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RESUMO

As doencas e pragas podem constituir um fator limitante a exploracdo econdémica de
plantas, pois, causam danos as culturas, no cultivo e pos-colheita. Geralmente, o
controle dos fitopatogénos e insetos ocorre através da aplicagdo de pesticidas
sintéticos. No entanto, o uso excessivo e indiscriminado acarreta varios problemas.
Por isso, a busca de formas alternativas para o controle tem sido estimulada. O
objetivo foi investigar o potencial dos compostos bioativos presentes nas folhas de
leguminosas contra microrganismos fitopatdgenos e insetos-pragas de importancia
agricola. O 6leo essencial de Hymenaea courbaril var courbaril (Jatoba) foi obtido por
hidrodestilacao e os extratos organicos de Anadenanthera colubrina var. cebil (Angico)
e Jatob4 através da série eluotropica com solventes organicos, utilizando o Soxhlet.
Para composi¢do fitoquimica, utilizou-se cromatografia gasosa acoplada a
espectroscopia de massas (CG-EM) e cromatografia em camada delgada (CCD) para
o0 Oleo e extratos, respectivamente. Avaliou-se a atividade inseticida e antimicrobiana
de ambbos. Para Tetranychus urticae (a4caro rajado) utilizou os ensaios de fumigacao,
ingestdo e toxicidade, para Sitophilus zeamais (gorgulho do milho) avaliou-se a
sobrevivéncia e fisiologia nutricional. O efeito antimicrobiano dos extratos foi avaliado
em ambas as leguminosas, através da concentracao minima inibitoria (CMI) e minima
bactericida (CMB), utilizando microdiluicdo em caldo contra: Acidovorax citrulli,
Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum, Ralstonia solanacearum,
Xanthomonas campestris pv. campestris, X. campestris pv. malvacearum e X.
campestris pv. viticola, os melhores resultados seguiram para semi purificacdes. O
extrato acetato de etila (EA), expressou melhor atividade para ambas espécies, foram
realizados fracionamentos por cromatografia em coluna Sephadex LH-20 eluida com
metanol. Subsequentemente, as fragcdes foram analisadas em cromatografia liquida
de alta eficiéncia (HPLC). A analise do 6leo, identificou 36 compostos, sendo 46,42%
dos monoterpenos e 51,41% dos sesquiterpenos. Os bioensaios inseticidas indicaram
que o Oleo causou mortalidade significativa, promovendo danos fisioldgicos ao S.
zeamais. O valor de CLso para T. urticae foi de 35,57 yL/mL; além disso, observou-se
gue a oviposicao foi afetada negativamente. Para os extratos do Angico, o teste de
fumigacéo de T. urticae e mortalidade para o S. zeamais, foi eficaz; no entanto, o
extrato ciclohexano (CH) e EA causaram mortalidade significativa (p <0,05), mais de

50%. Nos testes de mortalidade com o acaro rajado, os extratos CH e EA mostraram



uma CLso de 52,75 e 156,42 mg/mL. Ainda, no mesmo teste, pode-se observar que a
oviposicao foi suscetivel a extratos. A analise da CCD revelou-se a presenca de
diversos compostos. Todos os extratos foram ativos sobre as bactérias. Porém o
extrato de EA das duas espécies apresentou MIC variando de 0,78-3,12 mg/mL. As
fracbes semi-purificadas do HPLC, apresentaram MIC e MBC 0,5 mg/mL contra X.
campestris pv. campestris e A. citrulli para o Angico e MIC e MBC 0,5 mg/mL para X.
campestris pv. campestris e X. campestris pv. malvacearum para o Jatoba. De acordo
com os resultados, o Gleo e os extratos das leguminosas possuem metabdlitos com
fortes potenciais antimicrobianos e inseticidas capazes de interferir e prejudicar o
metabolismo dos mesmos, associando como potencial alternativa no controle de

pragas e bactérias fitopatogénicas.

Palavras-chaves: Angico. Jatoba. Inseticida. Antimicrobiano. Potencial bioldgico.



