UNIVERSIDADE ESTADUAL DO OESTE DO PARANA — UNIOESTE
CAMPUS DE MARECHAL CANDIDO RONDON
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM ZOOTECNIA

LETICIA ANGELICA PEREIRA

OLEO ESSENCIAL DE ALHO NA INCUBACAO DE OVOS DE JUNDIA

Marechal Candido Rondon
2015



UNIVERSIDADE ESTADUAL DO OESTE DO PARANA — UNIOESTE
CAMPUS DE MARECHAL CANDIDO RONDON
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM ZOOTECNIA

LETICIA ANGELICA PEREIRA

OLEO ESSENCIAL DE ALHO NA INCUBACAO DE OVOS DE JUNDIA

Dissertacdo apresentada a Universidade Estadual do
Oeste do Parana como parte das exigéncias do
Programa de Pds-Graduacdo em Zootecnia, area de
concentragdo em Produgdo e Nutrigdo Animal, para a
obtencéo do titulo de “Mestra em Zootecnia”.

Orientador: Prof. PhD. Nilton Garcia Marengoni
Coorientador: Prof. Dr. Robie Allan Bombardelli

Marechal Candido Rondon
2015



UNIVERSIDADE ESTADUAL DO OESTE DO PARANA — UNIOESTE
CAMPUS DE MARECHAL CANDIDO RONDON
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM ZOOTECNIA

LETICIA ANGELICA PEREIRA

OLEO ESSENCIAL DE ALHO NA INCUBACAO DE OVOS DE JUNDIA

Dissertagdo apresentada a Universidade Estadual do Oeste do Parana como parte das
exigéncias do Programa de Pds-Graduacdo strictu sensu em Zootecnia, Area de Concentracdo
“Produg¢do e Nutricdo Animal”, para a obtengao do titulo de “Mestra em Zootecnia”.

Marechal Candido Rondon, 20 de outubro de 2015.

BANCA EXAMINADORA

Prof. PhD. Nilton Garcia Marengoni
Universidade Estadual do Oeste do Parana

Prof. Dr. Robie Allan Bombardelli
Universidade Estadual do Oeste do Parana

Prof. Dra. Marivone Valentim Zabott
Universidade Federal do Parana

Profa. Dra. Cleide Viviane Buzanello Martins
Universidade Estadual do Oeste do Parana



AGRADECIMENTOS

Primeiramente quero agradecer ao Pai, ao Filho e ao Espirito Santo, que me deram
forgas, diregdo e fé para comegar e terminar o mestrado.

Aos meus pais, Celso e Jascy, que me apoiaram e me incentivaram para que eu
entrasse no mestrado, vindo morar comigo em Toledo;

A minha filha Eloiza, que muitas vezes me acompanhou nesse trabalho;

Ao meu marido, José Luiz, que me ajudou na parte final dos experimentos;

Aos integrantes do Laboratorio de Tecnologia da Reproducdo dos Animais Aquaticos
Cultivaveis (LATRAAC), Adriano, Andressa, Alexandre, Mauricio, Marcio, Elenice e todos
0s estagiarios que me ajudaram na realizagdo dos experimentos;

Aos alunos do Grupo de Estudos em Tilapicultura (GET), Luciane, Mateus e Marcelo,
pelo suporte durante as analises e manuscritos;

A professora Dra. Cleide Buzanello Martins e a colega Edela pela orientacdo e ajuda
nas analises microbiolégicas;

Ao professor Dr. Claudio Yuji Tsutsumi pela ajuda nas analises estatisticas;

Aos colegas e professores do Programa de Pds-Graduacdo em Zootecnia (PPZ) da
Unioeste pela amizade e aprendizado;

Ao Assistente do PPZ, Paulo, pela disposicdo e prontiddo em responder minhas
solicitacBes e duvidas;

A Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (Capes) pela
concesséo da bolsa de estudo;

Ao professor coorientador Dr. Robie Allan Bombardelli pelo apoio, disposicdo e
ensinamentos;

E finalmente, ao meu orientador, professor PhD. Nilton Garcia Marengoni, que foi a
pessoa que mais me ajudou neste trabalho, cumprindo fielmente a sua funcdo de orientador.
Muito obrigada professor por ter me orientado na parte dos experimentos, estagio de

docéncia, manuscritos e apresentacdes. Obrigada pelos incentivos, dedicagéo e apoio.



RESUMO

PEREIRA, LETICIA ANGELICA. Mestrado em Zootecnia. Universidade Estadual do Oeste
do Parana, outubro, 2015. Oleo essencial de alho na incubacdo de ovos de jundia.
Orientador: PhD. Nilton Garcia Marengoni.

A incubacdo artificial de ovos de peixes proporciona maiores quantidades de alevinos
em relacdo as condicBes naturais. Porém, um dos procedimentos para que esta técnica
reprodutiva obtenha bons resultados é a utilizacdo de produtos antimicrobianos na &gua de
incubacdo. Objetivou-se avaliar o efeito da utilizacdo do 6leo essencial de alho (Allium
sativum) sobre as taxas de fertilidade, eclosdo e normalidade das larvas de ovos de jundia,
Rhamdia quelen, incubados artificialmente. A pesquisa consistiu de dois experimentos (I e 1)
realizados no Instituto de Pesquisas em Aquicultura Ambiental (InPAA), Toledo, PR, no
periodo de outubro a dezembro de 2014. Foi utilizado delineamento experimental
inteiramente casualizado com quatro tratamentos e cinco repeticGes. Os tratamentos
consistiram na introdugdo de 6leo essencial de alho nas incubadoras, utilizando um sistema
fechado de recirculacdo de agua, com os niveis de 0; 5; 10 e 20 e 0; 1; 3 e 5 mg L™ de dleo
essencial de alho, respectivamente para o experimento | e Il. A taxa de fertilizacdo foi
determinada ap6s o fechamento do blastéporo, aproximadamente 10 horas pos-fertilizacdo e a
taxa de eclosdo foi calculada com 24 h poés-fertilizagdo, quando observado as larvas se
desprendo do ovo. Utilizou-se do padrdo morfoldgico de larvas para determinar a taxa de
normalidade, com o auxilio de um microscopio estereoscopio. No experimento | a dosagem 5
mg L™ promoveu maiores (p<0,05) taxas de fertilizagdo e eclosdo dos ovos. Nos niveis 10 e
20 mg L™ houve morte de todos os embrides nas primeiras 10h apds a fecundacéo. No
experimento Il a dosagem de 5 mg L™ promoveu melhores taxas de fertilizacdo (p<0,01) e
eclosdo (p<0,05) em relacdo as demais concentragdes de 6leo essencial de alho. As taxas de
fertilizacdo e eclosdo variaram de 65,80 a 83,70% e 57,60 a 71,40%, respectivamente. Os
niveis de Oleo essencial de alho apresentaram efeito linear sobre as taxas de fertilizacdo
(p<0,01) e eclosdo (p<0,05). O oleo de alho ndo influenciou na normalidade das larvas
(p>0,05). Recomenda-se utilizar 5 mg L™ de 6leo essencial de alho para promover melhores

taxas de fertilizacdo e eclosdo de ovos de jundia incubados artificialmente.

