; RODRIGUEZ HERNANDEZ, 1995; CHEN
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et al., 1996), além de serem responsaveis pelos efeitos na producdo de oocistos em
caprinos infectados naturalmente com espécies de Eimeria (ARAUJO et al., 2009)

FERREIRA et al. (2006) avaliaram a acdo inseticida e repelente de extratos
hexanico e cloroformico de Asclepia curassavica L. (cipo-de-leite) (Asclepiadaceae)
sobre adultos de M. domestica. Os dois extratos testados apresentaram atividade
inseticida, porém, o extrato com cloroférmio foi o mais ativo em concentragfes mais
baixas. AHMED et al. (1981) verificaram que o extrato aquoso do p6 da folha e da haste
da planta Tylophora indica (Burm. F.) (salsaparrilha) Merr. possuir eficacia contra
larvas de M. domestica, com mortalidade de até 78%, na concentracdo de 10%. Outros
potentes extratos sdo os metanolicos de Tapura amazonica Poepp. (raiz) (morrao),
Piper aduncum L. (sagu) (folha e raiz) e Piper tuberculatum Jacq. (folha, fruto e galho)
(pimenta-dalha) que também mostraram possuir alta atividade larvicida contra Aedes
aegypti (Linnaeus, 1762) (POHLIT et al., 2004).

2.2.1. Oleos Essenciais

Os metabdlitos sintetizados pelos seres vivos sdo divididos em primarios e
secundarios. Segundo CASTRO et al. (2004), a biossintese dos metabdlitos secundarios
é realizada por rotas bioquimicas especificas do organismo, possuindo estreita relacdo
entre essas e as responsaveis pelos metabdlitos primarios. Os compostos obtidos do
metabolismo primario, como a glicose, sdo usados como precursores dos metabdlitos
secundarios. Porém, esses tém sua origem a partir de intermediadrios do metabolismo
primario da glicose: o acetato (Acetil-CoA), &cido chiquimico, acido mevalbnico e
metileritrol fosfato (DEWICK, 2002).

Os oleos essenciais tém distribuicdo restrita a alguns grupos taxondmicos do
Reino vegetal, e ecologicamente atraem polinizadores ou agem quimicamente contra
pragas e patdgenos, sendo amplamente utilizados ha séculos (CHAGAS, 2004;
ESTRELA et al., 2006). Os principios ativos utilizados comercialmente, em geral,
pertencem a essa classe de metabdlitos, sendo estes responsaveis pela acgdo
farmacoldgica determinada. Esses produtos incluem uma gama de substancias quimicas
como alcaloides, fendlicos (fenilpropanoides e flavonoides), dleos essenciais (incluindo
terpenoides) e cristais de oxalato de calcio. A presenca de alguns destes constituintes

pode caracterizar familias inteiras ou grupos de familias de angiospermas, sendo crucial
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para o entendimento do processo coevolutivo das plantas e de seus predadores (RAVEN
etal., 1996; SILVA et al., 2003).

Os Oleos essenciais (OE), também sdo chamados de 6leos volateis ou Oleos
etéreos. De forma geral, sdo misturas complexas de substancias volateis e lipofilicas,
geralmente odoriferas e liquidas, destacando-se a presenca de terpenos e
fenilpropanoides, preponderando os terpenoides (GONCALVES et al., 2003,
SILVA etal., 2003). As atividades inseticidas do dleo essencial de Cymbopogon
citratus (capim limdo) vém sendo estudadas em pragas agricolas e em insetos vetores
(REITZ et al., 2006; ISHII et al., 2010). Esse composto tem mostrado ser um excelente
larvicida e repelente de diferentes espécies (SOUSA et al., 1991).

De acordo com MULLER-RIEBAU et al. (1997), podem ocorrer variagdes na
composicao dos 0leos essenciais devido a fatores como: variacdo sazonal, diferencas na
regido de origem, método de extracdo adotado e a parte da planta utilizada. Alguns
estudos mostraram que varios fatores bidticos e abidticos podem interferir nos
componentes dos 6leos como, por exemplo, a correlacdo entre a altitude que envolve a
incidéncia da radiacdo UV e a diminuicdo das temperaturas que favoreceu a sintese de
compostos metabolitos. Segundo CASTRO et al. (2004), plantas da mesma espécie, mas
de regides diferentes variam na sua constituicdo genética e atividade fisioldgica,
podendo responder de modo muito diferente a dado grau de tensdo ambiental. Da
mesma forma, plantas de origens geograficas diferentes, mas cultivadas nas mesmas
condi¢des ambientais, podem variar seus constituintes quimicos e o rendimento do 6leo
essencial. A diversidade genética envolve, portanto, 0 metabolismo dos organismos e
seus produtos.

Estudos realizados com os constituintes dos 6leos essenciais em variedades de
manjericdo identificaram como compostos majoritarios metil chavicol, linalol, geranial
e estragol (SAJJADI, 2006; OTTAI et al., 2012). Estes estudos demonstraram que 0s
Oleos essenciais extraidos das folhas e dos apices com inflorescéncia do manjericdo
variam de acordo com a constituicdo genetica da planta e a localizagcdo geogréfica.
(MARTINS et al., 2010).

Foi demonstrado no trabalho de GANZERA et al. (2008), com extrato de arnica
(Arnica montana L) de cultivares coletados em nove altitudes diferentes que ndo foi
possivel detectar aumentos significativos no contetdo dos flavonoides, havendo

correlacdo positiva entre 0 aumento na altitude e no conteudo de acido cafeico e
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derivados (SPITALER et al., 2008). RYAN & ROBARDS (1998) relataram que a
planta de onde se extrai 0 azeite de oliva plantada em altitudes elevadas apresenta uma
quantidade maior de compostos fenolicos e tocoferol, o que garante uma melhor
qualidade do azeite por apresentar uma maior resisténcia a oxidacéo.
CIMANGA et al. (2002) observaram que o rendimento de alguns oleos de plantas
aromaticas coletadas na Republica Democratica do Congo, quando comparados com 0
rendimento das mesmas espécies de plantas de outras regides do mundo era diferente, e
que isso se deve aos fatores como clima, a natureza do solo, idade da arvore, hora da
coleta, modo de extracao etc.

Os 06leos essenciais apresentam efeitos diferentes sobre os insetos; o principal é
que eles sdo capazes de bloguearem as passagens de ar (os espiraculos), atraves do qual
0s insetos respiram, causando-lhes a morte por asfixia. Podem atuar também como
venenos quando interagem com o0s acidos gordos dos insetos e interferem com o
metabolismo normal, interrompendo também a alimentacdo do inseto, como por
exemplo, interferindo na transmissdo de alguns virus de plantas por pulgdes
(CRANSHAW & BAXENDALE, 2013). Atualmente algumas espécies vegetais como o
Cymbopogon citratus e o Pinus caribaea tém sido identificadas por seus o0leos
apresentarem propriedades bioinseticidas, inibindo a alimentagdo e bloqueando o
crescimento de insetos. Alguns compostos naturais ecoquimicamente ativos que tém
sido pesquisados para o controle de insetos sdo o Citral em C. citratus e o cariofileno

em P. cariabaea.

2.2.1.1. Oleo Essencial de Cymbopogon citratus (Familia Poaceae)

A familia Poaceae apresenta distribuicdo cosmopolita, possuindo 600 géneros e
aproximadamente 9000 espécies (FOLORUNSO & OYETUNJI, 2007), essas espécies
sdo essencialmente herbéceas, denominadas genericamente de gramineas. Segundo
FILGUEIRAS (2013) existem 210 géneros, 1414 espécies e 16 subespécies distribuidas
por todo o Brasil.

Cymbopogon citratus (D.C.) Stapf (Poaceae) (Figura 5), cujo nome popular
nacional mais utilizado é capim-limdo e conhecido internacionalmente como
lemongrass. E uma espécie originaria da India e Sudeste Asiatico; distribuida por vérios
paises tropicais, entre eles o Brasil, onde assume diferentes sinonimias conforme a

regido onde se encontra. Nas regides do Brasil sdo chamados da seguinte maneira:
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capim-limao - Minas Gerais; capim santo - Bahia; erva-cidreira - Sdo Paulo e outros
como: capim-catinga, capim-de-cheiro, capim-cidrdo, capim-cidilho, capim-cidro e
capim-ciri. Na parte ocidental de Cuba se chama cafia santa e na parte oriental
limoncillo ou yerba de calentura. No Brasil C. citratus apresenta varios sinbnimos
dentre eles Andropongo ceriferus Hack, Andropogon citratus DC, Andropogon
citriodorum Hort x Desf., Andropogon mardus subesp. Ceriferus (Hack) Hack,
Andropogon roxburghii Nees ex Steud, Andropogon schoenanthus L., Cymbopongo
nardus subvar. citratus (DC.) Roberty (FILGUEIRAS, 2013).

Figura 5. Cymbopogon citratus (D.C) Stapf (Poaceae)

http://www.webphotos.com.au/photo_browse.aspx?search=grass

2.2.1.1.1. Propriedades organolépticas

O Oleo se apresenta na cor amarela e possui odor aromatico agradavel,
caracteristico de limdo; e sabor ardente (FARMACOPEIA, 2010; COSTA, 2000;
AKISUE et al.,1996).

Descricao Botanica:

Reino: Plantae

Divisdo: Magnoliophyta

Classe: Liliopsida (Liliatae)

Ordem: Poales

Familia: Poaceae (Gramineae)

Subfamilia: Panicoidae

Género: Cymbopogon

Espécie: Cymbopogon citratus (DC) STAPF
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2.2.1.1.2. Descricdo Macroscopica

E uma planta perene, frondosa, robusta, com rizomas curtos e colmos simples ou
ramificados, eretos, espessos e lisos que crescem formando touceiras de 1-2 m de altura.
Possui numerosas folhas de formato lanceolado, planas, eretas e alternas com bainha larga e
nervacdo paralela, com epiderme uniestratificada com celulas parenquimaticas e

lignificadas.

2.2.1.1.3. Estudos Fitoquimicos

A esséncia do capim-limdo é uma das mais importantes e isto se deve ao fato de
esta espécie apresentar em seu 6leo essencial trés componentes principais: Mirceno,
geranial e neral (CZEPAK & CRUCIOL, 2003). A designacao de capim-limao foi dada
a espécie botanica devido a semelhanca com o odor do limdo, conferido pelo seu
elevado teor de Citral (ROGERS, 1981). Sua esséncia € comercialmente importante
para as industrias de perfumes, cosméticos e alimentos, sendo essa uma das razdes dos
varios estudos fitoquimicos em seus constituintes volateis. Esse 6leo tem sido usado
também como feromdnio artificial para captura de enxames (CARVALHO et al., 2005).
O seu componente mais importante é o Citral (47 e 85%), sendo esse monoterpeno uma
mistura de isomeros, geranial (a-Citral), e neral (B — Citral), estando, em menor
quantidade o Mirceno (SIDIBE et al., 2001). Em menor quantidade ja foram observados
outros componentes tais como: canfeno, citronelal, citronelol, farnesol, geraneol,
limonemo, linalol, mentol, o-pineno, p-pineno e terpineal.  Segundo
SOUZA et al. (1991), existem dois tipos de Oleo essencial de C. citratus que séo
distinguidos pela composicdo quimica dos constituintes Mirceno e Citral. O dleo
essencial de C. citratus chamado “West Indian” ¢ caracterizado pela alta concentragdo
de ambos 0s monoterpenos, sendo o Mirceno em torno de 38% e o Citral cerca de 47%.
O outro tipo chamado de “East Indian” apresenta menor concentragdo de Mirceno (0 a
12%), e o Citral pode atingir (86%) do extrato. De acordo com (BARBOSA et al.,
2008), doze amostras brasileiras analisadas por CG/EM (Cromatografia
gasosa/Espectrometro de massa) mostraram a presenca de 22 substancias, sendo neral e
geranial os principais constituintes com variagdes de 40,7 a 75,4%. Porém em C.
citratus coletado na Etiopia, o principal componente foi o geraniol com 40% do 6leo
(ABEGAZ & YOHANNES, 1983). Os o0leos originarios do Marrocos tém como
constituintes principais geranial (39,8%) e neral (32%) (IL DIRSSI et al., 1993). Nos
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coletados na Zambia e no Zimbabwe foram encontrados predominantemente o geranial
e o neral, e em menor quantidade o Mirceno (CHISOWAet al., 1998;
CHAGONDA etal., 2000). No ¢leo essencial da Nigéria foram encontrados o0s
seguintes componentes geranial (40,9%), neral (29,7%), Mirceno (11,3%), linalool
(1,7%) e acetato de geranila (1,6%) (OWOLABI et al., 2008). A melhor hora de se
coletar C. citratus é no periodo entre 8 e 13 horas, horario de maior concentracdo do
Citral, além desses outros fatores que influenciam nessas concentragdes €: as altas
temperaturas, periodo de estocagem, métodos e tempo de extracdo do 6leo, variagdes
climaticas, aléem do solo (NASCIMENTO et al. (2003).

2.2.1.2. Oleo Essencial de Pinus caribaea (Familia Pinaceae)

Pinus caribaea Morelet (Pinaceae) (Figura 6), conhecido vulgarmente como
pinheiro macho, € uma espécie de pinheiro originaria do Novo Mundo, com distribuicao
na América Central, Caraibas, México, Cuba, Bahamas, Belize, Guatemala, Nicaragua e
sul do Arizona. Os principais nomes comuns dados a espécie nestas localidades sdo:
"pino de la costa, ocote blanco, pino caribe e pino caribefio de Honduras". J& na lingua
inglesa é chamado de "caribbean pine" ou "pitch pine".

Os pinheiros sdo plantas perenes que produzem resinas. A casca da maioria dos
pinheiros é grossa e escamosa e seus brotos sdo produzidos em inflorescéncias
regulares, que de fato sdo uma espiral muito apertada aparentando um anel de brotos
que surgem do mesmo ponto. O pinheiro é importante devido a sua producdo de
madeira nas regides temperadas e tropicais do planeta, sendo utilizados como matéria-
prima para a producdo da celulose, que é empregada na producdo de papel. A queda de
suas folhas (acicula) produz um efeito alelopatico em plantas de outras espécies,
inibindo o crescimento de ervas daninhas. Algumas espécies produzem o breu do qual
se extrai terebintina e outros 6leos essenciais (VASCONCELOS, 2007).
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Figura 6. Pinus caribaea Morelet (Pinaceae)
(http://www.natureloveyou.sg/Pinus%20caribaea/DSC09350%20

2.2.1.2.1. Propriedades Organolépticas

Os 6leos essenciais do género Pinus possuem odores caracteristicos, como o
mentol e a canfora que sdo muito conhecidos devido a sua utilizacdo em unguentos.
Esses também podem ser usados mediante mesclas de outros produtos essenciais, como
a menta, romero, trementina etc. Essas esséncias sdo usadas para aplicagOes
antirreumaticas (FERNANDEZ-SANCHEZ, 2013).

Descrigédo Botanica
Reino: Plantae
Diviséo: Pinophyta
Classe: Pinopsida
Ordem: Pinales
Familia: Pinaceae
Género: Pinus

Espécie: Pinus caribaea Morelet

2.2.1.2.2. Descri¢do Macroscopica

A espécie P. caribaea é uma arvore de até 45 m de altura com um tronco Unico,
ereto, possui casca aspera, escamosa, cinza, marrom e resistente ao fogo. Suas folhas
(agulhas) sdo leves ou verde-escuro, geralmente de 15 a 26 cm de comprimento, e
agrupados em fasciculos (grupos) de 2 ou 3 (raramente até 5) agulhas. Estruturas
masculinas e femininas chamadas de cones ocorrem na mesma arvore. Os cones
(machos) de polen-rolamento sdo cilindricos, medem de 2-3 cm x 5-6 mm, e de cor rosa
ou amarelo. Os cones de sementes sdo principalmente em pares ou em espirais e

transmitidas em pedunculos longos (caules). Os cones fémeas levam até dois anos para
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amadurecer, e lancar sementes aladas que sdo dispersas pelo vento
(FARJON & STYLES, 1997).

2.2.1.2.3. Estudos Fitoquimicos

O O6leo essencial do género Pinus geralmente possui de dez a quinze
componentes majoritarios, sendo 0s outros componentes vestigios. A quantidade e o
tipo de componentes podem mudar dentro da mesma espécie boténica por varios
motivos como: luz, temperatura, altitude, época da colheita, variedades quimicas etc
(RIOS et al., 2007; FERNANDEZ-SANCHEZ, 2013). Os 6leos provenientes das folhas
(agulhas), secas ou frescas, sdo abundantes em limoneno e éxido de cariofileno. Existe
diferenca entre a qualidade e quantidade dos 6leos extraidos das folhas secas e frescas;
as secas produzem um 6leo com maior quantidade e diversidade (CHOWDHURY et al.,
2008). No entanto, FERNANDEZ-SANCHEZ et al. (2013) ap6s extracdo do 6leo
essencial de P. caribaea pelo método de hidrodestilagio com um aparelho do tipo
“Clevenger” observaram um outro composto chamado acetato de 15 em-8-B-alil-
Sandaracopimar.

ROJAS & ORTIZ (1990) e INAB (1999) ao extrairem o extrato bruto de folhas
verificaram que ele apresentava caracteristicas de resina com pH em torno de 3,
atribuivel ao acido fendlico e o extrato da casca produzia procianidinas. Essa resina é de
boa qualidade para a producdo de aguarras e outros produtos (ROJAS, ORTIZ, 1990;
INAB, 1999).

2.3. Solventes Utilizados para a Obtencao dos Extratos Vegetais.

Os principais solventes utilizados nos inseticidas sdo a agua, acetona, éter e
alcoois, benzeno, cloroformio, acetato de etila, DMSO, metanol, etanol etc.,
dependendo da planta utilizada e também dos produtos que se quer obter. Eles séo
capazes de determinar diferentes resultados finais na atuacgéo inseticida (COSTA et al.,
2004b). A maioria dos solventes que sdo utilizados é de origem organica. S&o
substancias capazes de dissolver outras substancias e formar uma solucdo, sendo
utilizadas como diluentes dispersantes ou agentes de solubilizacdo. Como caracteristicas
comuns a todos esses solventes, podemos citar que sdo todos volateis, inflamaveis,
lipossoltveis e lipofilicos. A sua toxicidade varia conforme a molécula ou a mistura

utilizada, tendo uma aplicac¢ao variada em nosso cotidiano. Didaticamente s&o divididos
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em: hidrocarbonetos alifaticos, aromaticos ou halogenados; alcoois; cetonas; éteres e
outros.

O dimetil sulfoxido (DMSQO) é um solvente muito usado, tanto em aplicacoes
topicas quanto intravenosas, como antiinflamatério, analgésico, criopreservativo,
carreador de substancias e medicamentos através da pele e membranas bioldgicas,
promove a remocao de radicais livres, ativacdo ou inibi¢éo de varias enzimas. O DMSO
apresenta baixa toxicidade, dependendo das substancias usadas conjuntamente com o
medicamento. Se as substancias usadas promoverem toxicidade ao organismo, o DMSO
facilita sua penetracéo trazendo graves riscos a satde. E um solvente aprético, bipolar e
altamente hidroscopico. E considerado atropico, pois ndo pode doar seus prétons em
ligagdes quimicas, podendo agir como um “receptor” de protons em ligacdes de
hidrogénio, sendo essa ligacdo responsavel por sua afinidade com a agua. DMSO é
considerado um solvente melhor que a agua para muitas substancias como proteinas e
esteroides. Também possui baixa toxicidade, possivelmente o seu maior potencial
toxico é a combinagdo com outros agentes toxicos (STURION et al., 1999). Segundo
BRAYTON (1986) e RICHARDSON (1973), dentre as propriedades e efeitos
fisiolégicos e farmacoldgicos do DMSO estdo (a) a rapida e acentuada penetracdo de
outras substancias pelas membranas biol6gicas; ele penetra facilmente na pele; em 5
minutos pode ser detectado no sangue e a halitose caracteristica é evidente, e ap6s 20
minutos pode ser encontrado em todos o0s 6rgaos do corpo. Ao contrario da maioria dos
solventes penetrantes, a penetracdo ou absorcdo ndo esta associada com dano
irreversivel da membrana; (b) a inibi¢do ou ativacdo de vérias enzimas sendo esse efeito
dependente das diferentes concentrac@es do hidrogénio; (c) possuindo também atividade
antimicrobial, se tornando bactericida ou bacteriostatico contra
Mycobacterium tuberculosis (Mycobacteriaceae), Staphylococcous spp.
(Staphylococcaceae), Streptococcus spp,. (Streptococcaceae), Salmonella spp.
(Enterobacteriaceae), Proteus spp., Escherichia coli, (Migula, 1895)
(Enterobacteriaceae) em concentragdes de 5 a 50%. Em quimioterapia antiviral, tem
sido usado como veiculo para varios agentes antivirais no tratamento de Herpes zoster.

Em experimentos que avaliem as propriedades inseticidas, fungicidas e
bactericidas os solventes tém sido usados na solubilizagdo dos compostos com baixa
polaridade (GONCALVES-GERVASIO & VENDRAMIM, 2004; INOUE et al., 2005;

KUKIC et al., 2008), e com média polaridade. Estes compostos tém sido usados como

21



herbicidas ou em preparacbes de produtos que apresentam efeitos inibidores no
desenvolvimento de certas espécies de plantas (STAHLMAN et al., 1997); todavia,
quando extratos organicos sdo usados em experimentos toxicolégicos, é importante
levar em consideracdo a toxicidade do solvente usado como solubilizante sobre o
organismo alvo, pois € sabido que os residuos dos solventes podem interagir com 0s
organismos alvos causando a morte dos mesmos ou interferindo nos resultados
(HAMMER et al.,, 1999; NASCIMENTO et al., 2008). CHAGAS et al. (2002)
observaram que o0s Oleos essenciais quando transformados em Oleos emulsionados
tinham sua potencialidade aumentadas quando testados sobre larvas de carrapatos.
SOUZA et al. (2007) testando extratos metandlicos e etandlicos de Annona coriaceous
(araticum) Mart. (Annonaceae) sobre ninfas de Dichelops melacanthus Dallas, 1851
(Heteroptera: Pentatomidae), dissolvidas em DMSO (40%) e extratos dissolvidos em
Tween (1:1), ndo observaram nenhum efeito negativo nos insetos. KANNATHASAN et
al. (2008), ao testarem ester metilico de &cido graxo de Vitex altissima L., Vitex
negundo L. e Vitex trifolia L. (Verbenaceae) (Maria preta) sobre larvas de Culex
quinquefasciatus Say, 1823 (Diptera: Culicidae) ndo encontraram nenhuma toxicidade
guando testaram DMSO a 5%. Os mesmos resultados foram encontrados por ROEL et
al. (2000) e CUNHA et al. (2006) quando usaram acetona como solvente e néo
observaram nenhum efeito deletério sobre o grupo controle. O que foi verificado por
TRINDADE et al. (2000) que usaram metanol como agente solubilizante.

ROEL et al. (2000) ao testarem quatro solventes para obtencdo do extrato de
catigué (Trichilia pallida, Swartz) (Meliaceae), verificaram que 0s extratos produzidos
por acetona possuiam uma maior acdo inseticida sobre a lagarta-do-cartucho
(Spodoptera frugiperda). ABOU-FAKHR HAMMAD et al. (2001) verificaram que 0s
extratos aquosos e metanolicos de cinamomo (Melia azedarach) possuiam praticamente
0s mesmos efeitos sobre adultos da mosca-branca (Bemisia tabaci, Gennadius 1889)
(Hemiptera: Aleyrodidae), indicando eficiéncia similar dos solventes na extracdo dos
componentes ativos da planta. Segundo HERNANDEZ & VENDRAMIM (1997), 0 uso
de extratos aquosos, para obtencdo de compostos hidrossolUveis presentes nos vegetais,

pode ser uma maneira natural e econémica de manejo de insetos.
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2. OBJETIVOS
Objetivo geral:
Avaliar a sua atividade inseticida sobre o desenvolvimento pos-embrionéario de quatro
espeécies de Dipteros muscoides.
Obijetivos especificos:
. Caracterizar a composi¢do quimica dos Oleos essenciais de C. citratus e
P. caribaea coletados no Brasil e em Cuba;
. Analisar as alteragfes produzidas pelos 6leos essenciais C. citratus e P.caribaea,
e seus compostos majoritarios: Citral e Cariofileno, respectivamente sobre o peso larval,
a duracdo dos periodos larval, pupal e fase de neolarva a adulto, mortalidade, razdo
sexual e deformidades de Chrysomya putoria, Chrysomya megacephala,
Lucilia cuprina e Musca domestica.
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CAPITULO |

AVALIAR A COMPOSICAO QUIMICA E O EFEITO INSETICIDA
DO OLEO ESSENCIAL DE CYMBOPOGON CITRATUS
PROCEDENTES DO BRASIL E DE CUBA E O MONOTERPENO
CITRAL SOBRE O DESENVOLVIMENTO DOS DIPTEROS
MUSCOIDES
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1. RESUMO

Este trabalho objetivou analisar a composi¢do quimica e o efeito inseticida do oOleo
essencial extraido das folhas de Cymbopogon citratus (D.C.) Stapf procedente do Brasil
e de Cuba e 0 seu composto majoritario, o0 monoterpeno Citral, sobre o desenvolvimento
pos-embrionario dos dipteros muscoides Musca domestica, Chrysomya megacephala,
Chrysomya putoria e Lucilia cuprina. A extracdo do 6leo essencial foi realizada por
hidrodestila¢do utilizando aparelhagem do tipo “Clevenger”, e¢ suas composi¢Oes
quimicas identificadas ap6s analise por cromatografia em fase gasosa de Alta Resolugdo
(CG/AR) acoplada a espectrometria de massas (EM). As analises quimicas dos 0leos
permitiram a identificacdo de 13 e 12 constituintes quimicos, respectivamente, sendo
em ambos os extratos os isdmeros Neral (35,21% — Cuba) (36,37% -Brasil) e Geranial
(53,2%- Brasil) (51,14% - Cuba) os majoritarios; o Mirceno (6,52%) em menor
proporcao so6 foi encontrado no éleo de Cuba. Os resultados mostram que ndo existiram
grandes diferencgas entre a atividade do 6leo cubano e brasileiro. As espécies L. cuprina,
M. domestica, C. megacephala tiveram o seu periodo pds-embrionario aumentado pelos
dois oOleos (Brasil/Cuba), porém em C. putoria ela apresentou um encurtamento no
periodo larval e no periodo de neolarva a adulto. Todos os grupos tratados apresentaram
deformidades. Os resultados do teste com o monoterpeno Citral mostraram que C.
megacephala foi a espécie mais sensivel matando 73% no periodo larval e 77% no
periodo de neolarva a adulto e a menos sensivel em C. putoria com 40% de mortalidade
no periodo larval e 57% no periodo de neolarva a adulto. O Citral encurtou o periodo
pdés-embrionario das espécies M. domestica, L. cuprina e C. megacephala, porém na

espécie C. putoria ele atrasou.

2. ABSTRACT

This study aimed to analyze the chemical composition and insecticidal effect of the
essential oil extracted from leaves of Cymbopogon citratus (D.C.) Stapf collected in
Brazil and Cuba and its major compound, the monoterpene Citral, against the post-
embryonic development of muscoid flies Musca domestica, Chrysomya megacephala,
Chrysomya putoria e Lucilia cuprina. The essential oils were extracted using a
Clevenger type equipment, and their chemical composition was analyzed by high-
resolution gas chromatography (HRGC) coupled to mass spectrometry (MS). The
chemical analysis of the essential oils allowed the identification of 13 and 12 chemical

37



components, respectively, and in both the major components were the isomers Neral
(35.21% — Cuba) (36.37% - Brazil) and Geranial (53.2% - Brazil) (51.14% - Cuba) and,
Myrcene (6.52%), in a smaller proportion, was only found in Cuban oil. The results
show that there were no differences between the activity of Cuban oil and Brazilian.
The post-embryonic period of L. cuprina, M. domestica and C. megacephala elongated
with the treatment with both oils, but it shortened the larval and neolarva to adult
periods for C. putoria. All groups presented morphological alterations.

The results of the test showed that C. megacephala was the most sensitive species
killing 73% in larval stage and 77% in newly-hatched larvae to adult and less sensitive
was C. putoria with 40% mortality in the larval stage and 57% in newly-hatched larvae
to adult. Citral shortened post-embryonic development period (larval, pupal and newly-
hatched larvae to adult) of M. domestica, L. cuprina and C. megacephala but C. putoria

was delayed.

3. INTRODUCAO

Cymbopogon citratus (DC) Stapf pertence & familia Poaceae, possuem 600
géneros e 900 espécies (CLAYTON, 1968), é conhecido popularmente como capim-
limdo, capim santo, capim cidreira, cidré ou jacapé. De origem do Sudoeste asiatico,
amplamente cultivada nos trépicos e subtropicos (GOMES & NEGRELLE, 2003),
comumente usada em plantas arométicas medicinais e estudos etnobotanicos
(ALBUQUERQUE & ANDRADE 2002; AMOROZO 2002; MEDEIROS et al., 2004),
conhecida internacionalmente como 6leo de lemograss (GUIMARAES et al., 2008),
devido ao seu odor de limdo. E uma planta muito utilizada pela populacdo como
sedativo, calmante do sistema nervoso, sudorifero, diurético, antibactericida, atividade
antimicrobiana (BRAGA, 1960; DIAZ, JORGE 2001; PEREIRA et al., 2004), além de
ser usada como inseticida e inibidora do crescimento de fungos
(SARGENTI & LANCAS, 1997). E extensamente estudada devido a sua grande
producdo de oOleos, sendo usada em perfumaria e cosméticos, possuindo um odor
caracteristico de limdo (CORREA, 1984).

Os 6leos essenciais existem em aproximadamente duas mil espécies de plantas
distribuidas em 60 familias, normalmente é produzido nas folhas por células glandulares

ou pélos glandulares (BONNER, 1961), sendo armazenados em espacos extracelulares,
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localizando-se entre a cuticula e a parede celular (TAIZ & ZEIGER, 2004). Sao
constituidos de uma forma geral de hidrocarbonetos, alcoois e compostos aromaticos
existentes em todas as partes das plantas, sua composic¢éo quimica pode variar de acordo
com a localizacdo (MORAIS, 2006), essas plantas produtoras de esséncias geralmente
produzem 0s mesmos componentes, mas com percentuais diferentes, podendo variar na
mesma planta de acordo com os fatores ambientais, como época do ano e hora do dia
(FONSECA, 2005), alem de apresentarem grande diversidade em termos de estruturas e
de propriedades fisico-quimicas e biologicas (WALL & WANI, 1996). Sua composi¢do
quimica é relatada em diversos trabalhos, sendo o Citral e 0 Mirceno seus compostos
majoritarios, o Citral é constituido pela mistura isomérica de geranial ((2E) — 3,7 —
dimetilocta — 2,6 dienal, Citral A ou isdbmero E) e neral ((2Z) — 3,7 — dimetilocta — 2,6 —
dienal, Citral B ou izbmero Z) (EL FATTAH et al., 1992). Outros aldeidos, como o
citronelal, isovaleraldeido e decilaldeido, também podem ser encontrados, além de
cetonas e alcoois, como geraniol, nerol, metil heptenol e farnesol (TESKE et al., 1997;
LEWINSOHN et al., 1998).

GUIMARAES et al (2008) verificaram que 0s compostos majoritarios de
C. citratus coletados em ljaci/MG- Brasil eram; neral (31,89), geranial (37,42) e
Mirceno (23,77%), e que a mesma planta coletada em Havana/Cuba possuia 0s mesmos
compostos, porém percentuais diferentes como: neral (38,2), geranial (49,5), e o
Mirceno apresentando um valor menor, 1,7 (PINO & ROSADO, 2000).

O Citral, constituinte majoritario do dleo de C. citratus, é citado como sendo o
responsavel pelas atividades atribuidas ao seu 6leo essencial, tais como germecidas,
repelentes de insetos, efeitos feromonicos em insetos (ROBACKER & HENDRY, 1977,
KUWAHARA, SUZUKI, MATSUMOTO & WADA, 1983). O Citral tem se mostrado
efetivo contra M. domestica (Diptera:Muscidae) (RANI & OSMANI (1980), além do
C.citratus possuir acdo larvicida, ovicida e repelente contra dipteros
(PUSHPANATHAN et al., 2006). Segundo CARDOSO & SOARES (2010), este
monoterpeno também mostra uma alta atividade contra cepas de tripomastigotas de
Trypanosoma cruzi Chagas, 1909 na corrente sanguinea (SANTORO et al; 2007) com
uma concentracdo que induziu 50% de lise celular cerca de 15ng/ mL.

Muitos estudos tém sido feitos com relacdo a composi¢do quimica dos 0Oleos

essenciais de plantas aromaticas, porém pouco se sabe se ha diferenca qualitativa e
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quantitativa dos compostos quimicos dos 6leos essenciais das populacdes de C. citratus
provenientes do Brasil e de Cuba.

Os dipteros possuem um papel muito importante, suas larvas ajudam na
reciclagem de nutrientes fragmentando e modificando bioquimicamente a matéria
organica em decomposicao, abrindo galerias no solo quando se enterram para pupar,
com isso fazem com que o solo fique mais aerado. Outro fator importante é que ajudam
na polinizagdo, principalmente em regiGes muito 4&ridas, além de carrearem
microorganismos (saprofitas) que sdo importantes aos ciclos biogeoquimicos, além de
fazerem parte de uma cadeia alimentar, mantendo diversos animais insetivoros
(ODUM, 1983). Essas moscas muitas vezes se tornam um problema econdmico e de
Saude Publica, pois o aumento da sua populacdo principalmente em regides mais
quentes facilita a dispersao e a invasao de domicilios e propriedades (PRADO, 2003).

A Infraordem Muscomorpha possui moscas saprofagas, necréfagas, predadoras
ou hemato6fagas, muita das quais possuindo grande importancia bioldgica e/ou médico-
veterinaria para os seres humanos (NEVES, 2000).