ABSTRACT

Diseases and pests can be a limiting factor to economic exploitation of plants,
therefore, cause damage to crops, the cultivation and post-harvest. Usually the control
of plant pathogens and insects occurs through the application of synthetic pesticides.
However, overuse and indiscriminate use causes several problems. Therefore, the
search for alternative forms of control has been encouraged. The objective was to
investigate the potential of bioactive compounds present in the leaves of legumes
against phytopathogenic microorganisms and insect pests of agricultural importance.
The essential oil of Hymenaea var courbaril (Jatoba) was obtained by hydrodistillation
and the organic extracts anadenanthera colubrina var. cebil (angico) and Jatoba
through eluotrépica series with organic solvents using Soxhlet. For phytochemical
composition used gas chromatography coupled to mass spectrometry (GC-MS) and
thin layer chromatography (TLC) for oil and extracts, respectively. Both were evaluated
for insecticidal and antimicrobial activity. The tests with insects evaluated the
insecticide potential. For Tetranychus urticae (spider mite) used fumigation tests,
ingestion and toxicity to Sitophilus zeamais (maize weevil) evaluated the survival and
nutritional physiology. The antimicrobial effect of the extracts was evaluated in both
legumes by minimum inhibitory concentration (MIC) and minimum bactericidal (CMB)
using broth microdilution against: Acidovorax citrulli, Pectobacterium carotovorum
subsp. carotovorum, Ralstonia solanacearum, Xanthomonas campestris pv.
campestris, X. campestris pv. malvacearum and X. campestris pv. viticola, the best
results followed for semi purifications. The ethyl acetate (EA) extract, expressed better
activity for both species, were fractionated by chromatography on a Sephadex LH-20
column eluted with methanol. Subsequently, fractions were analyzed by high-
performance liquid chromatography (HPLC). Oil analysis identified 36 compounds, and
46.42% of monoterpenes and sesquiterpenes of 51.41%. The insecticidal bioassays
indicated that the oil caused significant mortality, promoting physiological damage to
Sitophilus zeamais. The LCso value for T. urticae was 35.57 yL/mL; Moreover, it was
observed that oviposition was negatively affected. Also in this test, it can be observed
that the oviposition was susceptible to extracts. The CCD analysis revealed the
presence of several compounds. All the extracts were active on bacteria. However, the
EA extract of the two species showed MIC ranging from 0.78 to 3.12 mg/mL. The semi-

purified fractions of the HPLC showed MIC and MBC 0.5 mg/ml versus X. campestris



pv. campestris and A. citrulli for Angico and MIC and MBC 0.5 mg/mL for X. campestris
pv. campestris and X. campestris pv. malvacearum for Jatoba. According to the results,
oil and pulses of the extracts possess strong antimicrobial metabolites with potential
and insecticides can interfere and disrupt the metabolism thereof, involving a potential

alternative to control pests and plant pathogenic bacteria.

Keywords: Angico. Jatoba. Insecticide. Antimicrobial. Biological potential.
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1 INTRODUCAO

Dentre as vertentes da evolugao humana, a agricultura foi o progresso fundamental
para o crescimento populacional e as mudancas de habito na sociedade, pois a
mesma comecou a interferir ndo apenas nos habitos alimentares como também na
civilizacdo (MAZOYER; ROUDART, 2010; AGUIAR, 2017). Ao longo da historia,
houve grandes transformacdes na agricultura. H4 10 mil anos, ocorreu a revolugéo
agricola neolitica, que tinha trés caracteristicas principais: o cultivo na varzea dos rios,

a rotacdo de culturas e a plantacdo em terracos.

Nos séculos XVIII e XIX houve crescimento da producéo agricola devido ao uso
de fertilizantes naturais (esterco) e, posteriormente, de maquinas agricolas. Na
metade do século Revolucdo Verde, que tinha como objetivo solucionar a falta de
alimentos em paises subdesenvolvidos e em desenvolvimento. Para produzir mais
intensamente, ela valeu-se de tecnologias mais avancadas, mao de obra
especializada, sementes selecionadas e agrotoxicas. A Revolucdo Verde tinha como
modelo a producdo racional, voltado a expansédo das agroindustrias, com base na
intensiva utilizacdo de sementes hibridas, na aplicacdo de insumos industriais
(fertilizantes e agrotoxicos), mecaniza¢do da producao, uso extensivo de tecnologia

no plantio, na irrigacéo e na colheita, assim como no gerenciamento (FIDELES, 2018).

