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RESUMO

BRITO, Fabiany de Andrade. Diversidade gendmica e potencial formicida do 6leo essencial
de Croton tetradenius Baill. Sé&o Cristovdo: UFS, 2020. 68p. (Tese — Doutorado em
Agricultura e Biodiversidade).*

Croton tetradenius Baill. (Euphorbiaceae), planta aromatica e bioativa endémica do Nordeste
do Brasil, possui potencial inseticida e fungicida. Analisar a variabilidade genética e realizar a
atividade bioldgica sdo etapas importantes na implantacdo de colecdes em Bancos Ativos de
Germoplasma visando a conservacdo de uma espécie vegetal. Assim, o objetivo do presente
trabalho foi estimar a diversidade gendmica e estrutura genética de C. tetradenius em Sergipe,
para introducdo dessa espécie no Banco Ativo de Germoplasma de Plantas Medicinais e
Aromaticas da Universidade Federal de Sergipe (UFS), bem como realizar a avaliacdo da
toxicidade e efeitos subletais dos 6leos essenciais de genotipos de C. tetradenius e seus
compostos majoritarios sobre a formiga cortadeira Acromyrmex balzani. Para analise genética,
coletou-se 38 plantas em quatro municipios do estado de Sergipe, Brasil (Porto da Folha, Poco
Redondo, Lagarto e Pacatuba) e utilizou-se os marcadores moleculares de polimorfismos de
nucleotideos Unicos (SNP), obtidos com a genotipagem por sequenciamento (GBS). Os 6leos
essenciais de cinco plantas de C. tetradenius das mesmas localidades e seus compostos
majoritarios: 1,8-cineol, a-pineno, canfora, (E)-pinocarveol e p-cimeno, foram testados via
fumigacdo sobre operarias de A. balzani coletadas dos formigueiros na UFS. O reagente
brometo de cetiltrimetilaménio (CTAB) 3% foi usado na extragdo do DNA para o
desenvolvimento da biblioteca genémica, seguido do sequenciamento, processamento das
sequéncias brutas e filtragens, resultando na identificacdo de 1.387 marcadores SNPs. Uma
baixa diversidade genética média foi observada (Ho < He = 0,086; | = 0,143; f= 0,099). De
acordo com a analise de variancia molecular (AMOVA), a maior diversidade genética foi
observada dentro das localidades (95%) do que entre as localidades (5%) e foi baixa a
diferenciacdo genética (Fst = 0,041-0,062) entre as populacBes. A analise discriminante de
componentes principais (DAPC) mostraram maior sobreposi¢cdo das plantas de Lagarto e Poco
Redondo, indicando que o fluxo génico atual foi menor que o fluxo génico historico. A
toxicidade dos tratamentos foi avaliada com as concentracBes e tempos letais. Os efeitos
subletais foram obtidos por meio de bioensaios comportamentais sem e com chance de escolha
das formigas cortadeiras. Todos os tratamentos repeliram e afetaram o comportamento de A.
balzani. A sobrevivéncia de A. balzani foi reduzida, sendo a maior TLso de 42,91 horas para
CRTO042. Valores de CLsp variaram de 1,47 a 2,40 uL.L™ para os 6leos essenciais e de 0,45 a
11,20 uL.L? para os compostos majoritarios, sendo a canfora mais toxica. Conclui-se que ha
viabilidade da implantacdo de uma colecéo de C. tetradenius no Banco Ativo de Germoplasma
de Plantas Medicinais e Arométicas da Universidade Federal de Sergipe com as plantas de C.
tetradenius coletadas, sendo necessarias coletas adicionais de individuos nas quatro populagdes
avaliadas, bem como a amostragem em outras regides de ocorréncia da espécie para ampliar a
base genética. Foram verificadas a atividade formicida do 6leo essencial e compostos
majoritarios de C. tetradenius, demonstrando seu potencial como inseticida natural sobre A.
balzani.

Palavras-chave: diversidade genética, inseticida botanico, marcador molecular, SNP,
velaminho-da-serra.

* Comité Orientador: Arie Fitzgerald Blank — UFS (Orientador), Leandro Bacci — UFS (Coorientador).



ABSTRACT

BRITO, Fabiany de Andrade. Genomic diversity and formicidal potential of the essential
oil of Croton tetradenius Baill. S&o Cristovao: UFS, 2020. 68p. (Thesis - Doctor of Science in
Agriculture and Biodiversity).*

Croton tetradenius Baill. (Euphorbiaceae), an aromatic and bioactive plant endemic to the
Northeast region of Brazil, has insecticide and fungicide potential. Analyzing genetic variability
and implementing biological activity are important steps for establishing collections in Active
Germplasm Banks for conservation of a plant species. Thus, the objective of the present study
was to estimate the genomic diversity and genetic structure of C. tetradenius in Sergipe for
introduction of this species in the Active Germplasm Bank of Medicinal and Aromatic Plants
of the Federal University of Sergipe (Universidade Federal de Sergipe - UFS), as well as
evaluate the toxicity and sublethal effects of essential oils from C. tetradenius genotypes and
their major compounds on the leaf-cutting ant Acromyrmex balzani. Genetic analysis was
conducted by collecting 38 plants in four cities in the state of Sergipe, Brazil (Porto da Folha,
Poco Redondo, Lagarto, and Pacatuba) and using the molecular markers of single-nucleotide
polymorphisms (SNP) obtained from genotyping by sequencing (GBS). The essential oils from
five C. tetradenius plants from the same locations and their major compounds: 1,8-cineol, a-
pinene, camphor, (E)-pinocarveol, and p-cymene, were tested by fumigation on A. balzani
worker ants collected from anthills at UFS. The reagent 3% cetyltrimethylammonium bromide
(CTAB) was used in extraction of DNA for development of the genomic library, followed by
sequencing, processing of the raw sequences, and filtering, resulting in identification of 1387
SNP markers. A low average genetic diversity was observed (Ho < He = 0.086; | = 0.143; f =
0.099). According to the analysis of molecular variance (AMOVA), greater genetic diversity
was observed within the localities (95%) than between the localities (5%), and genetic
differentiation (Fst = 0.041-0.062) among populations was low. The discriminant analysis of
principal components (DAPC) showed greater overlap between the Lagarto and Pogo Redondo
plants, indicating that the current gene flow was less than the historical gene flow. The toxicity
of the treatments was evaluated from the concentrations and lethal times. The sublethal effects
were obtained through choice and no-choice behavioral bioassays of the leaf-cutting ants. All
the treatments repelled A. balzani and affected ant behavior. A. balzani survival declined; the
highest LTso was 42.91 hours for CRT042. LCso values ranged from 1.47 to 2.40 puL.L™* for the
essential oils and from 0.45 to 11.20 pL.L* for the major compounds, camphor being the most
toxic. A C. tetradenius collection can be established in the Active Germplasm Bank of
Medicinal and Aromatic Plants of the Federal University of Sergipe with the C. tetradenius
plants collected. It is necessary to collect additional individuals in the four populations
evaluated and to obtain samples from other regions where the species occurs to expand the
genetic base. The formicidal activity of the essential oils and major compounds of C.
tetradenius was confirmed, showing its potential as a natural insecticide against A. balzani.

Keywords: botanical insecticide, genetic diversity, molecular marker, SNP, velaminho-da-
serra.

* Supervising Committee: Arie Fitzgerald Blank — UFS (Advisor), Leandro Bacci — UFS (Adjunct advisor).



1. INTRODUCAO GERAL

A biodiversidade ou diversidade bioldgica descreve a variedade do mundo natural,
envolvendo o conjunto de todas as espécies de seres vivos da biosfera. O Brasil é considerado
um pais megadiverso, detentor de uma ampla biodiversidade, principalmente dos recursos
genéticos vegetais, como as plantas bioativas (KATE; LAIRD, 1999; MITTERMEIER et al.,
2005; ALBUQUERQUE et al., 2007; VIJAYAN et al., 2011). O desmatamento e a
fragmentacdo dos habitats tém causado enormes perdas destas plantas do seu ambiente natural.
Nesse sentido, estratégias de conservacdo sdo imprescindiveis e a melhor alternativa é a
conservacao ex situ em Bancos Ativos de Germoplasma. Nesses locais, as plantas bioativas
além de serem conservadas, sdo identificadas e caracterizadas para uso futuro em programas de
melhoramento genético (SMALE; DAY-RUBENSTEIN, 2002; MIRJALILI et al., 2009;
AMARAL JUNIOR et al., 2010). Dentre essas plantas bioativas estdo as pertencentes a familia
Euphorbiaceae, de ampla distribuicdo nos variados tipos de vegetacédo brasileira e que possuem
importancia econbmica, como as espécies de Croton, seu segundo maior género
(RODRIGUES; CARVALHO, 2001; BESERRA et al., 2014; NASCIMENTO et al., 2017;
FLORA DO BRASIL 2020 EM CONSTRUCAO, 2019).

O género Croton é bastante diverso e apesar dos varios usos, principalmente na
medicina a partir do conhecimento popular, ainda sdo necessarios estudos mais aprofundados
sobre as utilidades das espécies, a exemplo das que possuem o6leos essenciais. Desta forma,
destaca-se o Croton tetradenius Baill., que é endémica do Nordeste do Brasil, cujo 6leo
essencial ja foi constatado efeito fungicida e inseticida para uso na agricultura (SALATINO et
al., 2007; TRINDADE; LAMEIRA, 2014; MAGALHAES et al., 2015; CARVALHO et al.,
2016; BLANK et al., 2017). C. tetradenius ocorre em locais com solo arenoso e pedregoso, em
ambiente Umido e sombreado (LUCENA, 2009). Porém corre o risco de ser perdida do seu
ambiente natural, a exemplo de alguns municipios de Sergipe 0s quais esta espécie ocorre, caso
0 desmatamento e a intensa fragmentacdo dos habitats continuem. Tudo isso antes mesmo de
serem elucidados os potenciais usos dos 0leos essenciais presentes nesta espécie. Dessa forma,
demanda conservacao em colec¢des ex-situ nos Bancos Ativos de Germoplasma.

Um dos grandes desafios para a implementacdo de Bancos Ativos de Germoplasma é a
escolha de acessos que representem a diversidade genética existente em ambientes naturais
(RAO, 2004). Assim, a caracterizacdo genética pode ser realizada antes da implantacdo dos
acessos nas colegdes, usando marcadores moleculares de DNA para obter os dados sobre a
diversidade e estrutura gendmica. Tais informacbes sdo essenciais para implantacdo em
colecBes porque permite entender sua base genética, ou seja, se as plantas em estudo possuem
baixa, mediana ou alta diversidade genética, bem como ter informacdes sobre o
compartilhamento de alelos entre as popula¢des naturais. Dessa forma, € possivel estabelecer o
namero de plantas para representar a diversidade genética onde foram coletadas (SEGARRA-
MORAGUES et al., 2005; GUPTA et al., 2015; SOLER et al., 2017; DULLOO et al., 2018).

A caracterizagdo por meio dos marcadores moleculares de polimorfismos de
nucleotideos Unicos (Single Nucleotide Polimorphism - SNP) tém sido amplamente utilizados
em varias analises genéticas, com aplicagdo na genotipagem em larga escala, eficientes na
analise da diversidade e estrutura gendmica populacional. Os SNPs sdo marcadores bialélicos
e codominantes, apresentam ampla ocorréncia no genoma, possibilitando a obtengdo de um
grande numero de marcadores, sendo assim muito informativos na diferenciacdo entre os
individuos (N'DA et al., 2016; KUHN et al., 2019; ZHAO et al., 2019).

Realizar caracterizagdo das substancias quimicas oriundas do metabolismo secundario,
como os 6leos essenciais, também é importante, pois permite identificar quais compostos estdo
presentes nas amostras. Estes podem ser avaliados quanto aos potenciais usos, por meio da
atividade bioldgica, como a acdo inseticida em diversas pragas agricolas (LIRA et al., 2015;
TAIZ et al., 2017; PAVELA et al., 2020).
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J& existem muitos estudos descrevendo o efeito inseticida dos dleos essenciais, causando
toxicidade em insetos-praga devido a complexidade dos compostos quimicos que atuam por
meio de diferentes mecanismos de acdo. Assim, produtos naturais com o6leos essenciais
presentes em sua formulacdo podem ser um método alternativo no controle de tais insetos-
praga, principalmente por serem lipofilicos e biodegradaveis. Insetos eusociais séo altamente
organizados, com elaborada comunicacdo quimica, exibindo alteracdes comportamentais,
tornando-se assim um grande problema para agricultores quando se tornam pragas, como as
formigas cortadeiras do género Acromyrmex. O controle quimico aplicando inseticidas
sintéticos é o mais usado nas culturas afetadas por estes insetos-praga. Porém demanda grande
quantidade desses produtos altamente nocivos para o ambiente, animais e satde humana, sendo
importante a obtencdo de métodos alternativos (LIMA, 2004; VILELA et al., 2008; LOPEZ;
PASCUAL-VILLALOBOQOS, 2010; DELLA LUCIA et al. 2014; PAVELA et al., 2019).

As formigas cortadeiras de folhas podem causar grandes prejuizos, com danos que
podem dizimar plantacGes inteiras. Acromyrmex balzani ¢ uma formiga cortadeira de ampla
importancia econdémica porque afeta diversas culturas, principalmente florestais e pastagens.
Por isso é importante adotar estratégias para seu controle, por serem organismos altamente
organizados e de dificil manejo (DELLA LUCIA et al., 2013; DELLA LUCIA et al., 2014).
Além do mais, ainda ndo foram cadastrados produtos especificos para seu controle. Nesse
sentido, o desenvolvimento de formicidas & base de 6leos essenciais torna-se uma alternativa
promissora (SILVA et al., 2019).

Sendo assim, objetivou-se: (i) caracterizar a diversidade gendmica e estrutura genética
de plantas de C. tetradenius das popula¢cdes nativas em Sergipe para implantacdo de uma
colecdo no Banco Ativo de Germoplasma de Plantas Medicinais e Aromaticas da UFS,
utilizando marcadores SNP; (ii) avaliar a atividade formicida e alteracbes comportamentais dos
6leos essenciais de gendtipos de C. tetradenius e seus compostos majoritarios sobre a formiga
cortadeira Acromyrmex balzani.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Origem, botanica e usos de Croton tetradenius Baill

O género Croton (familia Euphorbiaceae) possui cerca de 1.200 espécies de plantas
distribuidas no continente americano e de ocorréncia comum nos habitats tropicais,
principalmente no bioma Caatinga. S6 no Brasil, um dos principais centros de diversidade desse
género, existem cerca de 350 espécies, com 252 endémicas, presentes nos mais variados tipos
de vegetacdo. E composto por plantas de habitos heterogéneos, formado por arvores, arbustos,
subarbustos, ervas, lianas ou trepadeiras (WEBSTER, 1993; BERRY et al., 2005; SECCO et
al., 2012).

A ocorréncia de espécies de Croton em regides tropicais com vegetacdo secundaria
talvez tenha sido um fator chave para sua diversificacdo evolutiva. Sdo espécies amplamente
distribuidas e de endemismos locais, 0 que ocasiona a ocorréncia desse género em muitas areas
dos trépicos. Uma grande diversidade morfologica foliar foi observada, a exemplo dos
tricomas, que foram relevantes tanto na caracterizac¢ao dos tipos quanto no reconhecimento das
espécies, constituindo-se em uma das analises Uteis na taxonomia desse género (MULLER
1866; WEBSTER, 1993; BURGER; HUFT, 1995; LUCENA,; SALES, 2006).

Séo popularmente conhecidas como velames, canelas silvestres ou marmeleiros, e
possuem uma vasta utilidade (FERNANDES et al., 1971). Alguns usos medicinais e populares
desse género incluem tratamento contra o cancer, constipacdo intestinal, diarreia, problemas
digestivos, diabetes, feridas externas, febre, hipertensdo, inflamacdes, vermes intestinais,
malaria, dor, Ulceras e obesidade. E evidente 0 enorme potencial desse género, porém mais
estudos quimicos e farmacoldgicos sdo necessarios, dada sua magnitude. Algumas espécies
ainda ndo foram estudadas quanto ao seu uso, porém acredita-se que muitas possuem grande
potencial por sintetizarem compostos bioativos (CHARLES et al., 2007; SALATINO et al.,
2007; LIMA; PIRANI, 2008; TRINDADE; LAMEIRA, 2014).

A presenca de compostos bioativos diversos reflete na ampla utilizagdo dos recursos
genéticos desse género, tais como: Croton sphaerogynus como carrapaticida (CASTRO et al.,
2019); Croton urucurana com atividade antifungica (GURGEL et al., 2005); Croton
heliotropiifolius com uso antibacteriano (ALENCAR-FILHO et al., 2017); Croton grewioides
usada contra diarreia (SILVA et al., 2016); Croton laevigatus com agdo anticancer (SONG et
al.,, 2017); Croton lechleri com uso antiviral e antioxidante (UBILLAS et al., 1994;
DESMARCHELIER et al., 1997); Croton echinocarpus como anti-HIV (RAVANELLI et al.,
2016) e Croton megalocarpus para producdo de biodiesel (KAFUKU; MBARAWA, 2010).
Sendo assim, constituem-se entre as melhores fontes de compostos quimicos bioativos da
familia Euphorbiaceae (R1ZK, 1987; PAYO et al., 2001; CARNEIRO et al., 2011).

Diversos metabdlitos secundarios sdo encontrados no género Croton, como os 6leos
essenciais, constituidos por monoterpenos, sesquiterpenos e fenilpropanoides, além dos
fenilbutanoides e alcaloides (SALATINO et al., 2007; AGUIAR et al., 2016). Assim, as
espécies de Croton constituem-se em uma grande fonte de fitoquimicos com propriedades
bioativas excepcionais e sua exploracdo pode ser util para diferentes setores, como alimentar,
de cosméticos, das indlstrias medicinais e para agricultura. Os 6leos essenciais obtidos das
folhas de Croton pulegioides apresentaram 1,8-cineol (15,86 = 0,23%), p-cimeno (14,40 +
0,01%), canfora (13,28% + 0,12%) e o-humuleno (12,98 + 0,22%) em maior quantidade.
Segundo os autores, a variabilidade na composi¢do quimica dos 6leos essenciais depende
essencialmente da origem das amostras, bem como da influéncia da localiza¢do geogréfica e do
clima (NEVES; CAMARA, 2012). Ressalta-se que cerca de 18 especies da familia
Euphorbiaceae de ocorréncia no Brasil j& estdo em risco de extingdo e o género Croton esta
entre os 20 géneros mais diversos da flora brasileira inseridos nas perspectivas de conservagédo
(CORDEIRO et al., 2013).

Dentre as espécies do género Croton, destaca-se Croton tetradenius Baill., de ampla
ocorréncia na regido Nordeste do Brasil, em Alagoas, Bahia, Ceara, Paraiba, Pernambuco, Rio
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Grande do Norte e Sergipe (CARNEIRO-TORRES, 2009), além de Goias e Minas Gerais. E
encontrada na Caatinga e em florestas perenifélias, geralmente sob solo arenoso, pedregoso ou
argiloso, como também em é&reas de capoeiras, brejos de altitudes e areas antropizadas.
Monoica, aromatica e com latex transltcido, essa planta arbustiva tem cerca de 1 metro, possui
folhas alternas a verticiladas no éapice dos ramos; estipulas com 0,7-1 x 0,3-0,4 mm,
persistentes, ndo foliaceas, triangulares, inteiras, sem glandulas; peciolo ndo viscoso medindo
de 1-2,3 cm. A inflorescéncia é terminal, racemiforme, medindo de 3-7,5 cm, continua entre as
cimulas estaminadas e pistiladas. As flores unissexuais sao estaminadas ou pistiladas, e suas
sementes sdo oblongas, rugosas e marrons, medindo cerca de 3-4 x 2-3 mm. Por fim, os frutos
sdo do tipo tricoca. Foi constatado que as fases de florescimento e frutificacdo geralmente
ocorre nos meses de fevereiro e marco (WEBSTER, 1994; LUCENA, 2009; SILVA et al.,
2009).