Os dipteros muscoides Chrysomya megacephala, C. putoria, Lucilia cuprina e
Musca domestica apresentam amplo aspecto alimentar sdo causadores de miiase e
carreadores de microrganismos, patdgenos e causam enorme prejuizo ao homem e a
agropecuéria (QUEIROZ, 1996), apresentando assim grande importancia sanitaria
(ZUMPT, 1965; GUIMARAES et al., 1979). Os praguicidas sintéticos fazem com que
os dipteros desenvolvam resisténcia aos inseticidas, além de causar impacto ao ambiente
por contaminar &gua, solo e ser tdxico a vertebrados, tornando-se vidvel o manejo
integrado através da selecdo e introducdo de métodos de controle (PRADO, 2003).
Devido aos produtos naturais se encontrarem abundante na natureza e de facil acesso,
pode servir de matéria prima para o desenvolvimento de produtos com potenciais na
area de farmacos ou ainda inseticidas (FERREIRA et al., 2001; NEWMANN et al.,
2003). Varias dessas substancias vegetais tém sido aplicadas de forma topica sobre
insetos (RAGURAMAN & SINGH, 1998) e alimentos (VALLADARES et al., 1997),
misturados nas dietas (RAGURAMAN & SINGN, 1999: HERNANDEZ &
VENDRAMIM, 1996) e também sobre posturas (BOFF & ALMEIDA, 1996). Em
alguns casos os alimentos sdo submergidos nessas substancias (ROEL et al., 2000).
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Na busca de um controle alternativo os 0leos essenciais com a sua eficécia, tanto
como repelente como inseticida contra diversas pragas, como alvo especificidade e
seguranca para os seres humanos podem ser uma boa opcéo.

Trabalhos recentes tém demonstrado a eficacia dos Oleos essenciais como
inseticida contra pragas de agricultura e sem ser de pragas (REITZ et al., 2006;
ISHII et al., 2010). Entre os vetores, a sua atividade tem sido registrada contra adultos e
larvas de varios insetos (OSMANI & SIGHAMONY, 1980; SUKUMAR et al., 1991,
OLIVEIRA et. al., 2013; SANTIN et. al., 2011).

Os 6leos essenciais da folha de Pimenta racemosa var. grisea usada no Caribe
para tratar dores e inflamacdes, apresentaram efeitos contra bactérias Gram positivas
(Bacillus cereus, Bacillus megaterium, Bacillus subtilis e Staphylococcus aureus) e
algumas Gram negativas (Klebsiella pneumoniae, Serratia  marcescens,
Salmonella thyphimurium e Escherichia coli), esses resultados se devem a presenca dos
compostos 4-metoxi-isoeugenol e 4- metoxieugenol (SAENZ et al., 2004). Esses s&o
produtos volateis de origem vegetal, obtidos de vérias partes vegetais, principalmente
por processo fisico, destilacdo por arraste com vapor de agua, destilagdo a pressao
reduzida, extracdo com solventes volateis e CO, supercritico (SEMEN; HIZIROGLU,
2005). Segundo BRASIL (1999) os compostos complexos séo divididos em dois grupos
principais: derivados de terpenoides e/ou derivados fenilpropanoides, estando
principalmente representados nas familias Asteraceae, Laminaceae, Lauraceae,
Myrtaceae, Rutaceae e Apiaceae, Poaceae e Pinaceae (FLORAO, 2006, CASTRO et al.,
2010; FERNANDEZ-SANCHEZ, et al., 2013). S3o ainda lipossollveis, sendo
altamente sollveis em solventes organicos e pouco sollveis em agua (SIMOES &
SPITZER, 2004). De acordo com BURT (2004), os diferentes métodos de extracdo
originam extratos com propriedades organolépticas distintas. Observando assim que
quando existe diferenca no perfil organoléptico, existe diferenca na composicdo
quimica, o que também pode influenciar na atividade biologica dos 6leos essenciais
como foi observado com o Oleo essencial de Pogostemon cablin (patchouli)
(Lamiaceae) que foram encontrados sesquiterpenos, que quando aplicado topicamente,
levava a uma alta mortalidade, porém quando foi fumigado apresentou baixa
mortalidade, isso se deu devido pouca atividade de fumigacao ou pela pouca entrada de
sesquiterpenos através do trato respiratdrio das moscas (PAVELA, 2008). Outro fator

importante € a composi¢do quimica dos 6leos essenciais que de alguma maneira
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contribui para a determinacdo do potencial farmacologico dos vegetais, que pode variar
devido a fatores extrincicos a biologia vegetal (ambientais ou edaficos) e ou intrinsecos
a biologia vegetal (fisioldgicos e genéticos) (CUNHA et al., 2005; SIMOES &
SPITZER, 2004). O que foi observado por MINOTT & BROWN (2007), que
verificaram a diferénca na quantidade dos componentes do 6leo essencial nas folhas de
Pinus dioica (macho) e Pinus dioica Vell. (Pinaceae) fémea. O que foi comprovado por
LIMA et al. (2006), quando analisaram o 0Oleo essencial das folhas de dois espécimes de
Pimenta pseudocaryophylus (Myrtaceae) coletados em duas localidades diferentes no
Brasil, demosnstrando também diferentes atividades antimicrobianas frente a
Candida albicans (ATCC 10231), E. coli (ATCC8739) e P. aeruginosa (ATCC 9027) e
S. aureus (ATCC 6538), isso se deve a composicdo quimica dos O6leos que
apresentavam em um deles o eugenol e o outro 4-metileugenol.

Cymbopogon citratus é conhecido internacionalmente como “Lemon Grass” e ¢
usado na medicina popular tanto para os maleficios do homem quanto para os animais
(LUCENA et al,, 2013). E uma planta que resiste as variacdes do solo e clima
(SANTOS et al., 2009), ORTIZ et al. (2002) consideram que o clima ideal para o seu
desenvolvimento s&o o calor e clima umido com chuvas distribuidas uniformemente. Na
India essa planta mostrou possuir uma grande variacdo no contetdo do 6leo essencial
entre todos 0s meses durante o ano todo (HANDIQUE et al., 1984), demosntrando que
um dos fatores mais importantes que influencia o contetdo do 6leo essencial é a
humidade do solo (ORTIZ et al., 2002).

Varios trabalhos usando metodologias diferentes tém sido feitos no Brasil com
0s principios ativos dos Oleos de Cymbopogon citratus capim limdo,
Cymbopogon winterianus e a citronela-do-ceilao, Cymbopogon nardus (Poaceae). Essas
substancias tém sido comercializadas como repelentes de insetos como: culicideos
(mosquitos e pernilongos) e simulideos (borrachudo), sendo comprovada a acdo de
C. wintewrianus contra Aedes aegypty, Anopheles dirus (Payton and Harrison) e
Culex quinquefasciatus (Say) (Culicidae) (TAWATSIN et al.,, 2001). Citronelol e
citronelal substancias quimicas presentes nas espécies de plantas Cymbopogon spp
inibiu a oviposi¢cdo em Delia antiqua Meigen (Diptera: Anthomyiidae) (LABINAS &
CROCOMO, 2002). Cymbopogon winterianus foi capaz de matar as larvas de A.
agyipti, porém o 6leo de Vanillosmopsis arborea (candeeiro), e de alecrim pimenta,

Lippia sidoides Chamisso ndo obtiveram o mesmo resultado (FURTADO et al., 2005).
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Este estudo teve como objetivo analisar a composi¢do quimica e o efeito
inseticida do dleo essencial das folhas C. citratus procedentes do Brasil e de Cuba e
do monoterpeno Citral sob o desenvolvimento pds-embriondrio dos dipteros

muscoides Musca domestica, Chrysomya megacephala, C. putoria e Lucilia cuprina.

4. MATERIAL E METODOS/

(Referentes ao Capitulo I e 11)

4.1. Obtencao e Preparacdo dos Oleos Essenciais

Para a extracdo dos 6leos essenciais foram utilizados 3kg de folhas frescas de
C. citratus (D.C) Stapf (Figura. 9) e P. caribaea Morelet (Figura 10) coletados no
distrito de Miraflores no Municipio de Moa, Provincia de Holguin — Cuba (latitude: -
20° 38’ 217, longitude: -75° 01° 44”) (Figura 11). A Identificagdo da espécie e 0s
parametros de qualidade da droga vegetal foram garantidos pela Empresa Agropecuéria
do préprio municipio de Moa, provedor exclusivo de fitofarmacos nesta regido de Cuba.
A classificacdo taxondmica foi realizada pelo Herbario del Oriental de Ecosistemas y
Biodiversidade (BSC) e suas excicatas depositadas sob o nimero 16443 e 9014,
respectivamente.

No Brasil as folhas de C. citratus foram coletadas no Laboratdrio de Cultivo e
Producdo de Biomassa de Farmanguinhos, Fiocruz, (latitude: 22°87°49”, 43°24°53”
longitude), localizada no bairro de Jacarepagua, municipio do Rio de Janeiro (RJ),
Brasil. A classificagdo taxondmica foi realizada no Jardim Boténico do Rio de Janeiro e
suas excicatas depositadas no Herbario da mesma Instituicdo, sob o nimero RB3273021
e o exemplar nacional da espécie P. caribaea (inflorescéncia) foi coletado na
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ) (Figura 12A, B), e (C)
Localizacao das arvores de Pinus caribaea, no municipio de Seropédica Km 7 da BR —
465, Rio de Janeiro (latitude: -22.455812, longitude: - 43411239). A Identificacdo da
espécie e 0s parametros de qualidade da droga vegetal foram garantidos pela Empresa
Agropecuéria do proprio municipio de Moa, provedor exclusivo de fitofarmacos nesta
regido de Cuba. A classificagdo taxonémica foi realizada pelo Herbario del Oriental de

Ecosistemas y Biodiversidade (BSC) e suas excicatas depositadas sob o nimero 9025.
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As folhas frescas da espécie vegetal C. citratus e P. caribae foram submetidas a
hidrodestila¢do utilizando aparelhagem do tipo “Clevenger” (Figura 13) com algumas
modificagGes, conforme preconiza a FARMACOPEIA BRASILEIRA (2010).

4.2. Obtengdo do Monoterpeno Citral

O composto sintético Citral foi comprado na Tedia®, Brasil.

Figura 9. Plantachio de Cymbopogon citratus (DC) Staph (Poaceae)

(http://www.dr.hauschka.com/en_DE/knowledge-base/medicinal-plant-facts/lemon-grass/).
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Figura 10. Pinus caribaea Morelet coletados (Pinaceaea)
(http://elprofedebiolo.blogspot.com.br/2013/05/familia-pinaceae-en-costa-rica.html).

Figura 11. Local de coleta das folhas de Cymbopogon citratus (DC) Stapf e Pinus
caribaea Morelet — distrito de Miraflores do Municipio de Moa, Provincia de Holguin-

Cuba  (latitude:  -20°38°21”, longitude: -75°01°44), foto de  satélite
(http://es.wikipedia.org/wiki/Moa_(Cuba)).
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Figura 12. Arvores de Pinus caribaeca Molrelet (A) e inflorescéncias (B). (C)
Localizacdo das arvores de Pinus caribaea na Universidade Federal Rural do Rio de
Janeiro (UFRRJ), no municipio de Seropédica no Km 7 da BR — 465- Rio de Janeiro-

BrasiI(Iatitude:-22.455812,Iongitude:43411239)(Fotos A e B acervo pessoal e mapa da rural -
foFotohttps://www.google.com/maps/d/vieweroe=UTF8&ie=UTF8&msa=0&mid=zMJIPT3gLdXu0.kDAbdFK8B2c0)

Figura 13. Equipamento do tipo “Clevenger” (FERNANDEZ SANCHEZ, 2013).
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4.3. Cromatografia Gasosa de Alta Resolucdo (CGAR) Acoplada a Espectrometria
de Massas (EM)

As analises qualitativas dos componentes volateis foram realizadas por
Cromatografia Gasosa de Alta Resolugdo (CGAR) acoplada a espectrometro de massas
(EM). Para isso, foi utilizado o cromatdgrafo gasoso modelo HP7590 A (Agilent
Technologies, USA) equipado com coluna capilar DB-5MS, de dimensdes 30 m x 0,32
um e 0,25 um de espessura de filme. As condi¢des de analise da Cromatografia Gasosa
consistiram em uma temperatura inicial de 40 °C e final de 290 °C, a 4 °C por minuto
com isotrema de 5 minutos. O volume de injecdo da amostra foi de 1uL utilizando-se
Hélio como gas de arraste, com fluxo de 0,5 mL por minuto.

As andlises por espectrometria de massas foram realizadas utilizando
espectrometro de massas modelo HP5972 A, com analisador de ions quadruplo e
ionizacdo por impacto de elétrons a 70 eV. As estruturas foram identificadas por
comparacdo de espectros presentes na espectroteca (base de dados) NIST107 e por
determinacédo dos indices de retencdo de Kovacts. Alguns espectros foram comparados

com a bibliografia especializada no assunto (ADAMS, 2001).

4.4. Estabelecimento e Manutenc¢do da Col6nia de Dipteros

As colbnias das espécies Musca domestica, Chrysomya megacephala, C. putoria
e Lucilia cuprina foram estabelecidas a partir de adultos coletados, em uma cacamba de
lixo localizada na comunidade do Amorim (Figura 14A), préximo a uma das entradas
da FIOCRUZ (latitude: 22.875607, longitude: - 43.250606) (Figura 14B). Os adultos
foram capturados com o auxilio de uma rede entomoldgica (pucd), acondicionados em

tubos Falcon para o transporte até o laboratorio.
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Figura 14. Local da captura dos adultos de dipteros Muscoide para formacdo de col6nia
em laboratério. (A) cacamba utilizada para deposicdo de lixo. (B) localizacdo da
cagamba na comunidade do Amorim — RJ (Acervo pessoal).

Os Adultos coletados foram levados para o laboratorio, triados e transferidos para
gaiolas de madeiras (30 X 30 X 30cm), revestidas nas laterais com tela de nailon de cor
branca e com uma abertura frontal revestida com tecido de algoddo de cor preta para
permitir o manuseio dos espécimes (Figura 15). As gaiolas foram acondicionadas em
estante ventilada com temperatura regulada em 27 °C, umidade controlada em 60 £+ 10%
e 12 de fofotase (Figural6). No interior da gaiola foram colocados agucar refinado e
agua para manutencdo dos adultos. Como substrato para oviposicdo foi utilizada carne
bovina putrefata.

As massas de ovos obtidas foram transferidas também para uma dieta a base de carne
bovina putrefata. Logo apds a emergéncia, os adultos foram sexados e transferidos para
as gaiolas semelhantes as da col6nia estoque. A dieta a base de carne bovina em inicio
de putrefacdo foi oferecida até o 4° dia p6s-emergéncia para estimular a oogénese,
qguando entdo foi suspensa, até ser reintroduzida no 11° dia p6s-emergéncia com o
objetivo de padronizar o inicio da fase de oviposicdo. A dieta alimentar dos adultos
consistiu de acucar, carne bovina putrefata e dgua ad libitum. Esta é oferecida em
recipiente de vidro contendo um pavio feito de gaze embebido nesta agua As posturas
para a realizacdo da fase experimental foram obtidas segundo esta mesma metodologia.

Foram usadas no experimento F3 das espécies.
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Figura 16. Estante ventilada com temperatura regulada em 27 + 1°C, 60 + 10% URA e
12 de fototase (Acervo do pessoal).

4.2- Obtencao da Neolarva (larva recém eclodida)

No dia anterior ao experimento foi colocada dentro da gaiola de criagdo da
col6nia de dipteros uma placa de Petri contendo carne bovina moida putrefata, com o
objetivo de estimular a ovipostura. Na manha seguinte, as larvas recém-eclodidas (L1),
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foram separadas em grupos (N=50), para posterior aplicacdo dos bioensaios com 6leos
essenciais de C. citratus e P. caribaea (Brasil/Cuba) (4 repeti¢fes). Para o bioensaio
com o monoterpeno Citral e o terpeno Cariofileno foram usados N=30, de neolarvas (3

repeticoes).

Figura 17. Postura de diptero Muscoide em carne bovina putrefata (Acervo pessoal).

4.3. Atividade Inseticida do Oleo Essencial de Cymbopogon citratus e Pinus
caribaea procedentes de Cuba e do Brasil e do Monoterpeno Citral e o terpeno
Cariofileno.

O dleo essencial de C. citratus e de P. caribaea (Brasil/Cuba) foi dissolvido
em DMSO (SIGMA - EUA) da seguinte maneira (5% = 25 pL/6leo + 475 uL/DMSO;
10% = 50 pL/ éleo + 450 uL/DMSO); 25% = 125 uL/ 6leo + 375 pL/DMSO; 50% =
250 pL/ éleo + 250 uL/DMSO; 75% = 375 pL/ 6leo + 125 uL/DMSO and 100% oOleo
puro), onde foram preparadas diferentes diluicdes, a partir da solucdo absoluta
(100%), a fim de testar seis diferentes concentracdes (5, 10, 25, 50, 75 e 100%) para
cada 6leo (Cuba e Brasil) e dois grupos controle (com DMSO e sem DMSO), sendo
todas estas mantidas sobre refrigeracdo até o momento da aplicacdo. Para o Citral e 0
terpeno Cariofileno foram utilizados 10uL em 10 larvas na concentragdo de 17,5ug/uL
e 0,83ug/uL, respectivamente. Calculadas a partir das médias dos constituintes
encontrados nos dois 6leos Brasil e Cuba.

Para aplicacdo dos 6leos essenciais de C. citratus e de P. caribaea (Cuba e
Brasil), foram usadas 50 neolarvas de M. domestica, C. megacephala, C. putoria e
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L.cuprina que foram transferidas com auxilio de pincel de pélo n° zero para placas
de Petri forradas com papel de filtro umedecidas com o caldo da carne para evitar a
dispersdao das mesmas. Sobre estas neolarvas foi aplicado 50 puL da substancia com o
auxilio de pipetas automaticas, mantendo-se a concentragdo de 1 uL / neolarva,
utilizando-se diferentes ponteiras para diferentes solugbes. Apos o tratamento com a
solucgdo, as larvas eram colocadas sobre a dieta a base de carne bovina putrefata
(50g), foram feitas 4 réplicas por solucdo. Para aplicacdo tdpica do Citral e do
Cariofileno foram usadas 10 neolarvas - n=10 (3x) de cada espécie a seguir: M.
domestica, C. megacephala, C. putoria, L. cuprina que foram transferidas com auxilio
de pincel de pélo n° zero para placas de Petri forradas com papel de filtro,
umedecidos com o caldo da carne para evitar a dispersdo das mesmas. Sobre estas
neolarvas foi aplicado topicamente 10 pL da substancia com o auxilio de pipetas,
mantendo-se a proporc¢do 1:1 de neolarva, utilizando-se diferentes ponteiras. Apés o
tratamento com a solucdo, as larvas eram colocadas sobre a dieta a base de carne
bovina putrefata (10 g), foram feitas 3 réplicas por solugdo e dois grupos controle
(com/sem DMSO). Os recipientes contendo a dieta com as larvas eram introduzidos
em potes plasticos maiores contendo vermiculita e tampados com tecido escaline
preso com elastico. Uma vez abandonada a dieta, as larvas foram pesadas
individualmente em balanca analitica, transferidas para tubos de ensaios contendo
vermiculita, identificados e tampados com algoddo hidr6fobo. Ap6s a emergéncia
foi realizada a sexagem dos adultos.

Todos os tratamentos foram realizados em condigfes laboratoriais, com a
utilizacdo de uma camara climatizada do tipo B.O.D. regulada a uma temperatura de
27+1°C com Umidade Relativa do Ar (URA) de 60+10% e com fotoperiodo de 12
horas.

Para os resultados obtidos dos testes dos 6leos de C. citratus e P. caribaea
coletados em Cuba e no Brasil e o monoterpeno Citral e o Cariofileno sobre M.
domestica, C. megacephala, C. putoria e L.cuprina foram observados os seguintes
pardmetros: o peso das larvas maduras, a duracdo do periodo larval, pupal e da fase
de neolarva a adulto, assim como a viabilidade dos estagios de desenvolvimento e a
razéo sexual (nF/nF+nM, onde nF representa o numero de fémeas e nM o numero de
machos (RODRIGUES, 2004)).
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Os resultados foram analisados atraves da andlise de variancia
(ANOVA 1; P £0,05) (SOKAL, ROHLF, 1979). O teste de Tukey foi utilizado para
a andlise do desenvolvimento pos-embrionario. Os testes estatisticos foram

realizados com o programa de computador InStat (versdo 3.05, 2000).

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

As andlises quimicas dos 6leos essenciais de C. citratus cultivadas no Brasil
e em Cuba permitiram a identificacdo de 13 e 12 constituintes quimicos,
respectivamente, sendo em ambos 0s extratos 0s constituintes majoritarios os isbmeros
geranial (E-Citral) (53,2%- Brasil) e (51,14%- Cuba) e o neral (Z- Citral) (36,37%-
Brasil) e (35,21% Cuba); o Mirceno sé foi encontrado no 6leo de Cuba (6,52%)
(Tabelas 1). O C. citratus brasileiro apresentou na sua composi¢do Canfeno, 6-Metil-5-
hepten — 2-ona, Limoneno, Linalol, n-Decanal, Z- Citral (Geranial), 2 — Undecanona,
Acetato de geranila, (E) — Cariofileno, y- Cadineno e Oxido de Cariofileno e o Cubano
demonstrou a presencga de 6-Metil — 5- 2-ona, Mirceno, Linalol, Citronelol, Z- Citral
(Neral), Geraniol, E — Citral (Geranial), 2-Undecanona, Acetato de geranila, 2-
tridecanone, y- Cadinene, Caryophyllene Oxide. Os resultados mostraram diferencas
qualitativa e quantitativa nos 6leos, porém na concentracdo total dos compostos 0s
valores foram muito préximos. A julgar pela classificacdo do dleo essencial do capim
limdo, ambos o0s 6leos (Brasil e Cuba) se classificam como do tipo “East Indian” por
apresentarem menor concentracdo de Mirceno (0 a 12%), e o Citral pode atingir 86% do
extrato (SOUZA et al. 1991).

A maioria das andlises da espécie de C. citratus nos diferentes habitats pelo
mundo identifica o Citral como o maior constituinte volatil presente (MIRANDA,
2012). O Citral, principal componente do 6leo de capim-santo, € uma mistura dos
isdbmeros aldeidos a- Citral ou geranial e B- Citral (trans Citral) ou neral (cis Citral),
sendo separaveis por cromatografia gasosa liquida (LEAL, 1998; NEGRELLE &
GOMES, 2007). Sendo citado como o responsavel pelas atividades atribuidas ao seu
6leo essencial, tais como germicidas, repelentes de insetos, aplicagdes na inddstria
farmacéutica, entre outras (MIRANDA, 2012). EKUDAYO (1985).

52



Em estudos com o C. citratus coletados na Etiopia, também foi encontrado o
geranial como componente majoritario do seu 6leo. PINO & ROSADO (2000), ao
estudarem exemplares coletados na parte ocidental de Cuba, na cidade de Havana,
verificaram que as amostras dos 6leos essenciais de C. citratus apresentavam alto teor
de neral (38,2%) e geranial (49,5%) e baixo teor de Mirceno (1,7%). Os exemplares
desse estudo foram coletados na parte oriental de Cuba, na cidade de Santiago de Cuba,
e apresentava resultado similar com relacdo ao teor de neral (35,21%) e geranial
(51,14%) e o Mirceno com um valor de 6,52%.

O oleo essencial extraido do C.citratus coletado no Brasil apresentou o isdmero
neral a 36% e o geranial com 53,2%, porém ndo apresentou o Mirceno (Tabela 1).
FURLAN (2010) estudando 6leos essenciais de capim limédo de duas regides diferentes
de Sdo Paulo observou que eles apresentavam composicdo quimica diferente, a
composicdo do o6leo cultivado em Pindamonhangaba —SP apresentava uma alta
concentracdo de Citral (96,0%), enquanto que a outra populacdo que foi coletada em
Ibilna-SP apresentava o Citral e um alto valor de um composto monoterpeno, 0
geraniol.

Plantas de diferentes regides do pais diferem quanto a porcentagem de Citral e
Mirceno, os principais constituintes do 6leo. Conforme resultados de pesquisas, 0 6leo
da variedade cultivada em S&o Paulo mostrou conter 47% de Citral e 38% de Mirceno
como constituintes principais. Os exemplares de Fortaleza apresentaram alto teor de
Citral (77%) e baixo teor de Mirceno (16%), sendo esta composi¢cdo compativel com a
do éleo do tipo West Indian (SOUZA, 1991 apud NASCIMENTO, 2003). As variacdes
na sua composicao também podem estar ligadas a influéncia do meio ambiente em que
as plantas sao cultivadas

Corroborando o nosso estudo, CIMANGA et al. (2002) e COSTA et al. (2005)
também observaram a presenca do Citral como o constituinte majoritario do C. citratus.
COSTA et al. (2013) identificaram nove componentes através de CG-MS, sendo o0s
valores para neral (37,78%) e para o geranial (49,98%), o que foi observado por
FRANZ; KNAAK & FIUZA (2011), que observaram valores similares do geranial
(47,56%) e neral (31,5%). Outros aldeidos, como o citronelal, isovaleraldeido e
decilaldeido, também podem ser encontrados, alem de cetonas e &lcoois, como geraniol,
nerol, metil heptenol e farnesol (TESKE et al., 1997; PEREIRA, 2006).
KUMAR et al. (2013), ao analisarem por GC- MS o o6leo “lemongrass” (C. citratus),
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reportaram como compostos majoritarios o Citral (47%; a-Citral 17,9 %; B- Citral
29,0%), 1,8 — Cineole (7,5%) e Cariofileno (6,4%). A composi¢do do Citral pode variar
entre 60 e 100% (KASALI et al, 2001; PARANGAMA et al, 2003,
CAVALCANTI et al., 2004). Ao compararmos com 0Ss nossos resultados obtidos
verificamos que houve variacdo na composicdo quimica e na quantidade dos
constituintes. Essas varia¢fes segundo KUMAR et al. (2011a), se devem ao gendtipo da
planta ou a fatores externos, como geografia, condi¢cbes agronémicas e ecoldgicas
(OLIVEIRA et al., 2005). Levando em consideracdo também a variabilidade genética,
que influencia diretamente a qualidade dos 6leos volateis e é expressa através dos
chamados quimiotipos (TAVARES et al., 2005). PINO & ROSADO (2000) verificaram
que o Oleo essencial de C. citratus coletado em Alquizar, um distrito de Havana — Cuba,
possui 0S mesmos componentes quimicos majoritarios neral (38,2%) e geranial (49,5%),
e com valores proximos ao obtido em nossos experimentos para os 6leos do Brasil e de
Cuba (distrito de Miraflores-Cuba) (Tabela 1). Porém, possui maior quantidade de
compostos quimicos (26) quando comparado com o do nosso experimento (12) que
também foi coletado em Cuba, s6 que em outro distrito chamado Miraflores.

Vaérios trabalhos relatam que além do Citral, o0 Mirceno também faz parte dos
compostos majoritarios desse 6leo (GUIMARAES et al., 2008), em nosso estudo 0
Mirceno sd foi encontrado no Oleo essencial de C. citratus coletado em Cuba. Este
composto pode ser encontrado ndo s6 no capim-limao como em outras plantas, ele é um
monoterpeno aciclico, de nome sistematico 7 — metil- 3- metileno — 1,6- octadieno,
além de possuir vérias atividades biolégicas comprovadas, capazes de interferir na
biotransformacéo de drogas, como ciclofosfamidas, barbituratos, bromobenzeno quando
presentes no organismo de mamiferos. Apesar de o 6leo cubano apresentar o composto
Mirceno, ndo se observou o que foi relatado por TAIZ & ZEIGER (1991), que o

limonedo e o Mirceno sdo toxicos para os mais variados tipos de insetos.
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Tabela 1. Composigdo quimica (%) do 6leo essencial da espécie Cymbopogon citratus (DC) Stapf coletado no Brasil e em Cuba

Compostos Indice de Retengdo
Abundancia relativa (%) i ID
Kovat's
Brasil Cuba

Canfeno 0,29 - 953 MS,RI
6-metil-5-hepten-2-ona 0,19 0,23 936 MS, RI
Mirceno - 6,52 988 MS, RI
Limoneno 0,99 - 1030 MS, RI
Linalol 0,42 0,69 1079 MS, RI
Citronelol - 0,16 1132 MS, RI
n — Decanal 0,19 - 1214 MS, RI
Z — Citral (Neral) 36,37 35,21 1231 MS, RI
Geraniol 2,66 2,23 1247 MS, RI
E-Citral (Geranial) 53,2 51,14 1258 MS, RI
2 — Undecanona 0,22 0,35 1287 MS, RI
Acetato de geranila 1,5 0,20 1359 MS, RI
(E)- Cariofileno 1,03 - 1414 MS,RI
2- Tridecanone - 0,10 1486 MS, RI
y — Cadineno 0,27 0,27 1513 MS, RI
Oxido de cariofileno 0,59 0,59 1583 MS, RI
Total identificado 97,92 97,69

ID = Método de Identificacdo; MS= comparagdo do espectro de massa com as das bibliotecas de massa do computador, e ADAMS (2007); IR = comparagdo do calculo do Indice de Retencéo com os reportados na

literatura.
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Comparando os valores e os constituintes quimicos dos 0Oleos essenciais das
folhas da espécie C. citratus coletados no Brasil e em Cuba, observou-se que houve
diferenga nos constituintes quimicos; o 6leo brasileiro apresentou maior quantidade de
constituintes quimicos. Com relacdo aos constituintes que se apresentavam nos dois
6leos houve pouca variacdo em suas abundancias relativas. Os constituintes majoritarios
apresentavam valores similares.

Quando comparados os dados do experimento com os da literatura observou-se
que existem similaridades e variagdes com resultados deste trabalho. Essas diferencas
nos valores podem ser atribuidas a fatores genéticos, local de coleta, idade da planta,
condicBes climéticas, diferencas de tipos de solo, entre outros. Entretanto, é muito
dificil saber o que ocorre com o metabolismo vegetal no meio ambiente, visto que as
interacdes que ocorrem entre as plantas e o ambiente ndo podem ser controladas. Sabe-
se gque quando se coleta uma planta, a sua composicdo do Oleo ja é alterada, pois as
diversas técnicas de extracdo dos metabdlitos originam artefatos. Essas alteracfes nos
6leos essenciais podem vir a desencadear uma atividade biolégica como é relatado por
BARNOLA et al. (1997).

Bioensaio

Larvas de M. domestica tratadas com Oleo essencial da espécie
Cymbopogon citratus coletadas no Brasil e em Cuba apresentaram diferenca
significativa (P <0,0001) quando comparadas com 0s grupos controles (com/sem
DMSO) (Tabela 2). O periodo larval teve o seu tempo prolongado nas concentra¢des do
Brasil (5% =7,17+0,37, 10 % = 7,20+0,40, 25%= 7,18+0,39 e 100% = 12,15+0,36dias),
ndo apresentando muita diferenca nos resultados obtidos com o 6leo de Cuba (5% =
7,1440,35; 10% = 7,15+0,36; 25% = 7,17+0,38 e 100% = 12,18+0,39 dias), quando
comparados com os grupos controle com DMSO (5,31+0,58dias) e sem DMSO
(6,68+0,47dias) (Tabela 2). No presente estudo a prolongacdo do periodo larval com
testes de plantas foi similar ao reportado na espécie estudada por n6s. ELKATAN et al
(2011) observaram um significante prolongamento no periodo larval de M. domestica
quando tratadas com CLs de C. macrocarpa (Cupressaceae), com CL,s, CLsoe CLys de
L. camara L. (Verbenaceae), Perlagonium zonale L. L'Her (Geraniaceae) e
Cyperus rotundus L. (Cyperaceae) e na CLsy de C. macrocarpa, quando comparadas

com o grupo controle. Isso também foi observado por GAD ALLAH (1991), usando
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Melia azedaracha L. (meliaceae) e Venca rosea L. (Apocynaceae), ANDE (2001),
usando Peganum harmala L. (Nitrariaceae), Acalypha indica L. (Euphorbiaceae) e
Calotropis procera (Ait.) Ait. F. (Asclepiadaceae) e Atriplex inflate L.
(Chenopodiaceae). Também foi encontrado um encurtamento nas concentracdes de 50 e
75% no periodo larval de M. domestica testada com o Oleo essencial da espécie
C. citratus coletados no Brasil (50% = 50% = 5,18+0,39 e 75% = 5,20£0,40 dias) e em
Cuba (50% = 5,19+0,39 e 75% = 5,23+0,42 dias), ndo havendo diferenca entre elas. O
que foi observado por ELKATAN et al (2011), ao tratar M. domestica com CLsy de
A.nilotica L. (Fabaceae) e SHAALAN et al. (2005) verificaram que larvas de
A. aegypty tratadas com Callitris glaucophylla Thompson and Johnson, 1986
(Cupressaceae) empuparam rapidamente quando houve um aumento da toxicidade. A
razdo dessas variacBes no periodo larval dos insetos tratados com o 6leo essencial ainda
ndo é clara, embora alguns autores sugiram que algumas substancias extraidas de
plantas sdo capazes de afetar o sistema enddcrino do inseto, agindo diretamente no
desenvolvimento ou na producdo hormonal (CABRAL et al., 1999), essa interferéncia
foi verificada por MIYAZAWA et al. (1994) ao usarem a neolignana chamada licarina
A na mosca da fruta Drosophila melanogaster (Meigen, 1830) (Diptera: Drosophilidae),
estes observaram uma interferéncia direta no seu periodo de desenvolvimento. A
atividade inseticida do 6leo de C. citratus é atribuida ao monoterpeno Citral seu maior
componente, ele tem sido usado como agente fumegante contra
Culex pipiens quinquefasciatus (Diptera: Culicidae) (YANG et al., 2005), porém o neral
e o geranial demonstraram possuir atividades supressoras de apetite contra trés espécies
de mosquitos C. pipiens pallens, C. pipiens quinquefasciatus e Aedes albopictus (Skuse,
1894) (Diptera: Culicidae) (LEAL & UCHIDA, 1998). As caracteristicas estruturais dos
terpenoides podem influenciar nas suas propriedades inseticidas (PAVELA, 2008), e
dependendo do grau de saturacdo e do tipo funcional do grupo podem influenciar na
penetracdo da cuticula do inseto, ajudando na sua degradagédo (RICE & COATS, 1994).
Embora o mecanismo de acdo dos Oleos essenciais e dos seus constituintes seja
desconhecido, o aparecimento de sinais toxicos € rapido (KNAAK & FIUZA (2010).
ENAN (2001) observou que baratas (Periplaneta americana L.) (Insecta:
Blattodea: Blattidae) tratadas com Oleos essenciais apresentavam hiperatividade,
seguida por hiperextensdo das pernas e do abdomem. A espécie C. citratus tem
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mostrado possuir atividade inseticida contra véarias espécies de mosquitos
(CAVALCANTI et al., 2004; PUSHPANATHAN et al., 2006).

