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RESUMO GERAL

BARROS, LUDMILA SANTOS. Instituto Federal Goiano — Campus Rio Verde — GO,
agosto de 2024. ""Potencial Antifungico e Avaliacbes Comportamentais e Genotoxicas
em Modelos Animais do Extrato Metandlico de Serjania erecta."

Orientador: Fabio Henrique Dyszy.

O largo uso de agrotoxicos vem se destacando pelo controle e prevencdo de doengas
resultantes de pragas que estdo associadas a queda darentabilidade e producéo agricola,
mas tais produtos provocam a alteracdo dos ecossistemas afetandoa biodiversidade de
maneira negativa. A contaminacéo por pesticidas é um fator que impacta a vida selvagem
em cenario de grande crescimento agricola. Alguns fungos fitopatogénicos, como o
Fusarium sp., a Rhizoctonia sp. e a Sclerotinia sclerotiorum, reduzem a produtividade de
culturas agricolas como do arroz, milho e amendoim, gerando prejuizos de producdo e
financeiros. Estes patdgenos sdo controlados por fungicidas sintéticos que sdo nocivos
aos organismos nado alvo. Por outro lado, uma alternativa a este tipo de controle € o
desenvolvimento de fungicidas de origem vegetal. O extrato metanolico de Serjania
erecta Radlk, espécie nativado Cerrado, ja demonstrou efeitos de inibicdo do crescimento
dos fungos. No entanto, ha uma lacuna de conhecimento sobre os efeitos de S. erecta no
controle de fungos de interesse agrondémico. Assim, no presente estudo, foi investigado
se 0 extrato metanolico de S. erecta inibe o crescimento dos fungos fitopatogénicos
Fusarium sp., a Rhizoctonia sp. e a S. sclerotiorum. Também foram avaliados a
frequéncia do dano mutagénico e a preferéncia por substrato e comportamento natatorio
dos girinos de Leptodactylus labyrinthicus expostos a diferentesconcentragdes do extrato
de Serjania e do fungicida piraclostrobina/epoxiconazol (P-EP). O extrato foliar
metanolico de S. erecta demonstrou Inibicdo Relativa (IR) para os trés fungos estudados,
sendo mais efetivo contra S. sclerotiorum demonstrou acdo comparavel ao fungicida P-
EP, quando avaliado contra S. sclerotiorum. Tanto para o fungicida quanto para o extrato
foi observado efeito de determinadas concentragGes sobre a frequéncia de micronucleos
e outras anomalias nucleares. Estes achados indicam que o extrato de S. erecta é efetivo
contra fungos danosos a atividade agricola. Porém, como o extrato contém efeitos
deletérios a girinos de L. labyrinthicus, foi sugerido que o uso desta substancia na
agricultura ndo seja indiscriminado. Também foi demonstrado que o teste do microntcleo

€ um método



promissor como ferramenta para avaliar o efeito de novas substancias em organismos néo

alvo.

Palavras-chave: Serjania; Fusarium sp.; Rhizoctoni sp.; Sclerotinia sclerotiorum;

extratos vegetais; fungicida; Inibicdo fungica; Piraclostrobina; Epoxiconazol.



ABSTRACT

BARROS, LUDMILA SANTOS. Instituto Federal Goiano — Campus Rio Verde — GO,
october 2024."" Antifungal Potential and Behavioral and Genotoxic Assessments in
Animal Models of the Methanolic Extract of Serjania erecta."

Supervisor: Fabio Henrique Dyszy

The widespread use of pesticides has been highlighted for control and prevention of
diseases resulting from pests that are associated with the decline in profitability and
agricultural production, but such products cause changes to ecosystems and negatively
affect biodiversity. Pesticide contamination is a factor that impacts wildlife in a scenario
of high agricultural growth. Some phytopathogenic fungi, such as Fusarium sp.,
Rhizoctonia sp., and Sclerotinia sclerotiorum, reduce crop productivity like rice, corn,
and peanuts, causing productive and financial losses. These pathogens control is
conducted using synthetic fungicides, which are associated with harmful effects on non-
target organisms. On the other hand, an alternative to this type of control is the
development of plant-based fungicides. The methanolic extract of Serjania erecta Radlk,
a native species of the Cerrado, has already shown the ability to inhibit fungal growth.
However, there is a knowledge gap in studies of S. erecta effects on control of agronomic
interest fungi. Therefore, in the present study, it was investigated whether the extract of
S. erecta inhibits the growth of the phytopathogenic fungi Fusarium sp., Rhizoctonia sp.,
and S. sclerotiorum. It was also evaluated the frequency of mutagenic damage and the
substrate preference and swimming behavior of Leptodactylus labyrinthicus tadpoles
exposed to different concentrations of Serjania extract and the fungicide
pyraclostrobin/epoxiconazole (P-EP). The methanolic leaf extract of S. erecta showed
Relative Inhibition (RI) for the three studied fungi, being more effective against S.
sclerotiorum, demonstrating an effect comparable to that of the commercial fungicide P-
EP. Both the fungicide and the extract showed that certain concentrations influence the
frequency of micronuclei and other nuclear abnormalities. These findings indicate that S.
erecta extract is effective against fungi that are harmful to agricultural activity. However,
since the extract has deleterious effectson L. labyrinthicus tadpoles, it was suggested that
the use of this substance in agriculture should not be indiscriminate. Also it was shown
that the micronucleus test is a promising method as a tool to evaluate the effect of new

substances on non-target organisms.
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1. INTRODUCAO GERAL

O Cerrado é uma regido extensa, abrangendo mais de 200 milhdes de hectares
no centro do Brasil, sendo considerada a savana tropical mais ameagada do mundo
(Hopkin, 2004). Segundo o levantamento TerraClass Cerrado referente a 2022, o bioma
apresentava uma cobertura vegetal nativa de aproximadamente 48% da area total,
desempenhando papel social significativo, pois diversas populacdes dependem
diretamente dos recursos naturais para subsisténcia (Embrapa, 2024). Entre janeiro e
julho de 2022, o Sistema de Alerta de Desmatamento do Cerrado (SAD) registrou mais
de 50 mil alertas de desmatamento, com maior incidéncia entre maio e julho, periodo no
qual foram devastados 2.912 km? do bioma (Oeco, 2022). Entre agosto de 2023 e junho
de 2024, dados do Ministério do Meio Ambiente (MMA) e do Ministério da Ciéncia,
Tecnologia, Inovagdes e Comunicagdes (MCTIC) indicaram 3.644 km2 de &reas sob
alerta de desmatamento. Ressalta-se que a taxa de desmatamento é avaliada anualmente,
entre agosto e julho, por meio do sistema do Instituto Nacional de Pesquisas Espaciais
(INPE) (Brasil, 2024).

As crescentes demandas antrOpicas por agua, alimentos e energia exercem
intensa pressdo sobre 0s recursos naturais, aumentando a competicdo pelo uso da terra e
gerando desafios a preservacdo ambiental e a conservacdo da biodiversidade (Lopes et
al., 2020). A compreensao dessas dindmicas é essencial para aimplementacdo de politicas
publicas racionais e planejadas, que conciliem 0 uso sustentdvel dos recursos com a
manutencdo dos habitats naturais, assegurando a preservacdo da biodiversidade e
atendendo as necessidades de uma sociedade em rapido crescimento (Lopes et al., 2020).

O Brasil, devido a sua extensa area agricola, € um dos maiores consumidores de
agrotoxicos no mundo (Pignati et al., 2017). O uso intensivo desses produtos, embora
fundamental para o controle de doengas e pragas e para 0 aumento da produtividade
agricola, tem contribuido para a destruicdo de habitats naturais e ecossistemas, além de
impactar negativamente a biodiversidade. A contaminagdo por pesticidas também
representa ameaca a vida selvagem em contexto de expansdo agricola acelerada (Bernabo
etal., 2016; Gongalves et al., 2017; Borges et al., 2019a, b; Carvalho et al., 2019; Santos
et al., 2019; Lopez-Gonzalez et al., 2019).

A contaminacdo causada por agrotédxicos afeta organismos nao alvos, causando

alteracGes adversas no crescimento, desenvolvimento, comportamento e sobrevivéncia de



diferentes espécies, aléem de comprometer funcbes imunoldgicas, fisiologicas e
bioguimicas (Kohler & Triebskorn, 2013). Diversos estudos destacam os efeitos toxicos
dos agrotoxicos na fauna silvestre (Borges et al., 2019a, b; Viriato et al., 2021) e em seres
humanos (Ramos et al., 2021; Jolodar et al., 2021).

Uma alternativa ao uso de agrotoxicos sintéticos € o emprego de compostos
extraidos de plantas, que apresentam menor impacto ambiental (Aioub et al., 2024). Por
exemplo, estudos com o extrato metandlico de folhas e raizes de Serjania erecta
demonstraram atividade antimicrobiana moderada contra Mycobacterium tuberculosis e
efeito fungistatico ou bacteriostatico contra Staphylococcus aureus, Pseudomonas
aeruginosa, Salmonella serovar Setubal, Candida albicans, Saccharomyces cerevisiae e
Escherichia coli (Cardoso et al., 2013). Esses efeitos estdo relacionados aos principais
componentes quimicos do extrato metanolico foliar, conforme descrito por Cardoso et al.

(2013) e apresentados na Tabela 1.

Tabela 1. Principais compostos isolados por cromatografia de interacdo hidrofobica a
partir das folhas de S. erecta (Cardoso et al., 2013).

Nome do Grupode metabolito
composto Secundario Estrutura Molecular
Canferol Flavonoide

Canferol 3,7-di-O-
o-L- Glicosilflavonoide
ramnopiranosideo




OH OH

OH

Vitexina Glicosilflavonoide

OH (8]
Isovitexin .. ]
S0 Ae Glicosilflavonoide

-(-) Epicatequina Flavonoides (Catequinas)

OH

Considerando a atividade bioldgica e o potencial biotecnoldgico de Serjania
erecta, bem como a auséncia de estudos direcionados aos fungos Fusarium sp.,
Rhizoctonia sp. e Sclerotinia sclerotiorum, todos de relevancia agrondémica, o presente
estudo tem dois objetivos principais: (1) avaliar o efeito inibitorio do extrato metandlico
de S. erecta sobre o crescimento desses fungos fitopatogénicos; e (2) investigar se o
extrato de S. erecta e o fungicida P-EP influenciam a frequéncia de danos mutagénicos,

a preferéncia por substrato e 0 comportamento natatério de girinos de Leptodactylus
labyrinthicus.

