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RESUMO

Como uma alternativa pouco agressiva ao meio ambiente e aos seres vivos, a
exploracdo da atividade de compostos secundarios de plantas tem se tornado uma
alternativa com potencial ecoldgico para o controle de fitopatégenos e pragas.
Diante disso, 0 objetivo desse trabalho foi investigar compostos bioativos existentes
nas plantas da Caatinga com potencial contra microorganismos fitopatdégenos e
insetos-pragas de importancia agricola. Foi realizado um screening da atividade
antifitopatégena de extratos aquosos de 12 espécies de plantas existentes no
semiérido de Pernambuco. Para tal, foi empregada a técnica de microdiluicdo e as
concentracfes inibitéria minima (CIM) e bactericida minima (CBM) foram
determinada. Todas as bactérias foram sensiveis aos extratos aquosos, com 0S
valores de CIM variando 3,12 a 25 mg/mL, porém a Anadenanthera colubrina var.
cebil apresentou melhores valores para todos os isolados testado sendo
potencialmente promissora para o emprego no combate a doencas vegetais. A patir
deste screening inicial foram preparados extratos orgéanicos de folhas de A. colubrina
coletadas na estacdo seca e chuvosa em Soxhet seguindo a série eluotropica ciclo-
hexano (CHX), cloroformio (CF), acetato de etila (EA) e metanol (MET). Foram
realizadas analises da composi¢cao fitoquimica dos extratos por cromatografia em
camada delgada e também foram avaliados sua atividade antimicrobiana. A
composicado fitoquimica mostrou a presenca de terpenos, flavonoides, triterpenos,
taninos, cumarinas e acucares redutores. Todos 0s extratos organicos foram ativos
contra todas as bactérias e fungos avaliados sendo os extratos em CHX e EA o0s
mais ativos com CIM variando entre 0,78 a 3,12mg/mL O composto majoritario
presente no extrato de EA da estacdo chuvosa foi isolado e apresentou CBM 0,5
mg/mL para Xanthomonas campestris pv. Campestris (Xcc) e CIM 0,5 mg/mL para
Acidovorax citrulli, com maior atividade. Além disso, Xcc tratada com o extrato de
CHX da estacado seca foi observada por microscopia eletrbnica de varredura e de
transmissdo e houve perda de viabilidade celular e morte por formacédo de vacuolos
intracelulares. A atividade inseticida foi testada com os extratos CHX e EA, cotra o
Sitophilus zeamais e o Tetranychus urticae e os extratos se mostraram toxicos para
ambos os insetos. Diante disso, podemos concluir que a A. colubrina possui

metabdlitos secundarios com fortes potenciais antimicrobianos e inseticidas.

Palavras-chaves: Caatinga. Angico. Potencial bioldgico.



ABSTRACT

As a less aggressive alternative to the environment and to living beings, in the last
decades, the exploration of secondary plant compound activity has become an
alternative for the control of phytopathogens and pests with ecological potential.
Therefore, the aim of this work was to investigate bioactive compounds existing in
plants of the caatinga against phytopathogenic microorganisms and insect pests of
agricultural importance. A screening of the phytopathogenic antimicrobial activity of
the aqueous extracts of twelve species of plants in the semi arid region of
Pernambuco was carried out. The activity was done through the microdilution
technique and the minimum inhibitory concentration (MIC) and minimal bactericidal
concentration (CMM) was determined. All bacterial species were sensitive to
agueous extracts, with MIC values ranging from 3.12 to 25 mg / mL, but
Anadenanthera colubrina var. cebil showed better values for all isolates tested,
therefore potentially promising for use in combating plant diseases. From this initial
screening, organic extracts of the leaves of A. colubrina were carried out in Soxhlet
apparatus following an eluotropic series using the solvents: cyclohexane (CHX),
chloroform (CF), ethyl acetate (EA) and methanol (MET). Analysis of the
phytochemical composition of the extracts were carried out by thin layer
chromatography and their antimicrobial activity was also evaluated. The screening of
the phytochemical composition showed the presence of terpenes, flavonoids,
triterpenes, tannins, coumarins and reducing sugars. All organic extracts were active
against all bacteria and fungi evaluated and the extract in CHX and EA were the
most promising with MIC ranging from 0.78 to 3.12 mg / mL. The main compound
present in the EA extract from the rainy season was isolated and presented MBC 0.5
mg / mL for Xcc and MIC 0.5 mg / mL for Ac, obtaining a higher antimicrobial activity.
In addition, Xanthomonas campestris pv. campestris treated with extracts of CHX
from the dry season was observed by scanning and transmission electron
microscopy, with a loss of cell viability and death by formation of intracellular
vacuoles. The insecticidal activity was carried out with extracts CHX and EA, against
Sitophilus zeamais and Tetranychus urticae, and the extracts showed to be toxic for
both insects. According to these results, we can conclude that A. colubrina has

secondary metabolites with strong antimicrobial potentials and insecticides.

Key-words: Caatinga. Angico. Biological potential.
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1 INTRODUCAO

Durante aproximadamente dois milhdes de anos, os seres humanos viveram da
colheita e da caga, sendo totalmente dependentes de produtos fornecidos de
maneira natural. Foi entdo por volta de 10.000 aC. periodo neolitico, que o0 homem
deixou de depender dessas praticas e comecou a cultivar plantas e criar animais,
transformando, assim, 0s ecossistemas naturais originais em ecossistemas
cultivados (MAZOYER; ROUDART, 2010). O surgimento da agricultura foi um marco
historico na evolugcdo do homem que deixa de ser nbmade e passa a ser sedentério,
comecam a surgir regras, chefias, com organizacao politica e temporal marcada por
periodos de plantio e colheitas (LUTZENBERGER, 1998; KRUGER, 2001; MORAN,
s/d apud GONCALVES, 2006).

A partir da segunda guerra mundial a agricultura passa a depender cada vez
menos dos recursos locais, e cada vez mais dos tratores, ceifeiras, arados,
agrotoxicos e racdo animal produzido pelas industrias (OLIVEIRA, 1989). O homem
passa a utilizar maquinas para o aumento da producdo agricola, suprindo as
necessidades da maioria da populacdo, que cada vez mais aumentava sua
densidade. Embora sejam importantes trouxeram diversas consequéncias, tais como
a perda da biodiversidade, degradacédo dos solos, desmatamentos, erosdo genética,
contaminacdo da agua e solos, contaminacdo do agricultor e dos alimentos,
causando um desequilibrio ambiental cada vez maior e favorecendo o aumento e

surgimento de pragas e doencas em cultivos agricolas (BETTIOL; GHINI, 2003).

A utilizacdo de métodos quimicos como 0s agrotoxicos no controle de doencas e
as pragas agricolas, feito muitas vezes de maneira ndo recomendada ao longo dos
anos, nem sempre séo eficazes ou economicamente viaveis (GHINI; KIMATI, 2000;
LUCCHESI, 2005). Seu uso inadequado e excessivo € resultado de uma visao
equivocada do processo agricola, quanto maior o uso maior 0s riscos e danos aos
seres humanos e ao meio ambiente (AUGUSTO et al., 2012). Além de causar
diversos problemas ambientais, como a contaminacdo dos alimentos, solo, agua e
animais, geram resisténcia de patdégenos, de pragas e de plantas invasoras a certos
principios ativos dos agrotéxicos; o surgimento de doencas iatrogénicas (as que
ocorrem devido ao uso de agrotoxicos); o desequilibrio biolégico, alterando a
ciclagem de nutrientes e da matéria organica; a eliminacdo de organismos benéficos
e a reducédo da biodiversidade (BETTIOL; MORANDI, 2009).
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A reducéo ou eliminacdo de produtos quimicos no controle de pragas e doencas
de plantas € uma necessidade econdmica e ambiental. Na busca de um controle
alternativo, eficaz e menos danoso, tem-se verificado o0 uso de extratos de plantas
no combate a esses problemas. Estes possuem em sua composi¢cdo substancias
com principios ativos que tem por finalidade defender a planta contra insetos,
patdbgenos e micro-organismos que causam danos a grandes producfes agricolas
(RODRIGUES et al., 2006; JAMAL et al., 2008; PERREIRA, 2014). As principais
vantagens relacionadas ao uso de extratos vegetais, quando comparados aos
produtos sintéticos, devem-se ao fato de encontrar novos compostos, 0s quais 0s
patdbgenos nao se tornaram capazes de inativar, além de serem degradados
rapidamente no ambiente, sdo menos toxicos, derivados de recursos renovaveis,
possuem um amplo modo de acdo e mantem a produtividade e a qualidade dos
produtos agricolas. (FERNANDES; CARNEIRO, 2006; FERRAZ, 2008).

O Brasil € o pais responsavel pela gestdo do maior patriménio de biodiversidade
do mundo, contando com mais 46 mil espécies catalogadas da flora (MMA Flora do
Brasil 2020), logo o conhecimento sobre essa dinamica é de grande importancia
para a manutengdo da biodiversidade. Nesse contexto, a Caatinga se destaca por
apresentar grande importancia ecolégica devido a sua vegetagdo Unica (PRADO,
2003). Possui ampla variedade de espécies vegetais, adaptadas as condicbes de
estresse ambiental caracteristico das regides semiaridas, 0 que a tornapromissoras
para o0 estudo de novas biomoléculas que possam apresentem importantes
atividades biologicas (ARCOVERDE et al., 2014; FELIX-SILVA et al., 2014).

Desta forma, contribuindo com os estudos de plantas do Nordeste brasileiro para
a descoberta de novos compostos bioativos, este trabalho propds avaliar o potencial
antibacteriano e antifungico dos extratos das folhas de Anadenanthera colubrina var.
cebil obtidas no Parque Nacional da Serra do Catimbau, reserva da caatinga
localizada no municipio de Buique, Pernambuco. Embora esta espécie
anteriormente tenha sido submetida a alguns estudos, sua grande utilizacdo pela
populacdo, principalmente no Nordeste, justifica a importancia de novos estudos
com o proposito de se conhecer detalhadamente sua composi¢cdo quimica,
possibilitando seu uso no combate a microorganismos fitopatbgenos e insetos de

culturas com importancia agricola.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 AGRICULTURA: EVOLUCAO E PROBLEMATICA

Ao longo do Paleolitico, a espécie humana foi evoluindo, crescendo
fisicamente e ampliando sua capacidade intelectual, desenvolvendo assim a
linguagem oral. O homem paleolitico sobrevivia da caca, da pesca e da coleta de
vegetais, deslocava-se em busca dos recursos alimentares disponiveis. Por volta de
10000 a.C., ja no periodo Neolitico, 0 homem deixou de depender da caca e da
coleta e passou a sobreviver da agricultura e da criacdo de animais. Essa pratica
levou a sedentarizardo da espécie e ao aparecimento das primeiras aldeias. Aos
poucos, os instrumentos de pedra foram substituidos por instrumentos de cobre, de
bronze e, mais tarde, de ferro. Esse progresso técnico permitiu aumentar a producéo
agricola e possibilitou o crescimento populacional. Dessa forma, a agricultura
comecgou a mudar ndo apenas os habitos alimentares como também a civilizagcdo
(MAZOYER; ROUDART, 2010; AGUIAR, 2017).

Durante os 8500 a.C. que se seguiram a agricultura evoluia e os humanos
habitantes do Crescente Fértil (uma regidao que compreende os atuais Egito, Israel,
Turquia e Iraque) lentamente comegaram a plantar grédos em vez de colhé-los da
natureza. De 800 a 1400 d.C. as ferramentas agricolas permaneceram inalteradas.
Os primeiros colonizadores da América do Norte usavam arados iguais aos usados
durante o império Romano. O desenho do arado foi modificando e a primeira
semeadeira mecanica foi inventada pelo inglés Jethro Tull; esse instrumento permitia
a plantacdo de sementes de forma mais rapida, organizada e em linha reta. Uma
colheitadeira puxada por cavalos veio logo em seguida facilitando ainda mais o
trabalho dos agricultores que passaram a plantar e colher em uma fracdo de tempo
reduzida, fazendo com que a produtividade agricola aumentasse (MAZOYER;
ROUDART, 2010). Foi entdo durante os séculos XVIII e XIX, com o advento da
agricultura moderna, que a produgdo em maior escala teve inicio, caracterizando a
Primeira Revolucdo Agricola Contemporanea, periodo marcado por intensas
mudancas ao nivel econbmico, social e tecnolégico. Estas mudancas
desempenharam um papel central no processo de decomposi¢cao do feudalismo e no
surgimento do capitalismo (VEIGA, 1991).
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A Primeira Revolugdo Agricola teve como caracteristica a introducdo do
sistema de rotacdo com leguminosas e/ou tubérculos e o abandono gradativo do
pousio. Estas plantas eram utilizadas tanto na alimentacdo humana e animal, quanto
na adubacgdo do solo (OLIVEIRA, 1989). Desta forma foi possivel intensificar o uso
da terra e obter significativos aumentos na produgdo agricola, “eliminando” a

escassez de alimentos que caracterizaram os periodos anteriores (EHLERS, 1996).

Ainda no final do século XIX e inicio do século XX, aconteceram grandes
transformagcdes na agricultura, principalmente nos EUA e na Europa, com as
inimeras descobertas cientificas e a evolucdo das ciéncias associadas ao grande
desenvolvimento tecnoldgico (fertilizantes quimicos, melhoramento genético de
plantas e motores de combustéo interna), que acabaram por impor um novo padrao
de desenvolvimento para a agricultura. Este periodo foi marcado por grandes
mudancas, como por exemplo, a reducdo da importancia relativa da rotacdo de
culturas, o progressivo abandono do uso da adubacdo verde e do esterco na
fertilizacdo, a separacdo da producdo animal da vegetal e a absor¢cdo de algumas
etapas do processo de producdo agricola pelas industrias. Essas mudancas
marcaram o inicio de uma nova fase na historia da agricultura, a chamada Segunda

Revolucdo Agricola Contemporanea (EHLERS, 1996).

A partir da Segunda Guerra Mundial, a agricultura passou a depender cada
vez menos dos recursos locais, e cada vez mais dos tratores, ceifeiras, arados,
agrotoxicos e racdo animal produzida pela industria. Produtos provenientes da
agricultura passam a ser transformados pela industria (OLIVEIRA, 1989). A
agricultura mundial passou por uma série de transformacfes aliadas as conquistas
da pesquisa nas areas da genética, da mecanica e da quimica, bem como a
evolugéo do setor industrial voltado para a agricultura. Todas essas transformacodes
culminaram no final da década de 60, inicio da década de 70, em um novo processo
de modernizacdo profunda da agricultura mundial, conhecida como Revolucao
Verde gque seguiu com as transformacdes mais recentes, a partir do inicio dos anos
90, marcada pela globalizacdo econdmica e pela constituicdo de grandes empresas,
agroindustrias e varejistas, que controlam o mercado mundial. Ela & baseada em um
conjunto de tecnologias voltadas ao aumento da produtividade das culturas e

especializacdo da producéo (variedades geneticamente melhoradas, uso intensivo
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de adubos quimicos de alta solubilidade, agrotéxicos, irrigacdo e maquinas
agricolas) (TILMAN, 2001; AMBROSANO et al., 2002).

Equipamentos artesanais foram substituidos por maquinas modernas
possibilitando o rapido crescimento das culturas e a diminuicdo da méo de obra nas
exploragfes agricolas. O problema da fome servia como uma justificativa para o
aumento da producdo, porém os resultados dessa revolucdo foram sentidos no
Brasil e no mundo. Trazendo como consequéncia a perda da biodiversidade,
degradacdo dos solos, desmatamentos, erosdo genética, contaminacdo da agua e
solos, contaminagéo do agricultor e dos alimentos, aparecimento de novas pragas,
surgimento de pragas resistentes, aumento de custos de producado e diminuicdo da
eficiéncia energética, mostrando que a revolucdo verde é altamente controversa,

ndo apenas entre o meio cientifico, mas para a sociedade (LUCCHESI, 2005).

O principal interesse da exploragdo agricola baseava-se na producédo de
grandes quantidades a fim de obter o maior lucro possivel, sem a preocupacéo de
manter a qualidade dos produtos, diante disso surgi a agricultura moderna. As
maquinas passaram a substituir os homens no campo, o rendimento e a
produtividade cresceram exponencialmente, mas a qualidade da producéo, e do
ambiente ndo foram tidas em conta, causando um desequilibrio ambiental cada vez
maior e favorecendo o aumento e surgimento de pragas e doencas em cultivos
agricolas (BETTIOL; GHINI, 2003).

O uso de agrotéxico no combate das pragas foi aumentando e em conjunto
com os fertilizantes e as maquinas, houve um aumento na produtividade, porém,
diversos efeitos negativos foram surgindo (LUCCHESI, 2005). No Brasil, na década
de 70, Paschoal (1979) mostrou um dos resultados do desequilibrio ecologico
causado pelo crescimento do consumo de agrotoxico: o aumento significativo do

nuamero de pragas.

A presenca de pragas no campo pode se tornar um dos fatores que pode
diminuir drasticamente os valores finais da producdo de uma dada cultura. Essas
pragas podem ser virus, bactérias, fungos, insetos, vegetais e pequenos vermes, que
muitas vezes se alastram pelas lavouras causando prejuizos de bilhdes de reais. As
pragas sao responsaveis, em média, por cerca de 42,1% das perdas na producdo

agricola, onde estima-se que os fitopatbgenos sejam responsaveis por 13,3% de
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danos, as plantas daninhas por 13,2%; e os insetos e acaros por 15,6% (KREYCI,
2017). As perdas do agronegocio brasileiro podem chegar a R$ 55 bilhdes ao ano e
estima-se que, no mundo, as perdas da agricultura devido aos ataques de pragas
cheguem a quase 5% do PIB mundial (AGROLINK, 2017). Segundo Batista et al.
(2011), é importante realizar periodicamente levantamentos dos fitopatégenos
causadores de doencas de plantas em areas de plantios, como os reflorestamentos,
areas agricolas, pastos, florestas naturais, campos naturais e sistemas
agroflorestais, antes que estes se tornem endémicos e possam causar danos

expressivos as plantas.

2.1.1 Fitopatégenos

Os micro-organismos quando atacam as plantas causam nelas doencas, e
uma vez doente essas plantas sdo acometidas por doencas que ocasionam
mudancgas na sua estrutura ou processos fisioldgicos provocados pelos diversos
fatores, tanto agentes patogénicos, como, condicdes desfavoraveis do ambiente em
gue vivem. Fitopatdégenos, eles podem provocar perdas nas fases de pré e pos-
colheita, prejudicar a aparéncia das plantas, alterar suas caracteristicas fisicas e
quimicas, diminui o conteudo nutricional e o aproveitamento dos alimentos
(JUNQUEIRA et al., 2006; HORST, 2008). Eles podem ser encontrados associados
a diversas partes das plantas, tais como raiz, caule, folhas, botdes florais, flores,
frutos e sementes (AGRIOS, 2005). Com relacdo as bactérias e fungos, sua
importancia como patégenos de plantas se deve ndo s6 a gravidade das doencas
gue causam nas culturas de valor econbmico, mas também a facilidade com que
podem se espalhar (FLETCHER et al., 2006).

Quase toda a disseminacdo de patdgenos responsaveis por surtos de
doencas em plantacdes de grande e pequeno porte € realizada passivamente por
agentes como ar, insetos, agua, outros animais, sementes contaminadas e até
mesmo pelos seres humanos (AGRIOS, 2005). Os micro-organismos causadores de
doencas de plantas geralmente interagem com o hospedeiro, invadem seus tecidos,
gerando o processo infeccioso, e ao colonizarem a planta, retiram desta todos os

nutrientes necessarios para o seu desenvolvimento (BATISTA et al.,, 2007). Eles
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podem utilizar diversas formas para infectar o hospedeiro, as quais incluem sitios
lesionados e aberturas naturais das plantas, tais como os estématos e enzimas
podem ser secretadas pelos patdégenos para invadir os tecidos das plantas por meio
da degradacdo de macromoléculas da parede celular (SLATER; SCOTT; FOWLER,
2003). Os fitopatdégenos estdo associados a inducdo do apodrecimento de frutas e
verduras pré e poés-colheita, diminuindo o conteddo nutricional e aproveitamento
destes alimentos (RAY; RAVI, 2005). Estudos mostram uma perda média anual da
producdo agricola brasileira de até 7,7%, o equivalente a 25 milhdes de toneladas,

devido a doengas que atacam as plantas (SUGAYAMA et al., 2015).

Fungos fitopatogenicos fazem parte da maioria dos relatos de doencas em
plantas, s@o pequenos organismos, eucariotas, heterotroficos e geralmente
filamentosos, que incluem os cogumelos, bolores e levedura (MANFIO, 2000). Cada
fungo patogénico pode atacar um ou mais tipos de plantas. A maioria deles passa
parte do seu ciclo de vida no solo ou nas plantas que infecta, enquanto outros vivem
em pedacos de plantas em decomposicao, alguns passam todo o seu ciclo de vida
sobre o0 hospedeiro e somente seus esporos se depositam no solo, onde
permanecem em dorméncia até que sejam levados a um hospedeiro no qual
germinam e se reproduzem. Para o desenvolvimento dos fungos fitopatdégenos eles

dependem principalmente das condi¢cdes climaticas favoraveis (ROCHA, 2013).

Esses microorganismos estdo entre 0os maiores problemas na producao
agricola (FLETCHER et al.,, 2006). Por serem capazes de produzir grandes
guantidades de esporos, infectam rapidamente os plantios e sua disseminagéo
depende principalmente de fatores como, vento, agua, insetos e outros animais. Os
fungos patogénicos podem biossintetizar fitotoxinas e enzimas capazes de
desestabilizar os mecanismos de defesa e afetar os tecidos das plantas, além de
serem produtores de toxinas que perturbam o funcionamento normal. Também
absorvem nutrientes de regibes economicamente importantes das plantas, como
sementes e frutos, causando perdas no rendimento da cultura (STRANGE, 2003;
STRANGE; SCOTT, 2005).

Outros micro-organismos também de importancia agricola sdo as bactérias
importantes patdgenos de plantas ndo somente pela alta incidéncia e severidade em
culturas de valor econémico, mas também pela facilidade com que se disseminam

(MICHEREFF, 2001). As bactérias formam um grupo diversificado de organismos
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unicelulares, procariotas e que, em geral, se reproduzem por divisdo binaria. Ja as
bactérias miceliais reproduzem-se por esporulacdo ou segmentacdo do micélio e
formacdo de conidios ou esporangios no apice das hifas. A forma das bactérias
fitopatégenas é de bastonete, embora possam apresentar também outras formas.
Sdo geralmente moéveis e dividem-se em duas grandes categorias, as Gram
positivas e as Gram negativas, sendo a maioria das bactérias que causam doencas
em plantas Gram negativas (ROCHA, 2013).

Elas penetram nas plantas através de aberturas naturais como estématos,
lenticelas, hidatédios, aberturas florais e também através de ferimentos. Uma vez no
interior das plantas, elas podem se multiplicar nos espacos intercelulares ou no
tecido vascular causando danos irreparaveis (AGRIOS, 2005). Os principais
sintomas causados por bactérias fitopatogénicas sdo: anasarca ou encharcamento,
mancha, podriddo mole, murcha, hipertrofia, cancro, morte das pontas, talo-6co e
canela preta. As principais fontes de indculo bacteriano sédo materiais de propagacao
infectados, solo infestado, restos culturais infectados e plantas infectadas ou
infestadas. A disseminacdo a longa distancia ocorre, principalmente, por meio do
transporte de Orgdos vegetais infectados, como sementes, tubérculos, estacas e
frutos. A curta distancia, a disseminacdo ocorre pela agua de chuva, vento, insetos

vetores, irrigacao e pelo homem, através dos tratos culturais (MICHEREFF, 2001).

Com a expansao do cultivo de grandes areas e da agricultura, os problemas
causados por fitopatbgenos tém aumentado concomitantemente. Inumeros
patdgenos tém causado prejuizos a agricultura, elevando os custos com produtos
guimicos para a prevencao e controle das doencas e diminuindo a producao
(FINATTI; APARECIDO, 2009). Na Tabela 1 podemos observar alguns exemplos de
fitopatdégenos, utilizados nesse trabalho que causam grandes perdas nas culturas de

importéncia agricola.
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Tabela 1- Sintomas causados por Fungos e Bactérias Fitopatbgenos

Fungos e Bacterias

Fitopatdogenos

Doencgas/Sintomas

Referéncias

Fusarium oxysporum

Fusarium moniliforme
Fusarium solani

Verticillium lecanii

Rhizopus stolonifer

Aspergillus flavus

Pectobacterium carotovorum
subsp.carotovorum

Ralstonia solanacearum

Acidovorax citrulli

Xanthomonas
campestris pv. campestres

Xanthomonas
campestris pv. viticola

Xanthomonas campestris pv.

malvacearum

Tombamento em plantulas e
podriddo de espigas de milho;
Murcha em diversas plantas;
Podriddes de raizes em
diversas culturas

Mucha e deteriorizagéo em
plantas

Podridao de frutos e sementes

Deterioracdo das sementes

Podridao- Mole

Murchas vasculares com
sintomas externos e internos

Mancha-aquosa-do-meléo

Podridao negra

Folhas com pontos necroticos,
manchas escuras e alongadas
nas nervuras e peciolos das
folhas, nos ramos e raquis dos
frutos

Lesbes nas folhas,
rasgadura do limbo foliar e
possui aspecto de podridao

(MICHEREFF, 2001)

(MICHEREFF, 2001)

(MICHEREFF, 2001)
(AGROFIT, 2011)

(PEROMBELON;
KELMAN, 1980).
(MICHEREFF, 2001)

(OLIVEIRA, 1995)
(MICHEREFF, 2001)

(NAYUDU, 1972)

(CIA; SALGADO, 2005).

2.1.2 Inseto-praga

Os insetos por sua vez também podem ser considerados praga agricola quando

atingem um determinado indice de dano econdbmico para a cultura plantada. Os danos

causados por esses insetos-pragas variam e podem ser observados em todos os

orgaos vegetais. Dependendo da espécie, do tamanho populacional da praga, da
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fase de desenvolvimento, estrutura vegetal atacada e da duracdo do ataque, pode
haver maior ou menor prejuizo, em quantidade e em qualidade da cultura
(ROSSETTO; SANTIAGO, 2017).

Insetos sdo, portanto, capazes de causar danos diretos, quando atacam o
produto a ser comercializados, ou indiretos, quando atacam estruturas vegetais que
nao serdo comercializados (folhas e raizes, por exemplo), mas que alteram os
processos fisioldgicos, provocando reflexos negativos na producdo. Além disso,
podem atuar indiretamente transmitindo fitopatégenos (virus, bactérias e fungos) ou
substancias toxicogénicas durante o processo alimentar (GALLO et al., 2002;
GULLAN; CRANSTON, 2007). Cerca de um milhdo de espécies de insetos sao
descritas, das quais cerca de 10% sé&o caracterizadas como pragas (GALLO et al.,
2002).

Dentre os insetos-pragas de culturas de importancia agricola, podemos citar o
Sitophilus zeamais, conhecido como gorgulho do milho, pertencente a ordem
Coleoptera e familia Curculionidae. Sao insetos cosmopolitas ao longo das regides
tropicais que infestam grédos de milho além de serem capazes de se alimentar de
outros produtos como, péssego, macad, uva, marmelo e ameixa e de produtos
processados como macarrdo e biscoitos (BOTTON 2005, FAZOLIN et al. 2010). S.
zeamais adultos sdo pequenos besouros com comprimento variando de 2,5 a 4 mm,
possuem manchas avermelhadas nos élitros e cabeca projetada para frente na
forma de rostro, o qual € mais curto e grosso nos machos e mais longo e afilado nas
fémeas (Figura 1) (ANTUNES; DIONELLO, 2010).
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Figura 1 - Sitophilus zeamais (A) inseto adulto. Diferenciacéo fisica entre (B) fémea, rosto longo e
afilado; (C) macho, cabeca projetada a frente em forma de rostro curto e grosso

(A)

(€)

Fonte: McCaffrey, Sarah (2011).