Apesar do método utilizado e a espécie de diptero serem diferentes
CAVALCANTI et al. (2004) obtiveram para larvas de A. aegypti uma CLs, de 69ppm
ou pg/cm?®, enquanto para larvas de C. quinquefasciatus a CLs foi de 144 — 185 pg/cm?

O periodo pupal de M. domestica tratada com os 6leos essenciais de C. citratus
do Brasil e de Cuba apresentou uma duragdo maior em todas as concentracdes, diferindo
significativamente dos grupos controle (com DMSO =5,31+0,58 e sem DMSO =
5,23 + 0,42dias), ndo havendo diferenca significativa entre os 6leos. Além disso,
apresentou uma alta mortalidade, acima de 20% nas concentragdes 5, 10 e 75% (21, 23
e 22%), respectivamente no 6leo essencial de C. citratus coletado em Cuba (Tabela 3).
O que foi observado por KUMAR et al. (2013) ao estudarem este mesmo 0leo e a
mesma espécie de mosca (M. domestica), registraram uma alta atividade larvicida e
pupicida CLso de 0,41pL/cm? e uma inibicao de 77,3%, respectivamente.

Com relacdo ao periodo de neolarva a adulto todas as concentra¢fes dos 6leos
essenciais do Brasil e de Cuba apresentaram uma duracdo maior do periodo com
diferenca significativa (P< 0,0001) quando comparadas com 0s grupos controle (com
DMSO= 10,63 £ 1,16 e sem DMSO = 11,91 + 0,29dias).
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Tabela 2. Duracdo dos estdgios pos-embrionario de Musca domestica (Diptera:Muscidae), tratados com 0Oleo essencial de Cymbopogon citratus
(DC) Stapf. coletado no Brasil e em Cuba.

Duracdo (dias)

Tratamentos Periodo Larval Periodo Pupal Periodo de Neolarva a Adulto
X + DP* X + DP* X + DP*
_ \V} \V} ) \V} Vi ) IV v
Brasil . Cuba . Brasil . Cuba . Brasil . Cuba .
(Dias) (Dias) (Dias) (Dias) (Dias) (Dias)
Controle 6,68 £ 0,47a 6,0-7,0 6,68 £ 0,47a 6,0-7,0 5,23 £0,42a 5,0-6,0 523+0,42a 50-6,0 11,91+0,29 11,0-12,0 11,91 £0,29a 11,0-12,0
DMSO 5,31 +£0,58b 40-70 5,31+ 0,58b 40-70 5,31+ 0,58a 40-7,0 531+058a 4,0-7,0 1063+1,16b 8,0-14,0 10,63 £ 1,16b 8,0-14,0
50 7,17 £0,37c 7,0-8,0 7,14 £0,35¢c 7,0-8,0 7,14 £0,34b 7,0-8,0 712+0,32b 7,0-8,0 14,51 +0,50c 14,0 - 15,0 14,42 £ 0,49c 14,0 - 15,0
10% 7,20 £ 0,40c 7,0-8,0 7,15+ 0,36¢C 7,0-8,0 7,11+0,31b 7,0-8,0 7,10 £0,30b 7,0-8,0 14,49 £ 0,50c 14,0-15,0 14,39 £ 0,49c 14,0-15,0
2504 7,18 £0,39¢c 7,0-8,0 7,17 £0,38c 7,0-8,0 7,15+ 0,36b 7,0-8,0 713+0,34b 7,0-80 14,44 +£0,50c 14,0 - 15,0 14,43 £ 0,49c 14,0 -15,0
50% 5,18 £ 0,39 5,0-6,0 5,19 £ 0,39b 5,0-6,0 714+10,34b  7,0-8,0 710+0,31b 7,0-80 12,55+0,50d 12,0-13,0 12,46 £ 0,50d 12,0-13,0
75% 5,20 £ 0,40b 50-6,0 5,23 £0,42b 50-6,0 7,17 £0,37b 7,0-8,0 7,23 £0,42b 7,0-8,0 12,56 + 0,50d 12,0-13,0 12,50 £0,51d 12,0-13,0
100% 12,15+0,36d 12,0-13,0 12,18+0,39d 12,0-13,0 7,20 £0,40b 7,0-8,0 7,17 £0,38b 7,0-8,0 19,52 +0,51e 19,0 -20,0 19,50 £ 0,51e 19,0 -20,0

*\zalores dentro da mesma coluna seguidos pela mesma letra ndo séo significativamente diferentes em nivel de 5% pelo teste Tukey's HSD. X= Média e DP= Desvio Padréo; IV (Intervalo de Variagdo) em dias. Experimento (4X).
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O peso de larva madura (L3) apresentou diferencga significativa (P< 0,0001)
entre as concentragfes do Brasil e as de Cuba quando comparadas com 0s grupos
controle com/sem DMSO. O menor peso foi para a concentragdo de 10% ficando para o
oleo essencial da espécie do Brasil 17,53 £ 1,23mg e para espécie de C. citratus
coletada em Cuba 17,49 £ 1,27mg, e 0 maior para as concentracfes de 50% = 27,01 +
2,18mg/Brasil e 26,97+ 2,38mg/Cuba, ficando o0s grupos controle com
DMSO= 21,59 + 1,39mg e sem DMSO= 21,50+1,76mg. Dipteros necrofagos sdo mais
adaptados a pupar mesmo quando o peso final esta abaixo da média estimada para
outras especies (MENDONCA et al., 2011), apesar de a espécie ser diferente das
testadas em nosso experimento, segundo VON ZUBEN (1998), C. megacephala
necessita pesar no minimo 30,1 mg para conseguir empupar. Neste estudo observou-se
que o Oleo essencial diminuiu o peso dos insetos nas concentracdes de 5, 10, 25% dos
6leos do Brasil (19,60 + 1,41, 17,53 £ 1,23 e 20, 37+ 0,95mg, respectivamente) e para
Cuba (19,50 +£ 1,32, 17,49+ 1,27 e 20,36 £ 0,93mg, respectivamente), com diferenca
significativa (P<0,0001) quando comparados entre as concentragdes e com 0S grupos
controle com DMSO (21,59 + 1,39 mg) e sem DMSO (21,50 £ 1,76mg), apesar dessa
diminuicdo foram capazes de pupar. Por outro lado houve um aumento no peso das
larvas tratadas com as concentracbes 50% (27,01 = 2,18mg/Brasil e 26,97 +
2,38mg/Cuba) e 100% (22,05 * 1,65 mg/Brasil e 22,39 + 2,19mg/Cuba) com diferenca
significativa quando comparadas com os grupos controles com/sem DMSO (Tabela 4).

No presente estudo as menores concentracdes (5, 10 e 25%) tanto do o6leo
essencial do Brasil como de Cuba foram capazes de reduzir o peso larval, este resultado
corrobora os de CAMPOS et al., (2012) que sugerem que € possivel que a atividade do
componente principal dos 6leos essenciais seja modulada em menores concentragdes.

Segundo CHAPMAN (1998), a reserva de lipidios durante o periodo de
alimentacdo aumenta, mas é reduzida no estagio em que o inseto ndo se alimenta e sua
quantidade depende do estdgio de crescimento e as condi¢bes alimentares.
EBADOLLAHI et al. (2013) observaram que o 6leo de Agastache foeniculum (Pursh)
Kuntze (Lamiaceae) sobre a larva de coleoptera Trinbolium castaneum Herbst
(Tenebrionidae) possuia um efeito toxico na fisiologia desse inseto. A média total do
carboidrato e os contetdos de lipidios e proteinas em todos os tratamentos reduziram
significativamente quando comparados com o grupo controle. Possivelmente essa

reducdo pode estra relacionada a um forte efeito de deterréncia do Oleo de
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A. foeniculum. KHOSRAVI et al. (2010) também obteve resultados similares na
reducdo na taxa de lipidios e carboidratos de Glyphodes pyloalis Walker (Lepidoptera:
Pyralidae) quando foi tratada com o extrato de Artemisia annua L. (Asteraceae). Larvas
de C. putoria expostas ao extrato aquoso de folha de Pouteria sapota (Jacq.) H.E.
Moore & Stearn apresentaram uma diminuicdo de peso na concentracdo de 25%
(45,8mg) e um aumento nas concentragcdes 5 e 10% (47,0 e 51,2mg) (CARRICO et al.,
2014). No que concerne aos individuos dos grupos teste, ndo foram verificadas
alteracdes discrepantes no peso, seja dentre as larvas testadas nas diferentes dilui¢fes do
oleo, ou dentre os diferentes grupos avaliados (Brasil e Cuba).

Ao contrario do que foi observado em nossos estudos MENDONCA et al.
(2011) testando o efeito do latex de Parahancornia amapa (Apocynaceae) topicamente
sobre larvas de C. megacephala, observaram que larvas expostas ao latex na
concentracdo de 1,0% eram as mais leves (60,2mg) e a na concentracdo de 2% eram as
mais pesadas (76 mg), enquanto que para 0 grupo controle o peso era de 61mg, mesmo
sendo com espécies diferentes e com plantas diferentes o peso estd muito maior do que
0 encontrado em nosso experimento. Segundo (LEVOT et al.; 1979; REIS et al., 1994),
apenas os individuos que atingirem o peso larval minimo para a pupacédo, caracteristico
para cada espécie, terdo condi¢fes de prosseguir o seu desenvolvimento e originar
adultos viaveis. JUNIOR et al. (2007) ao testarem amida tetraidopiperina, derivado
sintético de piperina, em adultos de M. domestica, verificaram uma maior
suscetibilidade entre machos e fémeas, podendo isto estar associado entre outros fatores,
a diferengas de peso entre os insetos, visto serem as fémeas mais pesadas do que oS

machos.
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Tabela 3. Mortalidade (%) dos estagios pos-embrionario, de Musca domestica (Diptera:Muscidae),
tratadas com 0leo essencial de Cymbopongo citratus (DC) Stapf. coletado no Brasil e em Cuba.

Mortalidade (%)

Tratamentos Periodo Larval Periodo Pupal Periodo de Neolarva a Adulto
Brasil Cuba Brasil Cuba Brasil Cuba

Controle 12,0 12,0 2,0 2,0 12,0 12,0
DMSO 13,0 13,0 2,0 2,0 14,0 14,0
5% 34,0 35,0 7,0 21,0 63,0 62,0
10% 34,0 35,0 7,0 23,0 62,0 63,0
25% 40,0 41,0 15,0 13,0 64,0 65,0
50% 45,0 46,0 9,0 10,0 75,0 73,0
75% 55,0 56,0 10,0 22,0 78,0 78,0
100% 66,0 67,0 15,0 14,0 88,0 87,0

Experimento (4X).
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Tabela 4: Peso das larvas maduras (mg), e razdo sexual de Musca domestica (Diptera:Muscidae), tratadas com 6leo essencial de Cymbopogon

citratus (DC) Stapf. coletado no Brasil e em Cuba.

Peso (mg) y

Tratamento Brasil Cuba v Razéo Sexal
X + DP* X + DP* Brasil Cuba Brasil Cuba
Controle 21,50 +1,76a 21,50+ 1,76a 19,0-244 19,0-244 0,50 0,50
DMSO 21,59 +1,39a 21,59 + 1,39a 15,0-24,2 15,0-24,2 0,51 0,51
5% 19,60 + 1,41b 19,50 + 1,32b 17,2-215 17,5-210 0,51 0,49
10% 17,53+ 1,23c 17,49 £ 1,27c 15,8 - 20,6 15,6 — 20,6 0,54 0,53
25% 20,37 £ 0,95d 20,36 + 0,93d 19,4-2138 19,4-2138 0,53 0,53
50% 27,01 +2,18e 26,97 + 2,38e 21,9-33,0 24,8 - 33,0 0,53 0,52
75% 21,50 + 2,65f 21,35 + 2,69f 17,4 -25,3 17,2-25,2 0,53 0,48
100% 22,05 + 1,65f 22,39 + 2,19f 19,5-25,6 19,0-25,6 0,56 0,54

*\zalores dentro da mesma coluna seguidos pela mesma letra ndo séo significativamente diferentes em nivel de 5% pelo teste Tukey's HSD. X= Média e DP= Desvio Padrdo. IV (Intervalo de Variagdo) em dias.

Experimento (4X).
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O periodo larval de M. domestica obteve taxas de mortalidade variando de
34%/Brasil e 35%/Cuba na concentracdo de 5% até 66%/Brasil e 68%/Cuba na
concentracdo de 100%, ndo havendo diferenca na mortalidade entre os 6leos do Brasil e
de Cuba, porém nos grupos controle com DMSO a mortalidade alcangou 13% e no sem
DMSO 12%. KUMAR et al. (2011b observaram uma alta taxa de mortalidade em larvas
de M. domestica quando foram tratadas com varios 0Oleos. A atividade larvicida mais
forte foi encontrada no 6leo da Horteld-pimenta (Mentha piperita L.— Lamiaceae),
sendo que ap6s 24h M. piperita e Eucalyptus globulus Labill (Myrtaceae) mostraram
uma mortalidade de 94 e 87%, respectivamente, com os 6leos das espécies C. citratus e
Mentha citrata L (Lamiaceae) a taxa de mortalidade foi 77 e 67%.

O periodo de desenvolvimento pds-embrionario mais afetado foi o de neolarva a
adulto mostrando uma mortalidade acima de 60% em todas as concentrag6es, ficando o
controle com DMSO 14% e sem DMSO 12%. MELLO et al. (2010) testaram o efeito
do latex E. splendens sobre larvas de M. scalaris. A viabilidade foi menor que 51,5%
nas concentracdes do latex testadas (5pg/mL, 10pg/mL e 20pg/mL) nos estagios pupal
e de neolarva a adulto, e para o grupo controle (67,4% /estagio pupal e 64% para o
estagio de neolarva a adulto).

A mortalidade no periodo larval e no periodo de neolarva a adulto demonstrou
ser dose dependente nas concentracdes dos 6leos essenciais de Cuba e do Brasil (Tabela
3), ndo havendo diferenca entre eles. Em relacdo ao periodo pupal, as concentracdes
menos letais foram as de 5 e 10% (Brasil) e as de 25 e 100% (Cuba). Por outro lado,
DELEITO & MOYA-BORJA (2008) utilizando diferentes concentracbes de 6leo de
nim, encontraram valores para a mortalidade de pupas superiores a 30% em L. cuprina.
Resultados semelhantes foram observados por MOGNATO (2000), onde o
prolongamento do periodo pupal e mesmo a supressao da capacidade de emergéncia sao
influenciados pelos componentes desta planta.

O periodo mais sensivel foi o de neolarva a adulto que atingiu uma mortalidade
superior a 60% nos dois Oleos essenciais (Brasil/Cuba). Altas mortalidades em
Muscidae também foram verificadas por ABDEL HALIM & MORSY (2005) apés
usarem 0s Oleos de Eucalyptus globulus a uma concentragdo de 0.5%, 0.3, 0.2 e 0.1%
contra larva de 3° instar de M. domestica, verificaram uma taxa de mortalidade e 90% e
a pupa ndo emergiu em adultos. OLIVO et al. (2008) observaram uma maior eficacia

em torno de 79,3 e de 92,1%, quando testaram in vitro teledginas de bovinos nas
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concentragdes 1, 10, 25, 50, 100% de 0leo de citronela. Esses autores verificaram que a
medida que aumentava a concentracdo do 6leo, ocorria uma inibi¢do das posturas de
ovos de teledginas ingurgitadas, além de observarem que o produto muito concentrado é
melhor absorvido, porém depois forma um filme protetor, ndo deixando o 6leo penetrar.
Em nossos experimentos observamos um resultado diferente nos periodos larval e de
neolarva a adulto em ambos os 6leos (Brasil/Cuba); as concentra¢cdes maiores foram
mais letais, possivelmente devido ao fato de o tegumento das larvas de M. domestica
ndo deixar criar esse filme protetor. KNIO et al. (2008) testando larvas do mosquito
Ochlerotatus caspius (Pallas, 1771) com os 6leos de C. sativum, Petroselium crispum,
Pimpinella anisum, e Thymus vulgaris, demonstraram que o 6leo de sementes de
P.crispum e P. anisum, bem como dos frutos de C. sativum e inflorescéncia de
T. vulgaris apresentaram potencial larvicida e que o constituinte majoritario de cada
Oleo testado demonstrou ser o responsavel por esta atividade. Apesar de alguns
monoterpenoides serem usados comercialmente, o seu mecanismo de agdo ndo esta
muito bem elucidado (GRODNITZKY; COATS, 2002). Sugere-se que, possivelmente,
seria a inalacdo dos 6leos pelos espiraculos dos insetos (YANG et al., 2005), ou que
esses monoterpenos podem atuar sobre outros sitios, como o citocromo P450
(LEE etal.,, 2001). Segundo MIYAZAWA et al. (1997), alguns monoterpenos
provenientes de Oleos essenciais in vitro sdo inibidores competitivos da
acetilcolinesterase.

A mortalidade de M. domestica no periodo larval, pupal e neolarva a adulto foi
afetada de maneira dose-dependente em todas as concentracGes dos 6leos essenciais de
C. citratus do Brasil e de Cuba. A bioficiéncia dos 6leos essenciais de M. piperita,
Zingiber  officinalis Roscoe  (Zingiberaceae), Emblica officinalis  Gaertn.
(Phyllanthaceae), Cinnamomum verum (Lauraceae), E. globulus, C. citratus,
Pogotemoncablin Benth. (Lamiaceae), Vetiver zizanoides L. (Poaceae) e Curcuma
longa L. (Zingiberaceae) também foram verificadas contra Spodoptera litoralis
(Boisduvala, 1833) (Lepidoptera: Noctuidae), M. domestica, Leptinotarsa decemlineata
Say (Coleoptera: Chrysomelidae) e Bovcola ocellatus (Phthiraptera: Trichodectidae) por
RICE & COATS (1994), ISMAN (2000), PAVELA (2005; 2006), SAJFRTOVA et al.,
(2009), KUMAR et al. (2011a) e TALBERT & WALL (2012).

KUMAR et al. (2011b) testando varios Oleos essenciais em M. domestica

observaram uma alta taxa de mortalidade apds 48h de exposicdo; para o Oleo de
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C. citratus foi verificada uma mortalidade de 77%. Larvas e pupas de M. domestica
mostraram uma concentracao letal (CLsp) de 0,41pL/cm; e uma percentagem de inibicdo
(PIR) de 7 e 7,3%, respectivamente (KUMAR et al., 2013). Nos experimentos 0S
resultados mostraram uma concentragéo letal (CLso) de 4,25 e 3,24% para os 6leos do
Brasil e de Cuba, respectivamente, para o periodo de neolarva a adulto. ABDEL
HALIM; MORSY (2006) também observaram uma alta mortalidade ao usarem 0Oleos
essenciais de Cupressus macrocarpa Hartw. (Cupressaceae) e Alpinia officinarum
Hance (Zingiberaceae) contra Synthesiomyia nudiseta (Wulp, 1883) (Muscidae:
Azeliinae). Extratos aquosos de plantas sdo capazes de matar o 2° estagio larval de
M. domestica em varias concentragcdes. Os extratos mais efetivos sdo os de casca de
Calotropis procera (Aiton) (Asclepiadaceae) onde obtiveram uma CLsp= 5399,93ppm e
de Piper longum L. (Piperaceae) uma CLso=8149,33ppm e o0 extrato de
Polygonum hydropiper L.  (Polygonaceae) @uma ClLsy, de  7276,00ppm
(ISLAM & AKTAR, 2013).

Possivelmente esses Oleos essenciais causam nos insetos, dificuldades de se
alimentar e problemas na absorcdo de nutrientes, diminuindo a sobrevida das moscas

tratadas.
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Varias plantas induzem anormalidades em moscas produtoras de miiases, como
por exemplo, romd (Punica granatum L.) (Lythraceae) aumentando a taxa de
mortalidade e afetando o seu ciclo de vida (MORSY et al.,, 1998a). Em nossos
experimentos foram observadas deformacdes nos estadgios adultos em todas as
concentracdes, conforme aumentava a concentracdo as deformidades aumentavam,
impossibilitando a copula (Tabela 5). Foram observadas as seguintes deformidades nos
adultos: tamanho reduzido, ptilinio ndo retraido e asa néo inflada. Nos experimentos
ndo foram observados nenhuma alteracdo nas cores dos insetos. KHATER (2003)
registrou deformacdes em larvas de 3° estdgio de M. domestica com Sesame
(Pedaliaceae), Nigella (Ranunculaceae), cebola Allium cepa (Alliaceae), diflubenzuron
e pyriproxfen. As mesmas chegaram ao estagio de pupa, porém ndo foram viaveis.
Deformidades também foram observadas por KHATER & SHALABY (2008) em larva,
pupa e no estagio adulto de Culex pipiens, Lucilia sericata e M. domestica quando foi
tratado com o Gleo essencial, aumentando a taxa de mortalidade nos diferentes estagios.
O que ja havia sido confirmado por FREITAS et al. (2007) ao estudarem a acdo do
fitoextrato de Melia azedarach L (Meliaceae) sobre o desenvolvimento de
M. domestica, e observaram que a acdo do extrato aquoso a 10% exerce atividade
negativa sobre caracteristicas biométricas e morfométricas, promovendo a reducdo de
tamanho e da performance reprodutiva. KHATER (2012) e KHATER et al. (2012), ao
imergirem larvas de M. domestica em latex de C. procera (Ait.) Ait. F.(Asclepiadaceae)
verificaram que esse extrato era capaz de induzir aberracbes morfogenéticas nos adultos
das moscas, além do seu extrato metandlico ser capaz de controlar esses insetos no
criadouro.

Os 06leos essenciais de C. citratus (Brasil e Cuba) mostraram eficiéncia com
relacdo a acdo sobre o periodo pré-embrionario de M. domestica, ndo havendo diferenca
entre a acdo dos Oleos dos diferentes paises, com relacdo a razdo sexual. O ¢6leo
essencial de C. citratus do Brasil e de Cuba néo foi capaz de interferir nesse parametro.
Os dados do presente estudo corroboram com os de ELKATTAN et al. (2011) que
também observaram que o uso dos Oleos esséncias de Lantana camara L.
(Verbenaceae), Pelargonium zonale L'Hér (Geraniaceae), Cupressus macrocarpa L.
(Cupressaceae), Cyperus rotundus L.(Cyperaceae) e Acacia nilotica L. (Fabaceae) em

M. domestica ndo produziram alteracdo na razdo sexual.
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Tabela: 5: Porcentagem de deformidades morfoldgicas de adultos de Musca domestica (Diptera: Muscidae) com 6leo essencial de Cymbopogon

citratus (DC) Stapf.coletado no Brasil e em Cuba.

Deformidades

Morfolégicas (%)

Tratamentos Musca domestica

Controle 0,00
DMSO 0,00

Brasil 5% 38,67
10% 55,26

25% 76,39

50% 81,13

75% 86,67

100% 100,00

Cuba 5% 37,66
10% 56,76

25% 78,57

50% 80,65

75% 88,64

100% 100,00

Experimento (4x).
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Larvas de L. cuprina tratadas com os 6leos essenciais de C. citratus coletadas
em Cuba e no Brasil mostraram os periodos pds-embrionarios (larval, pupal e neolarva
a adulto) prolongados e apresentaram diferencga significativa (P< 0,0001) quando
comparados com 0s grupos controles com/sem DMSO. As concentracdes de 10, 25 e
50% do Brasil (4,05 + 0,21; 4,07 £ 0,30 e 4,11 *= 0,41dias) e em Cuba
(4,03 £0,25; 4,13 £ 0,39 e 4,14 £ 0,46dias) foram os menores periodos, ndo mostrando
diferenca significativa quando comparadas entre si. O maior periodo foi & concentragdo
de 75% (5,11 £ 0,63dias/Brasil e 5,18 + 0,63dias/Cuba) ndo havendo diferenca entre as
localidades de Cuba e do Brasil.

O menor periodo pupal foi com 5 e 75% para o Brasil (8,60 £ 0,78 e 8,42 + 0,88
dias respectivamente) e para Cuba (8,69 + 0,84 e 8,42 + 0,93 dias, respectivamente), o
maior periodo pupal foi para concentracdo de 10% (10,05 + 0,86 dias/ Brasil e
10,11 £ 0,84 dias/Cuba) apresentando diferenca significativa quando comparados com o
controle com DMSO (4,72 + 0,58 dias) e sem DMSO (4,67 + 0,60 dias). O periodo
pupal em todas as concentracdes (6leo Brasil e Cuba) apresenta o dobro do tempo
quando comparado com os grupos controle com/sem DMSO (Tabela 6). Esse aumento
no periodo de desenvolvimento também ocorreu em Triatomineos da espécie
Rhodnius prolixus  Stal quando foi tratado com lignoide licarina A
(CABRAL et al., 2000). KUMAR et al. (2011b) observaram a mesma taxa de eficiéncia
para os diferentes 6leos de M. piperita, M. citrata e E. globulus dos quais obtiveram um
periodo pupal de seis dias, fazendo com gque houvesse uma supressdo na emergéncia de
adultos de M. domestica. Essa alteracéo se deve a alguns compostos extraidos de plantas
que sdo capazes de modularem o sistema enddcrino dos insetos e com isso alteram o
processo fisioldgico dos insetos (BOWER; BOWER et al. 1976).

Com relacdo ao periodo de neolarva a adulto de L. cuprina_tratadas com o 6leo
essencial do Brasil e de Cuba houve um aumento em todas as concentragcOes testadas
diferindo significativamente quando comparadas com o controle com/sem DMSO. O
menor periodo foi para a concentracdo 5% (12,84+ 1,01 dias/Brasil e
12,86 + 1,50dias/Cuba) e o maior periodo foi para a concentragdo 10%
(14,11 + 0,85dias/Brasil e 14,20 + 0,90 dias/Cuba) (Tabela 6). Esse periodo foi 0 mais
afetado resultando em uma mortalidade superior a 50% em todas as concentragdes
testadas. Ao contrario dos nossos resultados, CRUZ (2012), ao testar 6leo de pimenta

longa na concentracdo de 50mg/L verificou uma redugdo na longevidade de S.
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frugiperda, vindo em seguida, 6leo de pimenta longa 50mg/L + Bta e 6leo de pimenta
longa 30 mg/L, em relagdo ao controle (DMSO+H,0O destilada). Certos extratos de
plantas ajudam no controle de L. sericata (Meigen, 1826) (EL-KHATEEB et al. 2003;
KHATER & KHATER, 2009a). KHATER et al. (2011) testando 6leos essenciais em L.
sericata observaram que eles eram capazes de alterar os parametros biologicos, tais
como as taxas de pupacgédo, emergéncia de adultos e a razdo sexual desses insetos, o que
foi confirmado por PUSHPANATHAN et al (2006), ao testarem o efeito de C. citratus
sobre larvas, ovos e sua acdo repelente contra esses dipteros culicideos. Observaram
100% de acao ovicida em uma concentracdo a 300ppm, no teste de repeléncia mostrou
uma protecdo de 100% na concentracdo de 1,0; 2,5 e 5,0 mg/cm® em 03:00, 04:00 e

05:00 horas respectivamente.
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Tabela 6. Duragdo dos estagios pos-embrionério de Lucilia cuprina (Diptera:Calliphoridae), tratados com 6leo essencial de Cymbopogon citratus
(DC) Stapf. coletado no Brasil e em Cuba.

Duracdo (dias)

Tratamentos Periodo Larval Periodo Pupal Periodo de Neolarva a Adulto
Brasil v Cuba \Y] Brasil v Cuba v Brasil v Cuba v
X + DP* (Dias) X + DP* (Dias) X + DP* (Diss) X + DP* (Dias) X + DP* (Dias) X + DP* (Dias)

Controle 3,24 +0,43a 3,0-4,0 3,24 +0,43a 30-4,0 4,72+058a 40-6,0 472+0,58a 4,0-6,0 7,96 +0,67a 7,0-10,0 7,96 +0,67a 7,0-10,0
DMSO 3,17 +0,38b 3,0-4,0 3,17 +0,38b 30-4,0  4,67+0,60a 40-6,0 467+0,62a 4,0-6,0 7,81+0,51a 7,0-10,0 7,81+0,51a 7,0-10,0
5% 4,22 £0,41b 4,0-5,0 4,25 +0,44b 40-50  8,60+0,78b 80-110 8,69+0,85b 8,0-11,0 12,84 +1,01b 12,0-16,0 12,86 +1,01b 12,0-16,0
10% 4,05+1,21b 4,0-5,0 4,03 £ 0,25b 40-50 1005+086c 8,0-120 10,11+ 0,84c 8,0-12,0 14,11 +0,85¢c 12,0-16,0 14,20 + 0,90c 12,0-10,0
25% 4,07 £0,30b 4,0-6,0 4,13 £ 0,39 40-6,0 9,75+0,99 80-110 990 +0,88c 8,0-11,0 13,86 + 1,02cd 12,0-16,0 14,11 +1,01c 12,0 - 16,0
50% 4,11+ 0,41b 4,0-6,0 4,14 + 0,46b 4,0-6,0 9,74 £0,92c 80-110 9,79+0,90c 8,0-110 13,88 £1,11ce 120-17,0 13,97 £1,13cfg 12,0-16,0
75% 5,11 +0,63b 4,0-6,0 5,18 +0,63e 40-6,0 8,42+0,88b 6,0-9,0 842+0,93b 6,0-9,0 13,57 + 1,10def 10,0-150 1359+116deg  10,0-15,0
100% 4,17 £0,53b 4,0-6,0 4,21 +0,58b 40-6,0 9,78+0,80c 80-100 9,67+0,93° 8,0-11,0 14,10 £ 1,15ce 12,0-17,0 14,03 £ 1,20cfg 12,0-17,0

#Valores dentro da mesma coluna seguidos pela mesma letra ndo sdo significativamente diferentes em nivel de 5% pelo teste Tukey's HSD. X= Média e DP= Desvio Padrdo. IV (Intervalo de Variagdo) em dias. Experimento
(4X).
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O peso das larvas maduras de L. cuprina também foi muito afetado; sendo o
menor peso atingido pelas concentracfes de 10% (26,85 + 2,94mg/ Brasil) e de 50%
(26,72 + 2,67mg/ Cuba) e os mais pesados pelas concentracbes de 5%
(35,31« 3,74mg/Brasil e 34,79 + 3,87mg/Cuba), com diferenca significativa quando
comparados com os grupos controle com DMSO (32,45 £ 2,47 mg) e sem DMSO
(33,19 + 3,41mg) (Tabela 7). CABRAL et al. (2004) trabalhando com neolignana YG
extraida de canela- da —India na concentragdo de 100 pg/mL, verificaram o efeito toxico
sobre 56% das pupas de C. megacephala, com reducdo de 6% no peso das mesmas, sob
condicdes de laboratério. Sugerindo que houve a absorcdo da neolignana pela cuticula
de quitina do pupério. Os 6leos essenciais também tém se mostrado efetivo no controle
de diversas pragas de grdos armazenados como, por exemplo, o dleo essencial de
Chenopodium ambrosioides L. (Amaranthaceae) e alguns de seus constituintes isolados
como Ascaridole e Isoascaridole apresentaram CLsg de apenas 2,12, 0,86 € 2,16 pug g ™
de peso do inseto, respectivamente, para adultos de Sitophilus zeamais Motschulsky,
1885 (Coleoptera: Curculionidae) (CHU et al. 2011). CRUZ (2012) verificou que
lagartas de Spodoptera frugiperda (J. E. SMITH) (Lepidoptera: Noctuidae) submetidas
aos tratamentos com o 6leo de cravo da India (Syzygium aromaticum) (Myrtaceae)
associado ou ndo ao Bta Xentari® WG (B. thuringiensis subsp. aizawai - Bta) (1000
mg/L) apresentram uma reducdo significativa no peso larval em relacdo ao grupo
controle (DMSO+H,0 destilada).
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Tabela 7: Peso das larvas maduras (mg), e razdo sexual de Lucilia cuprina (Diptera:Calliphoridae), tratadas com 6leo essencial de Cymbopogon

citratus (DC) Stapf. coletado no Brasil e em Cuba

Peso (mg)

Tratamento Brasil Cuba Brasil Cuba Raz&o Sexual
X + DP* X + DP v \% Brasil Cuba
Controle 33,19 + 3,41ab 33,19 + 3,41ab 26,87 — 37,37 26,87 - 37,37 0,52 0,52
DMSO 32,45+ 2,47ab 32,45 £ 2,47ab 28,20 — 36,83 28,20 — 36,83 0,52 0,52
5% 35,31+ 3,74c 34,79 + 3,87ci 28,00 — 38,60 27,30 - 38,40 0,53 0,49
10% 26,85 +2,94d 27,49 + 3,09d 21,60 — 32,40 21,60 — 33,40 0,49 0,52
25% 31,91 + 4,61ae 32,21 + 4,79abg 11,00 - 36,60 13,00 - 37,20 0,48 0,52
50% 27,26 + 2,84d 26,72 + 2,67d 24,20 — 32,40 23,20-31,40 0,48 0,52
75% 32,53 + 3,16abf 33,44 + 3,19bi 19,00 - 39,00 21,00 — 39,00 0,49 0,51
100% 30,96 + 3,12efgh 31,88 £ 3,51abh 26,25 — 35,20 26,25 — 36,20 0,49 0,51

#Valores dentro da mesma coluna seguidos pela mesma letra ndo séo significativamente diferentes em nivel de 5% pelo teste Tukey's HSD. X= Média e DP= Desvio Padrdo. IV (Intervalo de Variag&o). Experimento

(4X).
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Os 0leos testados foram altamente eficazes contra L. cuprina, com relacdo ao
periodo larval matou acima de 30% em todas as concentracfes do 6leo do Brasil e de
Cuba, ficando o controle com DMSO (14%) e sem DMSO (12%). No periodo pupal a
maior mortalidade ocorreu nas concentracdes de 25 e 100%, atingindo 38 e 44% no
Brasil e 39 e 42% em Cuba, respectivamente. Os grupos controle com e sem DMSO
obtiveram somente 1% de mortalidade. De todos os periodos de desenvolvimento pds-
embrionario o mais afetado foi o de neolarva a adulto, que obteve uma mortalidade
muito alta, acima de 50% em todas as concentragdes testadas nos dois 6leos (Brasil e
Cuba), ficando os grupos controles com DMSO (17%) e sem DMSO com 13%
(Tabela8). Estes dados estdo de acordo com 0s encontrados por
KHATER et al. (2009b), que ao testarem Oleos essenciais de alecrim e camomila em
piolhos de bdfalo Haematopinus tuberculatus (Burmeister, 1839) (Phthiraptera:
Haematopinidae) verificaram que eles se mostraram letais, mostrando em experimentos
in vitro CLso de 18,67 e 22,79%, respectivamente. MARTINS (2006) também observou
uma eficiéncia de 50% no controle de teledginas (6,1%) e larvas (4,1%) de Boophilus
microplus ao testarem citronela de Java (Cymbopogon winterianus Jowitt) na
concentracdo de 10%. Nao havendo eclosdo dos ovos destas teledginas na concentracdo
de 7,14%. CRUZ (2012) verificou que o 6leo de pimenta longa e o do cravo da India
associados ao produto Xentarig, agiram sinergicamente interferindo na sobrevivéncia
diéria, no peso das lagartas de S. frugiperda, na duracdo do periodo larval, no peso
pupal, na duracdo do periodo pupal, na razdo sexual, na fecundidade, fertilidade e nos
aspectos imunolégicos (producéo de 6xido nitrico e fenoloxidase), além dos 6leos puros

afetarem a histofisiologia reprodutiva dessa lagarta.
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Tabela 8. Mortalidade (%) dos estagios pos-embrionarios de Lucilia cuprina (Diptera: Calliphoridae), tratados com 6leo essencial de

Cymbopogon citratus (DC) Stapf. coletado no Brasil e em Cuba.