Palavras-chave: Allium sativum, ecloséo de ovos, fertilidade, Rhamdia quelen



ABSTRACT

PEREIRA, LETICIA ANGELICA. Master Course in Animal Science West Parana State
University, 2015, October. Essential oil of garlic in the incubation of silver catfish eggs.

Adviser: PhD. Nilton Garcia Marengoni.

This study aimed to evaluate the effect of garlic essential oil (Allium sativum) on the fertility
rate and hatching of silver catfish eggs, Rhamdia quelen, artificially incubated. The research
consisted of two experiments (I and Il) at the Institute for Research in Environmental
Agquaculture (InPAA), Toledo-PR, from october to december 2014. It used a randomly
experimental design with the four treatments and five repetitions. The treatments consisted on
the introduction of garlic essential oil on the incubators of fish eggs with the levels of 0; 5; 10
and 20 and 0; 1; 3 and 5 mg L™ of oil, on experiments | and 11 respectively. The fertilization
rate was determined after the closing of the blastopore, approximately 10 hours post-
fertilization and the hatching rate was calculated 24 hours post-fertilization, when it was
observed the larvae shedding egg. It used the standard morphological larvae to determine the
normal rate, with the aid of a stereoscopic microscope. On the experiment | the dosage of 5
mg L™ promoted the biggest (p<0.05) rates of fertilization and hatching of the eggs. At levels
of 10 and 20 mg L™ was death from all embryos within 10h after fertilization. In the second
experiment the dosage of 5 mg L™ promoted best fertilization rates (p<0.01) and hatching
(p<0.05) compared to other essential oil concentrations of garlic. The fertilization and
hatching rates ranged from 65.80 to 83.70% and 57.60 to 71.40%, respectively. The essential
garlic oil levels showed linear effect on the fertilization rates (p<0.01) and hatching (p<0.05).
Garlic oil did not influence the normal larvae (p<0.05). It is recommended to use 5 mg L™
essential oil of garlic to promote better rates of fertilization and hatching of silver catfish eggs

artificially incubated.

Keywords: Allium sativum, hatching eggs, fertility, Rhamdia quelen
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1 INTRODUCAO

O aumento mundial da producdo de peixes de agua doce nos ultimos anos (FAO,
2014) suscita a implantacdo de novas tecnologias de manejo, nutricdo e reproducdo na
piscicultura. A eficiéncia reprodutiva de diferentes espécies de peixes é dependente de
diversos fatores que atuam em conjunto para que a reproducdo seja efetiva e produza um
grande nimero de larvas sadias. Dentre estes fatores estdo o cuidado com o manejo e
manutencdo dos reprodutores no periodo pré-reproducdo até cuidados relacionados com 0s
ovos pos-fertilizacdo (ANDRADE et al., 2015).

A incubacgdo artificial de ovos de peixes torna-se indispensavel em pisciculturas
comerciais, pois proporciona uma maior quantidade de alevinos. Esta técnica reprodutiva
permite que os ovos fiquem protegidos e independe de condi¢des climaticas, ja que a
temperatura pode ser controlada (BOBE; LABBE, 2010).

Segundo EI Sayed (2006) o bom funcionamento da tecnologia de incubagdo de ovos
gera sustentabilidade de producéo de alevinos, pois, como descreveram Bobe e Labbé (2010)
proporciona melhor qualidade do ovo, além de aumentar a capacidade de eclosdo. Neste
contexto, pode-se afirmar que a incubagdo de ovos aumenta a taxa de sobrevivéncia em
relacdo as condi¢Oes naturais.

As técnicas de incubacdo e producdo de larvas e alevinos visam uma producdo maior
e uma taxa de sobrevivéncia superior de peixes e alevinos (PAVANELLI et al., 2008; NOGA,
2010). De acordo com de Woynarovich e Horvath (1983) de 20 a 70% dos ovos produzidos
tém possibilidade de se transformarem em alevinos, enquanto que na natureza esta taxa,
geralmente, é inferior a 1% (ANDRADE et al., 2015).

Na maioria das espécies de peixes um dos principais gargalos é a producédo estavel de
juvenis de alta qualidade, sendo os principais sintomas observados: o baixo crescimento, alta
mortalidade e malformagdo (VADSTEIN et al.,, 2004). Diversos fatores podem estar
relacionados com estes sintomas, como a qualidade dos gametas, nutricdo inadequada dos
reprodutores, condicdes fisico-quimicas da agua desfavoraveis e interacbes peixe-
microrganismo prejudiciais (GHIRALDELLI et al.,, 2007), como por exemplo, o fungo
Saprolegnia sp. em ovos de peixes. Neste contexto, € importante manter as condicdes fisico-
quimicas da agua constantes e em conformidade com o desenvolvimento embrionario de cada
espécie e realizar o manejo profilatico da agua com produtos a fim de controlar os

microrganismos nocivos.
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O formaldeido, verde de malaquita, permanganato de potassio, peroxido de hidrogénio
e acido acético iodo povidine_sdo alguns dos produtos utilizados para o tratamento da agua de
incubacdo (FUANGSAWAT et al., 2011). Estes produtos quimicos podem ser prejudiciais,
tanto para o meio ambiente, quanto para o consumidor, pois podem deixar residuos na agua e
no peixe (CELADA et al., 2006). Dessa forma, os extratos de plantas estdo sendo utilizados
como alternativa para substituicdo aos produtos quimicos. As plantas contém varios principios
ativos como compostos fenolicos, polifendis, alcaloides, quinona, terpendides, lectina e
polipeptideos que atuam como antimicrobianos e na melhora do sistema imune
(HARIKRISHNAN et al., 2011). Dentre as plantas que contém estas propriedades estdo
alecrim, alho, canela, cominho, cravo, gengibre, orégano, pimenta vermelha e tomilho
(BURT, 2004; CEYLAN; FUNG, 2004; BUTOLO, 2005).

O alho, Allium sativum, da familia Liliacea, € uma planta bulbosa perene, originaria da
Asia Central e Ocidental. Esta hortalica tem sido experimentada e utilizada na aquicultura por
promover o crescimento, estimular o apetite e conter propriedades imunoestimulantes,
antibacterianas e antifungicas (SHALABY et al., 2006; SYAHIDAH et al., 2015). As
propriedades antimicrobianas sdo devidas aos compostos biologicamente ativos, sulfurados e
bioflavondides presentes na parte bulb6nica, como, principais, a alicina e o ajoeno (LEE;
GAO, 2012).

As pesquisas realizadas com a utilizacdo do alho em peixes produziram bons
resultados, porém faltam estudos mais abrangentes da utilizacdo desse produto e, também,
com relacdo a fase de vida do peixe e da espécie a ser estudada. Sao necessarios estudos que
avaliem a utilizacdo de compostos naturais em especial do alho, visando uma melhora na
eficiéncia dos processos reprodutivos e que contribuam para reducdo de danos ao ambiente e
consequentemente reduzem os custos de producao.

Este trabalho teve como objetivo avaliar o efeito da utilizacdo do éleo essencial de
alho (Allium sativum), como um produto natural, sobre as taxas de fertilidade e ecloséo de
ovos e normalidade das larvas de jundia, Rhamdia quelen, incubados artificialmente.