Mais recentemente, temos a revolucdo agrobiotecnolOgica, caracterizada pela
producdo de Organismos Geneticamente Modificados (OGM), determinados de
alimentos transgénicos. Paralelamente, também vem sendo usada a agricultura
organica (néo utiliza agrotéxicos), e a técnica da agrofloresta, que combina culturas
agricolas com culturas florestais. Diversos economistas destacam o papel da
agricultura, como sendo fundamental no desenvolvimento econdmico de um pais,
(FIGUEIREDO, 2018). Moura et al. (2018) realizaram estudos mostrando que o setor
agricola, ao ser estimulado, pode gerar um efeito benéfico para o resto da economia,
ou seja, acarreta efeitos indutores positivos para os demais setores. Além disso,
mostraram que ao priorizar as atividades no setor como “mola propulsora” do
crescimento econdmico, um pais estara fazendo uma opg¢ao por um grau mais elevado
de eficiéncia na alocacdo de seus recursos, principalmente no caso de um pais que
ainda ndo atingiu os padrbes de desenvolvimento econémicos considerados como

satisfatorios.
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O agronegocio brasileiro vem contribuindo significativamente com a balanca
comercial do pais, apresentando saldos positivos frequentes e por conta disso, a
importancia econémica da agricultura para o Brasil € incontestavel, seja na producao
de commodities ou na geragéo de divisas, sendo derivada da elevada competitividade
do segmento produtivo no pais. Podemos ainda destacar o setor agricola pelo
importante papel no desenvolvimento do pais, tanto pela oferta de produtos para a
demanda interna quanto pela absorcdo de contingente significativo de méao de obra
(DE FARIA et al., 2019).

O setor agricola é composto por cadeias produtivas que irdo atuar em distintos
ecossistemas ou sistemas naturais, e assumem assim importante papel na economia
brasileira através da adocdo de modernos projetos de gestdo visando aprimorar o
processo produtivo, maximizando a lucratividade. A agricultura é responsavel por
inUmeros e grandiosos avancos no setor de producéo, alto percentual na geracéo de
renda e empregabilidade, alavancando a economia brasileira, e constituindo-se assim

uma peca chave na economia nacional (MAURI et al., 2017).

Em 2017 o setor agro brasileiro teve crescimento de 13%, no ano seguinte 1,5% e
para 2019, as projecbes sdo de 2%. Esse crescimento se deve também aos
agricultores familiares que produzem cerca de 70% dos alimentos consumidos no
pais. De acordo com o relatorio Perspectivas Agricolas 2015-2024, publicado pela
Organizacao das Nacdes Unidas para a Alimentacdo e a Agricultura (FAO) e pela
Organizacao para a Cooperacao e o Desenvolvimento Econdmico (OCDE), o Brasil é
o0 segundo maior exportador agricola mundial e o maior fornecedor de acucar, suco
de laranja e café (MOURA, 2017).

Desde a antiguidade agricultores desenvolvem maneiras de lidar com insetos,
plantas e outros seres vivos que se difundem nos cultivos, competindo pelo alimento
(RIBEIRO, 2011). Escritos de romanos e gregos mencionavam o uso do arsénico e
enxofre para o controle de insetos nos primérdios da agricultura (PAPA, 2014). Apos
a Segunda Guerra Mundial, os agrotoxicos foram amplamente elogiados como uma
nova arma cientifica na guerra contra pragas e patdogenos de plantas. Desde entéo,
uma variedade de férmulas foi desenvolvida pela indUstria quimica, as quais até hoje
sao difundidas no mercado mundial como insumos para a agricultura moderna

(BORTOLOTTO, 2015). O aumento continuo da populagdo mundial e o impacto da
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globalizagdo da economia promoveram avanco de demandas de producao de
alimentos cada vez mais eficientes e competitivas. Logo, tornou-se necessario
satisfazer essas demandas depende do desenvolvimento da agricultura com base na
geracéao de tecnologia que promovia aumentos da produtividade das culturas (PERES,
2013).

