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APRESENTACAO

O Programa de Po6s-graduacdo em Agricultura e Biodiversidade (PPGAGRI), juntamente
com o Programa de Pos-graduacéo Integrado em Zootecnia (PP1Z), a Empresa de Desenvolvimento
Agropecuario de Sergipe (EMDAGRO) e a Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria
(EMBRAPA) realizou no dia 23 de Agosto de 2024 o Workshop “Transformando Recursos
Genéticos do Semiérido em Produtos Sustentaveis para o Agronegécio”. Este evento teve como
principal objetivo divulgar junto a comunidade cientifica, os relevantes trabalhos desenvolvidos no
projeto que possui 0 mesmo titulo do evento, financiado pelo Edital CAPES/FAPITEC N° 4/2021
(Apoio ao desenvolvimento da regido semiarida brasileira). A proposta é coordenada pelo
PPGAGRI, e tem parceria com o PPIZ, EMBRAPA e EMDAGRO. O projeto iniciou-se em 2021
e finalizara em 2025, formando recursos humanos altamente qualificados, junto com o
desenvolvimento de tecnologias e produtos biotecnoldgicos inovadores voltados ao
desenvolvimento do agronegécio do semiarido, em Sergipe.

A palestra de abertura foi realizada pelo entdo Pro-reitor de Pos-graduacdo e Pesquisa
professor Doutor Lucindo José Quintans Junior. Em seguida, alunos de graduacdo (Inciacao
Ciétifica), Pés-graduacdo (mestrado e doutorado) e pds-doutorado apresentaram os resultados das
pesquisas desenvolvidas, os quais deram origem aos capitulos que compBem este livro. As
pesquisas foram relacionadas aos temas: caracterizacdo morfoagronémica e quimica de plantas
nativas do Banco Ativo de Germoplasma de Plantas Medicinais e Aromaticas da UFS, efeito dos
6leos essenciais sobre pragas agricolas, bioinseticidas a base de fungos entomopatogénicos e
influéncia da alimentacao na capacidade reprodutiva de carneiros, bem como a qualidade do sémen.
Ao final das apresentacOes dos resultados, houve uma mesa redonda realizada pelos pesquisadores
Arie Fitzgerald Blank, Leandro Bacci, Hymerson Costa Azevedo, Gladston Rafael de Arruda
Santos e Marcelo da Costa Mendoncga, na qual discutiram os resultados alcancados, além das
perspectivas e acOes necessarias para transformar recursos genéticos do semiarido em produtos
sustentaveis para o agronegaécio.

Prof. Dr. Leandro Bacci
Coordenador do PPGAGRI
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INTRODUCAO

Euphorbiaceae é uma familia boténica diversa, com usos na alimentacdo humana e
medicina popular. Amplamente distribuida no Brasil, inclui algumas espécies nativas do género
Croton, a exemplo de Croton blanchetianus (marmeleiro) de ocorréncia natural em Sergipe
(Trindade e Lameira, 2014). Esta espécie possui 6leos essenciais (OE’s) de composi¢do quimica
complexa e diversa, formado principalmente por monoterpenos e sesquiterpenos com atividade
antibacteriana, antifungica, acaricida e inseticida ja elucidada (SILVA et al., 2020; CAMARA et
al., 2021; PORTO et al., 2021; VASCONCELOS et al., 2022a). Alguns compostos quimicos
encontrados no OE desta espécie foram biciclogermacreno (10,42 - 33,0%), 1,8-cineol (19,95 -
32,94%), E-cariofileno (11,85 - 27,52%), espatulenol (8,07 - 24,10%) e a-pineno (9,14 - 19,19%)
(ANGELICO et al., 2014; RIBEIRO et al., 2018; RODRIGUES et al., 2019; CAMARA et al.,
2021; PORTO et al., 2021; VASCONCELOS et al., 2022a; VASCONCELOS et al., 2022b;
CAVALCANTE et al. 2022).

Oriundos do metabolismo secundario de plantas, os OE’s sdo compostos quimicos volateis
que podem ser obtidos das folhas, raizes, cascas ou sementes (GUERRA et al., 2019). Fatores
enddgenos e exdgenos podem afetar o teor e composicdo quimica dos 6éleos essenciais. Como
fatores enddgenos cita-se composicdo genética, caracteristicas anatdmicas e fisioldgicas. Ja 0s
fatores exdgenos, ao longo de um determinado periodo, influenciam a acdo dos genes nas rotas
biossintéticas responsaveis pela producdo dos compostos volateis. A quimiotaxonomia, que
diferencia individuos (incluindo de uma mesma espécie) de acordo com sua constitui¢do quimica,
pode ser usada para classificar plantas possuidoras de 6leos essenciais (BARRA, 2009; SIMOES
et al., 2017), bem como auxiliar no desenvolvimento de estratégias para conservacdo de plantas
bioativas.

A composicdo quimica dos OEs varia de acordo com a espécie, clima e local de origem
(ESLAHI et al., 2017). Os OE’s de uma espécie bioativa apresentaram variagdes quantitativas e
qualitativas dependendo da regido geografica de coleta, agrupando as plantas estudadas em grupos
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quimicos definidos pelos compostos majoritarios de interesse (DE SA FILHO et al., 2022). Devido
a sua importancia na saude humana e na agricultura, sdo necessarios estudos aprofundados e
esforcos para realizar a conservacdo de C. blanchetianus, mitigando os efeitos negativos
ocasionados pela degradacdo ambiental.

Dessa forma, objetivo do presente estudo foi caracterizar quimicamente os 6leos essenciais
extraidos de plantas de Croton blanchetianus coletadas em municipios de Sergipe.

MATERIAL E METODOS
Foram realizadas a prospecgdo e a coleta de plantas de C. blanchetianus em seis municipios
de Sergipe: Aquidaba, Graccho Cardoso, Itabi, Lagarto, Poco Verde e Tobias Barreto.

Cidades
Aguidaba
\‘\ @ Graccho cardoso
abt

Lagarto

vee

Poco Verde

Tobias Bamreto

Longitude

Figura 1. Locais de coleta de Croton blanchetianus em Sergipe.

As folhas coletadas de 70 plantas foram secas em estufa com circulacéo forcada de ar a 40
+ 1 °C durante cinco dias. Os 6leos essenciais folhas foram extraidos por hidrodestilacdo em
aparelho Clevenger modificado acoplado a um baldo de fundo redondo de 3 L, e uma manta térmica
como fonte geradora de calor, por 120 minutos apos o inicio da ebulicdo da agua. A extracdo foi
realizada em triplicata, com a utilizacdo de amostras de 50g de folhas secas e 2,0 L de &gua. O éleo
extraido foi coletado e armazenado em frascos ambar a -20°C até analise da composi¢do quimica
em Cromatdgrafo Gasoso acoplado ao Espectrometro de Massas (CG/MS).

Apbs a identificacdo dos constituintes quimicos dos 6leos essenciais, foi realizado uma
analise de agrupamento usando o software Statistica. Depois, uma matriz de dissimilaridade foi
construida com base nas distancias euclideanas entre as plantas, simplificada com a formacéo de
um dendrograma usando o método de agrupamento de Ward.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Foram coletadas 70 plantas de C. blanchetianus em 6 municipios de Sergipe (Tabela 1),
indicando uma ampla ocorréncia da espécie no estado.
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Tabela 1. Georreferenciamento das plantas de Croton blanchetianus coletadas em populagdes
nativas no estado de Sergipe.

Cddigo Municipios N°de pop.  N°plantas Coordenadas geograficas

S510°48'33,1" W38°08'21,4",
510°48'30,6" W38°0822,4";
S10°4827,5" W38°08'23,4";
S10°48'38,7" W38°08'24,2";
S10°48'14,9" W38°08'06,4";
S10°48'15,7" W38°08'04,6";
S510°48'14,8" W38°08'02,1";
510°48'18,9" W38°08'11,7".

CBPV Poco Verde 01 08

S11°08'53,0" W37°56'41,2",
S11°08'52,9" W37°56'41,6";
S11°08'54,1" W37°56'43,4";
S11°08'59,4" W37°56'50,4";
S11°10'05,2" W37°58'45,9";
CBTB Tobias Barreto 02 12 S11°10'03,6" W37°58'52,0";
S11°09'42,0" W38°00'38,2",
S11°10'04,1" W37°58'47,2",
S11°06'14,8" W38°02'05,2";
S11°06'24,1" W38°02'02,3",
S11°06'28,3" W38°02'00,3";
S11°06'26,6" W38°02'01,0".

S10°53'10,5" W37°36'55,9";
S10°53'11,3" W37°36'56,2",
S10°53'12,0" W37°36'55,4",
S10°53'13,7" W37°36'55,8";
S10°51'55,7" W37°36'00,7";
S10°52'01,5" W37°35'59,2",
S10°51'53,4" W37°36'01,0";
S10°51'59,1" W37°36'00,2";
S10°50'58,4" W37°36'18,0";
S10°50'52,8" W37°36'17,3",
S10°50'49,6" W37°36'18,1";
S510°50'43,8" W37°36'17,8".

CBLG Lagarto 03 12

S10°05'19,6" W37°05'33,4";
S10°05'19,4" W37°05'33,3";
S10°05'19,3" W37°05'36,0";
S10°05'18,5" W37°05'35,1",
S10°06'51,2" W37°06'29,7",
CBIT Itabi 04 12 S510°06'49,9" W37°06'28,6";
S10°06'48,3" W37°06'41,3",
S10°06'47,3" W37°06'43,7",
S10°07'51,1" W37°07'04,0";
S10°07'49,6" W37°07'04,9";
S10°07'50,6" W37°07'08,9";
S10°07'54,5" W37°07'21,0".
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S10°14'02,9" W37°11'21,5",
S10°14'04,5" W37°11'23,5",
S10°14'05,8" W37°11'23,7",
S510°14'06,8" W37°11'25,6";
S10°13'49,5" W37°13'16,2",
S10°13'49,6" W37°13'16,9",
S10°13'48,6" W37°13'16,4",
S10°13'48,0" W37°13'16,4",
S10°13'47,3" W37°13'16,4",
S10°13'46,9" W37°13'15,9",
S10°13'46,8" W37°13'14,5",
S10°13'45,7" W37°13'13,6";
S10°13'45,2" W37°13'12,8",
S510°13'44,1" W37°13'12,4".

Graccho

CBGC Cardoso 05 14

S10°17'45,2" W37°02'10,7",
S10°17'45,1" W37°02'09,2";
S10°18'14,0" W37°02'57,8";
S10°18'14,9" W37°02'58,8",
S10°18'16,2" W37°03'00,4";
S10°19'26,6" W37°04'41,1";
S10°19'27,0" W37°04'39,9",
S10°19'27,7" W37°04'44,3",
S10°19'25,5" W37°04'43,3";
S10°19'22,9" W37°04'42,5";
S10°19'22,4" W37°04'41,3",
S10°1922,4" W37°04'40,4".

CBAQ Aquidab3 05 12

Um total de 89 compostos quimicos foram identificados. Os compostos quimicos
majoritarios identificados nos 6leos essenciais de populagcfes nativas de C. blanchetianus em
Sergipe foram: espatulenol (5,65-29,83%), biciclogermacreno (4,60-27,47%), limoneno (0,00-
17,54%), o-pineno (1,60-13,37%), (E)-cariofileno (0,25-13,14%), 1.8-cineol (0,00-12,33%),
germacreno D (0,00-10,60%) e B-elemeno (0,00-8,95%), os quais definiram a formacao de quatro
grupos gquimicos (Figura 2).
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Figura 2. Dendrograma bidimensional representando a similaridade entre 70 plantas de Croton
blanchetianus de acordo com a composicédo quimica do 6leo essencial.

Os resultados revelaram ampla variabilidade quimica entre as populacfes nativas C.
blanchetianus de Sergipe. Entender sobre a variabilidade quimica de Lantana camara, uma planta
bioativa possuidora de OE foi fundamental para a implantacdo de uma cole¢éo no Banco Ativo de
Germoplasma de Plantas Medicinais e Arométicas da Universidade Federal de Sergipe, permitindo
estudos futuros sobre atividade biologica dos OE’s das plantas conservadas.

CONCLUSOES

Observou-se ampla variabilidade quimica nos 6leos essenciais das 70 plantas de Croton
blanchetianus coletadas em seis populacGes de Sergipe, provavelmente devido as diferencas
genéticas e localidades de coleta entre as plantas estudadas. Os compostos quimicos encontrados
em maiores concentragdes foram: a-pineno, 1,8-cineol, B-elemeno, (E)-cariofileno, germacreno D,
biciclogermacreno e espatulenol, os quais definiram a formacdo de quatro grupos quimicos . Os
resultados encontrados no presente estudo serviram de base para o estabelecimento de estratégias
de conservacdo: implantacéo do Banco Ativo de Germoplasma e futuro programa de melhoramento
genético da espécie.

Palavras-chave: marmeleiro; planta bioativa; estratégias de conservacao.
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INTRODUCAO

Croton blanchetianus é uma espécie aromatica, endémica do bioma Caatinga que apresenta
propriedades bioldgicas comprovadas com potencial uso para diferentes segmentos da industria
como o farmacéutico, alimenticio e agricola. Essa planta apresenta uso medicinal difundido e esta
listada nos portfélios do Ministério do Meio Ambiente por ser considerada prioritaria para a regido
Nordeste devido a sua importancia econdmica potencial.

A espécie é popularmente conhecida no Nordeste do Brasil como marmeleiro e/ou
marmeleiro-da-caatinga. Caracteriza-se morfologicamente por ser um arbusto monoico (1,5-8 m),
apresentar ramos cilindricos verde amarelado a acinzentados, lamina foliar membranécea oval a
lanceolada; inflorescéncia em tirso com flores unissexuais, flor pistilada com pétalas ausentes e
estiletes unidos em coluna, flor estaminada com pétalas brancas e estames com antera longa; fruto
verde a amarelado lobulado e semente marrom elipsoide com cartncula reniforme (Rossine et al.
2023; Caruzo et al. 2024).

No estado de Sergipe observa-se sua ocorréncia em areas antropizadas sobretudo para
criacdo de animais e plantios agricolas, o que reduz seu nimero de individuos e, consequentemente,
sua variabilidade genética. O estudo genético de espécies que ocorrem em areas antropizadas é
essencial para o delineamento de estratégias de conservacdo destes recursos e os marcadores
moleculares sdo ferramentas Uteis para este fim. A caracterizacdo da diversidade e estrutura
genética de populacbes naturais de espécies que ndo apresentam o genoma conhecido pode ser
realizada por meio de marcadores ISSR (Inter Simple Sequence Repeat), o qual é considerado de
facil manuseio e apresenta alto nivel de polimorfismo.

Desta forma, este trabalho foi realizado com o objetivo de caracterizar geneticamente seis
populacdes naturais de Croton blanchetianus por meio de marcadores ISSR visando estabelecer
estratégias de conservagao para a espécie.

MATERIAL E METODOS
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A prospeccdo e coleta de gendtipos de Croton blanchetianus Baill. foram realizadas nos
municipios de Aquidabd, Graccho Cardoso, Itabi, Lagarto, Tobias Barreto e Poco Verde,
localizados no estado de Sergipe, Brasil. Foram coletadas folhas tenras de 30 gendtipos em cada
municipio, com excec¢do de Poco Verde onde foram coletadas folhas de 20 genotipos, totalizando
170 gendtipos. As folhas coletadas foram acondicionadas em solucao para conservacao foliar (3 g
de CTAB, 35 g de NaCl, 100 mL de H20) e armazenadas em geladeira a 4°C até 0 momento da
extracdo do DNA.

O DNA das amostras foi extraido por meio do método CTAB 2X (Cetyl Trimethyl
Ammonium Bromide) (Doyle e Doyle, 1990), e quantificado por meio de espectrofotometria
utilizando Nanodrop 2000c (Thermo Scientific, EUA). A qualidade do DNA extraido foi observada
em gel de agarose 1% (TBE 0,5X - 0,045M Tris-borato e 0,001M de EDTA), o qual foi corado
com brometo de etidio (0,5 pug mL™!) e visualizado sob luz ultravioleta.

A variabilidade genética existente entre e dentro de populaces foi realizada com o auxilio
de 20 marcadores ISSR (Tabela 1). As reacGes de amplificacdo foram conduzidas em termociclador
Veriti 96 Fast thermal cycler (Applied Biosystems, USA) em um volume de 20 pL contendo 2 pL
de tampdo PCR 10X; 0,4 uL de dNTP 2,5mM; 1,0 pL de cloreto de magnésio 50mM; 0,4 uL da
enzima Taq DNA polimerase 1U; 0,8 pL do oligonucleotideo iniciador 10 uM; 2 pL do DNA (15
ng) e &gua ultrapura estéril para completar o volume. A reacdo de PCR foi composta de um periodo
de desnaturagédo a 95 °C por 5 min., seguido de 40 ciclos de amplificacdo (desnaturacdo a 94 °C
por 40 s, temperatura especifica de anelamento do primer por 1 min., e extensdo da fita de DNA a
72 °C por 1 min), e um periodo de extensdo final a 72°C por 7 min. O kit utilizado para eletroforese
capilar foi o Agilent DNF-935-K0500, e o Fragment Analyzer de eletroforese capilar (Advanced
Analytical, Alemanha) foi utilizado para separacao eletroforética.

Tabela 1. Primers ISSR empregados para avaliar a variabilidade genética de seis popula¢des naturais de Croton
blanchetianus Baill., Sergipe, Brasil.

Primer Sequéncia (5'-3") T (°C) NBT NBP P (%) PIC
UBC 811 GAG AGA GAG AGA GAG AC 46.8 13 13 100 0.29
UBC 812 GAG AGA GAG AGA GAG AA 54.8 13 13 100 0.31
UBC 816 CAC ACACAC ACACACAT 54.8 12 12 100 0.26
UBC 842 GAG AGA GAG AGA GAG AYG 58.8 20 20 100 0.35
UBC 848 CAC ACA CAC ACA CAC ARG 58.8 14 14 100 0.34
UBC 864 ATG ATG ATG ATG ATG ATG 50.8 14 14 100 0.16
UBC 888 BDB CAC ACA CAC ACA CA 56.4 15 15 100 0.24
UBC 890 VHV GTG TGT GTG TGT G 56.4 18 18 100 0.37
UBC 007 CTCTCTCTCTCT CTCTRG 45.0 14 14 100 0.22
UBC 901 GTG TGT GTG TGT YR 41.0 14 14 100 0.26
UBC 809 AGA GAG AGA GAG AGA GG 52.0 8 8 100 0.37
UBC 841 GAG AGA GAG AGA GAG ATC 57.6 10 10 100 0.36
UBC 878 GGA TGG ATG GAT GGA 55.6 7 7 100 0.27
UBC 860 TGT GTG TGT GTG TGT GRA 52.0 11 11 100 0.21
UBC 813 CTCTCTCTCTCTCTCTT 50.0 9 9 100 0.20
UBC 815 CTCTCTCTCTCTCTCTG 57.2 11 11 100 0.23
GOOFY GTGTGT GTGTGT GTY G 47.0 17 17 100 0.26

JOHN AGA GAG AGA GAG AGY C 43.0 13 13 100 0.27

OMAR GAG GAG GAG GAG RC 43.0 15 15 100 0.25
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TERRY GTG GTG GTG GTG RC 47.0 16 16 100 0.27
Média - - 13.2 13.2 100 0.27

NBT — nimero de bandas total; NBP — nimero de bandas polimérficas; P (%) — porcentagem de polimorfismo; PIC - Contelido de Informacéo
Polimérfica.

A matriz binéria utilizada para estimar os parametros genéticos foi construida com base na
auséncia e presenca de bandas identificadas na eletroforese. O valor de PIC (Contetdo de
informacdo polimérfica) para cada primer foi estimado por meio da expressdo PIC = 2f;(1 — f;),
em que f; é a frequéncia do alelo amplificado (presenca de banda) e 1 — f; é a frequéncia do alelo
nulo (Roldan-Ruiz et al., 2000).

A caracterizacdo da variabilidade genética foi realizada a partir das estimativas do nimero
de alelos observados (Na) e efetivos (Ne); indice de Informacéo de Shannon (l); Heterozigosidade
esperada (He), calculada de acordo com as proporcdes esperadas pelo Equilibrio de Hardy-
Weinberg (Nei 1978); e Porcentagem de polimorfismo (%P).

A Andlise de Variancia Molecular (AMOVA) foi realizada para estimar a variancia

genética existente entre e dentro de populacdes. A diferenciacdo genética entre os acessos (@pr)

. . . ~ Variance among populations . . .
foi estimada por meio da expressio ®p; = —— Tong POPLATO™® . Adicionalmente, foi
Variance total

estimada a distancia genética de Nei entre as populac6es. As anéalises foram realizadas por meio do
software Genalex 6.5 (Peakall e Smouse, 2012).

A distancia genética entre os gendtipos foi avaliada por meio da distancia genética de
Jaccard (1908) e visualizada por meio de um dendrograma utilizando o algoritmo UPGMA
(Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Means). O numero de grupos formados foi
determinado pelo método de Mojena (1977). A analise foi realizada com o auxilio do pacote
“MultivariateAnalysis” (Azevedo, 2021) para R (R Core Team 2022). A andlise de coordenadas
principais (PCoA) foi realizada por meio do software Genalex 6.5 (Peakall e Smouse, 2012).

A andlise bayesiana foi realizada usando o software Structure v.2.3.4 (Pritchard et al..
2000). Foram testados valores de agrupamentos genéticos (k) variando de 1 a 10 e, para cada Kk,
foram realizadas 10 repetices independentes. Cada repeticdo consistiu em um periodo de burn in
de 10.000 iteragdes, seguido de 100.000 iteracbes MCMC (Markov Chain Monte Carlo),
assumindo o modelo admixture ancestry e a frequéncia de alelos ndo correlacionadas. O nimero
de grupos genéticos (k) foi determinado pelo método AK (Evanno et al., 2005).

RESULTADOS E DISCUSSAO

O numero de bandas amplificadas para os 20 primers avaliados variou de 7 (UBC 878) a
20 (UBC 842), com média de 13,20 bandas por primer, e todas as bandas detectadas foram
polimorficas. Os valores de PIC variaram de 0,16 (UBC 864) a 0,37 (UBC 890 e 809) e sdo
classificados como moderadamente informativos (0.10 a 0.25) a informativos (0.30 a 0.40),
conforme prop6s Serrote et al. (2020) (Tabela 1).

O numero observado e efetivo de alelos (Na) variaram de 1.674 (Aquidabd) a 1.860 (Itabi)
e 1.299 (Aquidaba) a 1.393 (Itabi), respectivamente. As estimativas para o indice de informagéo
de Shannon (1) variaram de 0,306 (Aquidabd) a 0.379 (ltabi), e a heterozigosidade esperada
apresentou média de 0,208, variando de 0,191 (Aquidabd) a 0,242 (Itabi). Para o parametro
porcentagem de loci polimorficos, observou-se que todas as populacdes apresentaram valores
superiores a 80%, indicando que estas apresentam alta variabilidade para os marcadores analisados
(Tabela 2).
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Tabela 2. Estimativas dos parametros de variabilidade genética para seis populag@es naturais de Croton blanchetianus
Baill. do estado de Sergipe, Brasil.

Populacdo N Na Ne | He P (%)
Poco Verde 20 1.739 1.315 0.325 0.202 85.61
Tobias Barreto 30 1.742 1.301 0.317 0.196 86.36
Lagarto 30 1.799 1.345 0.344 0.216 89.02
Itabi 30 1.860 1.393 0.379 0.242 92.42
Graccho Cardoso 30 1.792 1.309 0.321 0.199 88.64
Aquidab3 30 1.674 1.299 0.306 0.191 82.95
Média 28.333 1.768 1.327 0.332 0.208 87.50
N — Namero de individuos; Na — ndmero observado de alelos; Ne — nimero efetivo de alelos; | — Indice de informacéo de Shannon; He —

Heterozigosidade esperada; P (%) — porcentagem de polimorfismo.

Constatou-se que maior variancia genética esta presente dentro das populagdes, com apenas
6% desta variancia distribuida entre as populacdes, conforme observado na anélise de variancia
molecular (Tabela 3). A diferenciacdo genética entre os genétipos (®pr) foi de 0,06 (Tabela 3),
considerada moderada.