2 REVISAO

2.1 Caracteristicas produtivas e reprodutivas do jundia (Rhamdia quelen)

O jundia, Rhamdia quelen, (QUOY & GAIMARD, 1824) também denominado catfish
sul americano, é uma espécie nativa do Brasil, encontrado nas Américas Central e do Sul.
Este siluriforme possui caracteristicas favoraveis para producdo comercial, pois tem boa
aceitacdo pelo mercado consumidor, aceita bem dietas formuladas com diferentes
ingredientes, apresenta bom crescimento, espécie rastica, resistente a baixas temperaturas e
condigdes de manejo (BARCELLOS et al., 2012).

Além do bom desempenho produtivo, outro fator que favoreceu o destaque desta
espécie na piscicultura brasileira foi o dominio do processo reprodutivo em cativeiro. As
caracteristicas reprodutivas desta espécie reofilica tornam-na ainda mais promissora para
producdo em grande escala. O Rhamdia quelen atinge maturidade sexual por volta de um ano
de idade, apresenta dois picos reprodutivos por ano, libera grandes quantidade de gametas e
respondem bem a inducdo hormonal, a reproducéo artificial e incubacéao artificial de ovos e
larvas com baixa mortalidade pds-desova e alta sobrevivéncia na fase larval
(BALDISSEROTTO; NETO, 2013). Desta forma, pode ser considerado um excelente
material bioldgico para ensaios de reproducéo artificial em peixes.

2.2 Incubacao artificial de ovos de peixes

Na natureza as taxas de mortalidade nos estagios iniciais de desenvolvimento do
peixe, fase de ovo e larva, sdo altas. A incubagdo artificial de ovos de peixes proporciona
maior sobrevivéncia, pois permite que o ovo fique protegido e oferece condi¢des favoraveis
para que a eclosdo aconteca (BOBE; LABBE, 2010).

Porém, para que haja sucesso na incubacdo artificial de ovos de peixes alguns
cuidados sdo necessarios como a limpeza das incubadoras. De acordo com Silva (2004) a
retirada de ovos mortos e membranas de ovos apés a eclosdo das larvas evita a proliferacdo de
fungos e bactérias. Os sélidos em suspensdo como a argila, também, devem ser tirados da
agua, pois aderem na membrana do ovo, dificultando as trocas ibnicas e gasosas do ovo com a
agua.

Além da limpeza das incubadoras, alguns parametros devem ser monitorados como: a
vazdo, aeracdo, temperatura e pH. Para a espécie Rhamdia quelen é recomendada vazéo de

0,8 a5 L min? em incubadoras do tipo Zoug (20 L), aeracdo em torno de 6 a 8 mg L™,
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temperatura de 24 °C e pH basico (FERREIRA et al., 2001; LONGO; NUNER, 2010; SULIS-
COSTA et al., 2013).

2.3 Microrganismos prejudiciais durante a incubacdo artificial de ovos de peixes

Um dos entraves da incubagao artificial sdo os microrganismos nocivos presentes no
meio de cultivo. Utiliza-se para eliminagdo dos agentes patogénicos, produtos quimicos como,
verde de malaquita, formalina, perdxido de hidrogénio, permanganato de potassio e iodo.
Porém, sabe-se que a utilizacdo de agentes quimicos na agua podem contaminar os ambientes
aquaticos e ter efeitos acumulativo e carcinogénico (CELADA et al., 2006).

Os ovos de peixe apresentam uma membrana gelatinosa envolvente que os protege de
choques mecanicos, ataque de predadores e parasitas (BALDISSEROTTO; NETO, 2013). Os
ovos podem ainda ser atacados por bactérias, fungos e componentes do zooplancton
(ZANIBONI-FILHO, 2000).

A principal preocupacdo dos piscicultores é a Saprolegniose, infeccdo causada por
oomicetos, normalmente, presentes nas unidades de cultivo, tornando-se uma ameaca para o
desenvolvimento dos ovos. Estes oomicetos pertencem a classe dos Ficomicetos, familia
Saprolegniaceae, destacando-se 0s géneros Saprolegnia, Achlya e Dictyuchus, conhecido
como mofo aquatico. O fungo ataca primeiramente os ovos mortos formando hifas que
crescem e prendem o0s ovos viaveis causando a sua morte (PAVANELLI et al., 2008). A
infeccdo por fungos pode causar grandes perdas na producdo, pois os ovos infectados
contaminam rapidamente os ovos saudaveis (ABDEL-HADI et al., 2008).

A proliferacdo de col6nias de bactérias pode atacar a membrana dos ovos. Essa
proliferacdo ocorre quando ha uma alta concentracdo de matéria organica na agua, que serve
de substrato para as bactérias (PAVANELLI et al., 2008). As perdas de ovos por doencas
virais podem ocorrer quando os pais forem portadores assintomaticos de alguma doenca
estando aparentemente sadios (BRANDAO, 2004).

2.4 Produtos utilizados em incubadoras de ovos de peixes

A utilizacdo de produtos na &gua de incubagdo tem como finalidade eliminar
microrganismos que afetam a qualidade do ovo ou causam a sua morte. Normalmente, séo
utilizados os seguintes produtos quimicos na agua: verde de malaquita, formalina, peroxido de
hidrogénio, permanganato de potassio, acido acético e iodo povidine (FUANGSAWAT et al.,
2011).
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A utilizacdo de produtos nas incubadoras de peixes apresenta, principalmente, acéo
fungicida. De acordo com Rach et al. (1997) a incubacdo artificial de ovos de peixes é
dependente de produtos quimicos, para o controle de doencas fungicas, destacando-se o
formol, como um dos produto mais utilizados. E comprovada a eficiéncia da formalina em
combater, in vitro, o fungo Saprolegnia spp. em ovos de peixes (AKPOILIH; ADEBAYO,
2010; CORREA et al., 2013).

O cloro, tambem, é utilizado para desinfetar a dgua da incubacdo, porém, antes de
utilizar a agua tratada com o cloro, esta deve ser exposta ao sol por 24 horas para que o cloro
evapore totalmente. Este cuidado é necessério devido ao cloro ter efeito carcinogénico e
possuir alto poder corrosivo (BRANDAOQ, 2004).

Os antibioticos sdo atualmente foco de maior atencdo dos érgdos fiscalizadores em
pisciculturas, por causarem resisténcia bacteriana, deixarem residuos nos alimentos e
preocupacdo com a saude publica (CHAKRABORTY; HANCZ, 2011). As principais criticas
em torno dos produtos terapéuticos sdo a presenca de residuos na agua, sedimento e pescado,
toxicidade em organismos ndo alvos como plantas, crusticeos e até peixes selvagens,
potencial carcinogénico para manipuladores e consumidores, e resisténcia bacteriana
(SAPKOTA et al.,, 2008; RICO et al., 2013; RICO; BRINK, 2014). Neste contexto, 0s
extratos de plantas estdo sendo muito estudados, por conterem propriedades profiléticas ou
terapéuticas para algumas enfermidades em piscicultura (TAVECHIO et al., 2009).