Nesse proposito, a década de 60, foi marcada pela adesdo dos sistemas de
producdo agricola pelas monoculturas extensivas, e, portanto, com baixo nivel de
diversidade biologica e alto aporte de insumos externos, especialmente os fertilizantes
quimicos sintéticos e os agrotéxicos (DUNLAP, 2015). Existiam incentivos publicos,
gue estimulavam o uso de agrotéxicos como instrumento tecnolégico para aumentar
a eficiéncia e garantia da producdo agricola, ocorrendo no mundo um aumento
significativo de investimentos em fertilizantes, contaminando os solos e causando
graves impactos na saude, até mesmo a morte dos trabalhadores agricolas (KROETZ,
2015)

Diferentes métodos de controle de pragas, incluindo o uso de ervas, 0leos e
cinzas, para tratar sementes e grdos armazenados foram utilizados em décadas
passadas, muito embora essas primeiras praticas tenham ocorrido sem base
cientifica, tornando-se uma ciéncia experimental dos sistemas naturais. Todavia, a
mecanizacao da agricultura, o uso difundido dos produtos quimicos, associados a
melhoria consideravel das condi¢cdes de armazenamento, transporte e comunicacao,
permitiram, ndo s6 um aumento da produtividade, mas também, o desenvolvimento
de novas areas de terras (QUINTINELA, 2004).

Porém essa modernizacdo gerou graves consequéncias quanto ao uso
indiscriminado dos defensivos agricolas, uma vez que as industrias quimicas
enganavam a sociedade, afirmando que o uso era uma alternativa para aumentar a
producdo de alimentos e solucionar o problema da fome no planeta, influenciando
positivamente movimentos pelo mundo para incentivar o uso de agrotoxicos pelos
orgaos governamentais (NARANJO, 2015). Ainda ndo demonstraram 0s riscos, aos
guais ndo estdo restritos ao ambiente de trabalho e as pessoas diretamente
envolvidas, mas que transcendiam esses espacgos para as fronteiras dos paises néo
poluidores (DE SILVA, 2016).
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1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Geral

Investigar compostos bioativos existentes nas folhas de leguminosas com

potencial inseticida sobre microorganismos fitopatdgenos e insetos-pragas de

importancia agricola.

1.1.2 Especificos

v

Extrair 6leo essencial das folhas de Hymenae courbaril var courbaril L. utilizando
a técnica de hidrodestilacdo em aparelho de clevenger;

Caracterizar o 6leo essencial extraido através de cromatografia gasosa acoplada

ao espectrometro de massas (CG/MS);

Investigar os efeitos do 6leo essencial na mortalidade e oviposi¢éo do Tetranychus

urticae;

Investigar a toxicidade por ingestao e efeito fumigante do 6leo essencial, contra

Sitophilus zeamais.

Obter extratos com solventes organicos de diferentes polaridades crescente
(ciclohexano, cloroférmio, acetato de etila e metanol) a partir de folhas de
Hymenaea courbail L. var. courbaril e Anadenanthera colubrina var. cebil (vell)

Brenan;
Realizar o screening fitoquimico dos extratos organicos obtidos;

Avaliar a atividade antimicrobiana dos extratos, através da determinacdo da

concentragdo inibitéria minima (CIM) e a concentragdo bactericida (CBM);
Analisar o extrato mais ativo por cromatografia liquida de alta performance (HPLC);

Fracionar o extrato organico mais ativo por coluna de Sephadex e avaliar a

atividade antimicrobiana das fragdes obtidas;

Avaliar a toxicidade por ingestdo de dieta artificial de Sitophilus zeamais sob o

efeito dos extratos ativos;
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Calcular os parametros nutricionais, taxa de crescimento relativo e taxa de

consumo relativo de S. zeamais sob o efeito dos extratos das folhas.
Investigar o efeito fumigante dos extratos, contra Sitophilus zeamais.

Investigar os efeitos dos extrtatos na mortalidade e oviposi¢cdo do Tetranychus
urticae.
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2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 AGROTOXICOS NO BRASIL

No Brasil, a aplicacdo de produtos quimicos, foi incentivada por um pacote
tecnoldgico que introduzia a mecaniza¢do em larga escala, associada a outros fatores
de producdo, com propésito de aumento da produtividade, sem levar em conta 0s
riscos a saude ou ao ambiente (ALVES FILHO, 2012).

