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RESUMO

Insetos, da ordem Odonata, podem ser encontrados em viveiros de aquicultura,
causando grandes prejuizos. O controle desses animais vem sendo feito com uso de
inseticidas quimicos, entretanto essas substancias podem causar prejuizos ao meio
ambiente, sendo o uso de bioinseticidas uma saida para a sua substituicdo. Este
trabalho tem como objetivo utilizar extratos das plantas Azandirachta indica (nim),
Melia azederach (cinamomo), Momordica charantia (meldao de Sao Caetano), no
controle de Odonata e verificar sua toxicidade em alevinos de tilapia do Nilo. Para isso
foram confeccionados extratos de folhas das trés plantas coletadas no estado do
Parana. Esse material foi submetido a secagem, a temperatura de 40°C por 48 horas,
trituradas e peneiradas a dois mm. Para obtengao dos extratos foram utilizados 21,8g
desse material misturado em 125mL de solug¢ao hidroalcodlica, agitado por 24 horas,
e filtrado por duas vezes totalizando 250mL. Foram realizados dois pré-ensaios para
refinar as doses a serem testadas, e ao final foi realizado o ensaio definitivo de
toxidade aguda. Para o ensaio de toxicidade aguda em Odonata realizou-se diluicoes
para cada um dos trés extratos, sendo para o nim 0; 1,05; 1,09; 1,13; 1,18; 1,22; 1,26;
1,31; 1,35; 1,40; 1,44; 1,48 g/L; para o melao de Sao Caetano: 0; 0,61; 0,65; 0,70;
0,74; 0,78; 0,83; 0,87 g/L; e para o cinamomo: 0; 1,22; 1,26; 1,31; 1,35; 1,40; 1,44,
1,48; 1,53; 1,57; 1,61; 1,66 g/L. Todos tratamentos tiveram 10 repeticdes, totalizando
130 unidades experimentais (UE) para o nim, 80 para o meldo de Sdo Caetano e 160
para o cinamomo, distribuidos em delineamento inteiramente casualizado, sendo que
cada UE consistia em um recipientes de vidro de 250 mL compostas de uma Odonata
e 150 mL da solugdo. Os individuos foram monitorados a cada seis horas por 48 h, a
cada verificagdo foram contabilizados os individuos mortos. Esse bioensaio foi
repetido trés vezes. Apds o experimento, calculou-se as concentracdes letais que
provocaram mortalidade em 50% e 99% dos individuos em 24 e 48 horas usando o
calculo de probits. As concentracgdes letais para as Odonata do extrato mais eficiente
(maior mortalidade em menores concentragdes), o meldo de Sao Caetano, foram
testadas para alevinos de tilapia do Nilo durante um periodo de 21 dias. Para isso, 80
alevinos com 2 a 3 g foram submetidos a essas concentragbes. As concentragcdes
letais de extrato de nim para as Odonata em 24 horas foram: CLso(24h)=1,45, e
CLo9(24h)=1,87 g/L. Para um periodo de 48h a CLs0(48h)= 1,29 e CL99(48h)=1,2 g/L.
Para o extrato de cinamomo, a CLs0(24h) foi de 1,57 e a CLg9(24h)=1,87 g/L, para o
periodo de 48h as concentracgdes letais foram CLs0(48h)=1,42 e CLg9(48h)=1,45 g/L.
As concentragdes letais de meldo de Sdo Caetano foram: CLso(24h)= 0,76; CLoo(24h)=
1,08; CLs0(48h)=0,69 e CLg9(48h)=0,99 g/L. Nao foi verificada mortalidade dos
alevinos durante o periodo do ensaio de toxicidade cronica, as branquias dos peixes
apresentaram baixo indice de lesdes em concentracbes mais baixas quando
comparadas com as concentragbes mais altas. Os trés extratos, apresentaram
potencial inseticida, contudo sdo necessarias altas concentragdo para provocar
mortalidade nesses animais. O extrato de meldo de Sao Caetano ndo apresentou
toxidade aos alevinos, e diminuiu os parasitas branquiais nos peixes, no entanto
causou mais lesbes em concentragdes altas.

Palavras-chave: Aquicultura. Bioinseticida. Extratos naturais. Larvicida.



ABSTRACT

Insects, of the order Odonata, can be found in aquaculture tanks, causing great
damage. The control of these animals has been done with the use of chemical
insecticides, however these substances can cause damage to the environment, and
the use of bioinsecticides is an outlet for their replacement. This work aims to use
extracts from the plants Azandirachta indica (nim), Melia azederach (cinamomo),
Momordica charantia (melado de Sdo Caetano), in the control of Odonata and verify its
toxicity in Nile tilapia fry. For that, leaf extracts from the three plants collected in the
state of Parana were made. This material was subjected to drying at a temperature of
40 ° C for 48 hours, crushed and sieved at two mm. To obtain the extracts, 21.8g of
this material were used, mixed in 125mL of hydroalcoholic solution, stirred for 24 hours
and filtered twice, totaling 250mL.For the acute toxicity test in Odonata, dilutions were
made for each of the three extracts, with neem: 0; 1,05; 1,09; 1,13; 1,18; 1,22; 1,26;
1,31; 1,35; 1,40; 1,44; 1,48 g/L, Bitter melon: 0; 0,61; 0,65; 0,70; 0,74; 0,78; 0,83; 0,87
g/L, and for chinaberry: 0; 1,22; 1,26; 1,31; 1,35; 1,40; 1,44; 1,48; 1,53; 1,57; 1,61,
1,66 g/L. All treatments had 10 replications, totaling 130 experimental units for neem,
80 for Bitter melon and 160 for chinaberry, distributed in a completely randomized
design, each UE consisted of a 250 mL glass container composed of one Odonata and
150 mL of the solution. Subjects were monitored every six hours for 48 h, at each check
dead individuals were counted. This bioassay was repeated three times. After the
experiment, lethal concentrations that caused mortality in 50% and 99% of individuals
at 24 and 48 hours were calculated using the calculation of probits. Lethal
concentrations for the most efficient extract Odonata were tested for tilapia fingerlings
over a period of 21 days, so 80 fingerlings with 2 to 3 g were submitted to these
concentrations. Lethal concentrations of Neem extract to Odonata at for 24 hour period
were: LCs0(24h)=1,45 and LCo9(24h)=1,87 g/L. For a period of 48h at LCs0(48h)=1,29
e LCo9(48h)=1,2 g/L. For cinnamom extract, LC50 (24h) was 1,57 and LCg9(24h)=1,87
g/L, for the 48h period lethal concentrations were LCs0(48h)= 1,42 e LCg9(48h)=1,45
g/L. The lethal concentrations of Sdo Caetano melon were: CLs0(24h)=0,76;
LCo9(24h)=1,08; LCs50(48h)=0,69 e LCg9(48n)=0,99 g/L. No fingerling mortality was
observed during the chronic toxicity test period, the fish gills had a low rate of injury at
lower concentrations when compared to the highest concentrations. The three extracts
showed potential insecticide, however high concentrations are necessary to cause
mortality in these animals. Sao Caetano melon extract showed no toxicity to
fingerlings, and decreased gill parasites in fish, however caused more lesions at high
concentrations.

Keywords: Aquaculture. Bioinsecticide. Natural extracts. Larvicide.
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1 INTRODUGAO

Os estagios larvais de varios insetos sdo encontrados em viveiros da
aquicultura e podem incluir varios taxons, dentre eles: Odonata, Coleoptera,
Hemiptera, Plecoptera (AJIBADE; AJANI; OMITOYIN, 2017; YAPO; ATSE; KOUASSI,
2013; ZIA et al., 2018). Os individuos da ordem Odonata podem acarretar em grandes
prejuizos na piscicultura, uma vez que estes organismos podem promover altas
densidades em tanques de larvicultura de peixes, levando a predacdo destes
(TOMAZELLI et al., 2016).

As larvas de Odonata sao predadoras generalistas, que se alimentam de uma
ampla variedade de animais (BUSSE; HORNSCHEMEYER; GORB, 2017; CORBET,
2002). Nos primeiros instares, a maioria das espécies se alimenta de pequenos
invertebrados (DUDOVA; BOUKAL; KLECKA, 2019), e larvas maiores podem se
alimentar de artropodes, Chironomidae, girinos (SEMLITSCH, 1990) e alevinos de
peixes (SOARES; HAYASHI; REIDEL, 2003). Esta heterogeneidade alimentar é
proporcional ao tamanho das ninfas de Odonata que podem chegar a 62 mm (BLOIS,
1985; FULAN; HENRY, 2008).

A medida que as larvas crescem, os itens de presas individuais tornam-se
maiores (SEMLITSCH, 1990), tornando esse animal muito voraz em viveiros de
aquicultura (TOMAZELLI JUNIOR et al., 2011). A densidade de larvas de Odonata,
forma de predacao e a taxas de predacido em areas fechadas podem ser maiores do
que em aguas abertas (VAN DE MEUTTER; STOKS; DE MEESTER, 2004). A alta
mortalidade nas fases iniciais de cultivo, pode levar muitas vezes a inviabilizacdo do
empreendimento aquicola, e um dos principais problemas enfrentados pelos
produtores € a predacado dos peixes por insetos aquaticos. Sendo a predagao, por
vezes total, de péds-larvas e alevinos de peixes por Odonata (DELGADO;
ALCANTARA; COUTURIER, 1995; SOARES; HAYASHI; REIDEL, 2003)

A forma mais eficiente de controle populacional dos insetos aquaticos na
aquicultura, é feito pela aplicagao de inseticidas quimicos na agua (GLUSCZAK et al.,
2007). Entretanto, alguns produtos quimicos tém efeito cumulativo e causam
contaminagdo da agua (BARISIC; CANNON; QUINN, 2019), podendo ocasionar
danos aos ecossistemas aquaticos que recebem os efluentes dos tanques,
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comprometendo a qualidade ambiental, além de representar risco aos consumidores
(CHANDRA et al., 2017).

Os inseticidas quimicos mais usados em aquicultura sdo da classe dos
organofosforados e piretroides (JENSEN et al.,, 2017b), sendo despejados
diretamente na agua do tanque de cultivo (FONSECA et al., 2004). Embora este tipo
de controle seja eficiente, é proibido em varios paises, devido a contaminagao da agua
e morte de parte do zooplancton necessario como alimento para alevinos (HASAN et
al., 2014). Piretrdides sintéticos sdo o grupo mais toxico de inseticida para peixes e
fauna de invertebrado aquaticos (BUMROONGSOOK, 2018). Em humanos esses
compostos, quando usados com frequéncia, podem causar doengas, como: alergias,
dermatites, problemas na pele (BUMROONGSOOK, 2018), danos genéticos e cancer
(WEBSTER; MCKENZIE; MORIARTY, 2002).