Diversos pesquisadores tém sido estimulados a encontrar solugcdes para os problemas
sanitarios atuais da aquicultura. Algumas das estratégicas para o controle e prevencao de
doencas em peixes buscam o desenvolvimento de produtos profilaticos como dietas
imunoestimulantes (SKALLI et al., 2013), sendo que varios fitoterapicos tém mostrado
resultados promissores na profilaxia de doencas e melhora de resposta imunoldgica, enquanto
que os produtos quimicos utilizados contra patdgenos apresentam eficacia duvidosa e dificil
tratamento (CARUANA et al., 2012).

2.5 Atividade antimicrobiana dos produtos naturais

Todas as plantas produzem metabdlitos primarios, que sdo compostos essenciais para
0 seu metabolismo, porém, somente algumas produzem os metabdlitos secundarios, estes irdo
compor os principios ativos das plantas (HASHEMI; DAVOODI, 2011).

Segundo Santos et al. (2009) os extratos de plantas sdo bastante utilizados em dietas
de peixes, sendo que sua eficécia ird depender das diferentes formas de a¢do no organismo

dos espécimes, das concentracOes, dos principios ativos e quantidades adicionadas as racdes.
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Os principios ativos das plantas podem ter propriedades anticarcinogénicas, anti-
inflamatorias, antioxidante (SANTHOSHA et al., 2013), imunoestimulante e antimicrobiana
(CARVALHO, 2004).

Alguns principios ativos de plantas estdo apresentados na Tabela 1. Segundo Reverter
et al. (2014) e Wendler (2006) as saponinas, taninos, flavonoides, mucilagens, glucosideos,
alcaloides, compostos fendlicos e polifendlicos, quinonas, flavonas; cumarinas, substancias
sulfurosas; terpenos, sesquiterpenos e diterpenos, triterpenos e esterdides, e 6leos essenciais,

sdo exemplos de principios ativos com propriedades antimicrobianas.

Tabela 1. Principio ativo de plantas e suas propriedades bioldgicas

Espécie Principio ativo Propriedades
Curcuma longa Curcumina Antioxidante,
(Acafréo da India) anti-inflamatério e antiflngico
Rosmarinus officinalis Cineol, rosmarinol, rosmaricina, Antibacteriano e antioxidante
(Alecrim) timol
Allium sativum Alicina, ajoeno Antisséptico e antibacteriano
(Alho)
Peumus boldus Boldina, eucaliptol, ascaridol, Antioxidante
(Boldo do Chile) pneumosideo, cinaladeido
Cinnamomum spp. Eugenol, linalol Antibacteriano e antioxidante
(Canela)
Cuminun cyminun Cuminaldeido, y- terpine Antibacteriano
(Cominho)
Syzygium spp. Eugenol Antibacteriano e Antifingico
(Cravo)
Zingiber officinalis Cingerol Antibacteriano
(gengibre)
Laurus nobilis Cineol Antisséptico
(Louro)
Origanum spp. Carvacrol, timol, caryone, y- Antiflngico
(Orégano) terpine, p-cimene
Capsicum spp. Capsaicina, piperina Anti-inflamatério e antibacteriano
(Pimenta vermelha/preta)
Thymus spp. Timol, carvacrol, p-cimene, Antibacteriano, antiflngico e
(Tomilho) geraniol antioxidante
Salvia spp. Cineol, pineno, salviol Antibacteriano, antifingico e
(Salvia) antioxidante
Vitis vinifera Antocianinas, flavanas, catequina, Antioxidante, antibacteriano,
(Semente de uva) epicatequina, antiviral e anti-inflamatério

Fonte: Adaptado de Burt (2004); Ceylan e Fung (2004) e Butolo (2005)

2.5.1 Atividade antimicrobiana dos produtos naturais em peixes
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Produtos derivados de plantas parecem representar uma promissora fonte de moléculas
bioativas, sendo a0 mesmo tempo prontamente disponivel, econdmico e biocompativel.
Pesquisas com extratos de plantas adicionados a racdo para peixes tém mostrado indmeros
beneficios como, estimulante da digestdo, alteracdo da microbiota intestinal, melhora na
absorcdo dos nutrientes, antioxidantes, imunoestimulantes e antimicrobianos (WU et al.,
2007; ALY; MOHAMED, 2010). Alguns exemplos de plantas com propriedades

antimicrobianas e imunoestimulantes estio descritos na Tabela 2.

Tabela 2.

imunoestimulantes de diferentes espécies vegetais

Principio ativo e propriedades antimicrobianas, antiparasitarias e

Efeito

Referéncia

Extrato vegetal

Espécie

Allium sativum
(alho)

Andrographis paniculata
(kirata)

Psidium guajava
(goiaba)

Magnifera indica
(manga)

Terminalia catappa
(amendoeira da praia)
Achyranthes &spera
(carrapicho)

Aloe vera

(babosa)

Fonte: Adaptado de Boijink (2010)

Imunoestimulante
Imunoestimulante

Imunoestimulante
Imunoestimulante

Imunoestimulante

Antifagico

Antiparasitario

Antiparasitério
Imunoestimulante

Imunoestimulante
Imunoestimulante
Antiparasitario
Antibacteriano

Antibacteriano

Oreochromis
niloticus
Oreochromis
niloticus
Huso huso
Clarias gariepinus

Oreochromis
niloticus
Cyprinus carpio
Hypophthalmichthys
molitrix
Onchorinchus
mykiss
Lates calcarifer
Cyprinus carpio

Cyprinus carpio
Labeo rohita
Oreochromis

niloticus

Labeo rohita

Sebastes schlegeli

Ndong e Fall (2011)
Aly et al. (2010)

Nobahar et al. (2014)
Nwabueze (2012)

Diab et al (2008)

Abdel-Habi et al (2008)

Nya et al. (2010)

Militz et al. (2013)
Wu et al. (2007)

Chansue et al. (2007)
Sahu et al. (2007)
Chitmanat et al. (2005)
Vasudeva et al. (2006)

Kim et al. (1999)
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A utilizacdo de produtos naturais em peixes & uma prética bastante antiga,
principalmente nos paises asiaticos. Atualmente os chineses cultivam plantas para manter o
comeércio de produtos naturais para peixes (INOUE et al., 2010).

Os produtos naturais antimicrobianos utilizados para peixes tém acdo profilatica e
terapéutica, podendo ser adicionados a dieta, utilizados para aplicacdo em tanques, via oral,
banho, spray ou injecdo (BOWJINK et al., 2010). Segundo Santos et al. (2009) a eficacia da
utilizacdo dos extratos de plantas em dietas de peixes ira depender das diferentes formas de
acao no organismo animal, das concentracgdes, dos principios ativos e quantidade adicionadas

as ragoes.

2.5.2 Produtos naturais utilizados em ovos de peixes

Os trabalhos com produtos naturais em ovos de peixes constam de experimentos in
vitro e in vivo, porém, ainda sdo escassos. Caruana et al. (2012) obtiveram, em experimento in
vitro, significativa inibigdo do crescimento do fungo Saprolegnia australis com os extratos de
Rumex obtusifolius (lingua de vaca), Sophora flavescens (sophora), Echinacea angustifélia
(echinacea) e Zingiber officinalede (gengibre).

