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AVALIAGCAO DO POTENCIAL DA ACTIVIDADE INSECTICIDA DOS OLEOS
ESSENCIAIS EXTRA{DOS DE AZADIRACHTA INDICA E RICINUS COMMUNIS L
SOBRE LARVAS DE ANOPHELES SPP E AEDESSPP

Jose Andre Barroso!

RESUMO: O presente trabalho foi realizado com objectivo de avaliar a eficicia dos éleos essenciais
extraidos de Azadirachta indica e Ricinus communis L sobre larvas de Anopheles spp e Aedes spp. Os testes
foram conduzidos no laboratério biolégico da Faculdade deCiéncias - Universidade Agostinho Neto
em salas climatizadas a temperatura de 25 + 22 C. Para a obteng¢do das populagdes de Anopheles spp e
Aedes spp colectou-se directamente por¢des de 4gua contendo larvas e ovos em criadouros existentes
no distrito do Sambizanga e utilizou -se armadilhas de colecta de larvas e ovos no municipio de Viana,
e distrito da Maianga. Para a obtenc¢io dos éleos essenciais utilizou-se o método de prensagem a frio
descrito por PINHEIRO, 2003. As larvas obtidas foram contadas, separadas e transferidas, para copos
plésticos transparentes descartdveis com capacidade 100 ml contendo 30 ml de 4gua, contabilizou-se
15 larvas por copo. Verificou-se a mortalidade das larvas de Anopheles spp apés 12, 24, e 36 horas e para
larvas Aedes spp em 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 e 8 dias de exposicdo ao tratamento. Constatou-se que em todas
as concentracdes testadas dos 6leos essenciais das espécies vegetais de Ricinus communis L e Azadirachta
indica ocasionaram mortalidade de 1000% da populagio de larvas Anopheles spp em 24 horas, com a
CLioo de 947 ppm. Enquanto sobre as larvas de Aedes spp observou-se maior eficicia na acgio
conjunta doséleos essenciais ocasionando mortalidade de 10006 da popula¢do na concentragio de 947

ppmem 4 dias. 1250
Palayras - chaves: Anopheles spp. Aedes spp. Oleo essencial. Espécie. Vegetais.

ABSTRACT: The present work was carried out to evaluate the effectiveness of essential oils
extracted from Azadirachta indica and Ricinus communis L on Anopheles spp and Aedes spp. The
tests were carried out in the biological laboratory of the Faculty of Sciences - Universidade Agostinho
Neto in air-conditioned rooms at a temperature of 25 + 22 C. To obtain the populations of Anopheles
spp and Aedes spp, portions of water containing larvae and eggs were collected directly from breeding
sites. existing in the district of Sambizanga and traps were used to collect larvae and eggs in the
municipality of Viana, and district of Maianga. To obtain the essential oils, the cold pressing method
described by PINHEIRO, 2003 was used. The larvae obtained were counted, separated and
transferred to disposable transparent plastic cups with a capacity of 100 ml containing 30 ml of water,
counting 15 larvae per cup. Mortality was verified for Anopheles spp larvae after 12, 24, and 36 hours
and for Aedes spp larvae at 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 and 8 days of exposure to the treatment. It was found that
at all tested concentrations of essential oils from plant species of Ricinus communis L and
Azadirachta indica caused 1009% mortality of the Anopheles spp larvae population in 24 hours, with
an LCroo0 of 947 ppm. While on Aedes spp larvae, greater efficiency was observed in the joint action
of essential oils causing mortality of 1009 of the population at a concentration of 947 ppm in 4 days.

Keywords: Anopheles spp. Aedes spp. Essential oil. Species. Vegetal.
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INTRODUCAO

Aproximadamente 500 milhdes de casos de malaria resultam em 2,7 milhdes demortes por
ano. Segundo dados da OMS, a maléria é a 42 maior causa de mortes entre criangascom menos de
5 anos de idade (WHO, 2005). As filarioses linfiticas apresentam morbidade para cerca de 120
milhdes de pessoas no mundo. A dengue, principalmente na sua forma hemorragica, atinge mais
de 2,5 bilh&es de pessoas, gerando anualmente cerca de 24 mil ébitos (SEVERSON et al, 2001).

O paludismo ou malédria em Angola ainda é a primeira causa de morte, de doenca e de
absentismo laboral e escolar. Esta representa cerca de 350 da demanda de cuidados curativos,209%
de internamentos hospitalares, 40% das mortes perinatais e 25% de mortalidade materna
(Programa Nacional do Controlo da Mal4aria, 2010). A malaria tem, nio s6 um impacto negativo
sobre a satide das populagdes, como também sobre o desenvolvimento social destas tornando-as
mais pobres.

Estudos etnobotinicos recentes tém mostrado muitas plantas com propriedades
terapéuticas de uso rotineiro. Este fato tem contribuido no conhecimento e na preservagio de nossa
flora. No entanto, a aplicagdo de métodos cientificamente controlados sio necessiriosna
investigacdo do potencial fitoterdpico destas plantas visando um aproveitamento racional
(CONCEICAO, 2006).

Por muito tempo utilizou-se o DDT, porém este composto tem a capacidade de persistir
durante muito tempo no ambiente, acumulando-se nos organismos de animais e vegetais, desta
forma seu uso foi desaprovado. Porém o uso freqiiente de inseticidas (organofosforados,
carbamatos e piretréides) pode levar ao desenvolvimento de resisténcia do mosquito a estes
compostos, comprometendo o controlo e favorecendo a transmissdo de doengcas (CARVALHO et
al, 2004). Além do desenvolvimento de resisténcia nas popula¢des de mosquitos aos inseticidas,
pode ocorrer a diminui¢io na populagio de inimigos naturais, riscos de satide para homens e
animais, contaminacio dos lencdis freaticos e diminuicio da biodiversidade (LACEY et al., 2001).

Actualmente novas metodologias estio sendo desenvolvidas Azadiractha indica em
substitui¢io a luta quimica, como exemplo a utilizacdo de extratos vegetais com actividade
insecticida. Vantagens da utilizacdo deste sdo pelo facto de nio serem téxicos para maior
parte dos outros animais e plantas e por serem biodegradaveis, de modos que nio contaminamo
ambiente (PIMENTA, et al 2006).