Os ovos sao depositados nos gréo através de um orificio feito pela mandibula
das fémeas, que em seguida selam as perfuragcdes com uma secrecao produzida por
glandulas associadas ao sistema ovipositor. As fémeas podem viver em média até
140 dias, 104 destes correspondendo ao periodo de oviposicdo com um numero
médio de ovos por fémea de 282; ja os machos possuem uma longevidade de em
média 142 dias (BOTTON et al., 2005). Apd6s a eclosdo dos ovos, as larvas se
desenvolvem, passando por quatro estagios, até alcancar o estagio de pupa. Apés
completado o desenvolvimento do adulto dentro do grdo, ele emerge e cresce até
atingir a maturidade, reiniciando o ciclo biolégico (ANTUNES; DIONELLO, 2010).
Tendo o milho como hospedeiro, o ciclo biolégico do ovo até a emergéncia do adulto
dura em média 34 dias (BOTTON et al., 2005).

Por serem capazes de voar os gorgulhos conseguem rapidamente infestar as
espigas no campo e nos locais de armazenamento, ocasionando perdas
consideradas definitivas e irrecuperaveis. Os cuidados no armazenamento do milho
irdo manter a qualidade do produto colhido durante todo periodo que for

armazenado (EMBRAPA, 2011). O S. zeamais nao ataca somente a cultura do milho
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como também as fruteiras temperadas. Foi relatado por Botton et al. (2005) a
ocorréncia desta praga na cultura da videira no Rio Grande do Sul, atacando as
bagas em fase de maturacdo e por Giacobbo et al. (2005) em pessegueiros e

macieiras também em fase de maturacao.

Os insetos do género Sitophilus estdo entre as pragas mais destrutivas no
armazenamento. Considerando os danos quantitativos e qualitativos, S. zeamais,
juntamente com outras pragas de gréos estocados, pode gerar perdas estimadas de
20 a 30% da producéo de milho (TEFERA et al., 2011). De acordo com Caneppele et
al. (2003) e Lorini (2003), essas perdas sao classificadas em: reducdo no teor de
massa seca dos graos, desvalorizacdo do valor comercial e nutricional do produto,
perda do poder germinativo das sementes, contaminagcao por acaros e fungos, entre
outros 0 que acarreta graves quedas na classificacdo comercial dos gréos,
consequentemente, na reducdo do valor de mercado ou até mesmo na condenagéo
de lotes de sementes e/ou graos para processamento ou consumo. O valor do grdo
estd diretamente relacionado com o nivel de contaminacdo por insetos. Na
comercializacdo de um lote de grados armazenados se for encontrado algum inseto
este € desprezado para consumo humano e passa a ser designado apenas para 0
consumo animal (VILARINHO, 2012). Estima-se que no Brasil 20% da producéo
anual de graos, que esta em torno de 120 milhGes de toneladas, se perde entre a
colheita e 0 armazenamento, e que metade dessas perdas é devido ao ataque de
pragas durante o armazenamento (Figura 2) (SOUZA; SILVA; SANTOS, 2012).

Outra praga bastante popular é o Tetranychus urticae (Kock), conhecido no
Brasil como &caro-rajado. Possui dois nomes na lingua inglesa, “red spider mite” ou
“two -spotted spider mite”, referente a coloracdo apresentada pelas fémeas sob

diferentes condigcBes ambientais (MORAES; FLECTMANN, 2008). Pertencente a
subclasse Acari e familia Tetranychidae, esse acaro € uma praga importante em
muitas culturas e tem uma gama de hospedeiros com mais de 1.100 espécies de
plantas (GRBIC et al., 2011). Esta praga cosmopolita alimenta-se de varias espécies
de vegetais, incluindo cultivos com importancia econémica como: culturas agricolas
(soja, feijao, algodao), horticolas (tomate, morangueiro, berinjela), ornamentais
(roseira) e frutiferas (pessegueiro, macieira, mamoeiro) (GALLO et al.,, 2002;
MIGEON; DORKELD, 2006; GERSON; WEINTRAUB, 2012).
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Figura 2- Danos em graos de milho causados por Sitophilus zeamais.

Fonte: A. P. Afonso/ Embrapa, (2003).

Tetranychus urticae quando adulto possui corpo com coloragdo amarelo-
esverdeada, oito pernas e trés marcas escuras em cada lado do dorso. Muitos pelos
longos ou cerdas também estdo presentes na superficie superior do seu corpo
(BERNARDI et al., 2010). Existe um acentuado dimorfismo sexual em relagcdo ao
tamanho dos individuos: os machos sdo menores, mais estreitos, tem um abdémen
cbnico e medem aproximadamente cerca de 0,25 mm de comprimento, diferindo das
fémeas, que sao largas, ovais e maiores (0,46 mm), com quase o dobro do tamanho
dos machos (Figura 3) (FADINI et al., 2006; MORAES; FLECHTMANN, 2008).

O acaro rajado se aloja na parte inferior das folhas, em colénias com grande
nuamero de individuos. Para protecdo das coldnias, os acaros tecem finos fios de teia
gue sob altas infestacfes, podem se estender até os ramos (GALLO et al., 2002).
Essa teia serve de protecao contra chuvas, predadores, para dispersao dos acaros e
para marcar territério, entre outras funcbes (MORAES; FLECHTMANN, 2008). Os
ovos séo depositados isoladamente nesses fios ou diretamente nas folhas, proximos
a nervura, sdo esféricos, translicidos e relativamente grandes (0,15 mm de

diametro).



30

Figura 3 - Tetranychus urticae (A) inseto adulto e ovo (seta). Diferenciacdo fisica entre (B) fémea,
corpo oval maior que o dos machos e (C) macho corpo menor e mais estreito

Fonte: Martin, (2010).

O ciclo de vida pode variar de acordo com as condi¢des climéticas da regiéo,
por isso pode oscilar entre cinco a vinte e um dias (25°C), sendo que em elevadas
temperaturas e baixa umidade relativa o tempo de desenvolvimeto dessa praga é
reduzido para aproximadamente sete dias (GALLO et al., 2002). Apés a eclosao, 0s
acaros se desenvolvem e passam pelas fases larvais, protoninfa, deutoninfa até
chegarem a fase adulta (Figura 4). E uma espécie haplo-diploide, na qual os machos
sdo gerados por partenogénese arrenétoca (ovos nao sao fertilizados) e as fémeas
por meio de reproducdo sexuada (SILVA; CARVALHO, 2004; MORAES;
FLECHTMANN, 2008).
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Figura 4 - Ciclo de vida do Tetranychus urticae

Adulto

Macho
Ovo

Protoninfa

Fonte: Adaptado de Learmonth, (2016).

Seu aparelho bucal sugador, rompe as células foliares liberando o liquido
celular do qual se alimentam. As folhas, como consequéncia, ficam com varias
pontuagbes claras ficando com um aspecto amarelado (EMBRAPA, 2017).
Posteriormente, estas areas ficam necrosadas, ocorrendo reducdo da fotossintese,
gueda prematura das folhas, necrose dos tecidos, ou até mesmo a morte da planta,
refletindo assim em uma perda acentuada na producédo e na qualidade dos produtos
(SATO et al., 2002). Segundo Moraes e Flechtmann (2008), o ataque dessa praga

nos frutos pode levar a diminui¢cdo do seu tamanho e & sua maturagao precoce.

E muito elevada a capacidade reprodutiva dos acaros, variando entre 20 e 25
geracdes por ano. Logo, a fim de manter o nivel populacional do acaro abaixo do
nivel de dano econbmico o controle desse artropode deve ser realizado com
bastante eficiéncia (MARUYAMA et al.,, 2002; MARUYAMA; TOSCANO, 2003).
Sendo a principal forma de controle utilizada atualmente, o uso de acaricidas, no
entanto, mesmo quando sdo realizadas pulverizacdes regulares, existem muitos
casos em que o controle do acaro-rajado se torna ineficiente, pois os individuos
dessa espécie apresentam grande capacidade de desenvolver resisténcia a esses

produtos quimicos aplicados (SATO et al., 2007).
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2.2 USO DE METABOLITOS DE PLANTAS COMO DEFENSIVOS NATURAIS

Nos anos 20, pouco se conhecia a respeito dos efeitos toxicoldégicos dos
agrotoxicos para a saude humana. Apesar disso, durante a segunda guerra mundial
0s agrotoéxicos foram utilizados como armas quimicas, sua producao foi expandida

mundialmente pelas industrias para cerca de duas mil toneladas por ano.

No Brasil, o uso inicial de agrotoxico se deu através de programas de saude
publica, que visavam o combate de insetos transmissores de agente patogénicos,
conforme os registros da Organizacdo Pan-Americana de Saude (OPAS, 1997). Foi
em 1960 que houve o aumento da utilizacdo de agrotoxicos na agricultura, devido a
implantagdo de politicas governamentais voltadas para o desenvolvimento agricola
do pais (SILVA et al., 2005), que visava a expanséo das areas cultivadas, causando
um aumento significativo no nimero de pragas (LEITE et al., 2006). No entanto, o
aumento na utilizacdo desses produtos vem sendo questionado pela sociedade, pois
embora possam gerar alguns beneficios, muitos sdo os males que podem acarretar

ao meio ambiente e aos seres humanos (JAMAL et al., 2008).

O consumo de agrotoxico gera um circulo vicioso: onde o aumento do uso
gera maiores desequilibrios ambientais provocados uma maior a necessidade de
uso, em doses mais elevadas, e com formulagBes cada vez mais toxicas. O uso
inadequado e excessivo de defensivos agricolas durante véarias décadas é resultado
de uma visao equivocada do processo agricola, que gera como consequéncia, a
crescente resisténcia de pragas, micro-organismos fitopatogénicos e ervas daninha
aos produtos sintéticos, aumentando a dependéncia de insumos quimicos por parte
de produtores (COUTINHO, 1996). Causando também contaminacao dos alimentos,
solo, 4gua, animais, intoxicacdo de produtores rurais, além de causar doencas
ilatrogénicas, o interrompimento do sistema de controle biolégico por inimigos
naturais, ocasionando surtos de insetos-praga, desequilibrio biologico, eliminacéo de
organismos benéficos e a reducdo da biodiversidade (MENEZES, 2005; BETTIOL,;
MORANDI, 2009).

Segundo o Sindicato Nacional da Industria de Produtos para Defesa Vegetal
(SINDIVEG), nem com a crescente inovacdo tecnoldgica de desenvolvimento de

sementes geneticamente modificadas, que substitui 0 uso de agrotoxicos no cultivo
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das lavouras, se conseguiu evitar, nos dltimos anos, 0 crescente aumento na
utilizacdo de produtos quimicos pelos agricultores brasileiros. Anualmente, s&o
usados no mundo aproximadamente 2,5 milhfes de toneladas de agrotéxicos. No
Brasil o consumo anual tem sido superior a 300 mil toneladas. De acordo com o
IBGE, a utilizagdo de produtos quimicos para o controle de pragas, doencas e ervas
daninhas mais que dobrou em dez anos (EMBRAPA, 2016). As vendas de agrotéxicos
aumentaram entre 2004 e 2014, passando de 463.604 toneladas para mais de 914
toneladas. Em 2015, houve uma reducdo na venda desses produtos, que passou de
914.220 toneladas para 887.872 (Figura 5). O balanco oficial anual do setor registrou
reducdo de 23% em relacdo a 2014. Os principais motivos dessa queda estédo
associados a desvalorizacao do real, o contrabando que atinge niveis cada vez mais
expressivos e a dificuldade para obtencdo de linhas de crédito rural (SINDIVEG,
2016).

Figura 5 - Vendas de Defensivos Agricolas no Brasil (2011- 2015)
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Fonte: SINDIVEG (2016).

A reducdo ou eliminacdo do uso de produtos quimicos € uma necessidade
atual, econébmica e ambiental. Com o aumento dos danos e o0 surgimento de
populacfes de pragas cada vez mais resistentes aos diversos defensivos agricolas,
os produtores buscam métodos alternativos de controle que, se utilizados
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corretamente, podem manter a populacdo da praga em niveis abaixo daqueles que
causariam danos econémicos (FERNANDES; CARNEIRO, 2006).

Segundo Fernandes e Carneiro (2006), o controle alternativo pode ser
entendido como a integracdo de medidas ambientais, visando a reducao de doencas
e ao aumento da producédo, da produtividade e da qualidade dos produtos agricolas.
Dentre esses métodos alternativos encontra-se o uso de produtos oriundos de
plantas, que apresentam em sua composicdo substancias com diversas
propriedades biologicas, podendo ser uma alternativa viavel, seja do ponto de vista
econdmico ou ambiental (RODRIGUES et al., 2006).

As principais vantagens relacionadas ao uso de produtos de origem natural
na protecdo de plantas, quando comparados ao emprego de produtos quimicos,
deve-se ao fato de serem menos toxicos, serem degradados com facilidade pelo
ambiente, serem oriundos de recursos renovaveis e por possuirem um amplo modo
de acdo (FERRAZ, 2008). Por ndo apresentarem residuos quimicos, nao persistem
no meio ambiente, minimizando assim, problemas apresentados pelos produtos
sintéticos no que diz respeito aos efeitos ambientais e a saude humana, tornando o
produto mais seguro e saudavel ao consumidor final, podendo ser apresentado
como importante forma de controle a ser adotado, principalmente pelos pequenos
agricultores (TAVARES, 2002; PRATES; VIANA; WAQUIL, 2003).

Porém, esses produtos de origem naturais apresentam algumas limitacoes,
como a rapida degradacdo (por luz e/ou calor), periodo curto de viabilidade,
disponibilidade de matéria prima e a falta de regulamentagcdo que estabeleca a sua
utilizacdo (POTENZA, 2004). A baixa estabilidade dos compostos organicos
presentes nas solugcdes e 0 ndo monitoramento de possiveis substancias toxicas
presentes nas plantas ou resultantes da decomposi¢cdo dos produtos durante sua
manipulacdo também sdo algumas limitagcdes encontradas nesses produtos (SILVA
et al., 2005). Apesar disso, 0 uso de produtos botanicos surge como uma opc¢ao de
manejo de pragas e patdgenos que, associada a outras praticas, pode contribuir
para a reducéo de doses e aplicacfes de produtos quimicos sintéticos (MACHADO
et al., 2007).

A diversidade de substancias ativas em plantas como os metabdlitos

secundarios, tem motivado o desenvolvimento de pesquisas no intuito de explorar
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suas propriedades. O isolamento e a determinacdo estrutural desses metabdlitos
sdo de grande interesse para o desenvolvimento cientifico da prépria quimica de
produtos naturais e contribuem para o avanco de outras atividades cientificas e
tecnolégicas no pais (FILHO, 2010).

Na literatura tem-se verificado o registro da eficiéncia de substancias naturais,
como o0s metabdlitos secundéarios e 6leos essenciais que frequentemente sao
obtidos de diferentes espécies botanicas e recebem atencéo especial pelas diversas
atividades que apresentam, sendo alternativas potenciais de uso como herbicida
(ASLANI et al., 2016; BALI et al., 2016), inseticida (ABDELGALEIL et al., 2016;
DIOUF et al., 2016; POLATO GLU et al., 2017), acaricida (PAVELA et al., 2016;
RIBEIRO et al., 2016), bactericida e fungicida (SILVA et al., 2016). A nicotina,
extraida do fumo, Nicotiana tabacum (Solanaceae), a piretrina, extraida do piretro,
Chrysanthemum cinerariaefolium (Asteraceae), a rotenona extraida de Derri sp. e
Lonchocarpus spp. (Fabaceae), a sabadina e outros alcal6ides extraidos da
sabadila, Schoenocaulon officinale (Liliaceae), e a rianodina extraida de Rhyania
speciosa (Flacuortiaceae) sdo exemplos dos primeiros inseticidas botanicos
(DEQUECH et al., 2008). Outro exemplo s&o os herbicidas naturais como alcaloides
flindersina e N-metil-flindersina, que apresentam acg&o semelhante ao herbicida
comercial DCMU (3-(3,4-diclorofenil)-1,1-dimetiluréia) (BURGER et al., 2012).

2.3 A CAATINGA E SUAS CARACTERISTICAS

Ao longo do século XIX, houve cada vez mais interesse cientifico por regides
do Brasil cuja flora era pouco conhecida, como a Caatinga, o Cerrado e até mesmo a
Floresta Amazénica. Os botanicos, do ponto de vista teérico, sabiam que podiam
esperar grande diversidade de plantas no Brasil e também da imensa adaptabilidade
dos vegetais as mais extremas situacbes (CARRARA, 1996). Quando, porém,
efetivamente se depararam com o ritmo da vegetacdo do semiarido brasileiro e com
as longas estacbOes secas, precisaram de algum tempo para perceber a beleza
subjacente a esse tipo de vegetacdo. Foi quando a Caatinga recebeu importantes
botanicos, como Martius, Gardner e Saint-Hilare que comecaram a estudar a

caatinga. Dentre os nascidos no Brasil, exploraram os sertdes do Nordeste homens
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da ciéncia como Manuel Arruda da Céamara, Francisco Freire Allemao,
possivelmente o maior botanico do século XIX, e Theodoro Sampaio (FREIRE,
1998).

Nos limites do vasto territorio Brasileiro, abriga uma diversidade floristica e
faunistica, que se deve a sua variedade geomorfoldgica. Na interacdo desses
fatores, encontramos paisagens e processos ecologicos que se desenvolvem ao
longo de alguns milhdes de anos e que constituiram as feicdes naturais do pais
(SIQUEIRA-FILHO, 2012). Além disso, abriga a flora mais megabiodiversa do mundo
(FORZZA et al., 2012), sendo a Caatinga um dominio vegetacional exclusivamente

brasileiro insuficientemente conhecido em termos botanicos (GIULIETTI et al., 2005).

O nome Caatinga é de origem tupi-guarani e significa mata branca que
caracteriza o aspecto da vegetacdo durante a seca quando a maioria das arvores
perdem as folhas (ALBUQUERQUE et al., 2010). A Caatinga ocupa uma area de
850.000 km?, cerca de 11% do territério nacional, altamente ameacada e que
engloba de forma continua parte dos estados do Maranhé&o, Piaui, Ceara, Rio
Grande do Norte, Paraiba, Pernambuco, Alagoas, Sergipe, Bahia (regido Nordeste
do Brasil) e parte do norte de Minas Gerais (regido Sudeste do Brasil) (IHU, 2012;
MMA, 2017) como mostra a Figura 6. Por situar-se entre o equador e o tropico de
Capricornio dispbe de abundante intensidade luminosa, em todo seu territorio,

durante todo o ano.

Esse dominio apresenta uma grande diversidade de espécies vegetais,
caracterizadas por distintas fisionomias e das quais muitas sdo endémicas, por isso,
sdo totalmentes adaptadas as mudancas climaticas observadas no semiarido,
caracterizado por apresentar dois periodos bem distintos: um periodo chuvoso,
‘inverno”, que esta concentrado em um curto periodo do ano geralmente
corresponde, no maximo, a um terco do ciclo anual, dependendo da regido e, um
periodo de estiagem, “verdo”, que geralmente corresponde a maior parte do ano
(FRANCISCO et al., 2012). O clima é quente, com temperatura média anual de 23°C
a 27°C, precipitacbes escassas e irregulares (AGEITEC, 2016). Grande parte do
patrimbnio biolégico dessa regido ndo é encontrada em nenhum outro lugar do
mundo além do nordeste do Brasil (TABARELLI, 2003).
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Figura 6 - Distribuicdo do semiarido Brasileiro
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Fonte: Aradjo Filho, (2011).

A Caatinga possui a maior parte de seu territério ocupado por uma vegetacao
xerdfila (PRADO, 2003). Sua vegetacao apresenta trés estratos distintos, arboéreo,
arbustivo e herbaceo, havendo predominancia de plantas caducifélias (PEREIRA
FILHO et al., 2007). As espécies que a caracterizam sao, em geral, lenhosas,
herbaceas, além das cactaceas e bromeliaceas (RAMALHO et al., 2009). A
vegetacdo da Caatinga € bastante diversificada, sendo representada por
aproximadamente 4.547 espécies, distribuidas em 1.141 géneros pertencentes a
159 familias (FORZZA et al., 2012). As familias com maior nimero de espécies
endémicas sdo Leguminosae (80) e Cactaceae (41). Dessas, varias estdo em sob

risco de extincdo (MMA, 2010).

Segundo o Ministério do Meio Ambiente (MMA, 2016) a biodiversidade da

Caatinga além de apresentar uma grande importancia biolégica, possui diversas
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atividades econbmicas voltadas para fins agrosilvopastoris e industriais. Além disso,
algumas espécies podem ser utilizadas no ramo farmacéutico, cosmético, medicinal
e de alimentos. A expansdo das acOes voltadas para a bioprospeccdo de
metabdlitos secundarios oriundos de plantas da Caatinga € extremamente
importante, uma vez que as plantas tropicais tém sido fonte de materiais para a
descoberta de novos medicamentos. Logo, se torna potencial na busca de novas
alternativas para a agricultura (SOUZA; FELFILI, 2006; ARCOVERDE et al., 2014).

Apesar da sua importancia, a vegetacdo da Caatinga € uma das que mais
sofre com a interferéncia humana no Brasil e vem sendo desmatada de forma
acelerada principalmente nos ultimos anos (MMA, 2016). Essa situacao agrava-se
ainda mais pelo nimero reduzido de publicacdes relativas a catalogacdo da flora
nativa, em que muitas espécies medicinais estdo ameacadas de extincdo sem que
tenham sido devidamente estudadas (REGO JUNIOR et al., 2011). Segundo
Riegelhaupt e Pareyn (2010) a degradacdo desse dominio é decorrente da
necessidade energética da populacdo e do crescimento populacional nas ultimas

décadas.

O grupo de geoprocessamento do Centro Regional do Nordeste (CRN) do
Instituto Nacional de Pesquisas Espaciais (INPE), em Natal (RN), apresentou
resultados preliminares do monitoramento por satélite da Caatinga. Foi mapeada
uma area de aproximadamente 90 mil Km2, o que representa 14% dos seis Estados
e 9,15% do total da Caatinga. O monitoramento até o momento revela que 40% da
Caatinga encontra-se preservada e 45% degradada, sendo os demais 7,2% de solo

exposto, 6,5% de lavoura e 0,7% de corpos d’agua (INPE, 2016).

Diante da velocidade do fenbmeno de devastacdo deste dominio, torna-se
mais urgente intensificar os investimentos nessa area (LOIOLA et al., 2012). De
acordo com Instituto Chico Mendes de Conservagédo da Biodiversidade (2016), na
Caatinga existem cerca de 30 unidades de conservacdo com variados regimes de
gerenciamento, com o menor nimero e extensao de areas protegidas. Cerca de 7%
dela encontra-se em unidades de conservacdo e menos de 1% em unidades de
protecdo integral (como parques, reservas biologicas e estacbes ecoldgicas), que
sdo as mais restritivas a intervengdo humana. Estas unidades sofrem com sérios
problemas de implementacéao relacionados a protecao da sua biodiversidade (MMA,
2016).
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Dentre essas unidades encontramos o Parque Nacional do Catimbau (PARNA
Catimbau), criado em 13 de dezembro de 2002 com o objetivo de preservar os
ecossistemas naturais existentes, possibilitando a realizacdo de pesquisas
cientificas e o desenvolvimento de atividades de educagdo ambiental e turismo
ecologico (ICMBIO, 2016). localizado entre as coordenadas
geograficas: 8°24°00” e 8°36'35” S e 37°09'30” e 37°14’40” W, com uma area de

62.300 km2, no estado de Pernambuco e abrange parte dos municipios de Buique

Encontra-se

(12.438 ha.); Tupanatinga (23.540 ha) na Microrregido do Vale do Ipanema, e
Ibimirim (24.809 ha) na Microrregido do Moxotd, semiarido Pernambucano (Figura 7)
(RODRIGUES, 2006). A regido apresenta o clima quente e seco (PEEL, 2007). O
relevo do PARNA do Catimbau € marcado pela presenca de vales, serras e
vertentes, com altitude variando entre 400 e 1000 metros acima do nivel do mar
(Figura 8) (SNE, 2002).

Figura 7 - Localizacéo do Parque Nacional do Catimbau, Pernambuco

TO00W  G'0OW  B0P0UTW 40'00W

37°35'0"W 37°30'0"W 37°25'0"W 37°200"W 37°150'W 37"100"'W 37°s'o'w
) ) X r X L f
{; » /"
& . @. Sertania :
® 8 - /
2l ¢ 1%
8 T 5 \/;/ =3
= ! J / -2
| Arco Verde &
0 - 1l
B \ / —
8 | PARQUE NACIONAL / .
| DO CATIMBAU / k. W
g4 5=
» 3
Y
70°00W  60'00W  S0°00°W  40°00°W Bulque Z]
L > ‘ = Ibimirim
B i FETADO OF PERNANBUZ) o
| el
‘ 9
| \ / ©
3
» T til
‘ || o ;/ Legenda
3] 0 3 &wm ( i
i | l‘.l D Perimetro da UC 0
il T~ s \ [ | Limites municipais || S
" = e T T T T " T T T 3
! 37°35'0"W 37°30'0"W 37°25'0"W 37°200"W 37°150"W 3r100"w 37esow @

Fonte: DE Melo, (2012)



40

Figura 8 - llustracdes do relevo do Parque Nacional do Catimbau. (A) e (B) Pedra do cachorro; (C)
Morro do elefante; (D) Igrejinha; (E) Formacdes rochosas; (F) Pareddo de arenito

(") e E

Fonte: Acervo do autor

2.4 FABACEAE: ASPECTOS TAXONOMICOS E IMPORTANCIA ECONOMICA

Fabaceae é a terceira maior familia de Angiospermas, tanto em nimero de
géneros e espécies quanto em importancia econémica. Segundo Lewis et al. (2005),
em relacdo a origem das plantas pertencentes a essa familia ainda existem muitas
ontrovérsias, embora alguns registros fésseis encontrados na Ameérica do Norte,

Europa, Africa e Asia indicam o surgimento das “leguminosas” ha pelo menos 60
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milhdes de anos, com uma répida diversificacado pelo globo, sendo encontradas em

praticamente todas as formacdes vegetais do planeta.

A familia Fabaceae encontra-se entre um dos grupos botanicos mais
avaliados tanto do ponto de vista quimico como farmacolégico. Nos sistemas de
classificagcdo (APG Il 2003; APG IIl 2009), Fabaceae esta inserida juntamente com
Polygalaceae, Surinaceae e Quillajaceae na ordem Fabales. Tradicionalmente foi
reconhecida como uma uUnica familia, estando subdividida em trés subfamilias;
Papilionoideae ou Faboideae, Caesalpinioideae e Mimosoideae (BENTHAM, 1865;
POLHILL et al., 1981), anteriormente tratadas como familias distintas (Fabaceae,
Caesalpiniaceae e Mimosaceae, respectivamente) por serem muito diversas entre si
(QUEIROZ, 2009; LEWIS et al., 2005; VALLE et al., 2006). A subfamilia Faboideae é
a maior, com 476 géneros e aproximadamente 14.000 espécies (LEWIS et al.,
2005); Mimosoideae possui 77 géneros e aproximadamente 3.000 espécies (APG I,
2003; LUCKOW, 2005); Caesalpinioideae agrupa 170 géneros e cerca de 3.000
espécies (DOYLE et al., 2000).

Essa familia possui uma grande diversidade morfologica e taxondmica e uma
ampla distribuicdo entre os ecossistemas mundiais (MORIM, 2006). No Brasil, foram
registrados 222 géneros (16 endémicos) e 2.824 espécies, sendo abundantes em

guase todos os seus biomas e ecossistemas (Figura 9) (Flora do Brasil 2017).

Figura 9 - Nomes aceitos de espécies por dominio fitogeografico no Brasil
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Mata Atlantica ® Amazbnia 1147
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Cerrado 1256
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Fonte: Fabaceae in Flora do Brasil, (2017).