Tabela 3. Andlise de variancia molecular (AMOVA) entre as seis populagdes naturais de Croton blanchetianus Baill.,
Sergipe, Brasil.

Source of variation df SS MS Variance Variance (%) Ppr p-value
Among Populations 5 482.97 96.59 2.17 6.00** 0.06**  0.0001
Within Populations 164 5800.28 35.37 35.37 94.00**

Total 169 6283.25 37.54 100.00

**significante a 1% de probabilidade; df — graus de Liberdade; SS -soma de quadrados; MS — quadrado médio.
Os genotipos de C. blanchetianus foram divididos em 23 grupos pelo método de
agrupamento de Mojena, utilizando a matriz de similaridade de Jaccard (Figura 1).
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Figura 1. Dendrograma obtido usando o método UPGMA com base na distancia genética de Jaccard entre 170
gendtipos de Croton blanchetianus Baill. PV — Pogo Verde (Cbl - Cb20); TB — Tobias Barreto (Cbh21 - Cb50); LG —
Lagarto (Ch21 — Ch80); IT — Itabi (Ch81 — Cbh110); GC — Graccho Cardoso (Ch111 — Cb140); AQ — Aquidaba (Ch141

— Cb170).

As duas primeiras coordenadas principais explicaram 27,8% da variancia genética total,
sendo 22,27% explicada pela coordenada 1 e 5,53% pela coordenada 2 (Figura 2).
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Figura 2. Analise de coordenadas principais (PCoA) para 170 gendtipos provenientes de seis populacées naturais de
Croton blanchetianus Baill.

Os gendtipos de C. blanchetianus foram analisados quanto a estrutura populacional por
meio da analise bayesiana implementada no software Structure Harvester (Earl e vonHoldt 2012).
Constatou-se que o nimero de agrupamentos foi K = 2 (Figura 3). As duas subpopulac¢Ges foram
ilustradas pelas cores vermelha e verde e, observou-se que 61 individuos apresentaram ascendéncia
mista.

1.00
0.80
0.60
0.40

0.20

0.00

PV TB LG IT GC AQ

Figura 3. Estrutura populacional estimada para 170 gen6tipos provenientes de seis popula¢Bes naturais de Croton
blanchetianus Baill. (k=2). PV — Pogo Verde; TB — Tobias Barreto; LG — Lagarto; IT — Itabi; GC — Graccho Cardoso;

AQ — Aquidaba.

Corroborando com o observado para as analises de agrupamento e coordenadas principais,
ndo foi possivel diferenciar os genotipos de acordo com suas popula¢fes de origem na andlise
bayesiana, sugerindo baixa diferenciacdo entre os genotipos provenientes das seis populagdes
naturais estudadas.
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CONCLUSOES

O processo de fragmentacdo das areas em que a espécie Croton blanchetianus ocorre
corrobora com a reduzida variabilidade genética observada no presente estudo devido a reducéo do
numero de individuos nas areas e, consequentemente, a ocorréncia de cruzamento entre individuos
aparentados. Adicionalmente, as popula¢es apresentam baixa diferenciagdo genética, visto que
ndo é possivel discriminar os genétipos de acordo com o seu local de origem.

Palavras-chave: espécie aromatica; Euporbiaceae; planta medicinal; marcadores moleculares.
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INTRODUGAO

Croton blanchetianus (Euphorbiaceae), conhecida popularmente como marmeleiro, é uma
espécie bioativa que possui 6leos essenciais (OE’s) de composicao quimica diversa, formado
principalmente por monoterpenos e sesquiterpenos com atividade antibacteriana, antiflngica,
acaricida e inseticida ja elucidada (SILVA et al., 2020; CAMARA et al., 2021; PORTO et al.,
2021; VASCONCELOQOS et al., 2022a). Alguns compostos quimicos encontrados no OE desta
espécie foram biciclogermacreno (10,42 - 33,0%), 1,8-cineol (19,95 - 32,94%), E-cariofileno
(11,85 - 27,52%), espatulenol (8,07 - 24,10%) e a-pineno (9,14 - 19,19%) (ANGELICO et al.,
2014; RIBEIRO et al., 2018; RODRIGUES et al., 2019; CAMARA et al., 2021; PORTO et al.,
2021; VASCONCELOS et al., 2022a; VASCONCELOS et al., 2022b; CAVALCANTE et al.,
2022). Comum em éareas da caatinga, € uma espécie de ocorréncia restrita ao semi-arido do
Nordeste (AL, BA, CE, PE, PI, PB, RN, SE) e no Sudeste (MG) (SILVA et al., 2010).

A perda de diversidade das espécies de plantas bioativas em seus habitats naturais devido
ao desmatamento e mudancas climéticas é preocupante. Por isso, métodos de conservagao ex situ
sdo essenciais para proteger a biodiversidade e garantir o uso sustentavel dos recursos naturais
(MAHANAYAK, 2024; ZHANG et al., 2024). Nesse sentido, cita-se como opc¢do os Bancos
Ativos de Germoplasma (BAG’s), onde o material genético ¢ conservado e usado de forma
sustentavel. Identificar acessos com interesse agronémico proporciona a selecdo de caracteristicas
com o objetivo de subsidiar trabalhos de conservacdo e producdo de uma cultura. Além da
conservacao de amostras representativas da variabilidade genética, a correta caracterizagcdo dos
BAG’s permite identificar a qualidade e potencialidade dos acessos para diferentes objetivos em
programas de melhoramento genético de plantas (RAMALHO et al. 2012; RODRIGUES et al.,
2019; PARACAMPO et al., 2021).

Devido a sua relevancia para saide humana e agricultura, € importante o desenvolvimento
de estraégias ex situ para conservacao C. blanchetianus e estudos aprofundados sobre seus OE’s.
A Universidade Federal de Sergipe realiza estudos com esta espécie e mantém uma cole¢do com

Anais do 1° Workshop Transformando Recursos Genéticos do Semiarido em Produtos Sustentaveis
para o Agronegécio



21

acessos oriundos de municipios de Sergipe no Banco Ativo de Plantas Medicinais e Aromaticas,
localizado no Campus Rural da UFS. Por isso, o objetivo do presente estudo foi realizar a
caracterizacdo morfoagrondémica da colecdo de Croton blanchetianus do Banco Ativo de
Germoplasma de Plantas Medicinais e Aromaticas da Universidade Federal de Sergipe.

MATERIAL E METODOS

Vinte e seis plantas de C. blanchetianus foram coletadas em seis municipios de Sergipe
(Aquidaba, Graccho Cardoso, Itabi, Lagarto, Poco Verde e Tobias Barreto) para implantacdo de
uma colecdo no BAG de Plantas Medicinais e Aromaticas localizado na Fazenda Experimental
Campus Rural da Universidade Federal de Sergipe, campus Sao Cristévao. Os acessos foram
estabelecidos em campo utilizando delineamento experimental em blocos casualizados (DBC),
com trés repeticdes.

Para avaliacdo morfolégica foram medidas: altura das plantas, didmetro da copa,
comprimento (c) e largura (1) de folha, relacdo c/l de folha, area foliar, mensuracdo da coloracéo
das folhas e flores (foram selecionadas e digitalizadas trés folhas, por um scanner HP MFP 1005.
Para cada folha (face adaxial e abaxial), foram obtidos os valores de coloracdo RGB de toda a area
foliar, os quais foram convertidos em codigo hexadecimal para a padronizacédo internacional de
cores, por meio do programa Image J.

Ja na avaliacdo agrondmica, massa seca de folhas (MS), teor (TOE) e rendimento do 6leo
essencial (ROE) foram calculados. As folhas coletadas foram secas em estufa com circulacdo
forcada de ar a 40 + 1 °C durante cinco dias. Os 6leos essenciais foram extraidos das folhas secas
por hidrodestilacdo em aparelho Clevenger modificado acoplado a um baldo de fundo redondo de
3 L, e uma manta térmica como fonte geradora de calor, por 120 minutos ap6s o inicio da ebuli¢do
da agua. A extracdo foi realizada em triplicata, com a utilizacdo de amostras de 50g de folhas secas
e 2,0 L de agua.

Teor = (%) x 100

v = volume de 6leo essencial extraido da amostra;
m = massa seca de folhas da amostra.

%c
Rendimento (mL/planta) = <%)

%c= % de contetido do 6leo essencial extraido.
mt = massa seca total da planta.

O OE extraido foi coletado e armazenado em frascos ambar a -20°C até analise da
composicdo quimica em Cromatdgrafo Gasoso acoplado ao Espectrometro de Massas (CG/MS).
Apos a identificacdo dos constituintes quimicos dos 6leos essenciais, foi realizada uma analise de
agrupamento usando o software Statistica. Em seguida, uma matriz de dissimilaridade foi
construida com base nas distancias euclideanas entre as plantas, simplificada com a formacéao de
um dendrograma usando o método de agrupamento de Ward.

RESULTADOS E DISCUSSAO
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A caracterizacdo morfoagrondmica diferenciou os 26 acessos C. blanchetianus do BAG.
Entender sobre as cores em plantas é importante para sua adaptacdo fisiologica ao ambiente, por
isso, analisou-se a intensidade das cores vermelho, verde e azul (RGB) nos diferentes acessos

(Tabela 1).

Tabela 1. Soma das cores vermelho, verde e azul e seus codigos hexadecimais de acessos de Croton
blanchetianus do Banco Ativo de Germoplasma de Plantas Medicinais e Arométicas da
Universidade Federal de Sergipe.

ACESSOS Vermglho Verqle Azu_l Verme?lho Verqle Azu_l Cor
(adaxial) (adaxial) (adaxial) (abaxial) (abaxial) (abaxial)
CBL 101 60,68 88,97 38,87 120,78 134,96 88,76
CBL 102 46,67 67,91 44,21 112,18 123,06 89,70
CBL 103 51,60 79,93 36,98 117,28 130,40 87,25
CBL 201 48,28 74,44 41,88 116,92 128,71 94,18
CBL 202 49,97 83,78 34,27 110,47 130,63 75,88
CBL 203 46,72 71,18 43,17 115,31 128,09 87,48
CBL 204 55,46 80,85 40,89 118,50 130,47 88,37
CBL 205 50,99 75,05 43,02 121,47 130,61 95,40
CBL 206 49,82 74,05 42,78 113,36 123,97 85,25
CBL 207 52,11 78,79 39,56 121,21 130,18 91,21
CBL 301 52,08 78,84 39,99 118,08 129,17 90,79
CBL 302 61,05 89,18 37,24 128,12 137,73 97,61
CBL 303 55,14 81,66 41,02 129,76 139,68 99,85
CBL 304 53,00 77,19 43,98 124,66 132,74 96,72
CBL 401 46,83 69,33 43,90 121,13 129,84 95,31
CBL 402 51,39 78,86 40,40 118,29 131,20 90,15
CBL 403 45,68 70,67 38,17 116,73 123,80 80,41
CBL 404 49,58 79,55 37,23 115,86 130,81 87,06
CBL 501 4471 67,66 42,09 109,77 123,18 87,70
CBL 502 50,27 76,92 40,63 116,24 129,72 88,57
CBL 503 51,46 77,78 43,70 122,51 130,93 88,63
CBL 505 47,98 72,03 41,88 116,03 125,37 84,38
CBL 602 73,33 107,04 34,59 138,34 147,05 100,62
CBL 603 48,48 73,94 42,25 120,27 130,97 91,70
CBL 604 52,50 75,64 43,96 120,44 129,12 90,06
CBL 605 52,24 78,08 42,35 119,32 129,44 91,90

De acordo com a analise agrondémica, as plantas com maior massa seca (g/planta) de folhas
foram CBL 503 e CBL 603. Maiores teores de 6leo essencial foram observados em CBL 401, CBL
403 e CBL 503. CBL503 foi 0 acesso com maior rendimento do 6leo essencial. O acesso CBL 503
foi 0 que obteve maior massa seca de folhas (MS), teor (TOE) e rendimento do 6leo essencial
(ROE) (Tabela 2).
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Tabela 2. Massa seca de folhas (MS), teor (TOE) e rendimento do 6leo essencial (ROE) de acessos
de Croton blanchetianus Baill. do Banco Ativo de Germoplasma de Plantas Medicinais e
Aromaticas da Universidade Federal de Sergipe.

AcCessos MS (g/planta) TOE (%) ROE (mL/planta)
CBL 101 150,60 c 0,90c 1,30¢
CBL 102 140,75 ¢ 0,90c 1,29¢
CBL 103 114,10c 1,20b 137¢
CBL 201 113,30 ¢ 0,80d 091c
CBL 202 168,00 c 1,20 b 2,02¢
CBL 203 178,53 c 0,97c 1,76 ¢
CBL 204 83,17 c 0,80d 0,67c
CBL 205 213,73 b 0,60e 1,28 ¢
CBL 206 158,17 c 0,80d 1,27¢
CBL 207 212,28 b 0,80d 1,70 ¢
CBL 301 198,75 b 0,60e 1,19¢
CBL 302 174,23 c 0,93c 1,56 ¢
CBL 303 216,50 b 1,00c 2,17¢
CBL 304 190,17 b 0,73d 1,39¢
CBL 401 145,15 ¢ 150a 2,21c
CBL 402 225,55 Db 0,70d 1,62 ¢
CBL 403 171,20 c 1,60 a 2,74 b
CBL 404 182,40 ¢ 1,00c 182¢
CBL 501 146,03 c 1,00c 1,46 ¢
CBL 502 136,07 c 1,13b 150 ¢
CBL 503 333,00 a 140a 4,66 a
CBL 505 123,07 c 1,27b 155¢
CBL 602 89,03 c 0,70d 0,63 ¢
CBL 603 279,67 a 1,13b 3,19b
CBL 604 239,30 b 0,73d 1,80¢
CBL 605 138,60 c 0,73d 1,03¢
CVv 28,00 8,33 28,36

As caracteristicas morfoagronémicas analisadas diferenciou os 26 acessos de C.
blanchetianus do BAG em 3 grupos (Figura 1).

Entende-se que, as varidveis morfoagrondmicas analisadas foram eficientes para
diferenciar os acessos, sugerindo que ha algum tipo de variabilidade entre as plantas. VariacGes no
fendtipo podem ocorrer devido ao ambiente ou diferenciacdo genética entre os individuos. Porém,
o0 delinemento utilizado em campo (DBC) minimiza os efeitos ambientais e aponta diferencas
estatisticas desses efeitos, caso ocorram. Por isso, o fator genético ocasionou plasticidade
fenotipica do BAG de C. blanchetianus (SILVA et al., 2017; NASCIMENTO et al., 2020)

Anais do 1° Workshop Transformando Recursos Genéticos do Semiarido em Produtos Sustentaveis
para o Agronegécio



24

e ———
CBL 103 -
CBL 206 +——
CBL 501 +— Gripe il
CBL 201 -
CBL 602 :|_’7
< CBL 204
Rl ——
S CBL 502 A
Elcbrel I —
S CBL 505 Grupo 02
< CBL 401
S CBL 503
S CBL 202 -
5 CBL 404 5
3 CBL 605 1
> CBL 302
g CBL23 T
§ CBL 304 -
< CBL207 -
CBL 402 _ﬂ Grupo 03
CBL 303 -
CBL 604 }
CBL 603 1
CBL 205 I —
CBL 301 -
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18

Distancia Euclidiana

Figura 1. Dendrograma bidimensional representando a similaridade entre os 26 acessos de Croton
blanchetianus quanto as variaveis morfoagronémicas.

CONCLUSOES

Ha variabilidade morfoagrondémica entre as 26 plantas da colecdo de C. blanchetianus da
UFS. De acordo com as varidveis morfoagrondmicas avaliadas, as 26 plantas foram divididas em
3 grupos, o0 que possibilitara a selecdo dos acessos para o futuro programa de melhoramento
genético da espécie.

Palavras-chave: marmeleiro; banco ativo de germoplasma; conservacéo.
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INTRODUCAO

Croton grewioides Baill. ¢ uma planta nativa da regido semiarida do Brasil, sendo
encontrada principalmente nos estados de Alagoas, Bahia, Ceara, Minas Gerais, Paraiba,
Pernambuco, Piaui, Rio Grande do Norte e Sergipe (SILVA et al., 2010). A espécie é popularmente
conhecida como “alecrim-de-caboclo” ou “canelinha”, devido ao aroma exalado por suas folhas e
flores (CARUZO, 2020). E amplamente utilizada na medicina tradicional, na forma de cha, como
alternativa para alivio de sintomas de gripe (Silva et al., 2015). Além disso, a planta produz
compostos quimicos derivados do metabolismo secundario, que possuem atividades bioldgicas
comprovadas (BARRERA, 2016).

Os Oleos essenciais sdo misturas complexas de metabdlitos secundarios, constituidos
principalmente por mono e sesquiterpenos além de fenilpropandides, extraidos de plantas
aromaticas (SOLORZANO-SANTOS e MIRANDA-NOVALES, 2012). A presenca dessas
substancias bioativas confere alto valor agregado aos 6leos essenciais, com aplicacdes relevantes
na industria farmacéutica, cosmética, alimenticia e agroquimica (V1ZZOTTO et al., 2010).

O teor e a composicdo quimica dos 6leos essenciais podem ser influenciados por fatores
como genotipo, sazonalidade, ciclo circadiano, estagio de desenvolvimento da planta, temperatura,
disponibilidade hidrica, radiacédo ultravioleta, nutricao, poluicdo atmosférica, altitude e inducédo por
estimulos mecanicos ou ataque de patdgenos. Por isso, é fundamental realizar analises quimicas
para compreender essas variagcdes (GOBBO-NETO e LOPES, 2006).

Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito da sazonalidade na composigédo
quimica dos 6leos essenciais de acessos de C. grewioides do Banco Ativo de Germoplasma de
plantas medicinais e aromaticas da Universidade Federal de Sergipe.

MATERIAL E METODOS
Os 6leos essenciais de 17 acessos de C. grewioides foram extraidos de folhas coletadas em
duas épocas, no ano de 2022 (chuvosa — maio e seca- dezembro). As folhas foram armazenadas em
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sacos de papel e secas em estufa com circulagéo de ar forgada a 40 + 1°C por cinco dias. A extragédo
dos Gleos foi realizada por hidrodestilacdo utilizando um aparelho Clevenger modificado, acoplado
a um bal&o de fundo redondo, durante 120 minutos (EHLERT et al., 2006). Para cada extragéo,
foram utilizadas 40 g de folhas secas e 1,5 L de agua destilada.

A separacdo e identificacdo dos compostos presentes nos 6leos essenciais de C. grewioides
foram realizadas em um cromatdégrafo gasoso (CG) (Agilent Model 7890B) acoplado a um
espectrometro de massas (EM) (Agilent Model 5977 A MSD), equipado com uma coluna capilar
de silica fundida DB-5MS (30 m de comprimento x 0,25 mm de didmetro interno % 0,25 um de
espessura, Agilent). O gas de arraste usado foi o hélio com uma taxa de fluxo de 1 mL/ min. A
energia de ionizacdo foi de 70 eV e a faixa de deteccdo de massa de 40 a 500 Da. Um amostrador
automatico (Agilent G4513A) foi usado para injetar 1 pl de cada amostra (10 mg do 6leo essencial/
mL de solucao) em modo “splitless”. A temperatura inicial do forno foi de 35°C (mantida por dois
minutos), seguida de um aumento de 10 °C/min até 100 °C (mantida por um minuto). Apds, a
temperatura foi elevada a 3 °C/min até 250 °C, e mantida por trés minutos.

Os dados obtidos foram processados com o auxilio do software Mass Hunter (Verséo B 7.0,
Agilent Technologies). Os compostos foram identificados por meio da comparacdo de seus
espectros de massas com os presentes no banco de dados NIST (National Institute of Standards &
Technology). Adicionalmente, foi calculado o indice aritmético (Al) de cada composto, o qual foi
determinado de acordo com o tempo de retencdo de uma sequéncia de n-alcanos (C8 - C24),
seguido da comparacao dos valores obtidos com aqueles presentes na literatura (ADAMS, 2017) e
outras bases de dados online (PubChem e Chemspider).

A distancia Euclidiana entre os acessos foi calculada por meio do pacote biotools (SILVA
et al., 2017) e o dendrograma foi obtido por meio do método de agrupamento UPGMA
(Unweighted Pair-Group Method using Arithmetic Avarages). A analise de componentes
principais (PCA) e os dendrogramas foram obtidos por meio do software R. Os gréficos foram
gerados com o auxilio do programa Microsoft Excel.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os compostos majoritanos identificados nos 6leos essenciais dos acessos de C. grewioides,
foram os fenilpropanoides: eugenol, metil eugenol e metil chavicol. A presenca desses compostos
é compativel com perfis quimicos relatados na literatura para esta espécie.

A figura 1a mostra a variacdo na porcentagem de eugenol comparando as estacées chuvosa
(linha azul) e seca (linha laranja). Nos acessos CGR-106, CGR-107, CGR-124, CGR-125, CGR-
209, CGR-220, CGR-221, CGR-222 e CGR-318, a concentracdo de eugenol é maior na estacao
seca do que na chuvosa, com médias variando de 22,09 a 84,48%. Ja para 0s acessos CGR-306 e
CGR-313, a concentracdo de eugenol é maior na estacdo chuvosa (40,02 e 45,27%,
respectivamente).
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Figura 1. Variacdo na porcentagem dos compostos majoritarias nos oleos essenciais de Croton
grewioides entre as estacdes chuvosas e seca. a) eugenol, b) metil eugenol e c) metil chavicol.

A variacdo na porcentagem de metil eugenol pode ser observada na figura 1b. Para os
acessos CGR-209, CGR-222 e CGR-318, a porcentagem de metil eugenol foi maior na estacédo
chuvosa, com médias variando de 56,40 e 86,79%. J& na estacdo seca, 0s acessos CGR-124, CGR-
125, CGR-306 e CGR-313 apresentaram a maior porcentagem de metil eugenol em relacdo a
estacdo chuvosa, com médias variando de 48,27% a 91,64%.

O metil chavicol esta presente em apenas dois acessos: CGR-125 com 30,39% apenas na
estacdo chuvosa, e CGR-204, com 84,09% na estacdo chuvosa e 89,07% na estacdo seca (Figura
1c). Os demais acessos apresentaram varia¢do na composi¢do quimica entre 0s majoritarios.

Os dendrogramas, baseados na distancia Euclidiana, permitiram a visualizagdo de trés
grupos na estacdo chuvosa (Figura 2) e na estacdo seca (Figura 3), os quais foram formados de
acordo com 0s compostos majoritarios.

Estacdo chuvosa

Euclidean Distance

Figura 2. Dendrograma representando a distancia euclidiana dos acessos de Croton grewioides com
base na composi¢do quimica dos 0leos essenciais na estagcdo chuvosa.

O grupo | representa 0s acessos com eugenol como composto majoritario, o grupo Il inclui
0s acessos com metil eugenol, e o grupo Il compreende 0s acessos que apresentam o metil

Anais do 1° Workshop Transformando Recursos Genéticos do Semiarido em Produtos Sustentaveis
para o Agronegécio



30

chavicol. Destaca-se 0 acesso CGR-318, que na estacdo chuvosa pertence ao grupo 1, representado
pelo eugenol, enquanto na estacdo seca pertence ao grupo 2, representado pelo metil eugenol.

Estagéo seca

Euclidean Distance

Figura 3. Dendrograma representando a distancia euclidiana dos acessos de Croton grewioides com
base na composi¢do quimica dos 6leos essenciais na estacdo seca.

Corroborando com os resultados apresentados, a analise de componentes principais (Figura
4) mostra a distribuicdo dos acessos de C. grewioides com base em suas caracteristicas quimicas
nas estacdes secas e chuvosa. O primeiro componente (PC1) explicou 77,27% da variacdo total,
enquanto o segundo componente (PC2) explicou 21,62%, totalizando 98,89% da variabilidade
observada.

Observa-se a formagéo de trés grupos distintos: o primeiro grupo (verde), composto por
acessos que possuiam o eugenol em sua composicdo, o segundo grupo (vermelho), formado por
acessos que apresentaram metil eugenol, e o terceiro grupo, isolado (azul), que incluiu apenas o
acesso CGR-204, caracterizado pela presenca de metil chavicol.
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Figura 4. Analise de componentes principais (PCA) da composi¢do quimica de 6leos essenciais de
Croton grewioides nas estagcdes chuvosa e seca.