A utilizagdo de plantas com propriedades insecticidas ndo é uma prética recente.
(ROEL, et al 2000). Os primeiros fitoinsecticidas foram a piretrina extraida do Chrysanthimum
cinerariaefolium, nicotina (Nicotina tabacum L), a rotenona (Derris sp) a rianodina (Rhyania speciosa)
e sabadina (Schoenocaulon officinale) (LEGUNNES & RODRIGUES, 1992). A actividade
insecticida de vegetais contra mosquito, j4 foi estudada para o género Aedes com extratos de
Nicotina tabacum (QUIRINO, 2009), Tagetes pusila (CHANTRAINE et al., 1998) Juniperus
virginiana (AMER & MEHLHORN, 2006) Cryptomeria japénica (CHENG et al., 2003).

Deste modo, considerando a grande escassez sobre estudos da actividade insecticida de
vegetais principalmente em Angola, e especificificamente para a actividade insecticida do 6leo
essencial de Azadirachta indica e Ricinus communis L sobre os dipteros Aedes spp e Anopheles spp,
torna-se fundamental desenvolver pesquisas que avaliem a actividade insectida destes vegetais
sobre estes insectos pragas.
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2. OBJECTIVOS
2.1. Objectivo Geral

e Avaliar a actividade insecticida de Ricinus communis L e Azadirachta indica

sobre larvas de Aedes spp e Anopheles spp.
2.2. Objectivos especificos

e Comparar a actividade insecticida de Ricinus communis L e Azadirachta indica
o sobre larvas de Aedes spp e Anopheles spp.

e Avaliar a actividade biocida de duas plantas superiores Ricinus communis L e
Azadirachta indica e testar a eficicia das mesmas sobre larvas de Aedes spp e
Anophelesspp.

o Identificar o estidgio de desenvolvimento das larvas de Aedes spp e Anopheles
spp, mais afectado pelos bioinsecticidas produzidos a partir de Ricinus
communis L e Azadirachta indica.

o Determinar as concentragdes letais sobre larvas de Anopheles spp e Aedes spp.

3. Material e Métodos

3.1. Local da 4rea de estudo
1252

A pesquisa experimental foi realizada no laboratério de animal da Faculdade de

Ciéncias, da Universidade Agostnho Neto.

Figura 10 - Laboratério de zoologia da Faculdade de Ciéncias. Sala climatizada a temperatura de 25 + 22 C.
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3.2. Métodos e precedimentos

3.2.1. Obtencgio das espécies de Anopheles spp e Aedes spp

e Coleta feita em criadouros naturais

Para a obtencdo das populacées de Anopheles spp e Aedes spp, recolheu - se directamente
por¢des de 4gua contendo larvas e ovos em “criadouros naturais” indevidos, localizados no distrito

do Sambizanga.

. Coleta feita em armadilhas com isco alimentar

A coleta com armadilhas efectuou-se no distrito da Maianga e municipios de Viana e
Cazenga. Para o efeito colocou-se trés armadilhas do tipo PET, com isco alimentar (proteina
hidrolisada 500 e melago 10%) por regido e de forma aleatéria. As mesmas foram recolhidas apés

7dias e levadas ao laboratério para a identificagio e controlo do desenvolvimentodos mosquitos.

Tabela 1 -Regides e respectivas coordenadas geogréficas das armadilhas para coleta de larvas e ovos de Anopheles spp e

Aedes spp.

Regiio (Municipio/Distrito) Coordenadas

Viana 805274977 5 13°20°34'E

8°5371177 8 13°20"29'E

8°53"39"" S 13°20"20"'E

Maianga 8°4973277 5 13°13743'E
8°4974177" 5 13°13747'E 1253

8°49°35"" S 13°13"'40'E

Sambizanga 894775877 5 13°157497'E

8°47°58"" S 13°15'50"'E

8°47° 57" 5 13°15°52"'E

Figurar -Esquema da realizagdo do bioensaio para as larvas:A) ovos e larvas de Aedes spp e Anopheles spp.

B) Larvas do 12 ao 42 instar final C) contagem e separagio das larvas;D) Larvas antes da aplicagdo do
bioinsecticida E) Larvas submetidas a diferentes concentracdes dobioinsecticida; F) Leitura da mortalidade apés 8,
16 e 24 horas. (Fotos do autor)
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3.4. Colheita e identificagio do material vegetal
3.4.1 Plantas Seleccionadas

Para os ensaios de bioactividade sobre os dipteros Anopheles spp e Aedes spp, foram
selecionadas duas plantas locais Azadirachta indica A. Juss.(Figura 9) e Ricinus communis L(Figura
8).Asmesmas foram colhidas na provincia de Luanda nos municipios de Viana, Luanda, e

Cacuaco.

Figuraz-folhas e frutos deRicinus Figura 3-Folhas e Frutos de Neen 1254

3.4.2 Obtengido de éleo essencial a partir de sementes de Azadirachta indica e Ricinus communis L

Para obtencio do 6leo essencial, utilizou-se o método de prensagem a frio descrito por
(PINHEIRO, 2003), colocou-se 9oo g de sementes do material vegetal na estufa a temperaturade
45 + 2° C durante 48 horas, posteriormente triturou-se as sementes em um liquidificador demarca
Britania Diamante Black 4 a velocidade de goo watt.

Prensou-se manualmente na miquina de marca oil press. O material aquoso resultante
colocou-se num recipiente e selou-se com parafilme para evitar a evaporagdo. Deixou-se repousar
no escuro a temperatura de 18 + 2° C numa estufa durante 48 horas. Posteriormente obteve-se um
composto heterogéneo com uma fase leve rica em éleo na superficie, uma fase intermediéria rica
em 4gua, e uma fase pesada rica em sélidos insoliveis. Decantou-se para a separacdo do 6leo
essencial e posteriormente filtrou-se para retirar as particulas sélidas suspensas. COELHO, 2006
ao analisar extratos de plantas do Cerrado sobre Triatomaceas e Aedes aeypt utilizou o método de
maceragdo com hexano e etanol a 959, os extratos brutos hexanélicos e etanélicos foram obtidos
ap6s evaporacido do solvente sob pressdo reduzida a 402 C.