Conhecida popularmente como velaminho-da-serra, C. tetradenius (Figura 1) possui um
oleo essencial volatil presente nas folhas e, conforme estudado por Carvalho et al. (2016), é
constituido por cerca de 26 compostos quimicos, entre eles monoterpenos e sesquiterpenos,
sendo a canfora o majoritario. Em Sergipe, 37 plantas de C. tetradenius apresentaram baixa
variabilidade quimica dentro de cada populacdo e significativa variabilidade entre as
populacdes estudadas, sendo estas quimicamente agrupadas em dois grupos distintos. Dentre
0s 25 compostos quimicos observados, monoterpenos como a-pineno, o-terpineno, p-cimeno,
1,8-cineol, (E)-pinocarveol, canfora, pinocarvona, cis-ascaridol e trans-ascaridol foram
detectados em maior quantidade (ALMEIDA-PEREIRA et al., 2019).

Foi constatado que essa espécie tem potencial para controlar o crescimento de estirpes
bacterianas de origem alimentar (ALMEIDA-PEREIRA et al., 2019), possui atividade
inseticida sobre larvas e adultos de Aedes aegypti (CARVALHO et al., 2016) e contra o fungo
fitopatogénico Fusarium solani (BLANK et al., 2017), o que a destaca com potencial uso para
obtencéo de produtos naturais, justificando a busca de estratégias para sua conservagédo, bem
como estudos mais aprofundados (WEBSTER, 1994; FORZZA et al., 2010).

Figura 1: Plantas de Croton tetradenius coletadas em Sergipe.

2.2 Conservacao e caracterizacdo de recursos genéticos vegetais
A biodiversidade é a base da vida e sua perda ocasiona sérios problemas. Acontece que,
devido a degradacdo ambiental, ha o esgotamento dos recursos naturais. Dentre as causas dessa
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degradacdo esta4 o desmatamento, que é a supressao total da vegetacdo nativa de uma area (até
mesmo com as queimadas) para outros usos da terra, como agricola, construcbes urbanas e
pastagens. Essas atividades antrépicas feitas de forma inadequada tém acarretado uma grande
fragmentacdo ambiental e ocasionado a intensa pressao sobre a fauna e a flora, trazendo perdas
irreversiveis desses recursos genéticos nos ambientes naturais, consequentemente gerando
desequilibrio ambiental (AGRAWAL et al., 2012; INPE, 2013; BRASIL, 2019).

No Brasil, a vegetacdo € muito heterogénea em seus variados tipos de clima, a exemplo
da Caatinga, que contém pelo menos cem tipos de paisagens Unicas, das quais fazem parte os
refugios montanhosos e os rios permanentes, como 0 Rio Sdo Francisco. Esse bioma sofre
gravemente pela degradacdo ambiental, especialmente com os processos de desertificacéo.
Sabe-se que, para cada planta extinta, pelo menos outras 30 espécies a acompanha, muitas delas
micro-organismos. Portanto, a perda da biodiversidade pode aumentar a uniformidade do
material genético vegetal, levando a sua diminuicdo e até mesmo a extingdo de espécies nos
ambientes naturais. Em Manihot esculenta (Euphorbiaceae), cujo centro de origem é a América
do Sul, a erosdo genética do material silvestre ocorreu devido ao intenso desmatamento
(SILVA; CORREA, 2007; SILVA; RIOS, 2013; PHILLIPS, 2017).

Um componente importante que faz parte da biodiversidade séo as plantas medicinais
aromaticas (KATE; LAIRD, 1999; HEYWOOD, 2015; CHANDRA DE, 2016), cujos recursos
genéticos estdo sendo perdidos do ambiente com a continuidade do desmatamento, antes
mesmo de serem elucidados todos os seus potenciais usos (OGWU et al., 2014; DULLOO et
al, 2017). Como fonte medicinal, estas espécies sempre estiveram na vanguarda de praticamente
todas as culturas das civilizacbes. Sdo consideradas recursos importantes, a partir delas muitos
medicamentos sdo produzidos. Por milhares de anos, as plantas medicinais tém sido usadas para
tratar disturbios da saide, adicionar sabor ou conservar alimentos. Por isso, estes recursos
necessitam urgente de estratégias que garantam a sua conservagao para uso futuro, evitando
assim, que espeécies potencialmente Gteis ao homem sejam perdidas (BENNETT et al., 2017;
DAR et al., 2017; BAMOLA et al., 2018).

Essas espécies de plantas amplamente presentes nas populac@es naturais possuem
diversos usos devido aos metabdlitos secundarios que possuem. Elas recebem a denominacao
de plantas bioativas, ja que possuem alguma acao sobre outros seres vivos, cujo efeito pode se
manifestar devido a sua presenca no ambiente ou do uso direto das substancias delas extraidas
(DURMIC; BLACHE, 2012; VALLI et al., 2012; MOURA et al., 2018; CARDOSO et al.,
2019). Exemplos de produtos naturais a base de plantas tem sido utilizados no controle de varias
doencas e pragas agricolas, consistindo em um dos fatores que fazem com que a conservacao
desses recursos genéticos vegetais se torne cada vez mais importante, especialmente para
obtencdo de uma agricultura sustentavel, que visa suprir as necessidades de popula¢des cada
vez maiores (VIJAYAN et al., 2011). Para isso, a coleta de exemplares seguido da conservagao
ex situ evita sua perda causada pela degradacdo e fragmentacdo ambiental (KASSO;
BALAKRISHNAN, 2013; SILVEIRA et al., 2018).

Desde o século passado, varios governos nacionais e centros internacionais de pesquisa
agricola desenvolvem uma série de programas e institutos para identificar e preservar 0s
recursos genéticos vegetais in situ (isto é, em uso pelos agricultores locais) ou ex situ, em
centros de bancos de genes ou em Bancos Ativos de Germoplasmas (BAG’s). Varias espécies
de plantas ja foram coletadas e conservadas ex situ. A FAO estima que existem cerca de 7
milhGes de recursos genéticos de plantas sendo armazenados em todo 0 mundo com um total
de 1.308 BAG’s, em 77 paises. Existe ainda a preocupacdo de que o vasto conhecimento
tradicional sobre plantas e seu lugar nos ecossistemas, obtidos ao longo dos milénios, possa ser
perdido. Assim, uma solucdo foi desenvolver esse banco de dados ex situ para abrigar extensas
colecdes de plantas (JIA et al., 2017; PHILLIPS, 2017).

Manter as cole¢es de uma espécie em BAG é um passo importante para aumentar a
compreensdo dos recursos genéticos de plantas bioativas (BHERING et al., 2015), uma vez que
essas colecbes visam garantir um suprimento sustentavel dos recursos genéticos vegetais.
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Porém, para introduzir uma espécie em um BAG, € necessario coletar um nimero minimo de
acessos que represente a diversidade genética presente nas areas de ocorréncia natural a fim de
realizar com éxito a conservagao. Por isso, € preciso conhecer as populagdes nativas existentes
para depois coletar e implantar a colec¢do, evitando também acessos duplicados (SEGARRA-
MORAGUES et al., 2005; MASCHER et al., 2019). A manutencdo do BAG demanda recursos
financeiros e estruturais, mas por vezes ha limitagdes, sejam elas na manutencédo das plantas ou
por falta de espaco fisico quando hd um nimero muito grande de amostras. Entdo, por esse
motivo, as amostras a serem preservadas devem representar ao maximo o padrao de distribuicéo
da diversidade genética de uma populagdo em um menor nimero de individuos (CAVALLARI,
2004).

Os avancos tecnoldgicos na biologia molecular contribuiram substancialmente para a
compreensdo da diversidade genética das plantas (MONFARED et al., 2018). Nesse sentido,
os marcadores moleculares sdo ferramentas eficientes para avaliacdo da variagdo genética
(RAMAKRISHNAN et al., 2016). Eles permitem obter informacgdes sobre a diversidade
genética dos individuos que, por sua vez, contribui para uma selecdo mais eficiente de quais e
quantos individuos deverdo ser incluidos no programa de conservacdo. Otimizando assim, tais
recursos fisicos, humanos e financeiros para manutencdo do BAG, ajudando a selecionar os
individuos de forma que uma amostra representativa daquela populacdo seja efetivamente
conservada (SEGARRA-MORAGUES et al., 2005; VINSON et al., 2018; DAR et al., 2019).

Numa etapa posterior, 0 conhecimento sobre a diversidade genética pode ser util no
planejamento de programas de melhoramento (SOUZA et al., 2020). Esse conhecimento é
essencial para identificar pais geneticamente distantes com caracteristicas agronémicas
favoréveis para produzir populaces hibridas, permitindo a selecéo e desenvolvimento de novas
cultivares melhoradas (KUHN et al., 2019). Por exemplo, observada uma baixa diversidade
genética entre as plantas que se pretende conservar, havera a necessidade de coletas adicionais
ou em outros locais de ocorréncia a fim de ampliar a base genética para 0 melhoramento
genético futuro. Para tal finalidade, é necessario dispor de uma alta e representativa diversidade
genética (FARIAS NETO; RIBEIRO JUNIOR, 2008; ROSA et al., 2013).

Para realizar um plano de manejo bem-sucedido de conservagao ex situ de uma espécie
vegetal, é necessario o conhecimento da diversidade e estrutura genética presentes nas
populagdes nativas para projetar esquemas de amostragem apropriados e uma avaliacdo da
representacdo genética do material coletado na populacdo de origem, antes da sua implantacéo
em BAG’s (SEGARRA-MORAGUES et al.,, 2005). Além da caracterizacdo genética, a
conservacao dos recursos genéticos vegetais deve ser acompanhada de diversos estudos, tais
como: morfoagronémicos, fisioldgicos, bioquimicos, moleculares (AMARAL JUNIOR et al.,
2010) e de atividade biologica (MAXIA et al., 2009).

Em suma, a caracterizacdo genética é um elo de ligacdo entre conservacdo e utilizacéo
de recursos genéticos vegetais, especialmente das plantas bioativas. Entender a diversidade dos
recursos genéticos € um componente essencial da biodiversidade. Além disso, tais recursos
genéticos estdo associados a potenciais usos, pois sdo ingredientes essenciais para pesquisa e
desenvolvimento (P&D) nas indastrias farmacéutica, universidades, medicina botanica,
agricultura e biotecnologia industrial (SWANSON; GOSCHL, 2000). Nesse sentido, ha um
esforco para associar a diversos recursos genéeticos em todo o mundo o valor aplicado de uso
direto no melhoramento genético (LEE; SOHN, 2016).

Além disso, a diversidade genética é a matéria-prima para o melhorista, porque o
espectro de variagdo genética disponivel determina o potencial de selegdo e utilizacdo dessas
plantas (GUPTA et al., 2015). Assim, o conhecimento da diversidade e da estrutura genética é
importante na selecdo e conservagdo de plantas bioativas, fornecendo informacoes relevantes
para a selecdo, criacdo e conservacao do BAG (SOLER et al., 2017).



2.3 Diversidade e estrutura genética de plantas bioativas

A variabilidade genética interpopulacional pode estar seriamente ameacada com o
desmatamento, principalmente devido a perda dos alelos, que por vezes sdo extintos com 0
desaparecimento das populacdes locais. Isto demanda a criacdo e manutencdo de reservas
naturais, sendo a diversidade genética um aspecto importante a ser considerado pelos 6rgaos
publicos e outras instituicGes durante as acdes de conservacédo da biodiversidade. Diversidade
genética é definida como a variedade de alelos e gendtipos em uma populacdo, gerando
diferencas morfologicas, fisiologicas e comportamentais em individuos nas suas populacdes
naturais. Estudos sobre a variacao genética e a diferenciagdo entre populacfes de uma espécie
sdo essenciais para avaliar as melhores estratégias em esquemas de amostragem e de
conservacdo (FRANKHAM et al., 2008; SILVESTRINI et al., 2013; MONFARED et al.,
2018). Dessa forma, elucidar a diversidade e a estrutura gendémica nas espécies com potenciais
usos, como as plantas bioativas de populagdes naturais, fornecem as informacgoes relevantes
para a selegdo, implantagdo e estratégias de conservacao de BAG’s (SOLER et al., 2017).

A diversidade genética das espécies de plantas depende principalmente da
adaptabilidade destas a ambientes em constante mudancga, como ocorre nas plantas bioativas.
Alguns fatores podem altera-la entre as populacdes de mesma espécie, como as mudancas
climaticas (PAULS et al., 2012; WAN et al., 2016), localizacdo geografica (SHILPHA et al.,
2013), temperatura, umidade e tipo de solo, tamanho da populagdo e sistema reprodutivo
(HUANG et al., 2016). Fatores que trazem como consequéncia a diminuicdo do tamanho
populacional devido a intervencdo humana e fatores abi6ticos diversos, afetam diretamente ndo
sO a diversidade, como também a estrutura genética. 1sso torna as populacdes vulneraveis
devido a limitagdo do potencial evolutivo, fazendo com que estas ndo tenham variabilidade
suficiente para sobreviver as mudancas ambientais abruptas (TORO et al., 2005; BALDONI et
al., 2020).

A manutencao da diversidade genética é relevante na biologia da conservacao, ja que é
ela quem fornece o potencial adaptativo e evolutivo de uma espécie. Por isso, 0 conhecimento
da composicdo genética de uma espécie e de como ela esta estruturada (organizada) nas suas
populacdes sdo fundamentais nas estratégias de conservacéo. E importante entender também se
a estruturacdo genética observada é uma caracteristica natural ou é resultado das acOes
antrdpicas, tais como a fragmentacao dos habitats. A fragmentacdo pode alterar o fluxo génico
entre as populac6es, tornando-as mais suscetiveis a deriva genética e endogamia (FRANKHAM
et al., 2008).

Populacdes pequenas de plantas em namero e tamanho de area tendem, por vezes, a
apresentar baixos niveis de diversidade genética. Com a intensa reducdo, uma solucao seria seu
conhecimento prévio para implementar melhores estratégias de conservacao, antes dessas
plantas serem perdidas do seu ambiente natural (JESUS et al., 2009; KAHILAINEN et al.,
2014; DULLOO, 2018; RAMESHKUMAR et al., 2019). Baixo fluxo génico, deriva genética e
isolamento geogréafico interferem, por exemplo, na estrutura genética de uma populacgéo de
plantas bioativas. Comparado ao fluxo génico, é mais provavel que a deriva genética afete a
baixa troca de genes entre habitats isolados (JONSSON et al., 2008; LI et al., 2019). Os niveis
de variacdo e estrutura genética podem ser medidos dentro e entre as populagdes, e estes podem
indicar, por exemplo, o status de espécie em risco de extingdo, devido a destruicdo dos habitats
das populacdes naturais (WANG et al., 2016).

As frequéncias genotipicas de plantas de populagcfes naturais podem ser testadas para
verificar se estdo de acordo com o equilibrio descrito por Hardy-Weinberg. Estes testes podem
fornecer informagdes importantes sobre a estrutura genética das populacées. O coeficiente de
endogamia (Fis), por exemplo, pode informar sobre o afastamento das proporc¢des esperadas
para uma populacdo em equilibrio. Um valor positivo indica um excesso de homozigotos, ja
negativo indica um déficit de homozigotos. Interpretar as causas desse excesso ou déficit é
dificil, mas pode-se afirmar que a causa mais comum do excesso de homozigotos é o
acasalamento ndo aleatério ou a subdivisdo populacional. Quando é observado um déficit de
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heterozigotos e diferenciacdo significativa, é possivel inferir que essa estruturacdo pode ser
consequéncia do isolamento pela distancia entre as populacbes (ALLENDORF; LUIKART,
2007; FRANKHAM et al., 2008).

Em Peganum harmala, a alta diversidade genética auxiliou na orientagdo das coletas
(EL-BAKATOUSHI; AHMED, 2018). Em mamona (Ricinus communis L., Euphorbiaceae) foi
obtido uma melhor compreensao para conservacdo, bem como no manejo de germoplasma,
orientando nos programas de melhoramento (BAJAY et al., 2009). Em Jatropha curcas L a
baixa diversidade genética observada indicou a necessidade de ampliar a base genética e
aumentar a variabilidade da colecdo dessa espécie (ALKIMIM et al., 2013). Em populagdes de
Theobroma speciosum observou-se que embora os efeitos da fragmentacdo sejam pequenos em
populacdes, o processo de fragmentacdo persistente pode facilitar a deriva genética, levando
essas populacdes a depressdo por endogamia, ocasionando mudancas na estrutura e na perda da
diversidade genética, necessitando de estratégias para sua preservacdo (DARDENGO et al.,
2018). Fatores que afetaram a estrutura genética de espécies de Zingiber foram atribuidos a
localizacéo e fluxo génico, via polen (HUANG et al., 2016). A moderada variabilidade genética
em estudos com plantas de populagdes nativas de C. tetradenius do estado de Sergipe usando
marcadores ISSR foi relevante para sua conservagdo em futuros programas de melhoramento
genético (ALMEIDA-PEREIRA et al., 2017).

A avaliacdo da diversidade e estrutura genética dentro e entre populagdes pode ser
realizada por meio da utilizacdo de diferentes técnicas. Dentre elas, os marcadores genéticos
moleculares, que tratam de todo e qualquer fen6tipo molecular de um gene expresso ou de um
segmento especifico de DNA (BOREM; CAIXETA, 2009). Eles sio caracterizados devido as
diferengas genéticas no DNA, que sdo determinadas por mutagdes pontuais, gerando
polimorfismos que podem ser acessados por varias técnicas, utilizando leis classicas
mendelianas. As principais vantagens que os marcadores moleculares possuem sdo a obtencéo
praticamente ilimitada de polimorfismos genéticos que podem ser detectados em qualquer
estagio de desenvolvimento da planta, bem como de identificar o genétipo sem que haja
influéncia ambiental (FALEIRO, 2007; KUMAR et al., 2009; IDREES; IRSHAD, 2014).

Nas plantas, os marcadores moleculares tém sido Uteis para orientar a coleta de material
genético com a finalidade de conservacao ex situ, descrever a organizacao da variacdo genética
em populacBes naturais e conhecer a magnitude da diversidade genética da espécie e das
populacdes. Diferentes tecnologias moleculares possuem vantagens e limitacdes, que
compreendem desde a infraestrutura disponivel, requisitos técnicos e de custos, ao nivel de
conhecimento genético da espécie de interesse, bem como os tipos de dados que as diferentes
técnicas podem gerar e nos niveis taxondmicos em que eles podem ser mais adequadamente
aplicados (PHILLIPS; VASIL, 2001; FALEIRO, 2007).

2.4 Marcadores moleculares SNP (Single Nucleotide Polimorphism)

Os marcadores moleculares polimorfismo de nucleotideo Unico (do inglés Single
Nucleotide Polimorphism - SNP), tém sido amplamente utilizados em varias analises genéticas.
Os dados obtidos pelos marcadores moleculares SNP séo faceis de coletar em grandes
guantidades devido a sua alta frequéncia no genoma, a facilidade de design dos conjuntos de
transcriptomas (ou genomas) e a disponibilidade de plataformas de analise SNP de alto
rendimento, sendo assim um marcador molecular potencialmente Gtil (N'DA et al., 2016;
KUHN et al., 2019).

Os SNP podem ser definidos como qualquer substituicdo ou insercao/excluséo de base
unica (InDel) no genoma, em uma posicéo na fita de DNA de uma espécie, onde duas ou mais
bases alternativas ocorrem em frequéncias consideraveis (> 1%). S&o marcadores
codominantes, abundantes nas regides codificantes e ndo codificantes para genotipagem de
larga escala na descoberta simultdnea de SNP. Sdo importantes devido a sua abundéancia,
distribuicdo uniforme e forte associacdo com as caracteristicas de interesse. E possivel o
desenvolvimento de marcadores SNP em espécies ndo-modelos, para as quais ha pouca ou
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nenhuma informacdo de sequéncia genémica. S0 ideais para realizar estudos genéticos,
identificacdo de cultivares, na gendmica comparativa, evolucdo e mapeamento de loci de
caracteristicas quantitativas, bem como de diversidade e estrutura genética de
populacdes/germoplasmas. Os marcadores SNPs também oferecem muitas aplicacbes no
melhoramento de plantas como construcao de mapas genéticos de alta resolucéo, identificagdo
varietal e andlise filogenética. Tudo isso pode ser feito utilizando o sequenciamento de nova
geracdo, sequenciando e identificando SNPs de parte do genoma (até 10%) de um individuo
(PRIMMER et al., 2002; OSMAN et al., 2003; FRANKHAM et al., 2008; HAYWARD et al.,
2012; KUMAR et al., 2012; ZHANG et al., 2016; BALOCH et al., 2017; SICCHA-RAMIREZ
etal., 2018).