CONCLUSOES

Os 0leos essenciais dos acessos de Croton grewioides apresentaram os fenilpropanoides
eugenol, metil eugenol e metil chavicol como compostos majoritarios. A sazonalidade influenciou
a composi¢do quimica de forma quantitativa, uma vez que 0s compostos principais se mantiveram
presentes em ambas as estagdes, porém com variacGes significativas em suas concentracoes.
Considerando que este estudo abrangeu apenas um ano de coleta, estudos complementares em
diferentes periodos e condigdes climaticas sdo necessarios para uma melhor compreensao da
influéncia da sazonalidade na composic¢éo quimica ao longo do tempo.

Palavras-chave: Sazonalidade; recursos genéticos; metabolitos secundarios; plantas medicinais e
aromaticas.
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INTRODUCAO

O milho (Zea mays L.) é destaque entre as espécies agricolas explorada mundialmente
(SANTOS et al., 2024). O Brasil, no cenario mundial, destaca-se como o terceiro maior produtor
de milho com previsdo de producdo de 111 milhdes de toneladas na safra 2023/2024 (CONAB,
2024). Sua utilizacdo é voltada, principalmente, em racBes para animais através de gréo
concentrado ou silagem (GARCIA et al., 2006). O milho também é importante para alimentacédo
humana, ja que € matéria prima de diferentes produtos e segmentos (FAVARATO, 2016;
EICHOLZ, 2022).

Os insetos pragas se destacam entre os fatores que contribuem para a reducgéo da producéo
de milho. Dentre esses insetos, a Spodoptera frugiperda (JE Smith, 1797) (Lepidoptera:
Noctuidae), conhecida como lagarta-do-cartucho, € descrita como praga-chave da cultura. Nativa
da América, a S. frugiperda esta distribuida em diversos paises devido sua alta capacidade de
dispersdo, polifagia, alta taxa reprodutiva e capacidade de varias geracdes por ano (BALOCH et
al., 2020; MONTEZANO et al., 2018; BARROS; TORRES; BUENO, 2010). Os danos provocados
por esses insetos envolvem a reducdo da area fotossintética das folhas ao se alimentarem, assim
como a destruicdo do cartucho e deterioracdo dos grdos (HELLWING et al., 2017). As perdas na
producdo registradas para o continente americano ocasionadas pela S. frugiperda pode chegar a
70% (BERG et al., 2021).

O controle da S. frugiperda é usualmente realizado por meio de inseticidas sintéticos, porém
muitas vezes ndo proporcionam a eficiéncia esperada, além disso possuem alto custo e necessidade
de varias aplicagbes (BOICA JUNIOR et al., 2015). O uso indiscriminado, a calendarizagéo e a
ndo seletividade dos inseticidas tém provocado a selecdo de insetos resistentes e a eliminacdo de
inimigos naturais. (POLETTI; ALVES, 2013; CZEPAK et al., 2014). Portanto, fica evidente que
para o controle desses insetos, ha a necessidade de constante rotacdo dos produtos e dos
mecanismos de acdo dos inseticidas (CASTLE et al., 2010; CARBALLO; RUBIO, 2012).

A S. frugiperda ja apresentou casos de resisténcia a inseticidas como organofosforados
(CARVALHO et al., 2013), carbamatos, neonicotinoides (SIEGFRIED; YU, 2009), piretroides
(DIEZ-RODRIGUEZ; OMOTO, 2001), diamidas (Cloratraniliprole) (BOLZAN et al., 2019) e
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reguladores de crescimento (NASCIMENTO et al.,, 2016). Estudos apontam que inseticidas
botanicos a base de dleos essenciais de plantas (OE) podem ser utilizados como alternativa aos
inseticidas sintéticos, j& que demonstraram eficiéncia no controle de insetos-pragas (MELO et al.,
2018; OLIVEIRA et al., 2018; SANTOS et al., 2017).

Os OEs de espécies do género Lippia tem apresentado intensa atividade bioldgica contra
insetos-pragas, abrangendo lagartas desfolhadoras (CHAUHAN; SRIVASTAVA, 2017; MELO et
al., 2018; NEGRINI et al., 2019; NICULAU et al., 2013). O OE da espécie Lippia sidoides Cham.
(Verbanaceae), encontrada na regido da Caatinga do Nordeste brasileiro (CAVALCANTI et al.,
2010), apresenta diversas propriedades bioldgicas como, por exemplo, atividade inseticida contra
diversas pragas (BACCI et al., 2015; BATISTA et al., 2013; CASTRO et al., 2011; SOARES et
al., 2016; VERAS et al., 2012). A atividade bioldgica caracteristica desse 6leo pode ser atribuida
a presenca do composto majoritario timol, ja que, quando isolado, expressa atividade similar ao
OE (VERAS et al., 2012).

Assim, neste estudo, foi avaliada a toxicidade do OE de L. sidoides e seu composto
majoritario timol sobre a lagarta-do-cartucho, S. frugiperda.

MATERIAL E METODOS
Criacéo dos insetos

Os insetos utilizados nos bioensaios foram obtidos de criagcdes (>10 gera¢es) mantidas em
salas climatizadas (25 = 0,5 °C, UR 70 £ 10%, fotoperiodo de 12h) de laboratérios da Universidade
Federal de Sergipe (UFS), Sao Cristovdo-SE (10°54° S, 37°04” W, 7 m de altitude), Brasil.

Adultos de S. frugiperda foram mantidos em potes plasticos de 1 L totalmente revestidos
com papel sulfite (substrato de ovoposi¢do). O fundo do pote foi constituido por uma placa de Petri
(14 x 1,5 cm) e a parte superior foi vedada com tecido tipo organza. Solucdo de mel a 10% foi
fornecida para alimentagdo dos adultos. A cada dois dias as posturas foram retiradas e
acondicionadas em recipientes plasticos de 120 mL até a eclosdo das larvas. Posteriormente, as
larvas foram individualizadas em potes plasticos de 120 mL e alimentadas com dieta artificial
(GREENE; LEPPLA; DICKERSON, 1976). As pupas obtidas foram acondicionadas em potes
plasticos de 1 L para a eclosdo dos adultos.

Obtencado dos compostos e andlise quimica do 6leo essencial

O OE foi obtido das folhas de L. sidoides (Verbenaceae) por arraste, pela empresa Pronat
(Horizonte, Ceard, Brasil). Foi realizada a analise quimica do OE para identificacdo e quantificacdo
dos compostos (para detalhes ver OLIVEIRA et al., 2017; SANTOS et al., 2017). O timol,
constituinte em maior propor¢do no OE, foi adquirido da empresa Sigma-Aldrich. Como controle
positivo foi utilizado um inseticida comercial a base de deltametrina.

Bioensaio toxicidade

Para determinacgéo das doses letais foram realizados bioensaios conduzidos com grupos de
dez larvas de terceiro instar de S. frugiperda. Inicialmente, foi determinada a massa média dos
insetos pela pesagem individual (N = 30) em balanca analitica de precisdo (Shimadzu, AUW?220D).
Testes preliminares foram realizados com trés doses (1, 5 e 10 ug das substancias/ mg de inseto).
Posteriormente, doses intermediarias foram utilizadas para tragar as curvas de dose-mortalidade.
Para diluicdo do OE de L. sidoides, timol e deltametrina, foi utilizado acetona (Panreac, UV-IR-
HPLC-GPC PAIACS, 99,9%). Com o auxilio de uma microseringa (Hamilton®, Reno, NV, USA),
os tratamentos foram aplicados topicamente (0,5 uL) na regido do térax de cada inseto.
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Apos aplicacdo, as larvas de S. frugiperda foram acondicionadas em placas de cultura
celular (Global Trade Technology, Monte Alto, SP, Brasil) (24 orificios) forradas com papel filtro
umedecido e contendo folha de milho (= 6 cm?) para alimentagdo. O delineamento experimental
foi inteiramente casualizado, com quatro repeticdes por inseto e por tratamento. As placas contendo
larvas tratadas foram acondicionadas em estufa incubadora tipo B.O.D. (Biotech®, Piracicaba, SP,
Brasil) (25+ 0,5 °C, UR 70£10% e fotoperiodo de 12h). As avaliacdes da mortalidade dos insetos
foram realizadas 48 h apds a montagem dos bioensaios. Foram considerados mortos os individuos
que se mantiveram imdveis e ndo responderam aos estimulos feitos com pincel.

Anélises estatisticas

Os dados de mortalidade de S. frugiperda foram submetidos a anélise de Probit para
determinacdo das curvas de dose-mortalidade de cada tratamento, utilizando o procedimento
PROC PROBIT (SAS Institute, 2008). Foram obtidas curvas com probabilidade de aceitacdo da
hipdtese de nulidade (de que os dados possuem distribuicdo de Probit) maior que 0,05 pelo teste
x> A partir das curvas, foram obtidas as doses letais (DLso € DLgo) e Seus respectivos intervalos de
confianca a 95% de probabilidade (ICgs).

RESULTADOS E DISCUSSAO
Toxicidade

O OE de L. sidoides, seu composto majoritario timol e o inseticida a base de deltametrina
foram toxicos para as larvas de S. frugiperda. As doses desses tratamentos necessarias para causar
50% e 90% de mortalidade das larvas (DLso € DLgo) variaram de 3,21 a 3,07 x 10° mg g e 5,66 a
8,26 x 10 mg g%, respectivamente (Tabela 1).

Tabela 1. Toxicidade por aplicagdo topica do OE de Lippia sidoides, timol e inseticida deltametrina (DLM) em lagartas
de terceiro instar de Spodoptera frugiperda, apés 48 h de exposic¢éo.

Tratamento Ne DLys (IC _‘])5 o) DLs, (IC _?5 “0) DLy, (IC _?5 7o) £ x P
(mg g") (mg g") (mg g')
OE de 353 1,55 3,21 5,66 5,22+0,65 2,67 0,64
L. sidoides (1,20 - 1,83) (2,95-3.,49) (4,95 - 6,95)
Timol 451 1,56 491 12,01 3,30+0,40 2,27 0,80
(1,07 - 1,98) (4,35 - 5,56) (9,73-16,61)
Deltametrina 513 8,65x10+ 3,07x1073 8,26x10° 2,98+0,39 3,15 0,50
(DLM) (5,06x104-1,20x10%)  (2,58x10-3-3,35x103) (6,70x1073-1,13x102)

2 NUmero de insetos.
® Inclinagdo da curva + erro padréo.

Os inseticidas botanicos apresentaram menor toxicidade a S. frugiperda, todavia a
eficiéncia desses compostos naturais pode ser potencializada por meio de nanoformulagdes. Em
estudo realizado por Oliveira et al. (2017), as nanoformulagdes que continham 18% do ingrediente
ativo potencializaram a agdo desses compostos no controle do gorgulho-do-milho Sitophilus
zeamais. Essa potencializacao deve-se as propriedades das nanoformulagfes, como menor tamanho
de particula, liberacdo controlada e maior solubilidade (KAH; HOFMANN; 2014; OLIVEIRA et
al., 2014).

Para uma agricultura mais sustentavel é fundamental a busca por inseticidas mais eficientes
e seletivos para, assim, ser possivel a manutencdo dos servigos ecossistémicos (ex. controle
biolégico natural). No presente estudo, mostramos que, apesar do inseticida organossintético
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deltametrina apresentar maior toxicidade paraa S. frugiperda, o OE de L. sidoides e o timol também
foram toxicos.

CONCLUSAO

Conclui-se com estes resultados as vantagens e o potencial dos inseticidas botanicos de OEs
de L. sidoides e 0 composto majoritario timol como uma alternativa promissora para o controle da
praga S. frugiperda.

Palavras-chave: efeito letal; Verbanaceae; lagarta-do-cartucho.
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INTRODUCAO

O percevejo Podisus nigrispinus (Dallas) (Heteroptera: Pentatomidae) destaca-se como um
importante predador generalista, com preferéncia alimentar voltada, principalmente, para larvas de
lepiddpteros, esse héabito alimentar, permite que esse inimigo natural explore diversos
ecossistemas, desempenhando um papel crucial no controle biolégico de importantes pragas
agricolas (ZANUNCIO et al., 1996)

No entanto, o uso indiscriminado de pesticidas reduz a biodiversidade e afeta inimigos
naturais (GALLO, 2002). Embora eficazes no controle de pragas, inseticidas sintéticos podem
causar impactos negativos em organismos ndo alvo (PISA et al., 2014). Nesse contexto, inseticidas
boténicos, a base de OEs, sdo alternativas promissoras, sendo menos toxicos para mamiferos e mais
seletivos para inimigos naturais (MELO et al., 2018). No entanto, até mesmo doses ndo letais
podem causar efeitos subletais, como alteracdes na fecundidade e comportamento, ou promover
hormese (CALBRESE; BALDWIN, 2001), que pode beneficiar ou prejudicar a sobrevivéncia e
reproducdo, dependendo do organismo (ex. herbivoro x inimigos naturais).

Neste estudo, avaliou-se por meio de uma tabela de vida a toxicidade e os efeitos subletais
no desenvolvimento, parametros reprodutivos e parametros demograficos do percevejo predador
P. nigrispinus exposto ao dleo essencial (OE) de L. sidoides e ao inseticida comercial deltametrina.

MATERIAL E METODOS
Toxicidade

Os bioensaios para determinar as doses letais foram realizados em delineamento
inteiramente casualizado, com quatro repeticdes, utilizando grupos de 10 ninfas de terceiro instar
de P. nigrispinus provenientes de uma criacdo mantida no laboratério de Entomologia Florestal da
Universidade Federal de Sergipe. Testes preliminares foram realizados com trés doses de cada
tratamento (1, 5 e 10 pug/mg de inseto). O OE de L. sidoides foi adquirido da empresa PRONAT
(Horizonte, Ceara, Brasil). Apds isso, doses intermediarias foram usadas para determinar as curvas
de dose-mortalidade. O OE e a deltametrina foram diluidos em acetona e aplicados topicamente
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(0,5 uL) no térax dos insetos. Para o controle negativo usou-se o solvente acetona. A mortalidade
foi avaliada 48 horas ap0s a aplicacgéo.

Parametros biologicos

Para avaliar os efeitos subletais dos compostos nos parametros bioldgicos de P. nigrispinus
(desenvolvimento e reproducdo), ninfas de terceiro instar foram tratadas com 0,5 uL das doses
DLio e DLso. Oito coortes foram formadas, cada uma com 180 individuos, divididos em 10
repeticdes de 18 ninfas, mantidas individualmente em placas de Petri.

Apos atingirem a fase adulta, os individuos foram sexados e separados até a maturidade
sexual. Dez casais de cada tratamento foram alojados e alimentados com pupas de Tenebrio
molitor, sendo monitorados até a morte. Foram registrados: i) periodos de pré-ovoposicao,
ovoposicao e pos-ovoposicao, ii) longevidade de machos e fémeas, iii) nimero de ovos e ninfas
por fémea, de massas de ovos por fémea, e de ovos e ninfas por massa, iv) periodo de incubacao e
V) viabilidade dos ovos.

Tabela de vida

Com base nos dados de sobrevivéncia e reproducdo de P. nigrispinus expostos as DLs dos
tratamentos, foram calculados os parametros da tabela de vida de fertilidade: x (idade média dos
insetos, considerando desde a fase de ovo), Ix (taxa de sobrevivéncia desde a idade zero até o inicio
da idade x), mx (fertilidade especifica, ou seja, 0 numero de fémeas produzidas por fémea
sobrevivente no intervalo de idade x), e Ix.mx (nimero total de fémeas nascidas na idade x).

Para a construcdo das tabelas de vida de fertilidade, foram calculados os seguintes
parametros: taxa reprodutiva liquida (R0), que indica o nimero de fémeas geradas por cada fémea
ao longo de sua vida; tempo médio de geracdo (T), que é o intervalo entre o nascimento dos pais e
dos descendentes; taxa intrinseca de crescimento (rm), que mede o aumento populacional por
unidade de tempo; razéo finita de crescimento (1); e o tempo necessario para a populacao duplicar
em numero (TD) (KREBS, 1994).

Andlises estatisticas

Os dados de mortalidade obtidos com os experimentos foram submetidos a analise de Probit
para a determinacdo das curvas de concentragcdo-resposta para cada tratamento utilizando o
procedimento PROC PROBIT do SAS TM (SAS Institute, 2008).

Os parametros bioldgicos de desenvolvimento foram submetidos a analise de variancia,
seguida pelo teste de Dunnett (P < 0,05) para comparar o tratamento com o controle, utilizando o
procedimento PROC GLM (SAS Institute Inc, 2008). Para comparar as doses DL 1o e DL3o dentro
do tratamento, foi utilizado o teste t pareado (P < 0,05), também com o procedimento PROC GLM.
Os parametros reprodutivos foram analisados com o teste de Tukey (P < 0,05) ap0s a analise de
variancia, usando o mesmo procedimento.

Os parametros da tabela de vida foram estimados pela técnica de Jackknife no programa
SAS, conforme Maia et al. (2000), e submetidos a analise de variancia seguida pelo teste de Tukey
(P < 0,05) através do procedimento PROC GLM (SAS Institute Inc, 2008).

RESULTADOS E DISCUSSAO
Toxicidade

O OE de L. sidoides foi menos toxico a P. nigrispinus se comparado com o organossintético
deltametrina, que foi 24,721 vezes mais toxico ao percevejo predador que o OE (Tabela 1). Esse
padrdo se manteve para as doses subletais (DLio e DL3o) € para a dose considerada padrdo de
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controle (DLgo) (Tabela 1). Estudos indicam que OEs de plantas sdo menos toxicos para artrépodes
benéficos em comparacdo aos inseticidas convencionais (SANTOS et al., 2018). Essa menor
toxicidade pode ser atribuida & baixa penetracao pela cuticula e a rapida desintoxicagao enzimatica,
como observado em P. nigrispinus exposto ao OE de Cymbopogon citratus (BRUGGER et al.,
2019).

Tabela 1. Toxicidade por aplicagéio topica do inseticida deltametrina (DLM), ¢ do dleo essencial de Lippia sidoides (OE) sobre ninfas de terceiro
instar de Podisus nigrispinus, apos 48 h de exposigio.

Tratamento N2 DL (IC 95%) DL (IC 95%) DL, (IC 95%) DLgo (IC 95%) pe 72 P
(mgg" (mgg!) (mgg) (mgg?)
2,30x10 5,97x10+ 1,15x10° 5,80x107
Deltametrina (DLM) 442 : : ' . 1,82£0,19 222 072
sltmstrina (DLM) (1.28x104-347x10)  (4.04x10°-8,11x10%)  (8,53x104-1,53x10%)  (4,07x10°-942x10%) :
Oleo essencial de . 1445 21,55 2843 55,93
'eo 440 436:053 091 069
sidoides (OE) (11,07-17,17) (18,39-24,17) (25,51-31,38) (48,28-69.81) 20 ;

2 = niumero de insetos. ® = inclinacdo da curva. # erro padrio.

Parametros reprodutivos

Né&o foram verificadas diferengas entre as doses e a interacdo entre tratamentos x doses para
todos os parametros reprodutivos de P. nigrispinus avaliados. Dessa forma, foi feita média das duas
doses (DL1o e DL3o) para avaliar os efeitos dos tratamentos (Tabela 2). A duracdo do periodo de
ovoposicao, o numero de ovos por fémea, a massa de ovos e de ninfas por fémea de P. nigrispinus
variaram entre os tratamentos.

Tabela 2. Pardmetros reprodutivos de Podisus nigrisinus ap6s exposicdo do 3° instar a (DLio e DLso) do inseticida
deltametrina (DLM) e do OE de Lippia sidoides.

Parédmetro reprodutivo Tratamento ?
Controle DLM OE

Periodo pré-ovoposigao (dias) "* 5,50+0,28 5,50+0,18 5,15+0,15
Periodo de ovoposicéo (dias) 26,80+0,89 ab 22,35+195b 34,60+3,29 a
Periodo pds-ovoposicéo (dias) ™ 1,70+0,29 2,25+0,33 1,55+0,41
N° de ovos/fémea 457,3+37,3 b 418,9+30,7 b 622,8+30,8 a
N° de massa de ovos/fémea 17,50+£1,23 b 15,85+1,19 b 23,80+1,63 a
N° de ovos/massa de ovos "= 25,98+0,97 26,76+0,80 26,91+0,83
N° de ninfas/fémea 381,2+41,8 bc 339,5+27,8 ¢ 528,0+£26,5 a
N° de ninfas/massa de ovos "* 20,45+1,71 21,78+1,03 22,91+0,90
Incubacdo dos ovos (dias) "* 4,99+0,01 5,00+0,001 5,01+0,01
Viabilidade de ovos (%) "* 78,1245,55 81,01+2,28 84,98+1,78

2 Médias seguidas por mesma letra, na linha, diferem entre si pelo teste de Tukey a P < 0,05. " ndo significativo
a 5% de probabilidade. + erro padrdo da média (n = 20, DLy, = DLg).

Os demais parametros reprodutivos ndo sofreram alteragdes com os tratamentos. No
entanto, as fémeas tratadas com OE ovopositaram por um periodo mais longo (33,7 + 2,4 dias) em
comparagao aquelas expostas a deltametrina (22,4 + 2,0 dias) (Tabela 2).

Fémeas expostas ao OE de L. sidoides ovopositaram 36% a mais em comparacdo ao
controle, com um aumento de 6,3 massas de ovos por fémea. Além disso, houve um aumento de
39% no numero de ninfas por fémea. Em contrapartida, o inseticida sintético deltametrina nédo
alterou os parametros reprodutivos de P. nigrispinus.
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Doses subletais podem afetar a fisiologia e 0 comportamento dos insetos, como Vvisto no
prolongamento do 3° instar de P. nigrispinus apds exposicdo, possivelmente devido ao
redirecionamento de energia para a desintoxicacgdo (XU et al., 2016). Enquanto a deltametrina néo
afetou 0 4° e 5° instares, os compostos botanicos prolongaram essas fases. Todos os tratamentos
aumentaram a duracéo da fase imatura, 0 que pode aumentar a exposi¢ao dos insetos a fatores de
mortalidade natural, sendo mais prejudicial para herbivoros do que para inimigos naturais.

Parametros demograficos

Né&o houve diferengas entre as doses ou a interagdo entre tratamentos e doses em todos 0s
parametros da tabela de vida de P. nigrispinus. Assim, os efeitos dos tratamentos foram avaliados
com a média das duas doses (DLio e DL3o) (n = 20) (Tabela 3).

Tabela 3. Parametros da tabela de vida de Podisus nigrispinus expostos as doses subletais (DL, e DLg) de
deltametrina (DLM) e do OE de Lippia sidoides.

Parametro da tabela de vida Tratamento @
Controle DLM OE
Taxa reprodutiva liquida (RQ)
(prole/individuo) 209,1+17,1 ab 168,5+12,2 b 216,3+10,9 ab
Taxa intrinseca de crescimento(rm) (dia™)
ns. 0,1431+0,0024 0,1372+0,0020 0,1393+0,0017
Razao finita e crescimento (1)
(dia’?) ns. 1,1539+0,0028 1,1471+0,0023 1,1494+0,0019
Tempo médio de geracdo (T)
(dia) " 37,37+0,32 37,40+0,44 38,60+0,56
Tempo para a populagdo dobrarde
tamanho (TD) (dia) " 4,84+0,08 5,05+0,07 4,98+0,06

2 Médias seguidas por mesma letra, na linha, diferem entre si pelo teste de Tukey a P < 0,05. * erro padréo da média
(n =20, DL,y = DLy).

A taxa reprodutiva liquida (RO) de P. nigrispinus variou entre os tratamentos. Os demais
parametros demograficos ndo modificaram com a aplicacdo dos compostos (Tabela 3). A taxa de
sobrevivéncia (Ix) de P. nigrispinus e a fertilidade especifica (mx) foram superiores nos insetos
expostos ao OE de L. sidoides (Fig. 3C). Esse composto causou picos no numero de fémeas
produzidas por fémea por dia ao longo de toda a sua longevidade, mesmo com a taxa de
sobrevivéncia baixa, entre 0 55° ao 75° dia (Fig. 3C-D). O inseticida deltametrina ndo afetou
significativamente esses parametros, sendo semelhante ao controle até o 40° dia de longevidade
(Fig. 3A-B), causando reducdo na fertilidade especifica apds esse periodo (Fig. 3B).
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Figura 1. Taxa de sobrevivéncia (Ix) e fertilidade especifica (mx) de Podisus nigrispinus no controle (A) e expostos as
doses subletais (DL1o e DL3o) de deltametrina (DLM) (B) e do OE de Lippia sidoides (C).