3.5. Efeito sobre a sobrevivéncia de larvas de Anopheles spp e Aedes spp

Os bioensaios de actividade larvicida seguiram o protocolo da Organizacio Mundialde
Satde (WHO, 1981), com ligeiras modificagdes. Em geral, o desenho experimental esteve de
acordo com ROBERTSON & PREISLER, 1992 e ACCIOLE 2009. Todos os testes foram

realizados com larvas do 12 ao 42 instar larval mantidas sob as mesmas condi¢Ges de temperatura,
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e fotoperiodo anteriormente relatadas.

Os bioensaios da atividade larvicida seguiram o mesmo padrio para os dois tipos de éleos
essenciais das espécies vegetais seleccionadas. Contudo, diferiram uns dos outros apenas nas
concentragdes utilizadas e respectivas quantidades de 8leos. As larvas foram contadas, separadas e
transferidas, comauxilio de uma pipeta de Pausterpara copos plasticos transparentesdescartdveis
com capacidade 10ooml contendo 30ml de 4gua desclorada, e adicionou-se 15 larvas por copo. Estas
larvas foram expostas a concentragdes diferentes dos leos essenciais de Azadirachta indica e
Ricinus commuis L (o,5;1,0;1,5 2,0, 2,5 3,0 ml). Seleccionou-se as concentracdes 1,0; 1,5; e 2,0 e cada
concentragio preparada foi triplicada,com o seu respectivo controlo contendo apenas 30 ml de
agua.

15 30ml Oleo 30 ml de agua +15

o . larvas
Larvas + deAgua + essencial

Larvas submetidas a diferentes concentragdes Controlo

Figura 4 - Ilustragdo esquemitica do desenho experimental do bioensaio de atividade larvicida utilizado para os
dleos essenciais das duas espécies de plantas: Ricinus communis L e Azadirachta indica.Fonte: o autor.

3.5.1 Mortalidade das Larvas e Tempo de Exposicdo aos Oleos

A mortalidade das larvas foram verificadas apds 12, 24, e 36 horas para as esséncias
deAzadirachtaindica e Ricinnus communis L sobre Anophles spp, Enquanto as esséncias deAzadirachta
indica e Ricinus communis L sobre Aedes spp foi observada apés 1,2,3,4,5,6,7 e 8 dias de exposicio ao
tratamento. Larvas incapazes de atingir a superficie da 4gua ou iméveis quando submetidas a
estimulos (batidas sucessivas na parede dos copos com pipeta de Pauster) foram consideradas
como larvas mortas (WHO,1981).
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3.6. Anilise dos Dados

A estimativa das concentragdes capazes de ocasionar mortalidade de 950 (CL95) e 100%
(CL100) das larvas, o X2, e os intervalos de confianga foram determinados pela analise Probit com
o auxilio do software Past (Finney, 1971) a partir dos dados de mortalidade obtidos nos bioensaios,
com nivel de significiAncia de P <o0,05. Calculou-se a Mortalidade corrigida utilizando a fé6rmula de
Abbot.

Mortalidade corrigida = (mortalidade nos frascos teste [oo] - mortalidade no frasco
controle[%]) / (100% - mortalidade no frasco controle [o]) x 100.

4. RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 Extracgio dos éleos essenciais

A partir da extrac¢io dos 6leos essenciais das espécies vegetais Azadirachta indica e Ricinus
communis L por prensagem a frio, foi possivel obter suas caracteristicas fisicas - quimicas e o seu
rendimento em 6leos essenciais, os quais sdo expostos na Tabela 2.

O rendimento de extrac¢do dos extractos ou 6leos essenciais de origem vegetal é um factor
para levar em conta num produto de origem botinica com acgdo biolégica (ACIOLE, 2009). O
maior rendimento foi obtido na extrac¢io do bleo essencial da espécie Azadirachta indica L (469%),
enquanto para a extracgio da espécie Ricinus communis L obtiveu-se (230%0). Os nossos resultados
foram relativamente inferiores quando comparados a extrac¢do de Sleos essenciais de outras
espécies vegetais.

ACIOLE, 2009 usando o método de destilacio a vapor para soo g de folhas obteve
rendimentos de extracgdo para G. friesiana de (0,529); G. hispida (0,44%); G. blepharophylla (0,27%);
Cordia curassavica (0,25%); e Pimenta pseudocaryophyllus (0,48%). Enquanto ARA[’UO, 2007
encontrou valores de rendimento do éleo essencial de C. curassavica, a partir de sog de folhas, que
variaram de 0,03 a 0,15%. GIRARD et al. 2007 registraram para P. pseudocaryophyllus, um
rendimento percentual de 2,42 a 3,029 a partirde 200 g de folhas.

A extracgio pode variar de acordo com o teor de éleo da semente e do processo industrial
utilizado para a extracc¢do do 6leo. As sementes de Ricinus communis L e Azadirachta indica possuem
um teor de 6leo entre 45 a 50%. (AZEVEDO & LIMA, 2001).

A proporcdo de dleos essenciais extraidos por prensagem a frio é de 30 a 40%enquanto
destilagdo a vapor ¢ de 9300 (YUSOFF et al., 2011). Para a avaliagdo bioinsecticida realizada no
nosso trabalho, o método por prensagem a frio mostrou-se vantajoso, por preservar as propriedades
dos dleos essenciais de Ricinnus communis L e Azadiractha indica.

LUZIA et al 2015 avaliaram a influéncia dos processos de extrac¢io nas propriedades dos
6leos essenciais e verificou que o processo por prensagem é mais adequado quando comparado ao
processo de aquecimento, pois tanto o indice de acidez quanto a percentagemde 4icidos graxos
para o dleo extraido por aquecimento apresentam-se elevados, o que mostra que a temperatura
do solvente, no caso a 4gua, contribuiu para uma maior degrada¢io doproduto obtido.

Os nossos resultados apresentam bons rendimentos, principalmente se considerarmos a

quantidade de sementes usadas de cada espécie vegetal, e os materiais utilizados para a aplica¢io
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do método de extracgio. Prevendo que eventualmente numa producio em grande escala do nosso
bioinsecticida, o rendimento da producio nio seria um problema, por estas duas espécies serem
ricas em bleos essenciais e estarem amplamente distribuidas.