O sequenciamento de nova geracdo (Next Generation Sequencing - NGS) permitiu um
aumento consideravel na escala das analises genémicas, sequenciando e genotipando milhares
de regides e genomas de interesse. Os avancos nas NGS reduziram os custos do sequenciamento
de DNA até que o uso da metodologia de genotipagem por sequenciamento (Genotyping by
Sequencing - GBS) tornou-se viavel para espécies de genoma grande e de alta diversidade. A
metodologia do GBS é considerada a abordagem mais conveniente para a deteccdo de SNP em
larga escala e para realizar genotipagem de alto rendimento. Ha um procedimento para a
construcdo de bibliotecas GBS com base na reducdo da complexidade do genoma, usando
enzimas de restricdo (ERSs). Isso ocorre de forma simples, rdpida, extremamente especifica,
altamente reprodutivel e que pode alcancar regides importantes do genoma. A eficiéncia de
sequenciamento para genotipagem é diretamente escalavel com a diversidade genética. Esse
procedimento pode ser generalizado para qualquer espécie a um baixo custo por amostra, logo
0s pesquisadores podem realizar caracterizacdo genética de uma espécie sem primeiro ter que
desenvolver ferramentas moleculares anteriores, ou podem determinar a estrutura da populagédo
para fins de conservagdo, mesmo que ndo haja o conhecimento prévio do genoma (ELSHIRE
etal., 2011; NARUM et al., 2013; SWARTS et al., 2014; ANDREWS et al., 2016; PAVAN et
al., 2017).

Os recentes avangos na genética estatistica populacional oferecem o potencial de
explorar informagdes genotipicas multilocus individuais para testar com mais rigor as
quantificacbes de individuos homozigotos e heterozigotos numa populacao. A analise genética
por meio do marcador SNP é feita com o auxilio imprescindivel dos softwares computacionais,
que também foram projetados para uso de dados obtidos das plantas, afirmando que existe uma
significativa relagdo entre in silico e resultados experimentais. Dessa forma, as ferramentas
computacionais podem ajudar a identificar e caracterizar SNPs funcionais. Uma abordagem
alternativa é tirar proveito das tecnologias de NGS e pontuar SNPs diretamente dos dados da
sequéncia usando um pipeline de bioinformatica (KHARABIAN, 2010; BHAT et al., 2016).
Assim, com o desenvolvimento de tecnologias NGS, a exploracdo de marcadores SNP ganhou
mais atencao e esse tipo de marcador € amplamente utilizado na pesquisa de genética de plantas
bioativas (LI et al., 2019).

Os marcadores SNP foram ferramentas eficientes para detectar variabilidade genética
em algumas especies de plantas, mediante a interpretacdo de alguns parametros, tais como as
heterozigosidades (observada e esperada — Ho/He), indice de Shannon (l), coeficiente de
endogamia (f), Fst par a par das populacdes, analise de variancia molecular (AMOVA) e
analises de agrupamento e de componentes principais (PCA). Por exemplo, em espécies de
Dendrobium, Physalis, Cryptomeria japonica, gergelim e em videiras, este conhecimento
auxiliou no desenvolvimento de estratégias de conservacdo para 0os germoplasmas, bem como
na orientacdo dos cruzamentos (GARZON-MARTINEZ et al., 2015; BASAK et al., 2019; DE
LORENZIS et al., 2019; IWASAKI et al., 2019; RYU et al., 2019).

2.5 Parametros genéticos
Em virtude das crescentes mudancas antropicas nos ecossistemas naturais, € necessario
monitorar a diversidade bioldgica. Nesse sentido, o potencial que os marcadores genéticos
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moleculares podem proporcionar consiste em fornecer tais informacfes de diversidade
relevantes. Dados genéticos observados sdo importantes para monitorar, manejar e conservar
espécies vegetais. As estimativas genéticas na amostragem de plantas para fins de conservacéo
dos recursos genéticos devem ser obtidas com a interpretacdo dos parametros genéticos
analisados. Estimativas confidveis de riqueza alélica e de coeficiente de endogamia, por
exemplo, sdo importantes em investigacdes de genética de populacdes (COSTA et al., 2015).

Tomadas de decisdes sobre a conservacgdo de recursos genéticos precisam ser pautadas
nos parametros genéticos populacionais, especialmente nas espécies com potenciais
econémicos e alvo da interferéncia humana na natureza. Alguns pardmetros para fins de
conservacao séo observados, como nimero médio de individuos para todos os locos analisados,
nimero medio de alelos por loco, numero efetivo de alelos por loco, riqueza alélica,
heterozigosidade observada e heterozigosidade esperada (SILVA et al., 2014).

As frequéncias génicas e genotipicas para cada loco sdo calculadas por meio da
contagem de alelos e genotipos. A frequéncia relativa dos heterozigotos, ou seja, a
heterozigosidade observada (Ho), que é simplesmente a propor¢do dos individuos amostrados
que sdo heterozigotos, é calculada com a divisdo do nimero absoluto de heterozigotos pelo
namero de individuos da amostra. Ja a heterozigosidade esperada (He) é calculada a partir do
modelo de equilibrio de Hardy-Weinberg, sendo He = 2X[pi (1-pi)], em que pi é a frequéncia
relativa de um dado alelo (i) em cada amostra (VASCONCELLOS; CONTEL, 2006;
FRANKHAM et al., 2008).

Dessa forma, para a avaliagdo e selecdo genética precisa nas estratégias de conservacao,
estimativas de componentes de variancia/covariancia e outros parametros genéticos para
caracteristicas importantes devem ser conhecidas (LUPI et al., 2015). A variedade de indices
de diversidade ocorre devido a evolugédo de conceitos em ecologia, bem como a discusséo sobre
perda de diversidade, que ganhou forga principalmente nos ultimos trinta anos. Assim, cada
indice busca o modo mais simples e preciso para expressar o real estado de diversidade de
espécies no ambiente (SEMENSATTO JUNIOR, 2001).

O indice de Shannon (1) é um dos indices de diversidade genética mais utilizados,
baseado na abundéncia proporcional das espécies. Possui facilidade de calculo e possibilidade
de comparacdo através de teste estatistico (teste t). Este indice apresenta duas premissas
principais, a primeira de que os individuos estdo distribuidos aleatoriamente em uma populagédo
indefinidamente grande (efetivamente infinita), e a segunda de que todas as espécies estdo
representadas. E calculado utilizando a formula H’ = - ¥ pi. Log pi, onde pi ¢ a abundancia
relativa (proporcao) da espécie i na amostra, dado por pi = ni/N, em que ni é o numero de
individuos da espécie i e N é o nimero total de individuos. A base logaritmica pode ser a 2, a
10 ou n (SEMENSATTO JUNIOR, 2001). O valor de | varia de 0 a 1, com valores mais
proximos de zero apresentando menor diversidade (SILVA et al., 2015).

O coeficiente de endogamia ou endocruzamento foi proposto por Wright (1965) (f) e é
a probabilidade de que individuos carreguem alelos em locos que sejam idénticos por
descendéncia (FRANKHAM et al., 2008). Este é um parametro que afeta diretamente a
diversidade genética de uma populacdo e resume de forma conveniente sua estrutura genética.
Nele ha os seguintes parametros de descri¢do: o Fir que expressa a correlagdo entre os gametas
que se unem para produzir os individuos em relacdo aos gametas da populacéo total, o Fis que
expressa a média das correlagdes, sendo cada uma delas proveniente dos gametas que se unem
em cada subpopulacdo em relacdo aos gametas desta subpopulacdo e o Fst que expressa a
correlagdo entre os gametas ao acaso dentro da subpopulacdo em relagdo aos gametas da
populacéo total. Os trés parametros apresentam a seguinte relacdo: 1 - Fir = (1 - Fis) (1 - Fst)
(WRIGHT, 1965). O coeficiente de endogamia depende do tamanho efetivo da populacéo,
variando de 0 a 1, visto que, quanto menor for o tamanho da populagdo, maior sera 0 nimero
de ancestrais comuns, consequentemente maior sera o coeficiente de endogamia (BREDA,
2004).
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A distribuicdo da variacdo genética dentro e entre localidades avaliadas para populagoes
de plantas pode ser observada com a obtencdo da analise de variancia molecular (AMOVA),
que revela se a porcentagem da variacdo genética esta presente entre os individuos ou dentro
das populacdes (EXCOFFIER et al., 1992).

Quando se quer inferir a estrutura da populacdo determinando o nimero de clusters
(grupos) observados sem conhecimento prévio, varias abordagens podem ser usadas, como 0
agrupamento K-means, agrupamento Bayesiano, métodos multivariados e a analise
discriminante de componentes principais (DAPC) (JOMBART et al. 2010). O DAPC resume a
variagdo maxima entre os grupos, minimizando as diferencas dentro do grupo (ROULLIER et
al., 2013). Com as informacdes dessas func@es discriminantes pode ser gerado um grafico de
barras (COMPOPLOT), com as probabilidades de atribuicdo de cada individuo aos
agrupamentos formados (JOMBART; AHMED, 2011). Rela¢des genéticas e divergéncia entre
individuos podem ser observadas com a construcdo de dendrogramas utilizando o algoritmo
UPGMA (unweighted pair group method with arithmetic means), com base na distancia
genética de Rogers (ROGERS, 1972).

Nesse sentido, os marcadores SNP podem ser Uteis na avaliacdo da diversidade
gendmica e estrutura genética por meio da interpretacdo desses parametros genéticos. Sendo
que podem ser obtidos a partir dos dados de plantas bioativas de populacGes naturais a serem
implantadas em BAG’s, incluindo aquelas que sdo potencialmente tteis devido a agdo inseticida
na agricultura.

2.6 Atividade inseticida dos 0leos essenciais

As plantas sdo capazes de sintetizar um grande numero de compostos quimicos. Entre
eles, os oriundos do metabolismo primario que participam do crescimento e desenvolvimento
(lipidios, proteinas, carboidratos) e os oriundos do metabolismo secundario. Estes, chamados
de metabdlitos secundarios, sdo originados a partir de rotas biossintéticas diversas que estdo
restritas as plantas pertencentes a determinadas familias ou géneros. Dentre 0s metabdlitos
secundarios estdo os 6leos essenciais (OE’s) ou 6leos volateis. Esses metabdlitos possuem a
funcdo de proteger as plantas no ambiente contra perda de 4gua, herbivoros e patdgenos, servem
como atrativos para polinizadores, estdo envolvidos na comunicagédo quimica, funcionam como
agentes de competicédo entre plantas e da simbiose entre plantas e microrganismos (BAKKALI
et al., 2008; SIVAKUMAR; BAUTISTA-BANOS, 2014; DHIFI et al., 2016; TAIZ et al.,
2017).

Os OE’s sdo uma mistura de substincias volateis presentes em células ou glandulas
especializadas de algumas plantas, umas delas compostas por mais de cem compostos quimicos
de substancias moleculares complexas (dentro desta, pode existir uma variacdo de 5000-7000
constituintes quimicos possiveis). Eles estdo difundidos no reino vegetal, sendo que algumas
familias sdo amplas fontes dessas substancias, tanto em diversidade quimica quanto em
quantidade. Normalmente sdo encontrados em plantas superiores (cerca de 50 familias) das
angiospermas (KUMAR; SENAPATI, 2015; VASILEVA, 2015; HASSAN; SOLEIMANI,
2016; SAIDI et al., 2017; GEORGIEVA; KOSEV, 2018). As substancias quimicas mais
comumente encontradas nos OE’s sdo os élcoois simples, aldeidos, fenodis, ésteres, éteres,
perdxidos, acidos organicos, compostos de enxofre e terpenos (monoterpenos e sesquiterpenos)
(SILVA, 2012; CHAMORRO et al., 2012; ZOUBIRI; BAALIOUAMER, 2014; BASKAR et
al., 2016; SIMOES et al., 2017; SOUZA et al., 2019). Na maioria das vezes 0s compostos
majoritarios, que sdo aqueles presentes em maior quantidade nos OE’s, sd80 0s principais
responsaveis pela atividade biologica. Porém os compostos minoritarios, apesar de estarem
presentes em menor quantidade, podem interagir com 0s compostos mais abundantes da mistura
e atée mesmo entre si, interferindo na atividade bioldgica do OE devido as interacfes de
sinergismo, aditismo e até mesmo antagonismo (CUENCA-ESTRELLA, 2004; CHAMORRO
etal., 2012; OLIVERO-VERBEL et al., 2014; LINGAN, 2018; LUNA et al., 2019).
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Os terpenos ou terpenoides sdo a classe estruturalmente mais variada presente nos OE’s.
O nome terpenoide ou terpeno deriva do fato de que os primeiros membros dessa classe foram
isolados da terebentina. Para sintese de todos os terpenos, a regra que se aplica é a do isopreno,
que é baseada em observagdes de quimica organica. O bloco de construgdo dos terpenos utiliza
como matéria-prima unidades de isoprenos, o difosfato de isopentenila (IPP), que é um isopreno
na forma ativa que esta em equilibrio com o seu isdmero, o difosfato de dimetilalila (DMAPP).
As reacdes de condensacédo dos terpenos ocorrem com a participagéo do fosfato, diferentemente
das reacdes de condensacao classica. A biossintese de terpenos pode ser dividida em duas rotas
principais. Geralmente, as plantas usam duas vias separadas para formar o IPP: a do metil-
eritritol-4-fosfato (MEP) que € plastidial e do acetato-mevalonato (MVA) que é citosolica. Nas
células vegetais, a via MVA sintetiza o IPP citosélico, que pode ser transportado para as
mitocondrias para a biossintese dos isoprenoides. No plastidio, o IPP e DMAPP sdo sintetizados
pela via do MEP. Para construir IPP via MVA no citosol, inicialmente duas unidades de acetil
coenzima A (Ac-CoA) sdo condensadas em acetoacetil-CoA por meio de uma reacdo catalisada
pelo acetoacetil (AcAc) -CoA tioliase (AACT). O IPP e o DMAPP d&o origem a mono e
sesquiterpenos, que tem diversas fungdes entre os géneros das plantas bioativas (ADAM et al.,
2002; DEWICK, 2002). Os monoterpenos, por exemplo, sdo uma grande familia de produtos
naturais, conhecidos como constituintes dos OE’s defensores das plantas que os possui, além
de possuirem papéis ecoldgicos em atracdo polinizadora e alelopatia das plantas. Quando
extraidos, podem ser amplamente utilizados nas industrias alimenticia, cosmética e
farmacéutica (RAMAK et al., 2014).

Mais de 3000 OE’s de diferentes plantas foram estudados, no entanto, apenas 300 séo
comercializados para vérias aplicacfes. Uma caracteristica importante dos OE’s e de seus
componentes é a hidrofobia, uma propriedade que lhes permite particionar lipidios das
membranas celulares e mitocondrias, afetando as estruturas celulares e tornando-as mais
permeéveis. Os OE’s possuem essa tendéncia lipofilica e peso molecular muito baixo. Devido
a essas caracteristicas, possuem a capacidade de penetrar no tecido de maneira mais rapida e
facil (BUTNARIU; SARAC, 2018; ATIF et al., 2020). Dessa forma, sdo atribuidas varias
aplicacBes, como antiparasitarios, antivirais, fungicidas e bactericidas pos-colheita e inseticidas
para agricultura (MOUSSAOUI; ALAOUI, 2016; PAVELA et al., 2018; AHMED et al., 2019;
PAVELA etal., 2019; ATIF et al., 2020; PAVELA et al., 2020).

Muitos OE’s (e seus principais constituintes) de membros da familia Euphorbiaceae
possuem toxicidade via fumigacio (MAGALHAES et al., 2015). O género Croton possui uma
ampla diversidade quimica nos OE’s que conferem diversos usos, entre eles a atividade
inseticida, como em Croton cajucara, Croton linearis, Croton heliotropiifolius, Croton
pulegiodorus, Croton regelianus, Croton palonostigma, Croton rudolphianus, Croton
rhamnifolioides, Croton floribundus, Croton urucurana, Croton argyrophyllus e Croton
tetradenius. Os compostos quimicos majoritarios observados nessas plantas com potencial
inseticidas foram espatulenol, (E)-cariofileno, a-pineno, biciclogermacreno, cénfora, linalol,
metileugenol, sabineno, [-sabineno, P-pineno, (-elemeno, ascaridol e p-cimeno
(ALEXANDER et al., 1991; KUBO et al., 1991; TORRES et al., 2008; SALATINO et al.,
2007; SANTOS et al., 2015; MAGALHAES et al., 2015; CARVALHO et al., 2016; CRUZ et
al., 2017; BRITO et al., 2018; SANTOS et al., 2019; RIBEIRO et al., 2020). Vale ressaltar que
a composic¢do quimica dos OE’s de plantas bioativas pode variar com base no gendétipo, método
de destilacdo, na origem geografica, época de colheita, parte da planta e método de extracao
(MEJRI et al., 2010; GENG et al., 2014; CHEMAT; BOUTEKEDJIRET, 2015; NIZIO et al.,
2015; SANTOS et al., 2015; ELYEMNI et al., 2019).

O conhecimento sobre a composicdo quimica e a bioatividade dos OE’s tém sido de
grande importancia e ha o interesse em substancias novas e eficientes, sem efeitos negativos ao
ambiente e melhores propriedades no controle de patégenos, além da agregagdo de valor
econémico a flora. Tudo isso é ocasionado justamente pelo contetdo diverso dos componentes
quimicos presentes nos OE’s (LINHARES NETO et al., 2018) destacando ndo s6 sua agao
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inseticida, como também repelente contra insetos-praga. Os potenciais efeitos repelentes dos
OE’s e seus constituintes quimicos contra insetos ja foram avaliados para muitas espécies de
plantas (NOVAK; GERBERG, 2005; LIRA et al., 2015; MOSSA, 2016; SOUZA et al., 2019).

Ha diversas maneiras de expressdo da atividade inseticida pelos OE’s, que podem agir
causando mortalidade, deformacdes nos diferentes estagios de desenvolvimento, repeléncia e
deterréncia, inibicdo da oviposicdo, na alimentacdo e no crescimento, alteracdes no sistema
hormonal, alteragdes morfogenéticas, no comportamento sexual, esterilizagdo dos adultos e
mortalidade na fase imatura ou adulta. O efeito toxico dos OE’s pode ser atribuido a
variabilidade de padrdes fitoquimicos, mas envolve varios outros fatores. O ponto de entrada
da toxina é um deles. A acdo repelente € o modo de acdo mais comum dos 0leos essenciais e
de seus compostos majoritarios, onde os insetos identificam compostos nocivos no ambiente e
desenvolvem comportamentos de defesa, como a fuga. Comumente, os OE’s podem ser
inalados, ingeridos ou absorvidos pelo exoesqueleto dos insetos. Eles também agem em
enzimas digestivas e neurologicas, além de interagir com o tegumento do inseto e agdo
fumigante e de contato sobre diversas pragas (ISMAN, 2006). O mecanismo da toxicidade dos
OE’s pode estar relacionado a inibicdo da acetilcolinesterase (AChE) (RIBEIRO et al., 2020).
A AChE é uma enzima responsavel pela catdlise da hidrolise da acetilcolina (um
neurotransmissor), que atua transmitindo a mensagem de um neurdnio para outro no sistema
nervoso de varios organismos. Quando ocorre uma inibicdo da AChE, ocorre um acimulo de
acetilcolina nas sinapses colinérgicas, perturbando a transmissdo do impulso nervoso do inseto-
praga (LOPEZ; PASCUAL-VILLALOBOS, 2014).