Mortalidade (%)

Tratamentos Periodo Larval Periodo Pupal Periodo de Neolarva a Adulto
Brasil Cuba Brasil Cuba Brasil Cuba
Controle 12,0 12,0 1,0 1,0 13,0 13,0
DMSO 14,0 14,0 1,0 1,0 17,0 17,0
5% 54,0 56,0 11,0 12,0 59,0 61,0
10% 43,0 45,0 27,0 26,0 58,0 60,0
25% 33,0 36,0 38,0 39,0 57,0 59,0
50% 41,0 43,0 20,0 21,0 54,0 56,0
75% 46,0 48,0 7,0 9,0 50,0 53,0
100% 46,0 49,0 44,0 42,0 70,0 74,0

Experimento (4X).
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KHATER & KHATER (2009a) ao testarem em L. cuprina os Oleos de
Trigonella foenum-graecum Fenugreek (Fabaceae), Apium graveolens L. (Apiaceae),
Raphanus sativus L. e Brasica campestris L. (Brassicaceae), observaram que certas
caracteristicas biologicas foram afetadas e a taxa de pupacao que alcangcou 6,67% apds
ser tratada com 16% de 6leo de T. foenum-graecum. Quando foi tratada com 8% do dleo
de B. campestres ndo houve emergéncia de adultos, sendo capaz de afetar a emergéncia
dos adultos, ficando o nimero de machos emergidos duas vezes maior que os da fémea
apos o tratamento com 12% do 6leo de Raphanus sativus e 16% de T. foenum-graecum
e A. graveolens. Em nossos estudos os 0Oleos essenciais testados (Brasil e Cuba) nédo
afetaram a razdo sexual em nenhuma concentracdo. Segundo WILLIAMSON et al.
(2007), Na sua maior parte os 6leos essenciais das plantas possuem terpenoides de
baixo peso molecular que alteram comportamentalmente as respostas dos insetos, sendo
usados como inseticidas e supressoras de apetite em insetos (LANKAS et al., 1989),
esses compostos parecem ser lipofilicos para serem sollveis na hemolinfa nos
invertebrados e em linfa, passam pela cuticula utilizando a traqueia como rota
(PALEVITCH et al., 1994).

No presente estudo a aplicacdo tdpica do 6leo essencial de C. citratus coletado
no Brasil e em Cuba gerou adultos de L. cuprina deformados, ficando a concentragéo
de 75% (12%) com a menor quantidade de individuos deformados para o 6leo do Brasil
e Cuba, e a de 100% (43 /Brasil e 45% /Cuba) a que mais gerou individuos deformados
(Tabela 9). Foram observadas as seguintes deformidades nos adultos: tamanho
reduzido, ptilinio ndo retraido, asa ndo inflada e alteracdo na cor. KHATER et al.
(2011), ao testarem quatro Oleos essenciais egipcios (alface - Lactuca sativa L.
(Asteraceae), camomila — Matricaria chamomilla L. (Asteraceae), anis —
Pinpinella anisum L. (Apiaceae) e alecrim- Rosmarinus officinalis L. (Lamiaceae) em
larvas de terceiro instar de L. cuprina, verificaram que o 6leo de alface foi o que mais
causou deformidades nas larvas (57%), pupas (50%) e nos adultos (50%), resultando
em larvas pequenas, encolhidas, pigmentadas e retorcidas além de ulceracbes na
cuticula. As pupas apresentaram o pupario de tamanho reduzido, larviforme, rachado e
distorcido. Os adultos deformados se apresentavam tamanhos reduzidos e deformacgoes
nas asas, nas pernas e no abdomem. ELKATTAN et al. (2011) também observaram
que, ao aplicarem Lantana camara L. (Verbenaceae), Pelargonium zonale L'Hér

(Geraniaceae), Cupressus macrocarpa L. (Cupressaceae), Cyperus rotundus L.
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(Cyperaceae) e Acacia nildtica L. (Fabaceae) em M. domestica, foram induzidas
diferentes deformagdes. As concentragdes maiores foram as que produziram mais
deformacdes. Com relagdo a razdo sexual o dleo essencial C. citratus do Brasil e de
Cuba ndo interferiram na razdo sexual de L. cuprina, estes dados corroboram com
KHATER et al. (2011) que ao testar 6leos essenciais egipcios usando a mesma especie

de mosca ndo observarm alteragdo na razéo sexual.
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Tabela 9: Porcentagem (%) de deformidades morfoldgicas de adultos de Lucilia cuprina (Diptera:Caliphoridae) tratados com éleo essencial de
Cymbopogon citratus (DC) Stapf. coletado no Brasil e em Cuba.

Deformidades

Morfolégicas

Lucilia cuprina

Tratamentos

(%)

Controle 0,00

DMSO 0,00
Brasil 5% 29,27
10% 26,83
25% 21,43
50% 16,30
75% 12,00
100% 43,33
Cuba 5% 30,00
10% 27,16
25% 21,95
50% 16,67
75% 12,24
100% 44,83

Experimento (4X).



As larvas de C. megacephala tratadas com diferentes concentragdes do 6leo
extraidos da espécie de C. citratus coletados no Brasil e em Cuba apresentaram
diferenca significativa (P> 0,0001) em todas as concentragdes 5, 10, 25, 50, 75 e 100%
(4,79 £ 0,41; 4,66 £ 0,77; 4,76 £ 0,56; 5,57 + 0,50; 4,07 + 0,26; 4,68 £ 0,81dias/Brasil,
respectivamente) e (4,83 = 0,38; 4,68 £ 0,77; 4,79 + 0,55; 4,64 + 0,48; 4,07 + 0,26 e
4,72 + 0,78 dias/Cuba, respectivamente) quando comparadas com 0s grupos controle
com DMSO (4,38 + 0,49 dias) e sem DMSO (4,42 + 0,50dias) (Tabela 10). Os 6leos de
Cuba e do Brasil atrasaram o periodo larval em quase todas as concentacGes com
excecdo da concentracdo de 75% (4,7 £ 0,26 dias Brasil/ Cuba). CABRAL et al.
(2007a), ao testarem neolignanas em larvas maduras de C. megacephala observaram um
aumento nos periodos larval, pupal e neolarva a adulto (6,07; 5,48 e 10,48 dias,
respectivamente), quando comparadas com o0s grupos controle com acetona (5,92dias) e
sem acetona (5,51dias). Em nossos experimentos todos os periodos (larval, pupal e de
neolarva a adulto) se mostraram sensiveis ao 6leo essencial do Brasil e de Cuba,
atrasando em dias a maioria das concentragdes, com exce¢do da concentracdo de 50%
no periodo pupal (3,74 + 0,76 dias/Brasil e 3,82 + 0,76 dias/Cuba) e para o periodo de
neolarva a adulto (9,30 £ 0,76 dias /Brasil e 9,48 + 0,84 dias/ Cuba) que encurtaram em
dias, quando comparados com os grupos controle com DMSO (9,54 £ 0,61dias) e sem
DMSO (9,63 £ 0,60 dias).
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Tabela 10. Duracdo dos estagios pos-embrionario de Chrysomya megacephala (Diptera: Calliphoridae), tratados com 6leo essencial de Cymbopogon
citratus (DC) Stapf. coletado no Brasil e em Cuba.

Durac&o (dias)

Perfodo de Neolarva a Adulto

“ratamentos Periodo Larval Periodo Pupal
Brasil v Cuba v Brasil v Cuba v Brasil v Cuba v
X + DP# (Dias) X + DP# (Dias) X + DP# (Dias) X + DP# (Dias) X + DP# (Dias) X + DP#a (Dias)

Controle 4,42 +0,50a 4,0-50 442+050a 40-50 523+042a 5,0-6,0 5,23+ 0,42a 5,0-6,0 9,63+0,60ac  9,0-11,0 9,63 + 0,60ac 9,0-11,0
DMSO 4,38 £ 0,49 40-50 438+049a 40-50 518+044a 4,0-6,0 5,18 + 0,44a 40-6,0 954+06la 8,0-11,0 9,54 + 0,61a 8,0-11,0
5% 4,79 £0,41b 40-50  4,83+0,38b 40-50 6,02+ 0,15be 6,0-7,0 6,06+ 0,25efg  6,0-7,0 10,79+ 0,40b  10,0-11,0 10,87 £ 0,48b 10,0 -11,0
10% 4,66 £0,77b 40-70  4,68+0,77b 40-7,0 6,03 + 0,32b 5,0-7,0 6,05+0,36bgh 50-70 10,66 £0,87b 9,0-14,0 10,68 + 0,87b 9,0-14,0
25% 4,76 £ 0,56b 40-6,0 4,79+0,55b 40-6,0 6,18+ 058b 50-8,0 6,23 + 0,63bg 5,0-8,0 10,90+0,88b  9,0-14,0 10,99 + 0,84b 9,0-14,0
50% 5,57 +0,50c 5,0-6,0 5,64 +0,48¢c 50-6,0 3,74+ 0,76¢ 3,0-6,0 3,82 +0,76¢ 3,0-6,0 9,30 + 0,76a 8,0-11,0 9,48 + 0,84ac 8,0-11,0
75% 4,67 +0,26d 40-50  4,07+0,26d 40-50 572+135d 5,0-9,0 5,78 + 1,34deh 5,0-9,0 9,77 +1,37c 9,0-14,0 9,88 + 1,38¢c 9,0-14,0
100% 4,68 —0,81b 30-70 472%0,78b 30-70 6,07+0,26bdf 6,0-7,0 6,13 + 0,34bgi 6,0-70 10,62 £0,86b 9,0-13,0 10,64 + 0,72b 9,0-13,0

#Valores dentro da mesma coluna seguidos pela mesma letra ndo sdo significativamente diferentes em nivel de 5% pelo teste Tukey's HSD. X= Média e DP= Desvio Padréo. IV (Intervalo de Variagdo). Experimento (4X).
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MENDONCA et al. (2011) verificaram que larvas de 3° instar de
C. megacephala tratadas com 3% de latex de “Amapazeiro” P. amapa apresentavam um
periodo larval maior quando comparada com o grupo controle (4,8 e 4,3dias,
respectivamente). Por outro lado, quando as larvas eram tratadas com uma concentracao
menor do latex (1%) tinham o seu periodo encurtado (3,9dias) com diferenca
significativa quando comparada com o grupo controle. A duracdo do periodo pupal
também foi reduzida com o tratamento de 1% e aumentada quando tratada com 2% do
latex (5,0 e 6,0 dias respectivamente), diferindo do grupo controle e dos outros
tratamentos. Com relacdo ao periodo de neolarva a adulto, a concentracdo de 1,0% do
latex mostrou uma reducgdo nesse periodo (9,0dias) e as concentraces de 2 e 3% do
latex aumentaram esse periodo em 10 dias para as duas concentra¢cdes. Para o grupo
controle esse periodo levou 9,4 dias e diferiram significativamente de todos 0s outros
tratamentos.

Em outro estudo, CABRAL et al. (2007b) observaram que yangambina
extraida de Ocotea duckei Vattimo (Lauraceae) foi capaz de influenciar a viabilidade
dos ovos a adulto de C. megacephala, reduzindo em 20% de emergéncia dos adultos
qguando comparados com o grupo controle. Neste estudo, o periodo pupal apresentou o
menor periodo na concentragdo de 50% (3,74 + 0,76 dias/ Brasil) e (3,82 £ 0,76 dias/
Cuba), e o maior, na concentracdo de 25% (6,18 + 0,58 dias /Brasil e 6,23 + 0,63
dias/Cuba) e estas concentracGes apresentaram diferenca significativa (P < 0,0001)
guando comparadas com 0s grupos controle com DMSO (5,18 = 0,44 dias) e sem
DMSO (5,23 + 0,42dias). O periodo de neolarva a adulto também teve o seu periodo
mais longo na concentracdo de 25% (10,90 + 0,88dias/Brasil) e (10,99 + 0,84
dias/Cuba) apresentando diferenca significativa quando comparadas com 0S grupos
controle com DMSO (9,54 + 0,61dias) e sem DMSO (9,63 + 0,60dias), e 0 menor
periodo na concentracdo 50% (9,30 + 0,76 dias/Brasil) e (9,48 + 0,84 dias /Cuba), ndo
apresentando diferenca significativa com o0s grupos controle sem DMSO
(9,63 £ 0,60 dias) e com DMSO (9,54 + 0,61 dias) entre os 6leos do Brasil e de Cuba. J&
KUMAR et al. (2011) relataram que o 6leo de Mentha piperita L. (menta pimenta)
(Lamiaceae) se mostrou altamente toxico sendo capaz de aumentar o periodo larval e
pupal de M. domestica.

O dleo de C. citratus interferiu no peso de C. megacephala, havendo uma

diminuicdo no peso de quase todas as larvas tratadas em ambos os oOleos (Brasil e
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Cuba), com excecdo da concentracdo de 50% que aumentou o peso ficando
(79,93 + 3,53mg/Brasil e 79,45%3,45 mg/Cuba) com diferenca significativa
(P <0,0001), quando comparadas com o0s grupos controle com DMSO
(74,27 £ 4,05mg) e sem DMSO (74,51 *4,11mg), porém entre 0s 6leos ndo houve
diferenca significativa (Tabela 11). CABRAL et al. (2007a) encontraram uma
diminuigdo de peso significativa quando trataram larvas de C. megacephala com as
lignanas grandisina, yangambina e burchelina, ndo havendo diferenga significativa entre
elas, demonstrando assim que as estruturas moleculares desses compostos ndo
interferiram no peso da larva. Em nossos experimentos apesar do 6leo do Brasil e de
Cuba apresentarem quantidades e alguns compostos diferentes, eles interferiram no peso
de C. megacephala de maneira similar, ndo havendo diferenca entre a acdo dos 6leos
dos dois paises. Ao testarem neolignana Yg extraida de canela-da india na concentragéo
de 100 pg/mL em C. megacephala, CABRAL et al. (2004) verificaram que esta
substancia foi toxica para 56% das pupas, afetando o peso em 6%, sugerindo uma

absorcéo da neolignana pela cuticula de quitina do pupario.
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Tabela 11. Peso das larvas maduras (mg), e razdo sexual de Chrysomya megacephala (Diptera: Calliphoridae), tratadas com 6leo

essencial de Cymbopogon citratus (DC) Stapf. coletado no Brasil e em Cuba

Peso (mg)

Tratamentos Brasil Cuba Brasil Cuba Razéo Sexual
X+ DP X+DP v v Brasil Cuba
Controle 74,51 £ 4,11a 74,51 + 4,112 69,20 — 85,60 69,20 — 85,60 0,51 0,51
DMSO 74,27 £ 4,05a 7427+40a 68,00 — 84,00 68,00 — 84,00 0,53 0,53
5% 57,57 + 2,63be 57,35+ 2,80b 50,00 - 62,10 51,50 - 62,50 0,50 0,52
10% 60,08 + 5,86¢C 59,84 + 591ce 52,00 - 60,90 52,00 - 70,60 0,47 0,52
25% 50,28 + 5,28b 55,87 + 5,86b 43,30 - 69,50 42,70 — 68,50 0,48 0,47
50% 79,93 + 3,53d 79,45+ 3,45d 73,30 — 96,00 73,30 — 96,00 0,40 0,46
75% 71,71 + 8,93f 72,52 + 9,55af 51,70 -81,80 52,70 - 82,70 0,47 0,53
100% 56,62 + 9,02b 56,88 + 9,16b 33,00 - 67,04 31,00 - 67,10 0,46 0,52

#Valores dentro da mesma coluna seguidos pela mesma letra nao séo significativamente diferentes em nivel de 5% pelo teste . Tukey's HSD. X= Média e DP= Desvio Padréo.
IV (Intervalo de Variagdo). Experimento (4X).
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Outro fator observado foi a razdo sexual das moscas tratadas com 0leos
essenciais coletados no Brasil e em Cuba. A acdo dos 6leos essenciais do Brasil e de
Cuba sobre os insetos se mostraram similares (Tabelall), os valores se apresentaram
equilibrados variando entre 0.46 e 0,53. Diferente dos resultados encontrados no estudo
em questio CABRAL et al. (2008) observaram que uma fracdo do extrato de
Melia azedarach (fracdo D) foi capaz de reduzir o peso pupal, inviabilizar os ovos, além
de alterar a razdo sexual (nUmero fémeas/nimero de machos) reduzindo o nimero de
fémeas (razdo= 0,38) de M. domestica. Da mesma forma KHATER et al. (2011), ao
testarem Oleos de Lactuca sativa Linnaeus, 1753, Matricaria chamomilla Linnaeus,
1753, Pimpinella anisum Linnaeus 1753 e Rosmarinus officinalis Linnaeus, 1753 sobre
larvas de 3° instar de L. cuprina, obtiveram como resultado subletal uma mudanca na
razdo sexual do grupo teste, havendo predominéncia de machos sobre fémeas atingindo
a proporcdo de 4:1, além de interferirem na viabilidade dos adultos e determinarem a
formacéo de algumas anomalias. De acordo com BRITO (2009), quando populacdes séo
analisadas com o objetivo de verificar a possibilidade de sobrevivéncia dos individuos
seja envolvendo questfes de manejo voltadas para recuperacéo e evitando a exting¢ao, ou
como é o caso deste estudo onde se busca a possibilidade de controlar o avango de
determinada espécie e restringindo os seus limites populacionais, um dos fatores que
devem ser observados é a razdo sexual. Espera-se que os individuos de determinada
espécie mantenham a proporcdo de machos e fémeas em torno de 1:1 de modo que nédo
haja diferencas significativas, podendo ocasionar um desequilibrio futuro como
exemplificado no principio de Fisher para espécies evolutivamente estaveis (FISHER,
1930).

Chrysomya megacephala foi afetada de maneira dose-dependente pelas
concentracdes do dleo essencial do Brasil e de Cuba, com exce¢do da concentracdo de
25% para o0 0leo essencial do Brasil no periodo pupal. No periodo de neolarva a adulto a
concentracdo menos letal foi a de 25% (34%) no 0Oleo essencial do Brasil e de 5% (37%)
para o 0leo de Cuba, ficando a maior mortalidade para a concentracdo de 100%, que
matou 76% dos insetos no dleo essencial do Brasil e 79% no oleo de Cuba (Tabela 12).
A mortalidade desse periodo ficou acima de 30% em todas as concentragdes, ficando os
grupos controle com/sem DMSO com 14% e 12% mortos respectivamente. Esta espécie
foi a segunda mais afetada apos o tratamento. Apesar de usar metodologia diferente da
usado no experimento estudado KUMAR et al. (2013) ao testarem a atividade inseticida
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do 6leo de C. citratus e os monoterpenos Citral e 1,8-Cineole em M. domestica
observaram que o método de fumegacdo com o 6leo foi mais efetivo contra a larva de
mosca com CLsp =48,6 ul/L, a uma taxa de inibi¢do percentual de 100% contra a pupa
de M. domestica. O mesmo percentual de inibicdo foi encontrado nos experimentos com
pupas usando os monoterpenos Citral e 0 1,8 — cineole. Outros autores avaliaram acao
repelente ou deterrente de plantas sobre outros grupos de insetos, entre eles: XAVIER
(2009) constatou o efeito toxico e repelente do 6leo essencial de C. witerianus sobre
abelhas Apis melifera e contra a lagarta-do-cartucho do milho Spodoptera frugiperda
(LABINAS & CROCOMO, 2002). De um modo geral os efeitos ocasionados pelos
6leos essenciais resultaram na redugdo ou supressdo dos insetos e consequentemente
atuaram no numero de insetos emergidos. O potencial larvicida de éleo essencial contra
dipteros muscoides também foi encontrado para outro diptero da espécie C.
megacephala resultando em 100% de mortalidade dos insetos quando foram tratados
com o 6leo essencial de Piper betel L. (Piperaceae) na concentracao de 3 e 4%, seguida
da concentracdo de 2% que matou 96,7% das larvas, e a de 1% que matou somente 10%
das larvas em 4h. BOLSY (2013) observou que a emergéncia de adultos de M.
domestica foi altamente afetada quando foram tratados com CLsy € CLss de o6leo
essencial de M. piperita, ficando 45 e 27,5% respectivamente, quando comparados com
os tratados com ClLsp ¢ CLys do 6leo de L.angustifolia ficando 57,5 and 30%,
respectivamente.

Altas mortalidades também foram observadas por ABDEL HALIM & MORSY
(2005) apds usarem Oleos volateis de C. macrocarpa e A. officinarum contra
S. frugiperda. KUMAR et al. (2011a), também verificaram que 6leos de M. piperita and
E. globulus suprimiram em 100% a emergéncia de moscas adultas de M. domestica.
CABRAL et al. (2004), ao testarem topicamente neolignana Yg (100ug/pL) em dipteros
pertencentes a familia Calliphoridae C. megacephala e C. albiceps observaram que para
C. megacephala a substancia foi mais toxica do que para C. albiceps.
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Tabela 12. Mortalidade (%) dos estagios pos-embrionarios de Chrysomya megacephala
(Diptera:Calliphoridae), tratados com 0leo essencial de Cymbopogon citratus (DC) Stapf. coletado no
Brasil e em Cuba.

Mortalidade (%)

Tratamento
S Periodo Larval Periodo Pupal Periodo de Neolarva a Adulto
Brasil Cuba Brasil Cuba Brasil Cuba
Controle 8,0 8,0 5,0 50 12,0 12,0
DMSO 10,0 10,0 6,0 6,0 14,0 14,0
5% 30,0 31,0 10,0 8,0 38,0 37,0
10% 24,0 26,0 21,0 19,0 37,0 40,0
25% 21,0 24,0 16,0 14,0 34,0 39,0
50% 34,0 29,0 26,0 28,0 46,0 48,0
75% 34,0 30,0 37,0 35,0 57,0 55,0
100% 61,0 62,0 28,0 26,0 76,0 79,0

Experimento (4 X).



Seguindo a mesma metodologia do presente estudo, FRANZ et al. (2011)
verificaram que o Gleo essencial de C. citratus apresentou maior toxicidade quando
aplicado topicamente do que os 6leos essenciais de Mentha sp. e de Zingiber officinale,
apresentando uma CLsy de 0,027 puL e um menor periodo de exposicdo, causando 70 e
100% de mortalidade em adultos do gorgulho do arroz Sitophilus oryzae L
(Coleoptera:Curculionidae). Apesar do método e a espécie de dipteros serem diferentes,
CAVALCANTI et al. (2004) ao testarem 6leo de Citrus limonia Osbeck (lim&o-cravo)
contra larva de 3° instar de A. aegypti obtiveram uma mortalidade de 99,54 e uma CLs
de 519ppm. No entanto alguns 6leos parecem ndo apresentar eficacia contra algumas
espécies de artropodos como é o caso de 6leo de C. citratus que ao ser testado contra
teledginas de carrapatos ndo apresentou nenhum efeito (SEMMELER et al., 2011).
Estes resultados demonstram que a atividade dos metabolitos secundarios de plantas
depende da dosagem, da espécie de artrépodo além da atividade e estrutura quimica da
substancia testada. Os dois 6leos essenciais testados (Brasil e Cuba) foram capazes de
originar individuos com ma formacéo, sendo os mais afetados os das concentracdes 5,
10 e 100% com (12,80; 15,83 e 10,42%/Brasil, respectivamente) e (12,69; 15,70 e
10,28%/Cuba, respectivamente) (Tabela 13), ndo havendo diferenca entre os 6leos
(Brasil e Cuba). Foram observadas as seguintes deformidades nos adultos: tamanho
reduzido, ptilinio ndo retraido, asa ndo inflada e alteracéo na cor.

SEXENA et al. (1981) reportaram o aparecimento de deformacg6es em larvas de
Cnaphalocrocis medianalis (Guenee) (Lepidoptera: Pyralidae) depois de serem tratadas
com 50% de Oleos de nim. Outros Oleos essenciais foram capazes de induzir
deformagdes em larvas, pupas, assim como nos adultos em C. pipiens, L. sericata e
M. domestica KHATER & SHALABY (2008), KHATER & KHATER (2009a) and
MANSOUR et al. (2011), respectivamente. Segundo BOLSY (2013), essas
deformac6es devem ser atribuidas ao efeito da inibicdo da metamorfose ocasionada pelo
oleo essencial como resultado da alteracdo no controle hormonal. Nos experimentos a

razdo sexual ndo foi afetada pelo 6leo essencial de C. citratus do Brasil/Cuba.
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Tabela: 13. Porcentagem (%) de deformidades morfologicas de adultos de Chrysomya megacephala (Diptera:Calliphoridae) tratados com 6leo
essencial de Cymbopogon citratus (DC) Stapf. coletado no Brasil e em Cuba.

Deformidades

Morfoldgicas (%)

Tratamentos Chrysomya megacephala
Controle 0,00
DMSO 0,00
Brasil 5% 12,80
10% 15,83
25% 4,54
50% 4,81
75% 3,41
100% 10,42
Cuba 5% 12,69
10% 15,70
25% 4,91
50% 4,11
75% 3,24
100% 10,28

Experimento (4X).

88



O oleo essencial de C. citratus coletado no Brasil e em Cuba alterou o
periodo pos-embrionério (larval, pupal e de neolarva a adulto) de Chrysomya putoria.
No periodo larval ele promoveu uma diminuicdo em todas as concentracGes testadas
apresentando diferenca significativa quando comparado com o controle com DMSO
(3,26 + 0,44 dias) e sem DMSO (3,30 + 0,46 dias) (Tabela 13). FREITAS et al. (2007)
também obtiveram um prolongamento do periodo larval em M. domestica, observando
que esse periodo diferiu estatisticamente (P = 0,001) entre os grupos tratados (10%)
com extrato de Melia azedarach L (Meliaceae) e o grupo controle, apresentando média
de 12,59 dias e 8,25 dias, respectivamente. Esse prolongamento também foi verificado
por KUMAR et al. (2012) quando avaliou a agdo inseticida de E. globulus (Myrtales:
Myrtaceae) contra M. domestica. Provavelmente esse prolongamente ocorreu em uma
tentativa de as larvas alcancarem o peso minimo necessario para a pupariacao.

A duracdo no periodo pupal foi ampliada nas concentracdes 5, 10, 50, 75 e
100% (4,64 + 0,48; 4,49+0,50; 4,49+0,64; 4,85+0,35 e 4,45 £ 0,50 dias, repectivamente
— Brasil e 4,65+0,48; 4,52+0,50; 4,53+0,65 e 4,87+0,33 e 4,48 + 0,50dias,
respectivamente - Cuba). Por outro lado, a concentracdo 25% encurtou o
desenvolvimento pupal em 4,21 + 0,41dias para os individuos tratados com o 6éleo
essencial do Brasil e 4,24 + 0,43 dias para os tratados com o Gleo de Cuba. Esses
resultados corroboram os de BOSLY (2013), que verificaram que pupas de
M. domestica tratadas com CLso € CLss de M. piperita e L. angustifolia obtiveram um
prolongamento acentuado (5,44 + 0,53dias e 5,00 + 0,67dias, respectivamente).

EL- SHAZLY et al. (1996) constataram que o extrato etanélico de folhas de
Nerium oleander (Apocynaceae) possui acdo contra a mosca Muscina stabulans
(Fallén, 1817) (Diptera:Muscidae), atrasando a duracdo do periodo pupal e diminuindo
a longevidade dos sobreviventes. Todas as concentracdes dos 6leos essenciais coletados
no Brasil e em Cuba foram capazes de encurtar a duragao do periodo de neolarva a
adulto de C. putoria, diferindo estatisticamente quando comparada ao grupo controle
sem DMSO (755 + 0,76dias) e com DMSO (7,51 <+ 0,61dias).
MENDONCA et al. (2011) obtiveram resultados inverso ao testarem uma concentragao
de 2 e 3% do latex de “Amapazeiro” P. amapa em C. megacephala, o periodo de
neolarva a adulto teve um aumento de 10 dias nas duas concentracfes, sendo
estatisticamente significativo quando comparado com o grupo controle (9,4dias). O 6leo

(Brasil/Cuba) né&o foi capaz de alterar a razdo sexual, o mesmo foi observado por
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MENDONCA et al. (2011) que ao testar o latex de P. amapa (Apocynaceae) em larvas
de C. megacephala néo produziu alteracdo na razéo sexual.

90



Tabela 13. Duracdo dos estagios pos-embrionario de Chrysomya putoria (Diptera:Calliphoridae), tratados com 6leo essencial de Cymbopogon citratus

(DC) Stapf. coletado no Brasil e em Cuba.

Tratamentos Duracéo (dias)
Periodo Larval Periodo Pupal Periodo de Neolarva a Adulto
Brasil v Cuba v Brasil v Cuba v Brasil v Cuba v
X + DP# (Dias) X + DP# (Dias) X + DP# (Dias) X + DP# (Dias) X + DP# (Dias) X + DP# (Dias)

Controle 3,30 £ 0,46a 3,0-4,0 330+046a 3,0-4,0 4,33 £ 0,47ad 4,0-5,0 4,33 £0,47ad 4,0-5,0 7,55 +0,76a 7,0-9,0 7,55+ 0,76a 7,0-9,0
DMSO 3,26 £ 0,44a 3,0-4,0 3,26 £ 0,44a 3,0-4,0 4,30 + 0,46ad 4,0-5,0 4,30 £ 0,46ad 4,0-5,0 7,51 +£0,61ac 7,0-9,0 7,51 £ 0,61ac 7,0-9,0
5% 2,42 +£0,50b 2,0-30 2,47 £ 050b 2,0-30 4,64 +0,48b 4,0-5,0 4,65 + 0,48be 4,0-5,0 7,06 £0,23b 7,0-8,0 7,10 + 0,31begh 7,0-8,0
10% 2,60 + 0,49b 2,0-3,0 261+049  2,0-3,0 4,49 +0,50ab 4,0-5,0 4,52 £ 0,50b 4,0-5,0 7,03+ 0,76b 6,0-8,0 7,08 + 0,70bg 6,0-8,0
25% 2,99 +0,23c 2,0-4,0 3,02+0,15c  3,0-4,0 4,21 +0,41d 4,0-5,0 4,24 £ 0,43df 4,0-5,0 7,20 + 0,40bd 6,0-9,0 7,26 + 0,44bcefgi 7,0-8,0
50% 2,87 £0,67c 2,0-4,0 2,88+0,70c  2,0-4,0 4,49 + 0,64ab 3,0-6,0 4,53 £ 0,65b 3,0-6,0 7,37+0,86ade  6,0-9,0 7,39 +0,76adi 6,0-9,0
75% 2,54 +0,50b 2,0-3,0 253+050b 2,0-3,0 4,85 +0,35¢ce 4,0-5,0 4,87 £0,33c 4,0-5,0 7,40 +0,62adf  6,0-8,0 7,40 + 0,61adi 6,0-8,0
100% 2,96 +0,53¢c 2,0-4,0 297+058c 2,0-4,0  4,45+0,50abf 4,0-5,0 448 +0,50ab  4,0-5,0 7,37+0,79adg  6,0-9,0 7,40 + 0,80adhi 6,0-9,0

#Valores dentro da mesma coluna seguidos pela mesma letra ndo séo significativamente diferentes em nivel de 5% pelo teste Tukey's HSD. X= Média e DP= Desvio Padrao. IV (Intervalo de Variagao). Experimento (4X).
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A tabela 14 mostra os resultados dos pesos dos diferentes grupos, larvas tratadas
com uma concentracdo de 10% eram as mais pesadas ficando 53,00 + 15,14 mg/6leo
Brasil e 52,28 + 15,43mg/6leo Cuba e na concentragdo de 100% eram as mais leves
(40,40 + 5,65 mg/6leo Brasil e 41,21 + 5,42mg 6leo Cuba), diferindo significativamente
qguando comparada ao grupo controle com DMSO (45,29 + 4,40 dias). CABRAL et al.
(2007a) observaram que larvas de 3° instar de C. megacephala tratadas com neolignanas
tinham o seu peso maximo variando em 71 a 81 mg, sendo 0 minimo de peso necessario
para emergéncia entre 31 e 37 mg. CARRICO et al. (2014) ao testarem topicamente
diferentes concentracdes de extratos de folhas de Pouteria sapota (Jacg.) H.E. MOORE
& STEARN, (Sapotaceae) em larvas de C. putoria verificaram que as trés concetragoes
testadas (5, 10 e 25%) foram capazes de alterar o peso da pupa acima de 30%, 0 que
permitiu que os insetos tivessem uma maior viabilidade nesse estagio. Resultados
contrarios foram observados por CABRAL et al. (2008) ao tratarem M. domestica com
M. azedarach, que verificaram que esse extrato reduziu o peso pupal em todas as
amostras. Em outro estudo, FREITAS et al. (2007) observaram que o extrato de

M. azedarach a 10%, quando testado em M. domestica ndo foi capaz de alterar o peso

pupal.
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Tabela 14. Peso das larvas maduras (mg), e razéo sexual de Chrysomya putoria (Diptera:Calliphoridae), tratadas com 6leo essencial de
Cymbopogon citratus (DC) Stapf. coletado no Brasil e em Cuba.