A utilizagio desses insecticidas botinicos pode ser vantajosa em relacdo aos sintéticos,pois
esses sdo provenientes de recursos renovaveis e por ser uma mistura de varios compostosactivos

agindo sinergicamente. Além disso, nio colocam em risco outros organismos (BARRETO, 2005).

Tabela 2 - Caracteristicas fisico-quimicas e rendimento dos 6leos essenciais de Azadirachta indica e Ricinus
communis L obtidos no Laboratério de Zoologia da Faculdade de Ciéncias — Universidade Agostinho Neto.

- Densidade Rendimento
Espécie Aspecto
(9/1) (%)
Azadirachta indica Oleo alaranjado 0.93 0,46
Ricinus communis L Oleo castanho-escuro 0.64 0,23

4.1.2 Efeito larvicida
4.1.3 Actividade larvicida dos éleos essenciais sobre Anopheles spp

Quanto a actividade larvicida dos éleos essencias Ricinus communis L e Azadirachta
indica observou-se que ambos apresentaram resultados significativos contra sobrevivéncia
de larvas de Anopheles spp (P < 0,05).

Constatou-se que em todas as concentragdes testadas dos éleos essenciais das espécies
vegetais de Ricinus communis L e Azadirachta indica e a ac¢do conjunta de ambas ocasionam
mortalidade derooo da populacdo de larvas Anopheles spp em 24 horas, obtiveu-se a CL1oo de

947 ppm =1ml de 6leo (Tabela 3).

No nosso estudo verificou-se excelente pontencial actividade insecticidade dos 6leos
essenciais extraidos de Ricinus communis L e Azadirachta indica e a jun¢io de ambos contra
larvas de Anopheles spp, de modos que ndo foi possivel calcular as concentracdes letais que
ocasionam a morte de 10%, 50% e 95% da populagio.

OKUMU et al. (2007) testaram o éleo da semente de Azadirachta indica sobre larvas
de Anopheles gambiae e obtiveram uma CLso de 10,7 ppm. De forma semelhante, menor
efic4cia foi observada por RAHUMAN et al. (2008) com o acetato de gluanol, um triterpeno
tetraciclico, sobre as larvas dos mosquitos Aedes aegypti, Culex quinquefasciatus e Anopheles
stephensi. Esses autores obtiveram CLso de 14,55; 41,42 e 28,50 ppm para as trés espécies,
respectivamente.

NATHAN et al. (2006), observaram um declinio préximo a 9oo% na taxa de eclosio

deovos de Anopheles stephensi tratados com o extrato de sementes de Melia azedarach.
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NEVES, 2014 avaliou a actividade larvicida nos tratamentos com extratos de 6leo de Ricinus
communis L em mosquitos do género Aedes e Anopheles verificando mortalidade independente das
concentracdes letais (CLso de 22,8 mg/ml e CLgo de 45 mg/ml). O tempo de mortalidade para as

concentragdes letais CLso (36 mg/ml) e CLioo (58 mg/ml) foi o menor entre os tratamentos.

Tabela - 3 Analise da actividade larvicida dos 6leos essenciais de Ricinus communis L e Azadirachta indica comsuas

respectivas concentragdes letais (CL), intervalos de confianca, apés leitura de 24 horas de exposicio das larvas de
Anopheles spp aos bleos essenciais.

Tempo - ) )
Concentracao Azadirachta indica Ricinus communis L Mistura
(Horas)
CL 947 947 947
100
24 IC 178,97-1715.03 178,97-1715.03 178,97-1715.03

4.2 Eficédcia dos 6leos essenciais sobre Anopheles spp

Para as concentragdes seleccionadas, dos 6leos essenciais de Azadirachta indica, Ricinus
communis L e a jungdo de ambos, verificou-se mortalidade de 1009 de larvasAnopheles spp em 36
horas para as trés concentracdes seleccionadas (Tabela 4).

O extrato nio mata instantaneamente as larvas, porém as impede de continuarem se
alimentando, interferindo no seu desenvolvimento demonstrando ser um regulador de
crescimento de insetos, no entanto foi possivel observar a eficicia do extrato liquido de neeme
ricinus sobre Anopheles em todos os tratamentos realizados em doses e concentragdes diferentes,
ocorrendo mortalidade no periodo de 24 4 48 horas. Em trabalhos anteriores realizados com o
extrato de neem, mostram que as larvas tratadas podem se desenvolver normalmente até uma
préxima muda, mais ndo conseguem completi-la (VIEGAS, J. 2003). Devido a presenca da
azadiractina as larvas se tornam se incapazes de deixar a cuticula precedente morrendo durante ou
logo apés a ecdise (VIEGAS, J. 2003).

Nossas observagdes revelam que a influéncia dos 6leos essenciais nio afecta apenas o
sistema digestivo, acreditamos que existe também actuagio sobre o sistema respiratério. As
alteracdes comportamentais registadas (manutengio no fundo da 4gua), resulta na fraca captagio
de oxigénio na superfice, por este facto, as larvas de Anopheles morrem em menos tempo, pois nio

apresentam um sifdo respiratério como as de Aedes.

Tabela 4- Mortalidade em 36 horas de larvas de Anopheles spp tratados com os bleos essenciais de Azadirachta
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indica e Ricinus communis L, e a ac¢do conjunta de ambas, nas concentragées de 1, 1,5 e 2,0 ml.

Tratamentos. Conceniracio (ml) Moralidad Emerpenci Mortalidad

e(on) a(we) ecorrigida
Ricinus communis . 100 ) 100
L I
Test o
. 100 o 100
L5
Test o
. 100 o 100
2
Test o
Azadirachta indica L 100 ] 100
Test o
L5 100 o 100
Test o
2 100 o 100
Trat o
I 100 o 100
Acgiio conjunta Trat o
L 100 o 100
Trar o
2 100 o 100
% 100 i
g 8o
E fo |
= mConec. 1
E 40 _
£ 20 - B Conc. 1,5
© B Con. 2

Ricinus Neem
Mistura

lf.)lzn essencial

Figura 18 — Mortalidade de Anopheles spp, submetidos aos 6leos essenciais de Azadirachta indica e Ricinus
communis L e a juncdo, em trés concentracdes diferentes.