Os OE’s tém potencial para serem usados no campo para controlar formigas cortadeiras,
importante inseto-praga de algumas culturas agricolas (ALONSO; SANTOS, 2013;
CASTANO-QUINTANA et al., 2013). OE’s dos quimiotipos calamusenona e (3-cariofileno de
Hyptis pectinata foram mais toxicos do que seus compostos majoritarios sobre Atta sexdens
rubropilosa e Acromyrmex balzani, destacando-os como matéria-prima de grande potencial para
o0 desenvolvimento de novos formicidas (FEITOSA-ALCANTARA et al., 2017).

2.7 Uso potencial dos 06leos essenciais no controle de formigas cortadeiras

As formigas cortadeiras presentes em diversos ecossistemas afetam a biodiversidade, a
estrutura do solo e a disponibilidade de nutrientes em areas naturais dos Neotropicos (FARJI-
BRENER; WERENKRAUT, 2015). Apesar de seu efeito positivo nos ecossistemas naturais
com func¢do importante na natureza, sdo capazes de se tornarem insetos-praga, principalmente
em monocultivos. Dessa maneira, podem ocasionar grandes perdas econémicas em diversas
culturas, principalmente pastagens e florestais, como eucalipto. O ataque de formigas
cortadeiras pode levar a um nivel de desfolha de até 100%, causando a reducdo no diametro e
altura das plantas. Além dos danos diretos, existem os danos indiretos ocasionados pela reducéo
da resisténcia das plantas atacadas, tornando-as suscetiveis a outros insetos, como também a
fungos e bactérias. Os prejuizos alcangcam a ordem de bilhdes de dolares (YING; KOOKANA,
2006; CANTARELLI, 2005). Portanto, deve-se, na tomada de deciséo, optar por métodos
quimicos, bioldgicos, mecanicos ou culturais para controla-las (HOLLDOBLER; WILSON,
1990; MONTOYA-LERMA et al., 2012; DELLA LUCIA et al., 2014). Os géneros Atta e
Acromyrmex (Ordem Hymenoptera, Familia Formicidae, Tribo Attini) sdo os principais quando
se referem a formigas cortadeiras como insetos-praga (HOLLDOBLER; WILSON 1990;
MONTOYA-LERMA et al. 2012).

O género Acromyrmex trata-se de um grupo relativamente pouco estudado, uma vez que
a maioria dos trabalhos é referente a espécies do género Atta. Isto torna o estudo de Acromymex
importante ndo apenas para compreender o forrageamento destas formigas, como também estes
comportamentos complexamente coordenados se originaram e evoluiram (LIMA, 2004). As
formigas cortadeiras Acromyrmex spp. vivem em simbiose com o fungo Leucoagaricus
gongylophorus Moller, que cresce e é cultivado em seus ninhos e atua como sua principal fonte
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de alimento (SILVA et al., 2003; MORAIS et al., 2015), a exemplo da Acromyrmex balzani
conhecida popularmente como quenquéns (DE FINE LICHT et al., 2013).

Acromyrmex balzani (EMERY, 1890) é uma das espécies de formigas cortadeiras
especializadas em forragear gramineas e coletar pétalas de flores (LIMA, 2004). Essa espécie
foi descrita no século XX, quando o género Acromyrmex ainda era considerado parte do género
Atta. Sua ocorréncia era restrita ao territério sul da Amazonia, incluindo uma porgéo
significativa do Brasil, especialmente no centro-sul (FOWLER, 1988). As operérias possuem
elevado grau polimorfico com tamanhos variados, sdo as menores do grupo e costumam ser
facilmente confundidas com outras espécies. Por isso, € comum levar-se mais em conta
caracteristicas das operarias maiores, que tém olhos pouco salientes, quatro a cinco pares de
espinhos dorsais no pronoto - eretos ou angulosos - e uma crista visivel no mesonoto.
Apresentam numerosos tubérculos na superficie do 7° gaster, o que Ihes confere uma aparéncia
aspera quando vista de lado (EMERY, 1890; ANJOS et al., 1998).

No género Acromyrmex ha colénias menores em relacdo as espécies de Atta (LIMA,
2004). Pimenta et al. (2007), em seu estudo sobre o forrageamento de A. balzani, observaram
gue o tamanho méaximo de camara encontrado foi de 12,0 cm de comprimento por x 13,0 cm
de largura, por x 13,0 cm de altura. O numero de camaras foi de quatro ou cinco, sempre
superpostas, com profundidade maxima do ninho igual a 95,0 cm. O nimero de operarias
adultas por coldnia variou de 820 a 1945. Quanto a dindmica de forrageamento, essa espécie
forrageia predominantemente a noite e em horas mais frescas do dia, e transportou para o
interior do ninho uma maior quantidade de gramineas.

A estrutura de cuidados cooperativos com as ninhadas, divisao reprodutiva, do trabalho
e a sobreposicdo de geracdes contribuem para o trabalho das col6nias, bem como ilustram a
complexidade da organizacdo social destes seres. Ha os cuidados e higiene da ninhada, no
cultivo dos fungos, entre outros comportamentos, adquirindo ainda uma complexidade
estrutural dos ninhos. Em suma, s@o insetos eusociais, exibem organizacdo social, do trabalho,
forrageamento, cultivo de fungos, higiene e com estrutura complexa de ninhos, o que dificulta
notoriamente seu manejo e controle populacional (DELLA-LUCIA et al., 2013).

O controle das formigas cortadeiras é realizado quase que exclusivamente com a
aplicacdo de inseticidas quimicos sintéticos via fumigacdo ou com iscas tdxicas que consistem
em atrativos, a base de Fipronil (Fenil pirazol) e Sulfluramida (Sulfonamida Fluoroalifatica)
(BRASIL, 2010; DELLA LUCIA et al., 2014; GANDRA et al., 2016). Entretanto, a aplicacdo
de inseticidas sintéticos pode provocar muitos problemas, como a contaminacdo ambiental,
mortalidade de insetos ndo-alvo, como 0s inimigos naturais do ambiente e efeitos adversos a
salde humana, além de proibicdo por parte de certificadoras florestais, com alto apelo no
mercado internacional como o FSC - Forest Stewardship Council (FSC, 2013; RIBEIRO et al.,
2020). Assim, é necessario o desenvolvimento de produtos alternativos para substituir os
formicidas sintéticos, que sejam de rdpida a¢do no inseto-praga alvo e com menor persisténcia
ambiental (ISMAN, 2006; EL-WAKEIL, 2013; HUSSEIN et al., 2017). Nesse sentido, as
plantas produzem naturalmente compostos bioativos que sdo defensivos contra herbivoros, a
exemplo dos metabolitos secundarios como os OE’s conforme ja explicitado, que também ja
foram relatados como agentes formicidas naturais (SILVA et al., 2003; BENELLI et al., 2017;
RALIYA etal., 2018). Os OE’s sdo promissores para a atividade bioldgica inseticida e repelente
(CHELLAPPANDIAN et al., 2018; SILVA et al., 2018).

Na toxicidade, OE’s agem nos insetos causando sintomas neurotoxicos semelhantes aos
produzidos por inseticidas organofosfatos e carbamatos. Os monoterpenos tém acao inseticida
atribuida ao fato de agirem diretamente na via de inibicdo da acetilcolinesterase (AChE). A
acetilcolina (ACh) é encontrada em vertebrados e artropodes e é um dos principais compostos
pelos quais os impulsos elétricos sdo transmitidos para outras células nervosas ou para musculos
voluntérios e involuntarios. Muitos dos constituintes dos 6leos essenciais tém sido identificados
como inibidores da AChE. Estudos sobre a relagdo estrutura-atividade entre AChE e
monoterpenos indicaram que os hidrocarbonetos possuem forte inibigdo comparados a alcoois.
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A acetilcolinesterase esta envolvida na interrupgdo da transmissdo do impulso pela hidrolise
rapida do neurotransmissor acetilcolina em numerosas vias colinérgicas, nos sistemas nervosos
central e periférico. A inativacdo da enzima, induzida pelos seus inibidores, conduz a
acumulacdo de acetilcolina, hiperestimulacdo dos receptores nicotinicos e muscarinicos, e
interrupgao da neurotransmissdo. Assim, uma intoxicagéo por inibidores da acetilcolinesterase
manifesta-se com sintomas nicotinicos, muscarinicos e do sistema nervoso central. A
acetilcolina é degradada eficazmente pela acetilcolinesterase, estando ela presente nas sinapses
colinérgicas e sendo responsavel pela hidrélise da acetilcolina em colina e &cido acético. A
acetilcolina é um importante neurotransmissor que medeia a contragdo muscular no musculo-
esquelético e liso, a estimulacdo pré-ganglionar no sistema nervoso autdnomo (simpatico e
parassimpatico) e a estimulacdo pds-ganglionar no sistema parassimpatico. Estas a¢Ges da
acetilcolina resultam, classicamente, na ativacdo de receptores nicotinicos (nos ganglios
autdbnomos e muasculo esquelético) e de receptores muscarinicos (no miocérdio, glandulas
exécrinas e musculo liso) (RYAN; BYRNE, 1988; LOPEZ; PASCUAL-VILLALOBOS,
2010).

Além da toxicidade, os compostos quimicos presentes nos 6leos essenciais modulam o
comportamento desses insetos, sendo repelentes naturais e promissores em estratégias
integradas de manejo de pragas. Os OE’s repelentes podem ser usados em certos cenarios em
que os inseticidas tradicionais ndo estdo disponiveis, como em pomares organicos e em
conjunto com outras ferramentas para potencializar o efeito repelente (ORTIZ et al., 2017,
BUTELER et al., 2019).

Os dleos essenciais de mostarda, canela e cravo tém efeitos de contato e ingestdo em
operarias de Atta sexdens rubropilosa e Acromyrrmex subterraneus molestans e sdo promissores
no controle dessas formigas cortadeiras (RIBEIRO; FOUAD, 2016). O desenvolvimento de
pesquisas para a producdo de inseticidas naturais utilizando OE’s de plantas é de grande
importancia. Portanto, podem se tornar matéria-prima para 0 método de controle alternativo,
pois sdo biodegradaveis (SOUZA et al., 2019). Sdo, de maneira geral, reconhecidos como uma
importante fonte natural de formicidas. Os compostos de 6leo essencial e derivados séo
considerados um meio alternativo para controlar muitos insetos prejudiciais e sua rapida
degradacdo no meio ambiente aumentaram a especificidade, que favorece os insetos benéficos
do ambiente (TRIPATHI et al., 2009).

N&o existe nenhum produto registrado no site do Ministério da Agricultura para
controlar a formiga cortadeira A. balzani. Porém diversos estudos envolvendo os OE’s e
compostos majoritarios indicam que a continuidade dessas pesquisas poderdo auxiliar no
registro de produtos para o controle dessa e de outras espécies de formigas. Ja foi constatado
que OE’s de Eplingiella fruticosa, coletadas no estado de Sergipe, e Seus compostos
majoritarios, foram tdxicos via fumigacdo, diminuindo sobrevivéncia e afetando seu
comportamento (SILVA et al., 2019), sendo promissores no desenvolvimento de produtos
naturais formicidas.
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4. ARTIGO 1

BAIXA DIVERSIDADE GENETICA EM POPULACOES NATIVAS DE Croton
tetradenius Baill., UMA FUTURA CULTURA COM ATIVIDADE INSETICIDA,
USANDO MARCADORES SNP

RESUMO

Croton tetradenius é uma espécie aromatica que possui 6leos essenciais com acao inseticida e
fungicida para agricultura. Sua implantacdo em Bancos Ativos de Germoplasma é essencial
para conservacao e uso futuro, sendo necessario observar sua variabilidade genética. O objetivo
deste estudo foi estimar a diversidade e estrutura genémica de C. tetradenius em populagdes
nativas do estado do Sergipe, para introducdo no Banco Ativo de Germoplasma de Plantas
Medicinais e Aromaticas da Universidade Federal de Sergipe, utilizando marcadores de
polimorfismos de nucleotideos Unicos (SNP). Foram coletadas 38 plantas em 4 municipios. O
sequenciamento de bibliotecas gendmicas da genotipagem por sequenciamento (GBS) de C.
tetradenius resultou na identificacdo de 1387 SNPs de alta qualidade. A diversidade genética
média foi baixa (Ho < He = 0,086; | = 0,143; f = 0,099). A analise de variancia molecular
(AMOVA) revelou uma maior variacdo genética dentro das localidades (95%) e a diferenciacéo
genética entre as localidades foi baixa (Fst = 0,041-0,062). Na andlise discriminante de
componentes principais (DAPC) houve maior sobreposi¢do das plantas de Lagarto e Poco
Redondo, indicando que a fragmentacdo recente do habitat pode isolar as popula¢des. Com base
nestes resultados, serdo necessarias coletas adicionais de um grande numero de individuos nas
quatro populacdes avaliadas e em outras regides de ocorréncia, para ampliar a base genética
desta espécie.
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ABSTRACT

LOW GENETIC DIVERSITY IN NATIVE POPULATIONS OF Croton tetradenius
Baill., AFUTURE CROP WITH INSECTICIDE ACTIVITY, USING SNP MARKERS

Croton tetradenius is an aromatic specie that has essential oils of insecticidal and fungicidal
action for agriculture. It’s implantation in Active Germplasm Banks is essential for
conservation and future use, being necessary to observe its genetic variability. The aim of this
study was to estimate the diversity and genomic structure of C. tetradenius in native populations
of the State of Sergipe, for introduction into the Active Germplasm Bank of Medicinal and
Aromatic Plants at the Federal University of Sergipe, using Single Nucleotide Polymorphism
(SNP) markers. Were collected collected 38 plants in 4 cities. The sequencing of genomic
libraries with Genotyping by Sequencing (GBS) C. tetradenius resulted in the identification of
1387 high quality SNPs. The average genetic diversity was low (Ho < He = 0.086; | = 0.143; f
= 0.099). The Analysis of Molecular Variance (AMOVA) revealed greater genetic variation
within the localities (95%) and the genetic differentiation between the localities was low (FST
= 0.041-0.062). The Discriminant Analysis of Principal Components (DAPC) there was a
greater overlap of the Lagarto and Poco Redondo plants, indicating that recent habitat
fragmentation may isolate populations. Based on these results, additional collections from a
large number of individuals in the four populations evaluated and in other regions of occurrence
will be necessary to expand the genetic base of this specie.

Keywords: aromatic plants; genetic diversity and structure; conservation.
4.1. Introducao

O desmatamento e a fragmentacdo de habitats em areas naturais sao problemas de escala
global relacionados principalmente a mudanca de uso do solo para fins agricolas, pastagens ou
construcdes, resultando em consequéncias negativas cujo entendimento é crucial para a
manutencdo de agroecossistemas estaveis e do bem-estar dos seres vivos (Semper-Pascual et
al. 2019; Wang e Gamon 2019). A perda da biodiversidade interespecifica é uma consequéncia
alarmante e notadamente expressiva em muitos ecossistemas; contudo, a perda da diversidade
genética intraespecifica também é preocupante por ndo ser diretamente mensuravel e por ser
dificil de observar em poucas geracdes, afetando a viabilidade a longo prazo de populacGes
naturais em ecossistemas antropizados (Jamieson et al. 2008). Nesse aspecto, muitos recursos
genéticos vegetais podem ser perdidos antes mesmo de se mensurar a sua variabilidade (Rao
2004) e de elucidar seus potenciais funcionais (Dulloo 2018), como o potencial fitoterapico
(Zahn et al. 2019), de producdo de biodiesel (Kafuku e Mbarawa 2010), de inseticidas
(Carvalho et al. 2016) e de fungicidas naturais (Blank et al. 2017).

Para mitigar essas perdas, a conservacdo ex situ de componentes da diversidade
biologica torna-se, em alguns casos, a Unica alternativa viavel (Dulloo et al. 2017; Dulloo 2018).
Dentre as estratégias de conservacdo ex situ estd o Banco Ativo de Germoplasma, que é uma
colecdo de acessos de espécies vegetais onde a variabilidade genética pode ser identificada,
caracterizada e conservada como fontes de genes para uso futuro em programas de
melhoramento genético, podendo ser ampliada com a utilizagdo de novos acessos oriundos das
areas de ocorréncia (Diez et al. 2018; Terzi¢ et al. 2020). Porém um dos grandes desafios da
implementacdo de Bancos Ativos de Germoplasma é a escolha de acessos que representem a
diversidade genética existente em ambientes naturais (Rao 2004). Uma das técnicas modernas
utilizadas para esta escolha é a caracterizacdo genética de plantas usando marcadores
moleculares de DNA (Souza 2015). Os marcadores moleculares tém como vantagens a ndo
influéncia das condi¢cdes ambientais, fisioldgicas e da idade da planta, consistindo numa
ferramenta de controle de qualidade e de monitoramento de produtos desenvolvidos no Banco
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Ativo de Germoplasma, aumentando o potencial e a lucratividade comercial destes produtos
(Khan et al. 2015).

Atualmente, um dos marcadores moleculares mais utilizados para estimar a diversidade
e a estrutura genética vegetal sdo os marcadores SNP (Single-Nucleotide Polymorphisms). Por
serem abundantes nas plantas e permitirem uma maior cobertura do genoma, resultam em
estimativas de diversidade genética mais precisas, aléem de permitir estudos sobre a adaptacao
de gendtipos relacionados ao ambiente. Adicionalmente, técnicas de sequenciamento de nova
geracdo (NGS — Next Generation Sequencing) tém contribuido para uma genotipagem de alto
rendimento, reduzindo o custo e o tempo de identificacdo destes marcadores e de obtencéo dos
resultados (Kim et al. 2016; Kethom et al. 2019). Uma dessas técnicas € o desenvolvimento de
bibliotecas genémicas baseadas em GBS (Genotyping by Sequencing), que reduz as etapas de
preparacdo da biblioteca genémica, com a geracdo de fragmentos utilizando enzimas de
restricdo. Essa técnica demonstrou ser Util para estudo da diversidade gendmica em plantas, até
mesmo naquelas sem um genoma de referéncia (Elshire et al. 2011).

Uma espécie vegetal aromética que tem potencial inseticida e demanda caracterizagdo
molecular para implementacdo em Bancos Ativos de Germoplasma é Croton tetradenius Baill,
conhecida popularmente como velaminho-da-serra. Trata-se de um arbusto monoico com cerca
de 1 metro, de latex translticido, com ampla ocorréncia no Nordeste brasileiro, a exemplo de
Sergipe (Carneiro-Torres 2009; Silva et al. 2010; Carvalho et al. 2016; Brito et al. 2020). Essa
espécie, como outras pertencentes ao género Croton (Euphorbiaceae), sintetiza metabolitos
secundarios como terpenos, que sdo constituintes quimicos comumente observados nos 6leos
essenciais e que conferem diferentes tipos de atividade bioldgica (Webster 1993; Berry et al.
2005; Silva et al. 2010; Flora Do Brasil 2020 em construcdo 2019). Em plantas do estado
brasileiro de Sergipe foi observado no 6leo essencial a presenca de 25 compostos quimicos,
com monoterpenos majoritarios (Almeida-Pereira et al. 2019). Foi observada a acéo inseticida
contra Aedes aegypti e fungicida contra o fungo fitopatogénico Fusarium solani (Blank et al.
2017). Oleos essenciais de plantas coletadas em Sergipe nos municipios de Porto da Folha,
Lagarto, Poco Redondo e Pacatuba e seus compostos majoritarios, apresentaram atividade
formicida sobre a formiga cortadeira Acromyrmex balzani (Brito et al. 2020).

Apesar do grande potencial para obtencdo de produtos naturais a base de Gleos
essenciais de C. tetradenius, a degradacdo ambiental das areas de vegetacdo nativa do estado
de Sergipe pode ocasionar a perda dessa espécie e de sua variabilidade genética (Ghorbanpour
e Varma 2017). Estudos genéticos com marcadores ISSR em popula¢fes nativas de C.
tetradenius do estado de Sergipe evidenciaram moderada variabilidade genética (Almeida-
Pereira et al. 2017), que pode ser perdida com o desmatamento. Assim, a implementacdo em
Banco Ativo de Germoplasma visando a conservacdo deste importante recurso genético e seu
uso posterior em programas de melhoramento genético é uma alternativa viavel e necessaria. A
avaliacdo com SNPs é uma ferramenta que ird acessar de uma forma mais ampla a diversidade
presente entre os acessos (Padua 2018; Ma et al. 2020). Por sua robustez, futuramente os dados
genéticos poderdo ser comparados com informagdes fenotipicas para associar caracteristicas de
interesse com genes especificos para produgdo dos 6leos essenciais e sintese de compostos
quimicos (Lu et al. 2014; Yang et al. 2017; Ceccon et al. 2020).