Caso as hipoteses de trabalho sejam confirmadas, este estudo podera contribuir
significativamente para a reducdo da perda de biodiversidade, ao propor alternativas
baseadas no uso sustentavel de compostos extraidos de plantas, alinhadas a conservagédo
ambiental (Santos, 2003). O conhecimento sobre o potencial biotecnoldgico de S. erecta
possibilita, ainda, a preservacao dessa espécie e o0 desenvolvimento de compostos eficazes
no controle do crescimento de Fusarium sp., Rhizoctonia sp. e Sclerotinia sclerotiorum.
Dessa forma, o estudo promove a reducdo no uso de agrotdxicos sintéticos, atenuando 0s

impactos negativos sobre o meio ambiente.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivos gerais

* Investigar se o extrato foliar metanolico de S. erecta em diferentes concentracdes inibe
0 crescimento dos fungos fitopatogénicos Fusarium sp., Rhizoctonia sp. e S.
sclerotiorum;

« Avaliar se diferentes concentragdes do extrato de S. erecta e do fungicida P-EP afetam

a frequéncia de dano mutagénico, a preferéncia por substrato e 0 comportamento natatorio
dos girinos de Leptodactylus labyrinthicus.

3.2. Objetivos especificos.

. Quantificar a inibicdo relativa (IR) do extrato foliar metandlico de S. erecta do

fungicida P-EP em fungos Fusarium sp., Rhizoctonia sp. e S. sclerotiorum;
. Quantificar a frequéncia de dano mutagénico pelo teste de micronucleo;

. Avaliar anormalidades nucleares eritrocitarias tais como: células com broto

nuclear, binucleadas, lobadas, segmentadas e anucleadas;

. Analisar se girinos de L. labyrinthicus preferem substrato claro ou escuro em

recipiente contendo concentracdes do extrato de S. erecta e do fungicida P-EP;

. Analisar se girinos de L. labyrinthicus nadam ou param em recipiente contendo
concentragdes do extrato de S. erecta e do fungicida P-EP.
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CAPITULOI

EFEITOS DO EXTRATO METANOLICO DE Serjania erecta NA
INIBICAO DO CRESCIMENTO DE FUNGOS Fusarium sp.;

Rhizoctonia sp.; Sclerotinia sclerotiorum

RESUMO

O uso intensivo de agrotoxicos tem se destacado ao longo dos anos, tornando-se
fundamental para o controle e a prevencdo de doencas e pragas, mas também esta
associado a queda na rentabilidade e producdo agricola. Além disso, 0 Uso excessivo
provoca a destruicdo de habitats naturais e ecossistemas, afetando negativamente a
biodiversidade. Fungos fitopatogénicos, como Fusarium sp., Rhizoctonia sp. e Sclerotinia
sclerotiorum, reduzem a produtividade de culturas agricolas, como arroz, milho e
amendoim, causando prejuizos financeiros e produtivos. Esses patdgenos sao controlados
principalmente com fungicidas sintéticos, que, no entanto, apresentam efeitos nocivos aos
organismos ndo alvo. Uma alternativa a esse tipo de controle é o desenvolvimento de
fungicidas a base de plantas. O extrato metandlico de Serjania erecta Radlk, uma espécie
nativa do Cerrado, ja demonstrou efeitos inibitorios no crescimento dos fungos Candida
albicans e Saccharomyces cerevisiae. O crescimento microbiano dos fungos
fitopatogénicos foi avaliado ap06s a exposi¢cdo a quatro concentragdes do extrato, variando
de 0,39 a 3,12 mg/mL, aplicadas sobre a superficie de um meio de cultura de batata-
dextrose-agar. Como controle negativo, utilizou-se apenas alcool metilico, e como
controle positivo, o fungicida P-EP. O extrato foliar metanolico de S. erecta demonstrou
inibicdo relativa (IR) para os trés fungos fitopatogénicos estudados, sendo mais efetivo
contra S. sclerotiorum, com uma IR de 87,36%, apresentando atividade moderada contra
Rhizoctonia sp. e baixa atividade contra Fusarium sp. Em testes comparativos, o extrato
foliar metandlico deS. erecta apresentou agdo contra S. sclerotiorum similar ao fungicida
P-EP. Portanto, o extrato metanolico de S. erecta € uma alternativa ao uso de fungicidas
sintéticos contra fungos prejudiciais a atividade agricola. O uso do extrato é estratégico

na reducdo de impactos ecoldgicos derivados da aplicacdo de fungicidas sintéticos
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ABSTRACT

The intensive use of pesticides has become prominent over the years, proving to be
essential for controlling and preventing diseases and pests, but it is also associated with a
decline in agricultural profitability and productivity. Additionally, excessive use of these
chemicals leads to the destruction of natural habitats and ecosystems, negatively
impacting biodiversity. Phytopathogenic fungi, such as Fusarium sp., Rhizoctonia sp.,
and Sclerotinia sclerotiorum, reduce the crop productivity like rice, corn, and peanuts,
resulting in financial and productive losses. These pathogens are mainly controlled by
synthetic fungicides, which, however, have harmful effects on non-target organisms. An
alternative to this control method is the development of plant-based fungicides. The
methanolic extract of Serjania erecta Radlk, a native species of the Cerrado, has already
shown inhibitory effects on the growth of fungi Candida albicans and Saccharomyces
cerevisiae. The microbial growth of phytopathogenic fungi was evaluated after exposure
to four extract concentrations, ranging from 0.39 to 3.12 mg/mL, applied to the surface
of a potato dextrose agar culture medium. Methanol alone was used as a negative control,
and the fungicide P-EP served as a positive control. The methanolic leaf extract of S.
erecta showed relative inhibition (R1) against the three studied phytopathogenic fungi,
being most effective against S. sclerotiorum, with an Rl of 87.36%, demonstrating
moderate activity against Rhizoctonia sp. and low activity against Fusarium sp. In
comparative tests, the methanolic leaf extract of S. erecta exhibited an effect against S.
sclerotiorum like that of the fungicide P-EP. Therefore, the methanolic extract of S. erecta
is an option to synthetic fungicide use against harmful agricultural fungi. The extract use

is strategic to reduce the ecological impacts from synthetic fungicide application.

Keywords: Serjania; Fusarium sp.; Rhizoctonia sp.; Sclerotinia sclerotiorum; plant
extracts; fungicide; fungal inhibition; Pyraclostrobin; Epoxiconazole; Cerrado.
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1. INTRODUCAO

O avango do desmatamento no Cerrado tem causado sérias consequéncias
ambientais, incluindo fragmentacao e perda de biodiversidade, aumento da incidéncia de
espécies invasoras, erosdo do solo, poluicdo hidrica e degradacdo geral dos recursos
naturais (Klink e Machado, 2005). O Cerrado, reconhecido como o segundo bioma
agricola mais importante do Brasil, ja teve mais da metade da vegetacdo natural
convertida em areas de agricultura ou pastagem (Martinelli et al., 2010).

A expansdo dafronteira agricola no Cerrado também esté associada ao crescente
uso de produtos quimicos no controle de pragas. O uso extensivo de pesticidas de alta
complexidade no setor agroflorestal é fundamental para minimizar perdas de
produtividade e maximizar a rentabilidade econémica (Beres et al., 2017). Entretanto,
esses compostos, que possuem variados mecanismos de acao e niveis de toxicidade, tém
impactos significativos na biodiversidade e na saide humana e animal (Choudhary et al.,
2018).

Patdgenos agricolas, como fungos, sdo frequentemente combatidos com
pesticidas quimicos que, embora eficazes, podem gerar poluicdo ambiental e efeitos letais
em organismos ndo alvo (Wachowska et al., 2018). Os fungicidas sintéticos, principais
agentes no controle de doencas fungicas, apresentam desvantagens como alto custo,
toxicidade residual, desenvolvimento de resisténcia em patdgenos e impactos ambientais
negativos (Kumar et al., 2014).

Entre os fungos fitopatogénicos de maior relevancia estd Fusarium sp.,
responsavel por doencas como a podriddo radicular em culturas de arroz, que reduzem
significativamente a produtividade e a rentabilidade agricola (Kumar et al., 2014).
Fusarium sp. também é conhecido pela producdo de micotoxinas que contaminam
culturas como milho e amendoim, causando micotoxicoses em humanos e animais
(Gelderblom et al., 1988; Stoev, 2013). Ja Rhizoctonia sp. afeta culturas agricolas ao
causar doengas como a ferrugem da bainha do arroz (Kumar et al., 2014).

Outro patégeno importante, Sclerotinia sclerotiorum, causa o mofo branco, uma
doenca que impacta severamente a producdo de feijdo comum em diversas regides do

mundo, incluindo as Américas, com surtos também registrados na Austrélia, Africa e
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Asia. Em éareas afetadas, as perdas podem variar de 30% a 100%, tornando o cultivo
economicamente inviavel (Schwartz e Singh, 2013).

Diante desses desafios, a pesquisa cientifica tem focado no desenvolvimento de
fungicidas ecologicamente compativeis (Kumar et al., 2014; Aioub et al., 2024).
Fungicidas derivados de plantas, como 6leos essenciais e extratos vegetais, ganharam
destaque pelo potencial no controle de fitopatdégenos (Kumar et al., 2014).

Este capitulo tem como objetivo avaliar se diferentes concentracfes do extrato
foliar metandlico de Serjania erecta sdo capazes de inibir o crescimento de fungos
fitopatogénicos.

Serjania erecta Radlk, popularmente conhecida como cipd-cinco-folhas, cinco-
folhas, retrato-de-teit ou timbo € uma espécie nativa do Cerrado (Somner et al., 2009). O
género Serjania possui mais de 230 espécies distribuidas do México ao norte da
Argentina, sendo o Brasil e as savanas mexicanas os principais centros de diversidade
(Rodriguez et al., 2014). No Brasil, sdo conhecidas aproximadamente 117 espécies de
Serjania. Embora pouco estudado, o género apresenta propriedades biolégicas diversas,
como atividades analgésica, anti-inflamatdria, antioxidante, antiprotozoéria, anticancer,
antibacteriana, larvicida, gastroprotetora e repelente (Rodriguez et al., 2014). Estudos
indicam que as folhas de S. erecta possuem elevado indice de atividade antioxidante,
superior a 83%, e inibem a acao da colinesterase (Broggini et al., 2010).