Dessa forma, com o objetivo de evitar e/ou reduzir o uso de inseticidas
sintéticos na aquicultura, mas obtendo resultados igualmente eficientes no controle de
insetos aquaticos, tem sido divulgado e pesquisado o uso de inseticidas naturais
(WINKALER et al., 2007), que apresentem menor custo e causem menor impacto
ambiental, além de serem biodegradaveis (KAMARAJ et al., 2010). Varias plantas
apresentam propriedades inseticidas, sendo capazes de provocar inibigao alimentar
nos insetos, redugao da motilidade, inibicdo da sintese de quitina, deformagdes em
pupas e adultos, e mortalidade de formas imaturas e adultos (MORDUE e
BLACKWELL, 1993).

Nessa vertente, 0 uso de inseticidas naturais € uma saida sustentavel para o
uso de inseticidas sintéticos (RAMANIBAI; VELAYUTHAM, 2015). Alguns compostos
inseticidas presentes em plantas como nim (Azadirachta indica), cinamomo (Melia
azedarach) e meldo de Sao Caetano (Momordica charantia) sao amplamente usados
em agroecologia para combater diversos grupos de insetos terrestres, como Diptera,
Lepdoptera, Heteroptera, Orthoptera (BATABYAL et al., 2007; GANDA et al., 2019;
PASSERINI; HILL, 1993; ZANUNCIO et al., 2016).

Devido ao potencial de algumas substéncias naturais para o controle de

insetos e 0s poucos danos que esses compostos trazem ao ambiente, esse trabalho
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tem grande relevancia, pois busca uma maneira eficaz de reduzir a mortalidade nas

fases iniciais da aquicultura.

1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo geral

Esse trabalho tem como objetivo verificar o potencial bioinseticida de extratos
vegetais, em larvas de Odonata (Pantala flavescens), que causam prejuizos em
larviculturas, além de verificar seu efeito sobre alevinos de tilapia do Nilo (Oreochromis

niloticus).

1.1.2 Objetivos especificos

e Determinar a concentragao sub letal (CL50) e letal (CL99) em 24 e 48 horas,
dos extratos vegetais em larvas de Odonata.

e Verificar por meio de teste de exposigdo aguda, qual dos extratos testados
possui maior potencial bioinseticida para Odonata.

o Verificar se o extrato mais eficiente no teste agudo em Odonata, causa algum

efeito toxico em alevinos de tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus).

2 REVISAO DE LITERATURA

21 A ORDEM ODONATA

Odonata é uma ordem de insetos cosmopolitas muito comuns, recebendo por
essa razao distintos nomes, dentre eles; lava-bunda, libélula, jacinta, cavalo-de-judeu,
cavalinho-do-diabo, zigue-zague e ciganinha (RAFAEL; DE MELO; DE CARVALHO,
2012). No Brasil foram descritas 856 das 6000 espécies registradas no mundo
(BARBOSA et al., 2019; BORGES et al., 2019; SCHORR; PAULSON, 2019). Esses
animais possuem ciclo de vida dividido em duas fases, sendo a fase imatura aquatica

e a adulta terrestre/aérea (DOS REIS et al., 2011). Suas larvas sdo encontradas em
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ambientes I6ticos e |énticos, e algumas espécies sao fitotelmatas vivendo na agua
acumulada nas bainhas de folhas de bromélias e nos ocos de arvores (SORIANO;
GUTIERREZ, 2007). Os adultos sdo voadores ativos, tipicamente diurnos, além de
alguns crepusculares (SOUZA; COSTA; OLDRINI, 2007).

Sao considerados insetos hemimetabolos, ou seja, possuem metamorfose
incompleta, ndo apresentando o estagio de pupa (PAULSON, 2019). O primeiro
estagio do desenvolvimento larval €, a de pré-larva, posteriormente, a larva jovem
seguido de 8 a 15 mudas, antes de deixar a agua e emergir como adulto (CORBET,
2002). A fase larval é relativamente longa, sendo que a maioria das espécies se

desenvolvem em trés anos ou menos (CORBET, 1962).

Varias espécies sao conhecidas por se reproduzirem em sistemas de agua
salobra (SORIANO; GUTIERREZ, 2007; ZIA et al., 2018). No entanto, algumas
possuem adaptacdes morfoldgicas e fisioldgicas associadas a estrutura do habitat
para sobreviver quando as condigdes ambientais ndo sao favoraveis, podendo entrar
em um periodo de dorméncia esponténea (diapausa), com interrupgéo das atividades
de desenvolvimento (CORBET, 2002). A maior parte do ciclo de vida de Odonata &
gasto como larva em ambiente aquatico, o tempo de incubagado dos ovos varia de
apenas alguns dias a varios meses, dependendo da latitude e das espécies
(HECKMAN, 2008).

2.2 ODONATA E PREJUIZOS A AQUICULTURA

Os estagios larvais de varios insetos sdo encontrados em viveiros de
aquicultura e podem incluir taxons Odonata, Coleoptera, Hemiptera, Plecoptera entre
outros (AJIBADE; AJANI; OMITOYIN, 2017; YAPO; ATSE; KOUASSI, 2013; ZIA et al.,
2018). Dentre estes, os individuos da ordem Odonata podem acarretar grandes
prejuizos na piscicultura, uma vez que estes insetos podem ocorrer em altas
densidades em tanques de larvicultura de peixes, promovendo grande predagao e
levando a perda da produgéo (TOMAZELLI et al., 2016)

As larvas de Odonata sdo carnivoras e possuem um ciclo de vida associado
a corpos d'agua (CUELLAR-CARDOZO; JARAMILLO; CASTRO-REBOLLEDO,
2018), sao também predadoras generalistas, que se alimentam quase de qualquer
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tipo de animal que seja de tamanho apropriado para o seu tamanho (CORBET, 2002)
, tornando esse animal muito voraz em viveiros de aquicultura, podendo predar
alevinos e pequenos peixes (HECKMAN, 2008). Nestes locais a densidade de larvas
de Odonata, a forma e a taxa de predagao em areas fechadas podem ser maiores do
que em aguas abertas (VAN MEUTTER; COTTENIE; DE EESTER, 2008).

Dentre as espécies de Odonata citadas na literatura que causam prejuizos
econdmicos a piscicultura temos Acantharion sp., Aphylla theodorina, Brachymesia
furcata, Micrathyria hesperis, Pantala flavescens, Perithemis mooma, Orthemis sp
(FERREIRA-PERUQUETTI; FONSECA-GESSNER, 2003; FONSECA et al., 2004;
YAPO; ATSE; KOUASSI, 2013).

Segundo Santos; Costa; Pujol-luz (1988), um viveiro de piscicultura pode
registrar uma densidade de 80 ninfas de Odonata/m2. Delgado; Alcantara; Couturier
(1995) registrou entre 22 a 415 Odonata/m? variando ao logo do ano em um viveiro de

cultivo de Colossoma macropomum na Amazébnia Peruana.

Ninfas de Pantala sp. (Libellulidae) apresentaram taxas de predacéo
relativamente altas, conforme estudo realizado por soares; Hayashi; Reidel (2003),
observaram que individuos com comprimento entre 3 e 25 mm consumiram em media
até 35,24 larvas de curimba (Prochilodus lineatus) por dia. De acordo com 0os mesmos
autores essa predacao € proporcional ao tamanho da Odonata, sendo 24,62 mm o
tamanho de Pantala que alcancou o pico de predacgao. Ninfas de libélula consumiram
até trés alevinos de Oreochromis mossambicus por dia em um trabalho realizado por
Tave; Rezk; Smitherman (1990).

2.3 CONTROLE DE ODONATA

Os organofosforados e piretréides séo os inseticidas mais usados em
aquicultura para o controle de insetos e parasitas (FONSECA et al., 2004; JENSEN et
al., 2017a; YIN et al., 2019). Atualmente, esses compostos vem sendo utilizados em
cultivos aquicolas no controle de Odonata que predam juvenis de peixes (T. PEREZ,
A. CESPEDES, M. RIVERO, N. MEDRANO, 2016).
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Esses compostos possuem alta toxicidade para peixes e fauna de
invertebrados aquaticos (BUMROONGSOOK, 2018), contaminando a agua e o solo,
bem como vegetais, frutas, leite, produtos alimenticios e outros organismos vivos
(CHANDRA et al.,, 2017). Além disso ndo possuem seletividade do vetor alvo e
causam toxicidade severa e até morte em humanos e animais domésticos (MINTON;
MURRAY, 1988).

Em seres humanos, o uso com frequéncia, e/ou feito de maneira inadequada,
pode causar a reducdo na atividade das colinesterases no sangue de produtores que
fazem uso irregular desse tipo de substancia (MUNGKALASIRI; PAENGJUNTUEK,
2016), Em altas concentragdes no sangue, os organofosforados, diminui a frequéncia
cardiaca, afetando assim ao bloqueio auriculo-ventricula resultando na diminuicdo do
volume de sangue sendo bombeado pelo coragdo, gerando hipotenséo
(CARRINGTON DA COSTA et al., 1988). Além disso o uso inadequado pode levar a
alergias, dermatites e problemas na pele (BUMROONGSOOK, 2018). as intoxicagdes
provocadas por estes compostos tém aumentado particularmente nos paises em
desenvolvimento, onde a intoxicagdo voluntaria por estes compostos chega a ser
causa de morte de 200 000 pessoas por ano (TEIXEIRA et al., 2004).

Em organismos aquaticos esses compostos afetam o crescimento dos peixes,
podendo causar tor¢do do corpo, devido a uma hipercontragdo muscular, também
podem afetar a absorcao de vitamina C e, consequentemente, o desenvolvimento do
esqueleto (GUIMARAES et al., 2019). Um estudo realizado por (KAVITHA;
VENKATESWARA RAO, 2007) observaram que doses de organofosforados acima do
recomendado resulta em inibicdo da atividade da acetilcolina e a ocorréncia de

peroxidacgao lipidica elevada, levando a toxicidade desse pesticida.

2.4 INSETICIDAS NATURAIS

Os inseticidas naturais sdo uma saida sustentavel para o combate a insetos
aquaticos (RAMANIBAI; VELAYUTHAM, 2015), pois em resposta aos agentes
patogénicos, as plantas produzem metabdlitos secundarios como os flavonoides,
alcaloides e terpenoides, que coevoluem com os insetos e microorganismos, tornando

essas plantas fontes naturais de substancias inseticidas (MARANGONI; MOURA,;
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GARCIA, 2013), sendo considerados compostos biodegradaveis (ASOGWA et al.,
2010; KAMARAUJ et al., 2010). Com isso, estudos tem sido realizados com o objetivo
de conhecer os efeitos inseticidas desses compostos (ERVINA; SUKARDIMAN, 2018;
NIROUMAND et al., 2016; VISHNUKANTA, 2008).