Utilizando marcadores moleculares SNPs obtidos pelo protocolo de GBS esperamos
responder a seguinte pergunta: os niveis de diversidade genética das localidades amostradas
permitem a implementacdo de um Banco Ativo de Germoplasma com acessos de ampla base
genética? Desta forma, o objetivo deste estudo foi estimar a diversidade e estrutura genética de
C. tetradenius em populages nativas do estado do Sergipe, com base em marcadores SNP, para
selecionar individuos para compor uma colecdo de C. tetradenius do Banco Ativo de
Germoplasma de Plantas Medicinais e Aromaticas da Universidade Federal de Sergipe.
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4.2. Material e Métodos

4.2.1. Coleta do Material Vegetal

Foi feita a prospeccéo e coleta do material vegetal no estado de Sergipe, nos municipios
de Porto da Folha, Poco Redondo, Lagarto e Pacatuba (Tabela 1, Figura 1), foram coletadas
amostras de 38 plantas de Croton tetradenius para compor uma colecdo no Banco Ativo de
Germoplasma de Plantas Medicinais e Aromaticas da Universidade Federal de Sergipe,
localizado na fazenda experimental Campus Rural, em Sao Cristovéo, Sergipe, Brasil (11° 00’
S; 37° 12" W). Folhas frescas e jovens de cada planta foram envoltas em gaze esterilizada e
acondicionadas em gelo no momento da coleta para evitar a oxidacdo. Em seguida, foram
armazenadas a -80.0 °C até a liofilizacdo em aparelho LioTop L101 (Liobras, Séo Carlos, SP,
Brasil). Apds a liofilizacdo, as amostras foram armazenadas em um dessecador contendo silica
gel até a extragdo do DNA. Os voucheres de todas as 38 plantas foram depositados e
identificados no Herbario da Universidade Federal de Sergipe. O projeto estd registrado no
Sistema Nacional de Gestéo do Patrim6nio Genético e do Conhecimento Tradicional Associado
(SISGEN) sob o0 numero ABCCB3B.

Chove ao longo do ano inteiro em todos esses municipios de Sergipe. Pacatuba tem uma
variacdo sazonal extrema na precipitacio mensal de chuva. O maximo de chuvas ocorre
durante os 31 dias em maio, com acumulacdo total média de 130 milimetros. O minimo de
chuva ocorre por volta do inicio de dezembro, com acumulacao total média de 14 milimetros.
Em Porto da Folha, 0 maximo de chuva ocorre durante os 31 dias de junho, com acumulacéo
total média de 69 milimetros. O minimo de chuva ocorre em novembro, com acumulacéo total
média de 14 milimetros. J& em Lagarto, o madximo de chuva ocorre durante os 31 dias na
segunda quinzena de maio, com acumulacdo total média de 95 milimetros. O minimo de
chuva ocorre por volta da segunda quinzena de setembro, com acumulagdo total média de 26
milimetros. Poco Redondo possui déficit hidrico praticamente todo o ano, em marc¢o (136,9
mm), junho (66,4 mm) e julho (96,0 mm) ocorreram mais chuvas na regido (Emdagro 2019;
Weather Spark 2020).

4.2.2. Preparo das amostras e desenvolvimento da biblioteca genébmica de GBS

O DNA foi extraido das folhas jovens utilizando o protocolo baseado no reagente CTAB
3% (brometo de cetiltrimetilam6nio) (Doyle e Doyle 1990), no Laboratério de Diversidade
Genética e Melhoramento de Plantas, no Departamento de Genética da ESALQ-USP em
Piracicaba, Sdo Paulo. As 38 amostras foram quantificadas em gel de agarose 1% (p/v) e
padronizadas para concentracdo de 30 ng/ul para a preparacao da biblioteca gendmica baseada
em GBS (Genotyping-by-Sequencing), seguindo o protocolo com dupla digestdo descrito por
Poland et al. (2012). Primeiramente, 0 DNA gendmico de cada individuo foi digerido por duas
enzimas de restricdo (Nsi | e Mse 1), escolhidas apos testes considerando o tamanho do genoma
e a quantidade de sequéncias repetitivas. Os fragmentos digeridos de cada amostra foram
ligados a adaptadores individuais (barcodes) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) e a
adaptadores especificos para a tecnologia Illumina (Illumina, CS, Pro). Os produtos de
restricdo-ligacdo foram entdo reunidos em um anico pool (multiplex), que foi purificado
utilizando QIAquick PCR Purification Kit (QIAGEN®), e amplificados por PCR visando
enriquecer os fragmentos com ambos sitios de restricdo. Apds essa etapa, a biblioteca foi
novamente purificada, validada e quantificada em aparelho Qubit V3.0 Fluoremeter (Thermo
Fisher Scientific, Carlsbad, CA, USA), para ser submetida ao sequenciamento em plataforma
[llumina (Illumina, Inc.).
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Tabela 1 Codigo de planta, origem e informacdo geogréfica das 38 plantas de Croton
tetradenius que foram amostradas no estado de Sergipe, Brasil.

Cddigo das plantas Municipio de origem Georreferenciamento Voucher
CRT104 Porto da Folha S 09°58'55,6" W 037°27'12,9"  ASE 41453
CRT105 Porto da Folha S 09°58'56,2" W 037°27'12,5" ASE 41454
CRT106 Porto da Folha S 09°58'55,3" W 037°27'12,4" ASE 41455
CRT111 Porto da Folha S 09°58'45,4" W 037°26'44,5"  ASE 41457
CRT112 Porto da Folha S 09°58'45,1" W 037°26'44,1" ASE 41458
CRT113 Porto da Folha S 09°58'45,7" W 037°26'43,3" ASE 41459
CRT115 Porto da Folha S 09°58'46,1" W 037°26'43,6" ASE 41460
CRT116 Porto da Folha S 09°58'47,7" W 037°27'05,4" ASE 41461
CRT120 Porto da Folha S 09°58'45,5" W 037°27'06,6" ASE 41462
CRT203 Poco Redondo S 09°58'20,5" W 037°52'01,0" ASE 41463
CRT215 Poco Redondo S 09°58'52,5" W 037°52'05,6" ASE 41464
CRT222 Poco Redondo S 09°58'52,8" W 037°52'04,3" ASE 41465
CRT223 Poco Redondo S 09°58'53,3" W 037°52'04,6" ASE 41466
CRT224 Poco Redondo S 09°58'53,6" W 037°52'04,5"  ASE 41467
CRT230 Poco Redondo S 09°58'47,9" W 037°52'11,3" ASE 41468
CRT231 Poco Redondo S 09°58'47,7" W 037°52'11,5" ASE 41469
CRT232 Poco Redondo S 09°58'46,5" W 037°52'12,1" ASE 41470
CRT236 Poco Redondo S 09°58'44,6" W 037°52'13,6" ASE 41471
CRT237 Poco Redondo S 09°58'20,4" W 037°52'01,1" ASE 41472
CRT303 Lagarto S 10°51'37,9" W 037°39'17,8" ASE 41473
CRT308 Lagarto S 10°51'37,9" W 037°39'19,6" ASE 41474
CRT321 Lagarto S 10°51'38,5" W 037°39'17,5" ASE 41475
CRT323 Lagarto S 10°51'37,8" W 037°39'17,9" ASE 41476
CRT325 Lagarto S 10°51'37,7" W 037°39'18,0" ASE 41478
CRT328 Lagarto S 10°51'38,0" W 037°39'19,6" ASE 41479
CRT331 Lagarto S 10°51'37,8" W 037°39'19,8" ASE 41480
CRT334 Lagarto S 10°51'38,4" W 037°39'17,7" ASE 41481
CRT335 Lagarto S 10°51'38,6" W 037°39'17,4" ASE 41482
CRT401 Pacatuba S 10°32'44,9" W 036°40'35,5" ASE 41483
CRT402 Pacatuba S 10°32'44,8" W 036°40'35,7" ASE 41484
CRT403 Pacatuba S 10°32'44,8" W 036°40'35,9" ASE 41485
CRT405 Pacatuba S 10°32'44,9" W 036°40'36,6" ASE 41486
CRT409 Pacatuba S 10°32'44,0" W 036°40'37,2" ASE 41487
CRT410 Pacatuba S 10°32'43,8" W 036°40'37,4" ASE 41488
CRT414 Pacatuba S 10°32'45,3" W 036°40'36,7" ASE 41489
CRT415 Pacatuba S 10°32'45,5" W 036°40'36,9" ASE 41490
CRT417 Pacatuba S 10°32'46,1" W 036°40'36,4" ASE 41491
CRT418 Pacatuba S 10°32'46,3" W 036°40'36,3" ASE 41492
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Fig. 1 Localizacdo das 38 plantas de Croton tetradenius amostradas no estado de Sergipe,
Brasil.

4.2.3. Andlise de Dados

4.2.3.1 Processamento de sequéncias brutas e filtragens para identificacdo dos SNPs

As leituras de sequéncias brutas foram processadas no programa Stacks (Catchen et al.
2013), utilizando um pipeline para espécies que ndo possuem genoma de referéncia.
Inicialmente as sequéncias brutas foram demultiplexadas usando o médulo process_radtags, o
qual também removeu sequéncias com baixa qualidade. O modulo ustacks foi utilizado para o
alinhamento das sequéncias e formacgéo de pilhas de sequéncias homdlogas e curtas (stacks)
para permitir a identificagdo de locos com nucleotideos polimorficos. Os parametros usados
nesse processo foram a profundidade minima dos stacks (-m = 3) e a distancia maxima
permitida entre os stacks para mescla-las em um loco (-M = 2). Os locos de cada amostra foram
agrupados em um catalogo usando o modulo cstacks, permitindo distancia maxima entre locos
de cada amostra de 2 nucleotideos (-n 2). Grupos de stacks de cada individuo foram comparados
com o catalogo usando o mddulo sstacks. Depois disso, 0 modulo rxstacks fez corre¢fes dos
gendtipos individuais removendo locos com baixa probabilidade (-In_lim 10). Finalmente, o
maodulo populations foi usado para filtrar os marcadores SNP usando os parametros: frequéncia
do alelo menos frequente (MAF > 0,01), profundidade minima dos stacks (m > 3), retengdo de
apenas um marcador por tag, ocorrendo em pelo menos 75% dos individuos de cada localidade.
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4.2.3.2 Diversidade e estrutura genémica

Utilizando o programa GenAlEx (Peakall e Smouse 2012) foram estimadas as
heterozigosidades observadas (Ho) e esperadas (He), indice de Shannon (1) e coeficiente de
endogamia de Wright (1965) (f). A distribuicdo da variacdo genética dentro e entre as
localidades de coleta das plantas de C. tetradenius foi observada na analise de varidncia
molecular (AMOVA) e sua significancia foi testada com 1000 permutacdes. A estrutura
genética foi avaliada aos pares pelas estimativas de Weir e Cockerham (1984) (Fsr) entre as
localidades e sua significancia baseada em 1000 bootstraps, no GenAlEX.

A estrutura genébmica baseada na variacdo dos SNPs foi avaliada pela Anélise
Discriminante de Componentes Principais (DAPC, Jombart et al. 2010) com o pacote adegenet
2.0.0 (Jombart e Ahmed 2011) para R (R Core Team 2016). Essa analise ndo possui
pressupostos como auséncia de ligacdo e equilibrio de Hardy-Weinberg dentro de grupos
(Jombart et al. 2010). O DAPC resume a variagdo maxima entre 0s grupos, minimizando as
diferencas dentro do grupo (Roullier et al. 2013). Com as informacdes dessas funcdes
discriminantes foi gerado um grafico de barras (COMPOPLOT), com as probabilidades de
atribuicdo de cada individuo aos agrupamentos formados (Jombart e Ahmed 2011).

RelacOes genéticas e divergéncia entre individuos foram investigadas com a construgdo
de um dendrograma utilizando o algoritmo UPGMA (unweighted pair group method with
arithmetic means), com base na distancia genética de Rogers (Rogers 1972) obtido com o
pacote poppr (Kamvar et al. 2014) para R (R Core Team 2015). 10000 bootstraps foram
realizados para inferir a confianca dos agrupamentos. Os dendrogramas finais foram
formatados no FigTree 1.4.1 (http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/) e MEGA versdo 7
(Kumar et al. 2016).

4.3. Resultados

As bibliotecas gendmicas foram sequenciadas com sucesso para as 38 plantas de C.
tetradenius, e o sequenciamento resultou em 643.234.54 reads. Apos controle de qualidade,
demultiplex e filtragem de dados perdidos ou ambiguos, foram identificados 1387 SNPs
bialélicos de alta qualidade, que foram utilizados para caracterizar a diversidade e a estrutura
genética das plantas de C. tetradenius. A profundidade média de sequenciamento foi 3,04 (SD
+ 28,16). Dentre os SNPs foram observadas mais transi¢coes (67,4%) do que transversoes (36%),
e as mutacdes mais frequentes foram as transi¢oes A-G (35,4%) e C-T (32,01%).

A heterozigosidade observada (Ho) variou de 0,055 a 0,088, com uma média de 0,072
que é significativamente menor a heterozigosidade esperada (He), que variou de 0,061 a 0,102
com uma média de 0,086, e a populacdo de Pacatuba foi a localidade que obteve menores
indices de heterozigosidade. O indice de Shannon (1) médio observado foi de 0,143, com a
variacdo de 0,098 a 0,168. O coeficiente de endogamia médio (f = 0,099) ¢ significativamente
diferente de O (Tabela 2).

Na variagdo da distribuicdo genética dentro e entre localidades, observa-se pela
AMOVA que a maior diversidade esta presente nas plantas de uma mesma localidade (95%)
do que entre as localidades coletadas (5%) (Tabela 3). O Fst entre pares de localidades variou
de 0,037 (Pogo Redondo e Porto da Folha) a 0,062 (Lagarto e Pacatuba), com o valor medio de
(0,086) (Tabela 4) e indicou fraca a moderada diferenciacdo genética. Com isso, a estrutura
genética entre populacdes foi baixa, porém significativa, indicando que ndo ha grande
diferenciacéo entre os grupos definidos.


http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/
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Tabela 2 Estimativas de diversidade genética para as 4 localidades onde foram coletadas as 38
plantas de Croton tetradenius, incluindo nimero de amostras (N), heterozigosidade observada
(Ho), heterozigosidade esperada (He), indice de Shannon (1) e coeficiente de endogamia (f = 1-

Ho/HE).
Localidade N Ho He | f
Porto da Folha 9 0,066 0,083 0,139 0,133
Poco Redondo 10 0,080 0,099 0,166 0,100
Lagarto 9 0,088 0,102 0,168 0,090
Pacatuba 10 0,055 0,061 0,098 0,062
Média 0,072 0,086 0,143 0,099

Tabela 3 Anélise de Variancia Molecular (AMOVA) para as 38 plantas de Croton tetradenius
considerando as quatro localidades amostradas.

L Graus de Soma dos uadrado T Porcentagem -
Fonte de Variagdo liberdade quadrados Qmédio Variancia % ’ ve[;Ior
Entre populagdes 3 1090,050 363,350 9,627NS 5 0,051
Dentre populacdes 72 13003,2 180,600 180,600NS 95
Total 75 14093,25 190,227 100

NS Nao houve diferengas significativas.

Tabela 4 Fst par-a-par (Weir e Cockerham 1984) para as plantas do C. tetradenius nas quatro
localidades amostradas em Sergipe.
Poco Redondo Lagarto Pacatuba Porto da Folha
Poco Redondo -

Lagarto 0,041™ -
Pacatuba 0,061" 0,062" -
Porto da Folha 0,037 0,043™ 0,058" -

*, ** significativo a 0,05 e 0,01, respectivamente.

Na Analise Discriminante de Componentes Principais (DAPC) (Figura 2) é possivel
observar que alguns individuos coletados em Lagarto e Poco Redondo estdo sobrepostos, assim
como héa sobreposi¢do com alguns individuos de Porto da Folha. As plantas coletadas em
Pacatuba quase ndo se sobrepuseram as das demais localidades. No grafico de composicao do
genoétipo (COMPOPLOT) (Figura 3) é possivel observar pela mistura das cores que
representam as localidades, o fluxo génico que ocorreu entre elas, mesmo naqueles em que a
probabilidade de associagdo foi baixa. Pacatuba (cor azul) é diferente das demais, mas ainda ha
pouca sobreposicdo. Apenas em CRT303, CRT321, CRT405, CRT409 e CRT417 ndo houve
mistura de alelos.
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Fig. 2 Anélise discriminante de componentes principais. Grafico de densidade — considerando
o0 primeiro componente principal — das 38 plantas de Croton tetradenius avaliadas em Sergipe.
Cada pico representa os individuos de uma localidade, sendo: Porto da Folha - roxo; Poco
Redondo - vermelho; Lagarto - verde; Pacatuba - azul.
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Fig. 3 Composicdo grafica (COMPOPLOT) ilustrando as probabilidades de atribuigdo das 38
plantas de Croton tetradenius coletadas em Sergipe com base na analise discriminante de
componentes principais. Cada planta é representada por uma barra vertical, dividida em cores
de acordo com as localidades, que sdo as fraces estimadas da associacdo dos individuos no
agrupamento. As plantas de cada localidade estdo representadas de acordo com as cores, sendo:
Porto da Folha - roxo; Pogo Redondo - vermelho; Lagarto - verde; Pacatuba - azul.
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De acordo com o dendrograma (Figura 4), a planta CRT321 do municipio de Lagarto
esta mais distante geneticamente das demais. CRT222 e CRT223 apresentaram 80,2% de
similaridade, CRT303 e CRT323 71,3%, CRT230 e CRT231 64,3%, e CRT402, CRT403,
CRT405, CRT409, CRT410, CRT415, CRT418 obtiveram 83,3%. CRT328 e CRT414 (59,1%

de similaridade) foi o Unico par com individuos de localidades diferentes, sendo provenientes
de Lagarto e Pacatuba, respectivamente.
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Fig. 4 Dendrograma das 38 plantas de Croton tetradenius, obtido pelo método UPGMA
baseado na distancia genética de Rogers (1972) com 10.000 bootstraps. As plantas de cada
localidade estdo representadas de acordo com as cores, sendo: Porto da Folha - roxo; Pogo
Redondo - vermelho; Lagarto - verde; Pacatuba - azul.
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4.4. Discussao

A avaliacdo genética por marcadores moleculares é essencial para a conservacdo
eficiente e utilizacdo racional dos recursos genéticos vegetais, sendo que tais estudos sao
indispensaveis para a realizacdo da coleta, manejo sustentavel e da conservacgdo in situ ou ex
situ (Li et al. 2015; Wadt et al. 2018). Nesse sentido, este € o primeiro estudo genético com
plantas de C. tetradenius utilizando marcadores SNP resultantes do desenvolvimento de
bibliotecas gendémicas de GBS, que possibilitou estimar a diversidade e estrutura genética das
localidades estudadas visando a implantacdo de um Banco Ativo de Germoplasma em Sergipe.
O conhecimento da diversidade genética dos individuos é de suma importancia, pois contribui
para a informacdo das espécies e permite a selecdo de plantas a serem inseridas nas estratégias
de conservacdo (Almeida-Pereira et al. 2017). No presente estudo, incluimos mais uma
populacdo de plantas do municipio de Pacatuba, ampliando a cobertura populacional dessa
espécie no Estado em relacéo ao estudo anterior de Almeida-Pereira et al. (2017).