42

Dentre as familias encontradas na Caatinga, Fabaceae € a mais
representativa com 603 espécies distribuidas em 120 géneros (LIMA et al., 2014).
Comp&e uma das familias botanicas de maior importancia econdémica como recurso
alimentar para o sustento das familias sertanejas que as consomem e as utilizam em
diversas outras atividades como na medicina popular (QUEIROZ, 2009). Ha& muitas
de suas espécies Uteis e inUmeras delas sao cultivadas desde a antiguidade devido
principalmente ao seu potencial alimenticio e medicinal, embora existam varias
outras utilidades diretas: forrageira, melifera, ornamental, madeireira, fornecedoras
de celulose, oOleos, adubo verde, carvao, lenha, resinas, tintas, vernizes e cortica
(MIOTTO; LUDTKE; OLIVEIRA, 2008; MARTINS, 2009; SOUZA;SOUZA, 2011).

2.4.1 Subfamilia Mimosoideae

A Mimosoideae é a segunda maior subfamilia de Fabaceae (LEWIS et al.,
2005). Espécies dessa subfamilia sdo distribuidas nos trépicos, subtropicos e
regibes de clima temperado, sendo a América Tropical, Africa e Asia-Australia os
atuais centros de grande diversidade do grupo, com géneros e espécies
representativas na Caatinga, no nordeste brasileiro (DA SILVA; BARBOSA, 2000).
No Brasil, foram encontradas 580 espécies nativas em 26 géneros (BARROSO et
al., 1999).

Morfologicamente, essa subfamilia pode se distinguir das demais por
apresentar folhas bipinadas, com foliolos frequentemente numerosos; corola com
prefloracdo valvar, flores pequenas, actinomorfas e agrupadas de diversos modos,
principalmente espiciforme e capituliforme (SOUZA, 2007). Os frutos sdo bem
variados, podendo ser de diversos tipos: deiscentes, sendo os tipos mais frequentes
os foliculos e os legumes, ou indeiscentes, como os legumes bacoides, nucoides e
samaroides. As sementes possuem hilo diminuto, com ou sem um pleurograma
distinto e embrido com eixo radicula hipocétilo reto, e no que se refere as raizes, em
geral, apresentam nédulos (BARROSO et al. 1999; DOYLE et al., 2000; LEWIS et
al., 2005).

Mimosoideae, ao contrario das outras subfamilias, destaca-se por apresentar

poliades como principal tipo de unidade de dispersdo, sendo comum a
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heterogeneidade no tamanho dos grdos de pdlen, no tipo apertural que pode ser

porado ou colporado, e nos padrdes de ornamentacdo (GUINET, 1981).

2.4.1.1 Anadenanthera colubrina

O género Anadenanthera foi estabelecido em 1955 por J. P. M. Brenan, como
parte do género Pipitadenia, compreendendo cinco espécies. Brenan fez uma
revisdo do género Piptadenia e utilizando critérios com a estrutura das sementes,
dividiu este género em oito géneros, dentre eles o Anadenanthera. Em 1964 o
pesquisador Siri Von Reis Altschul em sua revisdo taxondmica estabeleceu que
Anadenanthera € um género endémico da América Latina e do Caribe e € composto

por duas espécies e quatro variedades:

- Anadenanthera peregrina (L.) Speg. (homes populares: angico, angico preto,
angico de casca, angico do cerrado, yopo ou cohoba): variedade peregrina, que
ocorre no noroeste do Brasil, Guiana, Colombia, Venezuela e nas Antilhas; e
variedade falcata (Benth.) Altschul, que € encontrada no sul do Brasil e Paraguai.

- Anadenanthera colubrina (Vell.) Brenan (nomes populares: angico, angico
vermelho, angico branco, curupay): variedade colubrina, que cresce no nordeste da
Argentina e sudeste do Brasil; variedade cebil (Griseb.) Altschul (cebil ou Vilca), que

ocorre no norte da Argentina, Bolivia, Brasil, Paraguai e Peru.

A Anadenanthera colubrina possui a maior abrangéncia geografica do género,
ocorrendo desde o sul da Bolivia até o norte da Argentina (MORIM, 2016). No Brasil
(Figura 10A) sua distribuicdo geogréfica encontra-se no norte, nordeste, centro-
oeste, sudeste e sul, estando presente nos dominios fitogeograficos Caatinga,
Cerrado e Mata Atlantica. De acordo com Morim (2016), as distribuicbes de suas

duas variedades sao:

- Var. cebil — Figura 10 B: Regides nordeste (Bahia, Ceara, Paraiba,
Pernambuco, Piaui, Rio Grande do Norte, Sergipe), centro-oeste (Distrito Federal,

Goias, Mato Grosso do Sul, Mato Grosso) e sudeste (Minas Gerais);
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- Var. colubrina — Figura 10 C: Regides nordeste (Bahia), sudeste (Minas

Gerais, Sao Paulo, Rio de Janeiro) e sul (Parana).

Figura 10 - Ocorréncia natural de (A) Anadenanthera colubrina e suas variedades (B) cebil e (C)
colubrina no Brasil
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Fonte: Retirado de Morim, (2016).

Etimologicamente, o nome Anadenanthera significa antera sem glandula,
colubrina vem do latim coluber, em alusédo a cobra e cebil € uma palavra de origem
espanhola, comum as leguminosas (CARVALHO, 2003). Essa espécie apresenta
diversos nomes popularmente tais como: angico, em Pernambuco, na Bahia, em
Minas Gerais, no Parana, nos estados do Rio de Janeiro e de Sdo Paulo; angico-
branco-liso, curupai e curupaiba, em Sdo Paulo; angico-cambui, no estado de S&o
Paulo e no Parana; angico-coco; angico-escuro; angico-liso; angico-vermelho, no
Parand e no Estado do Rio de Janeiro; aperta-rudo; cambui, cambui-branco e
cambui-vermelho, no Estado do Rio de Janeiro; cambui-angico; cauvi; jurema-preta;
monjoleiro, no Parana, angico-decaroco, (ALTSCHUL, 1964; LORENZI, 2000;
CARVALHO, 2002).

E uma arvore perenifélia a semicaducifélia, podendo atingir de 10 a 35 m de
altura e 30 a 120 cm de diametro a altura do peito (DAP) (CARVALHO, 2002). Na
Caatinga, apresenta altura entre 3 a 15 m, enquanto em outros ecossistemas atinge
de 20 a 30 m, com diametro de até mais de um metro (Figura 11A) (MAIA, 2004), o
gue justifica o0 uso comum dessa planta para construcdo, energia, fabricacdo de
moveis e artefatos (CARVALHO, 2002; DE MATTOS; SEITZ, 2005; MONTEIRO et
al., 2006).
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Possui caule reto ou tortuoso e mais ou menos cilindrico, fuste com até 13 m
de comprimento (Figura 11B). Ramificacdo cirnosa, dicotdmica, tortuosa e irregular,
com copa umbeliforme e bastante ramificada (CARVALHO, 2002). Casca com
espessura de até 30 mm apresentando casca externa de cor grisacea e com muitas
variacdes em sua morfologia, podendo ser: a) completamente coberta de aculeos,
escura, profundamente gretada, aspera, apresentando arestas salientes; b) possuir
poucos aculeos; c) podendo ser lisa, totalmente desprovida de aculeos e ter fissuras
longitudinais pouco profundas. Casca interna é fibrosa, marrom-clara e levemente
avermelhada (REITZ et al., 1988; CARVALHO, 2003). Suas folhas sdo compostas
com raque apresentando de 15 a 20 cm de comprimento (Figura 11C); foliolo linear,
assimétrico na base, obtuso; ha presenca de glandulas: uma glandula conica séssil
proxima ao pulvinulo (na base do peciolo) e uma a quatro glandulas verde-
avermelhadas nos ultimos pares de foliolos (CANDIDO; GOMES, 1992; LORENZI,
2002). Suas flores sdo diminutas, de coloracdo branca arredondada e estédo
agrupadas em inflorescéncias terminais globosas, exalando leve aroma quando
abertas (Figura 11D) (MAIA, 2004). Os frutos sao alongados do tipo vagem podendo
chegar até 32 cm de comprimento e de 10 a 15 mm de largura, pericarpo lenhoso e
pouco espesso mais ou menos achatado, uniloculares de cor marrom escura quando
maduros (ALTSCHUL, 1964; OLIVEIRA, 1997; CARVALHO, 2002). Cada fruto
contém de 8 a 15 sementes que sdo escuras, brilhantes, orbiculares, achatadas,
com ala estreita e sem pleurograma, com até 15 mm de comprimento (Figura 11E)
(CARVALHO, 2002).
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Figura 11 - A. colubrina; (A) Porte da planta; (B) Detalhe do Tronco; (C) Folhas; (D) Flores; (E) Fruto e
Sementes

VRO Tr T

Fonte: adaptado de http://avisospsicodelicos.blogspot.com.br/2008/02/angico-anadenanthera-
colubrina.html, 2013; Castro e Cavalvante, (2010).

2.5 METABOLITOS DE PLANTAS

Chamamos de metabolismo o0 conjunto de reagdes quimicas que
continuamente esta ocorrendo nas células de todos os seres vivos com o objetivo
que 0 organismo permaneca vivo, promovendo a sua renovacao e manutencao

celular. A direcdo dessas reacOes se da através de enzimas especificas,
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estabelecendo o que conhecemos como rotas metabdlicas (VIZOTTO; KROLOW,;
WEBER, 2010). Os compostos quimicos que sdo formados, degradados ou
transformados s&o chamados de metabdlitos (SIMOES et al., 2010), e as reacdes
enzimaticas envolvidas, sdo designadas como anabdlicas, catabdlicas ou de
biotransformac&o (SIMOES et al, 2004).

Todas as plantas produzem constituintes quimicos, que fazem parte de suas
atividades metabdlicas normais. Estes podem ser divididos em metabdlitos primarios
e metabdlitos secundarios (WAKSMUNDZKA-HAJNOS; SHERMA; KOWALSKA,
2008). De acordo com a teoria evolucionista todos os seres vivos derivaram de um
precursor comum, o que explica, por exemplo, porque as principais macromoléculas
(carboidratos, lipidios, proteinas e acidos nucléicos) sdo essencialmente as mesmas,
quer num organismo vegetal ou animal (SIMOES et al., 2010). Essas moléculas por
participarem de processos essenciais a vida e comuns aos seres vivos tém sido
definidas como integrantes do metabolismo primario, que compreende varias
reacdes quimicas envolvidas na transformacdo de moléculas em unidades
constitutivas essenciais das células (SANTOS, 1999), reacdes essas que se
encontram envolvidas na manutengdo fundamental da sobrevivéncia e do
desenvolvimento celular (DIXON, 2001).

Segundo Santos (1999), vegetais, micro-organismos € em menor escala
animais, apresentam um metabolismo diferenciado (enzimas, coenzimas e
organelas) capaz de produzir, transformar e acumular outras substancias néo
necessariamente relacionadas de forma direta & manuten¢do da vida do organismo
produtor. Nesse grupo, encontram-se substancias cuja producdo e acumulagéo
estdo restritas a um numero limitado de organismos, caracterizando-se como
elementos de diferenciacao e especializacdo. Este conjunto metabdlico costuma ser
definido como metabolismo secundario, cujos produtos, embora néo
necessariamente essenciais para 0 organismo produtor, garantem vantagens para
sua sobrevivéncia e para a perpetuacdo da espécie, em seu ecossistema. Os
metabdlitos secundarios sdo compostos derivados biologicamente dos metabdlitos
primarios. Eles sédo frequentemente armazenados pelas plantas em quantidades
menores do que 0os metabdlitos primarios, sendo as vezes sintetizados em estagios
de desenvolvimento distintos da planta (CHAGAS, 2004).
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Durante muito tempo, acreditou-se que o0s metabdlitos secundarios eram
produzidos sem nenhuma funcédo especifica, considerados produtos descartaveis
pelas plantas, sem valor ou mesmo como resultado de algum erro metabdlico,
servindo como uma forma de desintoxicacéo das plantas (TAIZ; ZEIGER 2009). No
entanto a partir de 1950 com um maior conhecimento e com a descoberta de novos
metabolitos foi descobrindo-se a real importancia dessas substancias para a vida
das plantas cuja funcédo e variedade de compostos estao relacionadas diretamente a
defesa da planta. Um dos principais componentes do meio externo cuja interacdo é
mediada por compostos do metabolismo secundario sdo os fatores bidticos. Desse
modo, os metabdlitos secundarios sao Uteis na defesa da propria espécie (OJALA,
2001), proporcionando ao vegetal, defesa ou protecao contra outras plantas, insetos,
herbivoros, ataque de patégenos, micro-organismos e causadores de infeccdes
(PINTO et al., 2002; SANTOS, 2004; FUMAGALI et al., 2008). Assim, os metabdlitos
secundarios relacionados a defesa contra patégeno podem ser divididos em dois
tipos, fitoanticipinas quando sdo produzidos e estocados constitutivamente pela
planta ou fitoalexinas caso sejam sintetizados somente ap0s o0 reconhecimento da
presenca do patégeno (PIASECKA; JEDRZEJCZAK-REY; BEDNAREK, 2015).

Além disso, também estdo envolvidos com a atracdo de organismos benéficos
como polinizadores, animais dispersores de sementes, bem como micro-organismos
simbiontes. A producdo desses metabdlitos também protege o vegetal de alguns
fatores abidticos, como aqueles associados com mudanca de temperatura, umidade,
niveis de luz, exposicdo a UV e deficiéncia de nutrientes minerais (UEFUJI et al.,
2003; PERES, 2004; SIMOES et al., 2010).

Devido a sua grande utilidade e diversidade, os metabdlitos secundarios
despertam o interesse de pesquisadores que vislumbram neles uma fonte
promissora de novas moléculas Uteis ao homem. As industrias agrondmica,
alimenticia, farmacéutica e cosmética tém grande interesse na descoberta dessas
moléculas, pois estas, devido a suas propriedades, possuem uma elevada
importancia comercial. (SANTOS, 2002; OKUNADE; ELVIN-LEWIS; LEWIS, 2004;
HAIDA et al., 2007; GAMBETA, 2008).
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2.5.1 Fatores que influenciam a producao de metabdlitos secundérios

Os metabdlitos secundarios representam uma interface quimica entre a planta
e 0 ambiente. Assim, conforme a natureza e a magnitude do estimulo ambientam
vegetal podera sintetizar compostos diferentes devido as condigcbes ambientais.
Dentre os diversos fatores que influenciam a sintese de metabdlitos secundarios, a
sazonalidade é um dos mais expressivos com relagdo as variagées na quantidade e
natureza dos constituintes ativos das plantas. A época em que um vegetal é
coletado é de grande importancia, visto que a quantidade e a natureza dos
constituintes ativos ndo séo constantes durante todo ano. S&o relatadas, por
exemplo, variagbes sazonais no conteudo de praticamente todas as classes de
metabdlitos secundarios, como 6leos essenciais, lactonas sesquiterpénica, acidos
fendlicos, flavondides, cumarina, saponinas, alcaldides, taninos, graxas
epicuticulares, iriddides, glucosinolatos e glicosideos cianogénicos. Os efeitos da
sazonalidade podem ser confundidos com alteracdes metabdlicas sob controle
hormonal do processo de desenvolvimento da planta. Sabe-se que tecidos mais
novos geralmente possuem maior taxa biossintética de metabdlitos, tais como 6leos
essenciais, lactonas sesquiterpénicas, acidos fendlicos, alcaloides e flavonoides
(Gobbo Neto, Lopes 2007; Hall, 2007).

A idade e o desenvolvimento das plantas também podem modificar as
proporcdes relativas dos principios ativos (MORAIS, 2009). Bertolucci et al. (2013)
em seus estudos mostram que de acordo com a época do ano, existe uma variacao
na concentracdo de cumarinas em Mikania laevigata. No verdo a concentracdo de
cumarina existente nessa planta foi aumentada, enquanto que no inverno foi
reduzida. Passari, Scarminio e Bruns (2014), também encontraram maiores
concentragbes de cumarina no verdo do que no outono e inverno nessa mesma

espécie.

Quanto a temperatura, apesar de cada espécie ter se adaptado ao seu
habitat, as plantas frequentemente sao capazes de existir em uma consideravel faixa
de temperatura (HOFT, 2009). Um dos fatores que exerce maior influéncia em seu
desenvolvimento é a faixa em que ocorrem as variacdes diarias, mensais e anuais

de temperatura, afetando, portanto, a producdo dos metabolitos secundarios. No
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entanto, talvez pelo fato da temperatura ser, de modo geral, uma consequéncia de
outros fatores, como altitude e sazonalidade, ndo existem muitos estudos sobre sua
influéncia isoladamente na producdo de metabdlitos secundarios (SLIMESTAD,
2011). Segundo Almeida et al. (2017), sazonalidade, luz, temperatura e irrigagéao
influenciaram nos contetdos de cumarina, clorogénio e acidos dicaffeoylquinicos

existente nas espécies de M. laevigata e M. glomerata.

O efeito da seca na concentragdo de metabolitos, as vezes, depende do grau
de estresse e do periodo em que ocorre, como no caso de climas do semiaridos
(KOEPPE, 2013), por vez os efeitos a curto prazo parecem levar a uma produgao
aumentada, enquanto que a longo prazo € observado um efeito oposto. A chuva é
outro fator que pode ocasionar a perda de substancias hidrossoltveis das folhas e
raizes por lixiviagdo, aplicando-se isso a algumas plantas produtoras de alcaldides,

glicosideos e até mesmo 6leos volateis (Gobbo Neto, Lopes 2007).

Alteracbes fisioldégicas nas plantas tais como fotossintese, crescimento,
mobilizacdo de reserva e expansao foliar, podem ser modificadas por estresse
hidrico alterando assim no metabolismo secundario (SALISBURY, 1991). Os efeitos
da chuva na vegetacdo devem ser considerados em relagdo ao indice anual, sua
distribuicdo pelo ano, seu efeito na umidade e seu efeito conjunto com a capacidade
de absorcdo de agua do solo (EVANS, 2010). Gershenzon (2010) afirma que
conforme mencionado, o estresse hidrico frequentemente tem consequéncias
significantes nas concentracdes de metabdlitos secundarios em plantas, e ha varios
relatos de que estas condi¢cOes geralmente levam a um aumento na producéo de

varios tipos de metabdlitos secundarios.

Outro fator de grande importancia € a radiacdo UV devido ao fato que as
diferentes espécies de plantas estdo adaptadas a uma enorme variacdo na
intensidade e quantidade de incidéncia luminosa (SALISBURY, 2007). Além disso,
existe uma crescente preocupacdo com os efeitos do aumento de radiacdo UV-B
(280-320 nm), decorrente da deplecdo da camada de ozdnio. Existe uma correlacéo
positiva bem estabelecida entre intensidade de radiacdo solar e producdo de
compostos fendlicos, tais como flavonoides, tanino e antocianinas (MEDINA, 2012)
Estudos mostram que a intensidade de luz é um fator que também influencia a
concentracdo e/ou composicao de outras classes de metabdlitos secundarios, como

terpenoides, glicosideos cianogénicos e alcaloides (HIRATA, 2013).
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A altitude também exerce efeitos sobre o desenvolvimento e a producédo de
Oleos volateis em plantas, apesar de existirem relativamente poucos estudos neste
sentido, 0 que se sabe, é que a hd uma correlacdo positiva entre o conteudo total de
flavondides e a altitude. Esta correlagdo pode ser explicada pela maior
susceptibilidade a radiacdo UV em altitudes maiores, uma vez que, conforme
comentado anteriormente, os flavonoides sdo reconhecidos por propiciarem
protecdo a radiacdo e seus efeitos. Porém, metabdlitos ndo fendlicos também
podem ser influenciados pela altitude (YAMAURA, 2012). Quanto a poluicao
atmosférica, Lokar (2009), assegura que as possiveis alteracbes estdo relacionadas
aos niveis elevados de O ou de CO, e essas condicbes podem interferir no

metabolismo secundario dos vegetais, principalmente nos derivados fendlicos.

O fator nutricional pode influenciar diretamente ndo somente 0 metabolismo
primario, bem como a sintese de metabdlitos secundarios em plantas (GOBBO-
NETO; LOPES, 2007). Para o desenvolvimento e manutencdo das funcdes vitais das
plantas, sdo conhecidos dezessete elementos essenciais como 0s macronutrientes:
nitrogénio, fésforo, potassio, célcio, magnésio e enxofre; os micronutrientes: boro,
cloro, cobre, cobalto, ferro, manganés, molibdénio, zinco e, o carbono, o oxigénio e o
hidrogénio, provenientes do ar e da agua (MORAIS, 2009), onde a diminui¢do ou 0
excesso desses nutrientes podem acarretar em maior ou menor producdo de
principios ativos nas plantas (MARTINS et al., 1995). As proporc¢des relativas dos
principios ativos, bem como a quantidade total dos compostos metabdlitos pode ser
influenciados também pela idade e o desenvolvimento da planta (MORAIS, 2009).

2.5.2 Metabolitos Secundarios de Vegetais

Praticamente a origem de todos os metabdlitos primarios e secundarios
pode ser resumida a partir do metabolismo da glicose. Esta € convertida em
moléculas de acido piravico que podem seguir duas vias principais. Na primeira,
moléculas de piruvato entram na via do acido chiquimico que, por sua vez, origina 0s
aminoacidos aromaticos precursores da maioria dos metabdlitos secundarios
aromaticos (alcaldides inddlicos, quinolinicos, isoquinolinicos, ligninas e lignanas,

cumarinas e taninos hidrossoluveis). Na segunda, o piruvato continua sendo oxidado
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até a formacado de moléculas de acetilcoenzima A (acetil-coA). Estas podem seguir
trés vias metabdlicas diferentes: via ciclo do acido citrico onde serdo formados os
alcaléides pirrolidinicos, tropéanicos, pirrolizidinicos, piperidinicos e quinolizidinicos,
via do mevalonato que originara terpenoides e esterdis e a via da condensacéo do
acetato, formando os chamados derivados do acetato (acetogeninas). Alguns
metabolitos derivam n&o apenas de um desses intermediarios, mas sim da
combinacdo de uma unidade do &cido chiquimico e uma ou mais unidades do
acetato ou derivados destes, podendo resultar na producdo de antraguinonas,
flavonoides e dos taninos condensados (Figura 12) (SANTOS 2004; SIMOES et al.,
2010).

Figura 12 - Ciclo biossintético dos metabdlitos secundarios
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Fonte: Simdes, (2010).

Além disso, ampliando ainda mais a variedade dos metabolitos secundarios,

estes podem estar ligados a uma ou mais moléculas de acucar formando os
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chamados heterosideos; ou podem ser encontrados na forma livre denominados de
agliconas (SIMOES et al., 2010).

Os metabdlitos secundéarios podem sofrer interferéncia em sua producédo
biol6gica. Dentre os fatores associados a altera¢cdes qualitativas e quantitativas na
producdo de metabolitos secundarios, destacam-se as interacfes bidticas
(planta/micro-organismos, planta/insetos, planta/planta), idade, estagio de
desenvolvimento, ritmo circadiano e os fatores abioticos: luminosidade, temperatura,
pluviosidade, nutrientes, sazonalidade, disponibilidade hidrica, radiacdo ultravioleta,
composicdo atmosférica e altitude (GOBBO-NETO; LOPES, 2007; MORAIS, 2009).
Por isso, como e quando um vegetal é coletado é um dos fatores de maior
importancia para o estudo desses metabdlitos, visto que, variacbes podem
coordenar ou alterar a producdo desses compostos (FALKENBERG; SANTOS;
SIMOES, 2000). Existem trés grandes grupos de metabdlitos secundéarios de acordo
com suas origens biossintéticas: terpenoides (25.000 tipos, 55%), alcaloides (12.000
tipos, 27%) e compostos fenodlicos (8000 tipos, 18%) (TAIZ, ZEIGER, 2009;
DEVAPPA et al., 2011; PINO; SANCHEZ; ROJAS, 2013).

2.5.2.1 Terpenos

Os terpenos sao produzidos a partir do acido mevaldnico (no citoplasma) ou
do piruvato e 3-fosfoglicerato (no cloroplasto), conhecidos também como terpenoides
ou isoprenoides, compreendem, do ponto de vista estrutural, a mais diversificada
classe de metabolitos secundarios de plantas (PHILLIPS et al., 2008; DEVAPPA et
al., 2011), com mais de 40.000 membros identificados, sendo alguns exemplos 0s
Oleos essenciais, saponinas, carotenoides e a maioria dos fitoreguladorres (ALVES,
2001; PERES, 2004; DZUBAK et al.,, 2006). Apresentam funcdes variadas nos
vegetais e de modo geral possuem diversas atividades farmacolégicas (NIERO;
MALHEIROS, 2007). Sao substancias hidrofobicas, armazenadas em canais de
resina, células de 6leos essenciais ou mesmo tricomas glandulares, contendo ou
ndo oxigénio que sdo classificados em funcdo do numero de subunidades

isoprenoides com 5 atomos de carbono (RATTAN, 2010).
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As unidades bioquimicas a partir das quais séo sintetizados todos os terpenos
sao pirofosfato de isopentenilo (IPP) e pirofosfato de dimetilalilo (DMAPP) que, por
sua vez sdo constituintes da via do mevalonato (MVA). Todos os terpenoides sao
formados por estruturas basicas de isopreno, constituidas por uma cadeia aciclica
de cinco carbonos (C5 H8) (AJIKUMAR et al., 2008; TAIZ; ZEIGER, 2009).

Existe um amplo espectro de diferentes tipos de terpenos, classificados de
acordo com o numero de unidades de isopreno que vao se ligando entre si,
orientados em sentido inverso (cabeca-cauda) (DUBEY et al., 2003; DZUBAK etal.,
2006; PERES, 2008) A classificacdo desses terpenos pode ser vista na Tabela 2
(NIERO; MALHEIROS, 2012).

Tabela 2 - Classificacdo dos terpenos com base no nimero de subunidades isoprenoides.

PN Ao

Unidade Isoprénica (C5) Isopreno
Q i o
o anes  Metotace

1 5 Hemiterpenos
2 10 Monoterpenos
3 15 Sesquiterpenos
4 20 Diterpenos
5 25 Sesterpenos
6 30 Triterpenos
8 40 Tetraterpenos

10 ou>10 50 ou > 30 Politerpenos

Fonte: Rattan, (2010).

Os hemiterpenoides (C5) sdo o menor grupo dos terpenos, sendo que o seu
representante mais conhecido e estudado € o isopreno, um produto volatil liberado
de tecidos fotossinteticamente ativos (CROTEAU et al., 2000). O precursor para a
formacdo de monoterpenos € o geranil difosfato (GPP), que € gerado a partir da
adicdo de uma unidade de IPP a uma de DMAPP. Esses monoterpenos fazem parte
da classe mais simples dos terpenoides, sendo compostos por duas unidades de

isopreno, ou seja, 10 atomos de carbono (VRANOVA et al., 2012). Por possuir baixo
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peso molecular, costumam ser volateis, portanto sdo geralmente componentes

majoritarios dos 6leos essenciais e das esséncias volateis.

Os monoterpenos séo altamente hidrofébicos e seus efeitos bioldgicos estao
relacionados a funcdo de defesa contra patégenos como fungos e bactérias. Estes
metabdlitos podem ser isolados através de destilacdo ou extracdo e sdo conhecidos
mais de 1.000 monoterpenoides naturais (OLIVEIRA et al., 2003; TURINA et al.,
2006). Segundo Niero e Malheiros (2007) o maior interrese nestes compostos € o

seu uso na fabricacdo de sabdes, detergentes, cosméticos e perfumaria.

A juncédo de uma unidade de IPP ao GPP forma o farnesil difosfato (FPP),
precursor para a sintese dos sesquiterpenos. Sua estrutura compreende 15 atomos
de carbono (3 unidades de isopreno) (AHARONI et al., 2006; VRANOVA et al., 2012)
A maioria dos sesquiterpenos, em geral, apresentam propriedades biolégicas contra
fungos, bactérias e efeito anti-herbivoria (NIERO; MALHEIROS, 2007). Existe um
grande numero de sesquiterpenos que possuem atividades farmacoldgicas, como
anti-inflamatoria, antimicrobiana, antitumoral e citotoxica (CHEN et al., 2011; HOG
etal., 2012).