Neste estudo, utilizou-se um fungicida com os principios ativos Piraclostrobina
e Epoxiconazol (P-EP). Engquanto o Epoxiconazol atua de forma especifica no
metabolismo de fungos (Akram et al., 2019), a Piraclostrobina interfere na cadeia de
transporte de elétrons, sendo potencialmente toxica para diferentes organismos (Prestes
et al., 2013; Huang et al., 2021). O uso indiscriminado desse produto pode favorecer a
selecdo de cepas resistentes, conforme alertado na bula do fabricante. Assim, torna-se
essencial o desenvolvimento de novos produtos para manejo sustentavel.

A literatura cientifica destaca a eficicia antimicrobiana de flavonoides contra
diversos microrganismos. Uma busca na base de dados Web of Science revelou 6.319
artigos publicados entre 1986 e 2022 sobre a atividade antimicrobiana de flavonoides. No
entanto, apenas 229 (3,6%) abordaram microrganismos de interesse agronémico, e
somente 19 (0,3%) analisaram os impactos ambientais desses compostos. Até 0 momento,

nenhum estudo investigou os efeitos de S. erecta sobre microrganismos agronémicos.

2. MATERIAISE METODOS
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2.1. Coleta do material vegetal e obtencdo do extrato vegetal

A Serjania erecta Radlk (Figura 1), também conhecida popularmente como
‘cinco-folhas' ou 'cipo-cinco-folhas', € uma planta medicinal pertencente a familia
Sapindaceae, que cresce até 2 metros de altura. As frutas sdo comestiveis e os 6leos das
sementes possuem distribuicdo incomum de acidos graxos. Na medicina popular, as
folhas sdo utilizadas para tratar inflamac6es e dores de estbmago, enquanto as raizes sao
empregadas no tratamento da hipertensdo (Pott et al., 2004).

A planta pertence a familia Sapindaceae e ¢ amplamente conhecida no Brasil

como 'retrato de teil' ou ‘cipd-cinco-folhas' (Guarim Neto et al., 2000; Pott et al., 2004).

Vg N
X ; 4

Figura 1. Serjaniaerecta registradaem fragmento de Cerrado de Rio Verde, Goias.

O extrato foliar metandlico de S. erecta Radlk foi obtido utilizando o método
descrito por Freitas (2018). Basicamente, 1 kg de folhas saudaveis de S. erecta, coletadas
nacidadede Rio Verde - GO, secas em estufa, trituradas em moinho de facas e os extratos
foram obtidos a partir da adicdo do solvente alcool metilico ao p6 vegetal. Apés um
periodo de 24 horas, o material foi filtrado e rota evaporado a 65°C, sendo posteriormente
congelado e liofilizado. A exsicata foi depositadasob registro nimero 545 no Laboratorio
de Sistemética e Ecologia Vegetal do IF Goiano — Campus Rio Verde, tendo sido
identificado por Dr. Germano Guarim Neto (Freitas, 2018).
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2.2. Obtencao dos fungos fitopatogénicos
Os fungos Fusarium sp., Rhizoctonia sp. e Sclerotinia sclerotiorum foram
obtidos a partir da cole¢do de culturas do Laborat6rio de Microbiologia Agricola, do

Instituto Federal Goiano, campus Rio Verde.

2.3. Obtencao do fungicida

O fungicida com formulagéo piraclostrobina (260 g/L) / epoxiconazol (160 g/L)
foi doado pelo laboratério de Microbiologia Agricola localizado no IF Goiano Rio Verde.

Utilizou-se este fungicida como controle positivo no experimento, pois
necessitava comparar a eficacia dainibicdo do crescimento fungico que foram expostos
a extratos em diferentes concentracBes de S. erecta. Ainda, este fungicida é muito
utilizado em diversas culturas, como a do milho, para controle de ferrugem.

O fungicida possui registro no Ministério da Agricultura e Pecuaria -MAPA sob
0 n° 9210.

O produto apresenta ficha de emergéncia com as seguintes informacdes: Numero
deRisco: 90, Numero daONU: 3082, Classe ou subclasse derisco: 9, Descri¢do daclasse
ou subclasse de risco: Substancias e Artigos Perigosos Diversos e Grupo de Embalagem:
I,

2.4. Ensaios de inibi¢éo do crescimento

Os microrganismos foram cultivados em meio batata-dextrose-agar (200g
batata, 20 g dextrose e 15¢g de 4gar) diluidosem 1 L de &gua destilada e autoclavado.

Os fungos fitopatogénicos foram expostos a seis tratamentos em quatro
diferentes concentrac6es do extrato (0,39, 0,78, 1,56 e 3,12 mg de extrato/mL), obtidas
pela diluicdo em alcool metilico, seguindo o método de Freitas, 2018 e mais dois
tratamentos, sendo um deles o controle negativo com alcool metilico e o outro, controle
positivo com fungicida P-EP. Os fungos Fusarium sp., Rhizoctonia foram acondicionados
em estufa, a 30°C e o fungo S. sclerotiorum foi acondicionado sob a temperatura de 22°C.
Os bioensaios foram repetidos por 5 vezes, de forma independente. A avaliacdo do
experimento teve inicio 24 horas apds o inicio da incubacdo, sendo, a partir de entdo,

avaliado o diametro do micélio fungico a cada 12h.
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2.5. Anélises estatisticas
Os dados obtidos no trabalho foram mensurados em termos de inibi¢éo relativa
porcentual (IR%) (Shiomi et al., 2008, Bulhdes et al., 2019) que foi calculada de acordo

com a equacéo 1:

R.—R,
R

IR% = x100 (equagéo 1)

c

em que IR% € a inibicdo relativa porcentual, R¢ € o raio (em mm) da col6nia do patdgeno
no tratamento controle negativo € Ry € o raio (em mm) da colonia do patégeno no
tratamento experimental com o extrato foliar metandlico de S. erecta ou na presenca do
fungicida comercial piraclostrobina/epoxiconazol. Adotar-se-4& um delineamento
experimental inteiramente ao acaso com 5 repeticGes e os dados foram submetidos a
andlise de variancia e teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade (Shiomi et al., 2008,
Bulhdes et al., 2019).

3. RESULTADOSE DISCUSSAO

Para avaliar a atividade antifungica do extrato vegetal, diferentes concentracdes
do extrato metandlico de Serjania erecta foram adicionadas as culturas microbianas. O
monitoramento iniciou 24 horas apos a incubagdo, com a mensuracdo do diametro do
micélio fungico a cada 12 horas. As avaliagdes seguiram até que o crescimento total fosse
alcangado nos fungos do controle negativo em placas de Petri, conforme ilustrado nas
Figuras 2-B, 3-B e 4-B.

No fungo Fusarium sp, observou-se a Inibicdo Relativa Percentual (IR) em
relacdo aos efeitos das doses, do tempo e da interacdo entre doses x tempo, conforme a

apresentacao da figura 2.
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Figura 2. (A) IR do fungo Fusarium sp. em relacdo as concentragdes de extrato de S. erecta
aplicadas (doses0 - controle negativo; 0- 0,39 mg/mL; 1 - 0,78 mg/mL; 2 - 1,56 mg/mL; 3 - 3,12
mg/mL, 4 - controle positivo). (B) IR em Fusarium sp.em relacdo aos tempos de exposi¢ao aos
extratos de S. erecta.

Para Fusarium sp., a Inibicdo Relativa Percentual (IR) foi analisada em funcao
das doses, do tempo de exposicao e dainteracdo entre essas variaveis (F = 2055.402; p <
0.0001; F = 2.865; p < 0.0001; F = 2.787; p < 0.0001, respectivamente). Observou-se
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efeito linear das doses, com menor indice de IR no controle negativo (dose 0) e maior
indice no controle positivo (87,57). Entre as doses do extrato de S. erecta, 0 menor indice
foi registrado na segunda dose (9,09) e o maior na quinta dose (14,07). Em relacdo aos
tempos de exposicdo, ndo houve homogeneidade nos efeitos. O maior indice de inibicdo
foi observado no décimo tempo (26,18) e 0 menor no sexto tempo (19,51).

No fungo, Rhizoctonia sp observou-se a IR em relacdo aos efeitos das doses, do

tempo e da interacdo entre doses x tempo, conforme figura 3.
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Figura 3. (A) IR do fungo Rhizoctonia sp. em relagdo as concentracdes de extrato de S. erecta
aplicadas (doses 0 - controle negativo; 0 - 0,39mg/mL; 1 - 0,78mg/mL; 2 - 1,56 mg/mL; 3 - 3,12
mg/mL, 4 - controle positivo). (B) IR em Rhizoctonia sp. em relacdo aos tempos de exposi¢do aos
extratos de S. erecta.

Para Rhizoctonia sp., a IR também foi analisada em funcéo das doses, do tempo
de exposicao e da interacdo entre doses e tempo (F = 273.905; p < 0.0001; F = 13.235; p
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< 0.0001; F = 3.010; p < 0.0001, respectivamente). Houve efeito linear das doses, com
menor indice no controle negativo (dose 0) e maior indice no controle positivo (88,54).
Entre as doses do extrato, o menor indice foi registrado na terceira dose (33,29) e o maior
na segunda dose (46,25). Em relacdo ao tempo de exposicdo, o maior indice de inibigdo
foi observado no terceiro tempo (56,17), enquanto o menor foi no décimo segundo e
altimo tempo (29,35).

No fungo S. sclerotiorum observou-se a IR em relagéo aos efeitos das doses, do

tempo e dainteracdo entre doses x tempo, conforme figura 4.
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Figura 4. (A) IR do fungo Sclerotinia sclerotiorum em relagdo as concentracfes de extrato de S.
erecta aplicadas (doses O - controle negativo; 0 - 0,39mg/mL; 1 - 0,78mg/mL,; 2 - 1,56 mg/mL; 3
- 3,12 mg/mL, 4 - controle positivo). (B) IR em Sclerotinia sclerotiorum em relagdo aos tempos
de exposicao aos extratos de S. erecta.
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O extrato foliar metandlico de S. erecta demonstrou eficicia contra S.
sclerotiorum, com inibicdo fungica similar ao controle positivo naterceira dose. O extrato
também apresentou atividade moderada contra Rhizoctonia sp., mas baixa eficacia contra
Fusarium sp. Flavonoides, metabdlitos secundarios amplamente distribuidos em plantas,
sdo conhecidos pela acdo antifungica em organismos patogénicos e por mecanismos
como rompimento da membrana plasmatica, disfuncdo mitocondrial, inibicdo da sintese
de moléculas organicas, formacdo da parede celular e ciclo celular. Entre 0s compostos
isolados de extratos foliares de S. erecta, destacam-se o canferol e a epicatequina,
explicando os resultados observados para S. sclerotiorum e Rhizoctonia sp. (Cardoso et
al., 2013; Aboody & Mickymaray, 2020).