Peso (mg)
Tratamento
Brasil Cuba Brasil Cuba Razdo Sexual
X + DP# X + DP# v v Brasil Cuba
Controle 40,15 £+ 6,74a 40,15 £ 6,74a 30,00 - 75,00 30,00 - 75,00 0,50 0,50
DMSO 45,29 + 4,40b 45,29 + 4,40b 30,70 -49,90 30,70 -49,90 0,49 0,49
5% 47,37 + 2,36hd 48,28 + 2,31de 42,25 - 55,50 45,25 — 55,50 0,57 0,51
10% 53,00 + 15,14c 52,28 + 15,43c 37,40 - 75,40 38,40 - 76,40 0,51 0,49
25% 46,10 £ 6,90bef 45,45 + 6,28be 37,80-82,90 35,80 - 76,80 0,52 0,50
50% 46,13 + 2,12beg 45,59 £ 2,13be 41,80 — 48,80 42,50 — 49,80 0,48 0,52
75% 47,62 + 5,02beg 48,72 + 4,89dfg 42,40 - 58,10 43,40 - 59,10 0,44 0,46
100% 40,40 + 5,652 41,21 +5,42a 20,60 — 46,20 21,60-47,20 0,50 0,53

#Valores dentro da mesma coluna seguidos pela mesma letra ndo sdo significativamente diferentes em nivel de 5% pelo teste Tukey's HSD. X= Média e DP= Desvio Padrdo. IV (Intervalo de Variacéo).

Experimento (4X).
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C. putoria se mostrou sensivel em todo o desenvolvimento pds-embrionario
(larval, pupal e neolarva a adulto) quando testada com o 6leo essencial coletado no
Brasil e de Cuba. No periodo larval a concentracdo menos letal foi a de 10%, matando
25% dos insetos no 6leo do Brasil e 27% no 6leo de Cuba. A concentracdo mais letal foi
a de 100%, matando 46% dos insetos para o 6leo brasileiro e 48% dos insetos para o
6leo cubano, com uma menor quantidade para o grupo controle com DMSO ficou com
6% e sem DMSO com 8% mortos. No periodo pupal as concentragdes de 25 e 50%
foram as mais letais, matando 9% dos insetos na concentracdo de 25% de ambos 0s
Oleos e 9 e 8% na concentracdo de 50% para os 0leos de Brasil e Cuba, respectivamente.
Porém, nos grupos controles também houve mortes, ficando o grupo controle com
DMSO com 11% e o grupo controle sem DMSO com 9% mortos. No periodo de
neolarva a adulto a mortalidade ficou acima de 34% em todas as concentracGes e para
0s grupos controle com e sem DMSO (15% e 16%, respectivamente) (Tabela 15).
BOLSY (2013) observou que a emergéncia de adultos de M. domestica foi altamente
afetada quando foram tratados com CLsy e CLss de 6leo de M. piperita, ficando 45 e
27,5%, respectivamente, quando comparados com os tratados com CLsg € CL75 do 6leo
de L. angustifolia, ficando 57,5 and 30%, respectivamente. Altas mortalidades também
foram observadas por ABDEL HALIM & MORSY (2005) apds usarem 0leos volateis

de C. macrocarpa e A. officinarum contra Synthesiomyia nudiseta.
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Tabela 15. Mortalidade (%) dos estagios pos-embrionérios de Chrysomya putoria (Diptera:Calliphoridae), tratados com 6leo essencial de

Cymbopogon citratus (DC) Stapf. coletado no Brasil e em Cuba.

Mortalidade (%)

Tratamentos Periodo Larval Periodo Pupal Periodo de Neolarva a Adulto
Brasil Cuba Brasil Cuba Brasil Cuba
Controle 8,0 8,0 9,0 9,0 16,0 16,0
DMSO 6,0 6,0 11,0 11,0 15,0 15,0
5% 29,0 30,0 13,0 8,0 34,0 36,0
10% 25,0 27,0 12,0 12,0 34,0 35,0
25% 31,0 33,0 9,0 9,0 35,0 37,0
50% 32,0 34,0 9,0 8,0 39,0 41,0
75% 30,0 32,0 23,0 24,0 47,0 48,0
100% 46,0 48,0 19,0 19,0 56,0 58,0

Experimento (4X).
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A aplicacdo do oleo essencial de C. citratus (Brasil/Cuba) induziu ma formacéo e todas
as concentracles, apresentando maior deformidade para os individuos que foram
expostos as maiores concentragdes 50% (74,80%), 75% (60,75%) e 100% (86,36%)
para o Oleo brasileiro e 50% (72,88%), 75% (62,50%) e 100% (85,88%) para 0 Oleo
cubano (Tabela 16). Os adultos apresentavam tamanho reduzido, ptilinio néo retraido,
asa ndo inflada e alteragdo na cor. Varios testes com substancias de plantas tém
demonstrado serem capazes de alterar morfologicamente o0s insetos e
SALLES & RECH (1999) constataram que M. azedarach possui acdo inseticida sobre a
mosca-das-frutas, Anastrepha fraterculus (Wied.) (Diptera: Ephritidae), através da
reducdo da viabilidade larval e na viabilidade pupal, com deformacdes das pupas. Ja
SIRIWATTANARUNGSEE et al. (2008) verificaram alteragao ultraestrutural na larva e
no pupéario de C. megacephala e M. domestica quando imersas no extrato de nim. E
larvas e pupas apresentavam bolhas no tegumento. A aplicacdo da concentracéo letal de
L. camara, P. zonales, C. rotundus, C. macrocarpa e A. nilotica em M. domestica
induziram diferentes deformidades morfoldgicas em larvas, pulpas e adultos. As larvas
se encontravam completamente escurecidas, possuiam formas irregulares com
melanizacao da cuticula, o desenvolvimento era interrompido entre larva e pupa, pupas
secas, escurecidas e com o tegumento encolhido, muitos adultos ndo conseguiram
emergir ficando preso no pupario, asas e abdomem deformados. Esses resultados
encontrados por outros autores corroboram os resultados encontrados neste estudo, que
revelam gue os 6leos essenciais de plantas possuem atividades inseticidas em insetos.
Com relagdo a razéo sexual o dleo essencial de C. citratus do Brasil e de
Cuba ndo foi capaz de interferir nesse parametro, o mesmo foi observado por
CARRICO et al. (2014) ao testar o extrato cru das folhas de Pouteria sapota que cresce

em Cuba em larvas de C. putoria também ndo observaram alteracdo na razao sexual.
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Tabelal6. Porcentagem (%) de deformidades morfologicas de adultos de Chrysomya putoria (Diptera:Calliphoridae) tratados com éleo essencial

de Cymbopogon citratus (DC) Stapf. coletado no Brasil e em Cuba.

Tratamentos

Deformidades

Morfoldgicas (%)

Chrysomya putoria

Controle
DMSO

Brasil 5%
10%
25%
50%
75%
100%

Cuba 5%
10%
25%
50%
75%
100%

0,00
0,00

30,09
32,57
46,15
74,80
60,75
86,36

35,16
32,31
48,82
72,88
62,50
85,88

Experimento (4 X).
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O monoterpeno Citral apresentou atividade inseticida nas quatro espécies de
moscas testadas M. domestica, C. megacephala, C. putoria e L. cuprina. Porém, a
espécie que mais drasticamente afetada foi a M. domestica, apresentando uma reducéao
no seu periodo de desenvolvimento pds-embrionério (larval, pupal e neolarva a adulto).
O periodo larval (3,18 = 0,40dias) e o periodo de neolarva a adulto (7,91 + 0,30dias)
apresentaram diferenca significativa quando comparado com o0s grupos controle (com
DMSO (5,29+0,47dias/larval), (10,54 + 0,90dias/neolarva) e sem DMSO
(6,50+0,51dias/larval) (11,85+0,36dias/Neolarva), respectivamente. Ja o periodo pupal
(4,91 £ 0,30dias) apresentou diferenca significativa quando comparado com 0 grupo
controle sem DMSO (5,37 + 0,49dias) (Tabela 17). A atividade inseticida de C. citratus
tem sido atribuida ao Citral que é o seu componente majoritario, muito usado na
fumegacdo contra Culex pipiens quinquefasciatus (YANG et al.,, 2005).
SILVA et al. (2007) ao testarem 0,25, 0,50 e 1,00% dois monoterpenos Citral e
Citronelal em larva de M. domestica verificaram que na concentracdo de 0,25% de
Citral houve uma reducdo no perido larval, ja no tratamento com Citronelal nas
concentracdes de 0,50 e 1,00% houve uma reducéo significativa do periodo larval e o
periodo pupal apresentou valores pouco maiores. Com relacao ao periodo de neolarva a
adulto, estes observaram um aumento total ao contrario do que foi observado em nosso

experimento, que reduziu esse periodo.
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Tabela 17. Duragdo dos estagios pos-embrionario de Musca domestica (Diptera:Muscidae), tratados com o monoterpeno Citral.

Duracéo (dias)

Periodo Larval

Periodo Pupal

Periodo de Neolarva a Adulto

Tratamentos
v v v
X + DP# ) X + DP# ) X + DP# )
(Dias) (Dias) (Dias)
Controle 6,50 + 0,51a 6,0-7,0 5,37+ 0,49 50-6,0 11,85 +0,36a 11,0-12,0
DMSO 5,29 £0,47b 50-6,0 5,27 + 0,45ab 50-6,0 10,54 +0,90b 10,0-12,0
Citral 3,18 +0,40c 3.0-40 4,91 + 0,30b 4,0-5,0 7,91 £0,30c 7,0-8,0

#Valores dentro da mesma coluna seguidos pela mesma letra ndo sao significativamente diferentes em nivel de 5% pelo teste Tukey's HSD. X= Média e DP= Desvio Padrdo.
IV (Intervalo de Variagao). Experimento (3X).
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No experimento, o Citral mostrou uma acdo contréria, fazendo com que
houvesse um aumento no peso das larvas (25,65 * 5,42mg) de terceiro estadio quando
comparadas com o grupo controle com e sem DMSO (22,22 + 1,30 e 21,18+1,55mg
respectivamente) (Tabela 18). Isso ndo foi observado por SILVA et al. (2007), que
verificaram que o Citral e o Citronelal ndo apresentaram acdo sobre o peso das pupas de
M. domestica em nenhuma das concentra¢des (0,25, 0,50 e 1,00%). O monoterpeno
Citral n&o foi capaz de alterar a razao sexual.
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Tabela 18. Peso das larvas maduras (mg), e razéo sexual de Musca domestica (Diptera:Muscidae), tratadas com o monoterpeno Citral.

Peso (mg)
Tratamentos
X + DP# v Razdo Sexual
Controle 21,18 £ 1,55a 19,00 — 24,00 0,54
DMSO 22,22 +1,30a 20,80 — 24,20 0,56
Citral 25,65 +5,42b 16,50 — 31,70 0,49

#Valores dentro da mesma coluna seguidos pela mesma letra nao séo significativamente diferentes em nivel de 5% pelo teste Tukey's HSD.
X= Média e DP= Desvio Padréo. IV (Intervalo de Variacdo) em dias. Experimento (3X).
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O monoterpeno Citral apresentou uma alta mortalidade em M. domestica ficando
para o periodo larval e o periodo de neolarva a adulto (63%) e para o periodo pupal
(9%) (Tabela 19). Em um método de contato através de placa de Petri KUMAR et al.
(2013) testaram os monoterpenos Citral e 1,8 — Cineole em larvas e pupas de
M. domestica e verificaram que a toxicidade aumentava significantemente quando se
aumentava a concentracdo do 6leo (F 010.27, DF 04, P < 0,001) e que conforme se
aumentava o tempo de exposi¢do, aumentava a mortalidade das larvas. Com relacdo ao
periodo pupal, o Citral e o 1,8-cineole produziram uma alta taxa de inibicdo (100%).
Contrario aos nossos resultados o 6leo essencial de C. citratus foi reportado como sendo

ineficiente no controle de teledginas de carrapatos (SEMMLER et al. 2011).
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Tabela 19. Mortalidade (%) dos estagios pds-embrionarios de Musca domestica (Diptera:Calliphoridae), tratados com o monoterpeno Citral.

Mortalidade (%)

Tratamentos
Periodo Larval Periodo Pupal Periodo de Neolarva a Adulto
Controle 7,0 4,0 10,0
DMSO 10,0 4,0 13,0
Citral 63,0 9,0 90,0

Experimento (3X).
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Ap0s a emergéncia, os adultos de M. domestica, cujas larvas foram expostas ao
Citral, apresentaram 100% de deformidades dentre elas: tamanho reduzido, ptilinio ndo
retraido, asa ndo inflada e alteragdo na cor (Tabela 20). OSMANI & SIGHAMONY
(1980) ao aplicarem o6leo de C. citratus em A. aegypti verificaram altas taxas de
mortalidade e ma formagdes nos adultos durante a emergéncia, além desse composto ser
um excelente ovicida para a espécie for C. quinquefasciatus (PUSHPANATHAN et al.
2006). Ja o Citral tem sido reportado como um excelente ovicida, com 96% de inibi¢do
de ecloséo das larvas de M. domestica (RICE & COATS, 1994).
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Tabela 20. Porcentagem de deformidades morfoldgicas de adultos de Musca domestica (Diptera: Muscidae), tratados com o monoterpeno Citral.

Deformidades

Morfoldgicas (%)

Tratamentos Musca domestica
Controle 0,00
DMSO 0,00
Citral 100,00

Experimento (3X).
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Nesse estudo a espécie L. cuprina tratada com o monoterpeno Citral nao
apresentou diferenca significativa no periodo de desenvolvimento poés-embrionério
(larval, pupal e de neolarva a adulto) mostrando uma leve reducdo nesses periodos
qguando comparados com o0s grupos controle com e sem DMSO (Tabela 21). Em estudos
realizados por MELLO et al. (2010), testando tdpicamente o latex de Euphorbia
splendens var. hislopii sobre o desenvolvimento de Megaselia scalaris (Phoridae), foi
observado que o latex também acelerou o desenvolvimento dos estagios imaturos desses
insetos. Varios produtos de plantas, como 06leos metabolitos secundarios e extratos tém
sido testados em dipteros muscoides, como por exemplo, azadiractina, piretro,
yangambina, Citral, citonelal e 6leo essencial. Esses compostos mostraram possuir
efeito deletério sobre esses dipteros, alterando o tempo de desenvolvimento e causando
deformidades (GREEN et al., 2004; CABRAL et al., 2007B; KUMAR et al., 2013;).
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Tabela 21. Duragdo dos estagios pos-embrionario de Lucilia cuprina (Diptera:Calliphoridae), tratados com o monoterpeno Citral.

Duracéo (dias)

Periodo Pupal

Periodo de Neolarva a adulto

Tratamentos Periodo Larval
v v v
X + DP# (Dias) X + DP# (Dias) X + DP# (Dias)
Controle 3,11 +£0,32a 3,0-4,0 4,73 £ 0,45a 4,0-5,0 7,80 £ 0,40a 7,0-8,0
DMSO 3,15+ 0,36a 3,0-4,0 4,71 £0,49a 4,0-5,0 7,76 £0,43a 7,0-8,0
Citral 3,07+£0,27a 3,0-4,0 4,45 +0,52a 4,0-5,0 7,62 £0,51a 7,0-8,0

#Valores dentro da mesma coluna seguidos pela mesma letra ndo séo significativamente diferentes em nivel de 5% pelo teste Tukey's HSD. X= Média e DP= Desvio Padrao.

IV (Intervalo de Variagao). Experimento (3X).
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O Citral ocasionou uma reducdo no peso das larvas maduras (38,81+0,61mg)
havendo diferenca significativa dos grupos controle com DMSO (41,96+2,59gr) e sem
DMSO (41,93+2,62mg) (Tabela 22). Estes resultados diferem dos dados obtidos por
MELLO (2012) que, ao testar cornosideo, um composto extraido P. amapa em larvas de
um califorideo da espécie C. putoria verificou que este composto ndo foi capaz de
alterar o peso das larvas maduras (peso/com cornosidio = 0,512¢g; e sem cornosidio=
0,524q), o que também foi observado por SILVA et al. (2007) ao testarem Citral e

Citronelal (nas concentragdes de 0,25%; 0,50% e 1,00%) em M. domestica.
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Tabela 22. Peso das larvas maduras (mg), e razéo sexual de Lucilia cuprina (Diptera:Calliphoridae), tratadas com o monoterpeno Citral.

Peso (mg)
Tratamentos
X + DP# v Razdo Sexual
Controle 41,93 +2,62a 38,40 — 45,00 0,42
DMSO 41,96 + 2,59a 38,40 — 44,00 0,44
Citral 38,81 +0,61b 38,40 - 39,80 0,50

#Valores dentro da mesma coluna seguidos pela mesma letra ndo sdo significativamente diferentes em nivel de 5% pelo teste Tukey's
HSD. X= Média e DP= Desvio Padrédo. IV (Intervalo de Variagdo). Experimento (3X).
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A espécie L. cuprina parece ser muito sensivel ao monoterpeno Citral, ja que
observada uma alta mortalidade em todas as fases do periodo pds-embrionarios ficando
para o periodo larval, pupal e de neolarva a adulto as mortalidades de 53, 21 e 73%,
respectivamente (Tabela 23). CARRICO et al. (2014) também observaram que o
periodo larval e o periodo de neolarva a adulto de C. putoria mostrou ser o mais
sensivel a P. sapota, mostrando baixa viabilidade para as moscas tratadas com extratos
de folhas de P. sapota a uma concentracdo de 5% (47,5 e 45,5, respectivamente),
quando comparada com o grupo controle (79,5 e 68,5%, respectivamente), enquanto 0s
outros tratamentos e o grupo controle mostraram viabilidades maiores que 50%.
KUMAR et al. (2013) também observaram através do metodo de fumigacdo com o
monoterpeno Citral que a mortalidade em larvas de M. domestica variou
significativamente com diferentes concentracdes (F08,14, df 04, p < 0.05) e no tempo
(F034.57, df 01, p < 0.05). A CLsy foi de 69,7 e 48,6 ul/L de ar até 24h e 48h,
respectivamente. O percentual de inibicéo do Citral e do 1,8- cineole variou entre 88.9 —
100% e 90 — 100%, respectivamente na mesma concentragéo (1 — 10 ul/L). Da mesma
maneira SUKONTASON et al. (2004) observaram que larvas e adultos de M. domestica

eram muito mais suscetiveis ao eucaliptol do que a C. megacephala.
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Tabela 23. Mortalidade (%) dos estagios pds-embrionarios de Lucilia cuprina (Diptera:Calliphoridae), tratados com com o monoterpeno Citral.

Mortalidade (%)

Tratamentos
Periodo Larval Periodo Pupal Periodo de Neolarva a Adulto
Controle 10,0 4,0 13,0
DMSO 10,0 4,0 17,0
Citral 53,0 210 73,0

Experimento (3X).
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Além da alta mortalidade o Citral ocasionou varias deformidades nos individuos
adultos. Deformidades foram observadas em 37,50% dos adultos, tais como tamanho
reduzido, ptilinio ndo retraido, asa ndo inflada e alteracdo na cor (Tabela 24).
SUKONTASON et al. (2004) trabalhando com método de imerséo de larvas de terceiro
instar de M. domestica e C. megacephala em 6leo essencial de eucaliptol observaram
através de microscopia eletronica de varredura que esse composto foi capaz de alterar a
aparéncia do tegumento das duas espécies, apresentando inchaco, bolhas e deformagdes
dos espinhos. O que foi observado por INSUD et al. (1999) ao testarem extrato de
Kaempferia galanga demosntrando deformidades na superficie das larvas de Culex
quinquefasciatus. Os resultados mostraram que o tratamento tpico com o0 monoterpeno

Citral pode alterar o desenvolvimento pds-embrionario em L. cuprina.
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Tabela 24. Porcentagem de deformidades morfologicas de adultos de Lucilia cuprina (Diptera:Calliphoridae), tratados com o monoterpeno

Citral.

Deformidades
Morfoldgicas (%)

Tratamentos Lucilia cuprina
Controle 0,00
DMSO 0,00
Citral 37,50

Experimento (3X).
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Chrysomya megacephala ao ser exposta ao monoterpeno Citral apresentou
diminuicdo nos periodos larval e de neolarva a adulto (3,12 + 0,35 e 8,57 £ 0,53dias,
respectivamente) mostrando diferenga significativa quando comparadas com 0s grupos
controle com DMSO (3,96 + 0,20dias/larval; 8,75 + 0,53dias/neo a adulto) e sem
DMSO (3,96 + 0,19dias/larval; 9,23 + 0,43dias/neolarva a adulto). O tempo de
desenvolvimento pupal (5,57 £ 0,53dias) se mostrou semelhante aos controles com
DMSO (5,20 + 0,41dias) e sem DMSO (5,23 + 0,43 dias) (Tabela 25), reduzindo o0 peso
(Tabela 26) e produzindo uma alta mortalidade acima de 70% (Figura 27) e esta espécie
se mostrou muito sensivel ao Citral. Resultados diferentes foram encontrados por
MELLO (2012), onde observou que o uso de cornosideos substancia extraida do
P. amapa néo foi capaz de alterar o tempo de desenvolvimento bem como o peso das
larvas maduras de C. putoria nos diferentes tratamentos. Os nossos resultados sao
similares aos dados encontrados por MENDONCA et al. (2011), onde observaram que 0
uso de latex puro de P. amapa em diferentes concentracGes acelerou o tempo de
desenvolvimento e reduziu a viabilidade de C. megacephala nas concentragdes mais

elevadas.
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Tabela 25. Duragdo dos estagios pos-embrionario de Chrysomya megacephala (Diptera:Calliphoridae), tratadas com o monoterpeno Citral.

Duracéo (dias)

Tratamentos Periodo Larval v Periodo Pupal v Periodo de Neolarva a Adulto v
X + DP# (Dias) X + DP# (Dias) X + DP# (Dias)
Controle 3,96 £ 0,19 3,0-4,0 5,23+0,43a 5,0-6,0 9,23+ 0,4a 9,0-10,0
DMSO 3,96 £ 0,20a 3,0-4,0 5,20+ 0,41a 5,0-6,0 9,20+ 0,41a 9,0-10,0
Citral 3,12+ 0,35b 3,0-40 5,57 +0,53a 5,0-6,0 8,57 +0,53b 8,0-9,0

#Valores dentro da mesma coluna seguidos pela mesma letra ndo séo significativamente diferentes em nivel de 5% pelo teste Tukey's HSD. X= Média e DP= Desvio Padrdo.
1V (Intervalo de Variagdo). Experimento (3X).
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Tabela 26. Peso das larvas maduras (mg),
Citral.

e razdo sexual de Chrysomya megacephala (Diptera:Calliphoridae), tratadas com o monoterpeno

Peso (mg)
Tratamentos X + DP# IV Razao Sexual
Controle 75,75+ 4,51a 70,00 — 85,60 0,46
DMSO 75,78 + 4,06a 70,00 — 84,00 0,55
Citral 69,49 + 10,96b 52,00 73,33 0,51

#Valores dentro da mesma coluna seguidos pela mesma letra ndo sdo significativamente diferentes em nivel de 5% pelo teste Tukey's HSD.

X= Média e DP= Desvio Padréo. IV (intervalo de variacdo). Experimento (3X).
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GOMES et al. (2003) testaram o efeito do latex liofilizado de
E. splendens var. hislopii  sobre o0 desenvolvimento de Peckia chrysostoma
(Wiedemann, 1830) (Sarcophagidae) e observaram que o periodo larval e o de neolarva
a adulto foram os mais sensiveis, reduzindo gradualmente a viabilidade quando se
aumentava a concentracdo do latex. Esses resultados também foram observados em
nossos experimentos, o composto Citral se encontrava puro e ele afetou intensamente o
desenvolvimento de C. megacephala, matando 73% no periodo larval e 77% no de
neolarva a adulto. Possivelmente o Citral diminuiu a capacidade da larva de se alimentar
e consequentemente em absorver 0s nutrientes necessarios e consequentemente
abandonando a dieta antes de alcancar o peso ideal para a pupacdo (GOMES et al.,
2003). CABRAL et al (2007B) estudando a acdo de lignoides de diferentes plantas,
observaram que yangambina diminuiu o desenvolvimento de todos os periodos poés-
embrionario de C. megacephala, porém outros lignoides ndo foram capazes de alterar
esses periodos.

Os insetos adultos de C. megacephala (originarios de larvas tratadas com o 6leo
do Brasil e de Cuba), que emergiram apresentaram uma alta taxa de deformidades
(28,57%) (Tabela 28) quando comparados com os grupos controle com/sem DMSO
(00,00), dentre as deformidades estdo: tamanho reduzido, ptilinio ndo retraido, asa ndo
inflada e alteracdo na cor. HARMATHA & DINAN (2003) também observaram que as
neolignanas e lignanas sdo capazes de interromperem o desenvolvimento de diferentes
insetos como exemplo: A neolignana licarina A e machilusina que inibiram o
crescimento de larvas de Spodoptera litura (Fabricius, 1775) (GONZALES-COLOMA,
1994) e a lignana epimagnolina A que inibiu o crescimento da larva
Drosophila melanosgaster (Meigen, 1830) (MIYAZAWA et al. (1994), o que foi
verificado também em testes in vivo de lignoides contra triatomineos agindo
diretamente no sistema neuroenddécrino, e também indiretamente através de mudancas
no sistema enddcrino, controlando assim o crescimento e o desenvolvimento desses
insetos, ou bloqueando diretamente a producdo de ecdisona (CABRAL et al. 1999) e
horménio diurético (CABRAL et al. (2000). A razdo sexual foi de 1:1 ndo havendo
diferenga no ndmero de machos e de fémeas, quando comparados com 0s grupos

controle com e sem DMSO.
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Tabela 27. Mortalidade (%) dos estagios pos-embrionarios de
Citral.

Chrysomya megacephala (Diptera:Calliphoridae), tratados com o monoterpeno

Mortalidade (%)

Tratamentos
Periodo Larval Periodo Pupal Periodo de Neolarva a Adulto
Controle 10,0 4,0 13.0
DMSO 13,0 4,0 17,0
Citral 73,0 12,0 77,0

Experimento (3X).
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Tabela 28. Porcentagem de deformidades morfologicas de adultos de Chrysomya megacephala (Diptera:Calliphoridae), tratados com o

monoterpeno Citral.

Deformidades
Morfoldgicas (%)

Tratamentos Chrysomya megacephala
Controle 0,00
DMSO 0,00
Citral 28,57

Experimento (3X).
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O tempo de desenvolvimento de larvas de C. putoria tratadas com o
monoterpeno Citral apresentou um aumento em todos os periodos pos-embrionérios
(periodo larval: 3,22 + 0,43dias, pupal: 5,00 + 0,52dias e de neolarva a adulto:
8,08 = 0,64dias), (Tabela 29), mostrando diferenca significativa nos periodos pupal e o
de neolarva a adulto quando comparados com os grupos controle com e sem DMSO.
Resultados semelhantes foram observados por EL-SHAZLY et al. (1996), ao testarem o
extrato etandlico de folhas de Nerium oleander (Apocynaceae) contra M. stabulans.
Este extrato atrasou o periodo pupal e o larval além de diminuir a longevidade dos
adultos. MEMORIA (2010) ao testar o extrato bruto e o liofilizado de E. splendes var.
hislopii em larvas de C. albiceps verificou que ambos os extratos atrasavam o
desenvolvimento larval dessa mosca, apresentando diferenca significativa para esse

periodo quando comparadas com o grupo controle (F = 170,79; p < 0,0001).
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Tabela 29. Duragdo dos estagios pos-embrionario de Chrysomya putoria (Diptera:Calliphoridae), tratados com o monoterpeno Citral.

Duracéo (dias)

Tratamentos Periodo Larval Periodo Pupal Periodo de Neolarva a Adulto
v v v
X + DP# (Dias) X + DP# (Dias) X + DP# (Dias)
Controle 3,04 £0,19a 3,0-4,0 4,26 + 0,45a 4,0-5,0 7,31+0,47a 7,0-8,0
DMSO 3,17+ 0,27a 3,0-40 4,08 +0,28a 4,0-5,0 7,16 + 0,372 7,0-8,0
Citral 3,22+0,43a 3,0-4,0 5,00+ 0,52b 40-6,0 8,08 + 0,64b 7,0-9,0

#Valores dentro da mesma coluna seguidos pela mesma letra ndo sdo significativamente diferentes em nivel de 5% pelo teste Tukey's HSD. X= Média e DP= Desvio Padrdo. IV (Intervalo de Variacédo). Experimento (3X).
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O Citral aumentou o peso das larvas maduras (59,33 £ 2,58mg) mostrando
diferenca significativa quando comparados com o0s grupos controle sem DMSO
(40,83 £ 0,80mg) e com DMSO (45,94 + 2,51mg) (Tabela 30). MEMORIA (2010) ao
testar o latex de Euphorbia splendens var hislopii contra Chrysomya albiceps observou
que as concentragdes 10, 25, 50 e 75% apresentaram larvas maduras mais pesadas que
as do grupo controle, apresentando diferenca significativa. Com relacdo a mortalidade o
Citral demonstrou ser um potencial inseticida contra C. putoria com uma mortalidade
alta nos estagios larval (40%) e no periodo de neolarva adulto (57%) em testes topicos
(Tabela 31). Em teste com 34 tipos de Gleos essenciais contra M. domestica, o éleo de
Pogostemon cablin provou ser mais eficiente a uma dose letal de 3pg/mosca depois da
aplicacdo topica, porém em teste de fumegagdo o 6leo mais eficiente foi o extraido de
Mentha pulegium (4,7um/cm?) (PAVELA, 2008). CAVALCANTI et al. (2004)
trabalhando com A. aegypti observaram que esse diptero era sensivel a varios 6leos

brasileiros, obtendo uma CL50.
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Tabela 30. Peso das larvas maduras (mg), e razdo sexual de Chrysomya putoria (Diptera:Calliphoridae), tratadas com o monoterpeno Citral.

Tratamentos Peso (mg)
X + DP# v Raz&o Sexual
Controle 40,83 + 0,80a 39,00 — 41,60 0,54
DMSO 45,94 + 2 51a 42,20 — 49,90 0,48
Citral 59,33 +2,58b 54,30 - 61,40 0,54

#Valores dentro da mesma coluna seguidos pela mesma letra ndo sdo significativamente diferentes em nivel de 5% pelo teste Tukey's HSD. X= Média e DP= Desvio Padrdo. IV
(intervalo de variagdo). Experimento (3X).
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Tabela 31. Mortalidade (%) dos estagios pds-embrionarios de Chrysomya putoria (Diptera:Calliphoridae), tratados com o monoterpeno Citral.

Mortalidade (%)

Tratamentos Periodo Larval Periodo Pupal Periodo de Neolarva a Adulto
Controle 7,0 4,0 13,0

DMSO 13,0 4,0 17,0

Citral 40,0 11,0 57,0

Experimento (3X).
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Além da mortalidade houve alteracbes morfoldgicas nos adultos cujas larvas
foram expostas ao monoterpeno Citral. A espécie C. putoria mostrou ser muito sensivel
ao esse monoterpeno; os individuos que emergiam apresentavam muitas deformidades
(Tabela 32) como tamanho reduzido, ptilinio ndo retraido, asa ndo inflada e alteracdo na
cor. OLIVEIRA et al. (2013) observaram alteracGes nas larvas de A. aegypti quando
foram expostas as concentragdes de 250, 500 e 1,000ppm do 6leo essencial de
P. aduncum por 24h e 48h. Vérias larvas mortas apresentavam cores escuras nas suas
bordas e corpo curvo, caracteristica ndo analisada no experimento.

REY etal. (1990) ao testarem a toxicidade das plantas Alnus glutinosa L.
Gaertn. (Betulaceae), Populus nigra L. (Salicaceae) e Quercus robur L. (Fagaceae) em
larvas de Diptera, verificaram através da técnica de microscopia eletrdnica que essas
plantas possuiam um efeito histopatoldgico sobre as larvas além de possuir um efeito
larvicida. O que foi confirmado por ABED et al. (2007), que ao testar o éleo de resina
da planta C. reticulata observaram que além das alteracbes morfohistolégicas das larvas
esse Oleo apresentava potencial larvicida. Tanto as moscas testadas quanto 0s grupos

controle ndo apresentaram alteracao na razdo sexual ficando (1:1).
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Tabela 32. Porcentagem de deformidades morfologicas de adultos de Chrysomya putoria (Diptera:Calliphoridae), tratados com o monoterpeno

Citral.