Os diterpenos compreendem um grande grupo de compostos ndo volateis e
sdo uma classe heterogénea de compostos naturais com base num esqueleto com
20 atomos de carbono. Amplamente distribuidos na natureza, tanto em organismos
terrestres como marinhos, esses compostos resultam da condensacdo de quatro
unidades de isopreno (LANZOTTI, 2013). A adicdo de uma unidade de IPP ao FPP,
por sua vez, forma o geranilgeranil difosfato (GGPP), precursor dos diterpenos.
Estas estruturas sao posteriormente modificadas por enzimas (hidroxilases,
desidrogenases, redutases e glicosil, metil e acil transferases), que juntas geram
uma série de compostos diferentes (AHARONI et al., 2006; VRANOVA et al., 2012).
Os diterpenoides constituem mudltiplas propriedades biolégicas, dentre as principais
encontramos, antineoplasica contra cancer de ovario, mama e pulmao além das
atividades anti-inflamatéria, antimicrobiana (GHOSH et al., 2013; MIN, 2011; YANG
et al., 2012; FIGUEIREDO et al., 2014) e antioxidante (RIJO et al., 2009).

Os triterpenos, com 30 atomos de carbonos, sdo formados pelas ligacdes
entre duas moléculas de farnesil difosfato (C15) que originam o esqualeno, precusor
dos triterpenos e dos esteroides (SIMOES et al., 2010; VRANOVA et al., 2012). A
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Figura 13 mostra um resumo da biossintese de alguns terpenoides. Os triterpenos
podem apresentar esqueleto de carbono aciclico ou conter estruturas mono-, bi-, tri-,
tetra- ou pentaciclicas (DEWICK, 2002; XU et al., 2004). Os triterpenoides podem
ser encontrados na forma livre ou conjugada com aclUcares sob a forma de
glicosideos, formando saponinas triterpénicas (SCHMIDT et al.,, 2012). Os
triterpenoides e seus derivados esteroidais, além de compreender um grande grupo
de classe dos terpenos, possuem diversas atividades biolégicas, devido sua
variedade estrutural, entre as quais destacam-se: anti-inflamatoria, antitumoral,
antimicrobiana, antiviral, antinociceptiva, hepatoprotetora, antialérgica,
gastroprotetora, antimicética, cardioprotetora, imunomodulatéria e inseticida NIERO;
MALHEIROS, 2007; MUFFLER et al., 2011; RHOURRI-FRIH et al., 2013 MATOS et
al., 2013; SILVA; DUARTE; VIEIRA FILHO, 2014).

Os tetraterpenos (C40) séo constituidos pela condensacao cabeca-cabeca de
duas moléculas de geranil-PP (C20) levando a formacéao de tetraterpenos (C40) tais
como carotenoides, que sdo pigmentos intimamente ligados aos processos
fotossintéticos (caroteno, licopeno), e xantofilas (luteina, xantinas). A estrutura
bésica aciclica C40 pode ser modificada por hidrogenacdo, desidrogenacéo,
ciclizacdo ou oxidacgéo. (OLIVER; PALOU, 2000). Existe ainda um grupo complexo
de terpenos cujas moléculas sao resultantes da sintese de mais de oito unidades de
isoprenoides e contém mais de 40 carbonos na sua estrutura, sendo chamados
politerpenoides, grupo que contém compostos como ubiquinonas, poliprenoides e
polimeros longos localizados, por exemplo, no latex (CROTEAU et al., 2000;
OLIVEIRA et al., 2003).
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Figura 13 - Resumo da biossintese dos terpenoides
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Fonte: Adaptado de Simdes et al., (2010).

2.5.2.2 Alcaloides

Os alcaloides s&do provenientes de aminoacidos aromaticos (triptofano,
tirosina), os quais sédo derivados do acido chigquimico e de aminoacidos alifaticos
(ornitina, lisina) (ALVES, 2001; PERES, 2004). Sdo compostos nitrogenados na

maioria das vezes farmacologicamente ativo, encontrados predominantemente nas
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angiospermas (HENRIQUES et al., 2004). Basicamente sdo constituidos por um
atomo de nitrogénio, oriundos dos aminoacidos e um anel heterociclico. Podem ser
classificados em alcaloides verdadeiros quando sdo formados pelo atomo de
nitrogénio pertencente ao anel heterociclico, protoalcaloides sdo aqueles onde o
nitrogénio ndo pertence ao anel heterociclico, e os pseudoalcaloides sdo aqueles
gue apresentam todas as caracteristicas dos alcaloides verdadeiros, mas nao sao
derivados dos aminoacidos, mas sim de outras substancias como o0s terpenos e
esteroides (Figura 14) (HENRIQUES et al., 2004; SIMOES, 2010).

Figura 14 - Exemplo dos tipos de alcaloides; (A) Estrutura quimica de um alcaloide (Teobromina); (B)
Alcaloide verdadeiro (Nicotina); (C) Protoalcaloide (Colchicina) e (D) Pseudoalcaloide (coniina)

9 /CH;s
HN ~N 7
J M fr
O '|\' N SN CH.
CH, (A) (B)

(C) (D)
Fonte: Altimari et al., (2006); Gobbo-Neto, (2007); Sertox, (2017).

Quase a totalidade dos alcaloides é derivada de aminoacidos e sintetizada a
partir das vias do piruvato e chiquimato. Foram isolados e identificados mais de
12.000 representantes dessa classe, como por exemplo, a morfina, um dos
alcaléides mais empregados pelo homem no alivio de dores e desconfortos intensos
(VISOTTO et al., 2015).

Apesar da existéncia de algumas caracteristicas em comum, particularidades
da bioquimica, biologia celular e molecular comprovam as diferencas entre as
subclasses de alcaloides. As reagcdes envolvidas na biossintese dos alcaloides sao

catalisadas por enzimas estereoespecificas (formacédo de somente um isémero, em
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detrimento de outro arranjo espacial), regioespecificas (formacdo de somente um de
dois produtos possiveis), com acdo determinada sobre substratos especificos. Os
principais aminoacidos envolvidos nestes processos séo lisina, ornitina e triptofano.
Sozinhos ou combinados com moléculas de secoiridoide, esteroide ou terpenoide,
permitem a formacgao de diversas classes de alcaloides, algumas citadas na Tabela
3 (FACCHINI; DE LUCA, 1998; YANG; STOCKIGT, 2010).

Tabela 3 - Principais classes de alcaloides sintetizados pelas plantas

Classe Aminoacido Exemplos
precursor
Piperidinicos Lisina Coniina,cassina,
espectalina.
Inddlicos Triptofano Quinina,

vimblastina, vincristina.

Isoquinolinicos Tirosina Morfina, codeina,
mescalina.
Tropénicos Ornitina Atropina,

hioscina, escopolamina.

Pirrolidinicos Ornitina Nicotina, higrina

Fonte: Adaptado de Facchini; DE Luca, (1998).

Os alcaloides sdo encontrados em diversas partes de um vegetal, como
tecidos com crescimento ativo, ceélulas epidérmicas e hipodérmicas, bainhas
vasculares e vasos lactiferos. Constituem-se num vasto grupo de metabolitos com
uma grande diversidade estrutural representando cerca de 20% das substancias
naturais descritas. Devido a essa heterogeneidade quimica e ao seu grande
potencial bioativo, pesquisadores passaram a ter grandes interesses nesses
metabolitos (SIMOES et al., 2010). Muitos desses compostos possuem acentuado
efeito no sistema nervoso, como a cafeina, nicotina, cocaina e a morfina, outros sao
utilizados como venenos ou alucindgenos. Nas plantas, a funcdo principal € a defesa
contra animais e insetos devido a sua toxicidade ou ao fato de possuirem gosto
amargo (VIZZOTTO; KROLOW; WEBER, 2010; PERES, 2017).
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2.5.2.3 Compostos Fendlicos

Compostos fendlicos sdo biossintetizados nas plantas por meio da rota do
acido chiquimico e do acido mevalénico e desempenham um importante papel na
natureza, auxiliando na maturacdo dos frutos, na protecdo contra organismos
patégenos (bactérias e insetos), regeneracdo do vegetal e radiacdo ultravioleta.
Diversas sdo as formas antioxidantes que os compostos fendlicos podem atuar,
entre elas estdo agentes redutores, sequestrantes de radicais livres, quelantes de
metais de transicdo, como o Fe2+ e o Cu+, e desativadores do oxigénio singlete
(NACZK; SHAHIDI, 2004; TAIZ; ZEIGER, 2009; PAZ et al., 2015)

Os compostos fendlicos fazem parte de uma classe de compostos de grande
diversidade de estruturas, simples e complexas, que possuem pelo menos um anel
aromatico onde ao menos um hidrogénio € substituido por um grupamento hidroxila
(-OH) (BRAVO, 1998; SIMOES et al., 2010). Sua estrutura pode variar desde
moléculas simples a moléculas com alto grau de polimerizagdo (BALASUNDRAM,;
SUNDRAM; SAMMAN, 2006), estando presentes nos vegetais na forma livre ou
ligados a acucares (glicosideos) e proteinas (BRAVO, 1998). Esses metabdlitos
estdo distribuidos nas plantas de forma desuniforme, onde compostos fendlicos
hidrofilicos sdo armazenados nos vacuolos, enquanto que os lipofilicos séo
armazenados em canais de resina, laticiferos, tricomas, células de 6leo, ou na
cuticula (WINCK, 2010).

Os compostos fendlicos podem ser classificados de acordo com sua origem,
funcao, efeito e estrutura. Na classificagdo com base na estrutura, sao divididos em:
fendis simples, compostos que possuem apenas um anel aromatico ligado a um ou
mais grupamentos hidroxilicos ou polifenéis, os quais possuem mais de um anel
aromatico (SILVA et al., 2007; PEREIRA et al., 2009). Esses fendis podem ser
divididos em varias classes de acordo com o tipo e numero de anéis fendlicos, e em
subclasses de acordo com as substituicbes especificas na estrutura bésica,
associacbes com carboidratos e formas polimerizadas (Tabela 4) (FARAH,
DONANGELO, 2006; D’ARCHIVIO et al., 2010; SIMOES et al., 2010).

Os principais grupos de compostos fendlicos sao: acidos fendlicos (acidos

hidroxibenzoicos e acidos hidroxicinamicos), flavonoides (flavonois, flavanonas,
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isoflavonas, flavanois, flavonas e antocianidinas), estilbenos, ligninas e taninos

(Figura 15). A variedade desses compostos € devido ao extenso niumero de grupos

funcionais que podem ser ligados a cadeia principal (D’ARCHIVIO et al., 2010).

Tabela 4 - Classe de compostos fendlicos em plantas

Classe Estrutura
Fendlicos simples, benzoquinonas. Ce

Acidos hidroxibenzoico Ce—-C;
Acetofenol, acidos fenilacéticos Cs—C>
Acidos hidroxicinamicos, fenilpropanoides. Cs —Cs3
Nafitoquinonas Cs —C4
Xantonas Cs—C1—Cs
Estilbenos, antoquinonas Ce —C2 —Cs
Flavonoides, isoflavonoides Ce —C35 —Cs
Lignanas, neolignanas (Cs —Cs3)2
Biflavonoides (Ce —C3 —Cp)2
Ligninas (Ce —Cs)n
Taninos condensados (Cs —C3 —Cop)n

Fonte: Simdes et al., (2010).



Figura 15 - Principais grupos de compostos fendlicos e suas variedades

Compostos fendlicos
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Acidos fendlicos flavonoides
Acidos hidroxi Acidos hidroxi Flavondss Fla 5 Flavansis Flavanonas antocianidinas maflavonises
benzéicos cindmicos. i
Galica < i C u AP Caleguna Enmpcican! Cianiging Guinislbing
Protocatdquica Cafdico Karnpleral Lusealing Epicatequing Haspandmna Pelargoniding Dusiireing
Vanilica Fardlico Mirigntira Criging [Epiggalocabe- Hargening Delfiniciana Glicheing
Siringica Sinkplico Galangina quina Peonidina
Wahadina

Fonte: Karakaya, (2004).

2.5.2.3.1 Acidos Fendlicos

Os acidos fendlicos, também conhecido como nao flavonoides caracterizam-

se por terem em sua estrutura o anel aromatico um grupamento carboxilico e um ou

mais grupamentos de hidroxila e/ou metoxila na molécula. Em fun¢do do nimero de

aneis fendlicos que possuam e dos elementos estruturais que se ligam a esses anéis

e entre eles, podem ser divididos em dois grupos principais o dos acidos

hidroxibenzoicos,

com sete &tomos de carbono (C6-C1),

e o0s acidos

hidroxicinAmicos, compostos aromaticos com nove atomos de carbono (C6-C3),

ambos derivados de acidos néo fendlicos: benzdico e cinamico, respectivamente
(Figura 16) (ANGELO; JORGE, 2007; GIADA, 2013; HELENO et al., 2015).
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Figura 16 - Estrutura quimica dos &cidos hidroxibenzéicos (A) e hidroxicinamicos (B)

Ry R4
OH OH

R COOH R; 2™ CooH

Fonte: Angelo e Jorge (2007).

Os acidos hidroxibenzoicos sao os acidos fendlicos mais simples encontrados
na natureza sendo o0s principais: galico, p-hidroxibenzoico, protocatequinico,
vanilico, siringico, gentisico e salicilico. Entre os acidos hidroxicinamicos mais
comuns na natureza s&o: p-cumarico, ferulico, caféico e sindpico (GIADA, 2013).
Esses acidos e seus derivados estdo largamente distribuidos em vegetais
comestiveis (frutas, hortalicas e grdos) de forma ndo homogénea e nas diversas
estruturas das plantas como sementes, raizes, caules e folhas. Pequenas fracfes
desses acidos se encontram na forma livre, mas normalmente estes estdo ligados na
forma de éster, éter e acetal a polifendis (flavonoides) ou a estruturas insolaveis
mais complexas (SANDHAR et al., 2011; ACOSTA-ESTRADA et al., 2014). A
estrutura quimica dos principais acidos benzoicos e cinamicos podem ser

observadas na Figura 17.

Nos vegetais, estes &cidos sdo importantes ao desempenho de diversas
funcbes, estdo associados as propriedades sensoriais de cor (absor¢cdo de
nutrientes, atividade enziméatica e fotossintese), flavor, adstringéncia, a sintese de
proteinas, de componentes estruturais, atividade enziméticas, fotossintese,
alelopatia e na captacdo de nutrientes (qualidade nutricional) (MATTILA,
KUMPULAINEN, 2002; ROBBINS, 2003). O consumo de alimentos ricos nestas
substancias tem agregado fun¢ao antioxidante, prevenindo o surgimento de doencas
cronico-degenerativas. (YANG et al., 2012; DU et al., 2013; KILCI; GOCMEN, 2014;
ZHANG et al., 2014).
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Figura 17 - Estrura dos acidos Benzéicos (A); Cinamicos(B) e seus derivados

R, R () R, R, (8)
7\
R, COOH R CH = CH-COOH
R, R]
Acido salicilico: R, = OH; R,=R,=R,=H Acido cinimico: R, =R,=R,=R,=H
Acido gentisico: R, =R, =0OH; R, =R,=H Acido o-cumarico; R, = OH; R, =R, =R, =H

Acido p-hidroxibenzoico: R, =R,=R,=H:R,=OH  Acido m-cumarico: R, =R, =R, =H; R, = OH
Acido protocatequinico: R, =R,=H; R,=R,=0H Acido p-cumérico: R, =R,=R,=H; R,=0OH

Acido vanilico: R, =R, =H; R,= OCH,; R, = OH f:\CidO caféico: R, =R,=H;R,=R,=0H
Acido gilico: R, =H; R, =R, =R, = OH Acido ferflico: R, =R, = H; R, = OCH,; R, = OH
Acido siringico: R, =H; R,=R,=0CH,; R,= OH Acido sinapico: R, = H; R, =R, =OCH,; R, = OH

Fonte: Ramalho e Jorge, (2006).

2.5.2.3.2 Flavonoides

Os flavonoides, biossintetizados a partir da via dos fenilpropanoides,
constituem um dos grupos fenolicos (classe de polifenois) mais importantes e
diversificados entre os produtos de origem natural, estando amplamente distribuidos
no reino Plantae, principalmente entre as angiospermas (SIMOES et al., 2010).
Esses compostos podem apresentar diferentes concentracdes, dependendo do
orgao vegetal em que se encontram devido a influéncia de diversos fatores tais
como: espécie; variedade; clima; radiacdo solar; grau de maturacdo pés-colheita e
armazenagem (KYLE; DUTHIE, 2006).

A maioria dos flavonoides possui baixo peso molecular e os esqueletos
basicos sdo formados por substancias aromaticas com quinze a&tomos de carbono,
na formacdo C6-C3-C6, que consiste de dois anéis aromaticos (A e B) ligados por
trés carbonos e um atomo de oxigénio formando um anel heterociclico oxigenado (C)
(Figura 18) (GOUVEA, 2010; SANDHAR et al., 2011).
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Figura 18 -: Estrutura geral dos flavonoides

Fonte: Simdes et al., (2010).

Os flavonoides séo oriundos da rota biossintética mista na qual uma parte do
esqueleto flavonoidico é derivado do acido chiquimico e a outra do acetato, via acido
malonico (QUIDEAU et al., 2011). Diversas formas estruturais de flavonoides podem
ser encontradas, dependendo do grau de hidrogenagdo e da substituicdo do
heterociclo, sendo classificados em: flavandis, flavonas, flavonois, flavononas,
antocianidinas e isoflavonoides (Figura 19). As diferencas individuais presentes em
cada grupo séo resultado da variacdo no numero e no arranjo dos grupos hidroxilas
(OLIVEIRA et al., 2010). As principais classes e caracteristicas dos flavonoides
estdo descritas na Tabela 5 (DI CARLO, et al, 1999; YANG et al, 2001,
MARCHAND, 2002; BHAGWAT, S., 2011; SANDHARet al, 2011).

Figura 19 - Estrutura dos principais tipos de flavonoides

Flavanois

Antocianidinas

Flavanonas O Flavonas O
94

O O

Fonte: IGNAT; VOLF; POPA (2011).



Tabela 5 - Principais subclasses e caracteristicas dos flavonoides
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Subclasses de Ligacdo do Grupos Exemplos Presenca nos
Flavonoides anel B ao funcionais no alimentos
anel C anel C
Flavonéis 2 3 — Hidroxi Quercetina Vegetais, maioria
o dos frutos.
4 — Oxo Mircetina
Rutina
Campferol
Flavonas 2 4 — Oxo Luteolina Especiarias, cereais,
S frutos.
Apigenina
Flavanonas 2 4 — Oxo Hesperidina Frutos citricos.
Naringenina
Flavanas 2 3 — Hidroxi Catequina Chés, uvas e vinho
, . tinto.
Epicatequina
Teaflavina
Isoflavonoides 3 4 — Oxo Daidzeina Maioria dos
L legumes,
Genisteina principalmente soja.
Antocianinas 2 3 — Hidroxi Cianidina Frutos Vermelhos
Delfinidina
Peonidina

Os flavonoides de origem natural podem ocorrer na sua forma livre (agliconas
ou genina), conjugado com acucares (glicosidos/heterosidos) ou ainda como
derivados metilados (SANDHAR et al.,, 2011). Quando eles estdo na forma
conjugada, também conhecida como heterosideo, eles podem ser O-heterosideos,
guando a ligacao é por intermédio de uma hidroxila ou C-hetrosideos, quando a

ligag&o se da com um atomo de carbono (SIMOES, 2010).

Nas plantas, diversas funcbes s&o atribuidas aos flavonoides. Sé&o
importantes agentes de defesa contra insetos e micro-organismos fitopatogénicos,
atuando como defensores naturais das plantas na forma de resposta quimica a
invasdo de patégenos. (ZUANAZZI, 2000; YAO-LAN et al., 2002). Além de proteger
0S vegetais contra incidéncias de raios ultravioletas e atrair animais com finalidade

de polinizacdo, esses compostos estdo associados com a longevidade e reducéo na



67

incidéncia de doencas cardiovasculares, devido suas propriedades benéficas a
saude humana, tais como atividade antioxidante, antinflamatoéria, antitumoral,
anticoagulante, antiviral, antibacteriana, efeitos no tratamento de doencas
neurodegenerativas e acdo vasodilatadora (VOLP et al., 2008, SIMOES, 2010;

ASIF; KHODADADI, 2013).
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3 OBJETIVOS

3.1 GERAL

Contribuir com os estudos das plantas da Caatinga em busca de compostos
bioativos contra microorganismos fitopatdgenos e insetos-pragas de importancia

agricola.

3.2 ESPECIFICOS

» Realizar o screening da atividade antimicrobiana dos extratos aquosos de
doze espécies coletadas da regido da Caatinga, selecionando aquela(s) que

apresentem potencial aplicacao;

» Obter extratos com solventes organicos de diferentes polaridades
(ciclohexano, cloroférmio, acetato de etila e metanol) a partir de folhas de A.

colubrina var. cebil coletadas nas estacfes seca e chuvosa,;

» Realizar o screening fitoquimico dos extratos organicos;

> Avaliar a atividade antimicrobiana dos extratos, através da determinacdo da
concentracdo inibitéria minima (CIM) e a concentracdo bactericida/fungicida
minima (CBM/CFM);

> Analisar o extrato mais ativo por cromatografia liquida de alta performance
(HPLC);

» Separar 0 extrato organico mais ativo por Cromatografia Flash (Biotage™) e
avaliar a atividade antimicrobiana das fragOes obtidas;

> Analisar e separar por CLAE-Preparativo, a fracdo ativa obtida pela
Cromatografia Flash e avaliar a atividade antibacteriana das subfracdes
originadas;

» Analisar por microscopia eletronica de varredura (MEV) e de transmissao
(MET), células microbianas na presenca extrato mais ativo, a fim de observar

possiveis alteracoes;
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Avaliar a toxicidade por ingestao de dieta artificial de Sitophilus zeamais sob o
efeito dos extratos ativos;

Determinar o indice de deterréncia alimentar para as dietas contendo o0s
extratos CHXd, CHXr, EAd e EAr;

Calcular os parametros nutricionais taxa de crescimento relativo e taxa de
consumo relativo de Sitophilus zeamais sob o0 efeito dos extratos em
ciclohexano (CHXd/CHXr) e acetato de etida (EAd/EAr) de folhas de
Anadenanthera colubrina;

Avaliar o potencial acaricida sobre Tetranychus urticae através de efeitos
letais do extrato em ciclohexano da estacdo seca (CHXd) e do extrato em

acetato de etila da estacdo chuvosa (EAr).
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What is currently raised as a new approach in the management of plant diseases is the
development and formulation of plant based biopesticides. The objective of present study
is to evaluate the antibacterial activity of aqueous extracts of twelve species belonging to
seven families collected from the Northeast of Brazil against four economically important
phytopathogenic bacteria. Antibacterial activities of the aqueous extracts were studied by
minimum inhibitory concentration (MIC) and minimum bactericidal concentration (MBC).
Twelve aqueous extracts of twelve species were evaluated. Only three extracts were not
active against Ralstonia solanacearum and other three extracts were not active against
Xanthomonas campestris pv. campestris. Anadenanthera colubrina var. cebil, Croton
pedicellatus and Eugenia brejoensis presented a broad spectrum of the inhibitory effect
(MIC 3.12 to 12.5 mg/mL). According to these results, we conclude that the flora in the
northeast of Brazil can be regarded as a rich source of plants with antibacterial activity.
Therefore, further screening of other plant species, identifying active fractions or
metabolites and in vivo application of active extracts are warranted.

Key words: Caatinga, Atlantic Forest, antibacterial activity, aqueous extract, anti-phytopathogenic activity.

INTRODUCTION

The plant kingdom represents an enormous plant compounds to treat infection is an ancient
reservoir of biologically active compounds with practice in a large part of the world, especially in
various chemical structures and disease preventing developing countries, where there is dependence on

properties (Kavitha and Satish, 2013). The use of traditional medicine for a variety of diseases
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(Gangoue-pieboji et al., 2006). According to World
best source to obtain a variety of drugs. In recent
years, ttention has been given to natural systems of

an increasing interest in plant uses and in the
detection of their antibacterial activity (Harvey, 2008).
Some phytopatogenic bacteria were reported to be
severe phytopathogens, causing damage to carrot,
potato, tomato, leafy greens, onion, green pepper,
squash and other cucurbits. Furthermore, these
phytopathogens cause disease in any plant tissue
they invade (Ahameethunisa and Hopper, 2010).

Pesticides have been universally considered for
long as the most efficient solution to control crop
diseases. However, synthetic pesticides may enter
the food chain and the resistance developed by plant
pathogens has rendered some of them ineffective.
This has highlighted the need for the use of
alternatives compounds that are environmentally
friendly and safe to humans.

There has been a growing interest in the
research of the possible use of the plant-derived
natural pesticides such as plant extracts, which can
be relatively ecofriendly for disease control in
agriculture (Choi et al., 2008). Besides, the plants or
plant extracts have long been recognized to provide a
potential source of chemical compounds or more
commonly products known as phytochemicals with
potent antifungal efficacy (Choi et al., 2008).
Research focused on plant-derived fungicides and
their possible applications in agriculture are being
intensified as these are having enormous potential to
inspire and influence modern agrochemical research
(Duke, 1990).

Plant secondary metabolites, such as essential
oils and plant extracts are known to possess
insecticidal, antifungal, acaricidal, antibacterial and
cytotoxic activities (Tepe et al., 2004). Therefore, they
have been intensively screened and applied in
pharmacology, pharmaceutical botany, medical and
clinical microbiology, plant pathology and food
preservation (Daferera et al.,, 2000). Some plant
extracts (Davidson et al., 1989) and essential oils
(Bakkali et al., 2008) show activity against a wide
range of bacteria.

Biopesticides have been suggested as an
effective substitute for chemicals (Kapoor, 2001).
Reports are available on the use of several plant by-
products, which possess antimicrobial properties, on
several pathogenic bacteria and fungi (Bylka et al.,
2004; Kilani, 2006). Here, we evaluate the potential of
several plant extracts for antibacterial activity against
important phytopathogenic bacteria.

Brazil is a country rich in biodiversity. To date,
44,813 species are recognized for Brazilian flora:
4,594 algae, 32,391 angiosperms, 1,529 bryophytes,
5,028 fungi, 30 gymnosperms and 1,241 ferns and
lycophytes. Brazil is a country rich in biodiversity. To
date, 46,096 species are recognized for Brazilian
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Health Organization, medicinal plants would be the
treatment for protection and management against
pathogens. Already for some decades there has been

flora: 4,747 algae, 32,817 angiosperms, 1,525
bryophytes, 5,711 fungi, 30 gymnosperms and 1,266
ferns and lycophytes (Brazilian Flora, 2016). The aim
of this work was to investigate the antibacterial
activity of twelve species belonging to seven
botanical families, collected at Parque Nacional do
Catimbau (PNC) and Reserva de Floresta Urbana
Mata de Camacari (RFUMC), located in the
Northeastern Brazil (State of Pernambuco, Brazil)
against phytopathogenic bacteria.

MATERIALS AND METHODS

Collection of plant material

Twelve species of plant, belonging to seven families, were
collected from the various phytophysiognomy at the PNC and
RFUMC in Northeastern Brazil (Pernambuco, Brazil) (Table 1).
The species were collected based on their popular use by the
local community, giving priority to species that had reproductive
organs to facilitate their identification. As a part of a wider
screening program, plants were randomly collected to increase
the chance of finding plants with bioactive extracts. The plants
were identified at the Herbarium from Instituto Agronémico de
Pernambuco (IPA) and the scientific names were checked in

the International Plant Names Index
(http://www.ipni.org/ipni/plantnamesearchpage.do) and Brazilian
Flora Checkilist

(http://floradobrasil.jbrj.gov.br/jabot/listaBrasil/ConsultaP ublical
C/ConsultaPublicaUC.do). Each collected plant sample was
oven dried at 45°C with forced air for 72 h. The dry materials
were ground to a fine powder.