Os valores positivos de rm e RO nas doses subletais indicam que P. nigrispinus tem
potencial de crescimento populacional sob todos 0os compostos testados. Além disso, 0 aumento no
numero de ovos e ninfas por fémea com compostos botanicos sugere um possivel efeito de
hormese.

Este estudo mostra que o OE de Lippia sidoides tém baixa toxicidade para P. nigrispinus
em comparagao com a deltametrina. Embora as doses subletais prolonguem o desenvolvimento das
ninfas e reduzam o peso dos adultos, ndo afetaram negativamente a reproducdo. Além disso, o OE
pode aumentar a longevidade e a capacidade reprodutiva desse predador.

CONCLUSAO

Dessa forma, € possivel concluir que o OE de L. sidoides é mais seguro para o predador
P. nigrispinus do que o inseticida deltametrina, além de promover o efeito de hormese em alguns
paramétros bioldgicos desse predador.

Palavras-chave: bioinseticida; predador; inimigo natural.
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INTRODUCAO

Podisus nigrispinus ocorre na regido Neotropical, desde a Argentina até a Costa Rica. No
Brasil, estd presente em diversos cultivos agricolas e florestais, o que demonstra sua amplitude e
capacidade de adaptacdo (BUENO et al., 2014). Esse percevejo ¢ um predador generalista que
demonstra eficiéncia no controle de diversos insetos-praga, tais como: Diatraea saccharalis
(VACARI; OTUKA; BORTOLI, 2007), Tuta absoluta (VIVIAN et al., 2002), Spodoptera exigua
(MOHAGHEGH; CLERCQ; TIRRY, 2001), Chrysodeixis chalcites (CLERCQ et al., 1998) e
Tenebrio molitor (ZANUNCIO et al., 2001). Além do seu hébito alimentar polifago, que permite
o controle de populacdes de diferentes insetos, P. nigrispinus também se alimenta de substratos
vegetais; estratégia de sobrevivéncia utilizada quando a populagdo de presas estd escassa ou
inadequada (EVANGELISTA ef al., 2002).

Diante da importancia dos inimigos naturais para os programas de manejo, ¢ importante
analisar a seletividade de inseticidas a fim de minimizar os efeitos sobre esses organismos
(FONSECA et al., 2008). Nessa perspectiva, os 6leos essenciais (OEs) de plantas surgem como
boas alternativas para um manejo mais sustentavel (ISMAN; GRIENESEN, 2014), uma vez que
sua maior volatilidade pode facilitar sua seletividade aos organismos ndo alvo quando comparados
aos inseticidas sintéticos (ISMAN, 2016; SANTOS et al., 2018).

Nesse contexto, Croton grewioides, conhecida popularmente como “canelinha-de-cheiro”
ou “canelinha”, ¢ uma planta endémica do bioma Caatinga, encontrada em regides rochosas e solos
arenosos nos estados da regido Nordeste (SILVA et al., 2010). Estudos mostram que os OEs obtidos
apartir de C. grewioides podem apresentar uma grande diversificagdo de compostos, representando
assim importantes fontes de substancias bioativas para o controle de insetos (FARMER; RYAN,
1990). Dentre tais compostos, tem-se destaque para: (E)-anetol, (E)-metil isoeugenol, eugenol,
metil eugenol e metil chavicol (SILVA et al., 2008; OLIVEIRA et al., 2020). Alguns estudos ja
demonstram a atividade inseticida do OE de C. grewioides contra as pragas Zabrotes subfasciatus
(SILVA et al., 2008) e Nasutitermes corniger (MENEZES, 2023).

No presente estudo, avaliamos a toxicidade de dois acessos do OE de C. grewioides e seus
compostos majoritarios sobre o percevejo predador P. nigrispinus.
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MATERIAL E METODOS
Criacao de insetos

A populacgdo de P. nigrispinus utilizada foi obtida da criagdo mantida no Laboratério de
Entomologia Florestal (LEFLO) da Universidade Federal de Sergipe (UFS). Os insetos foram
mantidos em potes de polipropileno de 500 mL, alimentados ad libitum com larvas de 7° instar de
Tenebrio molitor (Coleoptera: Tenebrionidae). Os ovos depositados nas gaiolas foram diariamente
coletados com o auxilio de algodao hidrofilico e transferidos para placas de Petri (Global Trade
Technology, Monte Alto, SP, Brasil) (9 x 1,5 cm) contendo algodao umedecido com agua. As larvas
de T molitor utilizadas para alimentar o P. nigrispinus foram alimentadas com farelo de soja e
mantidas em bandejas plasticas de 24 x 20 x 15 cm.

Obtenc¢ao dos compostos e analise quimica dos OEs

Os OEs de Croton grewioides foram obtidos dos acessos CGR112 ¢ CGR126 que sdo
mantidos no Banco Ativo de Germoplasma da Universidade Federal de Sergipe (UFS) — localizado
na fazenda experimental — Campus Rural da UFS, Sao Cristovao, SE, Brasil (10°55 S, 37°11' W,
18 m de altitude).

Inicialmente as folhas retiradas das plantas foram secas em estufas a 40 °C durante 5 dias.
Os OEs foram extraidos por hidrodestilacdo em aparelho de Clevenger modificado, utilizando-se
70 g de amostras de folhas secas por 120 min a partir da ebulicdo a 100 °C. O OE obtido de cada
amostra foi armazenado a temperatura de -20 °C até a analise da composi¢ao quimica. Para
identificar e quantificar os compostos, foram realizadas as analises dos OEs (para maiores detalhes,
veja OLIVEIRA et al., 2020). Os compostos metil eugenol e eugenol, encontrados
majoritariamente nos OEs dos acessos estudados, foram adquiridos da empresa SIGMA-
ALDRICH (Saint Louis, Missouri, EUA).

Bioensaios

Os bioensaios foram realizados na Clinica Fitossanitaria, da Universidade Federal de
Sergipe (UFS), Sdo Cristovao — SE.

Os tratamentos utilizados foram os OEs dos acessos CGR112 e CGR126 de C. grewioides
e 0s compostos majoritarios metil eugenol e eugenol. O solvente utilizado para diluir os compostos
foi a acetona (Panreac, UV-IR-HPLC-GPC PAIACS, 99,9%). Os tratamentos foram aplicados
topicamente na regido do térax de cada inseto com o auxilio de uma microseringa (Hamilton®,
Reno, NV, USA), sendo 1 uL para P. nigrispinus. No controle foi aplicado somente acetona. Testes
preliminares indicaram que a acetona ndo afeta a sobrevivéncia, o desenvolvimento e a reprodugao
dos insetos.

Para a determinacdo da massa dos insetos, 50 ninfas de terceiro instar de P. nigrispinus
foram pesadas, individualmente, em balanca de precisdo (Shimadzu corporation, AUW220D,
Barueri, Sao Paulo, Brasil).

Toxicidade

Testes preliminares foram realizados com trés doses (1, 5 e 10 ug das substancias/mg de
inseto) de cada tratamento. A partir destes testes foram determinadas, no minimo, seis doses para
tracar as curvas de dose-mortalidade. O delineamento experimental utilizado foi inteiramente
casualizado, com quatro repetigdes por tratamento.

Antes das aplicagdes dos tratamentos, as ninfas de P. nigrispinus foram deixadas em freezer
por 90 s para reducao da atividade. Testes preliminares indicaram que este tempo de permanéncia
no freezer ndo afeta a sobrevivéncia dos insetos. As ninfas de P. nigrispinus tratadas foram
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transferidas para placas de Petri contendo algodao hidrofilico umedecido e larvas de 7° instar de 7.
molitor foram fornecidas ad [libitum como fonte de alimento. Cada unidade experimental foi
composta por 10 insetos.

As placas de Petri contendo as ninfas foram mantidas em camara de crescimento BOD sob
condi¢des controladas (Biotech®, Piracicaba, SP, Brasil) (27 £ 0,5°, UR 70 + 10% e fotoperiodo
de 12 horas). A mortalidade dos insetos foi verificada 72 h apds a montagem dos bioensaios. Insetos
que ndo apresentaram movimentos apos serem estimulados com pincel de cerdas macias foram
considerados mortos.

Analise estatistica

Os dados de toxicidade obtidos para P. nigrispinus foram submetidos a analise de Probit
para determinacdo das curvas de dose-mortalidade utilizando o procedimento PROC PROBIT
(SAS Institute, 2008). As curvas foram obtidas com probabilidade de aceitagdao da hipotese nula
(de que os dados possuem distribuigdo Probit) maior que 0,05 pelo teste de y°. A partir das curvas
foram obtidas as DLs (01 a 99) com seus respectivos intervalos de confianca a 95% (ICos%). As
curvas e as DLs foram comparadas pelo critério da nao-sobreposi¢ao dos intervalos de confianga
(ICo5%) com a origem do intervalo.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Caracterizacao dos oleos essenciais

Onze compostos foram identificados nos OEs de ambas os acessos de C. grewioides. Os
principais compostos encontrados nos OEs dos acessos foram metil eugenol (85,6%) para CGR112
e metil eugenol (46%) e eugenol (42,7%) para CGR126. Os teores de OE foram 4,1 e 2% para os
acessos CGR112 e CGR126, respectivamente.

Toxicidade

Os OEs obtidos dos acessos CGR112 e CGR126 de C. grewioides e seus compostos metil
eugenol e eugenol foram toxicos para as ninfas de P. nigrispinus. A DLso obtida para os tratamentos
variou de 1,22 a 4,45 ng/mg, na dose de controle padrao, as DLsgo variaram de 2,86 a 17,06 pg/mg.
O OE do acesso 112 e o composto majoritario metil eugenol (Metil eugenol = 1,22 ng/mg; CGR112
= 1,44 pg/mg) foram mais toxicos para P. nigrispinus do que o OE do acesso 126 e o composto
majoritario eugenol (Eugenol = 3,34 pg/mg; CGR126 = 4,45 pg/mg) (Tabela 1). Na DLso, os
compostos majoritarios foram mais toxicos que os seus respectivos OEs.

Tabela 1. Toxicidade por aplicacdo topica do OE de Croton grewioides e seus compostos majoritarios (Metil eugenol
e Eugenol) sobre ninfas de terceiro instar de Podisus nigrispinus.

Composto N DL;o (IC»%)*  DLs (IC%%)? DLy (IC*»%)? Slope (+EP)° X¢ p
CGR112 240 0,79 1,44 6,39 198024 470 032
(0,52-1,05) (1,09-1,82) (4,75-9,83)
CGR126 240 2,57 4.45 17,06 2,20+0,24 6,00 0,20
(1,99-3,18) (3,62-5,50)  (12,54-26,46)
Metil eugenol 240 0,86 1,22 2,86 3,46 £ 0,40 0,67 0,96
(0,70-1,01) (1,04-1,43) (2,32-3,85)
Eugenol 240 2,06 3,34 10,90 2,50+ 0,26 3,04 0,55
(1,62-2,50) (2,76-405)  (834-15.85)

N nimero de insetos testados.

% doses letais (30, 50 e 90 em mg de composto/g de inseto) e seus respectivos intervalos de confianga a 95%.
b inclinacgdo da curva = erro padrio.

¢ qui-quadrado (P > 0,05).

4 valor de P.
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Neste estudo, avaliamos os efeitos letais dos OEs de dois acessos de C. grewioides e seus
principais compostos metil eugenol e eugenol sobre o inimigo natural P. nigrispinus. Os OEs dos
acessos mostraram bioatividade distinta. Em geral, o OE do acesso CGR126 foi menos toxico para
0 inimigo natural.

A toxicidade distinta dos OEs pode ser devida a interacdes diferenciais entre as
propriedades fisico-quimicas dos compostos e a fisiologia e metabolismo dos insetos, afetando a
taxa de penetragdo, metabolismo, excre¢do e agdo nos locais de acao dos compostos (GEROLT,
1983; RESENDE et al., 2016). Embora a atividade biologica seja frequentemente atribuida aos
compostos principais, os OEs sdo constituidos por uma mistura complexa de compostos que podem
resultar em interacdes que afetam sua atividade (ATANASOVA; Leather 2018; ISMAN, 2016;
REGNAULT-ROGER et al., 2012). Tanto o OE do acesso CGR112 quanto o CGR 126 de C.
grewioides apresentam metil eugenol como composto principal; entretanto, apenas o OE do acesso
CGR126 possui eugenol (42%) em sua constituicdo. Tal diferenca parece ser responsavel pela
bioatividade distinta apresentada pelos OEs. Em geral, a presenca de eugenol parece ter tornado o
OE menos toxico ao inimigo natural P. nigrispinus.

Os valores da DLso obtidos para Chrysodeixis includens, em geral, foram maiores quando
comparados aos valores da DLso obtidos para P. nigrispinus, possivelmente devido ao fato de a
praga ser naturalmente mais exposta aos compostos do que o inimigo natural. Acima da DL, 0
OE do acesso CGR126 de C. grewioides foi mais toxico a praga C. includens do que ao inimigo
natural P, nigrispinus. O padrao de eficiéncia recomendado no Brasil coincide justamente com tais
doses (> DLgo), 0 que garantiria maior seguranga ao predador (SANTOS et al., 2023).

CONCLUSAO

Nossos resultados mostram que, apesar de todos os tratamentos apresentarem toxicidade
para P. nigrispinus, apenas o OE do acesso CGR126 de C. grewioides mostra-se promissor para
uso futuro em manejo sustentavel porque € mais seguro para o percevejo predador P. nigrispinus.
Compostos isolados deste OE (por exemplo, eugenol) também podem ser promissores, desde que
a seletividade ecoldgica seja observada.

Palavras-chave: Euphorbiaceae; seletividade; percevejo predador; inimigo natural.
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INTRODUCAO

A cultura da soja (Glycine max (L.) Merrill) é uma das principais commodities
comercializadas, sendo destaque na economia mundial. E utilizada como matéria-prima pelas
agroindustrias, estando presente na composicdo de ragdes para animais (WANG et al., 2016), e
como fonte de proteina e éleo (BIANCO et al., 2012). No Brasil, o potencial produtivo da soja é
favorecido devido a grande extensao de terras cultivadas, o uso de mao de obra qualificada e o
desenvolvimento de novas tecnologias, sendo possivel monitoramentos e previsdes que ajudam no
manejo (EUGENIO et al., 2020; TORSONI et al., 2023). Mesmo com o avan¢o da tecnologia,
problemas fitossanitarios sdo responsaveis por causar diminui¢do da produtividade das lavouras de
soja como o ataque de insetos-pragas, por exemplo, Euschistus heros (Fabricius 1798) conhecido
popularmente como percevejo-marrom-da-soja ou percevejo-marrom. Ao succionarem o contetido
dos grdos, os E. heros provocam a redu¢do da quantidade de 6leo e, assim, diminuicdo da massa e
inviabiliza o poder germinativo das sementes (SOSA-GOMEZ et al., 2020).

A principal forma de controle dos E. heros é com a utilizacdo de
inseticidas organossintéticos. Todavia, estudos demonstram falhas no controle dos percevejos, uma
vez que o0 uso continuo de inseticidas de mesmo principio ativo, principalmente piretroides
e neonicotinoides, favorece a selecdo de populagdes de insetos resistentes (SOMAVILLA et al.,
2020). Atualmente, o numero de moléculas sintéticas registradas para o controle desse inseto é
pequeno (TUELHER et al., 2018; SOMAVILLA et al., 2020). A eficiéncia desses inseticidas pode
ser estabelecida por meio da determinagdo da dose ou concentracdo letal, porém devido a répida
degradacéo é predominante a exposicdo a doses/concentragdes subletais dos residuos (DESNEUX
etal., 2007; PANIZZI et al., 2019).

Os o6leos essenciais de plantas (OES) e seus compostos majoritarios apresentam atividades
bioldgicas promissoras para 0 manejo de insetos (HANLEY et al., 2007). Plantas do género Lippia
(Verbanaceae) séo reconhecidas por suas atividades biolédgicas (Pascual et al., 2001). Em estudos
anteriores, a espécie aromatica Lippia gracilis Schauer, apresentou propriedades inseticidas contra
espécie de praga agricola Diaphania hyalinata (MELO et al., 2018). Além disso, a oportunidade
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de escolha dos insetos também pode ser alterada devido deteccdo dos compostos volateis (BRITO
et al., 2020). Essa alteracao pode afetar a localizacdo por parceiros sexuais e plantas hospedeiras,
0 que pode ocasionar a diminui¢do das chances de reproducdo e os parametros demograficos
(TRICOIRE-LEIGNEL et al.,2012).

Dessa forma, nesse estudo foi avaliado a preferéncia olfativa de machos de E. heros em
relacdo a fonte alimentar e a fémea tratada com OE de L. gracilis dos quimiotipos timol e carvacrol,
e seus compostos majoritarios isolados. Comparamos os efeitos ao inseticida comercial a base de
imidacloprido.

MATERIAL E METODOS
Obtencéo dos compostos

Os OEs dos quimiotipos timol e carvacrol de L. gracilis foram obtidos dos acessos
LGRA106 e LGRA109, mantidos no banco de germoplasma no Campus Rural da UFS, Sao
Cristovao, SE, Brasil (10°55 S, 37°11' W, 18 m de altitude). Os compostos majoritérios timol e
carvacrol foram adquiridos daempresa Sigma-Aldrich e o inseticida organossintético
imidacloprido foi adquirido comercialmente.

Concentracdo-mortalidade

Para obtencdo das curvas de concentracdo-mortalidade, ninfas de terceiro instar de E. heros
recém emergidas, obtidas da empresa Pragas.com, foram pesadas individualmente em balanca de
precisdo para manter um padréo no tamanho (0,004301 + 0,000456 g) e utilizadas nos bioensaios.
O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com 12 repeticdes. Cada repeticao foi
composta por cinco ninfas de terceiro instar de E. heros, totalizando 60
ninfas/concentracdo/tratamento. A unidade experimental consistiu em uma placa de Petri (6 X 1,5
cm), com a borda interna coberta por uma fina camada de vaselina sélida atoxica e o fundo forrado
com disco de papel filtro. A vaselina foi empregada para evitar a subida das ninfas e manté-las em
contato com o tratamento, e o disco de papel filtro foi utilizado como substrato para receber os
tratamentos.

As curvas foram estabelecidas utilizando inicialmente quatro concentragdes (1, 5, 10 e 20
mg do composto por mL de solucdo) de cada tratamento. Em seguida, concentracdes intermediarias
(de cinco a oito) foram utilizadas para tragar as curvas de concentragdo-mortalidade. O papel filtro
foi tratado com 200 uL de cada combinacdo tratamento x concentragdo com o uso de micropipeta
de 100 a 1000 pL. No controle foi aplicado somente acetona. Apés a aplicacdo dos tratamentos, as
placas contendo o papel filtro tratado foram mantidas por 5 min em cadmara de exaustdo para
permitir a evaporacdo do solvente. Em seguida, as ninfas de terceiro instar de E. heros foram
transferidas para cada uma das placas, as quais foram cobertas com tecido do tipo organza, a fim
de impedir a fuga e facilitar a troca gasosa dos insetos. Testes preliminares indicaram que a acetona
e a vaselina ndo afetaram a sobrevivéncia ou comportamento das ninfas de E. heros. A mortalidade
das ninfas foi avaliada 72 h apds a montagem do experimento. Foram considerados mortos 0s
insetos que ndo apresentaram movimentagdo apos o estimulo de um pincel.

Preferéncia olfativa

O bioensaio foi conduzido a fim de verificar se hd mudanca na preferéncia olfativa de
machos em relacdo a fonte alimentar e ao odor da fémea na presenca dos tratamentos. Os testes
foram conduzidos em olfatdometro em “Y”, com velocidade da corrente de ar em 1,0 L/min. Cada
braco do olfatbmetro foi conectado a um pote hermeticamente fechado contendo uma mistura de
uma vagem, dois graos, duas sementes (Phaseolus vulgaris L., Glycine max L., Arachis hypogaea

Anais do 1° Workshop Transformando Recursos Genéticos do Semiarido em Produtos Sustentaveis
para o Agronegécio



54

L. e Helianthus annuus L) e uma fémea virgem de E. heros em maturidade sexual (idade de 13
dias). Em um dos bragos, além do alimento e da fémea, também foi inserido um papel filtro (6 cm)
tratado com 0,2 mL das CLgo de um dos tratamentos (OEs, compostos majoritarios, imidacloprido
e acetona - controle) determinadas nos bioensaios de concentragdo-mortalidade. No outro braco,
foi inserido um papel filtro contendo apenas acetona. O delineamento foi inteiramente casualizado
com 35 repetices.

Machos virgens, também em maturidade sexual (11 dias), foram colocados na
abertura inicial do tubo. Cada observacéo foi encerrada quando o inseto atingiu o final de um dos
bracos do olfatdmetro, ou quando atingiu o tempo limite de 10 min de observacdo. Os machos
foram trocados a cada repeticao.

Anélise estatistica

Os dados de mortalidade obtidos nos bioensaios de toxicidade foram submetidos & analise
de Probit para determinacdo das curvas de concentracdo-resposta utilizando o protocolo PROC
PROBIT (SAS Institute, 2008).

Os dados de comportamento foram inicialmente submetidos ao teste de Shapiro Wilk (P >
0,05) e Brown-Forsythe (P > 0,05) para verificar a normalidade dos dados e a homogeneidade da
variancia, respectivamente. Quando os dados apresentaram normalidade e homogeneidade de
variancia eles foram submetidos a andlise de variancia paramétrica (ANAVA) e quando nédo
atenderam aos pressupostos da ANAVA, eles foram submetidos a analise de variancia ndo-
paramétrica de Kruskal-Wallis (P < 0,05). Posteriormente, os dados de preferéncia olfativa foram
analisados pelo teste exato de Fisher. Todas as andlises dos dados comportamentais foram feitas
utilizando o programa SigmaPlot, versdo 15.0.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Caracterizacdo dos OEs

Foram identificados 15 e 17 compostos nos OEs do acesso LgThy e LgCar representando
99,5 e 98,9% da composicao quimica dos Oleos, respectivamente. Os OEs destes acessos foram
denominados pelo composto majoritério, sendo o timol encontrado na propor¢éo 44,91% (LgThy
— guimiotipo timol) e o carvacrol na proporcao 44,34% (LgCar — quimiotipo carvacrol) (Tabela
1).

Tabelal. Porcentagem dos majoritarios dos OE de dois acessos de L. gracilis (LgThy e LgCar).

, Acessos
Composto Indice de retengdo
LgThy LgCar
Timol 1289 44,91 3,14
Carvacrol 1289 0,48 44,34
Total detectado (%) 99.5 98.9

Toxicidade

Os OEs dos quimiotipos timol e carvacrol de L. gracilis e seus compostos majoritarios
isolados foram toxicos para ninfas de terceiro instar de E. heros. As CLso variaram de 0,20 a 0,77
g/mL. Timol foi 0 composto mais toxico, entre 0s botanicos, sendo necessarias 0,20 mg/ mL para
matar 50% da populagéo de E. heros. A sua CLso foi inferior a observada para seu respectivo OE
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(0,53 mg/mL) e semelhante ao inseticida imidacloprido (0,16 mg/mL). J& as toxicidades do OE do
quimiotipo carvacrol de L. gracilis e seu composto isolado ndo diferiram pelo critério de
sobreposicao do intervalo de confianga (IC 95%) com a origem do intervalo (Tabela 2).

Tabela 2. Toxicidade dos OEs dos quimiotipos timol e carvacrol de Lippia gracilis, seus compostos majoritarios
isolados e do inseticida imidacloprido sobre ninfas de terceiro instar de Euschistus heros.

CLs, CLsy CLy
Compostos ne (1C 95%)° (IC 95%)" (1€ 95%)° Slope (+ SE) X? P
mg/ml

OE LgThy 480 0,10 0,53 32,11 0,72+ 0,07 5.95 0,43
(0,04-0,18) (0,31-0,82) (17,44-75,90)

OE LgCar 419 0,18 0,77 24,46 0,85+0,10 2,63 0,75
(0,08-0,32) (0,48-1,11) (13,23-64,16)

Timol 300 0,071 0,20 2,82 1,13+£0,16 4,43 0,21
(0,023-0,13) (0,10-0,33) (1,83-5,42)

Carvacrol 360 0,12 0,50 17,50 0,83+0,11 4,06 0,40
(0,04-0,23) (0,26-0,80) (9,90-41,23)

Imidacloprido 352 0,05 0,16 3,32 0,97 +0,18 6,32 0,18
(0,01-0,11) (0,05-0,28) (2,08-7,78)

2 namero de insetos testados.
b concentragBes letais necessarias para matar 30, 50 e 90 % das populag@es e seus respectivos intervalos e confianca a
95%.