As sequéncias contendo os SNPs das plantas de C. tetradenius tiveram mais transicoes
do que transversdes. Ja foi observado que a frequéncia das transicdes €, geralmente, mais alta
que a frequéncia das transversfes (Vignal et al. 2002; Lyons e Lauring 2017). A hipbtese
seletiva postula que a selecao natural desfavorece as transversdes. Assim, se a taxa de transicdes
for mais alta e as transigdes tiverem maior probabilidade de serem conservativas, estas
ocorrerdao com mais frequéncia simplesmente devido ao viés de mutacdo de transicdo (Zhang
2000; Lyons e Lauring 2017). Assim, essa alta raz&o de transi¢do sobre transversdo ja sugere
um baixo nivel de divergéncia genética nas comparacoes de genoma (Barchi et al. 2011).

A variacdo genética nas espécies vegetais é fortemente afetada por vérios fatores
historicos e demogréaficos, incluindo a distribuicdo geogréafica, a forma de vida, o tamanho da
populacédo e o sistema reprodutivo (Zhu et al. 2009). Assim, a variabilidade genética de uma
populacdo pode ser mensurada pelas estimativas de heterozigosidade (McManus et al. 2011).
Em C. tetradenius, observamos que as frequéncias genotipicas das localidades estudadas
desviam do Equilibrio de Hardy-Weinberg, uma vez que as heterozigosidades observadas (Ho)
foram menores que as heterozigosidades esperadas (He), o que indica uma deficiéncia de
heterozigotos nas populacdes ocasionada por cruzamentos nao aleatérios (Frankham et al.
2008). A ndo aleatoriedade dos cruzamentos nas populacfes ocorre devido ao cruzamento entre
individuos aparentados (Islam et al. 2020) e ao sistema reprodutivo, mais especificamente a
autofecundacdo em espécies vegetais (Ortega e Dicenta 2006; Awad e Billiard 2017).

Para C. tetradenius, observamos que o coeficiente de endogamia obtido (0,099) foi
baixo, porém significativo, indicando a ocorréncia locos em homozigose no genoma da espécie
devido ao cruzamento ndo preferencial entre os individuos aparentados (Charlesworth e Willis
2009; Stelmann et al. 2009), o que pode explicar, em grande parte, as baixas estimativas de
heterozigosidade. Ja com relacdo ao sistema reprodutivo da espécie, sabe-se que C. tetradenius
€ uma espécie monoica, com reproducdo preferencialmente alégama (Silva 2009), o que, a
principio, ndo estaria relacionado a diminuicdo dos locos heterozigotos nas populacdes
analisadas.

Outra estimativa que mensura a variabilidade genética é o indice de Shannon, podendo
variar de 0 a 1, com valores proximos a zero apresentando menor diversidade genética (Silva
et al. 2015). No presente estudo, o valor médio obtido entre as populagdes (0,143) também
indicou menor diversidade genética. Valores similares foram observados por Liu et al. (2011)
estudando uma planta medicinal ameagada de extin¢cdo (Neopicrorhiza scrophulariiflora),
destacando que o cultivo artificial em Bancos Ativos de Germoplasma é imprescindivel para
espécies de importancia medicinal, a fim de garantir um suprimento sustentavel dos seus
recursos genéticos ao adicionar individuos que cubram o maximo possivel da sua faixa de
ocorréncia natural.

Em Sergipe, Almeida-Pereira et al. (2017) observaram moderados niveis de diversidade
genética para C. tetradenius com marcadores ISSR, com He e indices de Shannon com médias
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de 0,30 e 0,45, respectivamente, resultados que também ajudardo na selecdo de plantas para
implantacdo do Banco Ativo de Germoplasma. Porém, ao contrario dos marcadores ISSR que
sdo dominantes (Silva et al. 2015), os marcadores SNP s&o codominantes, em que ocorre a
diferenciacdo entre os individuos homozigotos e heterozigotos (Ganal et al. 2019). Por
possuirem natureza bialélica, ha um menor indice de variagdo dos marcadores SNP, fazendo
com que as estimativas de diversidade genética tenham valor menor quando comparadas as
estimativas obtidas com outros marcadores (Vignal et al. 2002). Contudo, por possuirem ampla
ocorréncia no genoma e por milhares de SNPs serem analisados simultaneamente, sao
marcadores mais informativos e amplamente utilizados na pesquisa genética de plantas (Li et
al. 2015).

A falta de variabilidade genética tem sido observada nas espécies que ocorrem em
apenas uma ou poucas localidades (Liu et al. 2011; Lépez-Pujol et al. 2013), como € o caso dos
estudos com as espécies endémicas de Minasia, Phellodendron amurense, Bupleurum
rotundifolium e Coristospermum huteri (Jesus et al. 2009; Brutting et al. 2012; Lépez-Pujol et
al. 2013; Yang et al. 2016). Os baixos niveis de diversidade genética em espécies com
populacdes pequenas sdo geralmente relacionados ao sistema reprodutivo e a endogamia
intrapopulacional devido ao reduzido ndmero de individuos (Brutting et al. 2012; Dardengo et
al. 2017). Mas a diversidade e a estrutura genética das populacbes de plantas também séo
reguladas pelo fluxo génico dentro e entre populaces e pela deriva genética, especialmente em
populacdes de tamanho reduzido e isoladas geograficamente (Spielman et al. 2004; Aavik et al.
2017). Com relacdo ao fluxo génico, a reducdo do tamanho populacional causado pela
perturbacdo humana e pela fragmentacdo do habitat limita a eficiéncia da polinizacdo por
insetos e ventos durante a floracdo, bem como a movimentacao de dispersores de sementes e,
consequentemente, gera uma menor diversidade genética dentro da populacgdo, levando até
mesmo ao risco de extin¢do das espécies (Gan et al. 2013). J& em relagdo a deriva genética, 0s
efeitos deletérios da fixacdo dos alelos sdo mais provaveis de acontecer quanto menor for o
tamanho da populagdo (LOpez-Pujol et al. 2013). Para C. tetradenius, observamos que as
plantas estdo em uma regido que tem passado por um processo de desmatamento nas ultimas
décadas, e que agora estdo restritas a fragmentos florestais com poucos individuos. Além da
reducdo da diversidade genética, estes poucos individuos de C. tetradenius sdo recursos
genéticos que podem se perder caso o desmatamento continue (FAO 2016; Kulevicz et al.
2020).

A baixa estruturacdo genética entre populacdes de C. tetradenius, observada tanto
pelos valores médio de Fst e par-a-par quanto pela AMOVA, pode indicar que o
compartilhamento de alelos entre populacdes é elevado em razdo do fluxo génico atual entre
populacdes, ou por ter ocorrido fluxo génico historico entre as populacdes. Na DAPC foi
observada sobreposicdo entre as quatro localidades. As populagBes mais proximas
geograficamente (Porto da Folha e Poco Redondo) possuem baixo valor de Fst par-a-par e
apresentam sobreposicdo (Tabela 4; Figura 2). O COMPOPLOT indica as probabilidades de
atribuicdo de individuos para os diferentes grupos (Jombart et al. 2010). Foi possivel observar
que oito plantas das populacdes estudadas, sendo elas CRT105, CRT116, CRT120, CRT203,
CRT215, CRT328, CRT335 e CRT414, foram as mais representativas, possuindo uma mistura
dos quatro grupos, observada pelas cores que as dividiram, indicando que essas plantas
partilham alelos devido ao cruzamento historico ou atual. CRT328 e CRT335 possuem trés
cores bem diferenciadas, com grande parte das cores presente em maior propor¢do da que
aparece nas populacdes de Porto da Folha e Pogco Redondo, indicando compartilhamento de
alelos historico ou atual.

A estrutura genética das populacdes pode ser influenciada por barreiras reprodutivas
e/ou por barreiras ambientais (Baak et al. 2015; Lafon-Placette et al. 2016; Bradburd et al.
2018). Barreiras reprodutivas pré- e pos-polinizacdo, como diferengas fenoldgicas entre
individuos e sistemas de autoincompatibilidade podem ocasionar a reducdo no fluxo génico,
determinando a rapidez de sua diminuicdo e em quais locais serdo afetados primeiro (Macaya-
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Sanz et al. 2011; Sobel e Chen 2014; Baack et al. 2015). Ja as barreiras ambientais, como o
isolamento geografico e a altitude, também afetam o fluxo génico e promovem um aumento na
deriva genética (Ratkiewicz e Borkowska 2006). Como a fragmentacdo recente da paisagem
reduz o tamanho das popula¢es, isolando-as, aumenta a deriva genética e diminui o fluxo
génico (Aguilar et al. 2008; Fan et al. 2019), esta também atua como uma barreira ambiental.
Para C. tetradenius, o desmatamento das areas de ocorréncia da espécie e a sua subsequente
fragmentacdo, seguidos do maior distanciamento entre estas populagdes, pode ter contribuido
com o fluxo génico entre as areas estudadas, ocasionando a baixa estruturacdo genética
observada.

O conhecimento da estrutura genética é importante na selecdo e no melhoramento de
cultivares com interesses medicinais, e fornece informacées relevantes para a selecdo, criagcdo
e conservacao de germoplasma (Soler et al. 2017). Estimar como a diversidade genética esta
estruturada dentro e entre populagbes naturais utilizando marcadores moleculares é
fundamental para delinear o esquema de amostragem de recursos genéticos no campo, de
maneira a obter um Banco Ativo de Germoplasma com diversidade alélica representativa de
suas populacdes de origem (Segarra-Moragues et al. 2005). Para C. tetradenius, com base nos
resultados de baixa diversidade e de maior diversidade genética dentro de populag¢bes do que
entre populacgdes, serdo adicionados ao Banco Ativo de Germoplasma 0s acessos provenientes
das 4 populacbes, sendo necessario coletas adicionais para amostrar um numero maior de
individuos em cada populacéo.

Estudos com Bancos Ativos de Germoplasma de plantas arométicas que observaram
diversidade genética baixa a mediana, a exemplo de Varronia curassavica e Myrcia lundiana
em Sergipe, sugeriram que a expansdo da diversidade genética do Banco Ativo de
Germoplasma € necessaria para a conservacao das espécies, destacando a importancia do local
de coleta das plantas (Alves et al. 2016; Brito et al. 2016). Nesse sentido, visto que a
diversidade genética das populacdes de C. tetradenius foi baixa nessas populac@es do estado de
Sergipe, futuramente, novas coletas para ampliar a diversidade genética dos acessos do Banco
Ativo de Germoplasma devem ser realizadas nas demais regides de ocorréncia dessa espécie,
com a amostragem de um grande nimero de individuos dentro de cada populacéo.

Essa expansdo, aliada ao aumento no nimero de amostras validadas e dos marcadores
moleculares utilizados para mensurar os niveis de diversidade genética, produzirdo informacdes
Uteis para uso em futuros programas de melhoramento genético (Alves et al. 2016; Brito et al.
2016) de C. tetradenius. A baixa diversidade genética ndo € desejavel no melhoramento devido
a perda de vigor e ao aumento da vulnerabilidade das plantas (Aguilar et al. 2008; Borém et al.
2017; Simiqueli et al. 2018; Ying et al. 2018). Além disso, a identificacdo de acessos com
baixos coeficientes de similaridade pode ser usada para realizar o cruzamento entre pais
geneticamente diversos, a fim de produzir progénies com maior variacdo genética em relacéo
as progénies oriundas do cruzamento entre pais intimamente relacionados (Messmer et al.
1993). Diante destes fatores, e visto que a composicdo quimica dos 6leos essenciais é
influenciada por fatores genéticos (Nizio et al. 2015), um Banco Ativo de Germoplasma de C.
tetradenius contendo acessos com maior diversidade genética é fundamental para o
melhoramento genético da espécie, visando maior aproveitamento dos éleos essenciais nao so
no entendimento da bioquimica complexa envolvida na biossintese de metabolitos secundarios
dessas plantas, mas também a identificagdo e o isolamento de genes envolvidos em diferentes
etapas de vérias vias metabolicas da sintese de compostos quimicos dos 6leos essenciais
(Kumar e Gupta 2008; Panda et al. 2015). Futuramente, sera necessario ampliar a diversidade
varietal, que exigird um namero elevado de plantas utilizadas na multiplicagdo de acessos para
evitar a perda dos alelos em baixas frequéncias.
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4.5, Conclustes

A baixa diversidade genética e a baixa estruturacdo da variabilidade genética entre
populacdes de C. tetradenius analisadas forneceram uma base importante para as estratégias de
conservagdo da espécie em Banco Ativo de Germoplasma. Como 0s acessos coletados néo
apresentaram base genética ampla, requisito tanto para a conservacdo como para alcancar
progresso nos cruzamentos em programas de melhoramento, serdo necessarias novas coletas de
amostras de plantas representativas de cada uma das quatro localidades estudadas em Sergipe.
Assim como a prospeccdo e coleta em outras regides de ocorréncia, visando ampliar a
diversidade genética da colecdo a ser implementada no Banco Ativo de Germoplasma, que
futuramente ird avaliar o teor e 0s compostos quimicos de interesse para 0s 6leos essenciais
desta espécie.
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5. ARTIGO 2

TOXICIDADE E ALTERACOES COMPORTAMENTAIS CAUSADAS PELOS
OLEOS ESSENCIAIS DE Croton tetradenius E SEUS COMPOSTOS MAJORITARIOS
EM Acromyrmex balzani

Artigo publicado: Crop Protection
RESUMO

A formiga cortadeira de folhas Acromyrmex balzani é uma espécie responsavel por causar
grandes perdas em culturas agricolas, pastagens e plantacdes florestais. Croton tetradenius,
uma planta aromatica de ampla ocorréncia no Nordeste do Brasil, possui potencial como
inseticida botanico no controle de formigas cortadeiras. O presente estudo avaliou a toxicidade
e os efeitos subletais dos éleos essenciais de plantas de C. tetradenius de populagdes naturais
do estado de Sergipe, Brasil, e seus compostos majoritéarios, aplicados via fumigacéo, em
operarias de A. balzani. Os 6leos essenciais utilizados nesse estudo foram obtidos de cinco
plantas de C. tetradenius e seus compostos majoritarios 1,8-cineol, a-pineno, canfora, (E)-
pinocarveol e p-cimeno, adquiridos comercialmente. Todos 0s tratamentos exibiram atividade
formicida, com valores de CLso variando de 1,47 a 2,40 uL.L™* para os 6leos essenciais e 0,45
a 11,20 uL.L?* para os compostos majoritarios. A canfora foi o0 composto quimico mais toxico
testado. Apos exposicdo, houve a reducdo da sobrevivéncia de A. balzani. A maior TLso
observada foi de 42,91 horas para o 6leo essencial da planta CRT042. Os 6leos essenciais e
seus compostos majoritarios repeliram e afetaram o caminhamento das operarias de A. balzani.
Foi verificada a atividade formicida do 6leo essencial de C. tetradenius e de seus compostos
majoritarios, e demonstrado que ele tem potencial como inseticida natural no controle de A.
balzani.

Palavras-chave: Euphorbiaceae, 6leo volatil, inseticida botanico, atividade formicida, efeito
subletal.
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ABSTRACT

TOXICITY AND BEHAVIORAL ALTERATIONS CAUSED BY ESSENTIAL OILS OF
Croton tetradenius AND THEIR MAJOR COMPOUNDS ON Acromyrmex balzani

Leafcutter ant Acromyrmex balzani is a species responsible for causing important losses in
agricultural crops, pastures and forest plantations. Croton tetradenius, an aromatic plant of
wide occurrence in northeastern Brazil, is a plant that has great potential as a botanical
insecticide for control of leafcutter ants. The present study evaluates the toxicity and sublethal
effects of essential oils of C. tetradenius plants from natural populations in the state of Sergipe,
Brazil, and their major compounds, applied by fumigation on A. balzani workers. The essential
oils used in the study were obtained from five plants of C. tetradenius and their major
compounds - 1,8-cineole, a-pinene, camphor, (E)-pinocarveol and p-cymene-, acquired
commercially. All treatments exhibited formicidal activity, with LCso values ranging from 1.47
to 2.40 pL.L* for the essential oils and 0.45 to 11.20 uL.L™ for the major compounds. Camphor
was the most toxic tested compound. After exposure, there was a reduction in the survival of
A. balzani. The highest observed LTso was 42.91h for essential oils of plant CRT042. The
essential oils and their major compounds repelled and affected the walking behavior of A.
balzani workers. The formicidal activity of C. tetradenius essential oil and its major compounds
was verified, and we demonstrated that it has potential as a natural insecticide to control A.
balzani.

Keywords: Euphorbiaceae, volatile oils, botanic insecticides, formicidal activity, sublethal
effects.

5.1. Introducéo

As formigas cortadeiras sdo pragas que atacam varias culturas agricolas, causando
perdas econdmicas que podem chegar a bilhdes de dolares por ano. O uso de inseticidas
sintéticos para seu controle pode resultar em sérios danos a satde humana, ao meio ambiente e
a organismos ndo-alvo (Almeida et al., 2007; Montoya-Lerma et al., 2012). A formiga
cortadeira de folhas Acromyrmex balzani pode causar danos em pastagens, além de culturas
agricolas e florestais. A busca de ingredientes ativos para 0 manejo desta praga é essencial, uma
vez que ndo existem inseticidas registrados para seu controle (Pimenta et al., 2007; Pereira et
al., 1999; Holldobler e Wilson, 1990).

Muitos estudos ja sugeriram 0 uso de 6leos essenciais e seus compostos majoritarios
como alternativas potenciais para o controle de pragas agricolas. Os 6leos essenciais podem ter
atividade repelente e inseticida, constituindo como uma alternativa aos inseticidas sintéticos
(Pavela e Benelli, 2016; Pavela, 2016). Devido a presenca de metabolitos secundarios toxicos,
muitas plantas ndo séo forrageadas por formigas cortadeiras, 0 que sugere que tais compostos
sdo promissores no manejo desses insetos-praga (Feitosa-Alcantara et al., 2017). Além de serem
menos toxicos para 0os mamiferos (Vasantha-Srinivasan et al., 2018), os 6leos essenciais podem
ser eficazes em baixas doses e afetar os organismos-alvo com diferentes mecanismos de acédo
(Zoubiri e Baaliouamer, 2014; Pavela, 2015; Anjum e Wright , 2016; Rajkumar et al., 2019).

Insetos eusociais, como as formigas cortadeiras, tém uma grande capacidade de perceber
mudangas nos fatores externos que ocorrem ao redor do ninho. Portanto, mudangas em seu
comportamento apds a exposicao a 0leos essenciais devem ser observadas (Silva et al., 2018).
Os Oleos essenciais de espécies vegetais aromaticas nativas do Nordeste brasileiro
demonstraram ter atividade formicida e induzem alteracbes comportamentais em A. balzani
(Feitosa-Alcéntara et al., 2017; Silva et al., 2019).

O género Croton compreende espécies que sintetizam metabolitos secundarios, como
flavonoides, alcaloides e terpenos, que sdo compostos quimicos mais comumente encontrados
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nos 6leos essenciais. Estes conferem diferentes tipos de atividade bioldgica, por exemplo,
propriedades antimicrobianas e inseticidas, justificando sua pesquisa para o desenvolvimento
de produtos naturais a base de plantas (Rizk, 1987; Alexander et al., 1991; Berry et al., 2005;
Carneiro-Torres, 2009; Queiroz et al., 2014; Wijesundara et al., 2016; Nascimento et al., 2017;
Flora do Brasil 2020 em construcdo, 2019). Croton tetradenius Baill., uma espécie aromatica
desse género, é um arbusto de ampla ocorréncia no Nordeste do Brasil e nos estados de Goias
e Minas Gerais. Seu 0Oleo essencial contém aproximadamente 26 compostos quimicos, sendo a
canfora o majoritario (Carvalho et al., 2016). Estudos demonstraram que o 6leo essencial de C.
tetradenius possui atividade inseticida contra larvas e adultos de Aedes aegypti e atividade
fungicida contra o fungo fitopatogénico Fusarium solani (Carvalho et al., 2016; Blank et al.,
2017). Portanto, espécies desse género podem ser uma alternativa viavel para o controle de
formigas cortadeiras, uma vez que os 6leos essenciais de algumas espécies ja demonstraram ter
atividade inseticida. O objetivo do presente estudo foi avaliar a toxicidade dos 6leos essenciais
de C. tetradenius e seus compostos majoritarios aplicados via fumigacéo, sobre as operarias de
A. balzani e suas alteracfes comportamentais.