Preparation of aqueous plant extracts

Extracts were prepared from dried plants’ parts according to
methods described by Azmir et al. (2013). The powdered plant
materials were extracted at room temperature using water by
maceration successively. Aqueous extraction was achieved by
adding 100 ml distilled water to 10 g of plant powder and boiled
for 72 h. The extract was then lyophilized. A sample of extract
at 100 mg/mL was bioassayed, as described in bioassay
section.

Test microorganisms

Plant pathogenic bacteria such as Acidovorax citrulli,
Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum, Ralstonia
solanacearum and Xanthomonas campestris pv. campestris
were sampled from the culture collection of Departmento de
gronomia, Universidade Federal Rural de Pernambuco, Brazil.
All the tested bacterial species were maintained on nutrient
agar media.

Determination of minimum inhibitory and minimum
bactericidal concentrations

Micro-dilution susceptibility assay was performed using the
Clinical and Laboratory Standard Institute (CLSI) method for the
determination of minimum inhibitory concentration (MIC)
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Family/Species Voucher Common name Distribution Traditional uses of plants
Anacardiaceae
The fruit in nature are used as food against anemia and as tonic. The juice of
pseudo fruit is indicated against anemia and diabetes (Agra et al., 2007, 2008).
] ] ) ) B Atlantic Forest, The external use against burnings and ulcers (Agra et al. 2007, 2008). The
Anacardium humile A.St.-Hil. IPA 84049  Caju do sertdo Caatinga and Cerrado  decoction of stem-bark is used as bath against vaginal and external ulcers. The
internal use is indicated against diarrheas (Agra et al., 2007, 2008). The topical
use of resin is indicated against warts coughs and wounds (Agra et al., 2007,
2008)
Apocynaceae
Quatro-patacas- The latex is used as laxative, emetic, cathartic and vermifuge. One teaspoon of
Allamanda blanchetii A.DC.* IPA 84112 roxa IeiFt)eiro Caatinga the latex in a cup of water. It is drunk after meals. It is referred to as poisonous
! (Agra et al., 2007, 2008)

. o The stem-bark is used against inflammations of urinary tract. A decoction of a
ASp'd*OSperma pyrifolium IPA85734  Pereiro Caatinga and Cerrado  [€8SP00N in a cup of water. It is used as tea until the symptoms disappear. The
Mart. same recipe as above. It is used in baths. Entire plant is referred as poisonous

(Agra et al., 2007, 2008)
Burseraceae
The stem-bark is used in treatment of grippes, coughs, bronchitis, treat urinary
Commiphora leptophloes and liver diseases (Agra et al., 2007, 2008). A decoction of a handful in a liter of
(Mart.) J.B.Gillett IPA 84037 Umburana Caatinga and Cerrado  water and made with sugar as syrup. A spoonful is drunk 5-6 times a day. The
external use against ulcers in washes or baths against vaginal ulcers (Agra et
al., 2007, 2008)
Fabaceae
The stem-bark is used against coughs, whooping coughs and bronchitis. A
Anadenanthera colubrina var. Angico, angico maceration of a handful in a liter of wine or “cachaga”. It is drunk until three times
cebil (Griseb.) Altschul* IPA 84039  de carogo Caatinga and Cerrado  a day until the symptoms disappear (Agra et al., 2007, 2008). The fruits are used
as narcotic and poison. In maceration or infusion of a handful in a liter of water. It
drunk before sleep (Agra et al., 2007, 2008)
Stryphnodendron IPA 85968 Barbatimao Amazonic Forest and The decoction is used against inflammations of uterus and for wash external
pulcherrimum (Willd.) Hochr. Atlantic Forest ulcers (Oral communication)
Crotalaria holosericea Nees & . Used in agriculture as a green manure. In the dry period is given to cattle as food
- Caatinga -
Mart.* (Oral communication)
Euphrobiaceae
Croton pedicellatus Kunth. IPA 85734  Alecrim Caatinga and Cerrado A decoct_|on .Of leaves is used as antiseptic against dermatitis (Oral
communication)
Jatropha mutabilis Pinh&o-bravo, : : .
(Poh)Baill.A IPA 84054 pinhdo manso Caatinga and Cerrado The latex is used to treat snake bites (Agra et al., 2007, 2008)
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Myrtaceae

Algrizea minor Sobral et al.* IPA 84346 Murta Caatinga and Cerrado Usedl in folk by practitioners thellnfu.smn of the fleshy leaves for the treatment
of pain and fever (Oral communication)

Eugenia brejoensis Mazine * IPA 84033 Cutia Atlantic Forest Used_ in folk by practitioners the_lnfu_smn of the fleshy leaves for the treatment
of pain and fever (Oral communication)

Turneraceae

Turnera cearensis Urb.* IPA 85143 i Atlaqtlc Forest and Against amenorrhea.ano'l dysmenorrheal. A decoction of a handful in a liter of

Caatinga water (Oral communication)

* = Endemic specie of Brazilian flora. A = Unknown endemism.

determination of minimum inhibitory concentration (MIC) and
minimum bactericidal concentration (MBC) (CLSI, 2009).
Bacteria were cultured overnight at 30°C. The test samples
of the extracts were dissolved in 10% DMSO. Dilutions were
prepared in a 96-well microtiter plates to get final
concentrations ranging from 0 to 50 mg/ml. Finally, 20 pl of
inoculum (10s to 107 CFU/ml) was inoculated onto the
microplates and the tests were performed in a volume of 200
ul. Plates were incubated at 30°C for 24 h. The standard
reference drug, chloramphenicol, was used as a positive
control for the tested plant pathogenic bacteria. The lowest
concentrations of tested samples, which did not show any
visual growth after macroscopic evaluation, were determined
as MICs, which were expressed in mg/mL. Using the results
of the MIC assay, the concentrations showing complete
absence of visual growth of bacteria were identified; 50 pl of
each culture broth was transferred to the agar plates and
incubated for the specified time and temperature as
mentioned above. The complete absence of growth on the
agar surface in the lowest concentration of sample was
defined as the MBC. Each assay in this experiment was
replicated three times.

RESULTS AND DISCUSSION

The minimum inhibitory concentrations (MICs) of
12 aqueous extracts obtained by microdilution

technique against the four phytophathogenic bacteria
are shown in Table 2. The antibacterial activity of the
agueous extracts showed varying magnitudes. All four
bacterial strains tested were sensitive to all aqueous
extracts, with the MIC values ranging from 3.12 to 25
mg/mL. The MIC values of Anadenanthera colubrina
var. cebil, Croton pedicellatus and Eugenia brejoensis
ranged from 3.12 to 12.5 mg/mL (Table 2). The
comparison of MICs and MBCs values allows a better
evaluation of antibacterial effect of bioactive
compounds. According to Biyiti et al. (2004), a
substance is bactericidal when the ratio MBC/MIC < 2,
and bacteriostatic if the ratio MBC/MIC > 2. Based on
these data, the 12 extracts exert bactericidal effects
against all bacteria evaluated.

Phytopathogenic bacterial infections are of great
concern in agricultural practices, given that some
strains are responsible for severe sickness and losses
in appropriate climatic conditions. Acidovorax,
Pectobacterium, Ralstonia and Xanthomonas are
among the main phytopathogenic bacterial genera.
Plants and plant products have shown to be useful

candidates for preventon and control of
phytopathogenic bacteria. Several studies have
shown that the crude extracts and purified

components of plants possess inhibitory activity
against plant pathogenic bacteria (lwu et al., 1999;

Mohana and Raveesha, 2006; Kumaran and
Karunakaran, 2007; Parekh and Chanda, 2007). Plant
extracts are rich in many phytocompounds which are
the cause of their bioactivities. The mechanism of
action of many antimicrobials is complex and may not
be the consequence of their action on a single target.
In addition, the phenomenon of membrane bleeding
has been observed with several antimicrobial agents
(Epand et al., 2008). For example, phenolic
compounds make their actions through different
mechanism, which includes membrane disruption,
proteins binding, inhibition of proteins synthesis,
enzyme inhibition, production of cell wall complexes,
formation of disulfide bridges and intercalation with
cell wall and/or DNA, among others (Bozdogan and
Appelbaum, 2004). In the same manner, the
antimicrobial action of alkaloids could be throughout
intercalation with cell wall and/or DNA constituents;
while, terpenoids display their action through
membrane disruption mechanisms (Cowan, 1999).
The antimicrobial activity evaluated in this work could
be attributed to the presence of different
phytocompounds in variable amounts in plant extracts.
The assayed antimicrobial activity from the plant
species depends on the botanical species, age, part of
the plant studied as well as the solvent used for the
extraction procedures (Mahida and Mohan, 2006).
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Table 2 - Minimum inhibitory concentrations (MIC) and minimum bactericidal concentration (MBC) of aqueous extracts of medicinal plants of Caatinga against the growth of plant pathogenic

bacteria.

Phytopathogenic bacteria

Pectobacterium carotovorum

Xanthomonas

Species

Acidovorax citrulli

subsp. carotovorum

Ralstonia solanacearum

campestris pv.campestris

MIC MBC MBC/MIC MIC MBC MBC/MIC MIC MBC MBC/MIC MIC MBC MBC/MIC
Algrizea minor 25 50 2 25 50 2 12.5 25 2 - - -
Allamanda blanchetii 12.5 12.5 1 12.5 25 2 - - - 6.25 6.25 1
Anacardium humile 125 125 1 12.5 12.5 1 - - - - - -
Anadenanthera colubrina var. cebil 6.25 12.5 2 125 12.5 1 3.12 3.12 1 6.25 6.25 1
Aspidosperma pyrifolium 12.5 125 25 25 1 12.5 12.5 1 25 25 1
Commiphora leptophloes 12.5 25 2 25 25 1 12.5 12.5 1 - - -
Crotaria holosericea 125 125 1 12.5 25 2 6.25 125 2 125 25 2
Croton corchoropsis 12.5 12.5 1 25 25 1 3.12 6.25 2 12.5 12.5 1
Eugenia brejoensis 125 25 2 125 25 2 3.12 6.25 2 6.25 6.25 1
Jatropha mutabilis 12.5 125 1 12.5 25 2 - - - 12.5 25 2
Stryphnodendron pulcherrimum 125 25 2 25 25 1 6.25 6.25 1 6.25 6.25 1
Turnera cearencis 12.5 12.5 1 125 12.5 1 6.25 12.5 2 12.5 25 2
Chloramphenicol 0.39 0.39 1 0.39 0.39 1 0.19 0.39 2 0.39 0.39 1

Results indicate the presence of antibacterial
compounds in agueous plant extracts, which was in
agreement with the results reported by authors who
tested the aqueous plant extracts on different plant
pathogens (Bahraminejad et al., 2011, 2012). The
broad spectra of the inhibitory effect of A. colubrina
var. cebil indicated that the extract of this species is
potent antibacterial plants with possible potential for
the control of different bacterial diseases in plants.
Therefore, more research on the activity of this plant
against the other plant pathogenic bacteria and fungi
would be of great value.

All plants used in this study have not been tested
before as inhibitor of phytopathogenic bacteria.
Therefore, this is a new report. The results of the
present investigation are successful in identifying the
antibacterial activity of selected medicinal plants
which will help in further identifying the nature of the
bioactive principle and its solubility, isolation and

characterization of the active principle responsible
for the activity.

Field existences of antibiotic resistant
phytopathogenic bacteria are increasing in recent
years. The World Health Organization (WHO)
banned many agriculturally important pesticides due
to wide range of toxicity against non-target
organisms including humans which are known to
cause pollution problem (Barnard et al., 1997).
Some of the developing countries are still using
these pesticides despite their harmful effects.
Exploitation of naturally available chemicals from
plants, which retard the reproduction of undesirable
microorganism, would be a more realistic and
ecological method for plant protection and it will
have a prominent role in the development of future
commercial pesticides (Verma and Dubey, 1998;
Gottlieb et al., 2002). Many reports of antibacterial
activity of plants extract against human pathogens
and their pharmaceutical application are available

(Cowan, 1999; Gibbons, 2005), but not much has
been done on the antibacterial activity of plants
extract against plant pathogens (Satish et al., 1999).
This is mainly due to lack of information on the
screening/evaluation of diverse plants for their
antibacterial potential.

Considering the rich diversity of Brazilian flora, it
is expected that screening and scientific evaluation
of plant extracts for their antimicrobial activity may
provide new antimicrobial substances; hence in the
present investigation the antibacterial investigation
of all pants has been demonstrated for the first time
against phytopathoge bacteria.Thus the present
study reveals that A. colubrine var. cebil, C.
pedicellatus E. brejoensis is a potential

candidate plant that could be successfully
exploited for management of the diseases caused
by different phytopathogens which are known to
cause many diseases in wide variety of crops,.



causing considerable losses in yield and quality in an
eco-friendly way.

These results and the encouraging percentage of
plants with antibacterial activity (85% in this research)
confirmed that plant extracts originated from Northeast
in from Brazil can be used directly to develop new and
effective classes of natural bactericide to control
severe bacterial diseases. These findings persuaded
us to continue screening more plant species.
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Abstract
Aims

To evaluate the antibacterial and antifungal activity of the organic extracts of
leaves from Anadenanthera colubrina var. collected in the Catimbau Valley National
Park during the dry and rainy seasons. In addition to isolating the major compound of

interest and observing its biological potential

Methods and Results

Extracts from leaf extracts were obtained in Soxhlet apparatus following an
eluotropic series using cyclohexane (CHX), chloroform (CF), ethyl acetate (EA) and
methanol (MET). Phytochemical analysis by Thin Layer Chromatography (TLC)
revealed the presence of terpenes, Flavanoids, triterpenes, tannins, coumarins and
reducing sugars. The antimicrobial activity was carried out using the broth
microdilution method to determine the minimum inhibitory concentration (MIC) and
minimum bactericidal/fungicidal concentration (MBC/MFC). It was used six
phytopathogenic bacteria: Acidovorax citrulli (Acc), Pectobacterium carotovorum
subsp. carotovorum (Pcc), Ralstonia solanacearum (Rsol), Xanthomonas campestris
pv. campestris (Xcc), X. campestris pv. malvacearum (Xcm) and X. campestris pv.
viticola (Xcv) and six phytopathogenic fungi: Aspergillus flavus (Af), Fusarium
moniliforme (Fm), F. oxysporum (Fo), F. solani (Fs), Rhizopus sotolonifer (Rs) and
Verticillium lecanii (VI) against economically important phytopathogens. All organic
extracts were active against all evaluated bacteria and fungi. The extract of CHX from
the dry season presented of the MIC ranging from 0.78 to 6.25 mg/mL and MBC
ranging from 1.56 to 6.25 mg/mL, in the rainy season, the ethyl acetate extract (EAr)
presented lower MIC values (0.78 - 3.12 mg/mL) and MBC (1.56 to 3.12 mg/mL)
compared to other extracts for the bacteria tested. All extracts presented fungal
activity with MIC ranging from 6.25 to 50 mg/mL. Although EA and CHX extracts
presented significant antibacterial activity, only the EA extract followed for HPLC
analysis due to the higher content of phenolic compounds visualized and their
compatibility with the C18 chromatographic column. The major compound present in
the EA rainy season EA was isolated and showed MBC 0.5 mg/mL for Xcc and MIC

0.5 mg/ml for Ac, thus increasing the antimicrobial activity and could be used as a
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natural bactericide. In addition, Xcc treated with extracts of CHX from the dry season
was observed by scanning and transmission electron microscopy and loss of cell

viability and death due to the formation of intracellular vacuoles was observed.

Conclusions

In this work, it was possible to reveal that the rainfall levels have influence on
the antimicrobial activity and chemical diversity of leaves of A. colubrina and isolated
phenolic compounds present in this plant increase the activity against

phytopathogenic microorganisms of agricultural importance.

Keywords: Anadenanthera colubrina; antibacterial activity; antifungal activity;

Phenolic compounds.
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1 Introduction

A major problem in the loss of productivity of crops has been a high incidence
of plant diseases caused by various pathogenic organisms such as viruses, bacteria,
fungi, protozoa, nematodes and plant parasites (Kotan et al., 2010). The most
common method of control used for these pathogens is the use of pesticides,
however the indiscriminate application of these chemicals has been causing
problems primarily related to damage to human health and animals, in addition to
environmental contamination accumulation (Pandy 2003; Kumar et al., 2007).

In order to minimize the impact caused by pesticides use and reduce the
impact of microorganisms in agriculture, alternative methods of biological control
have been adopted, such as the use of plant extracts that have been deemed safe to
health and the environment, as well as economically advantageous due to the low
cost (Mazzonetto and Vendramim 2003; Kim et al., 2004; Yang et al., 2010). Plants
secondary metabolites are natural sources of substances with antimicrobial
properties and cytotoxic insecticide, which can be used as an alternative to
replacement of synthetic ones (Venturoso et al., 2011). They also reduce the
possibility of causing microbial resistance, because they are complex mixtures,

making the adaptation of microorganisms (Tintino et al., 2015).

Caatinga region has a great biodiversity and represents an exclusive Brazilian
ecosystem, with several studies involving antimicrobials (Silva et al., 2013), thus
demonstrating potential for research in order to develop naturally occurring
pesticides, specially Fabaceae family species (Junior et al., 2014). Studies of various
plant species extracts, including species of this family, shown potential toxicity to
insects, ranging from changes in eating behavior until the death of the same
(Govindarajan 2009; Lombardo et al., 2009; Vinayaka et al., 2009; Chukwuemeka
and Anthonia 2010). Other studies have provided a number of metabolites that
demonstrate an antimicrobial effect against various fungal diseases of fruit (Bafios et
al., 2002; Barrera-Necha et al., 2003; Barrera-Necha et al., 2004; Bafios et al., 2008).
Anadenanthera colubrina (Vell.) Brenan var. cebil (Griseb.) Altschul, popularly known
as mimosa, representative of the Fabaceae family, is related to the antimicrobial
properties of its leaves, being very well used in folk medicine (Palmeira et al., 2010).
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The screening of antimicrobial activity of aqueous extracts of Caatinga plants
studied by Silva et al., 2016 indicate that A. colubrina var. cebil has potential as an
alternative to fight plant pathogens, especially for biotech advancement and the
development of new management systems and applications in various industries to
agriculture and environment. Therefore, the objective of this study was to investigate
the efficacy of different organic extracts of A. columbrina var. cebil leaves against
bacteria and pathogenic fungi, as well as then observe morphological changes by
scanning electron microscopy and transmission, in addition to identify the class of
bioactive compounds of these plant extracts.
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2 Materials and methods

2.1 Collection of plant materials

Leaves of Anadenanthera colubrina var. cebil, free from diseases, were
collected at Catimbau National Park, Northeastern of Brazil, in January and June (dry
season and rainy season, respectively). A voucher specimen was deposited in the
Herbarium of the Instituto Agronémico de Pernambuco (IPA). Collected leaves were
oven dried at 45°C with forced air for 72h. Dry materials were ground to a fine
powder. The plant powder was stored in air tight container and maintained at 4°C

until use.

2.2 Organic extracts

A. colubrina var. cebil leaves was subjected to Soxhlet extraction in eluotropic
series using the following solvents: cyclohexane (CHX), chloroform (CF), ethyl
acetate (EA) and methanol (MET). Hundred grams from powdered samples were
packed in muslin cloth and used for extraction in Soxhlet apparatus at temperature
below boiling temperature in solvents. All samples were refluxed until saturation for
24h. Then, the extracts were filtered using Whatman filter paper No: 1. In all cases,
solvents were pulled out and organic extracts were separately concentrated to
dryness in a rotary evaporator at 45°C under reduced pressure and were stored at

room temperature. All the extracts was stored at 4°C to fruther activity study.

2.3 Test microorganisms

The organic extracts were tested against 12 phytopatogens, being six of
bacteria and six fungi. The phytobacteria Acidovorax citrulli (Aac), Pectobacterium

carotovorum subsp. carotovorum (Pcc), Ralstonia solanacearum (Rsol),



83

Xanthomonas campestris pv. campestris (Xcc), X. campestris pv. malvacearum
(Xcm) and X. campestris pv. viticola (Xcv) were obtained by the Culture Collection of
the Phytobacteriology Laboratory of the Agronomic Department of the Universidade
Federal Rural de Pernambuco (UFRPE), Brazil, and were grown in nutrient yeast
dextrose medium - NYDA (5 g/L yeast extract; 3 g/L meat extract; 5 g/L peptone; 10
g/L dextrose; 18 g/L agar) during 24h, at 30 °C. The phytofungi Aspergillus flavus
(Af), Fusarium moniliforme (Fm), F. oxysporum (Fo), F. solani (Fs), Rhizopus
sotolonifer (Rs) and Verticillium lecanii (VI), were obtained from mycology collection
of Micoteca-URM of the Mycology Department of the Universidade Federal de
Pernambuco (UFPE), Brazil, and were grown in Potato Dextrose Agar medium - PDA
(4 g/L potato extract; 15 g/L dextrose; 18 g/L agar) during 48h, at 30 °C.

2.4 Phytochemical screening

Organic extracts were evaluated by the presence of major secondary
metabolites: alkaloids, coumarins, antracenic derivatives, derivatives of cinnamic
acid, flavonoids, hydrolysable tannins, catechin tannins, triterpenoids and reducing
sugars, performed by thin layer chromatography using a silica gel plate (Merck),

employing various mobile phases and specific developers as described in table 1.

(insert table 1)

2.5 Determination of minimum inhibitory concentration (MIC) and minimum

bactericidal concentrations (MBC)

Susceptibility MIC and MBC assay concentrations were determined by the
broth microdilution method (CLSI, 2014) with modifications. Bacteria were cultured at
30°C for 24h. Tested samples were dissolved in dimethylsulfoxide (10%v/v) and then
autoclaved distilled water was added, until a final volume of 1 mL. The extract was
sterilized by filtration using 0.22 pum micro filter (Type GV- Millipore). Hundred
microlitres medium-NYD was added in all 96 wells. Then 100uL of the extracts was
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deposited only on the third row of the microplates and a serial dilution was
proceeded. Final concentrations ranged from 0.195 to 50 mg/mL for EAR extract; 5.8
to 0.022 mg/mL for Flash Chromatography fractions and 0.5 to 0.001 mg/mL for the
interesting purified compound. Finally, 15 yL of the inoculum (ODgpo = 0.15+ 0.05 )
was placed in the microplates and then incubated at 30C° for 24 h. Plates were
readed at 600 nm before and after incubation time. After incubate period 30uL of the
solution from each inhibited well was collected and transferred to NYD-agar plates
and re-incubated as described above para comprovar se houve crescimento
bacteriano. The complete absence of growth on the agar surface with the lowest
concentration of the sample was defined as the MBC. Chloramphenicol, was used
as a positive control for the tested plant pathogenic bacteria and sterile DMSO
agueous solution (10%) was used as negative control. Each assay in this experiment
was replicated three times.

2.6 Minimal inhibitory concentration (MIC) and minimum fungicidal

concentration (MFC)

For the determination of the MIC and MFC the broth microdilution method was
used (CLSI, 2014) with modifications, as described in item 2.5. The isolates were
grown in Potato Dextrose Agar medium — PDA, at 30°C. Tested microorganisms
were standardized by the Mcfarland turbidity corresponding to a concentration of
approximately 4 x 10° a 5 x 10* UFC/mL. Cercobin was used as positive control and
sterile DMSO aqueous solution (10%) was used as negative control. The microplates

were incubated for 48 h at 30°C and all experiments were done in triplicate.

2.7 Electron microscopy

The sample which showed the best activity was subjected to analysis by SEM
and TEM. X. campestris pv. campestris cells after incubation (6 h at 30°C) were fixed

(2.5% glutaraldehyde; 4% paraformaldehyde in 0.1 mol/L phosphate buffer, pH 7.2),



85

pos-fixed (1% osmium tetroxide; 0.8% potassium ferricyanide; 5 mmol/L CaCl, in 0.1
mmol/L cacodylate buffer), dehydrated (graded acetone series) and embedded using
an epoxy-embedding medium kit (Fluka, Switzerland). Ultrathin sections were stained
with lead citrate and uranyl acetate and observed by TEM. For SEM, bacterial cells
were processed as describe above and allowed to adhere onto a poly-L-lysine-
coated coverslip for 5 min at room temperature. The cells were dehydrated (graded
acetone), critical-point dried, attached to aluminum mounting stubs, sputter coated

with 20 nmol/L gold and imaged with a Quanta 200 F (FEI company).

2.8 Fractionation

Ethyl acetate from rainy season (EAr) was fractionated through the equipment
Biotage Isolera One™ (Flash Chromatography). A Biotage® SNAP Column KP-SIL
50g was used with a mobile phase gradient n-hexane-EtOAc, 30:70, v/ v (1 CV); N-
hexane-EtOAc, 30:70 to 0: 100, v / v (6 hr); MeOH-EtOAc, 0: 100 to 20:80 v / v (6 hr);
MeOH-EtOAc, 20:80 to 80:20 v / v (3 CV). The mobile phase was 70ml/min having a
maximum volume of 18ml per tube. The solvents used were Hexane, Ethyl Acetate
and Methanol. Equipment worked in 200-800 nm. We obtained 38 fractions that were

grouped into 6 final fractions.

2.9 High-performance liquid chromatography (HPLC) analysis

EA extracts, Flash Chromatography fractions and interesting purified
compound were analysed for HPLC (1260 Infinity LC System — DAD, software
Agilent OpenLAB CDS (EZChrom Edition), Vers. A.04.05 Agilent Technologies). The
samples were dissolved in 100% MeOH and used in 0.22um membrane, it was
obtained 5mg/mL. It was used a Zorbax® (Agilent), SB-C18, 5um; 4.6 x 250mm com
pré coluna Zorbax ® (Agilent) SB-C18 5um and 4.6 x12.5mm column and solvents

werewater (A) e acetonitrila (B) (LiChrosolv®,Merck) and temperature was 30°C.
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Chromatography conditions for exploratory analysis followed a linear gradient
from 95 (A) to 40(A)%, between to (0-28min), with a flow rate of 2.4 mL/min. The
complete scanning detection varyed from 190 to 400 nm with a working
chromatogram of 256nm. The recorded peaks were integrated by the method:
Threshold 3e + 006 (1.5-30min); Width 0.2 (1.5-30 min).

Fractions and purified compounds were compared with commercial standards
following a linear gradient from 92 (A) to 65 (A)%, between to 15 min, with a flow rate
of 2.4 mL/ min and working chromatogram of 256 nm (Araujo et al 2017) with some
modifications. Peakes identified had retention time and ultraviolet spectrum (UV) that
was compared with references such as gallic acid, p-coumaric acid, caffeic acid,
catechin, trans-ferulic acid, quercetin 3B D-glucoside, chlorogenic acid, quercetin,

rutin and ellagic acid.

2.10 Preparative Analysis

Fraction was analysed by Flash Cromatography and the major compound
isolated from AutoPurification HPLC System ™ (modelo: 2767 Sample Manager,
2545 Binary Gradient Module, System Fluidics Organizer, 2489 UV/Vis Detector,
MassLynx Software with the FractionLynx Application Manager and Detector
ACQUITY QDa - Waters). Sample were prepared using final concentration 15mg/mL
(MeOH 100%) e em seguidas foram filtradas em membrana 0.22um. The preparative
column XBridge Prep C18 5um 10x100mm was used at room temperature (25°C)
using as the mobile phase: Water (A) and Acetonitrile (B) (LiChrosolv®, Merck) under
chromatographic conditions followed by gradient from 0-9 min (94 - 65% A), 9-10 min
(65 - 0% A), 10 - 14 min (0% A), 16 - 20 min (0% - 94%). The wave lenght were
256nm, 500ul injection and 9 mL/min flow with 190-400nm scan.
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3 Results

After the extraction, the material collected in the dry season obtained 21.97 %
of yield, which was higher than that obtained in the rainy season with a yield of
15.71% from the initial dry mass (Table 2). Methanol (MET and chloroform CF)
extracts presented the highest and the lowest yield, respectively, in both seasons
(Table 2). The phytochemical screening (Table 3) demonstrated that all the tested
extracts had flavonoids and reducing sugars. Catechin tannins are present in CHXd
and EA, MET extracts in both seasons. According to Paes et al., (2010), the tannins
are present in all tissues of A. colubrina var. cebil, however, they are present in
higher amounts in the stem bark, roots and fruit pulp. Triterpenes were detected in
the extracts of CHX, CF and EA of both stations, and coumarins only in the
cyclohexane extract of the rainy season (CHXT).