Com experimento in vivo utilizando a combinacdo de quatro 6leos essenciais, Thymus
vulgaris (tomilho), Salvia officinalis (salvia), Eucalyptus globulus (eucalipto) e Mentha
piperita (horteld-pimenta) Mousavi et al. (2009), conseguiram resultados satisfatorios, para a
reducdo da porcentagem de ovos de truta-arco-iris infectados com fungo Saprolegnia sp. Em
seu trabalho Abdel-Hadi et al. (2008) comprovaram a eficacia e determinaram a dose letal do
extrato de alho em ovos de carpa comum contaminados pelo fungo Saprolegnia sp.

Caruana et al. (2012) obtiveram resultados satisfatérios ao testarem in vitro o efeito de
cinco extratos de plantas sobre ovos de tilapia do Nilo contaminados com o fungo causador da
saprolegniose. Porém, os estudos com a aplicacdo de extratos naturais para o tratamento de
0vos e larvas de peixes em sistemas intensivos de reproducao sao escassos.

Dentre as plantas medicinais, o alho destaca-se por possuir compostos sulfurados e
bioflavondides presentes na parte bulbdnica, como, principais, a alicina e o ajoeno (LEE;
GAO, 2012). Estes compostos possuem acgdo antiviral, antifingica e antibacteriana
(SANTHOSHA et al., 2013).

2.6 Alho (Allium sativum L.)
O alho (Allium sativum) € uma planta perene pertencente a familia Liliacea, conhecido

como agente medicinal terapéutico e profilatico muito potente utilizado em muitas culturas.
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Os componentes fitoterdpicos do alho estdo localizados no bulbo, este é constituido pelo
conjunto de bulbilhos que se formam pelo desenvolvimento das gemas do caule, sendo
recobertos por folhas escamiformes (Figura 1). Esta planta herbacea pode chegar a 60 cm de
altura (BANERJEE; MAULIK, 2002).

Figura 1. Aspecto geral da planta (Allium sativum)
Fonte: www.iccs.edu

A utilizacdo do alho na dieta e na medicina tem sido preservada durante séculos
devido a seus compostos organosulfurados e bioflavondides que atuam contra parasitas e na
prevencdo e cura de doengas (LEE; GAO, 2012), sendo a alicina e 0 ajoeno 0s principais
produtos derivados dos compostos sulfurados volateis (SANTHOSHA et al., 2013).

O 6leo essencial do alho é proveniente dos bulbos da hortalica, com rendimento de 0,1
a 0,2%. E composto de substancias volateis naturais e lipofilicas, sendo a técnica de arraste a
vapor, a mais utilizada para obtencdo deste 6leo. Santos et al. (2004) e Liu et al. (2005) ao
analisarem a composi¢cdo quimica do 6leo essencial de alho, encontraram como principais
componentes o dissulfeto de dialila (38,6%), trissulfeto de dialila (30,8%) e sulfeto de dialila
(10,0%).

A alicina é um composto bioativo, instavel, com odor forte caracteristico, possui a¢do
antiviral, antifungica e antibacteriana. E produzida com a trituracdo dos bulbilhos, que
provoca a transformacdo da aliina, através da acdo da enzima alinase, em alicina
(CARVALHO, 2004). A Figura 2 apresenta os principais constituintes quimicos sulfurados
do alho (OLIVEIRA et al., 2014).
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Figura 2. Principais constituintes quimicos do alho (a) dissulfeto de dialila, (b) trissulfeto de

dialila, (c) aliina (dialil tiossulfonato) e (d) alicina.

Além dos compostos sulfurados, o alho apresenta em sua composicdo quimica,

proteinas, minerais, vitaminas (Tabela 3) e 6leo essencial.

Tabela 3. Composicéo centesimal do alho in natura

Energia (kcal) 113,00 Manganés (mg) 21,00
Proteina (Q) 7,00 Sodio (mg) 5,00
Lipideos (g) 0,12 Potéassio (mg) 535,00
Calcio (mg) 14,00 Cobre (mg) 0,15
Magnésio (mg) 21,00 Zinco (mg) 0,80
Fésforo (mg) 149,00 Tiamina (ug) 0,18
Ferro (mg) 0,80 Piridoxina (ug) 0,44

Fonte: Adaptado de UNICAMP (2011).

Na aquicultura o alho promove o crescimento, estimula o apetite, melhora o sistema
imune, reforca o controle de bactérias e fungos nos animais (SHALABY et al., 2006).
Pesquisas tém utilizado o alho para eliminar as principais bactérias em peixes de agua doce
(LEE; GAO, 2012), e a sua utilizacdo vem sendo indicada em pisciculturas de diversos paises
para diferentes espécies de peixes (INOUE; BONINK; CHAVES, 2010).

Chitmanat et al. (2005) concluiram, por meio de ensaios de laboratorio, que o extrato
de alho pode ser utilizado como uma alternativa aos produtos quimicos para controlar
Trichodina sp. em alevinos de tilapias. A alicina aumentou a atividade fagocitica e preveniu
doengas causadas por Aeromonas hydrophila em alevinos de truta arco-iris (NYA et al.,
2010). Dietas suplementadas com alho e equinacea (Echinacea purpurea) para tilapia

melhoraram a taxa de sobrevivéncia e a resisténcia, apresentando efeito prolongado dos
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produtos (ALY; MOHAMED, 2010). O alho preveniu infestagcdo por Neobenedenia sp. em
Lates calcarifer (MILITZ et al., 2013).

Segundo Lu et al. (2012) estudos com produtos naturais em pisciculturas tornam-se
necessarios, pois o mercado esta cada vez mais exigente em relacdo a qualidade e
sustentabilidade do produto, com isso, 0s piscicultores estdo tendo que se adequar aos Nnovos
parametros do mercado como, qualidade, seguranca, eliminacdo de poluentes, concomitantes,
antibioticos e agentes cancerigenos durante as atividades aquicolas.

Neste contexto sdo necessarios estudos que definam as dosagens e 0s possiveis efeitos
toxicos do 6leo essencial de alho nos ovos e larvas de jundia, para que haja maior eficiéncia
dos processos reprodutivos, garantindo melhores taxas de fertilizagéo e eclosdo dos ovos, e

contribua para reducdo de danos ao ambiente e custos de producéo de alevinos.
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3 UTILIZAQAO DE OLEO ESSENCIAL DE ALHO NA INCUBAC;AO ARTIFICIAL
DE OVOS DE Rhamdia quelen

RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito da utilizacdo do dleo essencial de alho (Allium
sativum) sobre as taxas de fertilidade, eclosdo e normalidade das larvas de ovos de jundia,
Rhamdia quelen, incubados artificialmente. Foram realizados dois experimentos (I e II)
utilizando delineamento experimental inteiramente casualizado com quatro tratamentos e
cinco repetigdes. Os tratamentos consistiram na introdugdo de oOleo essencial de alho nas
incubadoras, utilizando um sistema fechado de recirculacdo de agua, com os niveis de 0; 5; 10
e20e0;1;3e5mg L™ de 6leo essencial de alho, respectivamente para o experimento | e 1.
As taxas de fertilizacdo e eclosdo foram determinadas, respectivamente as 10 e 24 h apds o
inicio da hidratacdo dos ovos. Utilizou-se do padrdo morfoldgico de larvas para determinar a
taxa de normalidade, com o auxilio de um microscopio estereoscopio. No experimento | a
dosagem 5 mg L™ promoveu maiores (p<0,05) taxas de fertilizacdo e ecloséo dos ovos. Nos
niveis 10 e 20 mg L™ houve morte de todos os embrides nas primeiras 10 h apés a
fecundacdo. No experimento Il a dosagem de 5 mg L™ promoveu melhores taxas de
fertilizacdo (p<0,01) e eclosdo (p<0,05) em relacdo as demais concentracdes de dleo essencial
de alho. As taxas de fertilizacdo e eclosdo variaram de 65,80 a 83,70% e 57,60 a 71,40%,
respectivamente. Os niveis de 6leo essencial de alho apresentaram efeito linear sobre as taxas
de fertilizagdo (p<0,01) e eclosdo (p<0,05). O 6leo de alho ndo influenciou na normalidade
das larvas (p>0,05). Recomenda-se utilizar 5 mg L™ de 6leo essencial de alho para promover

melhores taxas de fertilizacdo e eclosdo de ovos de jundia incubados artificialmente.