Preferéncia olfativa

Os machos adultos mostraram preferéncia pelas éareas sem tratamento de
bioinseticidas (Fig. 4), possivelmente devido a detec¢do dos compostos volateis presentes na area
em uma tentativa de evita-los (BRITO et al., 2020), isso se da, possivelmente, pela presenca de um
complexo de proteinas presentes nas antenas do inseto (LAUGHLIN et al., 2008;
TASZAKOWSKI et al., 2023), em machos de E. heros ha maior expressdo dessas proteinas do que
em fémeas (FARIAS et al., 2014).

Essas pistas olfativas sdo utilizadas pelos insetos para localizar parceiros sexuais e plantas
hospedeiras, neste caso, as moléculas volateis emitidas pelos OEs e compostos majoritarios podem
ter atuado como disruptor de informacgdes para comunica¢do quimica, assim como ocorre para
outros fitéfagos (LURLING; SCHEFFER, 2007), essa interrupcdo na normalidade da
comunicacdo pode resultar na ndo identificacdo do substrato alimentar e do parceiro sexual
diminuindo as chances reprodutivas dos insetos (TRICOIRE-LEIGNEL et al., 2012).

Todavia, se os insetos ndo ficam confusos e chegam até as areas em que ha residuos
de imidacloprido (Fig. 4), ndo havera comprometimento do acasalamento, acrescentado ao fato de
0s machos aumentarem hormeticamente sua aptiddo sexual quando estimulado pelo neonicotinoide
(HADDI et al., 2016). Assim, além da influéncia sobre os individuos que foram diretamente
expostos aos tratamentos, estes podem afetar as geracGes subsequentes (REBORA et al., 2021).
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Figura 4. Resposta olfativa de machos de Euschistus heros a areas tratadas com as CLg dos OEs dos quimiotipos
timol (EO LgThy) e carvacrol (EO LgCar) de Lippia gracilis e seus compostos majoritarios (Thy e Car) e do inseticida
imidacloprido. Histogramas seguidos por asterisco indicam que houve diferenca na escolhados machos entre os lados
de cada brago do olfatdmetro de tubo Y durante um periodo de 600 s, pelo teste exato de Fisher (P < 0,05). EO LgThy
= OE de Lippia gracilis quimiotipo timol; EO LgCar = OE de Lippia gracilis quimiotipo carvacrol; Thy = timol; Car
= carvacrol e Imi = imidacloprido.

CONCLUSAO

Desta forma, este estudo evidencia o potencial do OE de L. gracilis, principalmente
0 composto majoritario timol, por seus efeitos na resposta olfativa do percevejo, como
uma alternativa promissora para novas moléculas inseticidas no manejo de E. heros.

Palavras-chave: efeitos subletais; respostas olfativas; percevejo-marrom-da-soja.
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INTRODUCAO

Efeitos subletais dos inseticidas podem ser tdo ou mais importantes que a mortalidade, no
entanto poucos estudos tém avaliado estes efeitos sobre Euschistus heros. Ja foram relatados casos
de aumento na frequéncia de acasalamento e atividade locomotora quando adultos de E. heros sdo
expostos a inseticidas (CASTELLANOS et al., 2019; TUELHER et al., 2017). Surtos
populacionais de E. heros t€ém sido associados as alteragcdes no comportamento de acasalamento e
ao aumento da aptidao biologica em populagdes sob doses/concentragdes subletais de inseticidas,
efeito denominado hormese (MARGUS et al., 2019; TUELHER et al., 2017). Desta forma, o
manejo de E. heros pode ser otimizado por meio da busca de novos principios ativos, assim como
da avaliacdo dos efeitos subletais destes compostos.

Os oleos essenciais de plantas (OEs) e seus compostos majoritarios t€ém sido apontados
como uma promissora ferramenta de controle, devido as suas propriedades biologicas. Além do seu
efeito toxico, OEs de plantas e seus compostos majoritarios podem ocasionar efeitos subletais
positivos ou negativos em relacdo ao desenvolvimento, reprodug¢do, comportamento ou
sobrevivéncia dos insetos. Tais efeitos podem influenciar diretamente a flutua¢ao populacional de
insetos praga (GIATROPOULOS et al., 2022; KUCUK; KAPLAN, 2023).

Diante disso, no presente trabalho avaliamos a toxicidade e os efeitos subletais de dois
quimiotipos do OE de Lippia gracilis Schauer e de seus compostos majoritarios (timol e carvacrol)
em comparagdo com o inseticida organossintético imidacloprido sobre o percevejo-marrom, E.
heros.

MATERIAL E METODOS
Obtenc¢ao dos compostos e analises quimicas

Os OEs dos quimiotipos timol e carvacrol de L. gracilis foram obtidos dos acessos LgThy
e LgCar, mantidos no banco de germoplasma no Campus Rural da UFS, Sao Cristovao, SE, Brasil
(10°55 S, 37°11' W, 18 m de altitude).
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A extragdo do OE foi realizada de acordo com Tavares (2023) e as analises quimicas para
identificacao e quantificacdo dos compostos foram realizadas de acordo com Cruz et al. (2013). Os
compostos majoritarios timol e carvacrol foram adquiridos da empresa Sigma-Aldrich (Saint
Louis, Missouri, EUA) e o inseticida organossintético imidacloprido foi adquirido comercialmente.

Concentracao-mortalidade

Para obtencao das curvas de concentragcdo-mortalidade, ninfas de terceiro instar de E. heros
recém emergidas obtidas da empresa Pragas.com (Rua Princesa Isabel, Jardim Pacaembu,
Piracicaba, SP) foram pesadas individualmente em balanca de precisdo para manter um padrao no
tamanho (0,004301 + 0,000456 g) utilizado nos bioensaios. O delineamento experimental foi
inteiramente casualizado com 12 repeti¢cdes. Cada repeticdo foi composta por cinco ninfas de
terceiro instar, totalizando 60 ninfas/concentragdo/tratamento. A unidade experimental consistiu
em uma placa de Petri (6 x 1,5 cm), com a borda interna coberta por uma fina camada de vaselina
atoxica e o fundo forrado com disco de papel filtro. A vaselina foi empregada para evitar a subida
das ninfas ¢ manté-las em contato com o tratamento, ¢ o disco de papel filtro foi utilizado como
substrato para receber os tratamentos.

As curvas foram estabelecidas utilizando inicialmente quatro concentragdes (1, 5, 10 e 20
mg do composto por mL de solucdo) de cada tratamento. Em seguida, concentracdes intermedidrias
(de cinco a oito) foram utilizadas para tragar as curvas de concentragdo-mortalidade. O papel filtro
foi tratado com 200 pL de cada combinagdo tratamento x concentragdo com o uso de micropipeta
de 100 a 1000 pL. No controle foi aplicado somente acetona. Apos a aplicacdo dos tratamentos, as
placas contendo o papel filtro tratados foram mantidas por 5 min em camara de exaustdo para
permitir a evaporacdo do solvente. Em seguida, as ninfas de terceiro instar foram transferidas para
cada uma das placas, as quais foram cobertas com tecido do tipo organza, a fim de impedir a fuga
e facilitar a troca gasosa dos insetos. Testes preliminares indicaram que a acetona e a vaselina nao
afetaram a sobrevivéncia ou comportamento das ninfas de E. heros.

A mortalidade das ninfas foi avaliada 72h ap6s a montagem do experimento. Foram
considerados mortos os insetos que nao apresentaram movimentacdo apos o estimulo de um pincel.

Irritabilidade e caminhamento

Os bioensaios foram conduzidos segundo metodologia adaptada de Lima et al. (2020), em
delineamento inteiramente casualizado, com 80 repeticdes por tratamento. Cada unidade
experimental consistiu em uma placa de Petri forrada com papel filtro contendo uma ninfa de
terceiro instar de E. heros.

Para avaliar o comportamento de irritabilidade, o papel filtro foi cortado simetricamente ao
meio e dividido em duas areas que foram tratadas separadamente (metade tratada e ndo-tratada).
Na metade tratada foi aplicado 100 pL das CL3o dos tratamentos determinadas nos bioensaios de
concentracdo-mortalidade e na outra metade 100 pL de acetona. Para avaliar o comportamento de
caminhamento, o papel filtro foi totalmente tratado com 200 pL das CL30 e no controle foi aplicado
somente acetona. No bioensaio de irritabilidade, as metades foram afixadas com fita dupla-face no
fundo das placas. Os papéis filtro foram secos por 5 mim em camara de exaustdo e depois
acondicionados nas placas de Petri.

O movimento dos individuos foi gravado por 10 min, utilizando uma camera de video,
equipada com lente Spacecom acoplada a um computador. Para avaliar o movimento, foi utilizado
o software Ethovision XT (versdo 8.5; Noldus Integration System, Sterling, VA). Os dados foram
analisados utilizando o programa Studio 9. No bioensaio de irritabilidade foi avaliado o tempo de
permanéncia dos insetos em cada lado da placa. J4 no bioensaio de caminhamento foram obtidos
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os dados de distancia percorrida (mm), velocidade (mm/s), meandro (°/mm) e velocidade angular

©/s).

Analises estatisticas

Os dados de mortalidade obtidos com os experimentos foram submetidos a analise de Probit
para a determinagdo das curvas de concentragcdo-resposta para cada tratamento utilizando o
procedimento PROC PROBIT do SAS TM (SAS Institute, 2008).

Os dados de comportamento foram inicialmente submetidos ao teste de Shapiro Wilk (P >
0,05) e Brown-Forsythe (P > 0,05) para verificar a normalidade dos dados e a homogeneidade da
variancia, respectivamente. Quando os dados apresentaram normalidade e homogeneidade de
variancia eles foram submetidos a analise de varidncia paramétrica (ANAVA) e quando nao
atenderam aos pressupostos da ANAVA, eles foram submetidos a andlise de variancia nao-
paramétrica de Kruskal-Wallis (P < 0,05). Os dados de irritabilidade foram analisados a posteriori
pelo teste de Wilcoxon a P <0,05. Ja os dados de caminhamento foram analisados a posteriori pelo
método de Dunnett’s ou método de comparacao multipla de Dunn’s a P < 0,05, para verificar
diferengas significativas entre os tratamentos com o controle, para analises paramétricas ou nao-
paramétricas, respectivamente. Todas as andlises dos dados comportamentais foram feitas
utilizando o programa SigmaPlot, versdo 15.0.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Toxicidade

Os OEs dos quimiotipos timol e carvacrol de L. gracilis e seus compostos majoritarios
foram toxicos para ninfas de terceiro instar de E. heros. O bioinseticida timol (CL3o = 0,071; CLso
=0,20 e CLoo = 2,82 mg/mL) foi igualmente tdxico ao controle positivo (imidacloprido) em todas
as concentragdes letais. Na concentragdo letal necessaria para matar 30% da populagdo, a
toxicidade do OE do quimiotipo timol de L. gracilis foi similar a toxicidade de timol e
imidacloprido. Os valores de CLso obtidos para os OEs dos quimiotipos timol e carvacrol de L.
gracilis e carvacrol isolado foram superiores a CLso do timol e ndo diferiram entre si (Fig. 1).
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Fig. 1. Toxicidade dos OEs dos quimiotipos timol (EO LgThy) e carvacrol (EO LgCar) de Lippia gracilis, seus
compostos majoritarios isolados e do inseticida imidacloprido sobre ninfas de terceiro instar de Fuschistus heros.
Histogramas representam as concentragdes letais necessarias para matar 30, 50 e 90 % das populagdes e as linhas de
erro os respectivos intervalos de confianga a 95%. A area sombreada indica a faixa do intervalo de confianga do
controle positivo (imidacloprido). f= inclinagdo da curva + erro padréo.

Irritabilidade
Em todos os casos, os bioinseticidas causaram irritabilidade. Os insetos ficaram, em média,
somente 31; 29; 23 e 29% do tempo no lado tratado com os OEs dos quimiotipos carvacrol e timol
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e, seus majoritarios, timol e carvacrol, respectivamente. O inseticida imidacloprido ndo causou
irritabilidade nos insetos (P = 0,264) (Fig. 2).

Untreated Treated
v% P <0.001 I + * EO LgCar
— P <0.001 I + * [EOLgThy

P=0.246 Imi

600 500 400 300 200 100 0 100 200 300 400 500 600

Mean resident time (s)

Fig. 2. Tempo médio de permanéncia de ninfas de terceiro instar de Euschistus heros em cada lado da arena
parcialmente tratadas com as CL3p dos OEs dos quimiotipos timol (EO LgThy) e carvacrol (EO LgCar) de Lippia
gracilis e seus compostos majoritarios (Thy e Car) e do inseticida imidacloprido. Histogramas seguidos por asterisco
indicam que houve diferenga no tempo de permanéncia das ninfas entre o lado tratado e o ndo tratado por um periodo
de 600 s, pelo teste de Wilcoxon (P < 0,05). EO LgThy = 6leo essencial de Lippia gracilis quimiotipo timol; EO LgCar
= 0leo essencial de Lippia gracilis quimiotipo carvacrol; Thy = timol; Car = carvacrol ¢ Imi = imidacloprido.

Caminhamento

O bioensaio para verificar alteracdes no comportamento de caminhamento de ninfas de
terceiro instar de E. heros causado pelos compostos foi realizado em arenas totalmente tratadas. De
forma geral, o comportamento de caminhamento de ninfas foi alterado pelos bioinseticidas e ndo
afetado pelo imidacloprido (Fig. 3). A velocidade (H = 55,79; g.1. =5; P<0,001) e o deslocamento
(H=57,51; gl.=5; P<0,001) foram reduzidos, a exce¢ao da velocidade de ninfas expostas ao
carvacrol isoladamente (Fig. 3A, C).

A B
crr { o s cm .y_'—’—)_.
sctg‘::,-#D:‘ . x EOLgCar ol—‘:]j—ib *
cotgmy | o e * EoLgThy ol - | .
Thy '- * Thy -— - -
o+ - - el e -
0.0 05 1.0 15 20 25 30 o ’ 100 75"0 ’ 300 ’ ICID ’ sm i 800
Velocity (mm/s) Angular velocity (°/ s)
c D
R e S P o e S0
Eman--ﬂiD—| . x E0LgCar "_{:l:,—‘ PO
EO{ngy-_—- * EOLgThy -}—-—{ . %
o < - - S I
v+ ¢ - -
o 2% a0 0 w0 w0 129 1400 1600 o w00 om0 w00 o0 s oo
Displacement (mm) Meander (*/ mm)

Fig. 3. Comportamento de deslocamento de ninfas de terceiro instar de Euschistus heros expostas por 600 s as CL3g
dos OEs dos quimiotipos timol (EO LgThy) e carvacrol (EO LgCar) de Lippia gracilis e seus compostos majoritarios
(Thy e Car) e do inseticida imidacloprido. Os circulos no grafico representam 5° e 95° percentis. As linhas de erro
representam os 10° e 90° percentis e as bordas da caixa sdo os 25° e 75° percentis. As médias marcadas com asterisco
diferem do controle pelo método de comparagdo multipla paramétrica de Dunnett’s ou ndo-paramétrica de Dunn’s em
P <0,05. CRT = controle. EO LgThy = dleo essencial de Lippia gracilis quimiotipo timol; EO LgCar = 6leo essencial
de Lippia gracilis quimiotipo carvacrol; Thy = timol; Car = carvacrol e Imi = imidacloprido.
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O OE do quimiotipo carvacrol de L. gracilis e o timol ocasionaram maiores velocidades
angulares nos insetos (H = 56,66; g.1.=5; P <0,001) (Fig. 3B). Da mesma forma, foi observado o
aumento de meandros (H = 78,63; g.1. = 5; P <0,001) em ninfas expostas a estes compostos € ao
OE do quimiotipo timol de L. gracilis (Fig. 3D).

Neste estudo, avaliamos os efeitos letais e subletais dos OEs de L. gracilis e seus compostos
majoritarios timol e carvacrol sobre o percevejo fitofago E. heros. Embora todos os OEs e seus
majoritarios tenham apresentado efeito toxico sobre individuos do percevejo, o timol se destacou
por exibir toxicidade comparavel a observada para o inseticida organossintético (Fig. 1).

Além datoxicidade, os bioinseticidas causaram alteragdes comportamentais nos percevejos,
um efeito que nao foi observado para o neonicotinoide. Além dos efeitos neurotoxicos que podem
estimular ou reduzir a mobilidade dos insetos, afetando assim seus padrdoes de movimento
(DANTAS et al., 2023), neste estudo a redugdo da capacidade de locomocao de E. heros tratados
com os bioinseticidas pode estar relacionada ao aumento no numero de autolimpezas do aparelho
bucal. O aumento dessa atividade pode ser correlacionado a irritacdo e a percep¢ao desses
compostos como substancias estranhas.

O imidacloprido, embora atue no sistema nervoso do inseto causando hiperexcitagao
(SPARKS; NAUEN, 2015), nao alterou o padrdo de caminhamento do percevejo (Fig. 3), um
resultado que jé foi observado em Pentatomidae como o Podisus nigispinus (LIMA et al., 2020), a
auséncia de efeito comportamental pode estar relacionada a resisténcia metabodlica do E. heros ao
inseticida (AZEVEDO et al., 2022; CASTELLANOS et al., 2019).

Os OEs tém efeito repelente e de irritabilidade reconhecidos (LEE, 2018), ou seja, formam
uma barreira de vapor que visa impedir o inseto de entrar em contato com a superficie contaminada
(NERIO et al., 2010). Isso se deve, em grande parte, a sua composi¢ao quimica, com a presenca
de monoterpenos e sesquiterpenos, uma vez que os majoritarios isolados também demonstraram as
mesmas propriedades repelentes (LIMA et al., 2020). Por serem insetos generalistas, E. heros
captam mais informagdes volateis, com isso acabam tomando decisdes mais lentas € menos
precisas que fitofagos especialistas (STECK; SNELL-ROOQOD, 2018), provavelmente essa condigdo
fez com que as ninfas entrassem em contato com o substrato contaminado e somente depois
decidissem por estar no lado ndo tratado (Fig. 2).

De maneira geral, acredita-se que 0s percevejos possuem mecanismos comportamentais
capazes de reduzir o contato com areas contaminadas com xenobidticos (ROMERO et al., 2009),
isso se deve a presenga de proteinas olfativas que permitem o recolhimento de pistas olfativas,
possibilitando identificar se ha na area toxicos (TASZAKOWSKI et al., 2023). Substratos
contaminados correspondem, para o inseto, o custo de energia, de tempo e nutricionais para sua
desintoxicacao. Normalmente, residuos diminuem o valor nutritivo e tendem a ser evitados, e se
ndo houver outra possibilidade serdo consumidos (SCHOWALTER, 2011), ocasionando
intoxicac¢ao e consequentemente mortalidade.

CONCLUSAO

Em conclusao, este estudo demonstrou o potencial de toxicidade e os efeitos subletais dos
OEs de L. gracilis e seus compostos majoritarios timol e carvacrol sobre E. heros. Além do efeito
toxico promissor do timol (semelhante ao do organossintético), esse composto também causou
irritagdo e com consequente redugdo na capacidade de locomogdo. Portanto, esses bioinseticidas,
especialmente o timol, podem ser considerados como alternativas para novas moléculas de
inseticidas, reduzindo os efeitos indesejados do manejo de E. heros.

Palavras-chave: ecotoxicologia; bioinseticidas; comportamento; Euschistus heros.
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INTRODUCAO

Os fungos entomopatogénicos sdo microrganismos estabelecidos e utilizados como
biocontroladores de artropodes invertebrados, em especial, de insetos-pragas em cultivos agricolas
(SHARMA et al., 2023). Esses microrganismos apresentam variagdes intra e interespecificas em
sua eficacia inseticida, producdo de metabdlitos secundarios e tolerancia a fatores abidticos, como
temperatura e radiacdo UV (LICONA-JUAREZ et al., 2023). Acredita-se que as interacdes
ocorrentes entre os fungos entomopatogénicos e insetos hospedeiros sdo mediadas pelas condic¢des
climaticas incidentes no meio ambiente, podendo, a longo prazo, modular a fisiologia desses
microrganismos causando diferenciagdes metabdlicas (DIAS et al., 2021). Com isso, a prospec¢do
de novos fungos entomopatogénicos, em regides com temperaturas e taxa de radiacdo solar
elevadas pode ser promissora para a obtencdo de fungos entomopatogénicos mais tolerantes a esses
fatores abidticos (QUESADA-MORAGA et al., 2023).

Nesse sentido, a regido semiarida do Brasil, em especial, do estado de Sergipe, apresenta-
se como local promissor para a busca por novos fungos entomopatogénicos, pois essa regido tem
como principais caracteristicas a escassez de chuvas, baixa umidade e altos indices de temperatura
e radiacdo solar (FARIAS, 2013; IBGE, 2024). Além disso, estudos anteriores indicam que a regido
semiarida do Brasil abriga grande diversidade de espécies de vegetais, animais e microrganismos
com potencial biotecnoldgico, entretanto mais estudados sdo necessarios a fim de revelar o
potencial das espécies presentes nesse ambiente (SILVA et al., 2019; SILVA e SIQUEIRA, 2023).
Com isso, o presente trabalho teve por objetivo isolar e caracterizar fungos entomopatogénicos da
regido semiérida do estado de Sergipe/Brasil.

MATERIAL E METODOS
Coleta de solo

Amostras de solo foram coletadas em 10 municipios localizados na regido semiarida do
estado de Sergipe (Frei Paulo, Carira, Pinhdo, Simdo Dias, Canindé do S&o Francisco, Pogo
Redondo, Monte Alegre, Nossa Senhora da Gldria, Porto da Folha e Itabi), com no minimo um e
no maximo trés pontos de coletas distintos em cada municipio, totalizando 24 pontos de coleta.
Para a realizacdo da coleta de solo, a vegetacdo da superficie do solo foi removida e o solo foi
coletado a uma profundidade de 20 cm, com auxilio de um trado manual. De cada ponto amostral
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foi coletado aproximadamente 500 g de solo, que foi acondicionados em saco plastico estéril e
transportado para o laboratorio, onde foram armazenadas a 4 °C até seu processamento.

Isolamento de fungos

Inicialmente o solo coletado foi seco em temperatura ambiente, para reduzir a presenca de
nematoides. Em seguida, o solo foi umedecido com agua destilada estéril e nele foram adicionadas
larvas de Tenebrio molitor Fabricius, 1798 (Coleoptera: Tenebrionidae), aproximadamente 10
larvas para 100 g de solo (método inseto-isca - usado para isolamento de fungos entomopatdgenos).
Os insetos foram mantidos em contato com o solo umedecido, em sala climatizada (25°C) por 10
dias, para que caso houvesse a presencga de esporos de fungos entomopatogénicos no solo, estes
pudessem infectar os insetos. Os insetos foram avaliados diariamente e as larvas mortas foram
recolhidas, lavadas em &lcool etilico (70%) e agua destilada estéril, e transferidas para placas de
Petri estéreis (35x10mm) forradas com papel de filtro umedecido, para favorecer a crescimento do
fungo no corpo do inseto. Em seguida, o fungo crescido na superficie das larvas mortas de T.
molitor, foram repicados em meio de cultura Agar Batata Dextrose (BDA) suplementado com
Cloranfenicol (0,25 g/L) e Tetraciclina (0,20 g/L). Os fungos obtidos foram repicados
sucessivamente em meio de cultura solido até a obtencdo de culturas puras.

Avaliacdo de patogenicidade sobre pragas agricolas

Os isolados de fungos obtidos foram submetidos a avaliagdo do seu potencial
entomopatogénico sobre os seguintes insetos-pragas agricolas: Plutella xylostella Linnaeus, 1758
(Lepidoptera: Plutellidae), popularmente conhecido como traga-das-cruciferas, Cosmopolites
sordidus Germar, 1824 (Coleoptera: Curculionidae), popularmente conhecido como moleque-da-
bananeira, e Aleurocanthus woglumi Ashby, 1915 (Hemiptera: Aleyrodidae), conhecido como
mosca-negra-dos-citros.