Os dados obtidos sugerem que S. sclerotiorum, um ascomiceto patogénico em
diversas culturas, produz enzimas liticas e toxinas capazes de degradar as paredes
celulares de plantas hospedeiras, promovendo a infeccdo (Duo et al., 2025). Flavonoides
sdo descritos como inibidores enzimaticos (Shen et al., 2024; Wang et al., 2022) e podem
atuar reduzindo a eficiéncia dessas enzimas, inibindo o crescimento e a germinacdo dos
esporos. Por outro lado, Fusarium sp. e Rhizoctonia sp. podem possuir mecanismos de

detoxificagdo mais eficazes ou estratégias adaptativas metabdlicas (Fisher et al., 2022;
Duo et al., 2025).

Pesquisas futuras devem aprofundar-se o estudo do potencial antifingico do
extrato metandlico de S. erecta. Serdo necessarios experimentos para determinar a
concentragdo minima inibitoria para Fusarium sp., Rhizoctonia sp. e S. sclerotiorum,
além deidentificar e caracterizar os metabdlitos ativos presentes no extrato. Estudossobre
0s mecanismos de acdo e a citotoxicidade do extrato, bem como o desenvolvimento de
metodologias de purificacdo ou sintese dessas moléculas, poderdo viabilizar o uso de S.
erecta como pesticida natural, auxiliando para o controle de fungos fitopatogénicos e

reduzindo impactos ambientais.

4. CONCLUSOES

O extrato foliar metanolico de S. erecta foi mais eficaz contra S. sclerotiorum.
Contra Rhizoctonia sp., 0 extrato demonstrou atividade moderada, enquanto contra
Fusarium sp., a atividade foi minima. A reducdo observada no IR% do crescimento de

Rhizoctonia sp. na presenga do extrato foliar metandlico de S. erecta pode ser atribuida a
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capacidade da substancia de degradar compostos aromaticos e fluoretados ou clorados.
Embora esta propriedade de degradacao ndo seja uma caracteristica desejada no contexto
deste estudo, a habilidade de Rhizoctonia sp. em metabolizar compostos arométicos pode
ser ecologicamente relevante, sugerindo que esse microrganismo possui potencial para
ser utilizado como biorremediador, degradando xenobioticos presentes no meio ambiente,
como observado para Pseudomonas sp.
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CAPITULOIII

Avaliacdo mutagénica e comportamental do Extrato Metandlico de
Serjania erecta e do fungicida piraclostrobina/epoxiconazol em
Leptodactylus labyrinthicus.

RESUMO

A expansao da fronteira agricola brasileira pressiona a biodiversidade por converter areas
nativas em areas para pastagem e agricultura. O uso de agroquimicos sintéticos em
culturas agricolas também é um risco para organismos ndo-alvo. Entre os biomas
brasileiros, o Cerrado esta sob grandes transformagfes no uso de terra pelas atividades
agricolas. Adicionalmente, anfibios sdo o grupo de vertebrados sob maior ameaca dos
efeitos das pressbes antropicas. Para o grupo, as atividades agricolas sdo um dos
determinantes da ameaca por causa de perda de habitat, fragmentacdo de habitat e
utilizacdo de agroguimicos nocivos. Portanto, pesquisas cientificas sobre compostos
alternativos aos agroquimicos sintéticos sao relevantes para estratégias ecoldgicas com
foco na preservacdo de anfibios. No presente estudo, foi testada a seguinte hipotese:
concentragdes do extrato metandlico de Serjania erecta e do fungicida sintético
piraclostrobina/epoxiconazol (P-EP) afetam a frequéncia de dano mutagénico, a
preferéncia por substrato e o comportamento natatdério dos girinos de Leptodactylus
labyrinthicus. As espécies modelos do estudo, S. erecta e L. labyrinthicus, foram
escolhidas com base nos seguintes dados: 1) Os extratos de S. erecta contém principios
ativos com atividade antimicrobiana, 2) Os girinos de L. labyrinthicus séo bioindicadores.
Como critério de preferéncia por substrato, submetendo os girinos ao extrato e P-EP em
experimentos controlados separados, em cada um dando a opgéo por substratos claro ou
escuro. Por outro lado, avaliaram se 0s girinos apresentaram comportamento natatério
parado ou nadando nos experimentos com as duas substancias. Para investigar a
frequéncia do dano genotoxico, aplicou-se o teste de micronucleo e a analise de outras
anomalias nucleares. Apesar de ndo observar mudangas significativas no comportamento
natatdrio dos girinos, foi identificada preferéncia das concentragdes que causaram efeito
pelo ladoescuro do recipiente. Tanto para o fungicida quanto para o extrato, determinadas
concentracdes impactaram a frequéncia de microndcleos e outras anomalias nucleares.
Assim, concluiu-se que o extrato ndo é uma alternativa vidvel para reduzir danos em

girinos de L. labyrinthicus em relacdo a P-EP. Todavia, o fato de o extrato ser
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biodegradavel implica uma persisténcia menor no ambiente e a reducéo do risco de
bioacumulacdo. Este achado também sugere gque compostos derivados de plantas nao
devem ser aplicados indiscriminadamente como alternativas a agroquimicos sintéticos. O
teste do micronucleo também € um método promissor como ferramenta para avaliar o

efeito de novas substancias em organismos nao alvo.

Palavras-chave: Serjania, extratos vegetais, fungicida, R&-pimenta, Piraclostrobina,

Epoxiconazol, Extrato, Cerrado, ANES, Micronucleo.
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ABSTRACT

The expansion of Brazilian agricultural frontier pressures the biodiversity by converting
native areas into areas for pasture and agriculture. The use of synthetic agrochemicals on
crops is also a risk to non-target organisms. Among the Brazilian biomes, the Cerrado is
undergoing to major transformations in land use due to agricultural activities.
Additionally, amphibians are the most threatened vertebrate from the effects of
anthropogenic pressures. For amphibians, agricultural activities are one of the drivers of
threat because of habitat loss, habitat fragmentation and harmful agrochemicals.
Therefore, scientific researches into alternative compounds to synthetic agrochemicals
are relevant for ecological strategies with focus in amphibian preservation. In the present
study, we tested the following hypothesis: Concentrations of the methanolic extract of
Serjania erecta and the synthetic fungicide pyraclostrobin/epoxiconazole (P-EP) affect
the frequency of mutagenic damage, substrate preference and swimming behavior of
Leptodactylus labyrinthicus tadpoles. The model species of the study, S. erecta and L.
labyrinthicus, were chosen based on the following data: 1) S. erecta extracts contain
active principles with antimicrobial activity, 2) L. labyrinthicus tadpoles are
bioindicators. As a substrate preference criterion, the tadpoles were subjected to the
extract and P-EP in separate controlled experiments, in each one giving the option of light
or dark substrates. On the other hand, it was evaluated whether the tadpoles presented
stationary or swimming behavior in the experiments with the two substances. To
investigate genotoxic damage frequency, the micronucleus test and the analysis of other
nuclear anomalies were applied. Despite no significant changes observed in the
swimming behavior of the tadpoles, a preference for the dark side of the container was
noted at the concentrations that caused effect. For both the fungicide and the extract,
specific concentrations affected the frequency of micronuclei and other nuclear
anomalies. Therefore, it was concluded that the extract is not a viable alternative to P-EP
to reduce damage of L. labyrinthicus tadpoles. However, the fact that the extract is
biodegradable implies a shorter persistence in the environment and a reduced risk of
bioaccumulation. These finding also suggests that plant-derived compounds should not

be applied indiscriminately as alternatives to synthetic agrochemicals. The micronucleus
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test is also a promising method as a tool to evaluate the effect of new substances on non-
target organisms.

Keywords: Serjania, plant extracts, fungicide, pepper frog, pyraclostrobin,
epoxiconazole, extract, Cerrado, ANES, micronucleus.
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1. INTRODUCAO

O Cerrado é uma vasta savana com ampla biodiversidade e vegetacao
caracteristica, que varia de campo limpo ao cerraddo (Coutinho, 2006). O desmatamento
e aexpansdo agricola exercem forte pressdo sobre a biodiversidade do bioma (Colli et al.,
2020; Correia Filho et al., 2023; Machado et al., 2023). Além disso, a conversdo de areas
nativas do Cerrado em pastagens e monoculturas degradao meio ambiente (Fushimi et
al., 2024).

O Brasil € um dos maiores consumidores de agrotoxicos no mundo, devido a
posicdo como um dos principais polos agricolas de plantio e producdo (Moreira et al.,
2019; Pignati et al., 2017). Em particular, regiGes de fronteira agricola no Cerrado, como
o0 estado de Goias, apresentam crescente aplicacdo de pesticidas em culturas como soja,
milho e cana-de-acucar (Teodoro et al., 2023). A reproducdo dos anfibios ocorre,
principalmente, durante as esta¢des chuvosas, coincidindo com o periodo de plantio das
safras. Nesse contexto, 0 uso intensivo de fungicidas pode interferir negativamente no
crescimento, desenvolvimento, reproducéo e sobrevivéncia desses animais (Kopp et al.,
2010; Brihl et al., 2013; Moreira et al., 2019).