Deformidades
Morfolégicas (%)

Tratamentos Chrysomya putoria
Controle 0,00
DMSO 0,00
Citral 84,61

Experimento (3X)
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O resultado obtido nesse estudo demonstrou que tanto o éleo essencial de
C. citratus quanto o seu componente majoritario, 0 monoterpeno Citral, apresentaram
potencial atividade inseticida. Isso sugere que a combinacdo do Citral com os
compostos minoritarios do 6leo essencial de C. citratus parace ndo exercer nenhuma
acdo sinérgica ou antagbnica sobre o desenvolvimento pos-embrionario de dipteros

muscoides.
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6- CONCLUSOES

Em vista das questdes levantadas concluiu-se que:

Apesar dos 6leos essenciais serem de paises diferentes ambos atuaram de maneira

semelhante no desenvolvimento pds-embrionério dos insetos testados;

As andlises quimicas dos 6leos essenciais de Cymbopogon citratus procedentes do
Brasil e de Cuba permitiram a identificacdo de 13 e 12 constituintes quimicos,
respectivamente, sendo em ambos os extratos os isdmeros Neral e Geranial 0s

majoritarios e 0 Mirceno em menor proporcao so foi encontrado no éleo de Cuba.

O Mirceno, presente no oOleo essencial de C. citratus (Cuba), parece ndo interferir na

atividade do mesmo;

A espécie Musca domestica parece ser mais sensivel aos efeitos dos 6leos essenciais de

C. citratus;

O monoterpeno Citral afetou as espécies Musca do méstica e Chrysomya megacephala;
Aparentemente os resultados da atividade inseticida dos 6leos essenciais do Brasil e de
Cuba sobre os dipteros muscoides mostraram potencialidades para serem usados no
desenvolvimento de produtos “eco-friendly”, que ndo afetam o meio ambiente;

Estes resultados sugerem que a bioatividade de C. citratus depende da dose e do tipo de

tratamento utilizado, e da espécie do inseto da atividade ou da quantidade da substancia

principal ou principio ativo.
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CAPITULO II:

AVALIAR A COMPOSICAO QUIMICA E O EFEITO INSETICIDA
DO OLEO ESSENCIAL DE PINUS CARIBAEA PROCEDENTES DO
BRASIL E DE CUBA E O TERPENO CARIOFILENO, SOBRE O
DESENVOLVIMENTO DOS DIPTEROS MUSCOIDES.
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1.RESUMO

Este trabalho objetivou analisar a composicdo quimica e o efeito inseticida do 6leo
essencial extraido das folhas de Pinus caribaea Morelet procedentes do Brasil e de
Cuba e o terpeno Cariofileno sobre o desenvolvimento pos-embrionario dos dipteros
muscoide Musca domestica, Chrysomya megacephala, C. putoria e Lucilia cuprina. A
extracdo do Oleo essencial foi realizada por hidrodestilagdo utilizando aparelhagem do
tipo “Clevenger”, e suas composi¢des quimicas identificadas apds andlise por
cromatografia em fase gasosa de Alta Resolucdo (CG/AR) acoplada a espectrometria de
massas (EM). Para o 6leo essencial obtido das folhas de P. caribaea coletadas no Brasil
foram identificadas 12 substdncias quimicas, sendo o p-Felandreno (39,57%),
Germacreno D (26,57%) e (E) Cariofileno (16,85%) os majoritarios. A anélise do dleo
das folhas de P. cariabea provenientes de Cuba resultou na identificacdo de 20
substancias, sendo o Germacreno D (48,25%), Oxido de Cariofileno (12,41%) e
B Felandreno (12,10%) Germacreno D (48,25%) os constituintes majoritarios.

O Cariofileno mostrou ser mais toxico para M. domestica com uma mortalidade
de 87% na fase de neolarva a adulto e as espécies menos afetadas foram L. cuprina e
C. megacephala com 83% de mortalidade e para C. putoria a mortalidade observada foi
de 63%. O periodo pés- embrionério foi encurtado nas espécies M. domestica, L.
cuprina e C. megacephala e aumentado em C. putoria. O peso pupal foi reduzido na
maioria das espécies com excecdo de C. putoria que teve ele aumentado e ndo houve

alteracdo na proporcdo sexual nas espécies estudadas.

2. ABSTRACT

This study aimed to analyze the chemical composition and insecticidal effect of
the essential oils extracted from leaves of Pinus caribaea Morelet collected in Brazil
and Cuba and the terpene Caryophyllene, on the post- embryonic development of the
species Musca domestica, Chrysomya megacephala, C. putoria e Lucilia cuprina. The
essential oils were extracted using a “Clevenger” type equipment, and their chemical
composition was analyzed by high resolution gas chromatography (HRGC) coupled to
mass spectrometry (MS). Twelve components were identified in the essential oil of P.
cariabea collected in Brazil, and [ Phellandrene and Germacren D and

(E) Caryophyllene were the major components, with relative areas of 39.57, 26.57 and
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16.85% respectively. In comparison, 20 components were identified from the essential
oil of the same species originated from Cuba with the major components, Germacrene
D (48.25%), o p-Phellandrene (12.10%) and Caryophyllene Oxide (12.41%).
Caryophyllene was more toxic to M. domestica with an 87% of mortality for the
newly-hatched larvae to adult and the less affected species were L. cuprina and C.
megacephala with 83% of mortality and for C. putoria the mortality was 63%. The
post-embryonic development period was shortened in the species M. domestica, L.
cuprina and C. megacephala and prolonged in C. putoria. The pupal weight was
reduced in most species except in C. putoria that it had increased, there was no change

in the sex ratio in the species in the study.

3. INTRODUCAO

Pinus cariabaea Morelet, pertence a familia Pinaceaea, compreende 250
espécies, conhecida popularmente por pinheiro do caribe, pinho amarelo e pinho macho,
é nativa de Pinar del Rio e Ilha da Juventude e algumas areas do Caribe (SANCHEZ et
al., 2012). E o unico pinheiro tropical que cresce naturalmente em baixas altitudes;
possui as seguintes caracteristicas: € uma arvore majestosa, alta, de alto crescimento,
sua madeira é resinosa, sendo 6tima para producdo de papéis (FRANCIS, 1992). Esta
espécie é usada em Cuba com fins medicinais e aparece listada no Formulario Nacional
de Fitofarmacos e Apifarmacos; seus Gleos essenciais possuem varias propriedades
terapéuticas, aromaticas e medicinais (FUENTES et al., 2006; KOZAN et al., 2006). Os
extratos fluidos obtidos das suas folhas possuem atividades biolégicas como:
antifugicas, bactericidas e para problemas respiratorios (LOPEZ et al., 1997;
SONIBARE & OLAKUNLE, 2008). A composicdo quimica de Pinus tem sido muito
estudada em vaérias partes do mundo (MACCHIONI et. al., 2003;
STEVANOIC et al., 2004; DOB etal., 2005). BARTOLA & CEDENO (2000) ao
compararem a natureza quimica dos 6leos essenciais obtidos das folhas de P. caribaea
de duas zonas geograficas da Venezuela observaram que havia diferenca entre a
composi¢do quimica, para uma populacdo o principal componente era 3-felandreno para
a outra populacdo era o Germacreno-D. O que foi verificado por SONIBARE &
OLAKUNLE (2008), ao investigarem a composi¢do quimica das folhas de P. caribaea

coletadas na Nigéria, observaram que o0s componentes principais eram B-felandreno
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(67,9%), R-cariofileno (10,2%) e pineno (5,4%) dentro de um total de 28 compostos
identificados, com um predominio muito marcado de compostos monoterpénicos.

Segundo MARTINS et al., 1995; CIMANGA et al., 2002, a diferenca dos
rendimentos de alguns 6leos de plantas aromaticas entre regides do mundo se deve a
fatores como: clima, da natureza, do sol, a idade da arvore, a hora da coleta, 0 modo de
extracdo. Esses fatores refletem na biossintese de diferentes compostos, podendo
atuarem sozinhos ou interagirem entre si, interferindo na composicdo dos o6leos
essenciais.

A composi¢cdo quimica de P. carbaea é dominada por hidrocarbonetos
monoterpenos (77,4%). Os hidrocarbonetos sesquiterpenos e compostos oxigenados
constituem 15,0 e 1,4%, respectivamente. Os maiores constituintes do
hidrocarboneto monoterpeno sdo felandreno (67,9%), hidrocarboneto pineno (5,4%)
e felandreno (2,3%). Dos hidrocarbonetos sesquiterpenos a maioria era cariofileno
(10,2%) e D-germacreno (2,4%), felandreno representa a maior percentagem do 6leo
e €& um importante constituinte na fragrdncia de aroma agradavel
(SONIBARE & OLAKUNLE, 2008).

Na literatura consultada ndo foram observados estudos da composicao
quimica e da acdo inseticida dos 6leos essenciais das folhas P. caribaea coletados no
Brasil e em Cuba sobre o desenvolvimento pdés-embrionario dos dipteros muscoides.
A partir dessa premissa, esse estudo objetivou caracterizar quimicamente e avaliar a
atividade dos 6leos essenciais da espécie P. caribaea coletados no Brasil e em Cuba
sobre o desenvolvimento pds-embrionéariodos de M. domestica, C. megacephala, C.

putoria e L. cuprina.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

A analise do oleo essencial de P. cariabea coletado no Brasil resultou na
identificagdo de 12 substancias quimicas, sendo o - Felandreno (39,57), Germacreno
D(26,57%) e o (E) Cariofileno (16,85%) os majoritarias. Para o 6leo de P. cariabea
provenientes de Cuba foram identificadas 20 substancias sendo o Germacreno D
(48,25%), Oxido de Cariofileno (12,41%) e B-Felandreno (12,10) Germacreno D

(48,25%) os constituintes majoritarios (Tabela 26). Esses resultados corroboram com 0s
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de BARTOLA & CEDENO (2000) que também encontraram como COmpostos
majoritarios nas duas populag¢fes de Pinus na Venezuela os componentes 3-felandreno e
Germanocreno-D. Vérios autores tém relatado a composicdo quimica dos &leos
essenciais de varias espécies de Pinus de diferentes partes do mundo (MACCHIONI et
al., 2003; STEVANOIC et al., 2004; DOB et al., 2005). Esses dois compostos também
foram encontrados em nossos experimentos como componente majoritario no 6leo
essencial do P. caribaea coletado no Brasil e em Cuba.

Outro estudo que analisa e compara a composi¢do quimica dos 6leos de trés
partes da planta (folhas, galhos e cones-fémeas), de quatro espécies de Pinus (P. pinea,
P. halepensis, P. pinaster e P. nigra), os autores obteveram o0s seguintes resultados; a
espécie P. pinea foi o0 que apresentou a maior quantidade do composto limonene (58,9 -
62,5%), na espécie P. halepensiso-pinene (18,1% - 53,6%) e Mirceno (13,7 - 42,1%),
para P. pinastera-pinene (24,7 — 40,4%) e S-pineno (21,7 — 29,2%), e em P. nigra a-
pinene (28,4 — 61,7%) (MACCHIONI et al., 2003), que diferiram dos compostos
majoritarios encontrados em nossos experimentos. SONIBARE et al. (2008), ao
investigarem a composicdo quimica do 6leo das folhas de Pinus que cresce na Nigeéria,
obtiveram como compostos principais § — felandreno (67,9%), 3 — cariofileno (10,2%) e
a — pineno (5,4%), com um total de 29 compostos, predominando 0s compostos
monoterpénicos. O que foi verificado também por outros autores ao estudarem os 6leos
essenciais de outras espécies de Pinus (EKUDAYO, 1978; EKUDAYO, 1988,
MACHIONE et al., 2003; STEVANOIK et al., 2004).

Em Cuba existem poucos estudos sobre a composi¢do quimica do Pinus que é
uma planta endémica do pais, nas folhas se tem extraido Oleos essenciais ricos em
terpenos, além de carotenoides (B- Carotenos) (QUERT et al., 1997; FERNANDEZ-
SANCHEZ, 2013).

CHOWDHURY et al. (2008) estudando amostras desse género que vieram de
Bangladesh, verificaram que o 6leo de diferentes partes da planta (folhas secas, frescas,
inflorescéncias e resinas), resultaram em 20 compostos quimicos diferentes para cada
6rgdo estudado, demonstrando assim que a composi¢do quimica de uma mesma planta
pode variar de acordo com os diferentes 6rgdos estudados. Como resultado da andlise
foi observado que os 0leos essenciais das folhas secas e frescas eram abundantes em
limoneno, em oxido de cariofileno, e que entre o estado seco e fresco, o seco foi 0 que

apresentou mais variedade em compostos identificados. O 6leo de Pinus longifolia
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(Pinaceae) € muito usado contra picada de mosquito, em particular Anopheles culifacies
Giles (Culicidae), sendo também amplamente utilizado como fitoterapico em algumas
areas na India (ANSARI et al., 2005). Segundo ANSARI et al. (2005), o dleo de Pinus
possui a mesma acdo repelente que o Oleo essencial de Citronela, sendo usado como
repelente em algumas preparacdes comerciais.

Os constituintes majoritarios apresentavam valores similares, porém o 6leo de
origem cubana apresentou mais constituintes quimicos que o do Brasil, apesar de
possuir menos constituintes quimicos o 6leo essencial brasileiro apresentou um total de

99,54% de compostos enquanto que o0 6leo cubano apresentou 94,81% (Tabela 26).
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Tabela 33. Composicdo quimica (%) do oleo da espécie de Pinus cariabea Morelet

coletado no Brasil and Cuba.

Compostos o . Indice de Retengdo
Abundancia relativa (%) i ID
Kovat’s
Brasil Cuba

o — Pineno 5,26 2,73 931 MS, RI
Canfeno - 0,11 954 MS, RI
B — Pineno 0,87 7,33 982 MS, RI
Mirceno 1,01 0,33 988 MS, RI
o — Felandreno 1,13 0,21 997 MS, RI
p-Cimeno - 0,13 1021 MS, RI
B — Felandreno 39,57 12,10 1032 MS, RI
Acetato de Bornila - 2,05 1293 MS,RI
& — Elemeno - 0,50 1344 MS, RI
o — Copaeno ; 0,24 1372 MS, R
3 — Bourboneno - 0,11 1384 MS, RI
B —Cubebeno - 0,26 1392 MS, RI

L MS, RI
(E)- Cariofileno 16,85 1,56 1428
o, — Humuleno 2,81 0,54 1472 MS, RI
o — amorfeno 1,48 0,29 1479 MS, RI
Germacreno D 26,57 48,25 1489 MS, RI
o — Muuroleno 0,59 1,49 1498 MS, RI
v — Cadineno 0,82 1,01 1516 MS. RI
d — Cadineno 2,58 3,16 1538 MS, RI
Oxido de cariofileno - 12,41 1581 MS, RI
Total identificado 99,54 94,81

ID = Método de Identificagdo; MS= comparacdo do espectro de massa com as das bibliotecas de massa do computador, e Adams (2007); IR =

comparagéo do calculo do Indice de Retencéo com os reportados na literatura.
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Analisando os dados obtidos quanto a duracao do periodo pds - embrionario
(larval, pupal e de neolarva a adulto) de Musca domestica tratadas com 6leo essencial
de P. caribaea coletado no Brasil e em Cuba foi observado que nos grupos tratados
houve um atraso no tempo de desenvolvimento com diferenca significativa quando
comparado com o0s grupos controle com e sem DMSO (Tabela 34), porém os 6leos
agiram similarmente sobre o desenvolvimento de M. domestica. Esses dados
corroboram aos de SILVA (2009), que também observou uma reducdo dos periodos
pré-embrionarios nos grupos tratados com P. amapa em relacdo ao grupo controle.
Enquanto SAMPAIO (2012) evidenciou um aumento (3,7 + 1,1dias) no periodo larval
C. putoria tratada com 5% de extrato aquoso de Mentha crispa L. (Lamiaceae)
mostrando diferenca significativa quando comparada com o0 grupo controle
(3,1 £ 0,7dias). Entretanto, LOPES (2010) ndo evidenciou nenhum efeito dos
compostos do extrato de P. scandens sobre o desnvolvimento de C. putoria. No periodo
pupal SAMPAIO (2012) observou uma diminui¢cdo do periodo nos grupos tratados,
observando a maior diferenca estatistica no grupo testado com 10%. Contrariamente
SILVA (2009) observou um prolongamento no periodo pupal de C. putoria ao ser
tratada com o latex de P. amapa na concentracao de 2%. Em contra partida, BAPTISTA
(2009) ndo observou no periodo pupal nenhuma diferenca significativa ao tratar
C. albiceps com extrato de M. crispa.
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Tabela 34. Duracdo dos estagios pds-embrionario, de Musca domestica (Diptera: Muscidae), tratadas com 6leo essencial de Pinus caribaea Morelet.
coletado no Brasil e em Cuba.

Durac&o (dias)

Tratamentos Periodo Larval Periodo Pupal Periodo de Neolarva a Adulto
Brasil v Cuba v Brasil v Cuba v Brasil v Cuba v
X + DP# (Dias) X + DP# (Dias) X + DP# (Dias) X + DP# (Dias) X + DP# (Dias) X + DP# (Dias)

Controle 6,68 +0,47a 6,0-7,0 6,68 +0,47a 6,0-7,0 5,23 +0,42a 5,0-6,0 5,23 +0,42a 5,0-6,0 11,91 £0,29a [1,0-12,0 11,91 £0,29a 11,0-12,0
DMSO 5,31 +£0,58b 40-7,0 5,31 +0,58b 40-7,0 5,31 +£0,58a 40-7,0 5,31 +£0,58a 40-7,0 10,63 +1,16b 8,0-14,0 10,63 +1,16b 8,0-14,0
5% 7,72 £ 0,45¢ 7,0-8,0 7,75 +0,43cd 7,0-8,0 6,05 +0,23b 6,0-7,0 6,06 + 0,26b 6,0-7,0 13,67 £ 0,53¢c 13,0-15,0 13,82 £ 0,54c 13,0-15,0
10% 7,79 £0,41ce 7,0-8,0 7,82 +£0,39cd 7,0-8,0 6,07 £ 0,25b 6,0-7,0 6,08 £0,27b 6,0-7,0 13,86 + 0,51c 13,0-15,0 13,89 £ 0,50c 13,0-15,0
25% 7,74 +0,44ce 7,0-8,0 7,86 +0,35cd 7,0-8,0 7,03 +0,30c 6,0-8,0 7,00 +0,37c 6,0-8,0 14,77 £ 0,55d 14,0 - 16,0 14,86 +0,51d 14,0 - 16,0
50% 7,96 +0,73de 7,0-9,0 8,34 + 0,63f 7,0-9,0 7,02 +£0,40c 6,0-8,0 7,07 £ 0,44c 6,0-8,0 14,98 + 0,74d 13,0-16,0 15,40 £ 0,92e 13,0-17,0
75% 8,31 £ 0,61f 7,0-9,0 8,55 + 0,60f 7,0-9,0 7,29 +0,46d 7,0-8,0 7,34 £0,48d 7,0-8,0 15,60 + 0,49 15,0 -16,0 15,89 + 0,80e 14,0-17,0
100% 10,74+0,78g  10,0-12,0 10,82 + 0,859 10,0 -12,0 7,50 + 0,50d 7,0-8,0 7,35+ 0,48d 7,0-8,0 18,24 + 0,92f 17,0-20,0 18,17 +1,28f 17,0-20,0

# Valores dentro da mesma coluna seguidos pela mesma letra ndo séo significativamente diferentes em nivel de 5% pelo teste Tukey's HSD. X= Média e DP= Desvio Padréao. IV (intervalo de variagdo). Experimento (4X).
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Ao analisar o peso larval (Tabela 35) foi observado que todas as concentragdes
tiveram o seu peso reduzido, com excecdo da concentracdo de 50% que teve 0 seu peso
aumentado (25,97 + 2,19mg/6leo/Brasil e 25,91 + 2,45mg/éleo/Cuba) com diferenca
significativa quando comparada com os grupos controle sem DMSO (21,50 + 1,76mg) e
com DMSO (21,59 + 1,39mg). Os grupos tratados apresentaram diferenca significativa
no peso quando comparados com o0s grupos controle. Os dados corroboram o
experimento de MELLO (2012) que testando tépicamente o composto cornosidio uma
substancia extraida do latex do P. amapa, observou que o peso das larvas maduras de C.
putoria ndo variou entre os tratamentos (com cornosideo: peso= 0,512 g; e sem
cornosideo: peso = 0,524 g) (t= 0,901; gl = 58; p = 0,371). CABRAL et al. (2007) ao
estudarem yangambina (substancia extraida da planta Ocotea duckei Vattimo) sobre
C.megacephala verificaram que o grupo controle apresentou menor peso larval em
comparagdo aos grupos tratados. MUKANDIWA et al. (2012) observaram que com o
aumento da concentracdo de acetona nos extratos das plantas resultavam em uma
diminuicdo da ingestdo da carne pela larva, no peso da pupa e na taxa de emergéncia
dos adultos.

LIMA et al. (2009) estudando lagartas S. frugiperda tratadas com oéleo de
pimenta longa, através do contato topico e por ingestdo, verificaram uma diminui¢do na
atividade alimentar, e alta mortalidade. As larvas que se encontravam vivas se tornaram
agitadas e hiperativas. Os autores sugeriram que esse 6leo produzia uma atividade
neurotoxica.

N&o houve diferenca significativa entre as razOes sexuais do grupo controle e
dos grupos tratados, sendo todas consideradas 1:1 (Tabela. 35). Essa razdo aponta uma
estabilidade dentro da col6nia. Esses dados corrobaram com CARRICO et al. (2014)
que ao testaram extrato cru das folhas de P. sapota em larvas de C. putoria nédo
obtiveram nenhuma alteracdo na razdo sexual dos insetos tratados.
MENDONCA et al. (2011) ao testar o latex de P. amapa sobre o desenvolvimento de
C. megacephala também ndo observaram alteracdo na razdo sexual dos individuos

tratados quando comparados com o grupo controle.
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Tabela 35. Peso das larvas maduras (mg), e razdo sexual de Musca domestica (Diptera: Muscidae), tratadas com Oleo essencial de Pinus caribaea
Morelet. coletado no Brasil e em Cuba.

Peso (mg)
Tratamento Brasil Cuba v Razéo Sexual
X + DP# X + DP# Brasil Cuba Brasil Cuba
Controle 21,50 +1,76a 21,50 +1,76a 19,00 - 24,40 19,00 - 24,40 0,50 0,50
DMSO 21,59 +1,39a 21,59 +1,39a 15,00 — 24,20 15,00 — 24,20 0,51 0,51
5% 18,89 +1,09b 18,97 + 1,16hg 17,00 -20,80 16,50 20,80 0,52 0,51
10% 16,95 +1,21c 16,79 + 1,50c 14,30 -20,50 14,30 -20,60 0,53 0,55
25% 19,65 + 0,86dg 19,31 + 0,98bg 18,40 -21,80 17,80 -20,80 0,51 0,51
50% 25,97 + 2,19 25,91 + 2,45¢e 23,90 -32,00 23,50 -32,00 0,54 0,52
75% 20,50 * 2,65f 20,43 £2,71f 16,40 —24,30 16,00 —24,60 0,52 0,51
100% 20,10 + 0,84df 20,30 + 1,03df 17,50 -21,40 17,81 -21,30 0,53 0,52

#Valores dentro da mesma coluna seguidos pela mesma letra ndo sao significativamente diferentes em nivel de 5% pelo teste Tukey's HSD. X= Média e DP= Desvio Padrao. IV(intervalo de

variagéo). Experimento (4X).
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A mortalidade no periodo larval e de neolarva a adulto se apresentou dose
dependente (Tabela 36), foi observado que conforme a concentracdo do 6leo essencial
de P. caribaea coletado no Brasil e em Cuba era aumentada a mortalidade de M.
domestica também aumentava. No periodo de neolarva a adulto a mortalidade foi acima
de 60% em todas as concentracbes em ambos os Oleos essenciais (Brasil e Cuba),
ficando as maiores mortalidades para as concentra¢fes de 100% do 6leo. Estes dados
corroboram aos obtidos por BATISTA (2009) que observou que 0 extrato em
concentracdo alta ocasionou maior mortalidade em C. albiceps, discordando dos
resultados obtidos por SAMPAIO (2012) que observaram que quanto menor a
concentracdo do extrato maior é a mortalidade. O aumento da concentracdo do Oleo
resultou em mais deformacdes dos adultos (Tabela 37), as deformagdes se apresentavam
da seguinte maneira: tamanho reduzido, ptilinio ndo retraido, asa ndo inflada e alteracédo
na cor. Esses dados corroboram aos de KHATER & SHALABY (2008) gque ao testarem
varias plantas medicinais contra L. sericata verificaram vérias anomalias nas larvas,
pupas e nos adultos. Os adultos eram albinos, com formato elefantoide, abdémen e
pernas deformadas, além do que uma maioria se encontrava preso ao pupario. Em outro
estudo MELLO et al. (2007), observaram que o 6leo essencial de Pilocarpus spicatus
(Rutaceae) ao ser aplicado em ninfas de 5° estddio de Rhodnius prolixus, produziam
paralisia, associada a inibicdo da muda, fagoinibicdo parcial, periodo de intermuda
prolongado e varios insetos com paralisia. Ja 0 6leo de L. angustifélia apresentou efeitos
carrapaticidas contra fémeas ingurgitadas do carrapato Rhipicephalus annulatus
(PIRALI — KHEIRABADI & SILVA (2009). Possivelmente as deformidades foram
geradas devido ao 6leo da planta agir inibindo a metamorfose, alterando o controle
hormonal, sugerindo um tipo de regulacdo da atividade de crescimento
KHATER & KHATER (2009). Estas deformidades geradas pelo 6leo essencial de C.

citratus é favoravel ao controle desses, diminuindo a populacéo dos dipteros muscaides.
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Tabela 36. Mortalidade (%) dos estagios pds-embrionarios de Musca domestica (Diptera: Muscidae), tratadas com éleo essencial de Pinus
caribaea Morelet. coletado no Brasil e em Cuba.

Mortalidade (%)

Tratamentos Periodo Larval Periodo Pupal Periodo de Neolarva a Adulto
Brasil Cuba Brasil Cuba Brasil Cuba
Controle 12,0 12,0 2,0 2,0 12,0 12,0
DMSO 13,0 13,0 2,0 2,0 14,0 14,0
5% 37,0 38,0 5,0 4,0 66,0 66,0
10% 37 39,0 6,0 5,0 66,0 67,0
25% 43,0 44,0 4,0 7,0 68,0 68,0
50% 47,0 59,0 7,0 8,0 76,0 78,0
75% 58,0 61,0 5,0 12,0 81,0 81,0
100% 69,0 71,0 8,0 9,0 92,0 93,0

Experimento (4X).
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Tabela 37. Porcentagem (%) de deformidades morfologicas de adultos de Musca
domestica (Diptera: Muscidae) tratados com 0leo essencial de Pinus caribaea Morelet.

coletado no Brasil e em Cuba.

Deformidades
Morfol6gicas (%)

Tratamentos Pinus caribaea
Controle 0,00
DMSO 0,00
Brasil 5% 39,13
10% 54,41
25% 76,92
50% 83,33
75% 89,47
100% 100,00
Cuba 5% 41,18
10% 56,21
25% 79,25
50% 84,44
75% 92,31
100% 100,00

Experimento (4X).
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Ao comparar os valores do peso das larvas maduras de L. cuprina, dos diferentes
tratamentos usando o dleo essencial de P. caribaea coletado no Brasil e em Cuba com o
grupo controle, observou-se que houve um aumento de peso em todas as larvas tratadas.
A concentracdo de 75 e 100% apresentaram o maior peso 52,75 = 1,02mg/6leo-Brasil e
53,88 * 1,86mg/0leo-Cuba, respectivamente. Essas concentragdes diferiram
significativamente dos grupos controle sem DMSO (33,19 + 3,41mg) e com DMSO
(32,45 £ 2,47mg) (Tabela 38). Por outro lado CABRAL et al. (2008) estudando a
atividade de extratos de M. azedarach observaram que as pupas apds o tratamento
apresentavam o peso reduzido. CARRICO et al. (2014) ao testarem a concentracdo de
5% do extrato de folhas de P. sapota sobre larvas de C. putoria também observaram
reducdo no peso (45,8mg) quando comparada ao grupo controle (46,5mgQ).
Possivelmente esse aumento no peso € devido a facilidade de penetracdo dos 6leos
essenciais que podem penetrar nos tecidos cerca de 100 vezes mais rapidamente que a

agua.

Segundo SARFRAZ et al. (2006) e HOPKINS et al. (2009) existem substancias
secundarias que participam também como estimulantes da alimentacdo e na selecédo da
planta hospedeira pelo inseto. Porém ndo se sabe como essa substancia funciona no
organismo do inseto. SO terdo condicOes de se desenvolver até a fase de adultos quando
atingirem o seu peso minimo caracteristico para cada espécie (LEVOT et al., 1979;
REIS et al.,, 1994). Segundo VON ZUBEN (1998), ao estudar populacdes de um
Calliphoridae da espécie C. megacephala, determinou que o peso larval minimo
necessario para permitir a formacao de pupas viaveis variava entre 30,5 e 32mg, apesar
do estudo tratar de uma espécie diferente, porém da mesma familia Calliphoridae o
menor peso das larvas maduras tratadas de L. cuprina apresentava-se dentro da faixa de
peso necessario para a pupacdo. A razdo sexual ndo apresentou diferenca com relagdo
ao esperado, indicando que ha estabilidade dentro da populacdo (ESSER, 1991;
GABRE et al., 2005). No entanto, no estudo de CABRAL et al. (2007) com C.
megacephala observaram diferengas com relacdo a razdo sexual, tanto do grupo
controle quanto no grupo tratado com as neolignanas testadas, o que variou entre 0,37 e
0,75.
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Tabela 38. Peso das larvas maduras (mg), e razdo sexual de Lucilia cuprina (Diptera:Calliphoridae), tratadas com 6leo essencial de Pinus

caribaea Morelet coletado no Brasil e em Cuba.

Peso (mg)
Tratamento Brasil Cuba

X + DP# X + DP# Brasil Cuba Brasil Cuba
Controle 33,19 + 3/41a 33,19+ 3/41a 26,87 -37,37 26,87 — 37,37 0,52 0,52
DMSO 32,45+ 2,47a 32,45+ 2,47a 28,20-36,83 28,20 - 36,83 0,52 0,52
5% 39,75+£5,55b 40,07 £ 4,69 30,00 - 48,40 34,00 — 48,60 0,51 0,49
10% 42,21 £3,27c 4554 +496cgh  35,20-48,20 32,20 49,80 0,53 0,48
25% 44,87 +£254cdh 46,92 £ 3,73eg 39,00-51,00 36,30 - 50,60 0,49 0,53
50% 46,59 £ 3,32de 47,83 £ 2,56¢ 41,40 -54,20 35,80 - 50,00 0,52 0,52
75% 52,23 £ 1,30f 53,16 + 1,91f 50,40 - 54,00 51,70 — 58,00 0,52 0,48
100% 51,75 £ 1,02f 53,88 + 1,86f 50,00 -53,40 50,60 — 58,00 0,51 0,49

#Valores dentro da mesma coluna seguidos pela mesma letra ndo séo significativamente diferentes em nivel de 5% pelo teste Tukey's HSD. X= Média e

DP= Desvio Padrdo. IV (intervalo de variacdo). Experimento (4X).
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Com relacdo a duracdo do periodo larval de L. cuprina tratada com 6leo
essencial de P. caribaea coletado no Brasil e em Cuba, o 6leo atuou reduzindo o
periodo larval de todas as larvas tratadas. Larvas dos grupos controle sem/com DMSO
apresentaram duracdo de 3,24 + 0,43 e 3,17 £ 0,38dias, respectivamente, diferindo
significativamente das larvas tratadas nas concentracdes de 10 (2,97 + 0,37), 50
(2,72 £0,50), 75 (2,52 + 0,51) e 100% (2,42 + 0,50dias/6leo/Brasil) e 5 (2,99 + 0,25),
10 (2,94 £0,29), 25 (2,93 + 0,31), 50 (2,60 = 0,50), 75(2,36 = 0,49) e 100%
(2,28 £ 0,46dias/6leo/Cuba) (Tabela 39). O menor periodo das moscas tratadas foi na
concentracdo de 100% (2,42 + 0,50dias/6leo/Brasil e 2,28 + 0,46dias/6leo/Cuba) e o
maior periodo para a concentracdo de 5% (3,00 = 0,35dias/6leo/Brasil e 2,99 +
0,25dias/6leo/Cuba).

O periodo pupal demonstrou diferenca significativa quando comparados com 0s
grupos controle com/sem DMSO. Todas as concentracdes reduziram a duracdo deste
periodo. A concentracdo 10% apresentou um maior periodo (3,99 * 0,61dias) no grupo
tratado com o 6leo do Brasil e a de 5% (3,83+0,48dias) no grupo tratado pelo 6leo
Cubano. BAPTISTA (2009) ao testar o efeito de extrato aquoso de
Chenopodium ambrosioides nas concentraces 10, 25, 40, 50 e 100% contra
C. megacephala observou um aumento no periodo pupal sem diferenca significativa
entre as concentragoes.

A duracdo do periodo de neolarva a adulto foi menor na concentragdo 100%
(5,12 + 0,33dias/6leo/Brasil e 5,08 + 0,47dias/6leo/Cuba) e maior na de 5 e 10%
(6,73 £ 0,54dias/6leo/Cuba e 6,82 =+ 0,72dias/6leo/Brasil, respectivamente) com
diferenca significativa quando comparada com o0s grupos controle sem DMSO
(7,96+0,67dias) e com DMSO (7,81 + 0,51dias). MENDONCA et al. (2008) testando o
efeito do latex de P. amapa (Apocynaceae) a 1, 2 e 3% sobre o desenvolvimento de C.
megacephala, observaram que as concentracdes de 2 e 3% se mostraram significativas e
prolongaram a fase de neolarva a adulto.
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Tabela 39. Duracéo dos estagios pds-embrionario de Lucilia cuprina (Diptera:Calliphoridae), tratadas com 6leo essencial de Pinus caribaea
Morelet coletado no Brasil e em Cuba.