Revista Ibero-Americana de Humanidades, Ciéncias e Educagao. Sio Paulo, v.8.n.08. ago. 2022.
ISSN - 2675 — 3375

1259



Revista [bero-
Americana de
Humanidades,
Ciénciase
Educacto

. Revista Ibero- Americana de Humanidades, Ciéncias e Educacao- REASE

4.2.1Actividade larvacida dos éleos essenciais sobre Aedes spp

Na actividade larvicida dos 6leos esséncias de Ricinus communis L e Azadirachta indica
observou-se que ambos apresentaram resultados significativos contra a sobrevivéncia de larvas
Aedes spp (P < 0,05).

Observou-se maior eficicia na acgio conjunta dos dleos essenciais ocasionando

mortalidade de 100 % da populacdo na concentracdo 947 ppm (1ml de éleo), em 4 dias. Para
aaccdo do dleo essencial de Azadirachta indica sobre Aedes spp, observou-se mortalidade de 9506 e
100% da populacio nas concentracdes de 947 e 2130 ppm em 6 dias. Enquanto verificou-se a
menor eficicia na ac¢do do bleo essencial de Ricinus communis L sobre Aedes spp, com as CLgs e
CLioo de 1420 ppm (2.25 ml de éleo) e 2604 ppm (2.7ml de 6leo) respectivamente, em 8 dias (Tabela
5). Nossos resultados superam os de ACIOLE, 2009 ao avaliar o efeito insecticidado. éleos
essenciais de Cordia curassavicae e Pimenta pseudocaryophyllus sobre larvas de Aedes aegypt,
verificou que para a CLio e CLso da primeira espécie o efeito durou 7 e 10 dias e para a segunda
espécie durou 18 e 15 dias respectivamnete. Enquanto CANDIDO (2011) observou uma eficiéncia
no controle de larvas e de pupas do culicideo A. aegypti usando o éleo de Ricinus communis.

A literatura demonstrou grande escassez de estudos sobre potencial insecticida das plantas
seleccionadas contra mosquitos, mesmo assim verificamos que estas espécies vegetais possuem um
efeito insecticida sistémico contra insectos, abrangindo o grupo artrépoda no geral.

PERON e FERREIRA, 2012 avaliaram a eficiéncia do extrato de Ricinus communis no
controle da lagarta do milho, sendo mais eficiente na concentracio de 750% onde apds oito dias 75%
das lagartas haviam morrido. SANTOS et al. 2008 ao utilizar extrato aquoso de folhas de mamona
sobre ovos e ninfas de quinto instar do predador Podisus nigrispinus observou mortalidade do
extrato nas concentragdes de 7% e 10%, sendo observado os menores indices de sobrevivéncia, com
309% e 10%, respectivamente.

BURG e MAYER (1999), ao estudarem o efeito do 6leo da semente de R. communis sobre

pulgdes e piolhos descreveram como eficiente no controle desses insetos. Atividade bioinseticida
desse vegetal também foi estudada por Hebling (1996), em formigas cortadeiras,verificando-se
eficiéncia no combate a esse Hymenoptero. Santiago e outros (2008) ao estudarem o efeito do
extrato aquoso de frutos verde de mamona sobre larvas e pupas de Spodoptera frugiperda observaram
uma redugdo no tempo de vida desses estigios, Rother (2009) identificou efeito téxico de extratos
de folha de R.communis sobre larvas de operarias de Apis mellifera, usando o éleo da mamona.

A eficicia do 6leo de sementes de A. indica sobre trés fases de desenvolvimento de L.
longipalpis foi avaliada, demonstrando atividade inseticida sobre todas as fases testadas. No que se
refere 3 atividade ovicida. ABDEL-SHAFY & ZAYED (2002) observaram ao tratar ovos do
carrapato Hyalomma anatolicum excavatum, um efeito deletério significante sobre o embrionamento
dos ovos com o composto Neem-Azal F com taxas de eclosdo variando de 34 a 609%, 15 dias apds o
tratamento. Em relacdo ao efeito larvicida, 67,75 + 2,21% das larvas ndo chegaram a fase de pupa.

A CLso verificada nestes estudos para as larvas foi de 60,98 (45,93 - 91,62) mg.mL-1.

A literatura consultada demonstrou também a existéncia de estudos do efeito insecticida
de outras espécies vegetais sobre mosquitos, quase na sua maioria relacionados ao género Aedes.

QUIRINO (2010) ao avaliar o potencial insecticida de Nicotina tabacum sobre Aedes aegypt
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encontrou as concentracdes letais necessdrias para matar 50% e 9o% da populacio de 0,45%
(1,8ml/400ml de 4gua) e 0,989% (3,92ml/400ml de 4gua). CANDIDO, 2006 realizando o mesmo
estudo obteve as CLso de 2,13ml/1 e CLgo 84,88ml/1.

No presente estudo, verificou-se que os 6leos esséncias de Ricinus communis L e Azadirachta
indica retardam a metamorfose de Aedes spp, permanecendo no mesmo instar larval num periodo
maximo de oito dias.

Nossas observacdes corroboram com CORREA & VIEIRA (2001), afirmando que 0 neem
para além de ser uma planta inibidora, dos frutos pode-se retirar um composto chamado
azadiractina, um limondide, o qual atua diretamente interferindo sobre o funcionamento das
glindulas endécrinas que sdo responsaveis pelo controle da metamorfose nos insectos. E PEREIRA
et al (2006) demonstrou que a exposi¢do de ovos e pupas de A. aegypti ao extrato de folhas de nim
causou retardo nos estigios do mosquito em relacdo ao grupo controle, e as larvas expostas ao

extrato tiveram média de mortalidade de 989%.

Tabela 5 -Analise da actividade larvicida dos éleos essenciais de Ricinus communis L e Azadirachta indica com suas
respectivas concentragdes letais (CL), intervalos de confianca, qui-quadrado (X2) e coeficiente angular (Slope) apés
leitura de 4, 6, e 8 dias de exposicio das larvas de Aedes aegypti aos 6leos.