Os anfibios sdo o grupo de vertebrados sob maior ameaca (40,7%), sendo as
principais causas as doencas e a perda de habitat (Luedtke et al., 2023). A expansdo
agricola também constitui fator significativo de ameaca as populacGes de anfibios
(Anunciagdo, 2024). Atualmente, sdo conhecidas mais de 8.400 espécies de anfibios no
mundo (Segalla et al., 2021). O Brasil, pais com a maior diversidade desse grupo, abriga
1.188 espécies, sendo 1.144 anuros (ras, sapos e pererecas), 39 cecilias e 5 salamandras
(Segalla et al., 2021). Apesar dessa diversidade, ainda ha lacunas no conhecimento
taxondmico, com estimativas de que 25% dasespécies permanecam nédo descritas (Guerra
et al., 2020). Pesquisas sobre a exposicdo dosanfibios a agroquimicos sdo essenciais para
compreender como o ciclo de vida desses animais é afetado por tais substancias
(Awkerman et al., 2024). Além disso, a busca por alternativas menos prejudiciais é

fundamental para reduzir os impactos ambientais (Aioub et al., 2024).

Assim, 0 objetivo deste capitulo € avaliar se diferentes concentragdes do extrato

de Serjania erecta e do fungicida P-EP afetam a frequéncia de danos mutagénicos, a
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preferéncia por substrato e o comportamento natatério dos girinos de Leptodactylus

labyrinthicus.

Popularmente conhecida como ra-pimenta, L. labyrinthicus pertence a classe
Amphibia, reino Animalia, ordem Anura, familia Leptodactylidae e género
Leptodactylus. Essa espécie apresenta ampla distribuicdo no territorio brasileiro (Figura
1), sendo encontrada também na Argentina (Corrientes e Misiones) e no Paraguai (De la
Riva, 1993; IUCN, 2024).
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Figura 1: Mapa de distribuicao daespécie Leptodactylus labyrinthicus (Fonte: IUCN, 2024).

Até o momento, ndo foram constatadas grandes ameacas a ra-pimenta,
amplamente distribuida e adaptavel. Essa espécie pode ser utilizada como bioindicador
importante (IUCN, 2024). Habita areas abertas em savanas, florestas tropicais secas e
umidas, represas, lagoas, riachos, pantanos, areas urbanas e solos descobertos (Neves et
al., 2019). A desova ocorre em corpos d'agua ou em solos proximos, com 0S 0VOS
depositados em ninhos de espuma e 0s girinos geralmente encontrados em &guas paradas

e sem corrente (Heyer, 2005).

A ré-pimenta é considerada de grande porte entre os anfibios, com cerca de 18
cm de comprimento. Seu home, Labyrinthicus, refere-se a presenca de grandes timpanos
visiveis (membranas timpanicas) atras dos olhos. Jovens possuem coloracdo variando do

verde-escuro ao marrom, com manchas e pontos escuros no dorso e coloracdo alaranjada
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ou vermelha nas coxas e laterais do corpo. Adultosséo predominantemente alaranjados

ou vermelhos, com faixas negras no focinho e boca (Eterovick et al., 2020; IUCN, 2024).

O dimorfismo sexual ¢ marcante nessa espécie. Machos sdo maiores que as
fémeas, com bracos robustos e polegares especializados para agarrar as fémeas durante a
copula (Figura 2) (Eterovick et al., 2020; IUCN, 2024).

Figura 2: Leptodactylus labyrinthicus (ré-pimenta) (Fonte: HERPETO, 2024).

Neste estudo, os girinos foram escolhidos como bioindicadores por causa da alta
sensibilidade a alteragbes ambientais, pele permeavel e importancia na teia alimentar.
Qualquer impacto sobre eles pode desencadear desequilibrios ecoldgicos, afetando toda

a cadeia alimentar (Vasconcelos, 2014).

2. MATERIAISE METODOS

2.1. Obtencdo do extrato vegetal

O extrato foliar metandlico de S. erecta Radlk foi obtido utilizando o método
descrito por Freitas (2018). Basicamente, folhas saudaveis de S. erecta, coletadas na
cidade de Rio Verde - GO, secas em estufa, trituradas em moinho de facas e o0s extratos
foram obtidos a partir da adi¢do do solvente alcool metilico ao p6 vegetal. Apos um
periodo de 24 horas, o material foi filtrado e rotaevaporado a 65°C, sendo posteriormente
congelado e liofilizado. A exsicata foi depositadasob registro numero 545 no Laboratdrio
de Sistemética e Ecologia Vegetal do IF Goiano — Campus Rio Verde, tendo sido

identificado por Dr. Germano Guarim Neto (Freitas, 2018).
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2.2. Coleta de espécimes e aclimatacao

Os girinos foram coletadosno municipio de Rio Verde-GO, na propriedade rural
Cabeceira do Lageado pertencente ao Sr. Carlos Antonio Vieira Barros, localizada na GO
174 KM 05 a direita.

Para a coleta dos girinos foram utilizados EPI’S, como galochas, luvas, mascaras
e puca. Foram capturados 160 girinos de Leptodactylus labyrinthicus, sendo que a coleta
foi feita com auxilio de pucd e os animais foram transportados ao Laboratério de
Ecotoxicologia e Sisteméatica Animal (EcotoxSA) do Instituto Federal Goiano Campus
Rio Verde para aclimatacdo (Figura 3). Os girinos foram colocados em caixas plasticas
retangulares de6 L de dgua limpa declorada e aclimatados durante 7 dias, em temperatura
ambiente, luz natural (12 h claro/12 h escuro), com aeracéo artificial e alimentados com

racdo flocada uma vez ao dia (Figura 4).




Figura 3. Coleta dos girinos de Ra pimenta

Figura 4. Aclimatacdo dos Girinos.
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2.3. Delineamento experimental

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Ecotoxicologia e
Sistematica Animal (ECOTOXSA), localizado no Instituto Federal Goiano, campus Rio
Verde (IF-GOIANO). Em cada caixa plastica retangular foram colocados 8 girinos, com
os tratamentos realizados em duplicata, totalizando 16 girinos por unidade experimental.
Apenas girinos no estagio 28-32 de Gosner (1960), sem membros visiveis e de tamanho

semelhante, foram selecionados para 0s experimentos.

Foram realizados dois experimentos. No primeiro experimento, os girinos foram
expostos a seis tratamentos em quatro diferentes concentracdes do extrato (31,2, 15,6, 7,8
e 3,9 mg de extrato/mL), obtidas pela diluicdo em alcool metilico. Foram acrescidos 25
mL do extrato de S. erecta em 4 L de &gua declorada e foram preparados mais dois
tratamentos, um sendo o controle negativo com agua declorada e o outro, o controle
positivo com ciclofosfamida 40mg/L de dgua (Cabagna et al., 2006). A ciclofosfamida

foi escolhida por ser um agente comumente usado em bioensaios com girinos, capaz de

induzir genotoxicidade (Singh et al., 1988) (Figura 5).

Figura 5. (A-C) Fotos do delineamento experimental das diferentes concentragdes do extrato
(31,2,15,6,7,8e 3,9 mgde extrato/ml) foramutilizadase o controle negativocomagua declorada
e 0 outro, controle positivo com ciclofosfamida.

No segundo experimento os girinos foram expostos a quatro tratamentos em
diferentes concentrag¢Ges do fungicida P-EP (260 g/L) / (160 g/L) (0,0023 pg/L, 0,00229
ng/L, 0,00222 ng/L e 0,00216 pg/L).Em cada tratamento foi acrescido 1 L da solugdo de

concentracao 0,00195 ng/L, que foi considerada a concentracao segura (Figura 6).
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Figura 6: Fotos do delineamento
experimental das diferentes concentragoes do
fungicida P-EP (260 g/L) / (160 g/L) )
(0,0023 pg/L, 0,00229 ng/L, 0,00222 pg/L
e 0,00216 pg/L).

A avaliacdo do experimento teve inicio 24 horas apés a inocula¢do dos agentes,
avaliado pelo periodo de 96 horas, com medicdo dos parametros de pH, temperatura,
resistividade, salinidade, condutividade, solidos totais dissolvidos, comportamento

substrato e comportamento natatorio.

2.4.Caracterizacdo do fungicida
O fungicida com formulagéo piraclostrobina (260g/L) / epoxiconazol (160g/L) foi
doado pelo laboratério de irrigacdo localizado no IF Goiano Rio Verde. Possui registro

no Ministério da Agricultura e Pecuaria -MAPA sob o n° 9210.

2.5. Parametros fisico-quimicos da agua
Com auxilio do aparelhno multiparametro portéatil Bante900P, foi possivel a
avaliacdo e registro da Temperatura (TEMP °C), pH, solidos dissolvidos totais (TDS),
condutividade (COD), Salinidade (SAL) e resistividade (RES). Esta analise ocorreu
durante o periodo experimental, de modo que os parametros fisico-quimicos foram

observados nos tempos de 24, 48, 72 e 96 horas.

2.6. Escolha de substrato
Em todos os tratamentos duplicados com suas respectivas concentracdes foram
dispostos 8 girinos para cada unidade experimental (caixa plastica retangular
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transparente). A caixa foi divididaem duas partes: uma forrada com pléstico polietileno
preto para simular um substrato escuro e outra sem o plastico, com o fundo claro para
simular o substrato claro, o objetivo foi simular as diferentes condi¢fes de substrato
natural. As caixas plasticas retangulares foram acomodadas em uma sala arejada com
acesso a iluminacdo natural para simular um habitat natural. Os registros e avaliacdo da
escolha do substrato e a contabilizacdo dos anfibios dispostos eram feitas de acordo com
a preferéncia de coloracdo (fundo claro ou escuro), sendo a analise realizada uma vez ao

dia, a cada 24 horas durante todo o periodo experimental.

2.7. Alteracdes comportamentais - sobrevivéncia
A vitalidade dos girinos foi registrada e analisada a cada 24 horas do
experimento. Os girinos de ré-pimenta foram considerados vivos quando apresentavam
algum tipo de movimento de natacdo apoOs estimulo, leve com bastdo de vidro
(Wrubleswski et al. 2018).

2.8. Alteracdes comportamentais - comportamento natatorio
O teste comportamental aplicados nos girinos foi um teste de

movimentacdo natatéria adaptado de Wrubleswski et al. (2018), com critérios a serem
avaliados e observados descritos a seguir:

(3): movimentos de natacdo na agua igual ao grupo controle, ou seja, sem
mudancas no comportamento natatorio dos girinos,

(2) movimentos de natacdo diferentes comparados ao grupo controle, isto é,
natacdo em circulos, vagarosa, reduzida,

(1) movimentos de natacdo somente apds algum estimulo em alguma regido do
corpo e (0) estatico, mesmo apds a agitacdo da agua (estimulo), mas continua vivo.