The antimicrobial activity of the organic extracts from leaves of A.
colubrina are presented in Tables 4. Overall, all extracts from leaves exhibited
antimicrobial activity with broad spectrum, as they inhibited all tested bacteria. At the
dry season, the cyclohexane extract (CHXd) presented lower values and MIC ranging
from 0.78 to 6.25 mg/mL and MBC ranging from 1.56 to 6.25 mg/mL. In the rainy
season, the ethyl acetate extract (EAr) presented lower MIC values (0.78 - 3.12
mg/mL) and MBC (1.56 to 3.12 mg/mL) compared to other extracts. The CHXd
extract showed to be effective against species of the Xcc, Xcv and Ac. The extract
EA was more efficient for the bacteria Ac and Xcc. DMSO did not affect bacterial
growth in the highest tested concentration. No significant differences were observed
between the results for Chd and EAr extracts. DMSO did not affect bacterial growth
in the highest tested concentration. No significant differences were observed

between the results for Chd and EAr extracts.

Antifungal activity of extracts against fungi pathogens is shown in Table 5. The
cyclohexane extracts from the two stations presented MIC and MFC ranging from
6.25 to 50 mg/mL. All of the extracts from the rainy season presented MIC and CFM
for the fungi A. flavus, F. oxysporum and R. solanacearum. Among all the tested

fungi, F. solani showed higher sensitivity to all extracts of the dry season.
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Analysis by thin layer chromatography (TLC) did not show qualitative
differences between the dry and rainy periods of the EA extract; due to this fact, EA
was submitted to high performance liquid chromatography (HPLC). It was visualized
46 compounds in the extracts referring to the dry period and 41 compounds referring
to the rainy season. Six compounds were found to be the main ones in both periods:
Rt 4.6min (peak 6), 6.44min (peak 9), 10min (peak 18), 10.2min (peak 19), 10.9min
(peak 21), and 15min (peak 34) (+ 0.2). CLAE demonstrated that, besides UV
absorption, the area of the peaks 9, 18, 19 and 21 increased 11, 3.7, 4 and 1.2% in
the rainy season, respectively, indicating that this collection period presents a higher
content of these compounds. Compound n°® 34 was identified as quercetin because it
had the same retention time and UV absorption spectrum. None of the other
compounds were identified by the reference standards (caffeic acid, chlorogenic acid,
elargic acid, gallic acid, p-coumaric acid, transferulic acid, kaempferol, luteolin,
guercetin, quercetin 3-B-D-glucoside, catechin and rutin), however UV absorption
spectra indicate that peak 9 is associated to p-hydroxybenzoic compound (Kowalski
and Wolski 2003), while the peaks 18, 19 and 21 derived from quercetin (Fig. 1). EAr
extract was submitted to Flash Chromatography (Biotage ™) due to an increase in
the area of the peaks; in addition, its six fractions were tested against Acc and Xcc
bacteria. The results demonstrated that only the fractions 3 and 4 were able to inhibit
bacterial growth. Fraction 3 was considered more efficient than the others due to the
better results for MIC (0.72 and 1.45 mg/mL, respectively for Xcc and Ac) and MBC
(1.45 mg/mL for both bacteria) (please see Table 6). In this way fraction 3 was
analyzed by CLAE-Preparative, in which it gave rise to six more fractions, these in
turn were also tested against the bacteria Ac and Xcc. Only fraction 3 gave result
and was shown by HPLC be a pure compound (Fig. 2), and its spectrum indicates
that this fraction is the p-hydroxybenzoic acid in which the MIC presented
concentration of 0.5 mg/mL for Acc and Xcc and MBC of 0.5 mg/mL for Xcc (Table
7). This compound is shown to be the major in EA extracts and has been screened
via its UV absorption spectrum using flash chromatography (Biotage™) and HPLC-

Preparative (Autopurification System™).

The transmission electron microscopy (TEM) of X. campestris pv. campestris
cells treated with cyclohexane extract at 1.56 mg/ml concentration showed

morphological variations when compared with the untreated cells, which presented
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homogeneous cytoplasm, intact cell walls and characteristic morphology, also
preserved. Treated cells showed significant morphological variations, besides the
appearance of intracellular spaces where the cytoplasm presents voids (Fig. 3). The
TEM for untreated samples demonstrated large cell cluster and those with preserved
morphology were rod-shaped. Agglomerated bacteria were rarely observed in

cultures treated with CHX and atypical morphology was also observed (Fig. 4).
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4 DISCUSSION

There are many reportson variations in plant secondary metabolitev
production according to the environment and plant age, as well as reports about
different concentrations of many substances in various plant parts (Campos et al.,
2013). Although the yields of extracts from leaves collected in the dry season were
higher than those observed obtained in the rainy season, the concentrations of
substances in the latter extracts were usually higher. Angico leaves are known to
present in their composition flavonoids, which are important agents in plant defense
against insects and pathogenic microorganisms such as viruses, bacteria and fungi
(Zuanazzi et al., 2000). It was observed in all leaves extracts from angico the
presence of these compounds which turn can a great potential to combat these
microorganisms. Thus, the presence of these compounds in all extracts of A.
colubrina, as well as tannins present only in CHXd, EAd and EAr extracts, suggest a
potential antimicrobial activity, being the first record for plant pathogens observed in
this study. Several authors reported that the antimicrobial activity can be found in
vegetables from its rich chemicals, such as tannins, alkaloids, saponins and terpenes
(Scalbert 1991; Harborne and Williams 2000; Bylka et al., 2004; Veluri et al., 2004;

Kuete et al., 2006). Compounds also found in extracts of A. colubrina.

In this study we can observe the potential of the extracts of Anadenanthera
colubrina collected in different stations against phytopathogenic microorganisms,
since there are no reports in the literature about that. In previous studies with extracts
from leaves and fruits of A. colubrina, it was observed that both extracts presented
antimicrobial activity against Alternaria alternata (Campos et al., 2013). In other
studies, A. colubrina showed activity against clinical isolates of Staphylococcus
aureus (Barreto et al., 2016), multidrug-resistant strains of S. aureus and Escherichia
coli (Silva et al., 2013), and Streptococcus mutans, S. sanguinis, Pseudomonas
aeruginosa, Enterococcus faecalis, Candida albicans, Micrococcus luteus,
Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Bacillus subtilis and Staphylococcus aureus
(Aradjo et al, 2014; Lima et al, 2014 These studies show that extracts of
Anadenanthera colubrina, which are rich in secondary compounds have a broad

antimicrobial potential.
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The ethyl acetate extract was submitted to fractionation to isolate the possible
active substances and the major phenolic compound was isolates, representing
about 48% of the sample. This compound is equivalent to p-hydroxybenzoic because
it exhibits the same UV absorption spectrum as the standard exhibited by Kowalski
and Wolski (2013). This compound once it was isolate, showed a more efficient. It is
already widely known that plant phenolic compounds may have antibacterial
properties (Fratianni et al., 2016). It is possible to consider an antagonistic effect
among the substances presented in the fractions, since the compound has being

isolated with an increase in its antimicrobial activity

Regarding microscopy made with Xanthomonas cells treated with cyclohexane
extract, it was found dead cells with irregular structures and with damaged
intracellular spaces. Similar results were observed when extracts from A. colubrina

were tested against S. aureus (Silva et al., 2013).
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5 Conclusions

The obtained results demonstrate that the precipitation levels could influence
the activities and the chemical diversity of the leaves of A. colubrina. The activity of
extracts of A. colubrina against bacteria and fungi phytopathogenic was confirmed
and could be attributed to the main isolated compound, in this case the one
responsible for the increase in antimicrobial activity. It can be considered a natural

bactericidal compound against several phytopathogens with economic importance.
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Table 1 - Chromatographic and revealing systems used for the phytochemical screening of

the leaves extracts of Anadenanthera colubrina.

Class of compounds mobile phase developer Reference
Alkaloids A-A-A-A Dragendorff
Coumarins T-E-A UV-KOH 5% (Wagner et al., 2009)
Antracenic derivatives A-A-A UV-KOH 10%
Derivatives of cinnamic acid A-A-A-A
Flavonoids A-A-A-A UV-NEU
Hydrolysable tannins B-A-A
_ _ Vanilina
Catechin tannins A-A-A-A ) (Robertson et al., 1957)
Cloridrica
_ _ Lierbermann-
Triterpenoids T-A (10%) (Harborne 1998)
Burchard
Reducing sugars A-B-T TTZ (Russell and Morris 1982)

A-A-A-A — AcOEt-OHCOOH-ACcOH-H,0 (100:11:11:26), T-E-A — Toluene-Et,O

(1:1: sat ACOH 10%), T-A (3%) — Toluene- ethyl acetate (3%) (97:3), T-A (10%) —

Toluene- ethyl acetate (10%) (90:10), A-B-T — (Me,CO-n-BuOH-Phosphate Buffer pH

50) (5:4:1), B-A-A (n-BUOH-H,O-AcOH) (4:5:1),

A-A-A  (AcOH-MeOH-H,0)

(100:13,5:10), NEU — (1% difenilboriloxietilamina solution MeOH), UV — 365 nm, TTZ

— Triphenyltetrazolium chloride (4% in MeOH), Dragendorff — According Munier and

Machebolerf (Munier and Macheboeuf 1951).
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Table 2 - Yield organic extracts of Anadenanthera colubrina var. cebil harvest at dry and rain

season.
Yield (%)
Organic Extracts

Dry Rainy

Cyclohexane 4.57 2.9

Chloroform 1.46 2.12

Ethyl Acetate 7.14 2.85

Methanol 8.80 7.84

Table 3 - Phytochemical screening of A. colubrina var. cebil extracts harvest at Catimbau
National Park at dry and rainy season.

Extracts
Cyclohexane  Chloroform Ethyl Acetate = Methanol
Class of compounds
dry rainy dry rainy Dry rainy dry rainy
Alkaloids — - - — - - - —
Coumarins — + - — - - - -
Antracenic derivatives — - - — - - - _
Derivatives of cinnamic acid — - - - - - - —
Flavonoids + + + + + + + +
Hydrolysable tannins - - - — - - - -
Catechin tannins + - - - + + + +
Triterpenoids + + + + + + - -

Reducing sugars + + + + + + + +
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Table 4 - Antibacterial activity, Minimum inhibitory concentrations (MIC) and minimum bactericidal concentration (MBC) of organics extracts

from Anadenanthera colubrina var. cebil harvest at dry and rain season against selected plant pathogenic bacterial.

Acc Pcc Rsol Xcc Xcm Xcv
Extracts
dry rain dry rain dry rain dry rain dry rain dry rain
MIC 0.78 6.25 3.12 12.5 1.56 6.25 0.78 3.12 1.56 3.12 0.78 3.12
CHX
MBC 3.12 6.25 6.25 25 1.56 12.5 1.56 6.25 1.56 6.25 1.56 6.25
MIC 6.25 3.12 6.25 6.25 1.56 1.56 125 1.56 3.12 3.12 3.12 3.12
CF
MBC 6.25 6.25 12.5 125 3.12 3.12 6.25 1.56 6.25 3.12 3.12 6.25
MIC 1.56 1.56 3.12 3.12 3.12 1.56 1.56 0.78 1.56 3.12 1.56 1.56
EA
MBC 1.56 1.56 12.5 3.12 3.12 3.12 1.56 1.56 1.56 3.12 3.12 3.12
MIC 1.56 1.56 6.25 6.25 1.56 3.12 1.56 1.56 1.56 3.12 3.12 12.5
MET
MBC 3.12 3.12 12.5 6.25 3.12 3.12 3.12 3.12 1.56 6.25 6.25 125
MIC 0.009 0.039 0.078 0.019 0.039 0.004
Chloramphenicol
MBC 0.009 0.078 0.156 0.019 0.039 0.004
Acc - Acidovorax citrulli; Pcc - Pectobacterium carotovorum subsp. carotovoum; Rsol - Ralstonia solanacearum; Xcc -

Xanthomonas campestris pv. campestris, Xcm - X. campestris pv. malvaceraum; Xcv - X. campestris pv. viticola; CH —

cyclohexane; CF — chloroform; EA - etyl acetate; MET — methanol.
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Table 5 - Antifungical activity, Minimum inhibitory concentrations (MIC) and minimum fungicidal concentration (MFC) of organics extracts from
Anadenanthera colubrina var. cebil harvest at dry and rainy season against selected plant pathogenic fungal.

Af Fm Fo Fs Rs \
Extracts
dry rainy dry rainy dry rainy dry rainy dry rainy dry rainy
MIC 6.25 12.5 12.5 25 25 50 6.25 6.25 6.25 125 6.25 6.25
CHX
MBC 6.25 125 12.5 50 50 50 12.5 125 6.25 125 6.25 125
MIC 12.5 12.5 12.5 25 50 50 6.25 12.5 12.5 12.5 6.25 12.5
CF
MBC 12.5 12.5 25 25 50 50 12.5 12.5 12.5 12.5 12.5 12.5
MIC 125 12.5 12.5 50 25 50 6.25 12.5 125 125 6.25 12,5
EA
MBC 125 12.5 12.5 50 25 50 12.5 125 125 125 125 125
MIC 125 125 25 50 50 50 6.25 125 125 125 125 125
MET
MBC 12.5 12.5 25 50 50 50 12.5 12.5 12.5 12.5 12.5 12.5
MIC 0.12 0.12 0.5 0.25 0.12 0.12
Cercobin
MBC 0.12 0.25 0.5 0.25 0.25 0.25

Af - Aspergillus flavus; Fm - Fusarium moniliforme; Fm - Fusarium oxysporum, Fs - Fusarium solani; Rs - Rhizopus

sotolonifer; VI - Verticillium lecanii; CH — cyclohexane; CF — chloroform; EA - etyl acetate; MET — methanol.
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Figure 1 - HPLC-UV chromatograms of ethyl acetate extracts from the rainy season of A. colubrina leaves. Detection at 256 nm. UV spectra
analysis of the main peaks. Peak 9: is associated to p-hydroxybenzoic compound; peaks 18 e 21: quercetin derivatives; peaks 34: is associated
to quercetin (UV 190- 400nm).

000 4

LE

l 3894 4

29849

i 8ad

T LR el 14

Adanl

Gam Mol S

(9)

b |
H
E
b |

(8l 1

=i 100

1000

il

Sl

il

FEee

L




102

Table 6 - Antibacterial activity, Minimum inhibitory concentrations (MIC) and minimum
bactericidal concentration (MBC) of Flash Chromatography fractions of EAr extract against

selected plant pathogenic bacterial.

Extracts Acc Xcc
MIC >5.8 >5.8

Flash Fractions 1
MBC >5.8 >5.8
MIC >5.8 >5.8

Flash Fractions 2
MBC >5.8 >5.8
MIC 1.45 0.72

Flash Fractions 3
MBC 1.45 1.45
MIC 5.8 5.8

Flash Fractions 4
MBC 5.8 5.8
MIC >5.8 >58

Flash Fractions 5
MBC >5.8 >5.8
MIC >5.8 >5.8

Flash Fractions 6
MBC >5.8 >5.8

Acc - Acidovorax citrulli; Xcc - Xanthomonas campestris pv. campestris.
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Table 7 - Antibacterial activity, Minimum inhibitory concentrations (MIC) and minimum
bactericidal concentration (MBC) of preparative fractions against selected plant pathogenic

bacterial.

Extracts Acc Xcc

MIC >0.5 >0.5
Preparatory Fractions 1 MBC ~0.5 ~0.5

MIC >0.5 >0.5
Preparatory Fractions 2

MBC >0.5 >0.5

MIC 0.5 0.5
Preparatory Fractions 3

MBC 0.5 0.5

MIC >0.5 >0.5
Preparatory Fractions 4

MBC >0.5 >0.5

MIC >0.5 >0.5
Preparatory Fractions 5

MBC >0.5 >0.5

MIC >0.5 >0.5
Preparatory Fractions 6

MBC >0.5 >0.5

Acc - Acidovorax citrulli; Xcc - Xanthomonas campestris pv. campestris,



Figure 2 - HPLC chromatogram and UV spectra
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Figure 3 - Effect of Cyclohexane extract on Xanthomonas campestris pv campestris
cells. observed by transmission electron microscopy. A: untreated cells, normal
cytoplasm, intact plasma membrane; B: Treated Cells, formation of vacuums in the
cytoplasm.

Figure 4 - Effect of cyclohexane extract on Xanthomonas campestris pv campestris
cells. observed by scanning electron microscopy. A: untreated cells; cells in normal
rod format, normal cell division B: treated cells, space between cells.
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RESUMO

A deterioracdo e a degradacao das culturas por insetos causam perdas econémicas
de varios bilhdes de dolares e afetam a seguranca alimentar. O Sitophilus zeamais é
responsavel por danos na pré e pos-colheita ao milho e o Tetranychus urticae é
conhecido como praga economicamente importante de culturas agricolas e
ornamentais em todo o mundo. A alta toxicidade dos inseticidas sintéticos e o
desenvolvimento de resisténcia por insetos aos produtos quimicos atualmente
utilizados estimulam a investigagéo de inseticidas derivados de plantas como novas
alternativas para o controle de pragas. As propriedades inseticidas de metabdlitos
secundarios tém sido reconhecidas empiricamente durante séculos, e vem sendo
confirmadas cientificamente nas ultimas décadas. O extrato em ciclohexano (CHX) e
acetato de etila (EA) das folhas de Anadenanthera colubrina coletadas nas estacoes
seca e chuvosa foram avaliados quanto a sobrevivéncia e fisiologia nutricional do
Sitophilus zeamais Motsch. (gorgulho-do-milho) e quanto ao efeito acaricida frente a
Tetranychus urticae Koch (acaro-rajado) que ocorre em uma grande variedade de
culturas economicamente importantes em todo o mundo. Para avaliar a interferéncia
dos extratos na fisiologia nutricional do gorgulho do milho, foram testadas
concentracdes de 250, 500 e 700 mg/g. Todos os extratos induziram a mortalidade
de S. zeamais, contudo somente ciclohexano estacéo seca (CHXd) e acetato de etila
estacdo chuvosa (EAr) causaram mortalidade significativa (p<0.05), mais de 50%,
promovendo dano fisiolégico aos insetos, em todas as concentracdes testadas. Nos
testes de mortalidade com o acaro-rajado, os extratos CHXd e EAr apresentaram
uma CLso de 52,75 e 156,42 mg/mL. Ainda no mesmo teste, pode-se observar que a
oviposicdo também foi suscetivel aos extratos. Diante disso, 0s extratos de
Anadenanthera colubrina séo fonte de compostos capazes de interferir e prejudicar o

metabolismo das duas pragas estudadas.

Palavras-chave: Inseticidas naturais, toxicidade, gorgulho do milho, &caro-rajado,

angico.
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1 Introducéo

O tratamento quimico é amplamente utilizado na agricultura, porém, seu uso
excessivo e indiscriminado tem aumentado o numero de populacdes de pragas
resistentes aos inseticidas comerciais (Ferreira et al., 2016; Zhang et al., 2016;
Ismail et al., 2017), além de gerar contaminacdo ambiental e alimentar, o que
representa perigo para a saude dos produtores e consumidores (Rao et al., 2017).
Devido a tais problemas, o manejo alternativo utilizando extratos e compostos de
plantas (inseticidas botanicos) para proteger as culturas e produtos armazenados
vem ganhando destaque. O uso de inseticidas de origem vegetal € um dos métodos
alternativos mais estudados em todo o mundo para controle de pragas (Camaroti et
al., 2017).

O Sitophilus zeamais Motschulsky (Coleoptera, Curculionidae) € um inseto
cosmopolita popularmente conhecido como gorgulho do milho, sendo o principal
causador das perdas de grdos na cultura e/ou durante o armazenamento do milho
(Lorini, 2008; Napoleéo et al., 2015). Aléem disso, pode atacar trigo, arroz, cevada e
produtos alimenticios processados, como massas e biscoitos (Fazolin et al., 2010;
Suleiman et al, 2015; Zakka et al, 2015). Esse inseto aumenta sua populagao
rapidamente, sendo dificil o controle desta praga em grdos armazenados (Adedire e
Lajide 2003). Algumas pragas, em conjunto com S. zeamais, podem provocar uma
perda estimada entre 20 a 30% da producéo do milho (Tefera et al, 2011.; Mugo,
2012).

Outra praga cosmopolita de interesse agricola que provoca prejuizo para
pequenos, médios e grandes agricultores € o acaro-rajado, Tetranychus urticae
Koch, pertencente a familia Tetranychidae (Gallo et al., 2002). T. urticae é
considerado uma das principais pragas agricolas capaz de infestar uma ampla
variedade de culturas economicamente importantes no mundo tais como: tomate,
pepino, meldo, morango, milho, soja, maga, uva, entre outros (Gerson e Weintraub,
2012), o que vém causando danos consideraveis nas producdes e um impacto
negativo na produtividade (Cloyd et al., 2009). O controle de T. urticae é feito com

acaricidas convencionais, o que tem se tornado cada vez mais dificil, pois esses
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insetos tém desenvolvido resisténcia a esses produtos (Mazzoleni, 2010; Kumral et
al., 2010)

Inidmeras plantas séo ricas em substancias bioativas com atividade inseticida,
podendo constituir uma forma alternativa de controle de pragas (Menezes, 2005). A
Anadenanthera colubrina var. cebil (Griseb) Altschul é uma &rvore amplamente
distribuida pelo Brasil, sendo nativa da América do Sul e do Nordeste do Brasil. E
popularmente conhecida como angico, pertence a familia Fabaceae e pode chegar
até 7 m de altura (Barreto e Ferreira, 2011). Segundo Silva et. al. (dados nao
publicados ate 0 momento), extratos organicos das folhas de A. colubrina coletadas
em estacles secas e chuvosas apresentaram atividade antimicrobiana e antifingica,
sendo o extrato em ciclohexano das folhas da estacdo seca (CHXd) e o extrato em

acetato de etila das folhas da estagao chuvosa (EAr) os mais ativos.

No presente estudo, buscamos avaliar o potencial dos extratos em
ciclohexano de folhas de A. colubrina coletadas na estagédo seca (CHXd) e chuvosa
(CHXr), bem como extratos em acetato de etila de folhas da estacédo seca (EAd) e
chuvosa (EAr) sobre a sobrevivéncia de insetos adultos de S. zeamais quando
incorporados a uma dieta artificial, sendo avaliados também seus efeitos
antinutricionais. Além disso, foi verificada a acdo desses extratos na mortalidade e

ovoposicao de T. urticae.

2 Materiais e Métodos
2.1 Coleta do material vegetal

Folhas de Anadenanthera colubrina var. cebil, sadias foram coletados no Parque
Nacional do Catimbau, no Nordeste do Brasil, em janeiro e junho (estacédo seca e
estacdo chuvosa, respectivamente). Um voucher de um espécime foi depositado no
herbario do Instituto Agronémico de Pernambuco (IPA). As folhas coletadas foram
secadas em estufa a 45°C por 72h. Os materiais secos foram triturados para se
obter um po6 fino. O p6 da planta foi armazenado num recipiente hermético e mantido

a 4 °C até a sua utilizacao.
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2.2 Extrato Organico

As folhas trituradas de A. colubrina coletadas nas estacdes seca e chuvosa
foram submetidos separadamente a extracdo utilizando solventes orgéanicos em
série eluotropica: ciclohexano (CHX), cloroférmio (CF) e acetato de etila (EA),
conforme descrito por Silva et al. (2017). cem gramas do p6 das amostras foram
colocadas em papel filtro e utilizou-se para extracdo o aparelho Soxhlet a uma
temperatura inferior a temperatura de ebulicdo de cada solvente. Todas as amostras
foram submetidas a refluxo até a saturacao durante 24 h. Em seguida, 0s extratos
foram filtrados utilizando papel de filtro Whatman No: 1. em todos o0s casos, 0s
solventes foram removidos e o0s extratos organicos foram concentrados
separadamente até a total secagem num evaporador rotativo a 45 °C sob pressao
reduzida e foram armazenados a temperatura ambiente num dessecador até serem
utilizados. Nesse trabalho, foram utilizados os extratos em ciclohexano e acetato de
etila de folhas da estacédo seca (CHXd/EAd) e chuvosa (CHXI/EAT).

2.3 Bioensaios com Sitophilus zeamais (Gorgulho-do-Milho)
2.3.1 Criagéo dos Insetos

Foram utilizadas colénias de S. zeamais mantidas no Laboratério de Bioquimica
de Proteinas do Departamento de Bioquimica da Universidade Federal de
Pernambuco. As coldnias sdo mantidas em recipientes de vidro, com capacidade de
1 L e tampados com tecido fino, em BOD a temperatura de 25°C, 70% de umidade
relativa e fotoperiodo de 12:12h claro: escuro. A dieta consiste em grdos de milho
selecionados de acordo com a integridade, condi¢cbes sanitarias, tamanho e
auséncia de contaminacao por outras espécies de insetos. Para o bioensaio foram

utilizados insetos adultos (30 a 60 dias de idade).

2.3.2 Experimento

Os bioensaios foram realizados segundo uma adaptacdo do método de Xie et
al., (1996) descrita por Napoledo et al., (2013). Cada bioensaio consistiu em placa
de petri estéril (90x15mm) contendo cinco discos compostos por farinha de trigo

autoclavada misturada com os extratos. Para tanto, os extratos CHXd, CHXr, EAd e
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EAr (0,5, 1,0 ou 1,5 g) foram solubilizados em 300 ul de acetato de etila e metanol,
respectivamente, e em seguida foi adicionada agua destilada autoclavada,
completando a solucao para um volume final de 5 mL. Entéo, 2 g da farinha de trigo
foram adicionados a cada solucédo e, apés a homogeneizacao, cinco aliquotas de
200 pL da mistura foram colocadas em placa de Petri e armazenadas em estufa a
56°C por 24h até a completa secagem e formacédo dos discos contendo os extratos
nas concentracdes finais de 250, 500 ou 750 mg/g (mg de extrato/ g de farinha de
trigo). Posteriormente a massa dos discos foi registrada. Nos tratamentos controle,
acetato de etila ou metanol, na mesma condi¢do utilizada para solubilizar os
extratos, foram adicionados para formacdo dos discos. Cada placa recebeu 20
insetos, previamente pesados, e foi mantida a 28+2°C. Apds 7 dias de experimento,
0 peso dos discos, 0 peso dos insetos e a taxa de mortalidade foram determinados.
Os bioensaios foram realizados em quintuplicata.

O indice de deterréncia alimentar (IDA) foi calculado segundo a férmula: IDA
= [100 x (C-T)J/C, onde C corresponde a massa ingerida no controle e T a massa
ingerida no teste. De acordo com os valores de IDA, o efeito da amostra foi
classificado como: ndo-deterrente (IDA < 20%), deterrente fraco (50% > IDA = 20%),
deterrente moderado (70% > IDA = 50%) ou deterrente forte (IDA = 70%) (Procopio
et al. 2015). Os seguintes indices nutricionais também foram calculados: Taxa de
ganho relativo de biomassa (TGB) = (biomassa adquirida/(biomassa inicial dos
insetos x dias); Taxa de consumo relativo (TCR) = (massa ingerida)/(biomassa inicial

dos insetos x dias).

2.3.3 Analise Estatistica

Diferengas significativas (p <0,05) entre os tratamentos foram calculadas através

do teste de Tukey. Os dados foram expressos como média * desvio padréo.

2.4 Bioensaio com Tetranychus urticae (Acaro rajado)
2.4.1 Criacéo do &caro

Plantas de feijao-de-porco, (Canavalia ensiformis L.) Foram frequentemente
cultivadas em vasos com capacidade de 5 | contendo terra misturada com humus

(3:1), em casa de vegetacdo. Apos 25 dias de idade, foram levadas para o
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laboratério de biologia de insetos da universidade federal rural de pernambuco e
infestadas com ovos, larvas, ninfas e adultos do &caro rajado, para manutencédo da
criagdo. A criacdo estoque nao foi exposta aos acaricidas e foi mantida sob a
temperatura de 25 + 1 °c, umidade relativa de 65 + 5 % e fotoperiodo 12:12 h.