Lagartas de P. xylostella (2° instar) foram transferidas para discos de folhas de couve
manteiga (Brassica oleracea Linnaeus 1753), com 8 cm de diametro, previamente tratados com
suspensdo de conidios aéreos dos fungos entomopatogénicos, produzida com solugdo de Tween
80® 0,05% e padronizada para concentragéo de 1 x 107 conidios.mL™*. Os discos de couve contendo
as lagartas de P. xylostella foram acondicionados em placas de Petri, e mantidas em sala
climatizada (25+2°C, UR 60+10%, fotofase 12h). O experimento foi avaliado diariamente por 7
dias e novos discos de couve (ndo tratados) foram dispostos para as lagartas no terceiro e sexto dia
apos o inicio do experimento. As lagartas mortas foram transferidas para cAmara imida (placa de
Petri contendo papel filtro umedecido) para confirmar a morte do inseto pela agéo do fungo (NOAH
et al., 2022). O experimento foi conduzido com 6 repeticdes por tratamento, tendo 20 lagartas em
cada repeticéo.

Insetos adultos de C. sordidus foram submersos nas suspensdes de conidios aéreos dos
isolados de fungos entomopatogénicos (1 x 108 conidios.mL1) por 5 segundos, e, posteriormente,
transferidos para potes plasticos com a tampa perfurada (60x100mm), e alimentados com pedaco
de pseudocaule de bananeira. Os insetos foram avaliados diariamente por 24 dias e a alimentagéo
foi substituida por um novo pedaco de pseudocaule a cada 3 dias. Os potes contendo 0s insetos
foram mantidos em sala climatizada (25+2°C, UR 60+10% e fotofase 12h) até o final da avaliacéo.
Os insetos mortos foram desinfectados com alcool etilico (70%), em seguida, lavados com agua
destilada e transferidos individualmente para camara imida, para confirmagé&o da morte pelo fungo.
O experimento foi conduzido com 10 repeti¢Ges por tratamento, tendo 5 insetos em cada repetigéo.
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Folhas de laranja doce (Citrus sinensis (L.) Osbeck) contendo ninfas de A. woglumi foram
coletadas em propriedade rural no municipio de Estancia/Sergipe. Em laboratorio, as folhas foram
avaliadas em estereoscopio (x40) e apenas as ninfas de 2° instar do inseto foram mantidas nas
folhas. Em seguida, as folhas foram desinfectadas em solucdo de hipoclorito de sédio (0,5%), e
enxaguadas em agua destilada. As folhas foram entdo pulverizadas (pulverizador do tipo airbrush
10 psi) com suspensdo de conidios aereos dos isolados dos fungos (1 mL de suspensdo na
concentragéo de 1 x 107 conidios.mL™ por folha). As folhas tratadas tiveram seu peciolo envolto
com algoddo umedecido e foram transferidas para caixas do tipo Gerbox, seladas com filme
plastico, e acondicionadas em sala climatizada (25+2°C, UR 60+£10% e foto6fase 12h). A avaliacdo
foi realizada apds 6 dias da aplicacdo dos fungos, observando-se a presenca de ninfas infectadas
ou ndo infectadas em estereoscopio (x40). O experimento foi conduzido com 5 repetigdes por
tratamento, tendo 20 ninfas em cada repeticao.

Identificagdo morfoldgica

Os isolados de fungos com acdo entomopatogénica confirmada na avaliacdo de
patogenicidade foram avaliados em relacdo as suas caracteristicas morfoldgicas para identificacdo
a nivel de género. Para isso, inicialmente foram observadas as caracteristicas de crescimento em
meio de cultura solido BDA, como cor e textura das coldnias. Em seguida, laminas foram
preparadas com fragmentos das col6nias crescidas no meio solido e coradas com corante Azul de
metileno para observacdo da morfologia dos conidios e conidi6foros dos fungos, em microscopia
Optica, e comparacdo com chave de identificacdo (HUMBER, 2012).

Anélise estatistica

A mortalidade acumulada dos insetos tratados com as suspensdes fungicas de conidios
aéreos dos diferentes isolados de fungos foi corrigida pela formula de Abbott (ABBOTT, 1925) e
submetida a Analise de variancia (ANOVA), seguido por teste de Tukey (p < 0,05) utilizando o
software SPSS versédo 23.0 (IBM Corp., 2015). Os graficos foram construidos utilizando o software
GraphPad Prism 8.0.1. (GRAPHPAD SOFTWARE, 2018).

RESULTADOS E DISCUSSAO
Isolamento e avaliacdo de patogenicidade sobre pragas agricolas

12 isolados de fungos foram obtidos atraves do isolamento realizado nas amostras de solo
coletadas na regido semiarida do estado de Sergipe. Durante a avaliacdo de patogenicidade foi
observada diferencas significativas entre os fungos e a sua capacidade de promover a mortalidade
dos insetos tratados com suspensdes de conidios aéreos. Para as lagartas de 2° instar de P.
xylostella, 6 isolados dos fungos (19, 18, 23, 1 e 12) promoveram elevadas taxas de mortalidade
nos insetos tratados, variando entre 80,79 e 93,91%. Os demais isolados testados promoveram
mortalidade inferior a 13% (Figura 1A).

A avaliagdo da patogenicidade de fungos sobre C. sordidus indica que os isolados obtidos
ndo apresentaram significativo potencial patogénico sobre esse inseto, sendo o isolado 19 o fungo
que promoveu a maior mortalidade nos insetos tratados (= 30%). Os demais isolados fungicos
testados promoveram mortalidade em menos de 10% dos insetos tratados (Figura 1B).

Dentre os fungos prospectados foi possivel observar que cinco isolados (17, 1, 18, 12 e 19)
apresentaram elevada patogenicidade sobre A. woglumi, com a mortalidade dos insetos tratados
variando entre 83,85 e 95,36%. O isolado 23 promoveu a mortalidade de 26,94% dos insetos
tratados com seus conidios e os demais isolados de fungos testados ndo promoveram mortalidade
em A. woglumi (Figura 1C).
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A variagdo observada na patogenicidade de diferentes isolados de fungos
entomopatogénicos pode estar relacionada com a capacidade do fungo de produzir diferentes
metabolitos com acéo inseticida, como enzimas ou micotoxinas, ou com a capacidade de absorver
nutrientes do corpo dos insetos (GOTT I et al 2023; MEJIA et al., 2024). Sendo assim, a observagéo
da patogenicidade dos fungos isolados durante a prospec¢do de fungos entomopatogénicos € uma
etapa que assegura a obtencdo de isolados com eficiéncia comprovada para utilizacdo no controle
de pragas agricolas. Além disso, essa etapa pode evidenciar a existéncia de especificidade de acéo
nos isolados coletados, como pode ser observado em nosso resultado para os isolados 1, 12, 17, 18
e 19, que apresentaram elevada patogenicidade sobre P. xylostella e A. woglumi, porém baixa
efetividade sobre C. sordidus. Isso também foi observado para o isolado 23, que apresentou elevada
patogenicidade sobre P. xylostella e baixa ou nenhuma efetividade sobre A. woglumi e C. sordidus,
respectivamente.
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Figura 1. Patogenicidade de conidios aéreos de fungos prospectados na regido semiarida do estado de Sergipe sobre
pragas agricolas: A) Plutella xylostella; B) Cosmopolites sordidus; C) Aleurocanthus woglumi.

Identificacdo morfologica

Os 6 isolados de fungos com agdo entomopatogénica confirmada (isolado 1, 12, 17, 18, 19
e 23) foram caracterizados morfologicamente. Os isolados 12, 17, 18, 19 e 23 apresentaram
caracteristicas morfoldgicas semelhantes, tendo colénias com coloracdo branca e textura aveludada
ao ser crescido em meio BDA, pela observacdo macroscopica, e conidios hialinos com morfologia
circular, quando observados em microscopio oOptico (400x) (Figura 2A e B). J& o isolado 1
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apresentou colonias com coloragéo inicialmente branca, tornando-se verdes com o passar do tempo
de incubacdo, ao ser crescido em meio BDA. Além disso, também foi observada a presenca de
hifas aéreas nas colénias. Em microscopio optico (400x), foi possivel observar que o isolado 1
apresenta conidios aéreos de coloracédo verde e em forma de bastonete (Figura 2C e D).

Ao comparar as caracteristicas observadas com a chave de identificacdo (HUMBER, 2012)
os isolados 12, 17, 18, 19 e 23 foram identificados como pertencentes ao género Beauveria sp. e 0
isolado 1 foi identificado como pertencente ao género Metarhizium sp.
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Figura 2: Caracteristicas morfoldgicas dos fungos prospectados na regido semiérida do estado de Sergipe. A) Coldnia
de fungo do género Beauveria (isolado 17); B) Conidios aéreos de fungo do género Beauveria (isolado 17); C) Coldnia
de fungo do género Metarhizium (isolado 1); D) Conidios aéreos de fungo do género Metarhizium (isolado 1).

CONCLUSAO

Atraveés do presente trabalho foi possivel concluir que fungos entomopatogénicos ocorrem
naturalmente em solos da regido semiarida do estado de Sergipe. Além disso, dentre os isolados
prospectados, 6 isolados (isolado 1, 12, 17, 18, 19 e 23), pertencentes aos géneros Beauveria e
Metarhizium, apresentam elevada patogenicidade sobre P. xylostella e A. woglumi, sendo isolados
de fungos entomopatogénicos com elevado potencial para uso no controle de pragas agricolas.

Palavras-chave: Fungos entomopatogénicos, prospec¢do microbiana, controle bioldgico de pragas
agricolas.

AGRADECIMENTOS
EMDAGRO, CNPq, CAPES, FAPITEC, UFS e PPGAGRI.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS
ABBOTT, W. S. A method of computing the effectiveness of an insecticide. Journal of
Economic Entomology, v. 18, p. 265-267, 1925.

BARBOSA, L. F. S.; SANTOS, A. C.D. S.; DINIZ, A. G.; ALVES, A. L.; DEOLIVEIRA, A. F.
M.; DA COSTA, A. F.; TIAGO, P. V. Entomopathogenicity of fungi in combination

with Ricinus communis extract for the control of Aleurocanthus woglumi. Entomologia
Experimentalis et Applicata, v. 169, p. 838-847, 2021.

DIAS, L. P.; SOUZA, R. K. F.; PUPIN, B.; RANGEL, D. E. N. Conidiation under illumination
enhances conidial tolerance of insect-pathogenic fungi to environmental stresses. Fungal
Biology, v. 125, ed. 11, p. 891-904, 2021. D0i:10.1016/j.funbio.2021.06.003.

FARIAS, M. C. V. Apresentando Sergipe. In: PRATA, A. P. N.; AMARAL, M. C. E.; FARIAS,
M. C. V.; ALVES, M. V. Flora de Sergipe. Editora Triunfo, v.1, p. 19-34, 2013.

Anais do 1° Workshop Transformando Recursos Genéticos do Semiarido em Produtos Sustentaveis
para o Agronegécio



71

GONZALEZ, D. N.; AVALOS CHAVEZ, M. A.; LEZAMA GUTIERREZ, R.; CUPUL, W. C.;
OCHOA, J. M.; VELASCO, E. G. Suitability of Cordyceps bassiana and Metarhizium
anisopliae for biological control of Cosmopolites sordidus (Germar) (Coleoptera: Curculionidae)
in an organic Mexican banana plantation: laboratory and field trials. Journal of Plant Disease
Protection, v. 125, p. 73-81, 2018.

GOTTI I. A.; MOREIRA, C. C.; DELALIBERA, I.; DE FINE LICHT, H. H. Blastospores from
Metarhizium anisopliae and Metarhizium rileyi are not always as virulent as conidia are towards
Spodoptera frugiperda caterpillars and use different infection mechanisms. Microorganisms, v.
11, n. 1594, 2023.

GRAPHPAD SOFTWARE. GraphPad Prism version 8.01 for Windows. La Jolla, CA, USA,
2018.

HUMBER, R. A. Chapter VI — Identification of entomopathogenic fungi. In: Lacey, L. A. (Eds).
Manual of Techniques in Invertebrate Pathology (Second Edition), Academic Press, p. 151-187,
2012,

IBGE — Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica. Panorama — Sergipe. 2024. Acessado em
21 de setembro de 2024. Disponivel em: < https://cidades.ibge.gov.br/brasil/se/panorama>.

IBM Corp. IBM SPSS Statistics for Windows, Version 23.0. Armonk, NY, 2015.

LIQONA-JUAREZ, K. C.; ANDRADE, E. P.; MEDINA, H. R.; OLIVEIRA, J. N. S.; SOSA-
GOMEZ, D. R.; RANGEL, D. E. N. Tolerance to UV-B radiation of the entomopathogenic
fungus Metarhizium rileyi. Fungal Biology, 2023. D0i:10.1016/j.funbio.2023.04.004.

MEJIA, C.; ROCHA, J.; SANABRIA, J.; GOMEZ-ALVAREZ, M. |.; QUIROGA-CUBIDES, G.
Performance of Metarhizium rileyi NmOZ17: nutritional supplementation to improve production
and quality conidia. 3 Biotech, v. 14, n. 3, p. 89, 2024.

QUESADA-MORAGA, E.; GONZALEZ-MAS, N.; YOUSEF-YOUSEF, M.; GARRIDO-
JURADO, |.; FERNANDEZ-BRAVO, M. Key role of environmental competence in successful
use of entomopathogenic fungi in microbial pest control. Journal of Pest Science, 2023.
D0i:10.1007/s10340-023-01622-8.

REYES-HARO, L.; PRINCE, G.; GRANJA-TRAVEZ, R. S.; CHANDLER, D. Phenotypic and
genotypic characterization of fifty strains of Beauveria spp. (Ascomycota, Cordycipitaceae)
fungal entomopathogens from diverse geographic origins against the diamondback moth, Plutella
xylostella (Lepidoptera: Plutellidae). Pest Management Science, 2024.

SHARMA, A.; SHARMA, S.; YADAYV, P. K. Entomopathogenic fungi and their relevance in
sustainable agriculture: A review. Cogent Food & Agriculture, v. 9, n. 2180857, p. 1-21, 2023.
Doi: 10.1080/23311932.2023.2180857.

Anais do 1° Workshop Transformando Recursos Genéticos do Semiarido em Produtos Sustentaveis
para o Agronegécio



72

SILVA, A. I. A;; SIQUEIRA, C. G. Diversidade enzimética de fungos associados a plantas da
Caatinga. Journal of Biotechnology and Biodiversity, v. 11, ed. 1, p. 1-9, 2023.
D0i:10.20873/jbb.uft.cemaf.vlinl.silva

SILVA, I.L,; SILVA, L. A. O.; COELHO, L. C. B. B. Chapter 11 - The Brazilian Caatinga
Biome and Its Biotechnological Potential. In: ADUNOYE, G. O.; BELLO, E. I.; OTU, F,;
Mushtag, R. Advances in Applied Science and Technology. Book Publisher International, ed. 1,
p.1-20, 2019.

Anais do 1° Workshop Transformando Recursos Genéticos do Semiarido em Produtos Sustentaveis
para o Agronegécio



73

Formulacao bioinseticida a base de conidios de fungo
entomopatogénico microencapsulados por Spray
Drying

Matheus Goulart de Jesus Seabra (apresentador)?
Téarcio Souza Santos?

Patricia Severino®

Marcelo da Costa Mendonca*

!Discente, Programa de P6s-Graduagdo em Biotecnologia Industrial, Universidade Tiradentes (UNIT); 2Pds doutorado,
Programa de Pds-Graduagdo em Agricultura e Biodiversidade, Universidade Federal de Sergipe; 3Pesquisador,
Laboratdrio de Controle Biotecnoldgico de Pragas (LCBiotec), Empresa de Desenvolvimento Agropecuario do Estado
de Sergipe (EMDAGRO); “Docente, Programa de Pds-Graduagdo em Biotecnologia Industrial, Universidade
Tiradentes (UNIT).

INTRODUCAO

Fungos entomopatogénicos sdo amplamente utilizados no controle bioldgico de pragas
devido & sua capacidade de infectar e eliminar insetos e &caros, causando epizootias naturais
(IRSAD et al. 2023). Quando produzidos em larga escala, esses fungos atendem a demanda por
solucBes em sistemas de cultivo agroecoldgico e organico e sdo comercializados em formulacGes
pulverizaveis e formulacdes de forma seca, e diante da crescente resisténcia das pragas aos
pesticidas quimicos, eles se destacam como alternativas ecologicamente corretas (DESAI et al.,
2019).

Entretanto, sua eficacia é frequentemente comprometida pela sensibilidade a fatores
abioticos, como temperatura, radiacdo e umidade demandando novas estratégias para melhorar sua
estabilidade e desempenho (MENDEZ-GONZALEZ et al. 2022). Dentre as alternativas, a
microencapsulacdo de propagulos fungicos em biopolimeros por Spray Drying (SD) é uma
abordagem promissora, pois permite a obtencdo de formulagdes secas com baixo teor de umidade
e atividade de agua, fatores criticos para a estabilidade dos microrganismos durante o
armazenamento, além de aumentar sua resisténcia a condi¢fes ambientais adversas (Felizatti et al.,
2021).

A secagem por pulveriza¢do (Spray Drying - SD), amplamente utilizada nas industrias
alimenticia e farmacéutica, produz microesferas secas que proporcionam alta estabilidade e
reduzido risco de contaminagdo microbiana devido ao baixo teor de umidade (DANTAS et al.
2024). Embora essa técnica seja bem estabelecida, sua aplicacdo em bioinseticidas
microencapsulados ainda é limitada, especialmente com o uso de biopolimeros como alginato de
sodio e maltodextrina, que sdo biocompativeis, biodegradaveis e fornecem protecdo térmica e
osmotica aos fungos (MARTINEZ-CANO et al. 2022; XIAO et al. 2022).

Neste estudo, apresentamos o desenvolvimento de uma formulacgdo de isolados nativos de
Beauveria bassiana microencapsulada em biopolimeros por secagem por pulverizagéo.

MATERIAL E METODOS
Origem dos fungos entomopatogénicos
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Os isolados PSI e SE119 de Beauveria bassiana foram obtidos do Banco de Fungos
Entomopatogénicos do LCBiotec (Emdagro, Sdo Cristovao/SE). As amostras sdo mantidas em
meio BDA e armazenadas em tubos criogénicos com glicerol a 10% a -20°C.

Efeito das temperaturas na viabilidade de conidios aéreos de Beauveria bassiana secos em
Spray Drying

B. bassiana foi cultivado em arroz, conforme Ferreira (2004). Os conidios foram separados
do substrato usando Tween 80® (0,05%) e a suspensao foi ajustada para 1 x 10° conidios/mL. Para
testar a tolerancia a secagem por atomizacao, 100 mL da suspensdo foi seca em SD (HAUROK,
SD1.8L) a 60°C e 70°C, com fluxo de ar de 2400 L/h%, ar comprimido de 5.94 x 10° L/h %, e taxa
de alimentagdo de 0,6 L/h" (BRAGA et al., 2019). A viabilidade pos-secagem foi avaliada por
unidades formadoras de colonia (UFC), em triplicata.

Avaliacdo da viabilidade de conidios de B. bassiana secos em Spray Drying

0,1 g de conidios secos foram agitados em 10 mL de Tween 80® (0,05%) por 30 min (150
rpm). A diluicdo de 108 conidios/mL foi selecionada, e 100 pL foram inoculados em placas de Petri
com meio BDA, Cloranfenicol (0,25 mg/mL) e Tetraciclina (0,20 mg/mL). As placas foram
incubadas a 25+2°C, fotofase de 12 h, por 5 dias em cdmara BOD (coloque por extenso). A
viabilidade foi analisada em termos de unidades formadoras de col6nia (UFC) no 3° e 5° dia de
incubacdo, utilizando a férmula de Braga et al. (2019) (Equacéo 1):

Equacao 1: UFC = N°de colbonias x Fator de correc¢do do volume x Fator de diluicao

Os dados de UFC foram transformados em percentual, onde o valor da UFC foi dividido

pelo valor da concentracéo de conidios na suspenséo inicial e multiplicado por 100 (equag&o 2).
£ 502 Valor da UFC (conidios/mlL) 100
quagao Concentracgao inicial de conidios (conidios/mlL) X

A suspensdo utilizada para secagem também foi avaliada quanto sua viabilidade inicial

(controle) por avaliacdo de UFC, utilizando metodologia semelhante a descrita anteriormente.

Desenvolvimento de formulacéo a base de conidios aéreos de B. bassiana encapsulados em
alginato de s6dio e maltodextrina por Spray Drying

Para o microencapsulamento de B. bassiana, solucGes de alginato de sodio (AS) (1, 2 e 3%)
e suspensao fungica (1 x 10° conidios/mL) foram preparadas e homogeneizadas por 30 min. As
misturas foram secas por SD conforme descrito no topico 1.2. A formulacdo foi selecionada de
acordo com a viabilidade dos conidios. O mesmo procedimento foi realizado com maltodextrina
(MT) a5, 8 e 10%.

Posteriormente, foram testadas combinacdes de polimeros utilizando 2% de AS e 8% de
MT, com secagem em triplicata para avaliacdo de viabilidade, teor de umidade e atividade de agua.
Apbs confirmar a viabilidade, o teste foi repetido para o isolado SE119.

Caracterizac0es fisico-quimicas da formulagdo microencapsulada

A formulagéo contendo 2% de AS e 8% de MT foi caracterizada em teor de umidade,
atividade de agua e MEV. A anélise da formulag&o selecionada ocorreu por metodo gravimétrico,
em duplicata. Amostras de 0,1 g foram secas em estufa a 120°C até peso constante e calculada com
base na metodologia da A.O.A.C. (2005). A atividade de agua (aw) foi realizada utilizando
equipamento analisador de atividade de agua de bancada (Aqualab, Series 3 TE). A morfologia e
0 tamanho dos microencapsulados foram analisados por microscopia eletrénica de varredura
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(HITACHI, TM 3000). As amostras foram recobertas com prata para melhorar a disperséo de
elétrons.

Anélise estatistica

Os resultados obtidos nos experimentos foram submetidos a analise de variancia (ANOVA)
e as medias comparadas pelo teste Tukey (p<0,05) através do software SPSS 22.0.0 (IBM Corp.,
2015). Os graficos foram construidos atraves do software GraphPad Prism 8 (GRAPHPAD
SOFTWARE, 2018).

RESULTADOS E DISCUSSAO
Efeito das temperaturas na viabilidade de conidios aéreos de B. bassiana secos em Spray
Drying

A viabilidade dos conidios de B. bassiana secos por SD diferiu significativamente em
relacdo a temperatura inicial utilizada no processo, sendo observado que a viabilidade dos conidios
variou de 55,2+5,27% e 39,8+3,89% com a utilizacdo da temperatura inicial de 60 e 70°C,
respectivamente (T14=17,11, p = 0,01442) (Tabela 1).

Tabela 1. Viabilidade de conidios de Beauveria bassiana ap0s secagem por Spray Drying com
diferentes temperaturas.

Temperatura (Ti/To)* Viabilidade (%)**
I I 1
60/37 55,2+527a
70/44 39,8+£3,89b

*Ti/To - Temperaturas de entrada e saida de ar, respectivamente.
** Percentual de viabilidade seguido de desvio padréo e teste de Tukey (p < 0,05).

A reducdo na viabilidade de conidios secos por SD foi semelhante a observada na
atomizacdo de Trichoderma asperellum, cuja viabilidade variou de 67% a 0% com temperaturas
de 60°C e 120°C, respectivamente. O aumento da temperatura promoveu a obtencdo de conidios
murchos e danificados, indicando que a temperatura afeta diretamente sua estrutura, com impacto
direto sobre as membranas e viabilidade (BRAGA et al., 2019).

Durante a secagem, observou-se maior deposicdo de conidios nas paredes internas da
camara de secagem a 60°C comparado a 70°C (Figura 8). O material seco a 60°C apresentou
aspecto viscoso, indicando um teor de umidade elevado, enquanto o material seco a 70°C assumiu
uma forma mais seca e em p6. O aspecto de umidade a 60°C pode comprometer a estabilidade dos
conidios durante o0 armazenamento e microencapsulamento (KIM et al., 2019; ZIAEE et al., 2019).
Assim, a temperatura de 70°C foi selecionada para as etapas subsequentes de desenvolvimento da
formulacéo.
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Figura 1. Aspecto visual da cdmara de secagem do Spray Drying, demonstrando os conidios de Beauveria bassiana
aderidos as paredes internas, quando secos nas temperaturas 60°C (A) e 70°C (B).