Palavras-chave: Allium sativum, antimicrobianos, eclodibilidade, ovos e larvas de jundia
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THE UTILIZATION OF GARLIC ESSENTIAL OIL ON THE ARTIFICIAL
INCUBATION OF Rhamdia quelen EGGS

ABSTRACT

The objective of this work is to evaluate the effect of garlic essential oil (Allium sativum) on
the fertility rate and hatching of silver catfish eggs, Rhamdia quelen, artificially incubated.
Two experiments (I and I1) were realized using randomly experimental design with the four
treatments and five repetitions. The treatments consisted on the introduction of garlic essential
oil on the incubators of fish eggs with the levels of 0; 5; 10 and 20 and 0; 1; 3and 5 mg L™ of
oil, on experiments I and Il respectively. The fertilization and hatching rates were determined
respectively 10 and 24 h after start of hydration of the eggs. It used the standard
morphological larvae to determine the normal rate, with the aid of a stereoscopic microscope.
On the experiment | the dosage of 5 mg L™ promoted the biggest (p<0.05) rates of
fertilization and hatching of the eggs. At levels of 10 and 20 mg L™ was death from all
embryos within 10h after fertilization. In the second experiment the dosage of 5 mg L™
promoted best fertilization rates (p<0.01) and hatching (p<0.05) compared to other essential
oil concentrations of garlic. The fertilization and hatching rates ranged from 65.80 to 83.70%
and 57.60 to 71.40% respectively. The essential garlic oil levels showed linear effect on the
fertilization rates (p<0.01) and hatching (p<0.05). Garlic oil did not influence the normal
larvae (p<0.05). It is recommended to use 5 mg L™ essential oil of garlic to promote better

rates of fertilization and hatching of silver catfish eggs artificially incubated.

Key words: Allium sativum, antimicrobial, hatchability, catfish eggs and larvae
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3.1 Introducgéo

A incubacdo artificial permite que os ovos fiquem protegidos e independe de
condicdes ambientais ndo controladas, proporcionando melhor qualidade do ovo, aumentando
sua capacidade de eclosdo (BOBE; LABBE, 2010). O sucesso dessa tecnologia depende de
boas préaticas de manejo como, 0 monitoramento dos parametros da agua de incubacdo e a
eliminacdo dos agentes patogénicos. Algumas espécies de bactérias, fungos e componentes do
zooplancton quando presentes no meio de cultivo podem ocasionar grandes perdas na
producdo (ZANIBONI-FILHO, 2000).

Para combater os microrganismos nocivos nas incubadoras de ovos de peixes,
normalmente, sdo utilizados produtos como, verde de malaquita, formalina, peréxido de
hidrogénio, permanganato de potassio e iodo (FUANGSAWAT et al., 2011). Esses produtos
quimicos se usados em pisciculturas, devem ser fiscalizados (TAVECHIO et al., 2009) pelo
risco de contaminar os ambientes aquaticos e ter efeitos acumulativo e carcinogénico
(CELADA et al., 2006), além de apresentarem eficacia duvidosa e dificil tratamento, levando
a busca por substitutos adequados (CARUANA et al., 2012).

Neste contexto, os extratos de plantas estdo sendo muito estudados, por conterem
propriedades capazes de prevenir e curar algumas enfermidades na piscicultura (TAVECHIO
et al., 2009). Algumas plantas possuem principios ativos com propriedades antimicrobianas,
imunoestimulantes e nutricionais e estdo sendo utilizadas na aquicultura (CITARASU, 2010).
Produtos derivados de plantas parecem representar uma promissora fonte de moléculas
bioativas, sendo ao mesmo tempo, prontamente disponiveis, econémicos e biocompativeis
(BULFON et al., 2015). Dentre estas plantas medicinais, o alho se destaca por possuir
compostos sulfurados e bioflavonoides presentes na parte bulbénica, como, a alicina e 0
ajoeno principalmente (LEE; GAO, 2012). Esses compostos possuem acdo antiviral,
antifangica e antibacteriana (SANTHOSHA et al., 2013).

O jundia, Rhamdia quelen, (Quoy & Gaimard, 1824), é uma espécie nativa do Brasil,
encontrado nas Américas Central e do Sul. As caracteristicas desse peixe sdo favoraveis para
ensaios de reproducao artificial, fato que o torna um modelo biolégico muito bom para
experimentacdo. Os atributos desta espécie sdo rusticidade, bom crescimento, resisténcia a
baixas temperaturas e condi¢cGes de manejo (BARCELLOS et al., 2012), maturidade sexual
rapida, grande numero de gametas com desova duas vezes no ano, e facilidade no manejo
reprodutivo artificial (BALDISSEROTTO; NETO, 2013).



30

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito da utilizacdo do 6leo essencial de alho
(Allium sativum) sobre as taxas de fertilidade, eclosdo dos ovos e normalidade das larvas de
jundia (Rhamdia quelen) incubadas artificialmente.

3.2 Material e Métodos

A pesquisa consistiu de dois experimentos ambos realizados no Laboratério de
Tecnologia da Reproducdo dos Animais Aquéticos Cultivaveis (LATRAAC) da Universidade
Estadual do Oeste do Parana (Unioeste), instalado no Instituto de Pesquisas em Aquicultura
Ambiental (INnPAA), Toledo, PR, no periodo de outubro a dezembro de 2014.

Para a manipulagdo reprodutiva foram selecionados aleatoriamente dos tanques do
INPAA os reprodutores que liberaram sémen quando submetidos a leve pressdo abdominal, e
as matrizes que apresentaram abdémen arredondado, papila urogenital avermelhada,
coloracdo e tamanho dos ovécitos uniformes (Figura 3) (WOYNAROVICH E HORVATH,
1983; ANDRADE et al., 2015).

Figura 3. Selegéo de reprodutores dos tanques do INPAA

Os reprodutores selecionados foram individualmente pesados, marcados e separados
por sexo em dois tanques, dotados de aeracdo e renovacao constante de agua. No experimento
I, foram utilizados 14 espécimes com fémeas de peso médio de 262 + 177 g e machos de 230
+ 72 g. No experimento Il, foram utilizados 12 jundias com fémeas de peso meédio de 424 +
182 g e machos de 211 + 98 g.