Diferentes plantas foram testadas e obtiveram efeitos significativos (CARLINI;
GROSSI-DE-SA, 2002). Entre estas podemos citar: Allium sativum (alho), Artemisia
absinthium (absinto), Citrullus colocynthis (melancia), Laurus nobilis (Louro), Mentha
pulegium (menta), Myrtus communis (murta), Nerium oleander (oleandro), Ocimum
basilicum (manjericao) e Origanum majorana (manjerona) (NIROUMAND et al., 2016),
sendo Melia azedarach e Azadirachta indica as mais usadas, pois possuem uma
quantidade grande de triterpendides, especificamente substancias limondides
(MOSSINI; KEMMELMEIER, 2005; MOURAO et al., 2004). Essas substancias
naturais atuam no sistema neuroenddcrino, interferindo nos processos de troca de
tegumento e na metamorfose, agindo nos horménios reguladores de crescimento
(DOSHI; SHENDAGE; KHYADE, 2016) ou interferindo no metabolismo respiratorio
das células e na sintese de ATP (MAHMOUD et al., 2019; NURHAYATI; SUBCHAN,;
PRIHATIN, 2018).

2.4.1 Nim (Azadirachta indica A.Juss.)

O nim é uma planta pertencente a familia Meliaceae (VAN DER NAT et al.,
1991), uma familia cujos membros sao fontes de limonoides, um grupo de fitoquimicos
de sabor amargo com propriedades inseticidas (TILNEY; NEL; VAN WYK, 2018). Essa
planta é originaria da india e Birmania (KUMAR; NAVARATNAM, 2013), sendo muito
comum em areas aridas do sul e sudeste da Asia. Foi introduzida pela primeira vez
na Africa, América Latina e Oceania cerca de cem anos atras, onde encontra-se
amplamente distribuida (KUMAR; NAVARATNAM, 2013; ZHANG YAN PING et al.,
2002).

No Brasil essa planta foi introduzida para uso ornamental, sendo uma das
espécies mais abundantes na arborizagdo do tipo forquilha (RUFINO; SILVINO;

MORO, 2019). E uma planta bem adaptada ao clima brasileiro, tendo ampla
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distribuicao e podendo ser encontrada desde o semiarido nordestino ao sul do Brasil
(LIRA DE MEDEIROS et al., 2017).

Sao arvores atrativas, podem crescer até 30 m de altura, com galhos
espalhados que cobrem cerca de 10 m de didmetro (MORDUE; NISBET, 2000).
Apresenta grande quantidade de folhas do tipo imparipenadas, que se mantém
sempre verdes (AMEDE et al., 2017), e com distribuigdo alternadas nos galhos, além
disso possuem foliolos de coloragao verde-claro intenso, que caem somente em casos
de seca e frio extremo (MOHAMED et al., 2018). Possui raizes laterais auxiliares e
uma raiz principal do tipo pivotante, que penetra profundamente no solo, sendo sua
principal estrutura de sustentacéo, o que possibilita a retirada de agua e nutrientes de
grandes profundidades (MOSSINI; KEMMELMEIER, 2005).

O nim possui diversos usos, dentre eles: composicdo de paisagens
(paisagismo), devido a sua grande quantidade de folhas (WANG et al.,, 2016);
producdo de madeira; carvdo pirolisado; biocombustivel (SOWMYA
DHANALAKSHMI; MADHU, 2019), e uso fitomedicinal no tratamento de diversas
doencas, devido a grande quantidade de compostos antioxidantes (ALZOHAIRY,
2016). Entretanto o seu principal uso € como inseticida natural por possuir compostos
bioativos, a qual é extraida dos frutos e folhas para a obtencado de extratos e 6leos
(ESPARZA-DIAZ et al., 2010; MORDUE; NISBET, 2000; WINKALER et al., 2007).
Plantacdes de arvores nim foram estabelecidas no Brasil, especificamente, com o fim
de fornecer o d6leo de frutas para a produgao de inseticidas naturais e produtos
cosméticos (FORIM et al., 2010).

As diversas partes do nim possuem uma grande quantidade de compostos,
dentre esses a classe dos produtos naturais conhecidos por triterpenos, mais
especificamente limonoides (MOSSINI; KEMMELMEIER, 2005), os quais perfazem
cerca de 1% da planta (VAN DER NAT et al., 1991). Entre os limonoides, os
compostos mais ativos sdo a azadiractina A e B, salanin (LEE et al., 2013), meliantrol,
nimbin e nimidin (CASTILLO-SANCHEZ; JUAN JOSE JIMENEZ-OSORNIO; MARIA
DELGADO-HERRERA, 2010). No entanto considera-se que 72 a 90% da atividade
biolégica é devido a presenga das azadiractinas (SCHMUTTERER, 1990).
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A azadiractina (Css Ha4 O16) (Figura 1) € um limonoide polar, encontrado nas
sementes, frutos, flores, folhas, galhos, cascas e raizes do nim, possuindo um alto
interesse bioldgico no controle de insetos e outros artropodes e espécies em filos
relacionados (FORIM et al.,, 2010). Atua como uma substéncia anti ecdisteroide,
interferindo com alguns transmissores envolvidos na regulagédo da biossintese e / ou
liberacdo de ecdisona, responsaveis pelas mudas e crescimento de insetos
(SCHMUTTERER, 1990), sendo nao-tdxico para os vertebrados (FORIM et al., 2010;
MORGAN, 2009).

FIGURA 1 — ESTRUTURA QUIMICA DE AZADIRACTINA (Css Has O16), COMPOSTO PRESENTE NO
NIM (Azadirachta indica A. JUSS.).

(Fonte: MORGAN, 2009)

O efeito inseticida dessa planta € apresentado em varios estudos, com
diversas espécies e com diferentes tipos de preparos: em Anopheles usando o 6leo
das sementes e folhas (ALIERO, 2003); em Culex pipiens (Diptera: Culicidae) com
O0leo de sementes (MAHMOUD et al., 2019); em Syllepte derogata (Lepidoptera:
Pyralidae) com 6leo das sementes (GANDA et al., 2019); em Podisus nigrispinus
(Heteroptera: Pentatomidae) usando 6leo de sementes (ZANUNCIO et al., 2016), em
Periplaneta americana (Blattaria: Blattidae) com extrato etandlico (ROSEMARY;
NESTOR; ABALIS, 2018); em acaro Iphiseiodes zuluagai (Acari: Phytoseiidae) com
extrato alcodlico (MOURAO et al., 2004); e em Tuta absoluta (Lepidoptera:
Gelechiidae) com extrato aquoso (GONCALVES-GERVASIO; VENDRAMIM, 2007).

2.4.2 Cinamomo (Melia azedarach L.)

O cinamomo é uma planta pertencente a familia Meliaceae (ERVINA,;
SUKARDIMAN, 2018). Essa familia inclui 50 géneros e 1.400 espécies (KURAVADI;
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GOWDA, 2019), sendo que dentro do género Melia, a espécie M. azedarach é a mais

conhecida por estar presente em varias partes do mundo (SHARMA; PAUL, 2013).

M. azedarach uma espécie endémica do sul da Asia (Ira, india e sul da China)
(PENNINGTON, 1981). Possui ampla distribuigao, desde a China, india e Jap3o até a
Indonésia, Australia Africa, América do Norte, América do Sul e sul da Europa (NTALLI
et al., 2010). No Brasil é considerada uma espécie exética invasora (HOPPEN et al.,
2014; RUFINO; SILVINO; MORO, 2019).

S&o arvores caducifélia, com altura variando de 5 a 15 m de altura, com um
diametro que pode chegar a 110 cm de caule (AL-RUBAE, 2009) pardo-acinzentado
ou marrom avermelhado, com fissuras longitudinais e obliquas. Apresenta copa
aberta, com longas folhas alternas, bipinadas (KUMAR et al., 2003), com 3-6 pares de
pinas secundarias opostas, cada uma com 4-5 pares de foliolos opostos, os quais sédo
verde-escuros, ovalados ou elipticos, com margem parcial ou inteiramente denteada
e apice agudo (SIEGLOCH et al., 2015). As flores sdo roxas e muito perfumadas, e
seus frutos sdo amarelos, arredondados, lisos e duros e contém de 4 a 5 sementes
negras (AL-RUBAE, 2009).

Possui diversos usos, dentre eles, arborizagdo publica e composicao de
paisagens (HOPPEN et al., 2014), pois essa planta possui uma ampla copa (AL-
RUBAE, 2009). Apresenta propriedades farmacolégicas devido a grande quantidade
de compostos bioativos (NAZAR et al., 2014), com atividades antiviral, antimicrobiana,
antiparasitaria, contraceptiva, antifoliculogénica, citotéxica (ARAUJO et al., 2009),
inseticida, de antioviposicao, larvicida e antifungica (SHARMA; PAUL, 2013). Essas
propriedades exibidas pelo cinamomo se dao devido a ampla gama de substancias
presentes nos frutos e folhas, dentre elas os terpendides, flavondides, esteroides,
acidos, antraquinonas, triterpendides, meliantriol, melianona, melianol, e esteroides
(NAZAR et al., 2014).

Semelhante ao nim, o cinamomo apresenta compostos limonoides e
esteroides, os quais apresentam atividade inseticida, e repelentes, sendo encontrados
nas sementes, folhas, casca e raizes (KUMAR et al., 2003). Estes compostos podem
ser extraidos usando diversos solventes como etanol, metanol, acetona, benzeno e

hexano (VISHNUKANTA, 2008). Esses compostos sao capazes de inibir o
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desenvolvimento de insetos e também exibem atividade ovicida e larvicida, tendo

modo de ag¢ao semelhantes ao composto limondide azadiractina (AL-RUBAE, 2009).

De forma mais especifica, o cinamomo possui um conjunto de compostos
chamados de meliatoxinas (DADE et al., 2018), as quais s&o tdxicas tanto para
invertebrados quanto para vertebrados, e se encontram em maior quantidade nos
frutos e em pequenas quantidades nas folhas (ERVINA; SUKARDIMAN, 2018). Essas
substancias compreendem uma série de limonoides, sendo as meliatoxinas A1, A2,
B1 e B2 responsaveis pela sua toxicidade (FORIM et al., 2010). Essa gama de
compostos presentes no cinamomo impedem a resisténcia dos insetos ao extrato
dessa planta, pois ndo contém um unico composto ativo, mas um coquetel de varios

ingredientes altamente eficazes (BREUER et al., 2003).