Desenvolvimento de formulacéo a base de conidios aéreos de B. bassiana encapsulados em alginato
de sodio e maltodextrina por Spray Drying

A utilizacdo de AS como material de parede promoveu melhorias na viabilidade dos conidios de B.
bassiana secos por SD, sendo influenciada diretamente pela concentragdo do polimero (Fsg = 148,923, p =
0,000). Dentre as concentracOes de AS testadas, a concentragdo de 2% promoveu maior taxa de preservagao
da viabilidade dos conidios durante o processo de secagem (51,6+0,75%) (Figura 1).
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Figura 2. Viabilidade de conidios de Beauveria bassiana puro e encapsulados em alginato de sddio ap6s secagem em
Spray Drying a 70°C.

As analises de secagem com AS como material de parede mostraram que 0 aumento da sua
concentracdo reduz a degradacdo dos conidios de B. bassiana durante o SD. A viabilidade dos
conidios sem o polimero foi de 39,8+3,89%, enquanto a formulagdo com 2% de AS apresentou a
viabilidade de 51,6+0,75%, seguida pela formulacdo com 1% de alginato (43,1+0,79%). No
entanto, a concentracdo de 1% ndo diferiu significativamente da suspensdo ndo formulada,
sugerindo que essa concentracdo de AS é insuficiente para preservar a viabilidade do fungo. Ja a
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concentragdo de 3% de alginato reduziu a viabilidade para 16,6+6,13%, possivelmente, causando
um efeito toxico ao microrganismo.

A capacidade de protecdo térmica da AS foi confirmada em outros estudos, como o de Noor
et al. (2022), que relatou preservacdo de 93,88% de viabilidade da bactéria Proteus penneri com
1% de alginato a 125°C. No presente estudo, uma concentracdo de 2% de alginato mostrou maior
eficiéncia. Entretanto, concentracdes elevadas (>3%) aumentam a viscosidade e a heterogeneidade,
prejudicando a viabilidade devido a mé distribuicdo e maior exposi¢do ao calor (Keshani et al.,
2015). Concentracdes altas também podem causar estresse osmatico e efeitos citotoxicos (>2%),
comprometendo os propagulos fangicos (WOOD, 2010; TONDERVIK et al., 2014). Portanto, é
necessario otimizar a concentracao de AS para manter a viabilidade. O AS oferece protecdo térmica
aos conidios de B. bassiana no SD, mas sua eficacia € limitada por questGes de viscosidade,
homogeneidade do material e citotoxicidade em altas concentraces.

Com a finalidade de explorar as possibilidades de outros agentes encapsulantes, com efeito
termoprotetor, também foi avaliado o efeito das concentracdes de 5, 8 e 10% de MT no
encapsulamento de conidios de B. bassiana por SD, sendo observada diferenca na viabilidade do
fungo de acordo com a concentragdo de MT utilizada (F38=32,951, p = 0,000) (Figura 2).
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Figura 3. Viabilidade de conidios de Beauveria bassiana puro e encapsulados em diferentes concentracbes de
maltodextrina apds secagem em Spray Drying a 70°C.

As diferentes concentragcdes de MT utilizadas como agente encapsulante resultaram em
variacdes na viabilidade dos conidios apds o processo de secagem por atomizacdo a 70°C. O
encapsulamento com 8% de MT apresentou a melhor preservacdo da viabilidade dos conidios
(62,61+3,22%), seguido pelas concentracbes de 10% (57,61+1,43%) e 5% (54,37+£2,65%). Esses
resultados indicam que o aumento da concentracdo de MT ndo necessariamente melhora a
preservacdo dos conidios, sugerindo que existe um ponto de eficacia maxima em torno de 8%,
corroborando com Bagdat et al., (2023).

Com o objetivo de obter uma formulagcdo microencapsulada com maior preservacdo da
viabilidade dos conidios, foi testada uma combinacdo das concentracdes de polimeros que
mostraram melhores resultados de preservacdo de viabilidade (2% de AS + 8% de MT) com 0s
isolados PSI e SE119 (Figura 3).
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Figura 4. Viabilidade de conidios de Beauveria bassiana puro (PSI e SE119) e encapsulados secos
(conidio+alginato+maltodextrina) apds secagem em Spray Dryer em 70/48°C (Ti/To).

Os resultados mostraram que a combinacdo de alginato (AS) e maltodextrina (MT)
proporciona um efeito sinérgico na protecdo térmica durante a secagem dos propagulos
encapsulados. A viabilidade dos conidios encapsulados pela combinacao dos polimeros (2% AS +
8% MT) foi superior aos efeitos dos polimeros individualizados. A formulagdo com 2% de AS e
8% de MT manteve a viabilidade dos conidios de PSI sem diferenca significativa em relacdo ao
controle, ndo encapsulado (Fi,4 = 0.161, p = 0.709). Embora, este resultado ndo tenha se repetido
para o isolado SE119, quando comparado com o controle (ndo encapsulado) (Fi,s = 58.69, p =
0.00156), ainda assim, a viabilidade do fungo encapsulado (AS + MT) foi superior aos resultados
de secagem com os polimeros individualizados. Campos et al. (2014), verificaram que a
combinagdo de AS e MT no encapsulamento por SD resultou em maior viabilidade de Enterobacter
sp., no qual a viabilidade é atribuida a acdo sinérgica dos polimeros, que apresentou baixa
viscosidade e capacidade de preencher o interespacamento para células, fortalecendo a matriz
encapsulante. Assim, a associacdo de MT com AS é capaz de promover um aumento na
preservacao de microrganismos secos em SD em comparacdo ao uso isolado de cada polimero.

A formulacéo de conidios de B. bassiana microencapsulados com 2% de AS e 8% de MT
apresentou um teor de umidade de 6,19% + 0,07 e atividade de agua (aw) de 0,33 £ 0,00. Esses
parametros sdo ideais para a preservacdo da viabilidade dos conidios durante o armazenamento,
uma vez que niveis de umidade abaixo de 10% e aw entre 0,3 e 0,6 sdo recomendados para a
estabilidade de fungos entomopatogénicos (LYN et al., 2010; SYAMALADEVI et al., 2016).

Caracterizac0es fisico-quimicas da formulacao microencapsulada Microscopia Eletronica de
Varredura (MEV)

O encapsulamento e as caracteristicas das microparticulas foi confirmado e analisado por
micrografias eletrénicas de varredura (MEV) de conidios de B. bassiana ndo-formulados e
microencapsulados por SD com 2% de AS e 8% de MT (Figura 12).
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Figura 5. Micrografias eletronicas de varredura de conidio de Beauveria bassiana ndo-formulado em “A”; “B”
representa as microparticulas secas de conidios de Beauveria bassiana encapsuladas por alginato de s6dio em
concentragdo de 2% + maltodextrina em concentracdo de 8% (fotos tiradas a 2000 x). A seta indica a presenca de
conidio de Beauveria bassiana proximo a superficie da microparticula (B).

Na Figura 12A, os conidios nao encapsulados apresentam-se arredondados. Na Figura 12B,
as microparticulas encapsuladas com AS e MT tém superficie lisa, morfologia irregular e tamanhos
variados, sem conidios aderidos a superficie. Essas caracteristicas sdo semelhantes as
microparticulas de Enterococcus mundtii encapsuladas em AS (2%) e MT (10%) por SD, que
também exibiram superficie lisa e formatos irregulares (SAKOUI et al., 2022).

CONCLUSAO

O aumento da temperatura reduz a viabilidade de conidios aéreos de Beauveria bassiana
através da técnica de secagem por SD. A adicdo de alginato de sodio e maltodextrina promoveu o
aumento da preservacdo da viabilidade dos conidios, apresentando efeito protetor significativo com
a combinacdo dos dois polimeros. O formulado apresenta caracteristicas fisico-quimicas proprias
de microencapsulados via SD e esta conformidade com o estabelecido pelos padrdes de controle
de qualidade do CIPAC para formulac6es no controle de pragas.
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INTRODUCAO

A Moringa oleifera (MO) é uma planta com grande adaptacao ao clima semiarido, tem facil
propagacao e resisténcia, alto potencial de crescimento, alto valor nutricional, rica em proteinas,
carboidratos e minerais. Tem sido recomendada para a suplementacdo proteica de ruminantes,
possibilitando a formacdo de bancos de proteina. Possui quantidades de taninos e saponinas
consideradas baixas que ndo afetam negativamente a salde da animal e grande quantidade de
acidos graxos insaturados especialmente o oleico (SOBRAL et al., 2020).

A MO também contém em sua composicao, diferentes polifendis, lipidios, glicosideos,
flavonoides, &cidos organicos, carotenoides, acido ascorbico e muitos outros antioxidantes
naturais, que a torna uma fonte alimentar rica, com propriedades anti-inflamatérias e antioxidantes
(MOUSA et al., 2019). A MO pode ser oferecida na alimentacdo animal na forma in natura,
ensilada ou fenada, sem restri¢Oes referentes a quantidade. Em forma de feno a MO pode compor
racdes concentradas como importante fonte proteica, possibilitando a substituicdo de componentes
convencionais da racdo (LISITA etal., 2018).

Considerando que o sémen ovino é rico em 4acidos graxos poliinsaturados com alta
sensibilidade a peroxidacdo lipidica, os antioxidantes contidos na MO podem diminuir a
lipoperoxidacdo, aumentando o seu sistema de defesa antioxidante (SILVA, 2024). Esse trabalho
teve como objetivo avaliar as propriedades antioxidantes do feno de MO (F-MO) e seu efeito sobre
0 potencial reprodutivo de carneiros.

MATERIAL E METODOS
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Os procedimentos experimentais envolvendo os animais foram aprovados pela Comisséo
de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuéria
(EMBRAPA), com o nimero de protocolo n°® 442022. O experimento foi realizado no campo
experimental da Embrapa Semiérido, localizado nos municipios de Nossa Senhora da Gloria e
Graccho Cardoso. Foram utilizados 28 carneiros adultos, com peso médio de 69,36 + 1,29 kg
selecionados a partir de exames androldgicos que compreenderam o exame clinico geral e especial
dos 6rgdos reprodutivos e analise do sémen (CBRA, 2013; MARTINS et al., 2016; TOKER et al.,
2016). Os carneiros foram divididos em quatro grupos de acordo com as dietas experimentais sendo
mantidos em baias coletivas (7 carneiros/baia).

Anélise de compostos bioativos e capacidade antioxidante da Moringa

Foram realizadas analises de bioativos da MO in natura e F-MO que se baseou na
quantificacdo dos compostos fenolicos e flavonoides dos seus extratos, avaliados por diferentes
mecanismos incluindo capacidade antirradicalar e redutora, a partir de curvas de resposta
preparadas em diferentes concentragdes (3,10, 30, 100, 300 e 1000 ng). A quantificacdo dos
compostos fendlicos totais foi realizada de acordo com a metodologia descrita por Swain e Hills
(1959) com algumas modificagdes. Os flavonoides foram determinados pelo método de Jia et al.
(1999) com algumas modificacdes. Os ensaios para mensura¢do da capacidade antioxidante in vitro
descritos abaixo foram realizados segundo Brand-Willians et al. (1995). Para ensaio do radical
ABTS (Acido 2,2’-azinobis(3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico) uma aliquota de 30 pL dos extratos foi
transferida para microplacas contendo 300 pL deste radical que foram lidas em espectrofotdmetro
(734 nm). Para a analise do poder de reducdo de ferro, uma aliquota de 9 uL dos extratos foi
transferida para uma microplaca, onde foram acrescentados 27 pL de agua destilada e 270 pL do
reagente FRAP que correspondeu a 25 mL de tampéo acetato 0,3 M, 2,5 mL de uma solucéo de
TPTZ (2,4,6-Tris(2-piridil) -s-triazina) 10 mM e 2,5 mL de uma solug&o aquosa de cloretoférrico 20
mM. A microplaca foi mantida a 37°C por 30 minutos para entdo ser avaliada em espectrofotdmetro
(595 nm) utilizando-se o reagente FRAP como branco para calibragdo. Os resultados foram
expressos em UM de equivalentes de sulfato ferroso/mL de extrato.

Colheita e analise do sémen e desenvolvimento ponderal dos carneiros

Durante o periodo experimental efetivo de 60 dias, foram realizadas colheitas e analises de
sémen a cada 15 dias (D1, D15, D30, D45 e D60) para avaliacdo do potencial reprodutivo dos
carneiros. Além disso, foram feitas pesagens corporais dos carneiros no D1, D15, D45 e D60
utilizando balanca mecanica movel tipo gaiola. O sémen foi colhido com auxilio de
eletroejaculador e submetido a avaliacBes seminais e espermaticas. As avaliacdes seminais
compreenderam o volume (VL), concentracdo espermatica (CON) e numero total de
espermatozoide (NTE) seguindo metodologias adaptadas daquelas recomendadas pelo CBRA
(2013). As avaliacGes espermaticas compreenderam a motilidade (MOT), vigor (VE),morfologia,
integridade e funcionalidade da membrana plasmatica e integridade do acrossomo. A MOT e o0 VE
foram avaliados imediatamente apds a colheita adicionando-se 10uL de sémen em 150 pL de
solucéo de X-Cell® aquecida a 37 °C. Uma aliquota de 10uL da mistura foi transferida parauma
lamina e coberta por uma laminula aquecidas (37 °C) sendo avaliada em um microscopio 6tico com
aumento de 400x sendo a MOTmensurada numa escala de 0 a 100% e o VE de 1 a 5.

A avaliagcdo morfoldgica dos espermatozoides foi realizada através da transferéncia de
aliquotas de sémen de 10 pL para 500 uL de solucdo tampdofosfato-salino com glutaraldeido a
0,2% aquecidos a 37 °C. Dessa mistura foramretirados 10 pL para serem analisados 200
espermatozoides por meio de microscopio de contraste de fase com aumento de 1000x, sob 6leo de
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imersdo, que foram classificados com defeitos maiores (DMA) e menores (DME). Foi realizada a
soma dos DMA e DME para determinar o nimero de espermatozoides com defeitos espermaticos
totais (DT).

Para analise de integridade da membrana plasmatica foram utilizadas aliquotas de sémen
coradas com solucdo de eosina-nigrosina e para avaliagdo de integridade de acrossomo (l1A) foi
utilizada a associacdo dos corantes Trypan Blue e Giemsa segundo Martins et al. (2016).

Capacidade antioxidante in vitro do plama seminal

Amostras de sémen foram submetidas a duas centrifugacdes, primeira a 1000 g por 10 min
e segunda a 4000 g por 20 min. O sobrenadante referente ao plasma seminal foi retirado e
armazenado a -20 C°, para posterior analise (GLANDER et al., 2002). Foi aplicado 0 método FRAP
em triplicata, seguindo a mesma metodologia utilizada para os extratos que foi descrita
anteriormente.

Anélise estatistica

Os dados dos compostos bioativos e da capacidade antioxidante in vitro dos extratos de MO
in natura e F-MO estdo apresentados em média e desvio padrao de trés ensaios independentes e as
diferencas entre as amostras foram avaliadas pelo teste t Student. Os dados de integridade da
membrana plasmatica e do acrossomo, bem como capacidade antioxidante total do plasma seminal
foram submetidos a ANOVA de duas vias, seguido o teste de Tukey.

Os demais dados das avaliacdes seminais e espermaticas foram analisados utilizando-se o
programa computacional SAS 9.1®. Esses dados ndo apresentaram homocedasticidade e
distribuicdo normal e foram analisados com estatistica ndo paramétrica. Para tanto foram
submetidos a anélise de comparagdes multiplas pelo teste de Kruskal-Wallis e de comparacdes de
médias pelo teste Dunn. Em todas as analises foi considerado o nivel de significancia de 5%
(P<0,05).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Quantificagéo de compostos bioativos da Moringa

Os resultados dos teores dos compostos fendlicos totais e flavonoides no F-MO estéo
expostos na tabela 1. Observou-se que o F-MO ndo diferiu significativamente da MO quanto ao
teor de fendlicos totais (P<0,05). J& em relacdo aos flavonoides, foi observada uma diferenca
significativa (P<0,05)demostrando que o F-MO tem maior teor comparado a MO.

Tabela 1. Teor de compostos fendlicos e flavonoides totais no extrato etanolico do feno e da
Moringa in natura.

Amostra Fendlicos totais(mg Eq AG/g ) Flavonoides (mg Eq CAT/g)
Feno de Moringa (F-MO) 33,38 £ 2,278 4,75+ 0,382
Moringa in natura (MO) 33,64 + 3’05a 388+ 0’30b

mg Eq AG/g = miligramas de equivalentes de acido galico por grama; mg Eq CAT/g= miligramasde equivalentes de
catequina por grama; os dados sdo apresentados como média * desvio padrdo; Letras diferentes indicam diferenca
significativa (p<0,05) entre as amostras
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Capacidade antioxidante da Moringa

A capacidade antioxidante in vitro dos extratos etanolicos do feno (F-MO) e da Moringa in
natura (MO) apresentaram alto poder redutor quando comparados aos da MO que apresentaram
menor capacidade de reducédo de ions férricos.
As anédlises de DPPH, ABTS e FRAP demostraram que o feno tem maior(P<0,05) capacidade
antioxidante quando comparado com a MO (Tabela 2).

Tabela 2. Capacidade antioxidante do extrato etandlico do feno e da Moringa innatura.

FRAP
DPPH ABTS
Amostra Eq Suf. Ferroso
IC50 (ug/mL) IC50 (png/mL) (1000 mg/mL)
Feno de Moringa (F-MO) 802,00 £36.76° 109178 26931 418,08 % 18172
Moringa in natura 1840,38 +160,45° 294382 +46020° 146,83 +16.89°

DPPH= Composto quimico organico 1,1-difenil-2-picrilhidrazil; ABTS= acido 2,2’-azino-bis (3- etilbenzotiazolina-
6-sulfénico); FRAP= Ferric Reducing Antioxidant Power (Poder Antioxidante de Redug&o do Ferro); Suf Ferroso=
Sulfato Ferroso. IC50 = Concentragdo inibitoria média; Letrasdiferentes indicam diferencas significativas (p<0,05)
entre as médias das amostras.

Anélises seminais e espermaticas

A Tabela 3 apresenta os resultados referentes as analises do sémen VL, COM MOT, VE, DT e IA
demonstrando que o0s grupos experimentais ndo diferiram (p>0,05) quanto a estes parametros
analisados.

Tabela 3. Avaliacdes do sémen realizadas no decorrer do experimento em carneiros alimentados
com diferentes niveis de feno de Moringa Oleifera (F-MO).

Coletas Analises Grupos
GO G10 G20 G30 Média E.P
D1 VL (mL) 1,200 1,050 1,216 1,366 1,208 1,735
CON (x10°sptz/mL) 1,359 1,401 3,485 5,347 2,898 0,159
MOT (%) 66,666 70,000 75,000 71,666 70,833 0,686
VE (1-5) 3,000 3,000 3,666 3,333 3,250 5,529
DT (%) 4,042 4,042 1,667 4,833 3,646 0,124
1A (%) 0,250 0,000 0,200 0,000 0,113 0,066
D15 VL (mL) 0,816 1,266 0,733 1,100 0,979 0,124
CON (x10®sptz/mL) 2,353 1,251 2,231 3,638 2,368 0,490
MOT (%) 71,666 73,333 71,666 71,666 72,083 0,417
VE (1-5) 3,166 3,166 3,166 3,166 3,166 0,000
DT (%) 9,625 9,625 2,250 4,042 6,386 1,906
1A (%) 0,000 0,000 1,000 0,833 0,458 0,267
D30 VL (mL) 1,116 1,200 1,000 1,200 1,129 0,047
CON (x10° sptz/mL) 3,166 1,230 3,095 3,216 2,677 0,483
MOT (%) 70,000 73,333 73,333 68,333 71,250 1,250
VE (1-5) 3,166 3,166 3,333 3,166 3,208 0,048
DT (%) 6,583 6,583 17,250 10,875 10,323 2,521
1A (%) 32,830 57,166 47,500 65,500 50,749 7,014
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D45 VL (mL) 1,116 1,016 0,800 1,283 1,054 0,101
CON (x10° sptz/mL) 2,818 2,490 1,569 3,733 2,653 0,447
MOT (%) 68,333 76,666 73,333 75,000 73,333 1,800
VE (1-5) 3,166 3,166 3,333 3,333 3,250 0,056
DT (%) 11,417 11,417 8,833 7,042 9,677 1,069
A (%) 0,000 0,000 6,333 0,333 1,667 1,557
D60 VL (mL) 1,083 1,166 1,033 1,083 1,001 0,028
CON (x10° sptz/mL) 2,747 1,472 3,125 1,377 2,180 0,444
MOT (%) 71,666 75,000 76,666 78,333 75,416 1,423
VE (1-5) 3,333 3,333 3,666 3,833 3,541 0,125
DT (%) 4,500 4,500 2,083 1,292 3,094 0,828
A (%) 3,666 37,000 16,500 0,333 14,37475 8,308

GO0 = 0% de F-MO; G 10 = 10% de F-MO; G 20= 20% de F-MO; G 30= 30% de F-MO;D1= Primeira coleta; D15=
Segunda coleta; D30= Terceira coleta; D45= Quarta coleta; D60= Quinta coleta; VL=Volume do sémen; CON=
Concentracdo espermatica; MOT= Motilidade espermatica; VE= Vigor espermatico; DT= defeitos totais; 1A=
Integridade de acrossomo; E P= Erro Padréo.

O volume de sémen obtidos no presente estudo ficaram entre os valoresnormais
relatados para a espécie de 0,5 a 2,0 ml (MAIA et al., 2011), que variam a depender do método
de coleta, da quantidade de servicos, entre outros. Syarifuddin et al. (2021) também n&do observaram
alteracGes no volume do sémen de bodes alimentados com dieta contendo folhas de MO, alegando
que o resultado pode ter ocorrido devido ao baixo uso deste alimento.

Os valores de MOT e VE encontrados no presente trabalho sdo consideradosproximos ou
iguais aos valores minimos para classificar os carneiros como aptosa reproducdo segundo o CBRA
(2013). A integridade da membrana plasmatica dos espermatozoides apresentou diferencas
altamente significativas (p<0,0001) entre os grupos que receberam dieta contendo F-MO em
comparagdo com o grupo controle independente da quantidade e do dia de administracdo (Figura
1). Estudos anteriores com ovinos, caprinos e bovinos demonstram efeitos positivos da ingestéo da
moringa nos parametros avaliados (ANGGARA et al., 2021; SYARIFUDDIN et al., 2021).

Estes resultados podem ter sido obtidos em consequéncia da melhora no desenvolvimento
das células espermaticas, resultando na diminuicédo da peroxidacao lipidica, da geracdo de radicais
livres que prejudicam essas célulase aumento do sistema de defesa antioxidante.

220
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- 20%
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200+

180
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D1 D15 D30 D45 D60

Tempo (Dias)
Figura 1. Anélise da integridade da membrana plasmatica dos espermatozoides no sémen de
carneiros alimentados com dietas contendo diferentes quantidades de feno de Moringa (F-MO).
* Diferenga (p<0,0001) entre os grupos alimentados com dietas contendo diferentes quantidades de F-MO
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Moringa (G10 = 10%, G20 = 20% e G30 = 30%) quando comparados ao controle (GO = 0%) em todos 0s
momentos avaliados (D1, D15, D30, D45 e D60). n.s significa que ndo houve diferenca entre os momentos
dentro do mesmo grupo (P>0,05).

800+ n.s

-~ GO
600 -m- G10

A- G20
400- -~ G30
200 t

0 T T T T T
D1 D15 D30 D45 D60

Tempo (dias)

Figura 2. Capacidade antioxidante total do plasma seminal em carneiros alimentados com dietas
contendo diferentes quantidades de feno de Moringa (F-MO): GO = 0%, G10 = 10%, G20 = 20%
e G30 = 30% em todos os momentos avaliados (D1, D15, D30, D45 e D60). n.s significa que ndo
houve diferenca dentro do mesmo grupo em relagdo aos momentos avaliados (P>0,05).