A manipulacdo hormonal foi realizada com a utilizacdo de extrato pituitario de carpa
(EHC), sendo o protocolo empregado para as fémeas de 5,5 mg EHC kg de matriz™,

distribuida em duas doses, 10% na primeira aplicagéo e o restante 12 horas apds a dose inicial



31

preparatoria (BOMBARDELLI et al., 2006). A coleta dos ovocitos de cada uma das fémeas
foi realizada por meio de massagem abdominal, apés 240 horas-grau (10 h, agua a 24 °C)
contadas a partir da segunda aplicagdo hormonal.

Para os machos foi aplicada uma tnica dose de 3,0 mg EHC kg de reprodutor™ e apés
240 horas graus retirado o sémen por meio de massagem abdominal no sentido cefalocaudal
(SANCHES et al., 2011). O sémen foi coletado em tubos de ensaio e mantidos sob-
refrigeracdo (12 °C) para analise dos pardmetros espermaticos e seminais. A coloragio e
viscosidade do sémen foram observadas, subjetivamente, no momento da coleta. Para a
estimativa da quantidade de ovocitos para cada incubadora, trés amostras de
aproximadamente 0,1 mL de ovocitos foram separadas para contagem e estimativa do volume
para 2,0 mL de ovdcitos de acordo com a as recomendacdes adaptadas de Zanibon-Filho e
Weingartner (2007).

Foram utilizados 2,0 mL de ovdcitos para cada incubadora. Os ovocitos foram
fertilizados com 50 pL de sémen e ativados com 20 mL de dgua (BOMBARDELLI et al.,
2006). Os ovos fertilizados foram enxaguados trés vezes com &gua do proprio sistema
(ZANIBONI-FILHO; WEINGARTNER, 2007) e transferidos para as incubadoras.

Foi desenvolvida uma estrutura de reproducdo, para realizacdo dos experimentos, com
quatro sistemas individuais de recirculagdo de agua e cinco incubadoras experimentais de 2,5
L para cada sistema (Figura 4).

Figura 4. Incubadoras artificiais de ovos de peixes em sistemas individuais de recirculagédo de

agua e incubadoras de 2,5 L
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Os tratamentos foram representados por diferentes niveis (mg L™) de 6leo essencial de
alho, baseado no trabalho de Mousavi et al. (2009). O delineamento experimental
inteiramente casualizado, consistiu de quatro tratamentos e cinco repeticdes sendo utilizado,
no primeiro experimento (1) 0; 5; 10 e 20 mg L™ e no segundo experimento (11) 0; 1; 3 e 5 mg
L™ de 6leo essencial de alho.O 6leo essencial de alho (LASZLO Aromatologia Ltda., Belo
Horizonte, MG, Brasil) foi adicionado no sistema de reproducdo uma hora antes da
transferéncia dos ovos para as incubadoras.

Durante o periodo de incubacao de ovos de jundia foram mensurados o pH o oxigénio
dissolvido e a temperatura da dgua por meio de equipamento multipardmetros, no periodo da
manha (8h) e no periodo da tarde (19h).

As taxas de fertilizacdo foram calculadas ap6s o fechamento do blastoporo,
aproximadamente 10 horas pés-fertilizacdo, sendo considerados ovos fertilizados aqueles que
se apresentavam translucidos e ndo fertilizados, os ovos opacos. Para isso, foram coletadas
trés amostras de cada incubadora, utilizando uma pipeta. As amostras foram colocadas em
tubos de ensaios graduados com, aproximadamente, 1 mL de ovos. Determinou-se a relacdo
entre 0 numero de ovos fertilizados e 0 nimero total de ovos de cada amostra expressa em
porcentagem. O término da eclosdo dos ovos ocorreu, com aproximadamente, 24h de
incubagdo. Os ovos foram coletados com auxilio de uma peneira e fixados em formol
tamponado 4%.

As taxas de eclosdo (%) foram determinadas pela relacdo entre o numero de larvas
eclodidas e o numero de ovos estocados (GODINHO, 2007; MYLONAS et al., 2010). Foi
mensurado ainda, o periodo de tempo em termos de unidades térmicas acumuladas (UTA)
desde a fertilizacdo até a eclosdo das larvas. Posteriormente, do total de larvas fixadas foi
estimado o percentual de larvas normais, com o auxilio de um microscépio estereoscépio
(objetiva 4 x), considerando como padrdo morfologico de larvas as descritas por Nakatani et
al. (2001).

Os resultados das taxas (%) de fertilizacéo, eclosdo dos ovos e a normalidade de larvas
de jundia foram submetidos aos testes de normalidade e analise de variancia (ANOVA). As
médias foram comparadas pelo teste de Dunnett (5%). Aplicou-se a analise de regressdo a 5%
de probabilidade, utilizando o software estatistico SAEG (Sistema de Analises Estatisticas e
Geneticas).

3.3 Resultados e Discussao
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Os valores dos parametros de qualidade de agua, incluindo temperatura, oxigénio dissolvido e
pH foram mensurados as 8 h e 19 h mantiveram-se dentro dos padrGes recomendados para
incubacdo artificial de ovos de jundia em sistema de recirculacdo de agua, respectivamente

para o experimento | e Il (Tabela 4).

Tabela 4. Valores médios de temperatura (TP), oxigénio dissolvido (OD) e pH da &gua no
periodo da manha (8 h) e a tarde (19 h), durante a incubacéo artificial dos ovos de jundia

submetidos a diferentes concentracdes de 6leo essencial de alho.Oleo de alho (mg L™)

TP (°C) OD (mgL™) pH

Manhd  Tarde Manhd  Tarde Manhd  Tarde
Experimento |
0 23,5 25,1 6,8 7,5 7,7 7,5
5 23,7 24,6 7,9 7,7 7,6 7,4
10 23,7 24,9 7,9 7,1 7,6 7,5
20 23,9 24,6 8,1 7,6 7,6 7,4
Experimento 11
0 24,5 25,1 7,1 7,1 8,4 8,8
1 23,6 24,9 7,1 7,1 8,2 8,5
3 24,5 24,1 7,1 7,1 7,9 8,4
5 24,5 24,8 7,1 7,1 8,8 8,3

No experimento I, os valores médios de fertilizacdo foram de 10,5 + 4 e de 29,5 + 21
para o nivel 0 e 5 mg L™, respectivamente. As médias de eclosdo foram 3,2 + 0,9 e de 14 +
10,5 para o nivel 0 e 5 mg L™, respectivamente. A menor concentracdo (5 mg L™) resultou na
melhoria da fertilizacdo e eclosdo (p<0,05), variando de 14 a 60 e 6,9 a 29,4%
respectivamente (Tabela 5). Os resultados obtidos corroboram com os trabalhos de Abdel-
Hadi et al. (2008) e Mousavi et al. (2009), que obtiveram, respectivamente, melhores taxas de
fertilizacdo com a utilizacdo de menores doses de extrato de alho (0,5 g L™) em incubadoras
de ovos de carpa prateada (Hypophthalmichthys molitrix) e maiores taxas de eclosdo de ovos
(70%) com a menor concentracao de 6leos essenciais (10 mg L™), em incubadoras de ovos de

truta arco-iris (Oncorhynchus mykiss).
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Tabela 5. Taxas de fertilizacdo e eclosdo (média + desvio padrdo) de ovos de jundia
incubados artificialmente e submetidos a diferentes doses de 6leo essencial de alho