O uso dos diferentes extratos e 6leos dessa planta foram realizados nas mais
diferentes espécies de insetos: Phyllotreta cruciferae (Coleoptera: Chrysomilidae)
com extrato aquoso (RAJA et al., 2015), Hippodamia convergens (Coleoptera:
Coccinellidae) com extrato etandlico (ARENA et al., 2015), Aedes albopictus (Diptera:
Culicidae) com uso de extrato etandlico (ROSSI et al., 2007). Culex quinquefasciatus
(Diptera: Culicidae) (KHAN et al., 2016), Aedes aegypti (Diptera: Culicidae) extrato
etandlico (WANDSCHEER et al., 2004) e em Neuraeschna (Odonata: Aeshnidae) com
o uso de extrato etandlico (TOMAZELLI JUNIOR et al., 2011)

2.4.3 Melao de Sao Caetano (Momordica charantia L.)

Momordica charantia L. € uma planta trepadeira pertencente a familia
Cucurbitaceae, (PRARTHNA DANIEL; M.G.ROYMON, 2014), sendo endémica da
Africa tropical e sudeste Asiatico (SCHAEFER; RENNER, 2010). Essa planta também
€ encontrada na América Latina (BASCH; GABARDI; ULBRICHT, 2003), ocorrendo
em todas as regides do Brasil, sendo uma planta bastante frequente em pomares,
cafezais, sobre cercas e alambrados e em terrenos baldios (ASSIS et al., 2015).

A arvore do meldo de Sao Caetano pode ultrapassar os seis metros de
comprimento, possuindo folhas simples e alternadas com 4-12 cm de didmetro e com
3-7 lébulos profundamente separados com pequenos pontos marginais. Suas flores
sao do tipo actinomorficas, e sdo sempre unissexuais (SHARMA et al., 2011). A fruta
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tem um formato ovalado, elipsoide ou fuso, geralmente distinto, com aparéncia de
verruga e uma forma oblonga (KUMAR et al., 2010), sendo oca em se¢ao transversal,
com uma camada fina preenchida com sementes grandes e achatadas de coloragao
vermelho bordd (LAGUNOVSCHI-LUCHIAN et al., 2017).

O fruto e folhas do meldo de Sdo Caetano contém uma gama completa de
compostos quimicos importantes, dentre eles: proteinas e polipeptideos;
carotendides; acido clorogénico e resorcinol; fitosterolideo: beta-sitosterol e
estigmasterol; glicosterdides: charantina e momordina; momordicina; vitaminas do
complexo B, incluindo vitamina B3; minerais (calcio, magnésio e potassio) e
oligoelementos (ferro, zinco, silicio, niquel) (LAGUNOVSCHI-LUCHIAN et al., 2017).
Devido a sua diversidade de composicdo quimica, possui diversos usos, sendo o
principal: etnobotanico (JOSEPH; ANTONY, 2008), pois possui compostos com
propriedades antiviral, antibactericida, anti-helmintico, anticancerigeno e tumoral, e
antidiabético (PAUL; RAYCHAUDHURI, 2010).

Além disso, frutos e folhas, caules dessa planta possuem triterpenoides
especificos, sendo toxico aos insetos como as momodicinas e cucurbitacinas, dentre
eles a momordicina |, Il e [l (CHANDRAVADANA, 1987; YASUDA et al., 1984; YASUI;
KATO; YAZAWA1, 1998). Momordicina | e Il sdao metabdlitos secundarios
pertencentes ao grupo dos glicosideos triterpenos, do tipo cucurbitano, e apresentam
apenas pequenas diferengas estruturais entre si. Esses compostos exibiram efeitos
inseticidas significativos, incluindo alteragao no apetite de ninfas de insetos, regulagao

do crescimento, defeitos oviposicionais (LIU et al., 2015).

O extrato dessa planta foi testado em algumas espécies de insetos tendo
resultados satisfatérios como inseticida, em larvas de Culex pipiens usando extrato
etandlico (ANNISA et al.,, 2010), em larvas de Spodoptera litura (lepidoptera:
noctuidae) com uso de extrato aquoso (NUR ATIQAH; CHONG, T.V ROZEITA, 2015),
em larvas de Spodoptera litura, e Pseudaletia separata (Lepidoptera: Noctuidae) com
extrato metandlico (YASUI; KATO; YAZAWA1, 1998), e larvas de Plutella xylostella

(Lepidoptera, Plutellidae) com uso de extrato etandlico (BING et al., 2008).
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3 MATERIAL E METODOS

Para avaliar a toxicidade dos produtos naturais em Odonata e alevinos de
tilapias do Nilo, foram realizados testes de toxicidade aguda e crénica,
respectivamente.

Utilizou-se trés extratos naturais preparados a partir das folhas de plantas com
potencial bioinseticidas: Azandirachta indica (nim) (SCHMUTTERER, 1990), Melia
azederach (cinamomo) (TORRES et al., 2006) e Momordica charantia (melao de Sao

Caetano).

3.1 CONFECCAO DOS EXTRATOS ALCOOLICOS

A partir das folhas de Azadirachta indica (Figura 2A), Melia azedarach (Figura
2B) e Momordica charantia (Figura 2C), coletadas no municipio de Palotina estado
do Parana (24° 16' 54" S, Longitude: 53° 50' 25"W), em julho de 2018, foram
confeccionados extratos hidroalcdolicos para testar a toxicidade em Odonata do
género Pantala, e alevino de peixe da espécie Oreochromis niloticus. A identificacdo
das plantas foi feita pela Dr® Carina Kozera, botanica do Departamento de
Biodiversidade da UFPR — Setor Palotina.

FIGURA 2 - Azadirachta indica (A), Melia azedarach (B) E Momordica charantia (C) COLETADAS EM
PALOTINA, ESTADO DO PARANA.

cLia AZepARACH

FONTE: O autor (2010).

Foram coletados nove kg de folhas de cada planta, as quais foram triadas,
retirando-se os galhos, folhas secas e folhas com algum tipo de imperfeigao (Figura
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3A). Logo apods a triagem, as mesmas foram submetidas a secagem em estufa de
ventilagdo forgcada a temperatura de 40°C durante um periodo de 48 horas, até que
atingissem menos de 10% de umidade (Figura 3B). Esse material foi mantido em
sacos escuros fechados a vacuo, em local escuro, até o momento da confec¢cao dos

extratos.

FIGURA 3 - FOLHAS DAS PLANTAS APOS A TRIAGEM (A), E FOLHAS APOS A SECAGEM EM
ESTUFA DE VENTILACAO FORCADA, A TEMPERATURA DE 40°C, DURANTE UM
PERIODO DE 48 HORAS, ATE QUE ATINGISSEM MENOS DE 10% DE UMIDADE (B).

FONTE: O autor (2010).

Para a confecgcdo dos extratos, inicialmente as folhas pré-secas foram
trituradas em moinho de facas (2 mm), e na sequéncia foram peneiradas em conjunto
de peneiras para garantir que o material tivesse menos de dois mm de granulometria

(Figura 4 B).

FIGURA 4 - (A) FOLHAS APOS A SECAGEM EM ESTUFA DE_VENTILACAO FORGCADA ANTES DE
PASSAR PELO PROCESSO DE TRITURACAO; (B) FOLHAS TRITURADAS E
PENEIRADAS (2 MM).

FONTE: O autor (2010).
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Para a preparagao dos extratos hidroalcodlicos foram pesados 21,8g (Figura
5A) do material triturado, ao qual foi adicionado 125 mL de solugao hidroalcodlica (70
partes de alcool etilico absoluto 99,5 % PA para 30 partes de agua destilada). Essa
mistura foi homogeneizada usando agitador magnético durante um periodo de 24
horas (Figura 5B). Posteriormente, foi realizada filtragao, utilizando-se uma bomba de
vacuo, um conjunto de filtragdo composto de um funil Buchner, um kitassato e filtros
de papel qualitativo (gramatura: 85g; espessura: 0,20mm; retengéo de particulas: 1-
2ym) (Figura 5C). O filtrado foi armazenado em frasco ambar sob refrigeracao.

Na sequéncia, retirou-se o material retido no filtro, o qual mais uma vez foi
misturado em 125mL da solugéo hidroalcoodlica e agitado durante 24 horas para
posterior filtragem. Ao final uniu-se os dois filtrados totalizando 250 mL solugdo. A
preparacao dos extratos seguiu metodologia adaptada de (PRISTA et al., 2014), e
esses extratos foram mantidos armazenados em frasco ambar sob refrigeragao até o

momento da realizagdo dos testes de toxicidade (Figura 5D).

FIGURA 5 - PESAGEM (A), AGITACAO(B) FILTRAGEM (C) E ARMAZENAGEM DOS EXTRATOS
ALCOOLICOS DE Azadirachta indica (A), Melia azedarach e Momordica charantia
COLETADAS EM PALOTINA ESTADO DO PARANA.
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FONTE: O autor (2010).

3.2 PRE-ENSAIOS E ENSAIO DE TOXICIDADE AGUDA EM ODONATA

Para verificar a toxicidade aguda dos extratos em Odonata, realizou-se dois
pré-ensaios com cada extrato, e um ensaio definitivo. Esses pré-ensaios foram

necessarios para obtengao de faixas de respostas de mortalidade, que correspondem
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a intervalos de concentragao que ocasionaram mortalidade dos insetos desde préximo
de zero até proximo de 100%.

Para o primeiro pré-ensaio de toxicidade aguda foram coletadas 45 larvas de
Odonata do género Pantala, com comprimento entre um e dois cm, os quais foram
encontrados em tanques de piscicultura em Palotina. Antes de iniciar o teste, esses
individuos passaram por um periodo de observacao e aclimatagdo de dois dias,
colocados separados em recipientes de Plasticos de 250 mL contendo 150 mL de
agua, na densidade de um Odonata para cada recipiente, alimentadas com larvas de
Chironomidae, uma vez por dia.

O pré-ensaio 1 foi realizado com seis tratamentos, sendo cinco diluicbes e um
controle de cada extrato: 0, 10, 50, 100, 200 e 500 pL/L correspondendo as
concentragdes de (0,044; 0,0174; 0,009; 0,0043; 0,00087 e 0 g/L) e trés repetigdes,
em delineamento inteiramente casualizado. Para diluir os extratos foi utilizado agua
do ambiente onde os Odonata foram coletados. Cada unidade experimental (UE) foi
composta de recipientes cilindricos de vidro de 250 mL, com 150 mL de solugcédo e um
Odonata. Esses animais permaneceram em contato com os extratos diluidos por um
periodo de 48 horas, sendo monitorados a cada duas horas.

A cada verificagao foram observados e quantificados os individuos mortos, ou
seja, que nao apresentavam qualquer movimento ao toque ou movimentagao na sua
parte abdominal. Esse ensaio foi realizado no laboratério de Qualidade de Agua e
Limnologia (LaQal) da UFPR- Setor Palotina.