5.2. Material e Métodos

5.2.1. Oleos essenciais e compostos majoritarios

Os Gleos essenciais utilizados neste estudo foram obtidos por hidrodestilacdo, usando
aparelho Clevenger modificado, a partir de amostras de folhas secas coletadas de cinco plantas
de Croton tetradenius em populacdes naturais do estado de Sergipe, Brasil. Os dados de
identificacdo, origem e georreferenciamento de cada planta estdo na Tabela 1.

Tabela 1: Caodigo de planta, origem e informacao geogréafica de plantas de Croton tetradenius
de populacGes naturais no estado de Sergipe, Brasil.

Cddigo da planta Origem (Municipio) Georreferenciamento
CRTO13 Porto da Folha 9°58°45,4” S; 37°27°6,6”W
CRTO023 Lagarto 10°51°40,7”’S; 37°39°25,0"W
CRTO031 Poco Redondo 9°58°7,0S; 37°51°49,0"W
CRT042 Lagarto 10°48°51,4S; 37°36°52,4”W
CRT052 Pacatuba 10°32°44,7’S; 36°40°35,8”W

Os Oleos essenciais de C. tetradenius foram analisados por cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massa (CG-EM), utilizando um detector de ionizacdo de chama
(GCMS-QP2010 Ultra, Shimadzu Corporation, Kyoto, Japdo) equipado com um amostrador
automatico AOC-20i (Shimadzu). Os compostos quimicos foram identificados com base na
comparagdo com os indices de retencdo descritos na literatura (Adams, 2007). Para o indice de
retencdo, usamos a equacgédo de Van den Dool e Kratz (1963) em relacdo a uma série homoéloga
de n-alcanos (nNC9-nC31). Também utilizamos cinco bibliotecas do equipamento (NISTO5,
NISTO5s, NIST21, NIST107 e WILEY8), que permitiram comparar os dados dos espectros
com os encontrados nas bibliotecas, adotando um indice de similaridade de 92%. Além dos
Oleos essenciais, 0s padrdes dos compostos majoritarios encontrados nas plantas do presente
estudo foram adquiridos comercialmente (Sigma-Aldrich ®, Steinheim, Alemanha).

5.2.2. Insetos

As operéarias de Acromyrmex balzani foram obtidas diretamente dos ninhos encontrados
no campus da Universidade Federal de Sergipe, em S&o Cristovéo, SE, Brasil (10°54” S, 37°04°
W). Operarias do mesmo tamanho (9,37 £ 1,28 mg) foram utilizadas nos bioensaios.

5.2.3 Bioensaios de toxicidade aguda via fumigacéo
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A toxicidade dos 6leos essenciais (CRT013, CRT023, CRT031, CRT042 e CRT052) e
de seus compostos majoritarios (1,8-cineol, a-pineno, canfora, (E)-pinocarveol e p-cimeno) foi
avaliada com base nas concentracGes letais (CL) e tempos letais (TL) contra A. balzani. Os
bioensaios preliminares foram realizados utilizando trés concentragdes (1, 5 e 10 uL por L de
ar). A partir desses testes, as concentra¢es foram determinadas nos bioensaios subsequentes
para a construcdo de curvas de concentracdo-mortalidade. O delineamento experimental
utilizado foi inteiramente casualizado, com 4 frascos de vidro (repeti¢bes), 7 formigas por
concentracdo, totalizando 28 formigas por tratamento. Pelo menos sete concentracdes
diferentes foram usadas para cada tratamento junto com um grupo controle com apenas acetona
para estabelecer as curvas de concentracdo-mortalidade.

As formigas foram manuseadas cuidadosamente com o auxilio de pingas de ponta
curvada. As unidades experimentais consistiram em frascos de vidro (250 mL) revestidos ao
fundo de papel filtro umedecido com 0,5 mL de &dgua destilada. Todos os tratamentos contendo
oleo essencial foram diluidos em acetona (Panreac-UVIR-HPLC-GPC PAI-ACS, 99,9% de
pureza) e aplicados com uma microseringa Hamilton® de 10 uL em 1 cm? de papel filtro, fixado
por uma linha na parte inferior da tampa de vidro.

O papel de filtro foi mantido no centro do frasco (espalhador volatil), fora do alcance
das formigas, impedindo o contato direto. Os frascos foram selados hermeticamente com filme
de PVC e a tampa de plastico, mantidas em uma camara BOD a uma temperatura de 25+ 1° C
e <70% de umidade relativa. Nos frascos do grupo controle, apenas o solvente acetona foi
aplicado no espalhador voléatil. A mortalidade foi avaliada 48 horas apds a implementacdo dos
bioensaios. Os individuos que permaneceram estaticos e ndo reagiram aos estimulos realizados
foram considerados mortos. A toxicidade dos compostos majoritarios e dos 6leos essenciais de
C. tetradenius foi determinada usando o mesmo procedimento realizado para os 6leos
essenciais.

Para determinar os tempos letais (curvas de sobrevivéncia e TLsg), foram realizados
bioensaios de fumigacéo utilizando os valores de CLgs, que foram determinados nos bioensaios
anteriores. Dez repeti¢bes, cada uma composta por 7 formigas por frasco, foram utilizadas nos
experimentos, totalizando 70 formigas por tratamento. A mortalidade foi avaliada em intervalos
de 30 minutos por 6 h; em intervalos de 1 h, das 6 as 20 h; e depois em intervalos de 6 horas,
de 20 a 114 horas, totalizando cinco dias de avaliag&o.

5.2.4 Bioensaios comportamentais

Os efeitos comportamentais do 6leo essencial de C. tetradenius e seus compostos
majoritarios sobre A. balzani foram divididos em dois bioensaios: arena totalmente tratada e
arena parcialmente tratada. Os bioensaios com arenas totalmente tratadas foram realizados com
placas de Petri (9 cm de didmetro) contendo papel de filtro na parte inferior. Os tratamentos
consistiram nos cinco 06leos essenciais das plantas de C. tetradenius e seus cinco compostos
majoritarios, todos diluidos em acetona a 1%, além do grupo controle (acetona). Uma aliquota
de 0,4 mL da solucéo de cada tratamento foi aplicada nos discos de papel de filtro, que foram
entdo colocados no exaustor por 5 minutos para evaporacao do solvente. Uma Unica formiga
operaria de A. balzani foi colocada no centro das arenas. O experimento foi montado em um
delineamento inteiramente casualizado, com 20 repeti¢cbes independentes por tratamento,
totalizando 200 arenas. O movimento de cada inseto dentro da arena foi gravado usando uma
camera de video (WVCP504, Panasonic SD5 SuperDynamic) equipada com uma lente
(Spacecom, 1/3” 3-8 mm) e acoplado a um computador. Seu movimento foi gravado por 10
minutos ininterruptamente usando o software EthoVision® XT versdo 8.5 (Noldus Integration
System, Sterling, VA, EUA) (Oliveira et al., 2017). As seguintes variaveis foram avaliadas:
distancia total percorrida, velocidade de caminhamento, velocidade angular e tempo de
imobilidade das formigas.

Nos bioensaios com arenas parcialmente tratadas com 6leos essenciais ou compostos
majoritarios, foram utilizadas placas de Petri (9 cm de didmetro) e os tratamentos foram os
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mesmos que os aplicados no bioensaio anterior. Os discos de papel filtro foram previamente
cortados em duas partes idénticas e colados no fundo da placa, sendo que cada parte foi
identificada como um lado tratado com 6leos essenciais ou compostos majoritarios e o outro
lado apenas com acetona. No lado tratado, foram aplicados 0,2 mL de solugédo do tratamento
(1%), enquanto o lado ndo tratado recebeu 0,2 mL de acetona. Uma Unica operéria adulta de A.
balzani foi colocada no centro das arenas. O experimento foi montado em delineamento
inteiramente casualizado, com 30 repeti¢cGes. As imagens de video das arenas foram divididas
em duas zonas simétricas. A trajetoria de cada inseto foi registrada com base no bioensaio de
toda placa. Repeléncia e irritabilidade foram avaliadas com base no tempo em que as formigas
permaneceram no lado tratado ou nao tratado.

5.2.5 Analises estatisticas

Os resultados de mortalidade dos bioensaios de toxicidade aguda via fumigacéo, para
determinar as CLs, foram corrigidos em relacdo a mortalidade do grupo controle, usando a
férmula desenvolvida por Abbott (1925). As curvas de concentragcdo-mortalidade dos 6leos
essenciais e compostos majoritarios de C. tetradenius em A. balzani foram submetidas a analise
Probit. Foram aceitas curvas com probabilidade (P> 0,05) de aceitacdo de hipdtese nula pelo
teste do 2. Com base nessas curvas, foram obtidas as concentragdes letais (CLso e CLos) € seus
respectivos limites de confianca no nivel de probabilidade de 95%, usando o software SAEG.

Os resultados do bioensaio de tempo letal (TL) foram submetidos a analise de
sobrevivéncia usando o software SigmaPlot. Este procedimento fornece uma estimativa das
curvas de sobrevivéncia obtidas com estimadores de Kaplan-Meier pelo teste Log-Rank gerado
com base na proporcao de insetos que sobreviveram até o final do experimento. As diferengas
entre as curvas de sobrevivéncia foram verificadas usando o teste de comparacdo multipla
Holm-Sidak (P <0,05). O tempo necesséario para a mortalidade atingir 50% da populacédo de A.
balzani foi registrado para cada tratamento.

A andlise de variancia foi aplicada aos resultados dos bioensaios comportamentais. Os
dados das arenas totalmente tratadas e parcialmente tratadas foram submetidos a andlise de
variancia e as médias foram comparadas pelo teste de Tukey com 5% de probabilidade,
utilizando o software SISVAR.

5.3. Resultados

5.3.1. Caracterizacao dos 0leos essenciais

Foram identificados 34 compostos quimicos nos 6leos essenciais de C. tetradenius, com
guantidades superiores a 1% e comuns nas cinco plantas estudadas. lIdentificamos 17 compostos
nas plantas CRT013 e 18 nas plantas CRT023, CRT031, CRT042 e CRT052 (Tabela 2).

Os compostos p-cimeno (20,07%) e isoascaridol (19,92%) foram encontrados em
maiores proporc¢des no Oleo essencial de CRT013. Para CRT023, CRT031 e CRT052, o
composto encontrado na maior propor¢cdo foi p-cimeno (13,33, 18,94 e 19,02%,
respectivamente); para CRT042, o composto majoritario encontrado foi (E) -pinocarveol
(15,31%). Nesse mesmo Gleo essencial, observamos uma propor¢do menor dos compostos o-
pineno (11,42%) e pinocarvona (11,71%) (Tabela 2).
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Tabela 2: Composi¢do quimica (%) dos 06leos essenciais de plantas de Croton tetradenius de
populacgdes naturais no estado de Sergipe, Brasil.

Compostos Plantas de populacfes naturais de C. tetradenius
guimicos IRR-0 IRR-I CRTO013 CRTO023 CRTO031 CRT042 CRT052
a-pineno 929 932 2,44 9,00 2,83 11,42 559
mirceno 986 988 2,56 2,20 3,77 1,54 3,26
a-felandreno 1002 1002 1,65 3,51 4,19 3,08 7,10
a-terpineno 1013 1014 2,80 3,59 7,22 2,20 3,91
p-cimeno 1023 1022 20,07 13,33 18,94 9,94 19,02
limoneno 1026 1024 3,12 2,81 3,30 2,27 3,62
1,8-cineol 1028 1026 8,59 6,05 7,46 6,68 4,65
y-terpineno 1055 1054 5,07 3,36 6,63 2,80 5,19
Linalol 1096 1095 1,71 1,71 2,00 1,57 2,63
(E)-pinocarveol 1037 1135 0,62 9,25 1,25 15,31 3,68
Canfora 1143 1141 9,62 10,63 6,94 7,67 7,63
pinocarvona 1159 1160 0,00 6,95 0,83 11,71 3,19
terpinen-4-ol 1175 1174 2,14 1,82 2,35 1,76 2,03
a-terpineol 1188 1186 1,98 1,31 2,12 1,22 1,39
ascaridol 1236 1234 7,16 2,99 4,91 1,71 3,64
acetato de bornil 1283 1284 1,57 1,87 0,83 2,27 0,72
isoascaridol 1308 1307 19,92 7,90 14,41 4,62 10,54
acetato de mirtenil 1323 1324 0,75 1,80 0,81 2,15 0,90

IRR-0: Indice de Retencéo Relativo - observado; IRR-I: Indice de Retencdo Relativo - literatura.

5.3.2 Toxicidade aguda via fumigacgéao

Os oOleos essenciais de C. tetradenius e seus compostos majoritarios apresentaram
atividade formicida contra operarias de A. balzani via fumigacdo (Tabela 3). As concentracbes
necessarias para causar 50% de mortalidade variaram de 1,47 a 2,40 uL.L*? para os 6leos
essenciais e 0,45 a 11,20 uL.L* para os compostos majoritarios.

Tabela 3: Toxicidade de 6leos essenciais de plantas de Croton tetradenius de populacGes
naturais do estado de Sergipe, Brasil, e seus compostos majoritarios sobre operarias de
Acromyrmex balzani, via fumigacdo, ap6s 48 horas de exposicao.

Tratamento  N°de insetos! CLso(95% IC)2  CLgs(95% IC)? Inclinagdo 1?4 P

(uL.L 1 (pL.L + EP3
CRTO013 196 1,47 (1,32-1,61) 3,54 (3,13-4,15) 4,29 4,27 0,11
CRTO023 140 1,75(1,63-1,88) 3,77 (3,28 —4,58) 4,93 0,80 0,67
CRTO031 252 1,73 (1,61-1,86) 3,51 (3,16-4,01) 5,37 292 0,23
CRTO042 140 1,94 (1,81-2,07) 3,66 (3,33-4,14) 5,94 1,88 0,61
CRTO052 168 2,40 (2,28-2,54) 4,33 (3,90-5,00) 6,41 0,43 0,81
Canfora 280 0,45 (0,41-0,48) 0,92 (0,80-1,13) 5,24 0,93 0,66
(E)-pinocarveol 168 1,56 (1,40-1,75) 4,84 (4,09-5,99) 3,34 1,73 0,57
1,8-cineol 392 3,84 (3,50-4,10) 7,23 (6,61-8,27) 5,96 3,56 0,16
p-cimeno 196 6,93 (6,47-7,36) 14,80 (12,80-18,65) 4,97 1,74 0,57
a-pineno 224 11,20 (10,67-11,73) 21,99 (20,26-24,35) 5,59 583 0,32

1 Numero total de insetos usados.

2 Microlitro de 6leo essencial ou composto majoritario por litro de ar.
3 Curva de inclinagéo = erro padréo.

4 Qui-quadrado.

O o6leo essencial CRT013 foi o mais tdxico, possuindo menor Clso (1,47 pL.LY),
seguido do CRTO031 (1,73 pL.L'Y) e CRT023 (1,75 pL.LY), que ndo diferiram entre si. Os dleos
essenciais de CRT042 (1,94 uL.LY) e CRT052 (2,40 uL.L™?) tiveram os maiores valores de
ClLso.

A canfora foi 0 composto majoritario mais toxico (0,45 uL.L), com valores mais baixos
de toxicidade do que o 6leo essencial mais toxico testado. O (E)-pinocarveol (1,56 pL.L™?)
obteve valores de toxicidade proximos aos do 6leo essencial CRTO013, que ndo foram
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estatisticamente diferentes. Com um CLso de 3,84 pL.L, o 1,8-cineol foi quase duas vezes
mais toxico que o p-cimeno (6,93 pL.L™Y), enquanto o a-pineno foi 0 composto menos toxico
nos experimentos (11,20 pL™?) (Tabela 3).

A sobrevivéncia das operarias de A. balzani diminuiu significativamente ao longo do
tempo (teste de Logrank: y? = 1418,970; gl = 10; P <0,001) (Fig. 1). Dos éleos essenciais
testados, o CRTO013 obteve, alem do menor CLso, 0 menor tempo para matar metade da
populacéo de A. balzani (TLso = 19,38 h), seguido por CRT052 (TLso = 23,94 h), CRT023 (TLso
= 23,98 h), CRT031 (TLso = 32,23 h) e CRT042 (TLso = 42,91 h). O composto majoritario o-
pineno teve uma acdo mais répida que os 6leos essenciais (TLso = 2,18 h). Seguido por 1,8-
cineol (TLso = 13,22 h), canfora (TLso = 22,27 h), p-cimeno (TLso = 25,8 h) e (E)-pinocarveol
(TLso = 33,38 h). Nenhum dos compostos majoritarios atingiu o valor de TLso observado com
0s Oleos essenciais (42,91 h) (Fig. 1) (Tabela 4).

Analise de Sobrevivéncia

~——— CRTO013 (TL,;=19.38h; CL,.=21.941-16.81h)
—— CRT023 (TL,;=23.98h; CL ;27.27-20.7011)

~— CRTO031 (TL —32 23h; CL,=36.66-27.79h)
—— CRTO042 (TL;, —42 91h; CL =48.60-37.22h)
—— CRT052 (TLy, —23 94h; CL =26.78-21.10h)

..... p-cimeno (TL =25.8h; CL, —28 39-23.20h)
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Fig. 1. Curvas de sobrevivéncia e tempo letal médio (TLso) (intervalo de confianca de = 95%)
das operérias de Acromyrmex balzani expostas via fumigacédo, aos 6leos essenciais de plantas
de Croton tetradenius de populagdes naturais do estado de Sergipe, Brasil, e seus compostos
majoritarios por 70 horas.
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Tabela 4: Tempo letal (TLso) das operarias de Acromyrmex balzani expostas via fumigagédo, ao 6leo essencial de plantas de Croton tetradenius de
populagbes naturais do estado de Sergipe, Brasil, e seus compostos majoritarios.

Clos TLso (h)®

Tratamento N° de insetos! (UL.L2Y2 Limite inferior de TLso Limite superior de TLso E.P.4 pS
CRTO13 70 3,54 19,38 16,81 21,94 1,31 <0,001
CRTO023 70 3,77 23,98 20,70 27,27 1,68 <0,001
CRTO31 70 3,51 32,23 27,79 36,66 2,26  <0,001
CRTO042 70 3,66 42,91 37,22 48,60 2,90 <0,001
CRTO052 70 4,33 23,94 21,10 26,78 1,44 <0,001
Canfora 70 0,92 22,27 18,88 25,66 1,73  <0,001
(E)-pinocarveol 70 4,84 33,38 26,78 39,99 3,37 <0,001
1,8-cineol 70 7,23 13,22 10,68 15,76 1,30 <0,001
p-cimeno 70 14,80 25,80 23,20 28,39 1,33 <0,001
a-pineno 70 21,99 2,18 1,57 2,78 0,31 <0,001

1 NUmero total de insetos usados.
2 Concentracéo letal usada.
3Tempo letal (horas).

“Erro padrao.

SProbabidade (95%).
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5.3.3 Bioensaios comportamentais em arenas totalmente tratatas

Diferencas significativas foram observadas entre os tratamentos para a distancia total
percorrida (F = 11,26, gl = 10, 319, P <0,001), velocidade de caminhamento (F = 8,16, gl = 10,
319, P < 0,001), velocidade angular (F = 13,65, gl = 10, 319, P < 0,001) e tempo imével (F =
15,74, gl = 10, 319, P < 0,001) exposto aos tratamentos (P < 0,05) (Fig. 2). As distancias de
caminhamento mais longas foram observadas quando as formigas foram expostas a 1,8-cineol,
a-pineno, canfora, p-cimeno e grupo controle. As menores distancias no caminhamento foram
observadas quando as formigas foram expostas aos tratamentos CRT031, CRT042, CRT023 e
(E)-pinocarveol (Fig. 2A). A maior velocidade de caminhamento foi observada para o controle
e 0s compostos 1,8-cineol, enquanto a menor velocidade foi observada para todos os 6leos
essenciais de C. tetradenius e o composto (E)-pinocarveol (Fig. 2B). Todos os 6leos essenciais
e 0s compostos 1,8-cineol, a-pineno e (E)-pinocarveol exibiram velocidade angular superior ao
controle (Fig. 2C). As formigas submetidas aos Oleos essenciais de C. tetradenius e ao
composto (E)-pinocarveol permaneceram imoveis por mais tempo quando comparadas ao
controle (Fig. 2D).
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Fig. 2. Distancia total percorrida (mm) (A), velocidade (mm s) (B), velocidade angular (graus
s (C) e tempo imbvel (s) (D) (+ erro padréo) das operarias de Acromyrmex balzani em arenas
tratadas com 0leos essenciais de plantas de Croton tetradenius de populag¢6es naturais do estado
de Sergipe, Brasil, e seus compostos majoritarios. Os tratamentos seguidos pela mesma letra
nédo diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey (P <0,05).