Temp Concentragoes Ricinuscommunis L  Azadirachta indica Mistura

CL 100 2004ppm
(1987.4 — 3221.6)
CL g5 1420ppm
7 (883.8 -
1956.3)
X2 39.83
CLioo - rooeees 2130ppm. = oo oo
(1518.2 — 2741.8)
CLgs == nonsreas 947 o
6 (178,97-1715.03)
X2 451.84
CL 100 947 ppm
(178,97 - 1715.03)
CL g5
4
Wz
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4.2.2 Eficécia dos 6leos essenciais sobre Aedes spp

Para as concentracdes seleccionadas, dos éleos essenciais de Azadirachta indica, Ricinus
communis L sobre Aedes spp, verificou-se maior eficicia na ac¢do de Azadirachta
indica ocasionando 100% de mortalidade das larvas Aedes spp nas concentragdes 1,5 e 2,0 ml
em 8 dias. Enquanto obervou-se emergéncia de 14% e 7% na acgio do 6leo essencial de Ricinus
communis sobre Aedes spp nas concentragdes de 1 e 1,5 respectivamente (Tabela 6).

Virios estudos tém sido realizados nos dltimos anos para elucidar as modificacdes
no mecanismo de controlo endécrino induzidas pela azadiractina, que provocam os efeitos
observados na inibi¢io de crescimento. Estes estudos permitiram identificar modificag¢des
nos niveis de horménios morfogenéticos como a ecdisona (VIEGAS, ]J. 2003). Foi
identificada uma acentuada similaridade estrutural entre a ecdisona e a azadiractina,
entretanto nio esti claro se os efeitos sobre estas taxas hormonais sdo diretos ou indiretos
(VIEGAS, J. 2003).

Algumas evidéncias indicam que a azadiractina pode bloquear a liberacdo de varias
substéncias localizadas no sistema nervoso central, assim como a formacio de quitina, um
polissacarideo que forma o exoesqueleto de insetos, além de impedir a comunicag¢io sexual,
causa esterilidade e diminui a mobilidade intestinal (VIEGAS, J. 2003).

Tabela 6- Mortalidade em 8 dias de larvas de Aedes spp tratados com os 6leos essenciais de Azadirachta indica e

1262

Ricinus communis L, nas concentragdes de 1, 1,5 e 2,0 ml.

Tratamentos. Concentragio Mortalidade | Emergenc Mortalida
(ml) ia(o0) de
corrigida
Ricinus I 86 14 86
communis Test o
L : 93 7 93
LS
Test o
. 100 0 100
2
Test o
Azadirachta indica : 9:’ 6,6 94
Test o
. 100 o 100
L5
Test o
. 100 0 100
2
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Verificou-se uma reducio no tempo de mortalidade e auséncia de emergéncia na acgio
conjunta dos éleos essenciais de Ricinus communis L e Azadirachta indica sobre larvas Aedesspp,

ocasionando mortalidade de 1009% da populagio submetida em 4 dias. (Tabela 7).

Tabela 7 - Mortalidade em 4 dias de larvas de Aedes spp tratados com a acgio conjunta dos dSleos essenciais de
Azadirachta indica e Ricinus communis L, nas concentragdes de 1, 1,5 e 2,0 ml.

. . Emergencia IVlortalidade
Tratamento. Conc ntragio (ml) Mortalidade (o0) g v dad

corrigida

1 100 o 100
Mistura Test o
L5 100 o 100
Test o
2 100 o 100

4.3 Inter - relagdo entre a concentragio dos dleos essencias e a mortalidade de larvas

Anopheles spp. 1263

A anilise de correlagio entre a concentracido dos dleos esséncias das espécies vegetais de
Azadirachta indica, Ricinus comunis L e a ac¢do conjunta e a mortalidade demonstra uma associagio
positiva forte (r = 0,9) entre a variagio da da concentragio dos éleos esséncias e a variagdo da
mortalidade de larvas de Anopheles spp. (Figuras 20-22). O estudo demonstrou uma influéncia directa
da variagio da concentragio dos Sleos esséncias sobre a variagdo da percentagem de mortalidade de

larvas de Anopheles spp durante 24 horas.

No nosso estudo observou-se maior eficicia da agdo conjunta dos Odleos essenciais,
ocasionando 96, 100, e 100%, nas concentracdes de 1, 1,5 e 2,0ml respectivamente em 24 h oras.
(Figura 22) A agdo do éleo essencial de Azadirachta indica apresentou-se semelhante adescrita acima
ocasionando mortalidade de 65, 97 e 10006 nas concentragdes 1, 1,5 e 2ml respectivamente. (Figura
20) A menor eficicia observada foi do 6leo essencial de Ricinus communis L ocasionando
mortalidade de 10, 63, e 1009% nas mesmas concentragdes descritase no mesmo tempo (24 horas)

(Figura 21).

Porém verificou-se que apesar de existir diferencas significativas no modo de atuacdo dos
6leos essenciais, todos extratos ocasionam mortalidade de 1009 da populagio de Anopheles spp em 24
horas na concentragio de 2ml de 6leo essencial/ litro de 4gua. MARCOMINI (2009) desenvolveu
estudos com o 6leo de neem, onde testou concentragdes crescentes verificando a mortalidade

dos insetos (Alphitobius diaperinus). Utilizando a concentragdo de 0,19, o éleo nio apresentou poder
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inseticida sobre A. diaperinus. J4, sob as concentragdes de 1,5 e 10% houve, respectivamente 73,8 e
87,0% de mortalidade.

120 7 y = 35x + 34,83

R*=0,813
100 | r=0,9 @ -

o
(]

Mortalidade (%0)
(o)}
(@]

N
[e]

20

o 0,5 I L5 2 2,5

Concentragdo (ml)

1264
Figura s. Ilustracdo grafica da correlacdo entre a concentracio do dleo essencial de Azadirachta indica e amortalidade
de larvas de Anopheles spp, apés 24 horas de exposigdo ao tratamento.
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Figura 6 - Ilustragdo grafica da correlacio entre a concentragdo do dleo essencial de Ricinus communis L e a
mortalidade de larvas de Anopheles spp, apds 24 horas de exposicdo ao tratamento.
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Figura 7 - [lustracdo grafica da correlagdo entre a concentragdo da ac¢do conjunta de Ricinus communis L e Azadirachta
indica e a mortalidade de larvas de Anopheles spp, apds 24 horas de exposi¢do ao tratamento.