O comportamento natatorio dos individuos foi registrado e analisado a cada 24
h por observagdo qualitativa visual. A &gua de cada tratamento e réplicas sofreram
agitacdo em circulos suavemente, cinco vezes com o auxilio de um bastéo de vidro por 5
segundos e a atividade de natagdo de cada organismo em seu respectivo tratamento foi
observada por 2 minutos. O padrédo da atividade natatoria foi considerado regular, devido

0s girinos néo apresentarem anormalidades na natagéo.

2.9.Teste de micronucleo e outras anormalidades nucleares dos eritrocitos
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Osgirinos de L. labyrinthicus foram eutanasiados com solugdo de lidocaina (5%)
conforme normas do Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal
(CONCEA). Os testes seguintes foram aplicados para analise mutagénica, utilizando a
técnica de esfregaco no preparo das laminas.

As laminas foram manipuladas com amostras de sangue, obtidas através da
seccdo caudal e fixadas em metanol gelado, preparou-se duas laminas por animal (Figura
7). Em sequéncia foram coradas com solucdo de Giemsa (10%) (Pérez-lglesias et al.,
2016, Borges etal., 2019b, Benvindo-Souza et al., 2020) e ap6s a secagem natural (Figura
8), foram feitas a analise e execucdo de investigacdo e observacdo, realizadas por um
Unico observador utilizando microscopio éptico com ampliacdo de 100x acoplado a uma
camera digital plotando as imagens na tela do computador, facilitando as capturas das
imagens (Cabagna et al., 2006, Cruz-Esquivel et al. 2017). O total de 1.000 células por
animal foram analisadas, para deteccdo de micronicleos e anormalidades nucleares
eritrocitarias (MNs e ANESs) em rastreio de 1000 células sanguineas por girino (Cabagna
et al., 2006). Todo o procedimento de eutanasia foi realizado seguindo as diretrizes do
CONCEA.

Figura 7: Fotos (A-D) do procedimento executado paraa confecgdo das laminascom amostras
de sangue obtidas através da secgédo caudal.
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Figura 8: Fotos das laminas coradas.

Os micronucleos foram analisados, identificados e quantificados de acordo com
os critérios descritos por Fenech (2000):

(1) auséncia de sobreposicdo com o nucleo principal e ambos estdo localizados
dentro do citoplasma,

(2) apigmentacdo da cor deveser igual aquela do nacleo principal dacélula, mas
com tamanho menor em relacdo ao diametro médio do ndcleo principal, e

(3) apresentar formato arredondado e sem ligacdo com o ndcleo principal.

Além de micronicleo (MN) outras anormalidades nucleares eritrocitarias
(ANEs) foram analisadas as células dos girinos, classificando-as como: microndcleo,
celulas binucleadas, anucleadas, brotos nucleares, segmentadas e lobadas (Benvindo-
Souza et al., 2020).

Ambos os dados de MN ou ANEs foram apresentados em frequéncia (%), sendo
o total de MN ou ANEs dividido por 10° (Obiakor et al., 2021).

2.10. Procedimentos legais
Este estudo foi encaminhado a apreciacdo do Instituto Chico Mendes de
Conservacao da Biodiversidade (ICMBio) (SISBIO/IBAMA n.95018), e para 0 CEUA

(Comissdo de Eticano Uso de Animais) com aprovagio sob n° 4540011124.

2.11. Andlises estatisticas
Neste trabalho foi utilizado o teste t pareado com nivel de significancia de 0.05
para avaliar se os girinos preferem substrato claro ou escuro na presenga de cada
concentracdo do extrato ou do fungicida. O mesmo teste foi utilizado para comparar o
comportamento de natagdo ou parado dos girinos em ambiente controlado para cada

concentracdo de extrato ou do fungicida. Quando as amostras violaram 0s pressupostos
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do teste t pareado, foi aplicada a analise de Monte Carlo para estimar a diferenca entre
médias com o total de 1000 randomizacdes (Gotelli e Ellisson 2011).

Por outro lado, foram comparadas as diferengas numéricas para cada padrdo de
morfologia celular em cada concentracdo de extrato ou fungicida com o método
estatistico Kruskal-Wallis a um nivel de significancia de 0.05. Efetuou-se todos os testes
estatisticos (Teste t pareado, Monte Carlo, Kruskal Wallis) na plataforma R (versdo
4.3.2). Especificamente, usou-se 0s pacotes rstatix (Kassambara 2023) e ggpubr
(Kassambara 2023).

3. RESULTADOSE DISCUSSAO

3.1. Parametros fisico-quimicos da agua girinos de Leptodactylus labyrinthicus as

diferentes concentragdes de Serjania erecta Raldk

Os parametros da dgua avaliados durante o periodo experimental estdo descritos
nas Tabelas 1 a 4. Osresultados apresentados correspondem a média de medicGes diarias
realizadas ap0Os 24, 48, 72 e 96 horas. De maneira geral, 0 pH medido manteve-se
levemente alcalino emtodasas concentragdes testadas, variandoentre 8,16 e 8,59, valores
compativeis com o nivel recomendado para organismos aquaticos em geral (Pollo et al.,
2017).

As medicbes de sdlidos totais dissolvidos também atenderam aos critérios
estabelecidos pela WHO (2022), que recomenda valores abaixo de 600 mg/L para garantir
a palatabilidade da &gua. Em relacdo a condutividade, ndo ha padrbes especificos
definidos para girinos (Mansano et al., 2019).

As temperaturas da agua permaneceram entre 25,2°C e 29,7°C ao longo do
experimento. De acordo com Braga et al. (2001), os girinos, assim como outros anfibios,
sdo ectotérmicos, ou seja, a temperatura corporal depende diretamente do ambiente
externo. Em outras palavras, esses animais ndo convertem energia quimica em energia
térmica em niveis suficientes para manter uma temperatura corporal constante. Além
disso, anfibios apresentam elevada adaptabilidade térmica, refletindo os diferentes
regimes de temperatura de seus habitats. Estudos indicam que anfibios mantidos em
temperaturas mais elevadas apresentam maior ganho de peso e completam a metamorfose

em menor tempo (Braga et al., 2001).
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Dessa forma, as variagbes observadas nesses parametros ndo exerceram

influéncia sobre os resultados obtidos na andlise dos perfis comportamentais dos girinos.
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Tabela 1. Pardmetros avaliados na agua da exposicdo de girinos de Leptodactylus
labyrinthicus as diferentes concentracGes de Serjania erecta Raldk, no periodo de 24
horas.

Tratamento  Concentracdo pH TEMP°C RES SAL COND TDS

do extrato Qm psu w/s ppm
CT (-) Aé&gua - 8,33 21,7 3,89 0,05 259 1294
declorada
CT +) 40mg/L 8,19 27,2 3,87 0,045 257 128,6
ciclofosfamida
S.erecta 31,2 mg/mL - - - - - -
S.erecta 15,6 mg/mL 8,37 27,8 3,87 0,05 257  128,9
S.erecta 7,8mg/mL 8,41 27,6 391 0,04 255  127,7
S.erecta 3,9mg/mL 8,39 27,2 3,92 0,04 254 1271

CT (controle),pH (potencial hidrogeniénico), TEMP (temperatura), RES (resisténcia), SAL
(Salinidade), COND (condutividade), TDS (total de sélidos dissolvidos).

Tabela 2. Parametros avaliados na agua da exposicdao de girinos de Leptodactylus
labyrinthicus as diferentes concentracGes de Serjania erecta Raldk, no periodo de 48
horas.

Tratamento Concentraggo pH TEMP RES SAL COND TDS
°C Om psu w/s ppm

CT () égua - 8,16 289 3,88 0,04 2535 1264
declorada

CT (+) 40 mg/L 821 284 39 0,04 2515 1260
ciclofosfamida

S.erecta 31,2 mg/mL - - - - - -
S.erecta 15,6 mg/mL 8,38 29,7 39 0,04 250,0 1250
S.erecta 7,8mg/mL 841 288 398 0,04 2510 1257
S.erecta 3,9 mg/mL 825 285 397 0,04 2510 1257

CT (controle),pH (potencial hidrogenionico), TEMP (temperatura), RES (resisténcia), SAL
(Salinidade), COND (condutividade), TDS (total de s6lidos dissolvidos).
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Tabela 3. Pardmetros avaliados na agua da exposicdo de girinos de Leptodactylus
labyrinthicus as diferentes concentracGes de Serjania erecta Raldk, no periodo de 72
horas.

Tratamento Concentracéto pH TEMP RES SAL COND TDS

°C Qm  psu ppm
CT (-) égua - 831 285 3,80 0,05 263 131,9
declorada
CT (+) 40 mg/L 8,27 28,0 3,82 0,05 262 131,0
ciclofosfamida
S.erecta 31.2 mg/mL - - - - - -
S.erecta 156 mg/mL 8,59 28,7 3,89 0,05 256 128,3
S.erecta 7.8 mg/mL 8,46 285 3,86 0,05 259 129,6
S.erecta 3.9 mg/mL 838 279 386 0,05 258 129,4

CT (controle),pH (potencial hidrogeniénico), TEMP (temperatura), RES (resisténcia), SAL
(Salinidade), COND (condutividade), TDS (total de sélidos dissolvidos).

Tabela 4. Parametros avaliados na agua da exposicdo de girinos de Leptodactylus
labyrinthicus as diferentes concentracGes de Serjania erecta Raldk, no periodo de 96
horas.

Tratamento Concentraggto pH TEMP RES SAL COND TDS
°C Qm psu u/s ppm

CT () égua - 8,41 25,9 3,69 0,05 270 135,3
declorada

CT (+) 40 mg/L 8,39 25,2 3,72 0,05 269 134,4
ciclofosfamida

S.erecta 31,2 mg/mL - - - - - -
S.erecta 15,6 mg/mL 8,52 26,3 3,87 0,04 252 126,2
S.erecta 7,8 mg/mL 8,54 26,0 3,75 0,05 267 1335
S.erecta 3,9 mg/mL 849 256 3,73 0,05 267 133,6

CT (controle),pH (potencial hidrogenionico), TEMP (temperatura), RES (resisténcia), SAL
(Salinidade), COND (condutividade), TDS (total de s6lidos dissolvidos).
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3.2. Parametros fisico-quimicos da &gua de girinos de Leptodactylus labyrinthicus
as diferentes concentracbes do fungicida piraclostrobina (260 g/L) /
epoxiconazol (160 g/L)

Os parametros da dgua avaliados durante o periodo experimental estdo descritos
nas Tabelas 5 a 8. De maneira geral, o pH variou entre 6,95 e 8,09, apresentando valores
que oscilam de neutros a levemente alcalinos, em conformidade com o0s niveis
recomendados para organismos aquéticos em geral (Pollo et al., 2017).