Para o segundo pré-ensaio de toxicidade aguda foram coletadas 80 Odonata
do género Pantala, com comprimento entre um e dois cm, esses animais foram
coletados no Campus da UFPR de Jandaia do Sul devido a abundancias desses

individuos.

Para esse segundo pré-ensaio, os insetos foram expostos a cinco diluicdes
de cada um dos trés extratos sendo elas (3, 5, 10, 20 e 30 ml/L) correspondendo as
concentragbes de (0,26, 0,43, 0,87, 1,74, 2,62 g/L) e um controle, em um delineamento
inteiramente casualizado com seis tratamentos e cinco repeti¢cdes, totalizando 30 UE
para cada extrato. Seguiu-se a metodologia do primeiro pré-ensaio.

Ap0ds os dois pré ensaios determinou-se a faixa minima, e maxima que ocorre
mortalidade das Odonata, sendo esses ensaios necessarios para refinar

concentracdes e, assim, determinar as concentracgdes letais para Odonata.
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Para o ensaio definitivo de toxicidade, 990 Odonata do género Pantala foram
coletadas nos tanques de aquicultura da UFPR - Campus avangado de Jandaia do
Sul, no periodo de abril a maio de 2019. Antes de iniciar o ensaio, esses animais
passaram por um periodo de observacido e aclimatacdo de 2 dias, separadas, em
recipientes de vidro de 250 mL contendo 150 mL de agua de onde esses animais
foram coletados, sendo 1 individuo para cada recipiente, alimentadas com larvas de
Chironomidae, uma vez por dia.

Realizou-se diluicbes para cada um dos trés extratos. Para o extrato de nim
as concentracoes utilizadas foram entre 0 até 1,52 g/L, totalizando 13 tratamentos.
Para o melao de Sao Caetano as concentragdes utilizadas foram entre 0 a 0,87 g/L
totalizando oito tratamentos. Para o cinamomo foram usadas as concentragdes foram

0 a 1,66 g/L, com 13 tratamentos (Tabela, 1).

TABELA 1 - CONCENTRAGOES DE CADA UM DOS TRES EXTRATOS UTILIZADOS NO ENSAIO
DEFINITIVO COM ODONATAS.

Extratos Concentragdes (g/L)
Nim 0; 1,05; 1,09; 1,13; 1,18; 1,22; 1,26; 1,31; 1,35; 1,40; 1,44; 1,48;
Meléo de Sao Caetano 0; 0,61; 0,65; 0,70; 0,74; 0,78; 0,83; 0,87
Cinamomo 0,0; 1,22; 1,26; 1,31; 1,35; 1,40; 1,44; 1,48; 1,53; 1,57; 1,61; 1,66

Todos tratamentos foram compostos por 10 repeticbes e distribuidos em
delineamento inteiramente casualizado. Cada unidade amostral consistia em um
recipiente de vidro de 250 mL, com uma Odonata e 150 mL da solugéo (Figura 6B),
totalizando 130 UE para o nim, 160 UE para o cinamomo e 80 UE para o melao de
Sao Caetano. Esses recipientes foram vedados com tela de nylon para evitar a saida

dos animais (Figura 6C).

FIGURA 6 - ODONATA COLETADAS NO CAMPUS AVANCADO JANDAIA DO SUL (UFPR) NO
PERIODO DE ABRIL A MAIO DE 2019 (A), RECIPIENTES USADOS NO TESTE DE
TOXICIDADE AGUDO EM ODONATA (B), TELAS USADAS PARA EVITAR QUE AS
ODONATA ESCAPEM DOS RECIPIENTES (C).



33

ﬁnhmﬁﬁﬁ

I

FONTE: O autor (2010).

Os individuos foram monitorados a cada seis horas durante um periodo de 48
h, seguindo a metodologia do pré-ensaio 1. Esse bioensaio foi repetido trés vezes.
Apos o0 experimento, calculou-se as concentragdes letais e sub letais que provocaram
mortalidade em 50% e 99% dos individuos em 24 e 48 horas usando o calculo de
probitos. Em seguida escolheu-se o extrato com a menor concentragdo capaz de
provocar mortalidade em 50% e 99% das Odonata em 24 e 48 horas.

Também foi realizado um teste toxicidade agudo usando diluicbes de alcool
etilico em Odonata, com o objetivo de verificar se as concentragdes de alcool usadas
na confecgéo dos extratos possuem alguma toxicidade em Odonata. Para isso, usou-
se 10 dilui¢gdes de alcool etilico 70% (70 partes de alcool etilico absoluto 99,5 % PA
para 30 partes de agua destilada), sendo essas diluigdes 5, 7, 9, 11,13, 15, 17,19, 21,
23 g/L com 10 réplicas, totalizando 100 UE. Foram utilizadas 100 Odonata com
comprimento variando entre 2 e 3 cm, as quais foram expostas as concentragdes por
um periodo de 48 horas. A metodologia para esse teste seguiu a mesma metodologia

do teste agudo com extratos.

3.3 ENSAIO DE TOXICIDADE CRONICA EM ALEVINOS DE TILAPIA

Para o ensaio, foram adquiridos 200 alevinos em piscicultura da regiao de
Palotina-PR, os quais foram transportados para a UFPR em sacos de transportes para
peixes, com saturagao de oxigénio. Ao chegar no laboratério experimental, os peixes
foram aclimatados durante uma semana em caixas de 1000 litros, com dois
termostatos com aquecedor de 300 W para controle de temperatura, permanecendo

a uma temperatura de 28°C, e aeragao constante feita por meio de trés compressores
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de ar, com 3W de poténcia. Os peixes foram alimentados trés vezes ao dia a taxa de
6% do peso vivo, com ragdo comercial extrusada de 2 mm e 45% de proteina bruta e
3500 kcal, permanecendo assim até a realizagado do experimento.

As concentragdes de extrato hidroalcodlico das folhas de melhor resultado no
teste de Toxicidade para as Odonata, foram testadas para alevinos de tilapia durante
um periodo de 30 dias. Para isso, 80 animais foram selecionados e pesados (Figura
7A), tendo seus pesos padronizados entre 2 a 3 g.

Foram utilizados 20 tanques com 10 litros de agua onde foram feitas diluicdes
correspondentes a cada CL (Figura 7B), sendo que em cada tanque foram alocados
quatro alevinos, com quatro réplicas de cada tratamento, em um delineamento
inteiramente casualizado.

A remocao de fezes era feita duas vezes ao dia por meio de pipetagem (cerca
de 150 mL/dia), sendo que a mesma quantidade de agua retirada das caixas era

reposta, com a mesma diluigao de extrato.

FIGURA 7 - ALEVINOS DE TILAPIA USADOS NO EXPERIMENTO (A), RECIPIENTES USADOS NO
TESTE DE TOXICIDADE CRONICO (B).

FONTE: O autor (2010).

Durante o periodo experimental, os peixes foram alimentados trés vezes ao
dia a taxa de arragcoamento de 6% do peso vivo, com ragao comercial extrusada para
peixes onivoros com granulometria de 2 mm, 45% proteina bruta e 3500 kcal/kg.
Semanalmente realizou-se biometria dos peixes, para ajuste da ragdo, bem como
analise de parametros da qualidade da agua: alcalinidade total, dureza total, aménia
total e nitrito, usando metodologias do (APHA, 2005); e diariamente a temperatura e
o pH foram analisados usando termémetro digital e pHmetro digital modelo LUCA-

210, respectivamente.
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Ao final do periodo experimental esses alevinos foram pesados com uso de
balanca digital, e levados em recipientes plasticos para o Laboratério de Patologia
Animal da Universidade Federal do Parana (UFPR), onde realizou-se a dissecgao de
tecidos para analises histopatoldgicas.

A coleta e manuseio das Odonata seguiu autorizagcdo para atividades com
finalidade cientifica emitida pelo Ministério do Meio Ambiente — MMA, Instituto Chico
Mendes de Conservacdo da Biodiversidade — ICMBio através do Sistema de
Autorizacao e Informagédo em Biodiversidade — SISBIO sob o numero: 66680-1. O
manejo e eutanasia dos animais foi autorizado pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais (CEUA) sob a licenga de protocolo n° 26/2018 e seguiu os Principios Eticos
de Experimentacdo Animal, adotado pelo Conselho Nacional de Controle de
Experimentagcado Animal (CONCEA).

3.4 HISTOLOGIA

Para avaliar os efeitos toxicolégicos que o extrato mais eficiente para provocar
mortalidade nos Odonata causam no tecido branquial dos alevinos de tilapias do Nilo,
foram realizadas analises histopatologicas. Para isso, dois alevinos de cada caixa
foram selecionados ao acaso, emergidos e eutanasiados em super dosagem de
solugao anestésica de Eugenol® (6leo de cravo) na concentragdo de 300 mg/L.

Em seguida, esses animais foram dissecados pra retirada das branquias, as
quais foram colocadas em histocassettes e, entdo, passaram pela rotina histolégica,
seguindo a metodologia de (SABALIAUSKAS et al., 2006). Posteriormente, os blocos
foram cortados usando micrétomo de parafina com espessura de 5um, e,
posteriormente, transferidos para uma lamina de vidro, e corados com solug¢des de
hematoxilina e eosina. Na sequéncia, a coloracdo das laminas foram montadas de
forma permanente com a utilizagao do balsamo do Canada (KUMAR; KUMARI, 2016).

Para a analise das lesdes nas branquias em cada tratamento foi utilizada o
indice de lesdes desenvolvido por (BERNET et al., 1999), adaptado de (TAKASHIMA;
HIBIYA, 1995). Esse indice consiste na caracterizagdo da lesdo provocada por
agentes toxicoldgicos, levando em consideracao seu grau de alteragao e a frequéncia
dessa alteracao.

Para isso, cada lesao foi classificada de acordo com o tipo padrao de reacao

(W orgrpalt), 0 qual varia de 1 a 3, de acordo com cada uma das 16 alteracéo sugeridas
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pelo método, sendo de grau “1” = alteracbes leves, “2” = alteragées moderadas, e “3”

= alteragdes irreversiveis, as lesbdes avaliadas estao descritas no (Anexo, 1). As lesdes
foram também avaliadas de acordo com sua frequéncia de ocorréncia (X org rp alt),
recebendo um valor variando de zero a 6 dependendo do grau e extensao da
alteracao, sendo (0) inalterada, (2) ocorréncia leve, (4) ocorréncia moderada, e (6)

ocorréncia grave (lesao difusa). O calculo do indice é feito usando a seguinte notagéo:

IO"Q =er2alt( o orgrp alt * Worg rp alt)

Onde: org = 6rgao; rp = reagao padrao; alt = alteragdo; a = valor da pontuacgao;

w = fator de importancia.
3.5 ESTATISTICA

As concentragdes letais (CLs) foram calculadas pelo método de estimagao
nao linear, por meio de calculos de probitos (FINNEY, 1952), com intervalo de
confianga (IC) de 95%. Antes disso, os dados foram submetidos a analise de
adequabilidade dos dados por meio da andlise de residuos ajustados do Teste de
Pearson e Deviance, indicando se os dados seguem distribuicdo normal, e se o
modelo Probitos € o que mais se adequa ao conjunto de dados.