Duragdo (dias)

Tratamentos Periodo Larval Periodo Pupal Periodo de Neolarva a Adulto
Brasil \Y Cuba v Brasil \Y Cuba \Y Brasil \Y Cuba v
X + DP# (Dias) X + DP# (Dias) X + DP# (Dias) X + DP# (Dias) X + DP# (Dias) X + DP# (Dias)
Controle 3,24+0,43a 3,0-40 3,24+0,43a 3,0-40 4,72+0,58a 40-6,0  4,72+0,58a 4,0-6,0 7,96+0,67a 7,0-10,0 7,96+0,67a 7,0-10,0
DMSO 3,17+0,38ac 3,0-40 3,17+0,38ac 3,0-4,0 4,67+0,60a 40-6,0 4,67+0,60a 4,0-6,0 7,81+0,51a 7,0-10,0 7,81+0,51a 7,0-10,0
5% 3,00+0,35bc 20-40 2,99+0,25b 2,0-40 3,91+0,63b 20-50  3,83+0,48b 3,0-50 6,77+0,67b 4,0-8,0 6,73+0,54b 50-7,0
10% 2,97+0,37b 20-40 2,94+0,29be 2,0-4,0 3,99+0,61b 20-50  3,81+0,53b 3,0-50 6,82+0,72b 4,0-8,0 6,65+0,64bc 50-7,0
25% 2,99+0,47bc 20-40 2,93+0,31be 2,0-4,0 3,91+0,55b 30-50  3,80+0,60b 3,0-50 6,70+0,80b 5,0-8,0 6,52+0,71be 50-7,0
50% 2,72+0,50de 20-40 2,60+0,50dg 2,0-30 3,80+0,50b 3,0-50 3,66+0,53bd 3,0-50  6,19+0,98ce 5,0-8,0 5,78+0,93cd 50-7,0
75% 2,52+0,51df 20-30 2,36+0,49fg 2,0-30 3,61+0,49b 30-4,0 3,33+0,48cd 3,0-40  5,60+0,82cd 50-7,0 5,54+0,71d 3,0-40
100% 2,42+0,50df 20-30 2,28+0,46fg 2,0-3,0 3,21+0,41cd 3,0-4,0 3,18+0,39cd 3,0-4,0 5,12+0,33d 5,0-6,0 5,08+0,47d 3,0-4,0

#Valores dentro da mesma coluna seguidos pela mesma letra néo séo significativamente diferentes em nivel de 5% pelo teste Tukey's HSD. X= Média e DP= Desvio Padréo. IV (intervalo de variagdo). Experimento (4X).
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O Oleo essencial de P. caribaea coletado no Brasil e em Cuba apresentaram
atividade larvicida contra L. cuprina. A maior mortalidade ocorreu na concentragdo de
50% (57%/0leo/Brasil e 59%/6leo/Cuba) (Tabela 40).
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Tabela 40. Mortalidade (%) dos estagios pos-embrionérios de Lucilia cuprina (Diptera: Calliphorida), tratados com 6leo essencial de
Pinus caribaea Morelet. coletado no Brasil e em Cuba.

Mortalidade (%)

Tratamentos Periodo Larval Periodo Pupal Periodo de Neolarva a Adulto
Brasil Cuba Brasil Cuba Brasil Cuba
Controle 12,0 12,0 1,0 1,0 13,0 13,0
DMSO 14,0 14,0 1,0 1,0 17,0 17,0
5% 41,0 44,0 14,0 18,0 63,0 68,0
10% 46,0 47,0 29,0 32,0 62,0 65,0
25% 53,0 56,0 38,0 43,0 64,0 67,0
50% 57,0 59,0 24,0 27,0 71,0 72,0
75% 49,0 51,0 13,0 19,0 64,0 77,0
100% 47,0 54,0 47,0 50,0 42,0 76,0

Experimento (4X).
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CHIASSON et al. (2004) testaram o efeito do concentrado emulsificante do dleo
essencial de C. ambrosioides sobre diversos grupos de insetos e verificaram que a
concentracdo de 0,5% causou alta taxa de mortalidade. Outros autores também
confirmaram a acdo de dleos sobre o desenvolvimento pds-embrionario em dipteros
como: CALLENDER & JAMES (2012) que avaliaram a acdo do 6leo de Melaleuca
alternifolia (terpinen- 4 - ol chemotype) contra diferentes estagios de L. cuprina que
parasita ovelhas na Australia, verificando que o 6leo a 1%, matou 100% dos ovos e das
larvas de 1° estagio. Oleos egipcios mostraram uma alta toxicidade em L. sericata
agindo principalmente na taxa de pupacdo, na emergéncia de adultos, na razdo sexual e
produzindo deformagdes (KHATER et al., 2011).

Os dados mostram que todas as concentragcOes afetaram o desenvolvimento das
moscas. A concentracdo de 100% foi o que produziu mais produziu deformidades nos
dipteros adultos, em 51,78% (6leo/Brasil) e 0 6leo cubano em 54,16% (Tabela 41),
dentre as deformidades estavam o tamanho reduzido, ptilinio ndo retraido, asa nédo
inflada e alteracdo na cor. A ocorréncia de malformacdo apds tratamento com extratos
de plantas tem sido muito relatado. EL-KHATEEB et al. (2003), testaram 0leos de
semente de nim e de vegetais sobre larvas e pupas de L. sericata, ja
KHATER & KHATER (2009) através de ingestdo do extrato das plantas Trigonella
foenum-graecum, Apium graveolens, Raphanus sativus e Brassica compestris contra 3°
instar larval de L. sericata e KHATER et al. (2011) testaram 6leos de varias plantas
egipcias contra L. sericata. As deformidades podem ser atribuidas a acdo das
substancias encontradas nas plantas que inibem a metamorfose dos insetos (GERARD
etal., 1997; EL-KHATEEB et al.; 2003; KHATER & KHATER, 2009). Com relacédo a
razdo sexual, ndo houve diferenca entre as razGes dos grupos tratados (6leo Brasil/
Cuba) e entre os grupos controle sem DMSO e com DMSO, porém, outros autores
encontraram alteragdes na razdo sexual de insetos apds o tratamento com extratos de
plantas. CABRAL et al. (2008), apés tratarem M. domestica com M. azedarach
verificaram alteracdo na razdo sexual, o que foi visto por KHATER et al. (2011), que
verificaram que apds tratarem L. sericata com O6leos egipcios havia uma maior
predominancia de machos sobre fémeas (4:1), essa inclinacdo para mais machos pode

levar ao declinio da populagéo.
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Tabela 41. Porcentagem (%) de deformidades morfoldgicas de adultos de Lucilia
cuprina (Diptera: Calliphorida), tratados com 6leo essencial de Pinus caribaea Morelet.
coletado no Brasil e em Cuba

Deformidades
Morfolégicas (%)

Tratamentos Pinus caribaea
Controle 0,00
DMSO 0,00
Brasil 5% 31,08
10% 34,21
25% 33,33
50% 43,10
75% 48,08
100% 51,78
Cuba 5% 32,81
10% 35,71
25% 36,36
50% 46,43
75% 52,17
100% 54,16

Experimento(4X).

O dleo essencial de P. carbaea coletado no Brasil e em Cuba apresentou um
efeito no peso das larvas maduras de C. megacephala afetando a ingestdo da dieta,
apresentando diferenca significativa entre os tratamentos e quando comparados aos
grupos controle com e sem DMSO. Quase todas as concentracdes apresentaram
diminuicdo da ingestdo da carne, com excessdo da concentracao de 5% (77,44 + 1,49mg
6leo/Brasil e 76,83 + 1,65mg 6leo/Cuba) que tiveram o peso aumentado (Tabela 42). No
estudo realizado por MUKANDIWA et al. (2012b), onde estes testaram o efeito de
extratos de plantas diluidos com acetonas sobre L. cuprina e C. marginalis (Diptera:
Callipphoridae), o aumento da concentracdo resultaram em diminuicdo da ingestédo da
carne. Ndo houve diferenga significativa entre as razdes sexuais dos grupos controle
(com/sem DMSO) e dos grupos tratados com o 6leo essencial de P. caribaea (Brasil e
Cuba) (Tabela 42), os resultados do presente estudo, diferem dos encontrados por

CABRAL et al. (2008), que observaram que o extrato bruto e fracOes obtidas das
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sementes de M. azedarach sobre M. domestica alteraram a propor¢do sexual desse

inseto.
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Tabela 42. Peso das larvas maduras (mg), e razdo sexual de Chrysomya megacephala (Diptera:Calliphoridae), tratadas com 6leo essencial de
Pinus caribaea Morelet. coletado no Brasil e em Cuba.

Peso (mg)
Tratamento Brasi Cuba

X = DP# X = DP# Brasil Cuba Brasil Cuba
Controle 74,51+4,11a 74,51+4,11a 69,20 — 85,60 69,20 — 85,60 0,51 0,51
DMSO 74,27+4,05a 74,27+4,05a 68,00 — 84,00 68,00 — 84,00 0,53 0,53
5% 77,44 + 1,490 76,83 +1,65b 73,30 - 79,20 73,30 79,10 0,49 0,48
10% 63,09 £2,34c 64,05 + 2,88¢c 60,20 - 71,10 61,30 - 67,90 0,48 0,49
25% 59,76 +5,16d 59,73 + 4,75d 52,00 — 66,00 52,00 - 66,10 0,51 0,51
50% 51,96 £7,41e 53,53 £ 1,54eghi 35,00 - 67,04 50,30 — 54,80 0,48 0,51
75% 54,87 + 1,98fg 55,07 £ 2,21fi 51,20 - 56,80 51,50 — 69,60 0,51 0,49
100% 54,79 +4,77fh 54,99 + 3,31fg 43,30 - 69,50 50,00 — 68,50 0,52 0,48

#Valores dentro da mesma coluna seguidos pela mesma letra ndo sdo significativamente diferentes em nivel de 5% pelo teste Tukey's HSD.
X= Média e DP= Desvio Padrdo. IV(intervalo de variacéo). Experimento (4X).
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Na Tabela 43, quanto a duracdo do periodo larval ele foi afetado pelo 6leo
essencial de P. caribaea (Brasil e Cuba) resultando em um aumento desse periodo em
quase todas as concentragfes com excessdo da concentacdo de 75% que reduziu (4,05 e
4,10 dias para o Brasil e para Cuba, respectivamente) mostrando diferenca significativa
quando comparada com o0s grupos controle com DMSO (4,38dias) e sem DMSO
(4,42dias). Isto ndo foi observado por MENDONCA et al. (2011), que utilizando o
extrato liofilizado de latex de P. amapa diluido em &gua destilada (3%) em C.
megacephala obtiveram um aumento na duragdo do periodo larval quando comparado
com o grupo controle (4,8 e 4,3dias, respectivamente). O periodo pupal foi curto para as
moscas tratadas com 50% do 6leo essencial de P. caribaea (3,71 e 3,82dias para o
Brasil e Cuba, respectivamente) quando comparado com 0s grupos controle com DMSO
(5,18 dias) e sem DMSO (5,23dias). C. putoria tratadas com extratos de M. crispa
apresentaram um encurtamento na duracdo média do periodo pupal quando comparado
ao grupo controle, sendo a maior diferenca estatistica para o tratamento de 10%,
havendo diferenca entre este tratamento e o0s tratamentos de 5 e 25%
(SAMPAIO, 2012). Assim como LOPES (2010) verificou que o extrato de P. scandens
nas concentragdes de 50 e 75% provocou diminuic¢do do periodo pupal em C. putoria. O
periodo de neolarva a adulto apresentou um encurtamento nas concentracdes de 50 e
75% do oleo essencial de P. caribaea coletados no Brasil e em Cuba, apresentando
diferenca significativa quando comparado com os grupos controle com e sem DMSO
somente a concentracdo de 75% do 6leo cubano (9,8dias). Estes dados corroboram com
os encontrados por MENDONCA et al. (2011) onde encontraram um encurtamento no
periodo de neolarva a adulto (9,0dias) de C. megacephala tratadas com 1% do latex P.
amapa.

O oleo essencial de P. caribaea conhecido como pinus macho, apresentou no
periodo de neolarva a adulto uma CLsp de 39,24% para o Gleo essencial coletado no
Brasil e uma CLsy de 37,44% para Oleo essencial coletado em Cuba quando foram
testados em C. megacephala. Extratos obtidos de folhas de P. caribaea mostraram uma
resina caracteristica com pH de 3.0 (KANIS et al., 2009). De acordo com SALIBA et al.
(2001), o pH desse extrato € atribuido ao acido fendlico.

KANIS et al. (2009), ao testarem extratos obtidos de folhas de P. caribaea
contra larvas de A. aegypti verificaram uma mortalidade em 24h com CLsy de 92ppm

(extrato de acetona), CLsy de 713ppm (etandlico) e CLso de 2051ppm (alcalino
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hidroetandlico), demonstrando a grande habilidade do solvente alcalino hidroetanolico
de extrair toda a substancia das folhas (16,8%) de P. caribaea. Possivelmente isso
ocorreu devido a polaridade intermediaria e o pH elevado do solvente, aumentando a
solubilidade do componente do acido fendlico. ANSARI et al. (2005) também
evidenciaram resultados similares quando testaram 6leo de P. longifélia contra larva de
mosquitos de A. culicifacies, C. quinquefasciatus e A. aegypti na india, mostrando uma
CLsp de 82.1ppm, 85,7ppm e 112,6ppm, respectivamente. KOMALAMISRA et al.
(2005) consideram a atividade larvicida de plantas como efetiva quando a CLs, for
abaixo de 750ppm, moderada quando for 50 — 100ppm e alta quando for abaixo de
50ppm. Entdo a atividade do 6leo essencial de P. caribaea (Brasil e Cuba) diluido com
DMSO se mostrou alta. A mortalidade se mostrou dose dependente em todo o periodo
pos-embrionario (larval, pupal e de neolarva a adulto). Os resultados obtidos mostraram
uma maior mortalidade no periodo de neolarva a adulto (Tabela 44 ), ndo diferenciando
entre o 6leo coletado no Brasil e em Cuba. Nossos dados corroboram os observados por
BATISTA (2009) onde as maiores concentragbes de M. crispa causaram maior
mortalidade em C albiceps. FURTADO et al. (2005), também evidenciaram um alto
poder larvicida em A. aegypti quando foram tratadas com os dleos essenciais diluidos
em DMSO (dimetil suféxido) nas concentra¢fes 100, 50, 10 e Img/mL. Assim como
LAMIRI et al. (2001), que também evidenciaram a atividade ovicida de 6leos essenciais

do género Citrus contra o diptero Mayetiola destructor Say. (Diptera: Cecidomyiidae).
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Tabela 43. Duracao dos estagios pos-embrionario, de Chrysomya megacephala (Diptera:Calliphoridae), tratados com 0leo essencial de Pinus caribaea

Morelet. coletado no Brasil e em Cuba.

Duracéo (dias)

Tratamentos Periodo Larval Periodo Pupal Periodo de Neolarva a Adulto
Brasil v Cuba v Brasil v Cuba v Brasil v Cuba v
X + DP# (Dias) X + DP# (Dias) X + DP# (Dias) X + DP# (Dias) X + DP# (Dias) X + DP# (Dias)
Controle 442 + 050a 40-50 442 +050a 40-50 523 £042a 50-6,0 5,23 + 0,42a 5,0-6,0 9,63 + 0,60ac 9,0-11,0 9,63 +0,60ac 9,0-11,0
DMSO 4,38 +0,49 40-50 438 +049a 40-50 518 £044a 4,0-6,0 5,18 + 0,44a 4,0-6,0 9,54 £0,61a 8,0-11,0 9,54 + 0,61a 8,0-11,0
5% 4,81 +0,40b 4,0-5,0 4,84 + 0,37b 40-50 6,03 £0,16b 6,0-7,0 6,04 +0,21b 6,0-7,0 10,81 +0,39bc 10,0-11,0 10,88 + 0,45be 10,0-12,0
10% 4,84 +0,92b 4,0-7,0 4,93 +0,89 40-7,0 6,02 £0,32b 50-7,0 6,05 0,29 50-7,0 10,61 +0,85b 9,0-11,0 10,89 + 1,06bfg 9,0-14,0
25% 4,75 +£0,57b 4,0-6,0 4,78 £ 0,56b 40-6,0 6,18 £0,57bd 5,0-8,0 6,24 +0,64bd 5,0-8,0 10,91 +0,87bc 9,0-13,0 11,02 +0,85cef 9,0-13,0
50% 5,58 £0,50ce  5,0-6,0 5,65 +0,48e 50-6,0 3,71 +0,73c 3,0-6,0 3,82 £0,73c 3,0-6,0 9,27 £0,57a 9,0-14,0 9,54 + 0,68ah 9,0-11,0
75% 4,05 +0,22d 4,0-5,0 4,10 +0,31d 40-50 556 +1,24e 50-9,0 5,69 +1,28e 50-9,0 9,61 +1,24ah 9,0-14,0 9,88 *1,33dh 9,0-14,0
100% 5,28 +1,21c 3,0-7,0 531 £1,17c 30-70 6,49+041d 6,0-7,0 6,46 +0,50d 6,0-7,0 11,14 +1,14bc 10,0-13,0 11,28 +0,98ceg 10,0-13,0

#Valores dentro da mesma coluna seguidos pela mesma letra néo séo significativamente diferentes em nivel de 5% pelo teste Tukey's HSD. X= Média e DP= Desvio Padrdo. IV(intervalo de variagdo). Experimento(4X).
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Tabela 44. Mortalidade (%) dos estagios pos-embrionarios de Chrysomya megacephala (Diptera: Caliphoridae), tratados com 6leo essencial de
Pinus caribaea Morelet. coletado no Brasil e em Cuba.

Mortalidade (%)

Tratamentos Periodo Larval Periodo Pupal Periodo de Neolarva a Adulto
Brasil Cuba Brasil Cuba Brasil Cuba
Controle 8,0 8,0 5,0 5,0 12,0 12,0
DMSO 10,0 10,0 6,0 6,0 14,0 14,0
5% 25,0 25,0 8,0 7,0 46,0 48,0
10% 27,0 29,0 9,0 8,0 51,0 53,0
25% 28,0 31,0 7,0 10,0 52,0 54,0
50% 50,0 39,0 10,0 11,0 66,0 67,0
75% 51,0 53,0 8,0 15,0 78,0 80,0
100% 66,0 68,0 11,0 12,0 86,0 88,0

Experimento (4X).
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O resultado encontrado nesse experimento esta de acordo com os encontrados
por outros autores que estudaram os efeitos de compostos de plantas contra o
desenvolvimento poés-embrionério do diptero muscoide Peckia (Peckia) chrysostoma
(Diptera: Sarcophagidae) e C. megacephala (GOMES et al, 2003; e
CABRAL et al., 2007). Eles também encontraram diversas alteragdes morfologicas nas
moscas. Os dados mostram que todas as concentracOes afetaram o desenvolvimento das
moscas. A concentracdo de 100% foi a que produziu o maior nimero de deformidades
nos dipteros adultos ficando 64,28% (6leo/Brasil) e 98% (6leo/Cuba), dentre as
deformidades estavam o tamanho reduzido, ptilinio ndo retraido, asa ndo inflada e
alteracdo na cor (Tabela 35). SALLES & RECH (1999) também demonstraram a agao
inseticida de extratos obtidos de frutos de A. indica e M. azedarach sobre a mosca-das-
frutas (Anastrepha fraterculus). Os autores constataram reducdo da postura e do
desenvolvimento larval e pupal do inseto. As larvas morreram sem conseguir fazer a
ecdise, as pupas apresentaram ma formacdo e os adultos ndo conseguiram expandir
normalmente suas asas. Os individuos deformados que sobreviveram ao tratamento do
oleo possivelmente terdo dificuldades de locomocao, acasalamento e consequentemente
de concluir o seu ciclo bioldgico. Os dois extratos vegetais demonstraram efeito

inseticida sobre diferentes estagios do inseto.
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Tabela 45. Porcentagem (%) de deformidades morfologicas de adultos de Chrysomya

megacephala (Diptera: Caliphoridae) tratados com 06leo essencial de Pinus caribaea

Morelet. coletado no Brasil e em Cuba.

Tratamentos

Deformidades
Morfoldgicas (%)

Pinus caribaea

Controle
DMSO

Brasil 5%
10%
25%
50%
75%
100%

Cuba 5%
10%
25%
50%
75%
100%

0,00
0,00

17,59
24,24
28,12
53,62
59.09
64,28

20,95
28,42
31,52
54,50
60,98
98,00

Experimento (4X).
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Os bioensaios com o 6leo essencial de P. caribaea coletado no Brasil e em Cuba
contra C. putoria mostraram que ambos os 6leos forma capazes de alterar o peso das
larvas maduras. Os Oleos se comportaram similarmente produzindo um aumento de
peso nas larvas tratadas. O peso das larvas apresentou diferenca significativa quando
comparadas com os do grupo controle sem DMSO (40,15 + 6,74mg) e com DMSO
(45,29 + 4,40mg ) (Tabela 46) e entre os grupos. O menor peso foi encontrado na
concentracdo de 100% (25,05 + 7,21mg/6leo-Brasil e 21,79 + 8,18mg/6leo-Cuba) € o0
maior peso para a concentracdo de 10% (56,57 * 8,34mg/6leo-Brasil e 59,47 *
6,71mg/6leo-Cuba), as larvas que foram tratadas com uma concentragdo maior de 6leo
(75%) ou o Oleo puro (100%) parecem ter mais dificuldade de se alimentar
apresentando um menor peso, demosntrando assim que o solvente DMSO néo foi capaz
de influenciar na ingestdo do alimento. MUKANDIWA et al. (2012b), ao testarem
extratos de plantas diluidos com acetona verificaram que quando se aumentava o
solvente (acetona), a ingestdo da dieta (carne) diminuia, afetando o peso das larvas e
pupas de L. cuprina e Chrysomya marginalis. A diminuicdo da alimentagdo néo foi
associada concomitantemente a atividade geral das larvas, indicando assim que o efeito
observado se deva provavelmente devido a diminui¢cdo da palatabilidade da dieta,
porém, larvas testadas com extratos aquosos nao apresentaram alteracdo na sua
atividade alimentar. A razdo sexual manteve uma proporcdo de aproximadamente um
macho para cada fémea (1:1), o que segundo FISHER (1930), demonstra estabilidade
dentro da populacdo (Tabela 46). Outros autores obtiveram resultados diferentes dos
descritos: LOPES (2010) e SILVA (2009), ao utilizarem extrato de P. scandens e latex
de P. amapa respectivamente em moscas da espécie C. putoria, assim como também

ndo observaram nenhuma diferenca significativa entre os tratados e o grupo controle.
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Tabela 46. Peso das larvas maduras (mg), e razdo sexual de Chrysomya putoria (Diptera: calliphoridae), tratadas com éleo essencial de Pinus

caribaea Morelet. coletado no Brasil e em Cuba.

Peso (mg)
Tratamento Brasil Cuba

X + DP# X + DP# Brasil Cuba Brasil Cuba
Controle 40,15 £ 6,74a 40,15 + 6,74a 30,00 - 75,00 30,00 - 75,00 0,50 0,50
DMSO 45,29 + 4,40b 45,29 + 4,40b 30,70 -49,90 30,70 -49,90 0,49 0,49
5% 50,70 + 3,26¢f 50,40 * 2,86f 40,00 - 57,20 43,20 -53,70 0,51 0,47
10% 56,57 + 8,34d 59,47 £ 6,71h 42,80 - 70,40 45,60 — 70,40 0,53 0,50
25% 46,71 +2,43b 46,81 +2,21b 40,60 — 49,60 40,50 — 49,20 0,49 0,51
50% 53,12 +5,15¢c 55,90 + 10,02d 40,00 — 75,00 43,00 - 77,00 0,50 0,49
75% 37,49 % 6,05e 37,19 + 6,15e 24,20 — 48,30 23,40 - 55,00 0,47 0,45
100% 25,05 +7,21g 21,79 £ 8,18i 16,20 — 37,00 13,00 - 39,00 0,45 0,47

#Valores dentro da mesma coluna seguidos pela mesma letra ndo séo significativamente diferentes em nivel de 5% pelo teste Tukey's HSD.
X= Média e DP= Desvio Padrao. I\V(intervalo de variacéo), experimento(4X).
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Com relacdo a duracéo do periodo de desenvolvimento pos-embrionario (larval,
pupal e neolarva a adulto), todos os periodos tiveram o seu tempo aumentado. O
periodo larval de C. putoria teve seu menor desenvolvimento na concentracdo de 5%
(4,01 £ 0,08dias/6leo-Brasil) e (4,04 £ 0,19dias/6leo- Cuba) diferindo
significativamente dos grupos controle sem DMSO (3,30 £ 0,46dias) e com DMSO
(3,26 + 0,44dias). O pupal apresentou o seu menor tempo de desenvolvimento na
concentracdo de 100% (3,90 + 0,44dias/6leo-Brasil) e (4,07 + 0,80dias/6leo-Cuba),
mostrando diferenca significativa quando comparado com 0s grupos controle com
DMSO (4,30 £ 0,45dias) e sem DMSO (4,33 £ 0,47dias). A duracdo do periodo de
neolarva a adulto foi menor nos tratamentos dos 6leos nas concentracdes 75 e 100%
(8,56 + 0,80/6leo- Brasil e 8,31 *+ 0,65dias/6leo-Cuba; 8,03 + 0,61/6leo-Brasil e
8,33 + 0,97dias/6leo-Cuba, respectivamente) (Tabela 47). E importante que se leve em
consideracdo a duracdo e a viabilidade do periodo de neolarva a adulto, pois esse
parametro demonstra ser uma das melhores variaveis para a avaliacdo da eficacia de
qualquer substancia, pois sé assim seria possivel evitar distor¢cGes ocorridas na duracdo
dos periodos larval e pupal (d’ALMEIDA et al., 2001).

LOPES (2010) ao testar extrato aquoso de P. scandens L. (Plumbaginacea) em
larvas de C. putoria observou que todo o periodo pds — embrionario dessa mosca foi
afetado por esse extrato. Com excecdo do tratamento de 50% que aumentou em
3,36 £ 0,56dias o periodo larval dessa espécie, ndo havendo diferenca significativa
quando comparada com o grupo controle (3,35 + 0,48dias). Os outros periodos se
mostraram sensiveis ao extrato de P.scandens, reduzindo o tempo de vida de C.
putoria. Em trabalho desenvolvido por CABRAL et al (2008), para avaliar o efeito do
extrato bruto e suas fracdes das sementes de M. azedarach sobre o desenvolvimento de
M. domestica, os autores observaram que substancia dessa planta foi capaz de inibir o
desenvolvimento pds-embrionario dessa mosca, com um aumento significativo do

periodo larval a adulto, além de reduzir o peso e alterar a proporgao sexual.
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Tabela 47. Duracao dos estagios pds-embrionario, de Chrysomya putoria (Diptera:Calliphoridae), tratadas com 6leo essencial de Pinus caribaea Morelet.
coletado no Brasil e em Cuba.

Durac&o (dias)

Tratamentos Periodo Larval Periodo Pupal Periodo de Neolarva a Adulto
Brasil v Cuba v Brasil v Cuba v Brasil v Cuba v
X + DP# (Dias) X + DP# (Dias) X + DP# (Dias) X + DP# (Dias) X + DP# (Dias) X + DP# (Dias)

Controle 3,30 £ 0,46a 3,0-4,0 3,30 + 0,46a 30-4,0 4,33+0,47ad 4,0-5,0 4,33 £0,47ad 4,0-5,0 7,55 +0,76a 7,0-9,0 7,55 +0,76a 7,0-9,0

DMSO 3,26 £ 0,44a 3,0-4,0 3,26 + 0,44a 3,0-4,0 4,30 +0,46ad 4,0-5,0 4,30 £+ 0,46ad 4,0-5,0 7,51 +0,61ac 7,0-9,0 7,51 +0,61ac 7,0-9,0
5% 4,01 +0,08b 40-50 4,04+019e 40-50 496 +0,19 4,0-5,0 4,00 +6,00b 6,0-7,0 8,00 +9,00c 10,0-11,0 9,09 +0,57¢c 8,0-11,0
10% 4.02 £0,14b 40-50 4,07+025bd 40-50 6,28+0,85d 50-7,0 6,42 + 0,69 5,0-7,0 9,00 + 12,00d 9,0-12,0 10,46 + 0,66d 9,0-11,0
25% 4,02 £0,15b 4,0-5,0 4,11 + 0,32bd 4,0-5,0 5,16 £ 0,78b 5,0-8,0 5,85+ 0,35h 5,0-8,0 9,19 +0,84c 70-110 10,11 +0,36d 9,0-110
50% 4,13 £ 0,34bd 4,0-5,0 4,12 + 0,33bd 4,0-5,0 6,76 +0,43e 3,0-6,0 6,95 £ 0,22e 5,0-6,0 10,89 + 0,54b 10,0-12,0 11,08 +0,28b 11,0-12,0

75% 4,07 £ 0,26hd 40-50 4,16+037cde 40-50 4,51+0,68a 3,0-5,0 4,13 + 0,64gcf 3,0-6,0 8,56 + 0,80e 7,0-10,0 8,31 +0,65e 7,0-10,0

100% 4,13 £ 0,34hd 40-50 420+040cd 4,0-50  3,90+0,44f 3,0-50 4,07 £ 0,80gf 3,0-50 8,03+ 0,61e 7,0-9,0 8,33+0,97e 7,0-10,0

#Valores dentro da mesma coluna seguidos pela mesma letra ndo séo significativamente diferentes em nivel de 5% pelo teste Tukey's HSD. X= Média e DP= Desvio Padré&o. IV (intervalo de varia¢do). Experimento (4X).
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O periodo larval a partir da concentracdo de 10% no Oleo essencial de P.
caribaea coletado no Brasil apresentou dose dependente, com 0 aumento das
concentragfes as mortes aumentavam. Essa dose dependente também foi verificada no
periodo de neolarva a adulto em ambos os 6leos (Brasil/Cuba) a partir da concentracao
10%, o aumento das concentracdes aumentava a mortalidade (Tabela 48). Os resultados
presentes apresentaram toxicidade aguda diferente. Assim, o 6leo do Brasil apresentou
uma toxicidade maior que o dleo de Cuba. Foi possivel observar uma dose dependente a
partir da concentracdo de 10% para os individuos de neollarva a adultos, 0s grupos
testes ndo apresentavam uma mortalidade padronizada. BEVILACQUA et al. (2008), ao
calcularem e compararem a CLso do 6leo puro e comercial de nim contra Artemia sp,
verificaram que elas apresentavam diferenga na toxicidade, ndo podendo calcular a dose

resposta do 6leo comercial.
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Tabela 48. Mortalidade (%) dos estagios pos-embrionarios de Chrysomya putoria (Diptera: Caliphoridae), tratados com 6leo essencial de Pinus

caribaea Morelet. coletado no Brasil e em Cuba.

Mortalidade (%)

Tratamento

S Periodo Larval Periodo Pupal Periodo de Neolarva a Adulto
Brasil Cuba Brasil Cuba Brasil Cuba
Controle 8,0 8,0 9,0 9,0 16,0 16,0
DMSO 6,0 6,0 11,0 11,0 15,0 15,0
5% 31,5 33,0 2,0 3,0 35,0 37,0
10% 28,0 32,0 3,0 30 34,0 37,0
25% 33,5 29,0 5,0 4,0 39,0 41,0
50% 34,0 29,0 5,0 4,0 43,0 46,0
75% 40,0 42,0 2,0 4,0 46,0 48,0
100% 49,0 51,0 5,0 7,0 55,0 59,0

Experimento (4X).
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Os resultados obtidos nos experimentos ndo permitem inferir sobre o mecanismo
de acdo toxica do Oleo essencial de P. caribaea coletado em Cuba, porém segundo
BEVILACQUA et al. (2008), a impossibilidade de calcular uma curva dose resposta
para a substancia por ele testada, sugere que a mesma parece agir em mecanismos
essenciais para a sobrevivéncia dos organismos. Teste com a mosca da fruta Anastrepha
fraterculus (Diptera: Tephritidae) tratada com nim (A. indica) obtiveram uma reducéo
no ndmero medio de pupas em quatro das cinco concentragcBes testadas
(STARK et al., 1990; SALLES & RECH, 1999). Dos resultados analisados observou —
se que todos os tratamentos levaram a individuos adultos alterados morfologicamente,
ndo se mostrando de forma padronizada dentro do grupo tratado (tamanho reduzido,
ptilinio ndo retraido, asa ndo inflada e alteracdo na cor), sendo observado também que
guanto maior a concentracdo testada, maior foi a porcentagem de insetos alterados
(Tabela 49). A menor concentracdo (5%) apresentou deformidades em 31,5% dos
insetos tratados com o 6leo essencial do Brasil e 33,0% para os tratados com 0leo
Cubano e a maior concentracdo (100%) apresentou 67% de alteracdo nos individuos
tratados com o Oleo essencial do Brasil e 70% para as moscas tratadas com o Gleo
essencial Cubano, como pode ser observado na Tabela 49. E possivel que a aplicagdo
topica do 6leo nas larvas das moscas tenha penetrado na pele e foi absorvido pelo
intestino dos insetos dificultando a absor¢cdo de alguns nutrientes, acarretando na
impossibilidade destes quando adultos de terminarem por completo seu
desenvolvimento e inflarem suas asas. Sendo assim, esses individuos seriam incapazes
de alcar voo e, por conseguinte, encontrar um parceiro para a reproducao.