As temperaturas registradas permaneceram entre 24,95°C e 25,95°C, e a analise
realizada anteriormente no item 3.2 aplica-se igualmente a este contexto.

As medigdes de solidos totais dissolvidos atenderam as diretrizes estabelecidas
pela WHO (2022), que recomenda valores inferiores a 600 mg/L para garantir a
palatabilidade daagua. Quantoa condutividade, ndo ha padrdes especificos definidospara

girinos (Mansano et al., 2019).

Tabela 5. Parametros avaliados na agua da exposicdo de girinos de Leptodactylus
labyrinthicus as diferentes concentra¢fes do fungicida com formulacdo P-EP (260g/L) /
(160g/L), no periodo de 24 horas.

Tratamento Concentracio pH TEMP°C

CT(-)

CT (+)

piraclostrobina

(260g/L) / 0,00216 pg/L
epoxiconazol

(160g/L)
piraclostrobina

(260g/L) / 0,00222 pg/L
epoxiconazol

(160g/L)
piraclostrobina

(260g/L) / 0,0023 ng/L
epoxiconazol

(160g/L)
piraclostrobina

(260g/L) / 0,00229 pg/L
epoxiconazol

(160g/L)

CT (controle),pH (potencial hidrogenionico), TEMP (temperatura), RES (resisténcia), SAL
(Salinidade), COND (condutividade), TDS (total de s6lidos dissolvidos).

RES SAL COND TDS
Qm psu u/s ppm

7,89 25,5 4,07 0,04 245 122,2

7,86 25,4 4,08 0,04 245 122,8

7,63 25,5 4,05 0,04 242 123,2

7,82 255 4,15 0,04 243 122,9
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Tabela 6. Parametros avaliados na agua da exposicdo de girinos de Leptodactylus
labyrinthicus as diferentes concentracdes do fungicida com formulacdo P-EP (260g/L) /
(160g/L), no periodo de 48 horas.

RES SAL COND TDS

Tratamento Concentracao pH TEMP°C
Qm psu w/'s ppm

CT(-)

CT(+)

piraclostrobina
(260g/L) / 0,00216 pg/L
epoxiconazol
(160g/L)
piraclostrobina
(260g/L) / 0,00222 pg/L
epoxiconazol
(160g/L)
piraclostrobina
(260g/L) / 0,0023 pg/L
epoxiconazol
(160g/L)
piraclostrobina
(260g/L) /
epoxiconazol
(160g/L)

7,47 25,9 4,34 0,03 226,5 1154

7,35 26,0 4,28 0,03 233,0 116,6

6,95 25,5 4,24 0,04 234,5 117,5

0,00229 pg/L 7,29 25,3 4,44 0,03 226,5 113,7

CT (controle),pH (potencial hidrogenidnico), TEMP (temperatura), RES (resisténcia), SAL
(Salinidade), COND (condutividade), TDS (total de sélidos dissolvidos).
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Tabela 7. Parametros avaliados na agua da exposicdo de girinos de Leptodactylus

labyrinthicus as diferentes concentragbes do fungicida com formulacdo P-EP (260g/L) /
(160g/L), no periodo de 72 horas.

Tratamento

Concentracao

pH

TEMP°C

RES
Qm

SAL COND

psu

n/s

TDS
ppm

CT()
CT(+)
piraclostrobina
(260g/L) /
epoxiconazol
(160g/L)
piraclostrobina
(260g/L) /
epoxiconazol
(160g/L)
piraclostrobina
(260g/L) /
epoxiconazol
(160g/L)
piraclostrobina
(260g/L) /
epoxiconazol
(160g/L)

+

0,00216 pg/L

0,00222 pg/L

0,0023pg/L

0,00229ug/L

7,69

7,81

7,57

7,77

25,3

24,3

25,6

25,0

42

4,2

4,1

4,2

0,04

0,04

0,04

0,04

237,5

239,5

2415

237,5

118,95

119,65

122,25

118,90

CT (controle),pH (potencial hidrogeniénico), TEMP (temperatura), RES (resisténcia), SAL

(Salinidade), COND (condutividade), TDS (total de sélidos dissolvidos).
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Tabela 8. Parametros avaliados na agua da exposicdao de girinos de Leptodactylus
labyrinthicus as diferentes concentracfes do fungicida com formulacdo P-EP (260g/L) /

(160g/L), no periodo de 96 horas.

Tratamento

Concentracao

pH

TEMP °C

RES
Qm

SAL COND
psu u/s

TDS
ppm

CT(-)

CT (+)
piraclostrobina
(260g/L) /
epoxiconazol
(160g/L)
piraclostrobina
(260g/L) /
epoxiconazol
(160g/L)
piraclostrobina
(260g/L) /
epoxiconazol
(160g/L)
piraclostrobina
(260g/L) /
epoxiconazol
(160g/L)

+

0,00216 pg/L

0,00222 pg/L

0,0023 pg/L

0,00229 pg/L

8,09

8,07

7,85

7,99

25,65

25,55

25,85

25,25

4,31

4,25

4,18

4,30

0,03 555

0,03 2350

0,04  238,5

0,03 2335

1154

117,4

119,6

116,9

CT (controle),pH (potencial hidrogenionico), TEMP (temperatura), RES (resisténcia), SAL

(Salinidade), COND (condutividade), TDS (total de solidos dissolvidos).

3.3. Alteracdes comportamentais - sobrevivéncia de girinos de L. labyrinthicus em

diferentes concentracgdes de extrato metandlico de S. erecta Raldk

Todos os girinos morreram quando submetidos & concentracdo de extrato

metanolico de S. erecta da ordem de 31,2 mg/ml durante o registro de 24 horas.

Ndao foi observada natagdo incomum por parte dos girinos durante todo o

experimento analisado no periodo de 96 horas e concentracdes testadas.

3.4. Alteracdes comportamentais - sobrevivéncia de girinos de L. labyrinthicus em

diferentes concentragdes do fungicida piraclostrobina (260 g/L) / epoxiconazol

(160 g/L)

N&ao foi observada natacdo incomum por parte dos girinos durante todo o

experimento analisado no periodo de 96 horas e concentracGes testadas.
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3.5. Alteracdes comportamentais - comportamento natatério de girinos de L.
labyrinthicus em diferentes concentracfes de extrato metandlico de S. erecta

Raldk
Quando analisado o comportamento natatorio dos girinos na presenca de
diferentes concentracGes do extrato metanolico de S. erecta, obervou-se efeitos
significativos neste parametro na réplica 1 (CP, p = 0.04301), réplica 2 (CP e amostra de
7,8 mg/ml, p = 0.04301 e p = 0.038, respectivamente), réplica 3 (CP e 7,8 mg/ml, p =
0.012 e p = 0.016, respectivamente) e réplica 4 (CP e 7,8 mg/ml, p = 0.01 e p = 0.015,
respectivamente), conforme mostrado nas figuras 9 a 12. Asréplicas 1 e 2 dizem respeito
as amostras em que ndo houve agitacdo. Ja as replicas 3 e 4 remetem as amostras com

agitacao.

0.050 p=0117 p=0.161

b
it

0.025

——
}7

g g g
5 0.000 4 5 4

0.025

-0.050
nadando parado nadando parado nadando parado

15,6 mg/m! 7,8 mg/ml 39 mg/m!
p=0043 p=0093

Ng
—
N° gi
—t—

nadando parado nadando parado
cP cN

Figura 9. Efeito do extrato metandlico de Serjania erecta sobre o comportamento natatdrio
de Leptodactylus labyrinthicus na réplica 1.



52

0.050 100 p=0.038 p=0161
3
0.025 075
@ o @ 2
<] <] <]
= = =
< 0.000 S 050 - g
z z z
1
-0.025 025
0.00 0
-0.050
nadando parado nadando parado nadando parado
15,6 mg/ml 7,8 mg/ml 3,9 mg/ml
5 p=0043 5 p=0.093
4 —‘7 4 —(
g 3 J g 3
£ £
=) )
z 2 z 2
1 1
0 0
nadando parado nadando parado
CcpP CN

Figura 10. Efeito do extrato metandlico de Serjania erecta sobre o comportamento Natatdrio
de Leptodactylus labyrinthicus na réplica 2.
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Figura 11. Efeito do extrato metanolico de Serjania erecta sobre o comportamento Natatério
de Leptodactylus labyrinthicus na réplica 3.
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Figura 12. Efeito do extrato metandlico de Serjania erecta sobre o comportamento natatério
de Leptodactylus labyrinthicus na réplica 4.

As alteragdes comportamentais observadas, de pequena magnitude, podem estar
relacionadas as concentracOes utilizadas, que possivelmente ndo foram suficientes para
provocar mudancas comportamentais significativas em curto periodo. Testes
comportamentais integrados a experimentos toxicolégicos sdo fundamentais para
compreender os possiveis efeitos de xenobidticos sobre comunidades bioldgicas. As
concentracdes desses compostos que contaminam o meio ambiente geralmente sdo baixas
e, embora possam ndo causar a morte imediata dos individuos, podem alterar o
comportamento, tornando-os mais vulneraveis a predacdo (Peltzer et al., 2013; Perez
Iglesias, 2015).

O uso de pesticidas, como fungicidas, herbicidas e inseticidas, pode resultar em
contaminacdo ambiental e induzir alteragdes comportamentais nos organismos expostos
(Peltzer et al., 2013).