2.4.2 Bioensaio de Contato Residual

Os testes de efeito residual sobre T. urticae foram realizados utilizando a
metodologia estabelecida por Ribeiro et al., (2016). Para os experimentos foram
utilizados discos de folha de feijdo-de-porco de 2,5 cm de diametro. Os discos foram
imersos em solucdes contendo os extratos CHXd e EAr ou acaricida botanico
(Azamax), usado como controle positivo. O Azamax foi selecionado como controle
positivo por ser inseticida comercial registrado pelo Ministério da Agricultura utilizado
para o controle do T. urticae. Apés a secagem em temperatura ambiente, cada disco
foliar foi transferido para uma placa de Petri (10 cm de didametro e 1,5 cm de altura)
contendo disco de papel de filtro constantemente umedecido com agua destilada.
Dez fémeas adultas do acaro rajado foram transferidas para cada disco foliar,
totalizando 30 acaros por placa de Petri. As concentracfes dos extratos CHXd e EAr
variaram de 9,0 mg/mL a 102,6 mg/mL e 9,5 mg/mL a 500 mg/mL, respectivamente.
Para observar a possivel acdo dos extratos testados e a mortalidade de acaros por
ingestdo alimentar, todos os experimentos foram realizados com placas de Petri
abertas. Foi utilizado um delineamento inteiramente casualizado, totalizando 3
repeticdes. O numero de mortalidade nos tratamentos e nos controles foi registrado
apos 24 h.

2.4.3 Analises Estatisticas

Os dados de mortalidade dos extratos das folhas de A. colubrina e Azamax
foram submetidos a analise de Probit utilizando o software POLO-PC (LeOra
Software, 1987) para a determinacdo da concentracao letal necessaria para 50% de
mortalidade (CLsp) da populacdo de acaros, com nivel de confianca de 95%. As
razbes de toxicidade foram determinadas com base no método descrito por

Robertson e Preisler (1992).
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3 Resultados e Discussao

Produtos naturais oriundos de plantas podem ser utilizadas em pequena
escala por agricultores para proteger grédos e leguminosas armazenados contra
pragas (Ngamo et al 2007; Li et al 2013). Nos ultimos anos, tem havido um esfor¢o
consideravel para avaliar o potencial dos metabdlitos secundarios das plantas como
fontes de agentes de controle e consequentemente novas fontes para a concepcao
de moléculas alvo-especifica (Ateyyat et al. 2009; Gaikwad et al. 2010; Li et al.
2011).

Todos os extratos de folhas Anadenanthera colubrina induziram a mortalidade
de adultos de S. zeamais em comparacdo com o controle (Figura 1), contudo
somente CHXd e EAr causaram morte de mais de 50% os insetos. A taxa de ganho
de biomassa relativa nos tratamentos com todos os extratos (Figuras 2A, 2B, 3A, 3B)
foi negativa, indicando que os insetos perderam biomassa. Segundo Napoleéo et al.
(2013) uma possivel explicacéo para resultados dessa natureza é que 0S compostos
presentes nas amostras sendo avaliadas alteram o0s processos de ingestdo e a
absorcdo de nutrientes, de modo que 0s insetos comegcam a metabolizar as suas
reservas corporais para sobreviver. A taxa de consumo relativo foi nula ou negativa
nos tratamentos com os extratos, exceto EAr a 750 mg/g, sugerindo a rejeicdo da
dieta (Figuras 2C, 2D, 3C, 3D). De fato, o calculo dos valores de IDA indicou forte
efeito de deterréncia alimentar em todas as concentracdes testadas os extratos.
Sendo assim, os extratos de folhas de A. colubrina contém compostos capazes de
causar a rejeicdo da dieta. Segundo Menezes (2015) os metabolitos secundarios
presentes em plantas com efeitos inseticidas podem agir como inibidores da
alimentagdo de insetos ou dificultadores de crescimento, desenvolvimento e

reproducéo.

Rathi et al. (2008) realizaram triagem fitoquimica de dez plantas com
atividade inseticida, entre elas, Adathoda vasica, Cynodon dactylon, Eclipta alba,
Morinda pubescens, Ocimum tenuiflorum, Phyllanthus amarus, Sesbania
grandifolora, Solanum surattense, S. trilobatum e Vinca rosea. Varias misturas de
solventes foram utilizadas como extrator. Foram encontrados flavonoides e taninos,
uma importante classe de compostos que agem como uma barreira de defesa contra

insetos herbivoros causando efeito deterrente na maior parte das plantas estudadas.
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Esses compostos também se mostraram presentes nos extratos CHXd e EAr de A.
colubrina (exatamente os mesmos que foram utilizados no presente trabalho),

conforme descrito por Silva et al. (2017).

O efeito deterrente alimentar de um produto inseticida tem grande potencial
em impedir a acdo danosa da praga, bem como pode causar morte por inanicao
(Menezes, 2005). Contudo, pode ter sua eficacia limitada devido a plasticidade
fenotipica dos insetos, que podem se tornar insensiveis em periodos até mesmo

extremamente curtos, tais como dias e horas (Isman, 2006).

Alteragbes no comportamento alimentar de insetos podem ser uma
consequéncia de um processo mediado por sensibilidade gustativa (efeito pré-
ingestdo). Por ndo haver a ingestdo dos discos contendo os extratos, ocorrem 0s
distarbios nutricionais observados em todas as concentracdes testadas. Ainda, o
efeito deterrente pode estar relacionado com uma intoxicacéo (efeito pés-ingestéo),
onde o inseto evita se alimentar apdOs ter ingerido uma pequena quantidade de
alimentacdo que ativa a resposta de rejeicdo (Napoleédo et al., 2013; Sauvion et al.,
2004; Michiels et al., 2010; Sprawska and Goiawska, 2010).

De acordo com a Tabela 1 verifica-se que os extratos CHXd e EAr
foram toxicos ao Tetranychus urticae por contato residual, causando respostas
fisiologicas e comportamentais, porém nenhum dos extratos testados foi mais toxico
do que o controle positivo. As respostas de concentracdo-mortalidade do acaro
rajado submetido aos extratos CHXd e EAr bem como ao Azamax, usado como
controle positivo, foram comparados em termos de diferenca das CLsp estimadas. Os
extratos testados CHXd e EAr apresentaram uma ClLsy de 52.75 e 73.27 mg/mL
respectivamente. A susceptibilidade do acaro rajado foi maior para o extrato CHXd, o
gual foi cerca de 1,39 vezes mais toxico que o extrato EAr. O Azamax foi cerca de
170 vezes mais toxico que o extrato CHXd e cerca de 236 vezes mais toxico que 0

extrato em EAr.

Os extratos de A. colubrina afetaram a fecundidade em T. urticae em
concentracdes subletais. A medida que as concentracbes para ambos 0s extratos
eram aumentadas a sobrevivéncia diminuia, causando um efeito, por consequéncia
na reducdo da oviposicdo. Estudos anteriores relatam a capacidade dos Oleos
essenciais em reduzir a fecundidade em T. urticae (Pontes et al., 2010; Ribeiro;
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Céamara e Ramos, 2016), mas sem indicacdo se esta reducdo na fecundidade se
devia as propriedades dos 6leos ou a morte de acaros. Como se pode verificar na
Figura 4, o extrato CHXd na concentracdo de 40 mg/mL, causou uma mortalidade de
cerca da metade dos individuos com uma reducdo na fecundidade de 10%. Na
maior concentragdo 102.6 mg/mL a mortalidade chegou a 100%. Ja em relacéo ao
extrato EAr, a concentracdo capaz de matar 100% dos individuos foi de 416 mg/mL.
A reducéo do namero de ovos e a inibicdo da oviposicdo sdo importantes efeitos de

extratos vegetais sobre a reproducao dos insetos (Costa et al., 2004).

Os extratos das folhas e A. colubrina podem ser considerados significativos,
pois a eficiéncia aumentou diretamente com a concentracdo e tempo de exposicao.
Resultados semelhantes foram encontrados por Ribeiro, Camara e Ramos (2016)

com 6leos essenciais obtidos de Piper marginatum.

Segundo Silva et al., (2017) os extratos CHXd e EAr das folhas de A.
colubrina apresentam em sua composicado compostos como flavonoides, taninos
catéquicos, triterpenos e acucares redutores. Ricklefs (2003) descreve gue taninos e
outros metabdlitos secundarios podem interferir nas vias metabdlicas especificas ou
nos processos fisioldgicos dos insetos. Estudos vém mostrando que o numero de
metabdlitos que apresentam atividade inseticida vém crescendo nos ultimos anos.
Segundo Luz (2007), as plantas do género Capsicum contém substancias tais como
alcaloides, flavonoides, cumarinas, saponinas e 0leos essenciais provenientes do

metabolismo secundéario com grande potencial inseticida e de repeléncia.

A utilizagdo de plantas ou seus extratos com atividade inseticida tem
aplicacao importante na salde publica e na agropecuaria (Matias et al., 2002). Este
€ o primeiro relato de atividade acaricida de extratos de A. colubrina. No entanto, a
avaliacao da atividade acaricida de outras espécies de plantas contra T. urticae tem
sido investigada anteriormente. Ribeiro, Camara e Ramos (2016) viu que Oleos
essenciais da casca e da flor de Piper marginatum mostraram efeito contra T.
urticae. Em outros estudos Camara et al., (2015) comprovou que 6leos essenciais de
Citrus sinensis e C. aurantium possui potencial de desenvolvimento como repelente
comercial contra acaros e pode impedir sua propagacdo em estufas comerciais.
Segundo Pavela et al., (2016) Oleos de Mentha spicata, Ocimum basilicum,

Origanum compactum também apresentaram atividade contra T. urticae.
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Ambos 0s extratos mostram ser promissores, porém novos estudos devem
ser realizados, no intuito de validar tais resultados, levando em consideracdo a
identificacdo dos principios ativos contidos nesse extrato. Visando um uso direto
dessa matriz vegetal, estudos do custo e beneficios na preparacédo de formulacdes
para serem aplicados em ambientes abertos, além dos efeitos sobre os acaros

predadores.
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4 Concluséao

O extrato de folhas de A. colubrina € uma fonte de inseticidas natural, que age
contra adultos de Sitoplhilus zeamais e fémeas de Tetranychus urticae. Esses
extratos tém o potencial de serem utilizados no controle tanto do gorgulho do milho,
dissuadindo o consumo e levando os insetos a morte por inanigdo, como no 4caro
rajado, matando os insetos através da ingestdo de compostos existentes nos

extratos.
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Figura 1 - Taxa de Mortalidade (%) de Sitophilus zeamais sob o efeito do: (A) Extrato em
acetato de etila estacdo chuvosa (EAr); (B) Extrato em acetato de etila estacdo seca (EAd);
(C) Extrato em ciclohexano estagdo chuvosa (CHXr); (D) Extrato em ciclohexano esta ¢éo
seca (EAd); (C) Extrato em ciclohexano estacdo chuvosa (CHXr); (D) Extrato em
ciclohexano estacdo seca (CHXd).
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Figura 2 - Par&metros nutricionais de adultos de S. zeamais mantidos em dietas artificiais.
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Taxa de ganho relativo de biomassa de EAr; (D) Taxa de consumo relativo de EAr. Le tras
diferentes indicam (P <0,05) diferencas significativas entre os tratamentos.
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Tabela 1 - Toxicidade por contato residual (CL50 em mg/mL) dos extratos CHXd e EAr das
folhas de Anadenanthera colubrina sobre T. urticae.

CL50 RT
Amostra N GL Slope (IC 95%) X? (IC 95%)
Extrato em 40 4 5,61 52,75 7,67 170,71
Ciclohexanico
(CHXd) (5,12 - 6,10) (46,28 — 59,86) (150,50 — 193,64)
Extrato em Acetato 10 7 2,35 73,27 8,83 237,11
de etila (EAr)
(2,06 — 2,64) (65,41 —81,39) (203,00 — 276,98)
Azamax 30 5 2,46 0,31 8,30 -
(2,08 — 2,84) (0,28 - 0,35)
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5 CONCLUSAO

De acordo com os resultados obtidos nesta tese, podemos concluir que
extratos vegetais originados do semiarido de Pernambuco podem ser utilizados
como fontes de metabdlitos secundarios no combate a micro-organismos

fitopatdgenos.

A atividade dos extratos de A. colubrina contra bactérias e fungos
fitopatogénicos foi confirmada e pode ser atribuida ao principal composto isolado,
neste caso o responsavel pelo aumento da atividade antimicrobiana. Esse composto
pode ser considerado um bactericida natural contra varios fitopatdgenos com

importancia econdémica.

Os extratos das folhas de A. colubrina sado fontes de compostos com acao
deletéria sobre a fisiologia nutricional de adultos de S. zeamais e causam alteracdes
na reducao da eficiéncia reprodutiva e da longevidade, afetando o comportamento
de fémeas de Tetranychus urticae. Esses extratos tém o potencial de serem
utilizados no controle tanto do gorgulho do milho, dissuadindo o consumo e levando
0S insetos a morte por inanicdo, como no acaro rajado, matando os insetos através

da ingestdo de compostos existentes nos extratos.
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Syagrus coronara (Mart.) Bece. (Arecaceas) ks a natlve Sraziltan palm [ourcurr) and desplite the was of
Ite derved pmuu:gluy onal communifies, few sclantific reports have been published regarding
Itz blomedical activity. Thiz study Inwestigates the chemical compostbion and anil-Smphylococcus
awreus effects of both manufactured ol (SC0) and ssessntlal oll (3CED) from 5. comonata seads. SC0
was provided by rural inhabitants, while SCEQ was obisined by hydrodisfiflaiion. Chemical
characterization was performed by gas chromatography-mass apectrometry (GOMEL I wioo
anfimicroblal activify was determined against 17 5. aursus strains, Inchuding mulidng-res! afralns.
Elevan compounds were detectad In the SCEOQ, octanolc (28.61%) and dodecanclc acids (22.57%) were
the major constiuents. On the ofher hand, ninstesn fafty acids (FA) wers Idenfifled In the SCO, tha
major ocnes ware dodecanole acld (41.58%) and S-octadacanclc aclkd (23.81%). Both ollz showed strong
all tesisd sfralmz. Most straine (88.75%) were senafive o SCED at minimum Inhibifory
concentrations [MIC] bebwesn 0,002 and l].ninglalmL; and minimum bacterickdal concentrations (MBC)
ranging from 0,002 to 0.312 pLiml. SCO Inhib the growth of 52.54% of straine with MIC betwesen 0.16
and 0.525 pLimL. MBC waluss for 300 wers betwesn 0.1 and 5 pU'mL; however, 47.05% of leolates
wers killad by 2.5 pUmL of $C0. These results encourags further resaanch Info the toxlcologhcal and
pharmacologlesl aapects of SC0 and SCEQ. Such work would Nksly support thelr use In tha
dewvelopmant of new antimicroblal agents for the pharmaceutical, food and cosmetic Industries.

Key words: Caatinga, essentlal oll, antl-SiaphyiococcLs SWEUS, Natal products.

INTRODUCTION

Bactaria, with their Increasing drug resistance and ther
capachty fo spread around We world, have become the
most compiex threats to 3 giobal public health system
Mat s Increasingly In need of effective  antmicrobial

reatments (Goukl et al, 2012, Among human and
animal pathogens, Siaphy/cocous AUreus [ of particular
concem due io is abilty o express a varety of vinulence
fachors that faciitate cell agheslion, Immiune avasion, host
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cel damage, and provoke symploms of disease (Du Toit
gt al, 2014). Fuemore, 5. auwews srains have
developed Increased resistance io amtmicroblal agents.
N fact metmiclin-resistant 5. aureus (MRSA] and
multdnug-resistant 5. aureus (MORSA) have bean found
© be e majpr cause of hospital-acquired Infections
{Dawis et al., 2013).

The use of plants or thelr derlved products (exiracts,
ols, Infusions, etc.) fo treat Infections |s an age-oid
pracice In many pars of the word, especially In
developing counines such 3s Brazil, whers folk medicne
Is winkely used for 3 variety of Miseases [Nascimentn at al,
2013). Thesa plant matzrials apparently have less toxicity
compared o synihetic drugs, which make them atiractve
candklates for drug development. Brazil is the fMh-iargest
country In the word and Is characterized by 3 huge
oioiogical and cultural diversity. Amongst Braziian
mlomes, one In particuiar sands out for belng exciusively
Braziian: the Caatinga, which Dcoupies 3 large portion of
e Brazilan Norheast The Caatinga s marked by an
accentuated dryness (raintall Is usdally less than 50D

mmiyear) and s, therefore, considensd 3 samik-ard region.

It supports a great dversity of plant species [Albuguergue
et al., 2012). As a result of the enviramental condions
fio which ﬂ'IE}' dana E-lﬂ}lﬁEﬂ, ':-Eill'lgﬂ F]lH'ITE- have
developed Interesting chemical features, some of which
have been described as excellent weapons against
microorgarisms (Castel Branco Rangel ge Almeida et
al, 201Z; Olivelra et al, 2012; Da Siva et al., 2013).

Paradomically, the C3alnga ecosystem Narbors many
under-utlized plant species wih Diotechnoiogical and
economic polentlal. Sysgrus coronata (Man) Bect.
|Areaceag), 3 palm species native to Me Brazillan semi-
and and cemado regions, 15 a good example of this
sihuation. This species |5 popuiany known a5 Four! or
ourlcu and Its dertved products have played a vital mle
In the diet and subslstence ecomomy of traditiona
communiies of the Brazilan Norheast region.
Nevertheless, few sclentific reports have been published
regarding the blomedical acivity of 5. comnata. Recent
sudes have demonsiraied that crude exracts or
fractions of this plant have ant-{ sishmania amazonensis
{Rodrigues et al, 2011), antimicroblal [Hughes &t al.,
2013), and antiwidant (Beiviso et al, 2013) activiies.
Specifically, olls ¥om 5. coronats Nave been evaluated
for use 35 Diodlessl (Teielra da Siva de La Salies et al.,
2010) and foplcal emulsion [Leal et al, 2013).

This study provides the chemical charactenization and
reports the anth-3. aureus activity of two olls from seads
of & coronats. The first seed ol i a commenia
avalladie and Is exiractet by fradtional rural habitants
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of Catimbau Mational Park, a national park of Brazl for
Caatinga presenvaion. The second 5 an essental ol
exiracted In our lborabary. This |5 the first repart of he
chemical profile of an essantlal ol from 3. coronafa and
antimicoblal activity of both materials.

MATERIALE AND BETHOOE
Pani

Saympies of frufs were coilecied af Caimbau Mabioral Park
(Femarbucn, Brazian Kothesst) in mature frut sSage, during e
manth of March 2013, The dendfication of this malerial was made
by Dr. Alsxandre Gomes da Elkm, and a voucher specimen (IFA
BESED) was deposhed af the Agronomic Instiube of Pemambuco
(IPAPE]. The sesds were removed from mahure frufls and dried (at
33'C) In an open ares with acthve ventiaBon wunil constant weight
was afained (e wesks). Lastly, the seads wene ground wsing a
honeseickd grinder.

Exfraoticn and analyeks of the scoential ol from 5 ooy
Geede (BCED)

Saympies of & ComAss Seeds (250 Q) wene submibted B

myarodistiiation for 4 B, In & Cevengeriype appambe. The ol
wene dried over anfydrous WagS0,. The it were shred o £°C

untll further analysis. All sxperimanls. were done In rplicate and
resuits wens sxpressed inlems of dry mass. The main onsibeenis
wene anadyzed by GCAME, which wens periormed In the E]l mode on
a Hewis® Packand-5230 GC system with a fused capliary column
(30'm X025 mm £ 025 pm, HP-SME, Crossbond 5% pheml ST
dirmetirgipotyslicoane) dredly coupled fo & Hewle Packand 5373
sejecthee mams defecior. The mass spechometer was operaied at
70 =, The consiuents of the sszendal olls were ldendfed by
oompartson of ther mass specimal patiern and rebention rdces (RI)
W those neporied In e Reryhuee (Adams, 2009

5 coronaa sesd ofl (SCO) and He faty acid
composltion

The commercial oll from seeds of 5. comnats was kindy
provided by tradifional rural Inhadiants of Catimbau
Mational Park In March 2013, Fatty acid methytation was
perfrmed by the saponfication and esterffication
procedure described by Metcafe et al. [1056). Dosage of
menyl estars was achieved USNg gas chromatography
coupied with mass spactrometry (GEMS). A GCMSIQP
2010 Shimadzu Instrument was usad, equipped with 3
capliary coiumn of type HPS MS, 30 mm long by 250 jm
Intemal diameter; the thickness of the film was 0.250 ym.
The temperature of the Injector was 250°C. Helum was
used 35 the camler gas ai a flow rate of 0L& mLimin, the
Injection mode was Spiit 50:1 and the femperature

*Comesponding authar. Emait miscomeio@gmailcom. Tek +55 (81) 21248547, Foc <55 [B1) 21268574,

Authoris) ogres fhat fhis orficle remain permanentty open oocess under fhe termms of the Cregdve Commons Atnbution

_aizgnze 40 intemaignallicensg
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[program was st at 150 1o 2400 C (S Cmi).
kolation, ldentif®oation and reclciance profile of 5. soreus
Eclatss

Siyieen 5. auress sirains were Eobaied from samples processed n
the microbinicgy laboratones of referal heaith cane Institufions s
Fedfe (Pemambuco, Brazd) between Sepiember and Decemier
M The Isoiates wers oufured on shesp bicod agar and the
phencbvoic idenification of & auews was based om colony
morphology, Gram siain, poskve pasma cosguisse reaction (skde
and fube st and growd In mannitol sait agar (poskve colonies
changed e medum color from red Bo yediow]).

The anfbiotc-susceptbility profle of |solaies was pefomed
wmng a dsc dffsion assay on Misier-Hinion agar (MHA)
according bo the recommendaiions of CLSI (2011 In bief, each 5.
Soreus solabe was grown overmight on Moeler-Hinlon s o 370
and the colonies were suspended i sterie salne water squivalent
o 0.5 KicFariand standamd. The suspension (900 wli was soread
o 3 medium plate and an andbiotic dsk was appded asspbcaly
omio the surface. Aflersanis, he plates were inoubaled o 37°C or
& perind of 24 ho The anfibiotics used were ergthronmcn,
cindamycin, caaclin, peniclin, Inszold, etracycine, wanoonmcn,
chinramphenicol and gentamicin. The muitipée antibiofic resistance
{MAR) Index was caltuisbed 35 previously desorbed By
Erumparman {1983) using e formuia MAR = wy, where "% s the
murner of antbiofics o which the Soiabs demonstraled resistance
and “y" |s e fokl number of antbiolics iesie=d

Dwbsrmination of minkmal Inhibftory conoentration (MBS and
milnimum bateroldal conosntration (HEC)

The antimicroblal actviy was debermined using brof microdiiution
amsay aganst Al sideen 5 aoveps sirains dentfled In this work
and a sandad 5 aurews sirain [(UFPEDA 02), which wae prosvided
by T Cotore Collection from Department of Antibiotics, Fediersl
Unhiersity of Femambuc (UFPEDY). Sciutions of both oils used in
thie andmicrobial assays were ob@ined accordng i the Soliowing
procedure: 400 pl of the B0EG or SC0 were mived with 40 pl of
Tween 50 and 5 milL of sterle wabsr (00 5. £ 03 sterlle fube and
ShakEn using & vorex (Fanem). Afer S min, solutions with a inal
ooniceniraion of B plmL were cbiained from both sampies, SCED
or BC0.

MIC was delermined by the microdiubon mefhod [(CLE, 20110
Twolnid serial diutions of sach soiution containing SCECD or BC0
40 o OLDOZ plimil) wens prepared in Mielier-Hinbon broth [RHED
and 10 il of bacherial suspension (approximately 1.5 § 10° SR
were added. The sampes were Incubated for 24 B oaf 37°C
Fesxrrin solution (O0T%) was wsed 25 an ndoior by oolor
change visualbation: amy color changes fom purple D pink wers
reoned &5 bacheral growth. The lowesd concenfration af which no
color Crange ocoumed was iaken as the MIC. Afteraards, cultures
wene sesded In MHA and Incubabed for 2£ h at 37 o defemmine
thie minimum backericidsl concenimafion (MBC), which comesponds
o e minimum concenirabion of the sampie that clminated the
baciera.

Etatictioal analyelc

Al lesks owere performed In riplcale. Shisical amalysis was
performed wsing e Shedent's Hest Dffensnoes wene considersd
signicant at p0U05. The comesabion Indices wers caicuRd using
thie Pearson cosMclent (o).
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RESULTS
Chemical composaltion of SCEQ

The GCMS analysis of SCEO s shown In Table 1. A
total of 11 compounds were detected I the SCEO, of
which the major constituents were octanolc acid (28.51%)
and dodecanoic acid (22.97%), Tulowed by hexanole ackd
{17.9%) and decanolc acid [14.04%). Thus, fatly ackds
ae the prednmhmt ::umpment of the ols, a8 ﬂ'E}'
accounted for 86.67% of Me fotal SCEO (Incuding
tefradecancic acid and methyl octanoate). a-Cubebene
was the major sesouiemene detected (9.16%), folowed
by A<afnene and y-cadinene (203 and 1.35%,
respectvely).  Finally, ofwmulens  and  1H
cycloonpjelaasens were found as minor companents of
the SCED {=1%).

Fatty acid composltion of SCO

The fafty acid composition of 5. comnaia seed ol s
shown In Tabie 2. In total, 19 fatty acids were identied In
this ofl, which comespond to 59.84% of me fofal A
predominance of sawursted fatty acids was observed
(T23%). while nsaturated fatty acids represented
7.4%% of fotal fafty acd coment (23.8% for
monounsaturated, and 3.6% for polyunsaturated fatty
acids). The most represented fafly ackls wers
dodecanoic acid [41.58%) and G-octadecenok ackd
{2361%), Tolowed by ievadecanoic acd (9.64%),
hexadecanalc acld (7.19%) and octanok: ackd (5.32%).
All tatty acids with odd numbers of carbon atoms (C7, G,
€11, €12 and C15) were found In trace concentrations. It
I5 notewarthy that medlum-chain fatty acids accounted for
51.44% of total fably acid content namely hexandic,
heptanolc,  octadecanoic,  nonanole,  decanoic,
wndecanoic and dodecandle acids. The levels of
saturaied fatty acids were approximately three times
higher than unsaturated faty aclds.