Os resultados de indice do Orgdo (lorg) e o comprimento dos peixes em
relacdo ao tempo de experimento, bem como a avaliacdo do comprimento das
Odonata utilizadas no experimento foram submetidos verificagdo da normalidade e
homogeneidade através do teste de Kolmogorov-Smirnov e da analise de residuos
ajustados e homogeneidade das variancias por meio do teste de Levene (SOKAL E
ROHLF, 1969). Depois de confirmados estes pressupostos, os dados foram
submetidos a analise de varidncia ANOVA para medidas repetidas. Usou-se para

todas as analises o programa Statsoft Statistica®.
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4 APRESENTAGAO DOS RESULTADOS

5.1. Pré-ensaios e ensaio de toxicidade aguda em Odonata

Nao houve mortalidade para as Odonata nas concentragées 0,0009, 0,0044,
0,0087, 0,0174, 0,0436 g/L para nenhum dos trés extratos no primeiro pré-ensaio.

Para o segundo pré-ensaio, entre as cinco diluicdes testadas, ndo houve
mortalidade na menor concentracéo 0,26 g/L para nenhum dos trés extratos. Ja em
0,43 g/L morreram trés individuos no extrato de meldao de Sao Caetano, dois no nim e
nenhum no cinamomo. Na concentracdao de 0,87 g/L todos os cinco individuos
morreram no extrato de Meldo de Sao Caetano, e dois individuos para o nim e
cinamomo. Todos os cinco individuos testados morreram nas concentragoes de 1,7 e
2,3 g/L em todos os extratos (Figura 8), dessa forma optou-se em escolher as
concentragdes na faixa entre 0,4 a 1,7 g/L para o ensaio de definitivo de toxicidade.
FIGURA 8 - CONCENTRAGOES DOS EXTRATOS DE NIM, CINAMOMO E MELAO DE SAO

CAETANO, E MORTALIDADE DAS ODONATA PARA O SEGUNDO PRE ENSAIO DE
TOXICIDADE.
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aoMeldo
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Mortalidade
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0, 0,26 0,44 087 1,74 2,62
Concentragéo g/L

FONTE: O autor (2010).

Na realizacdo da analise de probitos, foi verificado relagcao entre diferentes
concentragbes de nim, cinamomo e meldo de Sdo Caetano com a mortalidade de
Odonata (p<0,01), indicando que a variavel concentragao teve um efeito significativo
sobre a mortalidade em Odonata. O coeficiente angular (1) da equagao apresentou
valores positivos, indicando que quanto maior a concentragao dos extratos, maior é a
mortalidade (Tabela, 2).
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O teste de qualidade de ajustes da analise de probitos mostrou que o conjunto

de dados assumem distribuigdo normal com p>0,05.

TABELA 2 - TABELA DE REGRESSAO DA ANALISE DE PROBITOS CORRELACIONADO AS
CONCENTRACOES DE NIM, CINAMOMO E MELAO DE SAO CAETANO EM
RELACAO A MORTALIDADE DE ODONATA, ONDE ESTA EXPRESSO OS
COEFICEINTES BO E B1 DA EQUAGCAO DE PROBITOS G(PI)=B0+B1*XI, O ERRO
PADRAO, Z CALCULADO E P.

Variavel Coef. Erro Padrao Z p
Constante B0 -8,927 0,972 -9,190 0,000
Concentragao 31 (nim) 0,536 0,062 8,670 0,000
24h Constante 0 -10,828 1,110 -9,760 0,000
Concentragao 31 (cinamomo) 0,615 0,065 9,480 0,000
Constante B0 -5,718 0,861 -6,640 0,000
Concentragao 31(meldo de S. Caetano) 0,653 0,100 6,530 0,000
Constante 80 -9,256 0,829 -11,170 0,000
Concentragao B1(nim) 0,622 0,055 11,210 0,000
28h Constante 80 -11,499 1,082  -10,630 0,000
Concentragéo B1(cinamomo) 0,705 0,066 10,700 0,000
Constante B0 -5,256 0,877 -5,990 0,000
Concentracdo 31(meldo de S. Caetano) 0,668 0,105 6,360 0,000

No grafico de probabilidade para os dados de mortalidade pelas
concentragbes dos extratos de nim, cinamomo e melédo de S&o Caetano, € possivel
observar que o ajuste linear da analise de probitos faz sentido para esse conjunto de
dados, pois 0s pontos no grafico se encontram relativamente proximos a linha central,
e entre o intervalo de confianca de 95% tanto inferior quanto superior (Figura 9 A, B,
C,D,E, F).
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FIGURA 9 - PROBITOS PARA A MORTALIDADE DE ODONATA EM RELAGAO AS
CONCENTRACOES DE NIM EM UM PERIODO DE 24(A) E 48 HORAS (B), CINAMOMO
24(C) E 48 HORAS (D) E MELAO DE SAO CAETANO 24(E) E 48 HORAS (F).
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FONTE: O autor (2010).

A concentragao sub letal (CL50) de extrato hidroalcodlico de nim para as
Odonata expostas durante um periodo de 24 horas, e determinada pelo calculo de
probitos foi: CL50(24h) =1,45+0,02 g/L com intervalo de confianga inferior (ICl) igual
a 1,42 e intervalo de confianga superior (ICS) igual a 1,49 g/L. Ja para a concentragao
letal CL99(24h) foi verificado o valor de 1,87+0,05 g/L com o ICl de 1,74 e 0 ICS de
1,94 (Figura 10A). Para um periodo de 48h a CL50(48h) foi de 1,29+0,01 g/L, sendo
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o ICl de 1,28 g/L e 0 ICS de 1,32 g/L. Para a CL99(48h) foi determinado o valor de
1,62+0,03 g/L, com ICl de 1,57 g/Le o ICS de 1,26 g/L (Figura 10B).

FIGURA 10 — GRAFICO DOSE — RESPOSTA AJUSTADO DA ANALISE DE PROBITOS PARA A
MORTALIDADE DE ODONATA EM RELAGAO AS CONCENTRACOES DE NIM EM UM
PERIODO DE 24(A) E 48 HORAS (B).
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FONTE: O autor (2010).

Para o extrato hidroalcodlico de cinamomo, a determinagcdo da CL50 pelo
calculo de probitos, para as Odonata expostas durante um periodo de 24 horas, foi a
concentracédo de 1,54+0,01 g/L (ICI = 1,54 e ICS = 1,56 g/L). Quando da verificagao
da CL99(24h) foi encontrado o valor de 1,87+0,04 g/L (ICI=1,03 e ICS= 1,94 g/L)

(Figura 11A). Para o periodo de 48h foram determinadas as concentragdes letais de
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CL50(48h) na concentragao de 1,42 +0,01 g/L(ICl= 1,40 e ICS= 1,44 g/L) e para
CL99(48h) o valor de 1,45+0,03 g/L (ICl= 1,66 e ICS=1,78 g/L (Figura 11).

GRAFICO 11 - DOSE —-RESPOSTA AJUSTADO DA ANALISE DE PROBITOS PARA A MORTALIDADE
DE ODONATA EM RELACAO AS CONCENTRAGOES DE CINAMOMO EM UM
PERIODO DE 24(A) E 48 HORAS (B) INDICANDO A CL50.
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FONTE: O autor (2010).

Os valores determinados como as concentragdes letais de melao de Séao
Caetano capazes de provocar mortalidade em 50 e 99% das Odonata em 24 horas
foram: CL50(24h) de 0,76+0,01 g/L (ICI=0,74 e 1CS=0,79 g/L): e para CL99(24h) a
concentragdo de 1,08+0,05 g/L (ICI=1,0 e ICS=1,22 g/L) (Figura 12A). Quando
verificado no periodo de 48 horas foi determinado a CL50(48h) de 0,69+0,01
g/L(ICI=0,67 e ICS=0,71 g/L); e para CL99(48h) o valor de 0,99+0,04 g/L(ICI=0,92 e
ICS=1,11 g/L) (Figura 12B).
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FIGURA 12 - DOSE — RESPOSTA AJUSTADO DA ANALISE DE PROBITOS PARA A MORTALIDADE
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DE ODONATA EM RELAGAO AS CONCENTRACOES DE MELAO DE SAO CAETANO
EM UM PERIODO DE 24(A) E 48 HORAS (B), INDICANDO A CL50.
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FONTE: O autor (2010).

Considerando que as concentragdes letais do extrato de meldao de Sao

Caetano, que ocasionaram mortalidade em Odonata, foram inferiores as obtidas para
os outros dois extratos, sendo esse o0 extrato escolhido para a realizacao do teste de
toxicidade cronica com peixes, sendo as concentragdes escolhidas: CL50(24h) = 0,69
g/L, CL50(48h) = 0,76 g/L, CL99(24h) = 0,99 g/L, CL99(48h) = 1,08 g/L.

No teste agudo com concentragées de alcool houve apenas duas Odonata
mortas, uma na concentracao de 9 e outra da de 13 mL/L de alcool, mostrando que a
quantidade de solucado hidroalcodlica usada na confecgdo dos extratos nao foi a
responsavel pela mortalidade das Odonata.
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5.2. Ensaio de toxicidade crénica em alevinos de tilapia do Nilo

N&o foi verificada mortalidade dos alevinos em nenhum tratamento durante as
o periodo do ensaio de toxicidade crbnica, os parametros de qualidade da agua a qual
os alevinos foram mantidos estao dentro dos valores recomendados para o cultivo de
peixe (Anexo, 2).

Os pesos finais dos alevinos em teste de toxicidade crénica sao
demonstrados na (Figura 13). Houve diferenga significativa entre o peso dos animais,
em relacdo ao tempo de experimento (F=44,4, p<0,05) dentro de cada tratamento,

entretanto ndo houve efeito significativo entre os tratamentos (F=1,60, p>0,05).

FIGURA 13 — MEDIA DOS PESOS (g) (MEDIA+DP) DOS ALEVINOS DE TILAPIA UTILIZADAS PARA
O ENSAIO CRONICO DE TOXICIDADE DO EXTRATO DE MELAO DE SAO CAETANO
NAS CONCENTRACOES DE CL50(24H) = 0,69 g/L, CL50(48H) = 0,76 g/L, CL99(24H) =
0,99 g/L, CL99(48H) = 1,08 g/L.