5.3.4 Bioensaios comportamentais em arenas parcialmente tratadas

Embora o efeito do tratamento néo tenha sido significativo (F = 1,69, gl = 9, 580, P>
0,05), o tempo em repouso foi significativamente afetado pela zona (F = 971,43, gl = 1, 580, P
<0,001) e pela interacao (F = 38,57, gl =9, 580, P < 0,001). Pelas medias entre os tratamentos,
as formigas passaram mais tempo do lado néo tratado (Fig. 3). No entanto, como indicado pela
interacdo significativa, o efeito do tratamento variou com a zona. Todos 0s 6leos essenciais e 0
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composto (E)-pinocarveol exibiram maior repeléncia contra A. balzani, pois permanecem a
maior parte do tempo no lado néo tratado.

Nao tratado Tratado

b CRTO013

b  CRT023
b  CRT031

b CRTO042

ab b CRTO0S2

"i" a  1,8-cineol

a  g-pineno

be |—|—| a canfora
a b (E)-pinocarveol

- E— T—

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

Tempo imovel (s) em cada lado da arena

DMS: 58.77

Fig. 3. Tempo (s) de imobilidade (+ erro padrdo) das operarias de Acromyrmex balzani em
arenas parcialmente tratadas com Oleos essenciais de plantas de Croton tetradenius de
populagdes naturais do estado de Sergipe, Brasil, e seus compostos majoritarios. Os tratamentos
seguidos pela mesma letra em cada zona, tratadas e ndo tratada, ndo diferem significativamente
entre si pelo teste de Tukey (P <0,05).

5.4. Discussao

Os resultados sobre a composicdo quimica dos 6leos essenciais revelaram variacfes
entre as plantas, embora sejam da mesma espécie (C. tetradenius). Isso pode ocorrer devido a
varios fatores, principalmente genéticos e ambientais. O 0leo essencial de C. tetradenius e seus
compostos majoritarios exibiram atividade formicida via fumigacéo, demonstrando o potencial
desses compostos no controle de formigas cortadeiras. Até 0 momento, estudos elucidaram
apenas a atividade inseticida dessa espécie contra larvas e adultos de Aedes aegypti (Carvalho
etal., 2016).

O modo de acdo dos Oleos essenciais nos insetos é tipicamente por meio do efeito
neurotéxico que envolve varios mecanismos, por exemplo, GABA, sinapses de octopamina e
inibicdo da acetilcolinesterase (AChE) (Regnault-Roger et al., 2012). Os 6leos essenciais de C.
tetradenius usados neste estudo sdo compostos principalmente de monoterpenos, que
demonstraram atuar em varios alvos no sistema nervoso do inseto, incluindo acetilcolinesterase
(AChE), adenosina trifosfatases (ATPases) e GABA-T (Abdelgaleil et al., 2019; Taktak e
Badawy, 2019). Outras plantas aromaticas ja exibiram atividade formicida contra A. balzani,
como Eplingiella fruticosa e Hyptis pectinata (Feitosa-Alcantara et al., 2017; Silvaetal., 2019).

Os oleos essenciais das cinco plantas de C. tetradenius testados foram toxicos para as
operérias de A. balzani em baixas concentragdes. Comparando a toxicidade observada em
CTRO013 e CTR023 [(concentracBes mais altas de p-cimeno (20,07%) e canfora (10,63%)] com
a de seus compostos majoritarios separadamente, o p-cimeno foi menos toxico que o Gleo
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essencial, enquanto que a canfora foi 0 composto mais tdxico testado. As diferencas podem ter
ocorrido devido a presenca de outros compostos em porcentagens mais baixas nos 06leos
essenciais. Tais compostos minoritarios podem potencializar ou diminuir o efeito toxico dos
compostos presentes em concentragdes mais altas, devido ao sinergismo (Tak et al., 2015) ou
interacOes antagbnicas. A canfora € um monoterpeno que atua diretamente na inibicdo da
acetilcolinesterase (AChE), e estudos comprovaram sua atividade contra pragas de insetos de
grdos armazenados (Herrera et al., 2015; Kotan et al., 2008) e até mesmo em A. balzani (Silva
etal., 2019).

Os oleos essenciais CRT013, CRT023 e CRT052 exibiram a menor TLsp e maior
quantidade dos compostos p-cimeno e canfora. O a-pineno foi 0 composto com a acdo mais
rpida na mortalidade das operarias de A. balzani usando os valores de CLgs, embora tambem
tenha sido o composto menos toxico entre os tratamentos com base nos valores de CLso. Isso
pode ter ocorrido devido a sua menor massa molar (136,23 g/mol), que faz com que esse
composto se volatilize mais rapido, agindo também rapidamente na mortalidade de insetos.

Os ensaios comportamentais revelaram que os 6leos essenciais de C. tetradenius e seus
compostos majoritarios tiveram efeitos subletais sobre A. balzani. Quando as formigas nédo
tinham chance de escolha, foram observadas mudancas de comportamento. A velocidade de
caminhamento foi maior na presenca de 1,8-cineol. As formigas exibiram uma estratégia para
evitar o contato com as substancias em que tentavam escapar da arena. A motilidade das
formigas foi maior em quase todos os tratamentos com 06leos essenciais e 0 composto (E) -
pinocarveol, porque passaram menos tempo imoveis. Ao expor as formigas aos 6leos essenciais
das plantas CRT023, CRT042 e o composto (E)-pinocarveol, foram observadas distancias mais
curtas e menor velocidade de caminhamento. Caminhos circulares, observados com base na
velocidade angular, indicam que as formigas estariam desorientadas quando expostas a
diferentes tipos de substancias (Silva et al., 2019), o que pode reduzir sua atencdo durante as
atividades de forrageamento, observadas no 6leo essencial da planta CRT042.

Apesar da auséncia de mudancas no comportamento das formigas operérias quando
expostas a alguns tratamentos, sempre que havia possibilidade de escolha, estas preferiram
permanecer do lado ndo tratado. O efeito repelente foi observado, causado pelo comportamento
de fuga, o que sugere a deteccdo dos compostos volateis e uma tentativa de evita-los. As
formigas cortadeiras sdo insetos eusociais cujas atividades e comportamentos sdo baseados na
manutencdo e na sobrevivéncia da colénia. Esses insetos sao capazes de perceber estimulos
fisicos e quimicos com as sensilas olfativas (Morgan, 2009; Le Conte e Hefetz, 2008; Leal,
2013). O uso de inseticidas a base de Oleos essenciais chamou a aten¢do da comunidade
cientifica para o desenvolvimento de inseticidas botanicos. O 6leo essencial de C. tetradenius
e seus compostos majoritarios sdo provavelmente favoraveis ao meio ambiente e podem ser
utilizados como matéria-prima na sintese de produtos naturais, ajudando a controlar A. balzani,
gue ainda ndo possui produtos especificos registrados para seu controle.

5.5. Conclusfes

Foi verificada a atividade formicida dos Oleos essenciais de C. tetradenius e seus
compostos majoritarios em operarias de A. balzani. No geral, os 0leos essenciais causaram
maior toxicidade do que seus compostos majoritarios, exceto a canfora, que foi o mais téxico
dos compostos testados. Além da toxicidade, os tratamentos tiveram efeito repelente contra as
formigas cortadeiras. Nossos resultados sugerem que os 6leos essenciais de C. tetradenius e
seus compostos majoritarios monoterpénicos sdo alternativas promissoras para 0 manejo de A.
balzani, pois sdo toxicos para estes insetos e alteram seu comportamento. Assim, eles podem
constituir um produto natural para ser usado em culturas afetadas por esta praga.



64
5.6. Referéncias Bibliograficas

Abbott, W.S., 1925. A method of computing the effectiveness of an insecticide. J. Econ.
Entomol. 18, 265-267.

Abdelgaleil, S.A.M., Badawy, M.E.l., Mahmoud, N.F., Marei, A.E.S.M., 2019. Acaricidal
activity, biochemical effects and molecular docking of some monoterpenes against two-
spotted spider mite (Tetranychus urticae koch). Pestic. Biochem. Physiol. 156, 105-115.

Adams, R.P., 2007. In: Identification of Essential Oil Components by Gas Chromatography/
Mass Spectroscopy, fourth ed. Allured Publishing Corporation, Carol Stream.

Alexander, 1.C., Pascoe, K.O., Manchard, P., Lawrence, A.D.W., 1991. Insecticidal diterpene
from Croton linearis. Phytochemisrry 30, 1801-1803.

Almeida, R., Pefiaflor, M., Simote, S., Bueno, O., Hebling, m., Pagnocca, F., Fernandes, J.,
Vieira, P., Silva, M, 2007. Toxicity of Substances Isolated from Helietta puberula RE Fr.
(Rutaceae) to the Leaf-cutting Ant Atta sexdens L. (Hymenoptera: Formicidae) and the
Symbiotic Fungus Leucoagaricus gongylophorus (Singer) Moller. BioAssay. 2:2.

Anjum, A., Wright, D., 2016. Relative toxicity of insecticides to the crucifer pests Plutella
xylostella and Myzus persicae and their natural enemies. Crop Prot. 88, 131-136.

Berry, P.E., Hipp, A.L., Wurdack, K.J., Van E.V., Riina, R., 2005. Molecular phylogenetics of
the giant genus Croton and tribe crotoneae (Euphorbiaceae sensu stricto) using ITS and
TRNL-TRNF DNA sequence data. Am. J. Bot. 92,1520-1534.

Blank, A.F., Almeida, C.S., Alves, R.P., Sampaio, T.S., Feitosa-Alcéantara, R. S., Melo, J.O.,
Pinto, V.S., Silva, J.H.S., Brito, F.A., Arrigoni-Blank, M.F., Gagliardi, P.R., Nunes, R.S.,
Lima, A.D., Nogueira, P.C.R., 2017. Formulagdo fungicida a base de 6leo essencial de
Croton tetradenius para controlar ou eliminar o fitopatégeno Fusarium solani. Patent BR-
10-2017-000272-1. INPI, Rio de Janeiro.

Carneiro-Torres, D.S., 2009. Diversidade de Croton L. (Euphorbiaceae) no bioma Caatinga.
Doctoral dissertations, Universidade Estadual de Feira de Santana, Feira de Santana.
http://lwww2.uefs.br/ppgbot/pdf_dissertacoes_teses/doutorado/2009/Carneiro-
Torres2009_Tese_Doutorado.pdf.

Carvalho, K.S., Silva, S.L.C., Souza, I.A., Gualberto, S.A., Cruz, R.C.D., 2016. Toxicological
evaluation of essential oil from the leaves of Croton tetradenius (Euphorbiaceae) on Aedes
aegypti and Mus musculus. Parasitol. Res. 115, 3441-3448.

Feitosa-Alcantara, R.B., Bacci, L., Blank, A.F., Alves, P.B., Silva, I.M.A., Soares, C.A.,
Sampaio, T.S., Nogueira, P.C.L., Arrigoni-Blank, M.F., 2017. Essential Oils of Hyptis
pectinata Chemotypes: Isolation, Binary Mixtures and Acute Toxicity on Leaf-Cutting
Ants, Molecules 22, 1-13.

Flora do Brasil 2020 em construcao, 2019. Euphorbiaceae.
http://floradobrasil.jbrj.gov.br/reflora/floradobrasil/FB113. (Accessed on 3 of June
2019).

Herrera, J.M., Zunino, M.P., Dambolena, J.S., Pizzolitto, R.P., Ganan, N.A., Lucini, E.I.,
Zygadlo, J.A., 2015. Sitophilus zeamais: Terpene ketones as natural insecticides against
Sitophilus zeamais. Ind. Crop. Prod. 70, 435-442.

Holldobler, B., Wilson, E.O., 1990. The Ants, Harvard University Press, Cambridge.

Kotan, R., Kordali, S., Cakir, A., Kesdek, M., Kaya, Y., Kilic, H., 2008. Antimicrobial and
insecticidal activities of essential oil isolated from Turkish Salvia hydrangea DC. ex
Benth. Biochem. Syst. Ecol. 36, 360-368.

Leal, W.W., 2013. Odorant Reception in Insects: Roles of Receptors, Binding Proteins, and
Degrading Enzymes. Annu. Rev. Entomol. 58, 373-391.

Le Conte, Y., Hefetz, A., 2008. Primer Pheromones in Social Hymenoptera. Annu. Rev.
Entomol. 53, 523-42.


http://floradobrasil.jbrj.gov.br/reflora/floradobrasil/FB113

65

Montoya-Lerma, J., Giraldo-Echeverri, C., Armbrecht, I., Farji-Brener, A., Calle, Z., 2012.
Leaf-cutting ants revisited: towards rational management and control. Int. J. Pest Manag.
58, 225-247.

Morgan, E.D., 2009. Trail pheromones of ants. Physiol. Entomol. 34, 1-17.

Nascimento, M.R., Silva, G.S., Concei¢do, G.M., 2017. Euphorbiaceae: checklist de uma
colecdo botanica, Maranhdo, Brasil. Enci. Bio. 14, 1353-1361.

Oliveira, B.M.S., Melo, C.R., Alves, P.B., Santos, A.A., Santos, A.C.C., Santana, A.S., Araljo,
A.P.A., Nascimento, P.E.S., Blank, A.F., Bacci, L., 2017. Essential oil of Aristolochia
trilobata: synthesis, routes of exposure, acute toxicity, binary mixtures and behavioral
effects on leaf-cutting ants. Molecules 22, 1-17.

Pavela, R., 2015. Essential oils for the development of eco-friendly mosquito larvicides: a
review. Ind. Crops Prod. 76, 174-187.

Pavela, R., 2016. History, presence and perspective of using plant extracts as comercial
botanical insecticides and farm products for protection against insects — a review. Plant.
Prot. Sci. 52, 229-241.

Pavela, R., Benelli, G., 2016. Essential oils as ecofriendly biopesticides? Challenges and
constraints. Trends Plant. Sci. 21, 1000-1007.

Pereira, P.C., Lucia, T.M.C.D., Mayhé-Nunes, A.J., 1999. Levantamento de attini
(Hymenoptera; Formicidae) em povoamentos de Eucalyptus grandis W. Hill ex Maiden
em Minas Gerais. Rev. Arvore 23, 341-349.

Pimenta, L.B., Aradjo, M.S., Lima, L., Silva, J.M.S., Naves, V.G.O., 2007. Dindmica de
forrageamento e caracterizacdo de colbnias de Acromyrmex balzani (Emery, 1890)
(Hymenoptera: Formicidae) em ambiente de cerrado goiano. Rev. Cient. Elet. Eng.
Florestal. 9.

Queiroz, M.M.F., Queiroz, E.F., Zeraik, M.L., Marti, G., Favre-Godal, Q., Simdes-Pires, C.,
Marcourt, L., Carrupt, P.A., Cuendet, M., Paulo, M.Q., Bolzani, V.S., Wolfender, J.L.,
2014. Antifungals and acetylcholinesterase inhibitors from the stem bark of Croton
heliotropiifolius. Phytochem. Lett. 10, Ixxxviii—Xciii.

Rajkumar, V., Gunasekaran, C., Christy, I.K., Dharmaraj, J., Chinnaraj, P., Paul, C.A., 2019.
Toxicity, antifeedant and biochemical efficacy of Mentha piperita L. essential oil and their
major constituents against stored grain pest. Pestic. Biochem. Phys. 156, 138-144.

Regnault-Roger, C., Vincent, C., Arnason, J.T., 2012. Essential oils in insect control: low-risk
products in a high-stakes word. Annu. Rev. Entomol. 57, 405-424.

Rizk, A.F.M., 1987. The chemical constituents and economic plants of the Euphorbiaceae. Bot.
J. Linn. Soc. 94, 293-326.

Silva, D.C., Arrigoni-Blank, M.F., Bacci, L., Blank, A.F., Faro, R.R.N., Pinto, J.P.O., Pereira,
K.LG, 2019.Toxicity and behavioral alterations of essential oils of Eplingiella fruticosa
genotypes and their major compounds to Acromyrmex balzani. J. Crop. Prot. 116, 181—
187.

Silva, LM.A., Martins, G.F., Melo, C.R., Santana, A.S., Faro, R.R.N., Blank, A.F., Alves, P.B.,
Picango, M.C., Cristaldo, P.F., Aradjo, A.P.A., Bacci, L., 2018. Alternative control of
Aedes aegypti resistant to pyrethroids: lethal and sublethal effects of monoterpenes
bioinsecticides. Pest. Manag. Sci. 74, 1001-1012.

Tak, J.H., Jovel, E., Isman, M.B., 2015. Contact, fumigant, and cytotoxic activities of thyme
and lemongrass essential oils against larvae and an ovarian cell line of the cabbage looper,
Trichoplusia ni. Pest. Manag. Sci. 89, 183-193.

Taktak, N.E.M., Badawy, M.E.l., 2019. Potential of hydrocarbon and oxygenated
monoterpenes against Culex pipiens larvae: Toxicity, biochemical, pharmacophore
modeling and molecular docking studies. Pestic. Biochem. Phys. 158, 156-165.

Van den Dool, H., Kratz, P.D., 1963. A generalization of the retention index system including
linear temperature programmed gas liquid partition chromatography. J. Chromatogr. 11,
463-471.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/29160036

66

Vasantha-Srinivasan, P., Senthil-Nathan, S., Ponsankar, A., Thanigaivel, A., Chellappandian,
M., Edwin, E.S., Selin-Rani, S., Kalaivani, K., Hunter, W.B., Duraipandiyan, V., Al-
Dhabi, N.A., 2018. Acute toxicity of chemical pesticides and plant-derived essential oil
on the behavior and development of earthworms, Eudrilus eugeniae (Kinberg) and Eisenia
fetida (Savigny). Environ. Sci. Pollut. Res. Int. 25, 10371-10382.

Wijesundara, S.A.D.T.L., Kannangara, B.T.S.D.P., Abeywickrama, K., 2016. Antifungal
Activity of Croton aromaticus L. in vitro: against post-harvest fungal pathogens isolated
from tropical fruits. J. Agric. Sci. 11, 105-117.

Zoubiri, S., Baaliouamer, A., 2014. Potentiality of plants as source of insecticide Principles.



67
7. CONSIDERACOES FINAIS

A baixa diversidade e estruturacdo da variabilidade genética entre populagdes de C.
tetradenius analisadas forneceram uma base importante para as estratégias de conservagédo
dessa espécie no Banco Ativo de Germoplasma de Plantas Medicinais e Aromaticas (BAG) da
Universidade Federal de Sergipe. Serdo necessarias novas coletas para fazer a introducéo de
plantas representativas de cada uma das quatro localidades estudadas em Sergipe, bem como a
prospeccdo e coleta em outras regides de ocorréncia, visando ampliar a diversidade genética da
colecdo a ser implementada no BAG.

E evidente estudos sobre o potencial das espécies bioativas no controle de insetos-praga.
A biodiversidade da flora brasileira permite esforgos na prospeccao de compostos bioativos que
podem contribuir no controle de formigas-cortadeiras. Foi verificado, com 0s experimentos
realizados, o potencial formicida dos 6leos essenciais de genotipos de C. tetradenius sobre A.
balzani. Sendo toxicos em baixas concentracdes, causando também alteracbes
comportamentais. Resultados satisfatorios para o manejo alternativo, podendo OE’s de C.
tetradenius serem usados como matéria prima para compor um produto natural inovador,
suprindo demandas para seguranca alimentar e ambiental.
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