3.1 Inter - relacfo entre a concentragio dos bleos essencias e a mortalidade de larvas Aedes spp.

A anilise de correlacdo entre a concentragio dos 6leos esséncias das espécies vegetais de
Azadirachta indica, Ricinus comunis L e a ac¢do conjunta e a mortalidade demonstra uma associagio
positiva forte (r = 0,9) entre a variagio da concentragdo dos éleos esséncias e a variagio da
mortalidade de larvas de Aedes spp. (Figuras 23-25). Os gréificos demonstramuma influéncia
directa da variacdo da concentracdo dos 6leos esséncias de Azadirachta indica e Ricinus communis L

sobre a variagio da percentagem de mortalidade de larvas de Aedes sppdurante 7 dias, e da acdo

conjunta dos 6leos essenciais durante 4 dias.

As concentragdes da ac¢do conjunta dos Sleos esséncias de Azadirachta indica e Ricinus
communis L apresentaram-se com maior eficicia ocasionando mortalidade de 20, 36, 499% a partir do
32 dia nas concentragdes de 1, 1,5 e 2 ml respectivamente. (Figura 25) enquanto para os éleos
esséncias de Ricinus communis L e Azadirachta indica o efeitocomecou a partir do 72 dia, ocasionando
mortalidade de 10, 23, e 3200 para a primeira espécie (Figura 24), e 35, 73 e 100% para a segunda

espécie nas mesmas concentracgdes descritas acima respectivamente (Figura 23).

NDIONE et al (2007) em trabalho sobre os efeitos téxicos dos produtos derivados do nim,
como extrato oleoso e em pd, contra larvas de A. aegypti, observou que toda populagio larval
exposta a mais alta concentragio atingiu 100% de mortalidade nas primeiras 24 horas. Entretanto,

a partir da mais baixa concentragio (2 mg/1) foi possivel atingir mortalidade de 5090 da populagio.
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Figura 8 -Ilustracdo gréfica da correlagio entre a concentragio do éleo essencial de Azadirachta indica e a
mortalidade de larvas de Aedes spp, apés 7 dias de exposicdo ao tratamento.
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Figura g -Ilustracdo gréfica da correlagdo entre a concentragio do éleo essencial de Ricinus communis L e a
mortalidade de larvas de Aedes spp, apés 7 dias de exposicdo ao tratamento.
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Figura 10 - Ilustracdo gréifica da correlacdo entre a concentragdo da acgdo conjunta de Ricinus communis L
e Azadirachta indicae a mortalidade de larvas de Aedes spp, apés 4 dias de exposicio ao tratamento.

4.4 Periodo da actividade larvicida dos éleos essenciais sobre Anopheles spp.

O controlo do periodo da actividade foi fundamental para determinar a eficicia de cada
6leo essencial durante o tempo. Descreveu-se o periodo de actividade das concentraces letais
necessarias para matar 100% da populagdo de larvas de Anopheles spp (947 ppm = 1ml de 6leo).

No controlo do periodo da actividade larvicida dos trés 6leos essenciais (Azadirachta indica,
Ricinus communis L e a mistura) testados sobre Anopheles spp verificou-se mortalidade significativa
logo a partir de 12 horas de aplicagdo. A anilise de variinciademonstrou existir diferencas
significativas no modo de acgio dos diferentes 6leos testados (Fcalculado > F critico e p < 0,05).

O 4leo essencial de Azadirachta indica e a mistura apresentaram maior eficicia e
comportamento similar, sendo que em 12 horas causaram 48% e 3806 respectivamente de
mortalidade sobre larvas de Anopheles spp. Enquanto o 6leo de Ricinus communis L mostrou-se menos
eficaz com 15% de mortalidade nas primeiras 12 horas. Para os trés boinsecticidas amortalidade
total surgiu apés 12 horas totalizando 24 horas (Figura 26).

No entanto, os nossos resultados corroboram com AMER & MEHLHORN 2006. Os
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autores avaliaram a potencialidade larvicida de 41 éleos essenciais, analisando esse efeito apés
1, 12 e 24 horas. Mais de 489 destes 6leos sé agiram apds 12 horas de exposicdo, ouseja, nio
durante as primeiras horas.

Em pesquisa realizada por DUA et al (2009), avaliando o efeito do extrato oleoso de nim,
sob vérias concentracdes, contra larvas dos mosquitos Anopheles, Culex e Aedes, apresentou
mortalidade de aproximadamente 9696 da populacio larval de todas as espécies de mosquito
somente no primeiro dia de exposicdo, alcancando mortalidade total da populacdo apéds sete dias

de exposicio.

Q0 -
80 -
70 -
60 -
50 4 ,_-—-"""-_-.
40 -

30 4
20 A Mistura

Neem

Ricinus

% Mortalidade

10 4

12H 24H

Tempo

Figura u -Ilustracdo gréfica do periodo da actividade larvicida dos 6leos essenciais Ricinus communis L, Azadirachta
indica e mistura nas concentracdes letais (Cl 100) sobre larvas de Anopheles sppdurante 12 e 24 horas de exposigio ao
produto.

4.4.1 Periodo da actividade larvicida dos éleos essenciais sobre Aedes spp.

Na observacdo da actividade do periodo larvida sobre as larvas de Aedes spp, verificou-se
maior eficicia da mistura de Ricinus communis L e Azadirachta indica com a CL 100 de (947
ppm=1ml), ocasionando 49% e s51% de mortalidade das larvas no 32 e 42 dia respectivamente.
Enquanto o maior tempo de mortalidade observou-se na ac¢do do leo de Ricinus communis L com
a CLioo (2604 ppm), ocasionando 320 e 689 de mortalidade no 7%e 82 dia respectivamente.
Quanto ao 6leo de Azadirachta indica ocasionou mortalidade de459% e 55% no 62 e 72 dias de

exposicio das larvas de Aedes spp, com a CL 100 de (2130 ppm) (Figura 27).