A presenca de enzimas antioxidantes no plasma seminal ovino também podecontribuir para a
manutencdo da qualidade espermatica e consequentemente do sémen contra 0os danos oxidativos
influenciando sua fertilidade (CAVALCANTE et al.,, 2013). Entretanto ndo foi observada
diferencas significativas entre os grupos para capacidade antioxidante total do plasma seminal
(Figura 2).

CONCLUSAO
Conclui-se que o feno potencializa a capacidade antioxidante da Moringa oleifera e que sua
presenca na composicdo de dietas aumenta o potencial reprodutivo de carneiros.

Palavras-chaves: espermatozoides; fertilidade; ovinos; sémen.
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INTRODUCAO

O estresse oxidativo € um processo que ocorre quando ha um desequilibrio entre a producéo
de espécies reativas de oxigénio (EROs) e a capacidade antioxidante do organismo (Barbosa et al.,
2010). Este desequilibrio provoca danos as células de um modo geral e aos espermatozoides que
também sdo vulneraveis pela limitada capacidade intrinseca de prevenir a peroxidacéo excessiva
dos substratos e de mitigar parcial ou totalmente a producédo de EROs (SILVA e GADELLA, 2006)
justificando a necessidade de protecdo exdgena (TAYLOR, 2001).

Os espermatozoides de ovinos sdo particularmente vulneraveis ao estresse oxidativo devido
a presenca elevada de &cidos graxos poli-insaturados na membrana plasmatica (BUCAK et al.,
2007). A elevada concentracdo de EROs no sémen pode desencadear o estresse oxidativo,
impactando negativamente o metabolismo energeético, a motilidade, a viabilidade e a integridade
do DNA dos espermatozoides (BAUMBER et al., 2002; BILODEAU et al., 2002). Neste sentido,
substancias com acdo antioxidante tém um papel crucial na prevencdo do estresse oxidativo,
mantendo a integridade, funcionalidade e capacidade de fertilizacdo dos espermatozoides (NAJAFI
etal., 2017).

O fator neurotréfico derivado do cérebro (BDNF) € uma proteina essencial para o
desenvolvimento, funcdo e sobrevivéncia das células neuronais e pode contribuir para manutencao
da qualidade de células reprodutivas pela protecdo contra danos oxidativos (SKAPER, 2012). Essa
protecdo ocorre pela capacidade do BDNF de proteger as células contra os radicais livres (Li et al.,
2016). A presenca do BDNF no sémen esta associada a reducao dos niveis de éxido nitrico e ao
aumento da motilidade, assim como reducdo da peroxidacdo lipidica, contribuindo para a
manutencdo da fluidez da membrana plasmatica e viabilidade espermatica (SAFARI et al., 2017).
Além disso, 0 BDNF também estimula a producdo de enzimas antioxidantes, como a superéxido
dismutase (SOD) e a catalase, importantes para a defesa contra o estresse oxidativo em
espermatozoides (XIU et al., 2020).

A incorporagdo de antioxidantes ao sémen, a exemplo do BDNF, pode desempenhar um
papel crucial na preservagdo da qualidade espermatica, promovendo a protecdo contra o estresse
oxidativo e, consequentemente, diminuindo, evitando ou mesmo melhorando a sua integridade e
funcionalidade. A melhoria nesses parametros espermaticos pode representar um aumento no
desempenho reprodutivo de carneiros por meio do impacto positivo gerado a qualidade do sémen
e da eficiéncia das suas tecnologias associadas de conservagdo, como a refrigeracdo e
criopreservacdo, e de uso a exemplo da inseminagéo artificial (1A) e da fertilizagdo in vitro.
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Objetivou-se avaliar a qualidade do sémen de carneiros apds exposicao a diferentes concentragdes
ao fator neurotréfico derivado do cérebro (BDNF).

MATERIAL E METODOS

Todos os procedimentos experimentais foram aprovados pela Comisséo de Etica no Uso de
Animais (CEUA) da Embrapa Tabuleiros Costeiros, unidade da Empresa Brasileira de Pesquisa
Agropecuéria (EMBRAPA) com o nimero de protocolo 0035/2020.

Animais experimentais e manejo

Foram utilizados cinco (n=5) carneiros sexualmente maduros do Ndcleo de Conservacao
de ovinos da raca Santa Inés da Embrapa Tabuleiros Costeiros que foram considerados aptos a
reproducdo apoés realizacdo de exames clinico andrologicos segundo recomendac@es do CBRA
(2013). Os carneiros possuiam peso médio de 60 kg, com idade entre 3 e 5 anos, bom estado
nutricional e libido.

Colheita e processamento de sémen

A colheita do sémen foi feita pelo método da vagina artificial modelo LABRA-2020 com
agua aquecida (~ 52°C) e ovelha em estro natural. Os ejaculados foram coletados e transferidos
para tubos graduados (15 mL) e mantidos em banho—maria (37°C). Posteriormente foram avaliados
seguindo-se recomendac¢fes do CBRA (2013): volume (mL), vigor espermatico (0 a 5), motilidade
espermatica total (0 a 100%), concentracdo espermatica (x106 sptz/mL) e numero total de
espermatozoides (x10° sptz). Apenas aqueles ejaculados com valores de motilidade > 70% e vigor
> 3,0 foram selecionados para o experimento.

Amostras de sémen foram removidas de cada ejaculado e diluidas em solucdo salina
fosfatada (PBS) contendo ou ndo BDNF (Thermo-Fisher Scientific, Carlsbad, CA, USA)
mantendo-se uma concentracdo espermatica final de 200 espermatozoides/mL. Foram formados 0s
seguintes grupos que variaram quanto a concentracdo final do BDNF: 0 pg/L (controle); 10 pg/L;
20 pg/L; 40 pg/L e 80 pg/L. Os grupos experimentais foram submetidos as analises espermaticas
apos serem expostos por 5 minutos as solu¢des sob incubacdo em banho-maria a 37°C, sendo
considerado para efeito de analise o tempo inicial (T5), e o de 30 minutos (T30) de exposicao.

Analises espermaticas
Cinética espermatica

Amostras de sémen (5 L) dos grupos experimentais foram diluidas a uma concentracéo de
20 x 10° espermatozoides/mL em solucio avaliadora pré-aquecida a 37 °C para avaliacio da
cinética espermatica. Aliquotas foram mantidas a 37 °C por 5 minutos e dispostas em uma camara
(Makler®) para captura de imagens usando uma camera de video conectada a um microscépio com
contraste de fase (Nikon® 50i, Japao), sob aumento de 100 vezes contando-se 600 células/campo.
As imagens foram processadas pelo software Sperm Class Analyzer (SCA, Microptics, S.L.
Version 5.1, Barcelona, Spain) sendo analisados os parametros cinéticos de motilidade total (MT),
motilidade progressiva (MP), velocidade curvilinea (VCL), velocidade do percurso médio (VAP),
velocidade em linha reta (VSL), linearidade (LIN = VSL/VCL x 100), retilinearidade (STR =
VSL/VAP x 100), amplitude do deslocamento lateral da cabega (ALH), frequéncia de batimento
flagelar cruzado (BCF), indice de oscilagdo (WOB = VAP/VCL x 100) e hiperatividade (HYPER).
Foram considerados como moveis apenas aqueles espermatozoides que apresentaram valores de
VCL > 20pm/segundo. Os espermatozoides moveis foram ainda classificados como rapidos (RAP)
quando apresentavam VCL > 200. Espermatozoides que apresentaram STR > 80 % foram
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considerados progressivos ¢ com LIN > 40 % caracterizados com movimento linear. Foram
utilizados os dados dos parametros de cada espermatozoide das amostras para analise.

Funcionalidade da membrana plasmatica

Foi avaliada a funcionalidade da membrana plasmatica por meio do teste hiposmético
(HOST; JEYENDRAN et al., 1984), que se baseia na observacédo das caudas enroladas ou inchadas
dos espermatozoides apos exposicao a uma solucao hiposmatica de 100 mOsm. Amostras de sémen
foram incubadas a 37°C por 60 minutos. Foram contados 200 espermatozoides por amostra,
considerando aqueles com cauda enrolada ou inchada como possuidores de membrana plasmatica
funcional (HOST+).

Integridade de membrana plasmatica

Para a analise da integridade de membrana plasmética dos espermatozoides (IMP) uma
aliquota de sémen (5 uL) foi submetida a associacdo dos fluorocromos SYBR-14 e iodeto de
propidio (20 mM; Live/Dead Sperm Viability®). Foram contados 200 espermatozoides sob
imersdo em 0leo, sob magnitude de 1000 vezes, em microscépio de epifluorescéncia (Nikon® 50i,
Japdo), usando o filtro com comprimento de onda de excitacdo de 450-490 e de emisséo de 515
nanémetros. As membranas plasmaticas dos espermatozoides foram classificadas como: integras
(cabeca corada de verde) e lesadas (cabeca corada de vermelho) sendo os resultados expressos em
percentual de espermatozoides com membrana plasmatica integra (IMP+).

Estresse oxidativo

O estresse oxidativo (EO) foi avaliado utilizando a sonda fluorescente CellROX Green
(Molecular Probes, Eugene, OR, EUA) em uma concentracéo final de 5 uM (Castro et al., 2016).
Foi realizada a leitura de 200 espermatozoides sob imersdo em 6leo, sob magnitude de 1000 vezes,
em microscépio de epifluorescéncia (Nikon® 50i, Japdo), usando o filtro com comprimento de
onda de excitacdo de 450-490 e de emissdo de 515 nandmetros. Os espermatozoides foram
classificados de acordo com a intensidade da coloracdo verde observada na cabeca como possuindo
(verde intenso) ou néo (verde fraco) sinais de estresse oxidativo sendo o0s resultados expressos em
percentual de espermatozoides sem sinais de estresse oxidativo (EO-).

Potencial de membrana mitocondrial

O potencial da membrana mitocondrial dos espermatozoides (PMM) foi avaliado através
da coloragdo com JC-1 (5,50,6,60-tetracloro-1,10,3,30-iodeto de tetraetilbenzimidazolil-
carbocianina, T3168, Invitrogen), seguindo protocolo descrito por Ozturk et al. (2020). Foi
preparada uma solucdo estoque de JC-1 (1,53 mM) em solucdo de dimetilsulféxido que apos a
filtracdo foi armazenada a -20 °C. Foram contados 200 espermatozoides sob magnitude de 400
vezes, em microscépio de fluorescéncia (Nikon® 50i, Japdo). A fluorescéncia amarela ou laranja
emitida pela peca intermediéria indicava alto potencial de membrana mitocondrial. Por outro lado,
a coloracdo verde da peca intermediaria indicou baixo potencial de membrana mitocondrial. Os
resultados foram expressos em percentual de espermatozoides com alto potencial de membrana
mitocondrial (PMM+).

Delineamento experimental e analise estatistica

Para estudar os efeitos da concentracdo de BDNF (Fator 1), tempos de exposicao (Fator 2)
e da interacdo entre eles, os dados foram submetidos a estatistica paramétrica e ndo parameétrica.
Para determinar o cumprimento dos pressupostos necessarios para aplicacdo de estatistica
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paramétrica, os dados foram submetidos ao teste de normalidade (Shapiro-Wilk) e
homocedasticidade (Hartley). Aqueles que ndo apresentaram distribuicdo normal e
homocedasticidade foram transformados pelo arco seno da raiz quadrada. Aqueles que
apresentaram distribuicdo normal e homocedasticidade antes (MT, VCL, VSL, VAP, LIN, ALH e
WOB) e ap6s terem sido transformados (MP, BCF, HYPER, RAP, IMP+, PMM+) foram
submetidos a analise de variancia (ANOVA) pelo Teste F e, posteriormente, foi aplicado o teste
post-hoc de Tukey para comparar as médias entre si. Para estas analises foi utilizado um modelo
misto (PROC MIXED) usando-se a seguinte equacao:

Yij =+ Ti + Bj + (TP) ij + &ij

Onde: Yij ¢ a variavel dependente ou parametro espermatico, pu ¢ a média de todas as observagoes,
Ti representa o efeito das concentracdes de BDNF (0, 10, 20, 40 e 80ug/L), Bj € o efeito dos tempos
de exposi¢do ao BDNF (T5 e T30), (TP) ij representa 0 efeito da interagdo entre as concentracdes
e os tempos de exposi¢ao ao BDNF, e &ij representa o erro experimental.

Para os dados que mesmo apos a transformacdo permaneceram sem distribuicdo normal
(STR, EO- e HOST+) foi aplicada estatistica ndo paramétrica, utilizando-se uma analise de
variancia pelo teste de Kruskal-Wallis com o teste post-hoc de Dunn. Todas as avaliagdes foram
feitas considerando-se 95% de confianca e usando-se 0 SAS® (Versdo 9.1).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados relativos aos efeitos das concentragcfes e tempo de exposi¢do ao BDNF e da
interacdo entre estes dois fatores estdo expostos respectivamente nas Tabelas 1 e 2, e na Figura 1.

Né&o foi observado nenhum efeito (P>0,05) das concentracdes de BDNF (Fator 1) sobre 0s
parametros cinéticos dos espermatozoides. As concentracdes de BDNF afetaram
significativamente (P<0,05) o HOST+, IMP+, EO- e PMM+ sendo 10 pg/L a que apresentou 0s
maiores percentuais de espermatozoides com estas caracteristicas.

O tempo de exposicdo ao BDNF (Fator 2) influenciou significativamente (P<0,05) os
parametros MT, MP, VCL, VSL, VAP, LIN, WOB e HYPER. Os valores destes parametros foram
menores (P<0,05) no T30 em relacdo ao T5. Os demais pardmetros STR, ALH, BCF, RAP,
HOST+, IMP+, EO- e PMM+ nédo foram influenciados (P>0,05) pelo tempo de exposi¢cdo ao
BDNF.

Tabela 1. Médias + desvio padrdo dos parametros espermaticos do sémen fresco de carneiros
submetido a diferentes concentrac6es do fator neurotréfico derivado do cerebro (BDNF).

Concentragdes de BDNF (ug/L)

Parametros 0 10 20 40 80

HOST+ (%) 56,60+10,00°  74,80+27,802  61,20+7,94° 53,60+5,05° 60,90+4,34°
IMP+ (%) 48,80+4,70° 76,80%2,822 41,80+4,02° 43,90+12,26" 33,80+9,12°
EO - (%) 38,20+14,92° 68,40%6,052 35,10+3,72° 37,60+6,85° 34,80+18,77°
PMM+ (%) 48,0+10,81° 75,80+5,942 42,30+7,54° 41,5045,52° 29,30+5,05°

HOST+ — membrana plasmatica funcional; IMP+ membrana plasmatica integra; EO- — sem estresse oxidativo; PMM+
— alto potencial de membrana mitocondrial. Letras minUsculas sobrescritas na mesma linha diferem significativamente
(P<0,05).
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Tabela 2. Médias * desvio padrdo dos parametros espermaticos do sémen fresco de carneiros submetido a
diferentes tempos de exposicao ao fator neurotréfico derivado do cérebro (BDNF).

Tempo de exposi¢édo (min)

Parametros
T5 T30

MT (%) 72,31+18,562 50,40+19,08°
MP (%) 36,17+25,172 7,94+7 67°
VCL (um/s) 158.92+20,212 131,77+24,35°
VSL (um/s) 94,11+20,752 69,89+18,96°
VAP (um/s) 105,99+24,202 78,42+17,66°
LIN (%) 59,66+7,492 52,18+9,57°
WOB (%) 66,39+7,872 59,52+5,65°
HYPER (%) 5,735,242 2,27+3,71°

T5 e T30 — tempos de exposi¢do ao BNDN de 5 minutos e de 30 minutos respectivamente; MT — motilidade total; MP
—motilidade progressiva; VCL — velocidade curvilinear; VSL — velocidade em linha reta; VAP — velocidade do percurso
médio; LIN — linearidade; WOB — indice de oscilagdo dos espermatozoides; HYPER — hiperatividade. Letras mindsculas
sobrescritas na mesma linha diferem significativamente (P<0,05).

A andlise das interacdes entre concentracdes e tempos de exposi¢do ao BDNF revelou
efeito significativo (P < 0,05) apenas sobre 0 HOST+. A interacdo de 10 pg/L de BDNF com T30
apresentou maior (P < 0,05) HOST+ em relacdo as demais interacoes.

Esse foi o primeiro trabalho a investigar o efeito da adi¢do de diferentes concentragdes de
BDNF sobre a qualidade do sémen fresco de carneiros. Nesse trabalho foi observado que a adicédo
da proteina BDNF conferiu efeitos positivos a qualidade espermatica na concentracdo de 10 pg/L.
A adicdo do BDNF no sémen fresco de humanos em uma concentracdo semelhante (0,133 nM;
aproximadamente 9,5 pg/L) também foi benéfica a qualidade espermatica, pelo aumento da
atividade mitocondrial e motilidade e reducdo da peroxidacao lipidica (SAFARI et al., 2017). No
nosso trabalho, ndo encontramos melhoria da qualidade da motilidade como descrito pelos autores,
entretanto, detectamos beneficios diretos e indiretos semelhantes pelos maiores percentuais de
espermatozoides com membrana plasmatica funcional e integra, menor estresse oxidativo e alto
potencial de membrana mitocondrial.

Niveis acima de 10 pg/L de BDNF (20, 40 e 80 pg/L) mantiveram a cinética inalterada,
mas ndo foram capazes de evitar a reducdo da funcionalidade e integridade de membrana
plasmatica, do potencial de membrana mitocondrial e do estresse oxidativo dos espermatozoides.
A adicdo de 10 pg/L BDNF pode ter sido a Unica capaz de ter ampliado a atividade da catalase e
regulado enzimas antioxidantes, a exemplo da glutationa e diminuido a ativacdo da SOD,
estabilizando a concentracdo de EROs em niveis aceitaveis, prevenindo assim o estresse oxidativo
nos espermatozoides (NAJAFI et al., 2017).

A adicdo do BDNF no sémen de carneiros melhorou a atividade mitocondrial dos
espermatozoides supostamente por sua atuacdo em regular o metabolismo e o potencial de
membrana mitocondrial, cujo efeito pode ser atribuido ao estimulo da ativacdo da via PI3K/Akt
(LI etal., 2012). A investigacdo dos efeitos da concentracdo de 10 pug/L de BDNF na ativagédo da
PI3K/Akt pode ajudar a entender o seu mecanismo de regulacdo do metabolismo e protecdo
antioxidante no espermatozoide uma vez que essa via pode manter a motilidade, viabilidade,
integridade do DNA e potencial de membrana mitocondrial, inibindo a ativacdo das caspases e
eventos ligados a apoptose (KOPPERS et al., 2011; BOLANOS et al., 2014).
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O fato de 10 pg/L de BDNF ter apresentado os melhores efeitos sobre a qualidade dos
espermatozoides em relacdo as maiores concentracdes pode ser atribuido a regulacéo da expressao
génica que frequentemente segue 0 mecanismo de dose-resposta, onde concentragdes mais baixas
podem resultar em modulacGes especificas e desejadas. Embora maiores concentracdes de BDNF
ainda possam ativar os receptores, a saturacdo ou ativacdo excessiva de outras vias de sinalizacao
interligadas por retroatividade podem comprometer a expressao génica (KOCHEN et al., 2022). A
concentracdo de 10 pg/L mostrou-se como o limiar de dose-resposta capaz de ativar todos 0s
receptores do BDNF e promover efeitos benéficos sobre os espermatozoides. Concentracfes
superiores a esse valor parecem gerar um excesso do fator, 0 que ndo potencializa os efeitos
positivos e pode até reduzi-los.

O fato de ter sido observada uma melhoria no percentual de espermatozoides com
membrana plasmatica funcional quando o sémen foi incubado com 10 pg/L durante 30 minutos
reforca a superioridade desta concentracéo. E de se esperar que haja uma natural deterioracdo das
estruturas e funcdes dos espermatozoides no sémen de carneiro submetido a uma solucdo com
baixa concentracdo em elementos que o conservem apropriadamente sob temperaturas elevadas
como a de 37°C. O uso de diluidor de sémen adequado a espécie contendo elementos especificos
além daqueles que mantém o pH e a osmolaridade como o PBS poderia manter os espermatozoides
em condicBes que os ajudassem a suportar melhor o tempo de incubacdo. Estes elementos
especificos encontrados na composicdo destes meios poderiam promover a estabilizacdo da
membrana plasmatica e fornecer energia metabdlica necessarias aos espermatozoides para
enfrentar o desafio imposto pela incubacdo. A auséncia desses componentes no meio de incubacéo
deve ser considerada na interpretacdo dos resultados quanto a qualidade dos espermatozoides.
Apesar do meio de incubacdo utilizado por n6s ndo possuir todos os elementos para manutencao
dos espermatozoides sob incubacdo, a concentracdo de BDNF de 10 pg/L foi capaz de manter a
qualidade espermatica mesmo apds 30 minutos representada pelo maior percentual destas células
com membrana plasmatica funcional. As demais concentrac¢@es nao tiveram o mesmo desempenho,
provavelmente ndo sendo capazes de evitar os danos oxidativos que naturalmente ocorreram
durante a incubacdo.

CONCLUSAO
Conclui-se que a adicdo do BDNF na concentracdo de 10 pug/L melhora a qualidade do
sémen de carneiros.

Palavras-chave: antioxidantes; cinética espermatica; membrana plasmatica; neurotrofinas;
0oVinos.
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ANEXO - PROGRAMACAO

DIA 23/08/2024 — Sexta-Feira

09h00 — 09h15: Abertura

09h15 —09h30: Anélise quimica dos 6leos essenciais extraidas de plantas de Croton blanchetianus
coletadas em municipios de Sergipe. (Palestrante: Fabiany de Andrade Brito)

09h30 — 09h45: Caracterizacdo molecular de germoplasma de Croton blanchetianus coletado em
municipios do Estado de Sergipe. (Palestrante: Itamara Bomfim Gois)

09h45 - 10h00: Caracterizagdo morfoagrondmica de germoplasma de Croton blanchetianus do
Banco Ativo de Germoplasma de Plantas Medicinais e Aromaticas da UFS. (Palestrante: Ryan
Santos Ribeiro)

10h00 - 10h15: Caracteriza¢do quimica dos 0Oleos essenciais de acessos de Croton grewioides.
(Palestrante: Laura Catharine Déria Prata Lima)

10h15 — 10h30: coffee break

10h30 - 10h45: Toxicidade do dleo essencial de Lippia sidoides sobre Spodoptera frugiperda.
(Palestrante: Sandy Maria Santos Passos)

10h45 - 11h00: Tabela de vida de Podisus nigrispinus tratados com 6leo essencial de Lippia
sidoides. (Palestrante: Valfran Silva Andrade)

11h00 - 11h15: Toxicidade do 6leo essencial de Croton grewioides sobre Podisus nigrispinus
(Palestrante: Heloisa Safira Santos Pinheiro)

11h15 - 11h30: Resposta olfativa do Euschistus heros tratados com o dleo essencial de Lippia
gracilis. (Palestrante: Sandy Maria Santos Passos)

11h30 - 11h45: Efeitos subletais do essencial de Lippia gracilis sobre o percevejo-marrom-da-soja.
(Palestrante: Heloisa Safira Santos Pinheiro)

14h00 - 14h30: Fungos entomopatogénicos da regido semiarida do estado de Sergipe: isolamento,
caracterizagdo e aplicacdo no controle biologico de pragas agricolas. (Palestrante: Tarcio Souza
Santos)

14h30 - 14h45: Formulacdo bioinseticida a base de conidios de fungo entomopatogénico
microencapsulados por Spray Drying. (Palestrante: Matheus Goulart de Jesus Seabra)

14h45 - 15h00: Propriedades antioxidantes do feno de Moringa oleifera e seu efeito sobre a
capacidade reprodutiva de carneiros (Palestrante: Michele Pereira da Silva)
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15h00 - 15h15: Influéncia do fator neurotréfico derivado do cérebro (BDNF) na qualidade do
sémen de carneiros. (Palestrante: Matheus Batista de Oliveira)

15h15 - 15h45: Mesa Redonda: Perspectivas e acOes necessarias para transformar recursos
genéticos do semiarido em produtos sustentaveis para o agronegdcio. (Debatedores: Arie
Fitzgerald Blank, Leandro Bacci, Hymerson Costa Azevedo, Gladston Rafael de Arruda Santos,
Marcelo da Costa Mendonga)

15:45h - Encerramento
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