Segundo GIOLO et al. (2006) individuos que tém uma dieta deficiente — em
geral com falta de acidos graxos em seu periodo larval — podem originar adultos com
asas deformadas. CARDOSO et al. (2011) observando o mesentero de insetos tratados
com nim, verificaram que aqueles individuos que apresentaram alteraces no intestino e
ndo conseguiram absorver 0s nutrientes necessarios, tiveram deformidades quando
adultos, alem de dificuldade no processo de muda gerado pela reducdo na atividade
alimentar. E possivel que o dleo essencial de P. caribaea (Brasil e Cuba) testados
tenham causado lesdes no intestino do diptero, acarretando em disfungdes deste 6rgéo e
provocando a reducgdo de absor¢do dos nutrientes, do mesmo modo como ocorre em

dipteros que sofrem a acdo das toxinas de Bacillus sphaericus e B. thuringiensis que
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lesionam o intestino médio dos insetos alvo (DROBNIEWSKI 1994, POOPATHI ET
AL. 2008, POOPATHI E TYAG 2005).

MUKANDIWA et al. (2012b) também encontraram deformidades em individuos
da espécie L. cuprina e Chrysomya marginalis (Wiedemann, 1830) ao oferecerem carne
tratada com extratos de plantas para as larvas, acarretando em ma formacdes nas pupas,
algumas paralisias e reducdo da emergéncia dos adultos, sugerindo que 0s componentes
dos extratos poderiam ter interferéncia nos mecanismos de controle neuroenddcrino
desses dipteros. SALLES & RECH (1999) relataram também, alteracbes morfoldgicas
em mosca-de-fruta em todos os tratamentos testados, onde esses insetos ndo expandiam
as asas. O mesmo efeito inseticida foi observado quando utilizou o extrato de Nin
(Azadiractha indica) sobre esta mesma espécie de mosca e em outros tipos de insetos
por CABRAL et al. (1996) e HUANG et al. (1996). JEONG et al. (2001) em seus
estudos, utilizando seiva de Espirradeira (Nerium indicum) diluido na dieta de larvas de
Helicoverpa assulta (Lepidoptera: Noctuidae) relataram uma baixa taxa de fecundidade,
este fato ocorreu devido a atrofia das glandulas sexuais dos machos adultos. E possivel
que além das alteracdes externas os insetos tratados com os 6leos essenciais (Brasil e
Cuba) também possam ter sofrido alteracGes internas. O que ndo foi analisado nesse

estudo.
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Tabela 49. Porcentagem (%) de deformidades morfoldgicas de adultos de Chrysomya putoria (Diptera: Caliphoridae) tratados com 6leo
essencial de Pinus caribaea Morelet. coletado no Brasil e em Cuba.

Deformidades

Morfoldgicas (%)

Tratamentos Pinus caribaea

Controle 0,00
DMSO 0,00

Brasil 5% 31,50

10% 34,50

25% 40,50

50% 51,50

75% 63,50

100% 67,00

Cuba 5% 33,00

10% 37,00

25% 44,00

50% 54,50

75% 67,50

100% 70,00

Experimento (4X).
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A duracgéo do desenvolvimento pos-embrionario de M. domestica (estagio larval,
pupal e de neolarva a adulto) tratadas com o terpeno Cariofileno foi 3,13; 2,50 e 6,00
dias, respectivamente, mostrando diferenca significativa (P < 0,001) quando
comparadas com o0s grupos controle com e sem DMSO (Tabela 50). M. domestica foi
altamente sensivel ao Cariofileno, apresentando uma redugdo em todos os periodos pos-
embrionarios. CABRAL et al. (2007), ao testarem yangambina em larvas de C.
megacephala, observaram que esta espécie foi altamente afetada por essa substancia,
mostrando diferenca significativa quando comparada com o grupo controle. Essa
espécie teve seu periodo pos-embrionéario afetado apresentando para o periodo larval,

pupal e o periodo de neolarva a adulto 6,07, 5,48 e 10,48 dias, respectivamente.
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Tabela 50. Duragdo dos estagios pos-embrionario, de Musca domestica (Diptera:Muscidae), tratadas com o terpeno Cariofileno.

Duracéo (dias)

Tratamentos Periodo Larval v Periodo Pupal v Periodo de Neolarva a Adulto v
X +DP (Dias) X+ DP (Dias) X+ DP (Dias)
Controle 6,50 £ 0,51a 6,0-7,0 5,37 £ 0,49 5,0-6,0 11,85 = 0,36a 11,0-12,0
DMSO 5,29+ 0,47b 5,0-6,0 5,27 £ 0,45a 50-6,0 10,54 + 0,90b 10,0-12,0
Cariofileno 3,13+ 0,35¢c 3,0-4,0 2,50 + 1,00b 2,0-4,0 6,00 +1,73c 50-8,0

*Valores dentro da mesma coluna seguidos pela mesma letra ndo sdo significativamente diferentes em nivel de 5% pelo teste Tukey's HSD. X= Média e DP= Desvio Padrdo. I\V(intervalo de variacéo).
Experimento(4X).
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O periodo larval e o de neolarva a adulto apresentaram uma alta mortalidade
ficando 73 e 87%, respectivamente (Figura 51). O que foi verificado por CABRAL et
al. (2007), ao testaram as ligninas yanganbina e burchelina sobre C. megacephala,

apresentando um efeito de baixa viabilidade no periodo pos-embrionario (larval e

pupal).
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Tabela 50. Mortalidade (%) dos estagios pds-embrionarios de Musca domestica (Diptera

: Muscidae), tratados com o terpeno Cariofileno.

Mortalidade (%)

Tratamentos ;
Periodo de Neolarva a
Periodo Larval Periodo Pupal
Adulto
Controle 7,0 4,0 10,0
DMSO 10,0 4,0 13,0
Cariofileno 73,0 13,0 87,0

Experimento(4X).
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As larvas maduras de M. domestica tratadas com Cariofileno apresentaram uma
redugdo no peso (19,66 * 1,18mg) mostrando diferenca significativa quando
comparadas com o0s grupos controle com (22,22 = 1,30mg) e sem DMSO
(21,18 + 1,55mq) (Tabela: 52), possivelmente essas larvas tiveram dificuldades de se
alimentar devido ao composto aplicado nos insetos, tornando-se assim mais leves e
consequentemente ndo conseguiram sobreviver, obtendo assim uma alta mortalidade.
CABRAL et al. (2008), ao testarem extrato bruto e fracbes das sementes de Melia
azedarach L. contra M. domestica observaram que houve uma reducdo no peso das
pupas de todos os tratamentos quando comparados com o grupo controle (22mg) com
reducdo de tamanhos das moscas que emergiram. SIRIWATTANARUNGSEE et al.
(2008), usando um método diferente que foi misturar a solu¢do de nim na dieta & base
de carne para larva de terceiro instar de C. megacephala e M. domestica observaram
que a substancia reduzia significativamente a sobrevida das larvas, pupas e a
emergéncia dos adultos, além de alterar o peso, o tamanho e a fecundidade das
geragdes subsequentes de um modo dependente da dose nas duas espécies.

A espécie M. domestica foi altamente sensivel ao Cariofileno produzindo 100%
das moscas adultas (Tabela 53) com deformidades, como tamanho reduzido, ptilinio ndo
retraido, asa ndo inflada e alteracdo na cor. KHATER et al. (2011), ao testarem Oleos
essenciais egipcios em terceiro estagio de L. sericata, também observaram que os 6leos
eram altamente toxicos e ocasionaram individuos deformados em todos os tratamentos,
sendo o 6leo de alface o que ocasionou maioria das alteracbes morfoldgicas. Alguns
6leos em baixas concentracbes como a camomila e o alecrim afetavam a razao sexual de
modo que predominassem mais machos do que fémeas, fazendo com que houvesse um
declinio da populacdo devido ao aumento de machos. Em nossos experimentos o

Cariofileno ndo foi capaz de intervir na razdo sexual.
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Tabela 52. Peso das larvas maduras (mg), e razdo sexual de Musca domestica (Diptera:Muscidae), tratadas com o terpeno Cariofileno.

Tratamentos Peso (mg)
X +DP v Razdo Sexual
Controle 21,18+1,55a 19,00 — 24,00
DMSO 22,22+1,30a 20,80 — 24,20
Cariofileno 19,66 +1,18b 19,00 - 22,20

*Valores dentro da mesma coluna seguidos pela mesma letra ndo séo significativamente diferentes em nivel de 5% pelo teste Tukey's HSD. X= Média e DP=

Desvio Padrdo. IV(intervalo de variagdo). Experimento (3X).

Tabela 53. Porcentagem de deformidades morfoldgicas de adultos de Musca domestica (Diptera:Muscidae), tratadas com o terpeno Cariofileno.

Tratamentos

Deformidades
Morfolégicas(%)

Musca domestica

Controle
DMSO

Cariofileno

0,00
0,00
100,00

Experimento(3X).
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A espécie L. cuprina ao ser tratada com o terpeno Cariofileno apresentou
diminuicdo em todos os periodos pds-embrionarios (larval, pupal e de neolarva a adulto)
mostrando diferenca significativa quando comparados com 0s grupos controle (Tabela
54). BOLSY (2013) avaliando a acéo inseticida do 6leo de M. piperita e L. angustifélia
contra larvas e pupas de M. domestica, observou um significativo aumento na duracéo
destes periodos apés tratamento, além disso, as larvas de terceiro instar apresentavam
varias deformacgdes dentre elas: inchaco do corpo, pigmentacdo marrom, cuticula fina e
de forma irregular, as pupas incluiam pupario larviforme, formas intermediarias entre
pupas e larvas e pupas encolhidas. Deformidades morfolégicas também foram
encontradas nos testes com L.cuprina tratadas com Cariofileno apresentando adultos
com 40% de deformidades e o controle (com/sem DMSO) ndo apresentou nenhuma
deformidade (Tabela 55). Os insetos tratados apresentavam tamanho reduzido, pitlinio
retraido além de asas deformadas. Comparado com esses resultados
SEXENA et al. (1981) reportaram deformag6es em larvas de Cnaphalocrocis medinalis
(Lepidoptera: Pyralidae) (Guenee). As anormalidades podem ter sido induzidas pelo
o6leo essencial que inibiu a metamorfose (BOLSY, 2013). Possivelmente essa forma de
pupario laviforme pode ter sido causada devido a paralisia de um musculo
(KHATER & KHATER, 2009). DELEITO & MOYA-BORJA (2008) ao aplicar 6leo de
nim sobre pupas de L. cuprina encontraram individuos com o corpo disforme, além de
ndo conseguirem expandir suas asas, efeito subletal atribuido ao efeito dos compostos
do 6leo sobre o corpus cardiacus do inseto, responsavel pela secrecdo de hormonios que

podem influenciar em uma metamorfose bem sucedida.
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Tabela 54. Duragdo dos estagios pos-embrionario de Lucilia cuprina (Diptera:Calliphoridae), tratadas com o terpeno Cariofileno.

Duracéo (dias)

Periodo de Neolarva a

Tratamentos Periodo Larval Periodo Pupal
Adulto
X £+ DP# X + DP# X + DP#
Controle 3,11+0,32a 4,73+ 0,45a 7,80 + 0,40a
DMSO 3,15+ 0,36a 4,71+ 0,49 7,76 £ 0,43a
Cariofileno 2,67 £0,49b 3,63+0,52b 6,20 + 0,45b

#Valores dentro da mesma coluna seguidos pela mesma letra ndo séo significativamente diferentes em nivel de 5% pelo teste Tukey's HSD.
X= Média e DP= Desvio Padrdo. I\V(intervalo de variagdo). Experimento (3X)
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Tabela 55. Porcentagem de deformidades morfoldgicas de adultos de Lucilia cuprina
(Diptera:Calliphoridae), tratadas com o terpeno Cariofileno.
Deformidades

Morfoldgicas(%)

Tratamentos Lucilia cuprina
Controle 0,00
DMSO 0,00
Cariofileno 40,00

Experimento (3X)
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As larvas de terceiro estadgio de L. cuprina apresentaram um peso menor
(35,18mg) e com diferenca significativa quando comparada ao peso dos grupos controle
com DMSO (41,96mg) e sem DMSO (41,93mg) (Tabela 56), mostrando uma alta
toxicidade no periodo de neolarva a adulto (83%) (Tabela 57), sem alteracdo na razéo
sexual. BOLSY (2013) observou que o Oleo essencial de M. piperita afetava mais a
larva de M. domestica do que o 6leo de L. angustifolia, resultando em uma CLso € CL7s
com valores de 2,5% (225ppm) e 3% (270ppm), respectivamente para M. piperita e 3%
(264ppm) e 4% (352ppm), respectivamente para L. angustifolia. Em estudos sobre a
atividade bioldgica de fracdes de M. azedarach sobre L. cuprina e M. domestica
CABRAL et al. (2008) observaram reducdo no peso pupal de todas as amostras e
alteracdo na razdo sexual, mostrando uma reducdo do nimero de fémas (razdo=0,38) no
grupo tratado com a fracdo de metanol. A mesma substancia mostrou ser altamente
toxica quando testada sobre ovos de M. domestica, resultando somente em 22% de

eclosdo.
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Tabela 56. Peso das larvas maduras (mg), e razdo sexual de Lucilia cuprina (Diptera:Calliphoridae), tratadas com o terpeno Cariofileno.

Peso (mg)
Tratamentos
X + DP# v Razdo Sexual
Controle 41,93 +2,62a 38,40 — 45,00 0,42
DMSO 41,96 + 2,59a 38,40 — 44,00 0,44
Cariofileno 35,18 + 7,25b 24,50 — 43,20 0,44

#Valores dentro da mesma coluna seguidos pela mesma letra ndo sao significativamente diferentes em nivel de 5% pelo teste Tukey's HSD.
X= Média e DP= Desvio Padréo. IV(intervalo de variagdo). Experimento(3X).

Tabela 57. Mortalidade (%) dos estagios pos-embrionarios de Lucilia cuprina (Diptera:Calliphoridae), tratados com o terpeno Cariofileno.

Mortalidade (%)

Tratamentos B
Periodo Larval Periodo Pupal Periodo de Neolarva a
P Adulto
Controle 10,0 4,0 13,0
DMSO 10,0 4,0 17,0
Cariofileno 60,0 33,0 83,0

Experimento (3X).
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Larvas de C. megacephala quando tratadas com Cariofileno tiveram seus
periodos de desenvolvimento pos-embrionarios (larval, pupal e de nolarva a adulto)
reduzidos, com diferenca significativa quando comparados com o grupo controle com
DMSO (larval= 3,96 %= 0,20; pupal= 520 + 0,41 e de neolarva a adulto =
9,20 + 0,41dias) e sem DMSO (larval = 3,96 £ 0,19; pupal= 5,23 £ 0,43 e de neolarva a
adulto = 9,23 + 0,43dias) (Tabela 58). NARCISO et al. (2007) ao testarem neolignana
burchelina isolada de Piper tuberculatum Jacq. (Pipereaceae), diluida em acetona nas
concentragdes 10pg/mL - 200pg/mL em larvas (L3/L4) de culicideos da espécie
A. aegypti obtiveram atraso de 15 dias na pupacdo e de 11 dias na emergéncia. A
neolignana se mostrou toxica sobre as larvas desse diptero, matando acima de 10% em

todas as concentrages, resultando em uma DLse= 80pg/mL.
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Tabela 58. Duragdo dos estagios pos-embrionario, de Chrysomya megacephala (Diptera:Calliphoridae), tratadas com o terpeno Cariofileno.

Duracéo (dias)

Tratamentos Periodo Larval v Periodo Pupal v Periodo de Neolarva a Adulto v
X + DP# (Dias) X = DP (Dias) X+ DP (Dias)
Controle 3,96 +0,19a 3,0-40 5,23+ 0,43a 5,0-6,0 9,23+ 0,43a 8,0-10,0
DMSO 3,96 + 0,20a 3,0-40 5,20+ 0,41a 5,0-6,0 9,20+ 0,41a 8,0-10,0
Cariofileno 2,83 +0,41b 2,0-3,0 4,70 + 0,49b 4,0-5,0 7,29+1,11b 5,0-8,0

#Valores dentro da mesma coluna seguidos pela mesma letra ndo séo significativamente diferentes em nivel de 5% pelo teste Tukey's HSD. X= Média e DP= Desvio Padréo. IV (intervalo variagdo). Experimento (3X).
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O cariofileno se mostrou altamente toxico para C. megacephala, matando 77, 14
e 83% nos periodos larval, pupal e de neolarva a adulto, respectivamente (Tabela 59),
além de produzir 71,43% de alteragbes morfoldgicas nos adultos (Tabela 60).
MOHAMED & NAIR, 2001; CIOBOTARI & BARA, 2002, verificaram que a cafeina,
além de produzir malformacao alar em Drosophila melanosgaster era capaz de causar
retardamento do ciclo ontogenético e os adultos possuiam pouca mobilidade e eram
viaveis. Segundo MARTINEZ-VELAZQUEZ et al. (2011), larvas de R. sanguineus ao
serem expostas por contato residual ao 6leo de alecrim também mostraram uma alta
mortalidade (100%) a uma concentracdo de 20% do Gleo essencial. Outras substancias
de plantas também sdo capazes de interferirem no desenvolvimento de insetos.
LARANJA et al. (2006) comprovaram que a cafeina produz acgdo inibitoria no
desenvolvimento larval de A. aegypti e em Xyleborus fornicatus (Eichhoff) (Coleoptera:
Scolytidae), inibindo a oviposicdo e retardando os estagios do ciclo de vida
(HEWAVITHARANAGE et al.,, 1999). GREEN etal. (2002) ao misturarem um
alcaloide na dieta de Phormia Regina (Meigen) (Diptera: Calliphoridae) relataram que
as larvas reduziram o ganho de peso, essa diminui¢do também foi observada em nossos
experimentos em larvas (L3) tratadas que apresentaram 53,18 £12,52mg com diferenca
significativa quando comparadas com os grupos controle com DMSO (75,75 £ 4,51mg)
e sem DMSO (75,75 = 4,51mg) (Tabela 61). Possivelmente o Cariofileno alterou a
fisiologia do inseto inibindo a alimentacdo (fagoinibidor ou “antifeedant”) e
consequentemente a perda de peso das larvas maduras. N&o se tem explicacdo da acdo
de substancias secundarias no metabolismo basico das plantas, provavelmente nédo
desempenha uma funcdo especifica (DETHIER, 1982; SCHOONHOVEN, 1972). O que
se sabe é que essas substancias secundarias podem atuar como horménios, anti-
horménios (BOWERS et al., 1976; BOWERS, 1984), podendo atuarem também como
inibidores da alimentacao (‘“antifeedant” ou fagoinibidores) (FRANKEL, 1959;
DETHIER, 1982). Fagoinibidores sdo compostos que ao serem ingeridos pelo inseto,
bloguea a alimentagdo, por um periodo ou para sempre, podendo levar o inseto & morte
devido a falta de alimentacdo (FRAENKEL, 1959, 1969; CHAPMAN, 1974).

Ao contrario do que foi encontrado em nosso experimento MELLO (2012) ao
investigar a acdo do cornosideo extraido do latex de Parahancornia amapa, sobre o
desenvolvimento pos-embrionédrio de C. putoria e sobre a progénie de Nasonia

vitripennis (Pteromalidae), verificou que o peso larval e o tempo de desenvolvimento
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pos-embrionario de C. putoria ndo foram alterados, com excecdo do periodo pupal que
foi mais lento no tratamento com cornosideo a 5%, em relacdo ao controle (agua
destilada). Quanto a influéncia do cornosideo sobre a progénie dos parasitides: numero
de parasitdides razdo sexual e tempo de desenvolvimento ndo foram alterados em
nenhum aspecto quando comparada ao controle. Nos testes com Cariofileno também
néo foi observado nenhuma alteracdo na proporcéo sexual nos insetos tratados quando

comparados com os grupos controle com/ sem DMSO.
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Tabela 59. Mortalidade (%) dos estagios pos-embrionérios de Chrysomya megacephala (Diptera:Calliphoridae), tratados com o terpeno

Cariofileno.

Mortalidade (%)

Tratamentos .
Periodo Larval Periodo Pupal Periodo de Neolarva a
P Adulto
Controle 10,0 4,0 13.0
DMSO 13,0 4,0 17,0
Cariofileno 77,0 14, 830

Experimento (3X).

Tabela 60. Porcentagem de deformidades morfoldgicas de adultos de Chrysomya megacephala (Diptera:Calliphoridae), tratadas com o terpeno
Cariofileno.

Deformidades
Morfolégicas(%)

Tratamentos Chrysomya megacephala
Controle 0,00
DMSO 0,00
Cariofileno 71,43

Experimento(3X).
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Tabela 61. Peso das larvas maduras (mg),
Cariofileno.

e razdo sexual de Chrysomya megacephala (Diptera:Calliphoridae), tratadas com o terpeno

Peso (mg)
Tratamentos
X + DP# v Razdo Sexual
Controle 75,75+ 4,51a 70,00 — 85,60 0,46
DMSO 75,78 £ 4,06a 70,00 — 84,00 0,55
Cariofileno 53,18 £12,52b 43,20 - 74,30 0,51

#Valores dentro da mesma coluna seguidos pela mesma letra ndo sdo significativamente diferentes em nivel de 5% pelo teste Tukey's HSD.

X= Média e DP= Desvio Padrdo.I\V(intevalo de variacdo). Experimento(3X).
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Segundo d> ALMEIDA et al. (2001), a duragdo ¢ a viabilidade da larva recém-
eclodida até o periodo adulto é o melhor parametro para avaliar a eficacia da substancia
no organismo, isso evita possiveis erros entre o periodo larval e pupal. As larvas de C.
putoria tratadas com Cariofileno tiveram o periodo larval (4,13 + 0,35dias) e de
neolarva a adulto (8,00 + 0,47dias) aumentado, e o periodo pupal (3,82 + 0,40dias)
reduzido (Tabela 48). A duracdo desses periodos para os grupos controle foi de
3,17 £ 0,27 dias com/DMSO e sem/DMSO 3,04 + 0,19dias para o periodo larval para o
periodo de neolarva a adulto foi de 7,16 + 0,37dias com/DMSO e 7,31 + 0,47dias/ sem
DMSO. MENDONCA et al. (2011) testaram o efeito do latex liofilizado de P. amapa
diluido em agua contra C. megacephala e verificaram que a uma concentragdo de 1% o
latex encurtou a duracdo de larvas recém eclodidas a adulto (9 dias) e nas
concentracdes de 2 e 3% o periodo foi maior (10 dias). MELLO et al. (2010) testando o
latex de E. splendens var. hisloppii uma Euphorbiaceae contra M. scalaris, verificaram
que ele foi capaz de reduzir todo o periodo pds-embrionario desse diptero. Muscina
stabulans (Diptera:Muscidae) tratadas com extrato etanolico de folhas de Nerium
oleander  (Apocinaceae) teve o periodo larval e pupal atrasado
(EL SHAZLY et al., 1996).
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Tabela 48. Duracdo dos estagios pos-embrionario, de Chrysomya putoria (Diptera:Calliphoridae), tratadas com o terpeno Cariofileno.

Duracéo (dias)

Tratamentos Periodo Larval v Periodo Pupal v Periodo de Neolarva a Adulto v
X = DP# (Dias) X = DP# (Dias) X + DP# (Dias)
Controle 3,04 +0,19a 3,0-4,0 4,26 + 0,45a 4,0-5,0 7,31+0,47a 7,0-8,0
DMSO 3,17+ 0,27a 3,0-4,0 4,08 + 0,28a 4,0-5,0 7,16 +0,37a 7,0-8,0
Cariofileno 4,13 +0,35b 4,0-5,0 3,82 + 0,40b 3,0-4,0 8,00+ 0,47b 7,0-9,0

#Valores dentro da mesma coluna seguidos pela mesma letra ndo séo significativamente diferentes em nivel de 5% pelo teste Tukey's HSD. X= Média e DP= Desvio Padrdo. I\V(intervalo de variagdo). Experimento
(3X).
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C. putoria foi altamente afetada pelo Cariofileno levando a uma mortalidade
de 50, 27 e 83% para os periodos larval, pupal e de neolarva a adulto, respectivamente
(Figura 49), apresentando um aumento de peso (54,28 + 3,64mg) com diferenca
significativa quando comparado com os grupos controle com/ DMSO (45,94 + 2,51mg)
e sem/DMSO (40,83+ 0,80mg) (Tabela 49). Contrario aos nossos resultados
CABRAL et al. (2007) ao testarem neolignanas em C. megacephala verificaram que
essa substancia reduziu o peso das larvas maduras em 6%, sugerindo que houve uma
absorcédo das substancias pela cuticula da quitina. Como resultados eles obtiveram uma
viabilidade de neolarva a adulto de C. megacephala expostas a estas drogas de 41%,
(p<0,001) para Bur e de 39% com (p<0,001) para Yg, para a espécie C. albiceps foi de
apenas 33% Yg (p<0,001). O latex de E. splendens var. hislopii também foi capaz de
reduzir a viabilidade de M. scalaris para menos de 51,5%, quando tratada tépicamente
(MELLO et al. 2010).
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Tabela. Mortalidade (%) dos estagios pos-embrionérios de Chrysomya putoria (Diptera:Calliphoridae), tratados com o terpeno Cariofileno.

Mortalidade (%)

Tratamentos )
Periodo de Neolarva a
Periodo Larval Periodo Pupal
Adulto
Controle 7,0 4,0 13,0
DMSO 13,0 4,0 17,0
Cariofileno 50,0 27,0 67.0

Experimento (3X).

Tabela 49. Peso das larvas maduras (mg), e razdo sexual de Chrysomya putoria (Diptera:Calliphoridae), tratadas com o terpeno Cariofileno.

Peso (mg)
Tratamentos
X + DP# v Razdo Sexual
Controle 40,83 £ 0,80a 39,00 - 41,60 0,54
DMSO 45,94 + 2,51a 42,20 — 49,90 0,48
Cariofileno 54,28 + 3,64b 49,60 — 59,30 0,44

#Valores dentro da mesma coluna seguidos pela mesma letra ndo séo significativamente diferentes em nivel de 5% pelo teste Tukey's HSD.
X= Média e DP= Desvio Padrao. I\V/(intervalo de variagdo). Experimento (3X).
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No experimento os adultos foram altamente afetados mostrando uma taxa de
deformidade de 84,61%, apresentando principalmente alteracbes no tamanho dos
adultos (diminuicao), além de ptilinio ndo retraido, asa ndo inflada e alteracdo na cor
(tom acinzentado) (Tabela 50), porém essa substancia ndo foi capaz de influenciar na
razdo sexual. Resultados similares tém sido registrados para outras plantas com outras
espécies de diptero muscoide. Por exemplo: MUKANDIWA et al. (2012a) registraram
que L. cuprina e C. marginalis dois califorideos expostos a Clausena anisata (Willd)
Hook (Rutaceae) e Spirostachys africana Sond. (Euphorbiaceae) a uma concentracéo de
100mg/mL reduziu significativamente os tamanhos das moscas adultas, porém elas
ainda eram capazes de colocar ovos viaveis. O mesmo resultado foi encontrado por
WEBBER (1955) que verificou que adultos de L. cuprina de tamanho reduzido
originario de larvas que ndo se alimentaram foram capazes de gerar ovos.

Para os extratos com acetona de Aloe zebrina L. (Asphodelaceae) e E.
lysistemon (Fabaceae), MUKANDIWA et al. (2012a) obtiveram pupas deformadas com
formato de larvas, os extratos de C. anisata e S. africana ndo geraram malformacéo nas
pupas, porém na concentragio > 100mg/mL elas apresentaram um tamanho
significativamente menor quando comparadas com 0 grupo controle.
PONTES et al. (2007) relataram a acdo dos Oleos essenciais de folhas e frutos de
Xylopia sericea St. Hil. (Annonaceae) interferindo na fecundidade do acaro rajado
Tetranychus urticae Koch (Acara: Tetranychidae). Os efeitos sdo similares quando se
expdem os insetos aos reguladores de crescimento (IGRS), esse grupo de substancia
atua principalmente sobre o periodo pés-embrionario larval e ninfal por interferir na
metamorfose e na reproducdo, muitas vezes levando mais tempo para reduzir a

populacdo do inseto do que os inseticidas normais (GRAF, 1993).
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Tabela 50. Porcentagem de deformidades morfoldgicas de adultos de Chrysomya putoria (Diptera: Calliphoridae), tratados com o terpeno

Cariofileno.

Deformidades

Morfoldgicas (%)

Tratamentos Chrysomya putoria
Controle 0,00
DMSO 0,00
Cariofileno 84,61

Experimento (3X).
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O resultado obtido nesse estudo demonstrou que tanto o 6leo essencial de P.
caribaea quanto 0 seu componente majoritdrio, o monoterpeno Cariofileno,
apresentaram potencial atividade inseticida sobre o periodo pés-embrionario dos
dipteros muscoides. Conforme descrito na literatura o 6leo essencial tem mostrado agéo
efetiva em estudos farmacoldgicos e suas aplicacGes populares se mostram eficazes.
Entretenato h& poucos estudos referentes a sua agdo inseticida, fazendo com que esse

estudo agregue mais conhecimento ao tema.
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6- CONCLUSOES

Em vistas das questdes levantadas concluiu-se que:

Apesar dos Oleos essenciais serem de paises diferentes, eles agiram de maneira

semelhante no desenvolvimento pos-embrionario dos insetos testados;

A andlise quimica do dleo essencial de Pinus caribaea procedente do Brasil permitiu
identificar 12 substancias quimicas, sendo o [-Felandreno, Germacreno D e (E)
Cariofileno o0s majoritarios, com areas relativas de 39,57; 26,57 e 16,85%

respectivamente.

A andlise do 6leo das folhas de P. cariabea provenientes de Cuba resultou na
identificacdo de 20 substancias sendo também nesse 6leo, o Germacreno D (48,25%), 0

Oxido de Cariofileno (12,41%) e o B-Felandreno (1,56%) os constituintes majoritarios.

Quanto a acdo inseticida o 6leo essencial de Pinus caribaea (Brasil/Cuba) e o

monoterpeno Cariofileno mostraram ser mais toxico para a espécie M. domestica.

Aparentemente os resultados da atividade inseticida dos 6leos essenciais do Brasil e de
Cuba sobre os dipteros muscoides mostraram potencial para serem usados no
desenvolvimento de produtos “eco-friendly”, que ndo afetam o meio ambiente;

Estes resultados sugerem que a bioatividade de Pinus caribaea depende da dose e do
tipo de tratamento utilizado, e da espécie do inseto da atividade e da estrutura quimica

da substancia.
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8- CONCLUSOES GERAIS

1- Os compostos dos oleos do Brasil e de Cuba apresentaram variacao
qualitativa e quantitativa na sua composicdo quimica. Essa variacdo pode estar
relacionada tanto ao gendtipo das plantas como a sua localizacdo geografica e a
composicao do solo de origem, visto que as plantas cubanas foram cultivadas em solo

rico em niquel lateritico, o que ndo foi observado em solo brasileiro.

2 - O oleo essencial de Cymbopogon citratus obtidos no Brasil e em Cuba nédo
apresentaram diferencas significativas com relacdo a atividade bioinseticida no

desenvolvimento po-embrionario dos dipteros muscoides.

3- O oleo essencial de Pinus caribaea (Brasil/Cuba) apresentaram uma maior
atividade bioinseticida no desenvolvimento pds-embrionario dos dipteros muscoéides
quando comparado ao 6leo essencial de Cymbopogon citratus (Brasil/Cuba).

4 - Os compostos isolados Citral e Cariofileno mostraram possuir acao
inseticida no desenvolvimento pés-embrionario dos dipteros muscéides. A espécie
Chrysomya megacephala se mostrou mais sensivel ao monoterpeno Citral e Musca

domestica se mostrou mais sensivel ao Cariofileno.
5- Esses estudos indicam que esses 6leos e seus metabolitos isolados podem

ser promissores no desenvolvimento futuro de bioinseticidas naturais de dipteros

muscoides que poderao ser integrados a outros programas de controle bioldgico.
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ANEXOS

Anexo A- Artigo Aceito 2013 - “Evaluacion de las condiciones de
extraccion por hidrodestilacién-cohobacion del aceite esencial del follaje
de Pinus caribaea Morelet var. caribaea (droga seca)”
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Anexo A

Recepcién: sept. 2012
Aceptacion/publicacion: enero 2013

Evaluacion de las condiciones de extraccion por
hidrodestilacion-cohobacion del aceite esencial del follaje de
Pinus caribaea Morelet var. caribaea (droga seca)
Extraction Condition Evalunation of Pinus caribaea Morelet var. caribaea Essential Oil
Foliage (Dry Drug) by Hydrodistillation-Cobobation

Lic. Félix Ferndndez-Sanche?, Ms. C. Jorge Eric Marin-Moran®, Ms. C. Zeneida Teixeira-Pinto™, ’@5

Dra. C. Margareth Maria de Carvalho-QueiroZ”, Dr. C. Julic César Escalona-Arranz"

jceal@ent.no.edu.cu
ILaboratorio de Aseguramiento de la Calidad, Moea, Holguin, Cuba; "Departamento de Farmacia, Universidad
de Oriente, Santiage de Cuba, Cuba; TUniversidade Federal Rural do Rie de Janeiro, Laboratério de Educacio
enmt Ambiente ¢ Satide/FIOCRUZ. Bolsista CAPES, Brasil; WInstitute "Oswalde Cruz", Rie de Janeiro, Brasil

® Resumen

Serealizo un estudio con el objetivo de seleccionar las condiciones de extracci6n por el método
de hidrodestilacion (cohobacion) del aceite esencial del follaje de Pinus caribaea Morelet var.
caribaea (droga seca). Los factores estudiados en el proceso de extraccion fueron el tamafio de
particula (1,25;0,6; 0,25y 0,18 mm); larelaciondroga seca-agua(1:7,1:12y 1:16 g/mL); y el tiempo
de extraceion (30, 60, 90, 120, 150, 180, 210, 240, 270, 300, 330 v 360 min); mientras que como
variable respuesta se considerd el rendimiento de aceite esencial (%). Los resultados demuestran
que tanto el tamafio de particula como el tiempo de extraccién tienen efectos significativos sobre
el rendimiento de aceite esencial (valor de P < 0,05), a diferencia de la proporcidn droga-agua la
cual no influye significativamente sobre el proceso extractivo. El maximo rendimiento obtenido
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