Olnicio

1° semana
@2° semana
B3° semana
W4° semana

o

,69 g/L 0,76 g/L
Tratamentos

FONTE: O autor (2010).

Na determinacdo da média do indice de lesdo de Bernet para as branquias,
foram observados danos maiores nas concentracbées 0,99 e 1,08 g/L onde
apresentaram 37 e 40 para o lorg respectivamente (Figura 14), no entanto, nao foi
verificado diferenga significativa do indice em relagdo as concentragdes de extrato de
melédo de Sao Caetano (F=2,09. p>0,05).

FIGURA 14 - MEDIA DO INDICE ORGAO IORG (MEDIA+DP) DAS BRANQUIAS DOS ALEVINOS DE
TILAPIA ULTILIZADAS PARA O ENSAIO CRONICO DE TOXICIDADE DO EXTRATO DE
MELAO DE SAO CAETANO NAS CONCENTRACOES DE CL50(24H) = 0,69 giL,
CL50(48H) = 0,76 g/L, CL99(24H) = 0,99 g/L, CL99(48H) = 1,08 g/L.
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FONTE: O autor (2010).

@ Media
I *DP

44

Nas concentragdes mais altas tiveram alevinos com pesos médios e indice de

lesdes (lorg) maiores sendo a concentracéo de 0,99 e 1.08 g/L com alevinos de 13,8

e 14,39 e lorg de 37 e 40,33 respectivamente, em concentragdes menores o indice de

lesdo foi menor, sendo para a concentracdo 0 e 0,69/ os indices de 35 e 34,3

respectivamente (Figura 15).

FIGURA 15 - MEDIA DO INDICE ORGAO IORG (MEDIAtDP) DAS BRANQUIAS, E PESO
(MEDIA+DP) DOS ALEVINOS DE TILAPIA ULTILIZADAS PARA O ENSAIO CRONICO
DE TOXICIDADE DO EXTRATO DE MELAO DE SAO CAETANO NAS
CONCENTRAGOES DE CL50(24H) = 0,69 g/L, CL50(48H) = 0,76 g/L, CL99(24H) = 0,99
g/L, CL99(48H) = 1,08 g/L. NA ULTIMA SEMANA DE EXPERIMENTO.

47 -
45 |
43 |
a1 |
39 |

a7 t
35 |

33
31 r
20 r

0 0,69 g/L

0,76 g/L 0,99 g/L 1,08 g/L

Concentracdes de melao de Sao Caetano

—&—lorg <+®-° Pesog

FONTE: O autor (2010).
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Na analise histologica foram encontrados parasitas branquiais da classe

Monogenidea, os quais foram registrados, inclusive, provocando hemorragias em

algumas branquias (Figura 16).
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FIGURA 16 - IMAGEM-1; SETA INDICANDO UM PARASITA BRANQUIAL DA CLASSE MONOGENA
EM UM FILAMENTO BRANQUIAL (F), E LAMELAS BRANQUIAIS (L) DE UM PEIXE
SUBMETIDO A CONCENTRAGCAO 8/L CORRESPONDENTE A CL50(24H) DO E
EXTRATO DE MELAO DE SAO CAETANO, AUMENTO DE (10X, 40X). IMAGEM-2;
INDICANDO UM PARASITA DA CLASSE MONOGENEA ENTRE DUAS LAMELAS, (10X,
10X) NO CONTROLE (SEM EXTRATO DE MELAO DE CAO CAETANO). IMAGEM-3;
ﬂE.MORRGIA (H), AUMENTO DE (10X, 10X).

s

FONTE: O autor (2010).

A frequéncia de ocorréncia de parasitas nas branquias dos alevinos de tilapia,
diminuiu com o0 aumento da concentragao de extrato de meldo de Sao Caetano (Figura
17). Isso, possivelmente, indica uma atividade anti-parasitaria do extrato

hidroalcoolico das folhas de meldo de Sao Caetano.

FIGURA 17 - MEDIA DO INDICE ORGAO IORG (MEDIA+DP) DAS BRANQUIAS, E FREQUENCIA DE
OCORRENCIA (FO%) DE PARASITA NAS BRANQUIAS DOS ALEVINOS DE TILAPIA
ULTILIZADAS PARA O ENSAIO CRONICO DE TOXICIDADE DO EXTRATO DE MELAO
DE SAO CAETANO NAS CONCENTRACOES DE CL50(24H) = 0,69 g/L, CL50(48H) =
0,76 g/L, CL99(24H) = 0,99 g/L, CL99(48H) = 1,08 g/L. NA ULTIMA SEMANA DE
EXPERIMENTO.
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FONTE: O autor (2010).
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5 DISCUSSAO

5.1 EFEITO DO EXTRATO DE NIM SOBRE AS NINFAS DE ODONATA

As concentracdes necessarias de nim para provocar mortalidade nas Odonata
foram superiores, sendo a CL50(24h) 1,45 e CL99(24h) de 1,87 g/L quando
comparado com trabalhos realizados com outras partes desta planta para outros
insetos. Em um teste realizado com pupas de Culex pipiens por Alouani; Rehimi;
Soltani, (2009) estimou-se a CLso (24 e 48h) em 15,25 mg/L e 12,70 mg/L com o uso
de extrato metandlico das sementes de nim. Em larvas de Anopheles stephensi
Batabyal et al. (2007) usando extrato metandlico da semente, estimaram uma CLso
(24h) de 131,32 mg/L. O potencial bioinseticida apresentado pelo extrato das folhas
de nim pode ser justificado pelo tipo de extrato preparado, bem como a parte da planta

que foi utilizada, o que pode ter concentrado menos substancias bioativas .

Existem varias formas de obtengdo dos compostos bioativos do nim, sendo
que os mais utilizados para obteng¢ao de substancias com potencial inseticida estdo
os extratos: aquosos, hidroalcodlicos, metandlico e hexanico e 6leo (ESPARZA-DIAZ
et al., 2010). O dleo de nim obtido através de prensagem mecanica das sementes e
frutos, ou com uso de extratores Soxhlet (PAES et al., 2015) é a forma mais utilizada
no controle de insetos, pois concentra mais compostos bioativos (ENGINEERING,
2018; FORIM et al., 2010; ZANUNCIO et al., 2016). No entanto a extragdo do 6leo do
nim, requer metodologias onerosas (NDIONE et al., 2007), e um custo de produgao
alto quando comparado com outras formas de extragcdo. No entanto a forma mais
barata, e com relativa eficiéncia € o extrato alcodlico (NILE et al., 2018), o extrato
alcéolico, preparado e utilizado no presente estudo, além de ser de facil confeccéo,
ainda pode ser mais eficiente quando comparado com o extrato aquoso, pois
apresenta uma maior quantidade de compostos inseticidas como a azadiractina, os
quais sao altamente soluveis em alcool (ESPARZA-DiAZ etal., 2010; MOURAO et al.,
2004).

Os principais compostos com efeito inseticida presente no nim sido a
azadiractina A e B e estao presentes em maior quantidade no fruto e sementes e em
menor quantidades nas folhas (DAHIYA et al., 2016; LEE et al., 2013; MORDUE;
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NISBET, 2000). O que pode justificar a baixa eficiéncia do extrato usado no presente

trabalho.

Em um estudo com o acaro Iphiseiodes zuluagai, realizado por Mouréo et al.,
(2004), o extrato alcodlico da semente foi mais eficiente com CLso (24h) estimada em
15,89 g/L quando comparado com o extrato de folhas CLso (24h) igual a 121,40 g/L.
Importante ressaltar que o valores obtidos no presente experimento com Odonata,
foram inferiores aos encontrados no estudo citado anteriormente, mas que
possivelmente a baixa eficiéncia comparada a outros estudos, também se deu devido

ao uso das folhas para a confeccao do extrato hidroalcodlico,

Azadiractina apresenta diversos efeitos téxicos em insetos, dentre eles
podemos citar os efeitos antimitoticos, e a supressao da fecundidade e esterilizacao
(NDIONE et al., 2007), no entanto, mais importante & a interferéncia no sistema
enddcrino responsavel pelo regulagao do crescimento, impedindo o desenvolvimento
da ecdise (ARAUJO et al., 2009) o que tem grande efeito sobre a metamorfose dos
insetos, impedindo seu crescimento e desenvolvimento (ROSEMARY; NESTOR,;
ABALIS, 2018). Em relacédo aos efeitos citados, € importante considerar que a
azadiractina é estruturalmente semelhante aos horménios dos insetos conhecidos
como ecdisonas, que sao o0s hormonios responsaveis pela metamorfose
(CHAUDHARY et al., 2017; MORDUE; NISBET, 2000), influenciando diretamente a
biossintese desses ecdisterdides (MITCHELL et al., 1997). Além do processo de
muda, outras fungdes fisiolégica nos insetos s&o controladas pela agdo neuro-
hormonal, dentre elas a sintese de proteinas, reproducéo e diapausa (MARTINEZ;
VAN EMDEN, 2001). Odonata expostas ao extrato de nim, no presente trabalho, eram
comumente encontradas mortas na metade das mudas (ecdise), o que reforgca essa

hipétese.

Varios estudos na literatura utilizaram o extrato de nim em agroecologia, e
estes foram testados em varias classes de insetos que séo pragas na agricultura,
dentre esses, larvas de: Lepidoptera (AHMAD et al., 2018; BRUNHEROTTO;
VENDRAMIM, 2001; GANDA et al., 2019; MOHAMED ADEL et al., 2019; MOHAMED
et al., 2018) (GONCALVES-GERVASIO; VENDRAMIM, 2007), Diptera (CHIFFELLE
G; HUERTA F; LIZANA R, 2009; PROPHIRO et al., 2008; RAO; REUBEN;
NAGASAMPAGI, 1995), (NAIR; MORSE; MARSHALL, 2015) e Coleoptera (NA IR;
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MORSE; MARSHALL, 2015; NIRANJANA; KARUNAKARAN, 2019). No entanto o uso
de extrato de nim em Odonata, consideradas pragas na aquicultura, € pouco relatado,
mas podemos citar o estudo de Tomazelli Junior et al. (2011) com o género
Neuraeschna, que preda alevinos de carpa comum. Nosso estudo buscou investigar
0 género Pantala, que causa grande predacao na tilapicultura, que € a espécie de
peixe de agua doce mais cultivada no pais, o que reforga a importancia do presente

trabalho.

5.2 EFEITO DO EXTRATO DE CINAMOMO SOBRE AS NINFAS DE ODONATA.

O extrato de cinamomo, teve resultados de mortalidade em relagdo a
concentragédo proximos do extrato de nim, com valores de CLs bem parecidos. Isso
pode ter ocorrido devido as duas plantas fazerem parte da familia Meliaceae,
compartilhando assim caracteristicas taxon6micas e composicao quimica
(BRUNHEROTTO; VENDRAMIM, 2001).