CASER et al (2007), analisando os efeitos do extrato aquoso proveniente de folhas
secas de nim sobre larvas de A. aegypti, pode verificar que as concentra¢des mais altas tendem a
produzir mais mortalidade nas larvas e, também, que a mortalidade é afetada pelo tempo de
exposicido ao extrato. Sendo assim, sua pesquisa obteve resultados satisfatérios a partir do segundo
dia de exposicio, apresentando mortalidade de aproximadamente 679% das larvas e alcangando gooe

da mortalidade apés o terceiro dia de exposigio.
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PERON 2012 O extrato aquoso de sementes de mamona mostrou-se eficiente no controle
da lagarta do milho em todas as concentragdes testadas, sendo mais eficiente na concentragio de

75% onde apés oito dias 75% das lagartas haviam morrido.
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Figura 12 - [lustra¢do grafica do periodo da actividade larvicida dos dleos essenciais Ricinus communis
L;Azadirachta indica e mistura nas concentragdes letais (CL 100) sobre larvas de Aedes spp em 3 a 8
dias deexposicio aos bioinsecticidas.

4.5 Alteragoes comportamentais e morfoldgicas das larvas de Anopheles spp e Aedes spp.

Nossos resultados demonstram que em ambos os experimentos, as larvas apresentaram
padrdes de alteracdes comportamentais e morfoldgicas, os quais sio descritos e ilustrados a seguir.
As larvas-controle caracterizam-se por apresentarem aspecto vermiforme, alongado e coloracio
esbranquigada. Sifdo respiratério curto e tubular, com cerdas bem definidas na superficie do corpo,
exibindo uma morfologia robusta e demarcada (Figura 28-29).

Nos primeiros momentos de contato das larvas com a solugio contendo éleo de
Azadirachta indica e Ricinus communis L estas mantiveram-se activas semelhante ao estudo de
ACIOLE, 2009. Entretanto, outras alteracdes comportamentais foram observadasposteriormente,
as quais caracterizaram-se por movimentos natatdrios serpentiformesacelerados, e posicionamento
no fundo do recipiente com subidas repentinas na superficie.

Morfologicamente, as larvas expostas as CLioo CLgs dos 6leos essenciais de Ricinus
communis L e Azadirachta indica apresentaram alteracdes no tamanho do corpo (aspecto encolhido)
e aspecto curvado, e escurecimento das partes posteriores e anteriores do corpo. Foi possivel
observar um alongamento da regiio entre a cabeca e o térax, apresentando dificuldades de
sustentagdo da regido cefélica para locomogio (FIGURA 30-31).
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Nosso parecer para as caracteristicas morfolégicas observadas é que possivelmente a ligeira
separagdo entre o encéfalo e o térax, deu-se devido a esta tltima regido (proto-térax) nio ser
recoberta por placas tergiticas ou exoesqueleto de quitina. O escurecimento das partes anteriores e
posteriores das larvas deu-se pela tentativa de penetragio do dos bleos essenciais sobre o
exoesqueleto de quitina.

Apesar de n3o ser observado é possivel que ocorresse também esticamento do corpo,
nomeadamente no cérvix (conectivo das regides cefalica e toricica) de acordo com (BARRETO et
al. 2006), que também realizou uso de extrato botdnico. Estes resultados sdo similares a ABED et
al. (2007) onde os autores também investigaram as altera¢des morfoldgicas causadas por éleo
essencial, embora tenha sido de Copaifera reticulata Ducke (Legumonosae) em larvas de A. aegypti.

BORGES et al. (2004), no entanto, investigaram a ag3o de reguladores de crescimentode
insetos (IGR - Insect Grow Regulator) - o diflubenzuron - sobre larvas de A. aegypti. Estetipo de
inseticida ocasiona alteracdes fisiolégicas e morfolégicas interferindo no ciclo larval, pois age na
ecdise do inseto entre uma mudanca e outra de fase e interrompendo o desenvolvimentoe o
crescimento ao invés da intoxicacio direta (AWAD & MULLA, 1984).

Os autores submeteram as larvas a duas diferentes concentracdes de diflubenzuron e estas
apresentaram comportamentos e altera¢cdes morfoldgicas semelhantes aos descritos nestetrabalho.
Outros estudos desta natureza também tém sido realizados com outras espécies de mosquitos de
interesse a Satide Ptblica como Anopheles gambiae (KIHAMPA et al. 2009)utilizando reguladores
de crescimento de insetos, como em Anopheles stephensi (SHARMA et al. 2006) utilizando o
fitoextratro de Artemisia annua L. (Asteraceae), Chenopodium dlbum L. (Amaranthaceae) e
Sonchus oleraceus L (Asteraceae).

Percebe-se portanto, que tanto os produtos botinicos quanto os inseticidas reguladoresdo
crescimento alteram consideravelmente a morfologia e a fisiologia das larvas.

Provavelmente este comportamento letdrgico deve-se a agdo destas substincias no sistema
nervoso da larva, deixando-a incapaz de movimentar-se normalmente. O esticamento,
encurtamento e/ou encurvamento do corpo pode ser causado por contragdes musculares.J4 o
escurecimento das suas extremidades, possivelmente, é devido a sobreposi¢do das cuticulas dos
segmentos abdominais como foi levantado por ABED et al. 2007.

Figura 12 - Aspecto morfoldgico das larvas de Anopheles spp antes exposi¢do dos leos essenciais de Azadirachta
indica e Ricinus communis L.
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Figura 13- Aspecto morfolégico das larvas de Aedes spp antes exposicio dos bleos essenciais de
Azadirachtaindica e Ricinus communis L.

1271

Figura 14 - Aspecto morfolégico das larvas de Anopheles spp apés exposicdo dos dleos essenciais de Azadirachta
indica e Ricinus communis L.

Figura 15— Aspecto morfolégico das larvas de Aedes spp apds exposigdo dos 6leos essenciais de Azadirachta
indica e Ricinus communis L.
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De acordo com a pesquisa realizada concluiu-se o seguinte:

o Azadirachta indica e Ricinus communis L possuem 100% de actividade insecticida contra larvas
de Anopheles spp na concentracio letal go4 ppm em 24 horas.

o Azadirachta indica, além de ocasionar a mortalidade das larvas de Aedes spp nas
concentragdes letais (CL10oo = 2130 ppm), também retarda o desenvolvimento da mesma
espécie.

® Ricinus communis L ocasiona a mortalidade de 100% e 95% da populacio de Aedes spp nas
concentragdes letais de 2604 ppm e 1420 ppm respectivamente.

® A acgio conjunta de Ricinus communis L e Azadirachta indica, ocasiona mortalidade de Aedes
spp em menos tempo (4 dias), em relagdo a aplicacdo dos bioinsecticidas isoladamente (7

dias).
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