Antiblotic susceptipiity of 5. aureus eiralns

The tested 5. awews srans had thelr antibiotic-
susceptiity profie anatyzed All of them were
Ie to vancomyen and Iinezold, and sUsceptie

or Intermediately susceptibie to chioramphenicol (Tabie
3. On the omer hand, all stains were resistant 1
penicllin-G. Higher reslstance was seen aganst
myzin (62.5% of Me strains), cindamycin (50%),
oxacilin (43.75%), tetracycine and gentamicin [31.25%
for both). Cacilin resksiance s 3 manker charactenzing
MRSA/ORSA strains, and we used this 10 classty the
cinical lsolates of 5. aureus used In this stdy a5
reslstant (MRSA) or sensfive [MSSA) o methicli, a5

-
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Tabla 1. Chremical composiBon of exsendal ol from S, Comnaia sesds.
M Fetarticn Irdlosc
Compounds m——m rre—m—- EC [%)
Hexanoc &kl aTs 374 17.9
Methyl ccianoate a9 588 1325
Dwfamoic acd 1003 104z 28,61
Deecanoic ackd j[ulil:] 100£ 12404
TH-Cyclopropfelazuisne 022 L1k 023
o-Humulene 109 1042 0.3
-Cadinene 1100 1085 1.36
ST ireme 1177 1174 2)18
Daosdecanoic ackd 1150 1185 2297
Teiradecanolc ackd 1237 1335 2.1
o-Cubebens 1422 1422 516
Tokal - - 100
“Cakeubabid on DE-SME column  dooording b Adams {2005
Tabla 2. Fatty acd composion of 5. comnals sead ol.
Fatly aold COMEmUn Nams Lipld murmiberc % of the fodal fadty aoldc
Saturabed fatty acids: T35
Hexamoic add Capmic Acid (& ~u i Tr
Heplanoic acid Enaniic acid ] Tr
Drisdecanoic ackd Shearic acid o= E3Z
Nonanoic acid Pelargomic ackd - u ]
Decanoic add Capric ackd oo 454
Uindecandic ackd Umsdecyic acid i1 Tr
Ddecanoic achd Laweric acid CAZD 41.E5
Tridecanoic ackd Trdecylic add (#y i Tr
Tersdecamoic acid KyrizSc acid 40 965
Feniadecancic acd Pendecyic acid =0 Tr
Hersdscanoic acid Palmic ackd e Ti19
Hepadecanolc ackd Margaric ackd ciTo Tr
Cciadecanoic ackd Shearic acid CiED 1:s4
Elcosancic acid Arschidic ackd 200 1 g |
DoCosancks &Chd Behenic acid 220 03z
Terzcosanok ackd Lignooenc stk 240 o.oT
oo uncaturabsd Tatty aoldc 23.50
S-noiadecenoic aoid O 3cid ShE 23.81
11-slcosenoic ackd Sondolc =tk 20 0.o=
Polyuncataraied fatiy aolds
2 1 2-ocizdecadencic Soid Linoisic acid [y |- 3159

T T ook

shown In Tabie 3. Skx straing (37.5%) coud be ciassfed  penicllin G-cindamycin-enthromycin-gentamicin-
as MRSA. These isolates showed fhe highest MAR  tefracycline-owaciiin (6.25%; MAR Index: 0.67), panicilin
indices (0.44-0.67) and the Tollowing resistance patierns:  G-clindamycin-erythromycin-gentamicn-oxaciin (12.5%;
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Tabds 3. Antblofc-nesisianoes profle and cinical source of 5. aureus STains.

Strain Eouros Ery Clm Oxz Pan_ Lin _ Tabra Wan Chiocr  Gan MAR INDEX
M33A1 Cophanmy R 2 a R 3 = 2 a 2 oz2
M33A 2 Eye disthame g 2 a R 3 | 2 a 2 0.1
MR3A 3 Blood R R R R 3 = 2 a 2 DL
MR3A 4 ‘Wowrd secreon R R R R 3 = 2 a 2 DL
M33A 5 Cophanmy g 2 a R 3 | 2 a 2 0.1
M33A 6 Blood g 2 a R 3 | 2 a 2 0.1
M3I3BAT ‘Wowrd secreon | 2 a R 3 = 2 a 2 0.1
M33A 8 Wourd seorefion g 2 a R 3 = 2 a 2 0.1
MR3A 5 Blood R R R R 3 = 2 I R 0.56
M33A 10 Blood R R a R 3 R 2 a 2 DL
MR3A 11 Blood R R R R 3 = 2 a 2 DL
M33A 12 ‘Wowrd secreon R 2 a R 3 = 2 a 2 oz2
M33A 13 Blood R 2 a R 3 = 2 a 2 oz2
M33A 14 Blood g 2 a R 3 = 2 a 2 0.1
MR3A 15 Blood R R R R 3 | 2 I R 0.56
MR3A 1B Blood R R R R 3 R = | R 0.67

Eny. Eryihranvsn, Clin clrdamyoin; O comaling Penc penicling Linc Irezold; Tera: isracysing; Van vanosimyoi Chion chlsramphinicot
Can: geniamicin R ressbant S sersdhe | mamedasie (CLEL 3011) BMREEL Methiclin-residani 5 svers sirain; MSEA Methicllin-

SEaile O SFecE Sirain

MAR Index: [L.56), peniciiin G-clindamyin-erythromycin-
oxacilin [15.75%; MAR index D.44). These strals are
dleo  consldered  mulkdnegresisiant acconrding o
Maglorakos et al. (2012). Among the MSSA strains, e
regisiance [ofle was the folowing: penicln G-
cindamycin-enythromycin-tetracyline [5.25%;  MAR
index: D44 - mubidrug-resistant) and penicllin G-
eryihromycin (18.75%; MAR Index: 0.22), other Ispiates
were only resistant to penicliin G (37.5%).

Anfimlcroblal sctivity of SCED

The essentlal ol from 5. mmraaeemm'fa}'
swong actvity against the siandard 5. awreus strain
{UFFEDA 02} and ais0 against both MRSA and MSSA
swains (Table £). The valises of MIC ranged from 0.002
yLU'mL o 0.08 pU'mL. The growtn of the 5. aureus
UFPEDA 02 was Inhibited by 0.002 pLmL of SCEO.
Amang the clinical |solates, e majorty (63.75%) were
sensitive i concentrations between 0.002 and 0.01
uL'mi. Regarding the MEC valuss, a variation of 0.002 fo
0.312 pL'mL was obearved, as wel 35 3 srong
comelation between MIC and MBC values (p- 0.89). The
MBC/MIC ratios ranged from 1 i 4, thus SCED s a
bacteriidal agent {Pankey and Sabam, 2004). Finally, a
weak comelation was observed bDetween the MAR
indexes and MIC fp = 0,17} or MBC p = 0.01) values,
indicaing that there Is no relationship betwean the SCED
efMicacy and the mulidnig-resistance profie of 5. aureus
stalns. A weak comelaion between SCED and
chioramphenicol was aiso detected {p values of -0.18 and

4015 for MIC and MBC, respectvely), revealing that
SCEQ was effeciive agalst 5. aweus strains less
sensitive tn the drg's aciion.

Antimlcroblal activity of 8C0

The ol obtalned from 5. coronata also showed 3 strong
ant-5. awews aciivity (Tabie 4). The SCO, at a
concentration of 0.16 pL'mL, Wnhibiled te growth of
A1.16% of the stralns (ncluding UFPEDA 02). The
remaining strains were sensive to o at 0.E2S LML
{11.76%], 1.25 pLimL {23.53%) and 2.5 pLimL {23.53%).
The MBC values of SCO ranged from 0.16 to pLimL;
however, 47.05% of lsolates were Kiled by 2.5 pLmL of
SCO. Boh bacteriidal and bacteriostatic effacts were
oiserved for SCO (MEC/MIC ratios ranged from 1 to 15),
but bactericidal action was more prominent (for B1.25%
of srans). The MIC and MBC values were strongly
related {p = 0.7E), while these values were moderately
comelated with MAR Indices of clinical Isoiates (p = 0.40
for MICMAR comelation and p = 0.55 for MBC/MAR
comelation). Unilkie SCEOQ, the MIC and MBC values
found for the SCO were substantialy comelated i
chioramphenical [ = 0.43 for MIC; p = [.55 for MBC).

DISCUSEION

5 aweus Is an extremaly versatile, wordwide pathogen,
which k5 able o cause from superical 1o deep-seated
skin Infections that can lead %o sepsls (Du Tolt, 201£).
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Table 4 Ant-5. awews actyvty of ol and essential ol fom seads of 5 oomaats

sirain ZCED 500 Control

MIC" MBC" MECMIC Mic* WEC" ME s MIC* HEC"  WECHIC

UFFEDA 02 0.002 ooaz 1 0.16 016 1 oo o4 1
MZEA 1 .01 ooz 2 0.16 125 B oo LEZS 16
MEEA 2 o0.o1 002 4 0.16 2.5 16 ood 0LEZS 16
MR3A 3 0.o1 o.m 1 0.16 135 ] o4 0L6ZS 16
MR3A £ n.oos ooz 4 125 2.5 2 0z 10 iz
MZZA S 0.002 ooogs 2 0.16 063 e oo 1= H
MEEA & .01 om 1 0.53 2.5 e oo LEZS 16
MEZA T o0.o1 ooz 2 0.16 125 8 ood 0LEZS 16
MEEA S 0.o1 ooz 2 0.16 0.16 1 o4 0L6ZS 16
MRZA 5 0.04 002 1 125 2.5 2 oo 1= 16
MZEA 10 0.04 uli 1 125 2.5 2 oo 1= 16
MRZA 11 0.04 Q.18 4 0.53 063 1 oo 18 2
MEEA 12 0.08 0.31 4 25 2.5 1 oo 0LEZS B
MEEA 13 0.0z ooz 1 2.5 2.5 1 o4 0o 2
MEEA 14 0.o1 ooz 2 125 2.5 2 DEZS 10 16
MRZA 15 .01 o2 2 25 5 2 03z 5 16
MRZA 16 .01 o2 2 2.5 5 2 0312 0 12

WG and MBS values ane Sxpraed in pliml "W and MBC valses ane enpreided i pgiml MREEA Methailin-resdian & aveud sirain, WEEA
Walhicillin-seralibe . aracs sinain. UFPFEDAIR Sandard 5. surecs sitain provided by S Cullure Colleotion UFFEDA

This bactenim has an exceptional capacty to acquire
resistance tp anbbiobics [Gouid et ai, 2012). These
comiined faatures make S surews the most Important
pathiogen In the Twenty-irst Century and point o e
urgent nesd for new anti-3. aurews agents. In the present
sy, we repors the antimicrobial action of 5. caronata
seed oifs against MRSA and MSSA 5. aurews strains and
Me chemical composkion and fatty acid content of SCEQ
and SCO, respecively. While both olls  showed
antmigrobial actity, SCED was more acive (15.6 to 250
fmes greater) than SCO. Their MIC valuss were
moderately comelated between themseives (p = 0.43).
Mevertheless, while SCED is a more effactive bactericidal
agent, SCO showed bol bacterickdal and bacteriostatic
actions. The antimicroblal acthity of compounds denved
from 5. coronats has been evaluated for aquecus and
methanol extracts from  different tissuee  (leaves,
Inflorescencs, nust-shell, liquid and solld endosperm nuts).
I that swdy, only the exiracts obtaned from
Inflorescence  fssue showed antimicroblal acthity by
Innipiting 5. aweus (Including STains wih antiolosc
resisiance) and Bachus cereus. The authors did not
report the chemical characterizaion of Mesa actve
extracts [Hughes et al., 2013,

To the best of our knowiedge, the composition of 5.
comnala essentlal ol and I Dioiogical activity have naot
been reported before. Only one study on the wolatle
fraction of 5. comnats Is known (Balviso et al, 2013)
The study’s authors evaluated the volatie fraction of raw

and roasied seads. A total of 50 volatlle compourds were
igentfed In 5. coronata (34 In raw and 55 In roasied)
belonging o B chemical ciasses. Among these, 30
compounds were found I boM raw and roasted seeds.
Carbowyllc acids (sUch 35 octanoke and hexanolc acids)
FI'E'l'E"E'ﬂ In raw 5. comnsis seeds, while afier masung,
Swecker aldehydes (0-lactones and alkyl pyTazines) weare
fhe most apundanl These data comoborate wih ouwr
rEsURE, which showed that the essental ol of 5. coronata
seads is als0 predominantly composad of fatty acids such
as Detanoiz, dodecanoic and hexanok acids.

Although less actve than SCED, the seed ofl of 5.
comnata also showed a significant ant-5. awreus actvity.
SCO Is predominantly composed of saturated fatty acids,
with lauric ack {dodecancic ackd) the main constiuent
The levals of safurated fafty acids were approximately
three times higher than unsaturated fatty acids. Saturated
fatty acids with medium chain length, such as laurc acid,
have been found fp be major componants of omer oils
from Arecaceas planis, SUCh 38 SpSQUs Oleraonses,
5}'31}."[.!5 mmanzafana and Acocomls  acuieate
{Calmora and Jorge, 201 1). This study demonsirated that
5 coronafs s=ed oll B a rich source of medlwm-chain
fatty acies, which could be sulable for blomedical
applications (cosmetic and phamaceutical Indusiries), as
showed by Leal et al. [2013). Cur data are In agreament
with the work of Bauer et al. (2013), which showed that
saturaied fais with Migh levels of medium-chain fatty
adids (such 3s lawic and myrlstic fatty acds) are

6
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prevalent In kemel and frutt ofl of 5. coronata collected In
Bahla, Bradl These authors commented that this
composifon 5 very simiar fo coconut ol The presence
of saturated chains made 3 bicdlesal dertved from 5.
cOMnata less Wiscous and more stable b oxkdation and
Mese physico-chemical properties showed that It has
good potential for use In engines (Iha et al., 2014).
Various studies have reported the anbmicrobial action
of saburated and unsaturated fatty acids, In tha form of of
{mibdure) or Indvidual compounds (DIIKa et &, 2000; YT
et al, 2002 KMahara et al. 2005 Marasimhan et al.,
200€). For Instance, laurc acd and related compounds
have shown Inhinlory acton against 3 range of bacterta,
such as 5. sureus (Kltahara et al, 2006). Likewise, the
second-most Important compound of SCO, oleic ack [an
unsaturated fatty acid), has shown antl-3. aureus actvity,
36 has olinoleic acid (9,12-octadecadiencic acky), the
only polyunsaturated fatty acid defected (DUIKa et al.,
2000). Other fatty acids present I SCO  have
antimicrobial action, such as myristic (tefradecanoic acid)
{Naragimhan ot al, 2005) and palmiic  acd
:mmmauunwaa. 2003).

pmhﬂngmaﬂ;ﬂﬂmngeﬂrﬂwmﬂmm
toxicoiogleal and | aspects of this species,
a5 wel the determination of the action mechanisms
Involved. Such research woulkd clarfy these substances’
sufiablity In any potential applicabion 35 antmicroblal
agents for therapy, fod practices andior cosmebic
Indusary.
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APENDICE B - CAPITULO DE LIVRO PUBLICADO EM JULHO 2016.

From: conference@biomicroword2015.org
Subject: Proceedings book

To: ingridd. torres @hotmail. com

Date: Sat, 18 Jun 2016 17:38:29 +0200

Dear Ingridd Ayslane Tomes de Araijo Ribeiro,

We would like to inform you that the proceedings of the VI Intemational Conference on Environmental, Industrial and
Applied Microbiology - BioMicroWorld2015, titled "Microbes in the spotlight: recent progress in the understanding of
beneficial and harmful microorganisms”, will be released by BrownWalker in July 2016.

Although the book iz not released officially yet, we would like to inform you about all the details for full citation of
your accepted chapter:

Chapter fitle: "Biodiversity and antimicrobial activity from endophytic fungi isolated from Morinda citrifolia”
Pages of the chapter: 255-259 (both included)
Book title: "Microbes in the spotlight: recent progress in the understanding of beneficial and harmful microorganisms”

ISBN-10: 1627346120
ISBMN-13: 9781627346122

Editor: A. Méndez-Vilas
Publizsher: BrownWalker Press

Publication date: 2016

As zoon as the book iz released, we will contact you for the last remaining details (link to download the ebook,
official website for the book...)

If you have any questions, please, do not hesitate to contact us.

Best regards,

Aurora Solano

BioMicroWorld2015 Conference

Phone: +34 924 25 86 15

Fane: +34 924 26 30 53

e-mail: conference@blomicroword2015.0rg

https:iimail.google comimial wiliTu=28ik=aTTEdda58dEview=piia=ingridd torres 340hotmail com &os=ruebsearch=query Bmsg= 15562dTade ST T0Desim. .. 12
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ANEXOS
ANEXO A - FICHA DE IDENTIFICACAO BOTANICA - FIB.

©

L) S ‘
% &
N =i PERNAMBUCO
HERBARIO IPA — DARDANO DE ANDRADE LIMA
FICHA DE IDENTIFICACAO BOTANICAFIB NC. 43/2012
N° de Familia Nome Cientifico
° Tombo
84039 Fabaceae Anadenanthera colubrina var. cebil
1

Obs.: Amostra coletada para trabalho de concluséo do curso.
)
0. / .
;L‘J“* C;Q«Q (MH_L |' ? 08 g

" Rita de Dratéssia Pereira

Curadora do Herbario IPA

Consulta: Paula Fernanda F. das Mercés — aluna do curso de Ciéncias Biolbgicas da
UPE Procedéncia: Material coletado em Pernambuco, Parque Nacional do
Catimbau, as margens da pedra do cachorro, em area de Caatinga. Determinada

em: Outubro de 2012.
Recebi em 16/10/2012
Cibele Maria Alves da Silva

Instituto Agronémico de Pernambuco - IPA

Vinculado a Secretaria de Agricultura e Reforma Agraria
Av. Gal. San Martin, 1371 — Bongi — 50761-000 — Recife — PE — C.P. 1022
CNPJ 10.912.293/0001-37 — PABX: (81) 3184-7200 — Fax: (81) 3184-7211
Home Page: www.ipa.br / E-mail: ipa@ipa.br

IPA =77 anos semeando conhecimento
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ANEXO B - AUTORIZACAO PARA ATIVIDADES COM FINALIDADE CIENTIFICA,
EMITIDA PELO MINISTERIO DO MEIO AMBIENTE — MMA- INSTITUTO CHICO
MENDES DE CONSERVACAO DA BIODIVERSIDADE - ICMBIO (SISTEMA DE
AUTORIZACAO E INFORMACAO EM BIODIVERSIDADE - SISBIO).

Ministério do Meio Ambiente - MMA
Instituto Chico Mendes de Conservacdo da Biodiversidade - ICMBio
Sistema de Autorizagdo e Informag3o em Biodiversidade - SISBIO

Autorizagédo para atividades com finalidade cientifica

Namero: 58473-1 Data da Emissdo: 09/05/2017 21:01 Data para Revalidagao*: 08/06/2018

* De acordo com o art. 28 da IN 03/2014, esta autorizago tem prazo de validade equivalente ao previsto no cronograma de atividades do projeto,
mas devera ser revalidada anualmente mediante a apresentacdo do relatério de atividades a ser enviado por meio do Sishio no prazo de até 30 dias
a contar da data do aniversario de sua emiss&o.

Dados do titular

Nome: Cibele Maria Alves da Silva Bessa CPF: 082.985.154-20

Titulo do Projeto: ISOLAMENTO, CARACTERIZACAQ E APLICAGAO COMO DEFENSIVO NATURAL DE METABOLITOS SECUNDARIOS DE

FOLHAS DE Anadenathera colubrina var. cebil (Griseb) Altschul (FABACEAE:MIMOSOIDEAE)

Mome da Instituig3o : UFPE - UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO CNPJ: 24.134.488/0001-08

Cronograma de atividades

7 Descricao da atividade Inicio {mes/ano) | Fim (mes/ano)
1 | Coleta e preparacao dos exiratos 052017 05/2017
2 | Purificacao & ccaracterizacao dos exiratos DE/2017 0872017
3 | Atividade biclogica 092017 092017
4 | A presentation de tese ao PPGCB 102017 1272017

Observacdes e ressalvas

Ag atividades de campo exercidas por pessoa natural cu jundica estrangeira, em todo o termitorio nacional, gue impliguem o deslocamento de recurses humanos e

1 | materiais, tendo por objeto colstar dados, materiais, espécimes biolbgicos e minerais, pegas integrantes da cultura nativa e cultura popular, presente & passada,
obtidos por meio de recursos e técnicas gue se destinem ao estudo, & difusfo ou a pesquisa, estio sujeitas a autorizagio do Ministério de Ciéndia e Tecnologia.

Esta autorizacao MAD exime o pesquisador titular & os membros de sua equipe dar idade de obter as ias previstas em outros instrumentes legais, bem
come do consentimento do responsavel pela drea, pdblica ou privada, onde serd realizada a atividade, inclusive do drgdo gestor de terra indigena (FUNAI), da
unidade de conservagéo estadual, distrital ou municipal, ou do proprietério, amendatario, posseiro ou morador de érea dentro dos limites de unidade de conservagéo
federal cujo processo de regularizagéo fundidria encontra-se em curso.

Este documento somente podera ser utilizado para os fing previstos na Instrugao Normativa ICMBio n® 0372014 ou na Instrugao Normativa ICMBio n® 10/2010, no que
3 | especifica esta Autorizagdo, nfo podendo ser ufilizado para fins comerciais, industriais ou esportivos. O material biologico coletado devera ser utilizado para atividades
cientificas ou didaticas no dmbito do ensino superior.

4 A autorizagao para envio ao exterior de material biologico nao consignado devera ser requerida por meio do endereco eletronico www ibama.gov. br (Servicos on-line -
Licenca para importac&o ou exportacio de flora e fauna - CITES e néo CITES).

O fitular de licenca ou autorizagao & os membros da sua equipe deverao optar por metodos de coleta e instrumentos de captura direcionados, sempre que possivel,

5 | ao grupe taxondmico de interesse, evitando a morte ou dano significative a outros grupos; e empregar esforgo de coleta ou captura que ndo comprometa a viabilidade
de populagdes do grupo taxondmico de interesse em condigo in situ.

O titular de autorizagao ou de licenga permanente, assim como o= membros: de sua equipe, quando da violagao da legislagao vigente, ou quando da inadequagao,

6 | omisséo ou falsa descricio de informagdes relevantes que subsidiaram a expedicdo do ato, podera, mediante decisfo motivada, ter a autorizac&o ou licenga
suspensa ou revogada pelo ICMBio, nos termos da legislagfo brasileira em vigor.

Este documento nao dispensa o cumprimento da legislagao que dispoe sobre acesso a compeonente do patrimanio genetico existente no temitonio nacional, na

7 | plataforma continental € na zZona econdmica exclusiva, ou ao conhecimento tradicional associado ao patimdnic genstico, para fins de pesguisa cientifica,
bioprospecgio e desenvolvimento tecnolgico. Veja maiorss informagdes em www.mma_gov.bricgen.

8 Em caso de pesquisa em UNIDADE DE CONSERVACAD, o pesquisador titular desta autorizacao devera contactar a administracao da unidade a fim de CONFIRMAR
AS DATAS das expedicies, as condipdes para realizagio das coletas e de uso da infra-estrutura da unidade.

Qutras ressalvas

A pesquisadora de:we agendar as ativid;ldes qe campo atraves do e-mail gisela.carvalho@icmbio_gov.br.

1 Oualqger publicagdo d_gcomente devera ter copia em arquivo remefida a este mesmo e-mail. L .
Podera haver solicitacdo de acesso aos dados brutos, pela equipe do ICMBio, com o compromisso de sigilo, se assim for necessario as questies
de manejo da UC.

Locais onde as atividades de campo serdo executadas

[#] Municipio [ UF_[Descricao do local [Tipo |
[ [FE | PARQUE NACIONAL DO CATIMBAU [ UC Federal |

Este documento {AutorizacBo para atividades com finalidade cientifica) foi expedido com base na Instrugdo Normativa n® 03/2014. Através do codigo
de autenticac 3o abaixo, qualguer cidad3o poderd verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do Sisbio/ICMBio na
Internet (www.icmbio.gov_brisisbio).

Codigo de autenticacédo: 14929946 HIHII"H"NI‘I‘
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Ministério do Meio Ambiente - MMA
Instituto Chico Mendes de Conservacdo da Biodiversidade - ICMBio
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Autorizagédo para atividades com finalidade cientifica
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Numero: 58473-1 | Data da Emissao: 09/05/2017 21:01 Data para Revalidagdo*: 08/06/2018

* De acordo com o art. 28 da IN 03/2014, esta autorizagdo tem prazo de validade eguivalente ao previsto no cronograma de atividades do projeto,
mas devera ser revalidada anualmente mediante a apresentacdo do relatério de atividades a ser enviado por meio do Sishio no prazo de até 30 dias
a contar da data do aniversario de sua emissdo.

Dados do titular

Mome: Cibele Maria Alves da Silva Bessa CPF:082.985.154-20

Titulo do Projeto: ISOLAMENTO, CARACTERIZACAO E APLICACAO COMO DEFENSIVO NATURAL DE METABOLITOS SECUNDARIOS DE
FOLHAS DE Anadenathera colubrina var. cehil (Griseb) Altschul (FABACEAE:MIMOSOIDEAE)

MNome da Instituigdo : UFPE - UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO CNPJ: 24,134 .488/0001-08

Atividades X Taxons

[F] Afividade [ Taxons

[1_[ Coletaffransporte de materal botanico, Ringico ou microbiologico | Anadenanthera colubrina

Material e métodos

[T [ Amosiras biclogicas (Flantas) [ Flor, Frutos/estrobilos, Folhas, Ramos

[2 [ Método de capturalcoleta (Plantas) | Coleta manual

Este documento (Autorizacfo para atividades com finalidade cientifica) foi expedido com base na Instrugdo Normativa n® 03/2014. Através do codigo
de autenticacdo abaixo, qualquer cidad3o podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do Sisbio/ICMBio na
Internet (www.icmbio.gov.brisisbio).

Cdédigo de autenticacdo: 14929946 HIHII"H"H"‘I‘
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Ministério do Meio Ambiente - MIMA
Instituto Chico Mendes de Conservacdo da Biodiversidade - ICMBio
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Namero: 58473-1 Data da Emissdo: 09/05/2017 21:01 Data para Revalidagao*: 08/06/2018

* De acordo com o art. 28 da IN 03/2014, esta autorizacdo tem prazo de validade equivalente ao previsto no cronograma de atividades do projeto,
mas devera ser revalidada anualmente mediante a apresentacdo do relatorio de atividades a ser enviado por meio do Sishio no prazo de até 30 dias
a contar da data do aniversario de sua emissdo.

Dados do titular

Nome: Cibele Maria Alves da Silva Bessa CPF: 082.985.154-20

Titulo do Projeto: ISOLAMENTO, CARACTERIZACAQ E APLICACAD COMO DEFENSIVO NATURAL DE METABOLITOS SECUNDARIOS DE
FOLHAS DE Anadenathera colubrina var. cehil (Griseb) Altschul (FABACEAE.MIMOSOIDEAE)

Mome da InstituicSo : UFPE - UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO | CNPJ: 24134 488/0001-08

Registro de coleta imprevista de material biolégico

De acordo com a Instrucdo Normativa n® 03/2014, a coleta imprevista de material biolégico ou de substrato nao
contemplado na autorizagdo ou na licenca permanente devera ser anotada na mesma, em campo especifico, por
ocasido da coleta, devendo esta coleta imprevista ser comunicada por meio do relatério de atividades. O transporte do
material biologico ou do substrato devera ser acompanhado da autorizacdo ou da licenca permanente com a devida
anotacdo. O matenal biologico coletado de forma imprevista, devera ser destinado a instituicdo cientifica e, depositado,

preferencialmente, em colec&o bioldgica cientifica registrada no Cadastro Nacional de Colecdes Biologicas (CCBIO).

Taxon' Qide Tipo de amostra Qtde Data

Este documento [Autorizagio para atividades com finalidade cientifica) foi expedido com base na Instrugde Normativa n® 022014, Através do codigo
de autenticagao abaix, qualquer cidaddo podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do Sishio/ICMBio na
ntemet (www.icmbio.gov_ brisisbio).

Codigo de autenticagdo: 14929946 |||“I‘|‘”H”I
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Numero: 58473-1 Data da Emissdo: 09/05/2017 21:01 Data para Revalidagiao*: 08/06/2018

* De acordo com o art. 28 da IN 03/2014, esta autorizacdo tem praze de validade equivalente ao previsto no cronograma de atividades do projeto,
mas devera ser revalidada anualmente mediante a apresentagdo do relatrio de atividades a ser enviado por meio do Sisbio no prazo de até 30 dias
a contar da data do aniversario de sua emiss3o.

Dados do titular

Nome: Cibele Maria Alves da Silva Bessa CPF: 082.985.154-20

Titule do Projeto:  ISOLAMENTO, CARACTERIZACAO E APLICAGAO COMO DEFENSIVO NATURAL DE METABOLITOS SECUNDARIOS DE
FOLHAS DE Anadenathera colubrina var. cebil {Griseb) Altschul (FABACEAE:MIMOSOIDEAE)

Nome da Instituicio : UFPE - UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO CNPJ: 24.134.483/0001-08

* |dentificar o espécime no nivel taxonomico possivel.

Este documento (Autorizacio para atividades com finalidade cientifica) foi expedido com base na InstrugBo Normativa n® 03/2014. Através do codigo
de autenticacdo abaixo, gualquer cidad3o podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do Sisbio/ICMBio na
Internet (www.icmbio.gov brisisbio).

Codigo de autenticagao: 14929946 HIH""H"M”I‘
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