O cinamomo também é amplamente utilizado no controle de fases larvais e
adultos de insetos na agricultura, com o objetivo de torna-la mais sustentavel (EFAT
ABOU-FAKHR HAMMAD et al., 2019). O mesmo € usado nos mais diversos grupos
de insetos, como no combate as larvas de Lepidoptera, em diversos cultivos (BINA;
JAVADI; IRAVANI, 2017; BOTTEGA et al., 2018; TILNEY; NEL; VAN WYK, 2018),
Diptera (ILAHI, 2012; PROPHIRO et al., 2008), e Coleoptera (JAZZAR; ABOU-FAKHR
HAMMAD, 2003; NAIR; MORSE; MARSHALL, 2015; RAJA et al., 2015). Em larvas de
Anopheles stephensi, Culex quinquefasciatus e Aedes aegypti, o extrato dessa planta
provocou pouco mais de 50% de mortalidade com a concentragao de 20 mg/L em um
estudo realizado por Selvaraj; Mosses (2011). Para larvas de Aedes aegypti foi
determinada a CLso em 24h de 1,66 g/L, usando extrato etandlico liofilizado da
semente Wandscheer et al., 2004), resultado semelhante ao observado no presente

estudo para Odonata (1,5 g/L).

Na aquicultura poucos trabalhos sao realizados, sendo possivel encontrar
apenas um estudo realizado por Tomazelli et al., (2016) no controle de larvas do
género Neuraeschna. Tornando de grande valor os estudos realizados com extratos

vegetais no controle de insetos aquaticos na aquicultura.
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O cinamomo partilha alguns grupos de compostos do nim, sendo eles os
alcaloides, flavonoides, fendis, taninos, saponinas, esteroides, limondides e
terpendides (ERVINA; SUKARDIMAN, 2018; FEYERA FUFA et al., 2018;
SARIOSSEIRI et al., 2018; ZENG et al., 2019), além de subcompostos importantes
como o meliantriol, melianone e melianol (NAZAR et al., 2014). Essas substancias
concentram fitotoxinas chamadas de meliatoxinas, as quais estdo presentes em toda
parte da planta, concentrando-se no fruto (DADE et al., 2018). O efeito toxico desse
composto, em insetos, esta relacionado principalmente as disfungcdes no processo de
ecdise, devido a sensibilidade que esses organismos tem aos compostos terpendides
(PATRA; THATOI, 2011; TOMAZELLI et al., 2016).

5.3 EFEITO DO EXTRATO DE MELAO DE SAO CAETANO SOBRE AS NINFAS
DE ODONATA.

O extrato de melao de Sao Caetano, em concentracées menores, foi mais
eficiente em causar mortalidade das Odonata, quando comparado com os extratos de
nim e cinamomo, com valores de ClLso 24 e 48 h de 0,76 g/L e 0,69 g/L,
respectivamente; ja para CL99 em 24 e 48 h de 1,08 g/L e 0,99 g/L, respectivamente.
O melao de Sao Caetano possui grandes quantidades de compostos terpendides do
tipo cucurbitano, além de acidos graxos e compostos fendlicos (MOZANIEL et al.,
2018). No entanto, seu uso como inseticida é pouco relatado, sendo mais comum o
uso medicinal dessa planta (FREIRE; SOUSA; LEMOS, 2006; MEERA; NAGARJUNA,
2009; PEREIRA et al., 2016), principalmente no controle do diabetes humano (GAO
et al.,, 2018; JIANG et al.,, 2016; LO et al., 2017), além do uso anti-helmintico
(CAGAUAN; GALAITES; FAJARDO, 2007; PEREIRA et al., 2016) .

Por conter uma ampla variedade de compostos terpendides e compostos
fendlicos, espera-se que os extratos do meldao de Sdo Caetano possua efeito
inseticida (NUR ATIQAH; CHONG, T.V ROZEITA, 2015) e larvicida (BATABYAL et al.,
2007; GANDHI et al., 2017). Como foi relatado por Liu et al., (2015) em estudo com
os compostos momordicinas 1 e 2, isolados de meldo de Sao Caetano, no controle de
pupas Lepidoptera Spodoptera litura, observou-se que apds 24 horas de exposigao a
49,42 ug/ mL de momordicina | e Il, inumeras deformagdes, e mudanga no tamanho

das células do citoesqueleto, alteracbes na membrana celular. Ademais, apos 48
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horas, os mesmos autores, verificaram lesbes nas células do citoesqueleto,
deformagdo do vacuolo e vazamento de citoplasma. Essas mesmas alteragdes
celulares foram observadas no trabalho de Guo et al.,, (2018) com pupas de

Spodoptera usando 20 ug/mL durante um periodo de 24 h .

Rahuman; Venkatesan (2008) estudando o efeito do extrato etandlico de
meldo de Sdo Caetano sobre larvas de Aedes aegypti. e Culex quinquefasciatu
verificaram efeito larvicida moderado para esses insetos com CL50 (24h) estimada
em 199 a 207 mg/L. Prabakar; Jebanesan (2004) em estudo sobre o efeito do extrato
metandlico de folhas dessa planta em Culex quinquefasciatus, estimaram uma CL50
(24h) de 465 mgl/L.

5.4 EFEITO DO EXTRATO DE MELAO DE SAO CAETANO SOBRE OS
ALEVINOS DE TILAPIA DO NILO

No teste cronico com alevinos de tilapia do Nilo n&o foi verificada mortalidade
com o uso do extrato de meldao de Sao Caetano. Essa planta é conhecida por suas
caracteristicas fitoterapicas, e talvez isso tenha alguma relagdo com presente
trabalho. No entanto alguns trabalhos indicam que o extrato de meldo de Sdo Caetano
pode ser toxico aos peixes. Cagauan; Galaites; Fajardo (2007) em seu trabalho com
toxicidade do extrato de aquoso na propor¢cdo um grama de folhas para 2 mL de agua,
para alevinos de tilapia do Nilo, obtiveram uma CL100 em um periodo de 24 horas
igual a 2,59 g/L. No entanto a metodologia utilizada pelo autor pode ter subestimado
esse valor, pois ndo houve extragao de compostos, e sim uma mistura das folhas com
a agua (CAGAUAN; GALAITES; FAJARDO, 2007).

No presente trabalho houve uma diminuicdo na frequéncia de ocorréncia de
parasitas nas branquias dos alevinos, em um estudo realizado por Pereira et al.,
2016), foi verificado que o extrato de folhas liofilizado, foi eficiente contra o trematédeo

Fasciola hepatica nas concentragdes acima de 0,1g/L.

Os extratos hidroalcodlico de folhas de nim, cinamomo e meldao de Sao
Caetano sado opcodes baratas no controle de insetos aquaticos, no entanto mais
estudos se fazem necessarios para que otimizar ou concentrar os compostos

inseticidas e antiparasitarios e tornar viaveis para seus usos comerciais.
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6 CONSIDERAGOES FINAIS

Nim, cinamomo e meldo de Sdo Caetano, na forma de extrato hidroalcodlico
das folhas, apresentaram potencial inseticida para as ninfas de Odonata, contudo séo
necessarias altas concentragdes para provocar mortalidade nesses animais, 0 que
pode nao ser viavel economicamente.

O extrato de meldo de Sao Caetano nido apresentou toxidade aos alevinos de
tilapia do Nilo, ndo causando mortalidade, nem influenciando no peso desses em
animais. Concentragdes mais altas desse extrato diminuiram os parasitas branquiais
nos peixes, mas também provocaram lesdes quando comparado concentracdes mais
baixas, por entretanto essas lesdes n&o tiveram resultados significativos quando
comparado com o controle.

Conclui-se que dentre os extratos estudados, o melao de Sao Caetano
apresenta maior potencial inseticida contra larvas de Odonata, ndo apresenta
toxicidade ao alevinos de tilapia, no entanto s&o necessarios estudos de
bioacumulagao nos tecidos dos alevinos, bem como um estudo de mais profundo da
interacao desse extrato com outros individuos que fazem parte do meio aquatico como

a comunidade planctonica.
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8 ANEXO
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ANEXO 1 - LISTA DE LESOES ANALISADAS NAS BRANQUIAS DOS ALEVINOS DE TILAPIA
USANDO A METODOLOGIA DE BERNET

Padrdo de Unidade
reacao funcional Alteracao fator de pontuacgao
do tecido
Perturbacgbes
circulatorias Hemorragia / hiperemia / aneurisma wGCl =1
Edema intercelular wGC2 =1
Epitélio
Mudangas
regressivas AlteragOes arquitetonicas e estruturais wGR1 =1
Alteracbes plasmaticas wGR2 =1
Depdsitos wGR3 =
AlteracGes nucleares wGR4 =2
Atrofia wGR5 =
Necrose wGR6 =3
Ruptura das células do pilar
Tecido de
suporte
AlteracOes arquitetOnicas e estruturais w GR7 =1
AlteracGes plasmaticas wGR8 =1
Depdsitos wGR9 =1
AlteracGes nucleares w GR10 =2
Atrofia wGR11 =2
Necrose wGR12 =3
Epitélio
Mudangas
progressivas Hipertrofia wGP1 =1
Hiperplasia wGP2 =2
Tecido de
suporte
Hipertrofia wGP3 =1
Hiperplasia wGP3 =
Inflamagdo Exsudato wGIll =1
Ativacao de FER wGl2 =1
Infiltracdo wGI3 =2
Tumor Tumor benigno wGTl =2
Tumor maligno wGT2 =3

ANEXO 2 - PARAMETROS DE QUALIDADE DE AGUA NOS CINCO TRATAMENTOS COM
ALEVINOS DE TILAPIA EXPOSTOS A CONCENTRAGCOES DE MELAO DE SAO
CAETANO DURANTE UM PERIODO DE 30 DIAS.

Variaveis Tratamentos
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Controle

(0 mU/L) 787mUL g 2emLL 11,35mL/L 12,33mL/L
Média +SD Média +SD Meédia +SD Média +SD  Meédia +SD
pH 739 037 738 072 716 0,82 7,26 0,43 735 0,50
Temperatura 233 34 224 30 234 31 239 4.6 225 3,0
OD (mg/L) 495 027 508 0,38 502 0,16 5,03 0,31 507 0,33
Am(?;‘;‘l_t)ota' 0,277 0,018 0,274 0,032 0,264 0021 0,267 0,034 0,285 0,029
Nitrito (mg/L) 0,558 0,077 0,540 0,070 0,584 0,064 0,619 0,103 0,568 0,117

OD = Oxigénio dissolvido