Oleo essencial de alho (mg L™) Fertilizacao (%) Eclosédo (%)
0 10,45+ 4,00 b 3,20£0,94 b
5 29,50 £21,08a 13,98 £ 10,53 a
10% - -
20° - -

Meédias seguidas de letras mindsculas, distintas nas colunas, diferem entre si pelo teste de Dunnett a 5% de
probabilidade; *Dosagens de 10 e 20 mg L™ ocasionaram a degradacéo dos ovos, ndo ocorrendo a fertilizagio e

eclosdo (-)

As concentracdes de 10 e 20 mg L™ de 6leo essencial de alho, causaram a morte total
dos ovos nas primeiras 10 horas ap6s a introducdo nas incubadoras. Observou-se que houve
degradacdo dos ovos nestes tratamentos, isto demonstra que o 6leo de alho nessas dosagens
foi toxico para os ovos de jundid. Apesar da ampla margem de seguranca da utilizacdo dos
extratos de plantas medicinais, ha também relatos escassos sobre 0s seus impactos negativos
em piscicultura (SYAHIDAH et al., 2015). Alguns produtos podem causar injurias sobre as
membranas dos ovos embrionados (BROOKS et al., 1997). Os Gleos essenciais concentram
muitos produtos metabolizados pela planta, e podem apresentar toxicidade (CORREA;
SALGADO, 2011). No o6leo essencial de alho os componentes que apresentam maior
toxicidade sao dissulfeto de dialila e trissulfeto de dialila (ZHAO et al., 2013).

No experimento I, os niveis de 6leo essencial de alho tiveram efeito linear crescente
(p<0,05) sobre as taxas de fertilizacdo e eclosdo. O 6leo de alho ndo influenciou (p>0,05) na
normalidade das larvas (Tabela 6).

Tabela 6. Taxas de fertilizacdo, ecloséo e larvas normais (média + desvio padrdo), de jundia

incubadas artificialmente, submetidas a diferentes doses de 6éleo essencial de alho

Oleo essencial de alho Fertilizagdo Eclosao Larvas Normais
(mg L) (%)* (%)’ (%)

0 57,22 + 6,46 47,28 £5,19 49,70 £ 17,31

1 55,83+ 9,15 48,06 £+ 9,56 44,55 + 4,69

3 62,98 + 13,75 50,26 + 5,25 54,18 + 7,72

5 74,86 + 6,53 66,21 +5,44 43,14 + 6,85

%y = 54,3940 + 3,7006x, R* = 0,8965, (p<0,01); °y = 44,8190 + 3,6147x, R* = 0,8060, (p<0,05)
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Os resultados indicam que niveis crescentes de 6leo essencial de alho, promoveram
aumento nas taxas de fertilizacdo e ecloséo, sendo o melhor resultado obtido neste
experimento o nivel de 5 mg L™, com taxas de fertilizacdo e eclosio variando de 65,8 a 83,7 e
57,6 a 71,4% respectivamente.

O efeito positivo do 6leo essencial de alho (5 mg L™) pode ter ocorrido na melhora da
microbiologia da &gua, pois, o alho é utilizado na aquicultura por conter varios principios
ativos que atuam como antimicrobianos. Os compostos sulfurados e bioflavondides presentes
no alho, como a alicina e 0 ajoeno, atuam contra parasitas, na prevencdo e cura de doencas
(LEE; GAO, 2012) e como antimicrobianos (SANTHOSHA et al., 2013).

Devido as suas potentes propriedades medicinais, o alho vem sendo indicado em
pisciculturas de diversos paises para diferentes espécies de peixes (EMBRAPA AMAZONIA
OCIDENTAL, 2009). Essas propriedades sdo comprovadas por pesquisas que tém
demonstrado a eficicia do alho como imunoestimulantes e na eliminagdo dos principais
microrganismos de peixes de adgua doce (LEE; GAO, 2012), como exemplo, Trichodina sp.
em alevinos de tilapias (CHITMANAT et al., 2005), Aeromonas hydrophila em alevinos de
truta arco-iris (NYA et al., 2010) e melhora na taxa de sobrevivéncia em tilapia do Nilo
(ALY; MOHAMED, 2010).

A busca por substancias naturais nas pisciculturas é necessaria, pois 0 mercado
consumidor esta sempre exigindo uma maior sustentabilidade destes, consequentemente, 0s
piscicultores devem se adequar a essa tendéncia, buscando reduzir a utilizacdo de produtos
quimicos e antimicrobianos que podem prejudicar 0 meio ambiente e comprometer a saude
das pessoas. Sugere-se que novas pesquisas sejam realizadas a fim de definir as dosagens e os
possiveis efeitos toxicos do 6leo essencial de alho nos ovos e larvas de jundia, para que haja
uma maior eficiéncia dos processos reprodutivos, garantindo melhores taxas de fertilizacdo e
eclosdo dos ovos e também, contribua para reducdo de danos ao ambiente e custos de
producao.

O oleo essencial de alho (Allium sativum) pode ser uma alternativa a ser utilizada na
aquicultura, como um fitoterapico em substituicdo aos produtos quimicos, promotor da
qualidade dos ambientes de reprodugdo artificial. Este produto pode ser factivel,
economicamente viavel e ambientalmente correto para a piscicultura, contribuindo com a

sustentabilidade.

3.4 Conclusdes
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O 6leo essencial de alho promove melhores taxas de fertilizacéo e eclosdo de ovos de
jundia incubados artificialmente, ndo influenciando negativamente na normalidade das larvas.
Niveis crescentes de 0leo essencial de alho, promovem aumento nas taxas de fertilizacéo e
ecloséo. Recomenda-se a concentragdo de 5 mg L™ de 6leo essencial de alho para melhorar as
taxas de fertilizacdo e eclosdo de ovos de jundia incubados artificialmente, em sistema de

recirculacao de &gua.
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CONSIDERACOES FINAIS

A utilizacdo de produtos quimicos em pisciculturas € prejudicial, tanto para 0 meio
ambiente, quanto para os animais, porém, eles sdo frequentemente utilizados nas productes
aquicolas. Este estudo teve como objetivo avaliar um produto natural, 6leo essencial de alho,

nas incubadoras artificiais de ovos de jundia.

O oleo essencial de alho foi escolhido por possuir propriedades antimicrobianas ja
que, um dos problemas que afetam o aumento da producdo de alevinos sdo 0s microrganismos

presentes no meio de cultivo na incubagdo artificial de ovos.

Os resultados encontrados neste estudo mostram que a inclusdo do éleo essencial de
alho melhorou as taxas de fertilizacdo e eclosdo de ovos de jundia incubados artificialmente,
entretanto, € necessaria a realizacdo de novos estudos a fim de avaliar a dose ideal e o efeito

toxico desse produto.

E necesséria a substituicdo de produtos quimicos por naturais em pisciculturas, desta
forma, a difusdo de pesquisas nesta area ira definir qual o melhor produto a ser utilizado. Os
produtos naturais sdo factiveis, economicamente vidveis e ambientalmente corretos para a
piscicultura, contribuindo com a sustentabilidade, por diminuir a utilizacdo de produtos

quimicos.