3.6. Alteragdes comportamentais - comportamento natatério de girinos de
Leptodactylus labyrinthicus em diferentes concentracfes do fungicida
piraclostrobina (260 g/L) / epoxiconazol (160 g/L)

Para a avaliacdo do comportamento natatério na presenca do fungicida, nas
seguintes réplicas para houve efeitos significativos: réplica 1 (CP, p = 0.04301), réplica
2 (CP eamostra de 0,00216 uL, p =0.009 e p = 0.001, respectivamente), réplica 3 (CP, p
= 0.043) e réplica 4 (CP e amostra 0,00216, p = 0.01 e p = 0.001, respectivamente),
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conforme pode ser visto nas figuras 13 a 16. As réplicas 1 e 2 dizem respeito as amostras

em que ndo houve agitacdo. Ja as replicas 3 e 4 remetem as amostras com agitacao.
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Figura 13. Efeito do do fungicida com formulagdo P-EP (260g/L) / (160g/L) sobre o
comportamento natatério de Leptodactylus labyrinthicus na réplica 1.
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Figura 14. Efeito do do fungicida com formulacdo P-EP (260g/L) / (160g/L) sobre o
comportamento natatério de Leptodactylus labyrinthicus na réplica 2.
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Figura 15. Efeito do do fungicida com formulacdo P-EP (260g/L) / (160g/L) sobre o
comportamento natatdrio de Leptodactylus labyrinthicus na réplica 3.
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Figura 16. Efeito do do fungicida com formulagdo P-EP (260g/L) / (160g/L) sobre o
comportamento natatério de Leptodactylus labyrinthicus na réplica 4.

3.7. Analise comportamental — escolha do substrato.
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Foram encontradas diferencas significativas para preferéncia dos girinos por

substratos escuros nas seguintes concentracGes do extrato metandlico de S. erecta: 3,9
mg/mL (Figura 17), 3,9 mg/mL e 7,8 mg/mL (Figura 18).
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Figura 17. Preferéncia dos girinos por substrato claro ou escuro na presenca de extrato

(réplica 1).
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Figura 18. Preferéncia dos girinos por substrato claro ou escuro na presenca de extrato

(réplica 2).
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Por outro lado, nos testes para fungicida os resultados significativos para

preferéncia entre substrato claro e escuro ocorreram nas concentragdes 0,00216 uL (p =
0.006, réplica 1) e 0,0023 uL (p = 0.011, réplica 2), figuras 19 e 20, respectivamente.
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Figura 19. Preferéncia dos girinos por substrato claro ou escuro na presenca de extrato

(réplica 1).
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Figura 20. Preferéncia dos girinos por substrato claro ou escuro na presenca de extrato

(réplica 2).

3.8. Teste de micronucleo e outras alteragdes eritrocitarias nucleares (AENS)
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Em relagdo as doses aplicadas do fungicida foi observado efeito significativo em
5 variaveis, microndcleo, broto nuclear, nucleo lobado, nucleo segmentado e célula

anucleada, como pode ser visto nas figuras 21 e 22.

Figura 21. Fotos das células de girinos Leptodactylus labyrinthicus, expostas a diferentes
concentragdes de extrato Serjaniaerecta. (A) célula micronicleo, (B) broto nuclear, (C) lobada,
(D) e (E) binucleada (F) anucleada.

Figura 22. Fotos das células de girinos Leptodactylus labyrinthicus, expostas a diferentes
concentragbes do fungicida com formulagdo  P-EP (260g/L) / (160g/L). (A) célula
microndcleo, (B) broto nuclear, (C) e (D) lobadas, (E) e (F) binucleadae (G) anucleada.
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Para micronucleo (X2=31.1, p = 0.00000906) apenas duas doses ndo causaram
efeito (0,00216 uL ¢ 0,00222 uL). Para broto nuclear (X2 = 24.8, p = 0.000151) apenas
uma dosenao causou efeito (0,00216 pL). Para nucleo lobado (X?=33.3, p=0.00000322)
todas as doses aplicadas demonstraram efeito. Para nlcleo segmentado (X2 = 25.5, p =
0.00011) apenas uma dose ndo causou efeito (0,00216 pL). Para células anucleadas (X?
=23.7, p = 0.000244) foi encontrado efeito em todas as doses aplicadas. (Figura 23, 24,
25, 26 e 27).
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Figura 23. Efeitodo fungicida com P-EP (260g/L) / (160g/L) sobre a variavel micronucleo em Leptodactylus labyrinthicus.
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Figura 24. Efeitodo fungicida com P-EP (260g/L) / (160g/L) sobre a variavel broto nuclear em Leptodactylus labyrinthicus.
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Figura 25. Efeito do fungicida com formulacdo P-EP (260g/L) / (160g/L) sobre a variavel ntcleo lobado em Leptodactylus labyrinthicus.
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Figura 26. Efeito do fungicida com formulacdo P-EP (260g/L) / (160g/L) sobre a variavel nicleo segmentado em Leptodactylus
labyrinthicus.
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Figura 27. Efeito do fungicida com formulacdo P-EP (260g/L) / (160g/L) sobre a variavel células das anucleadas em Leptodactylus
labyrinthicus.
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No que diz respeito as doses de extrato metanolico de S. erecta, foi observado
efeito significativo em 4 variaveis, microntcleo, nucleo lobado, ndcleo segmentado e
célula anucleada. Para micronudcleo (X2 =17.2, p = 0.00174) duas doses ndo causaram
efeito (15,6 mg/ml e CP). Para nucleo lobado (X2 = 21.6, p = 0.00024) todas as doses
apresentaram efeito. Para nlcleo segmentado (X2=t=9.77, p =0.0444) apenas uma dose
(3,9 mg/ml) demonstrou efeito. Para células Anucleadas (X2=26.2, p = 0.0000283) todas
as doses apresentaram efeito. (Figuras 28 a 31).
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Figura 28. Efeito do extrato de metandlico de Serjania erecta sobre a variavel micronicleo em Leptodactylus labyrinthicus.
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Figura 29. Efeito do extrato de metandlico de Serjania erecta sobre a variavel nucleo lobado em Leptodactylus labyrinthicus.
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Figura 30. Efeitodo extrato de metandlico de Serjania erecta sobre a variavel nucleo segmentado em Leptodactylus labyrinthicus.
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1501

100

Anucleada

50

Figura 31.

15,6 mg/ml 3,9 mg/ml 7,8 mg/mil CN CP
Concentracoes
pwc: Dunn test; p adjust: Bonferroni

Efeito do extrato de metandlico de Serjania erecta sobre a variavel células anucleadas em Leptodactylus labyrinthicus.
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Na maioria das varidveis investigadas por meio do teste de MN e AENSs, foi
possivel observar os efeitos das doses do fungicida e do extrato metanolico de S. erecta.
Esses resultados demonstram que ambas as substancias possuem potencial citotéxico e
causaram danos genotoxicos nos organismos testados. Entre as doses do extrato, apenas
a concentracdo de 15,6 mg/mL ndo induziu a formacdo de micronucleos, sugerindo que
essa concentracdo apresenta potencial para ser utilizada em futuros experimentos. E
importante destacar que as doses empregadas neste estudo foram superiores as utilizadas
em experimentos com fungos fitopatogénicos.

Xenobioticos sdo frequentemente descartados no meio ambiente em razdo de
atividades humanas, e essas substancias podem impactar diretamente a biodiversidade.
Nesse contexto, testes de genotoxicidade, como o do micronucleo, constituem
ferramentas Uteis para avaliar os efeitos de novas substancias em organismos Vivos
(Udroiu et al., 2015; Fernando et al., 2016; Benvindo-Souza et al., 2020). O surgimento
de micronicleos e outras anomalias nucleares podem ser provocados por agentes que
causam lesdes no material genético, resultando na fragmentacéo de cromossomos (Pollo
et al., 2015; Udroiu et al., 2015).

O efeito genotdxico de pesticidas utilizados em préaticas agricolas sobre espécies
ndo alvo, como os anuros, ja foi demonstrado em estudos experimentais (Pollo et al.,
2015; Natale et al., 2018; Borges et al., 2019 a,b). No entanto, trabalhos que evidenciem
efeitos genotoxicos de metabodlitos do género Serjania ainda sdo escassos na literatura.
Ha, contudo, registros de atividades inibitérias em organismos vivos, como
microrganismos, parasitas, insetos e peixes, reforcando o potencial citotdxico desses
metabolitos (Hernandez et al., 2012; Cardoso etal., 2013; Venturaetal., 2021; De Freitas
et al., 2022).

4. CONCLUSOES

O extrato foliar metandlico de S. erecta demonstrou causar efeitos genotoxicos
em L. labyrinthicus, evidenciando o potencial citotoxico. Pesticidas botanicos constituem
uma alternativa interessante ao uso de pesticidas tradicionais, pois se degradam com
relativa facilidade, contribuindo para a reducdo dos danos ambientais. No entanto, 0s
mecanismos de acdo e os efeitosdessas substancias sobre diferentesorganismos precisam
ser cuidadosamente avaliados, pelo fato de serem produtos de origem natural, néo

implicando necessariamente seguranca. O teste de microndcleo demonstrou ser uma
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ferramenta promissora para a avaliacdo do efeito de novas substancias em organismos

nao alvo.
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CONCLUSOES GERAIS

Este estudo demonstrou que o extrato foliar metandlico de S. erecta apresenta
significativo potencial citotoxico e genotdxico, evidenciado pelos efeitos sobre L.
labyrinthicus, e também mostrou atividade antifdngica contra S. sclerotiorum,
Rhizoctonia sp. e Fusarium sp. A atividade mais expressiva foi observada contra S.
sclerotiorum, enquanto Rhizoctonia sp. respondeu moderadamente e Fusarium sp.
apresentou minima resposta. A capacidade do extrato de degradar compostos aromaticos
e fluoretados ou clorados foi observada na interacdo com Rhizoctonia sp., e, embora nao
desejadono contexto deste estudo, pode sugerir um potencial ecoldgico interessante. Este
microrganismo, com a capacidade de metabolizar compostos aromaticos, pode ter
aplicacdo como biorremediador na degradacdo de xenobioticos presentes no ambiente,

similar ao comportamento observado em Pseudomonas sp.
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Além disso, o teste do micronlcleo é eficaz para avaliar os efeitos de novas
substancias, como o extrato de S. erecta, em organismos ndo alvo, destacando a
importancia da genotoxicidade na analise de pesticidas botanicos. Embora esses
pesticidas naturais, como o extrato de S. erecta, apresentem vantagens em termos de
degradacdo ambiental e menor impacto ecoldégico em comparagdo aos pesticidas
tradicionais, ¢ fundamental considerar os efeitos sobre diferentes organismos, antes da
aplicacdo ampla. O estudoreforga que, mesmo sendode origem natural, essas substancias
ndo devem ser consideradas isentas de risco, destacando a necessidade de uma avaliacdo

detalhada dos mecanismos de ag&o.