Acredita-se, que esse periodo foi 0 marco temporal para o desenvolvimento da
moderna agricultura, implementando-se as inovacdes tecnolédgicas criadas para o
setor agricola como méaquinas pesadas, fertilizantes quimicos, sementes hibridas e o0s
préprios pesticidas. Os primeiros registros de defensivos agricolas sintéticos feitos no
Brasil foram no ano de 1946. Nesse periodo, também foram introduzidos os inseticidas
sintéticos e, em 1958, os antibidticos a base de sais de estreptomicina. A grande
variedade de produtos sintéticos desenvolvidos pela industria quimica mundial

resultou em milhares de férmulas comerciais para a agricultura (BARBOSA, 2014).

O Plano Nacional de Desenvolvimento Agricola — PNDA, lancado em 1975,
incentivava e exigia 0 uso de agrotoxicos, oferecendo investimentos para financiar
estes “insumos” e ampliar a industria de sintese e formulagdo dos mesmos no pais,
passando de quatorze fabricas em 1974 para setenta e trés em 1985 (DERANI, 2015).
A induastria quimica, favorecida pelos érgédos governamentais, nos anos de 1954 a
1960, registrou um grande numero de novos produtos junto ao Ministério da
Agricultura, resultando no crescimento das industrias de formula¢gfes de substancias

guimicas operando no processamento de produtos importados e obtidos localmente.

Neste processo de modernizacdo da agricultura, configurou-se o agronegécio,
onde as industrias quimicas, metalurgicas e de biotecnologia, se beneficiaram como
o capital financeiro apoiado por fortes bases politico-institucionais, assim como no
campo cientifico e tecnolégico (FIGUEIREDO, 2017). As politicas publicas, a partir de
1960, criaram condi¢Bes favoraveis ao desenvolvimento e fabricacdo dos pesticidas,
politicas que alcancaram inclusive, o espac¢o académico. Surgiram diversos institutos
académicos e de investigacao cientifica e de pesquisa aplicada que valorizavam a
utilizacdo do processo biologico e vegetativo para assegurar o potencial produtivo da
terra (MELO, 2011). O papel desempenhado pelo Estado foi fundamental para
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incrementar a producédo brasileira dos pesticidas, seja mediante as linhas de créditos
agricolas, seja com a isencao de tributos em beneficio de empresas, especialmente
norte americanas e européias, somadas a normatizacéo favorecendo a disseminacgao
dos agrotéxicos (PERES, 2013).

O governo federal, desde 1997, concede isencéo de 60% do ICMS para 0s
fabricantes de agrotoxicos, além de isencéo do IPI, PIS/PASEP e COFINS. Alguns
estados, como elemento de disputas pelos investimentos do agronegocio atraves da
guerra fiscal, ampliaram estas isencdes a 100%, beneficiando a inddstria quimica e
comprometendo o financiamento de politicas publicas como as de saude e meio
ambiente (TEIXEIRA, 2010). Desde 2015 o Brasil se tornou o maior consumidor
mundial de agrotoxicos (SINDAG, 2018), movimentando 6,62 bilhdes de dolares, para
um consumo de 725,6 mil toneladas de agrotdxicos o que representa 3,7 quilos de
agrotéxicos por habitante. Em 2015 as vendas atingiram 732,2 toneladas.

Recentemente, com a publicacdo no Diario Oficial, do ato n°10 da
Coordenacédo-Geral de Agrotoxicos e Afins, foi concedido para o ano de 2019 até o
momento, o total de 166 (cento e sessenta e seis) agrotdxicos outorgados apos a
concessdo de doze novos registros. Estatisticas anteriores apontavam que nos
primeiros dois meses de 2019, foram oitenta e seis novos registros. Ao final de marco,
o total chegou a cento e vinte um como mostra a figura 1. Totalizando o nimero para
2.232 agrotoxicos, considerando os herbicidas, em circulagcdo no mercado, ou seja,
além do amplo uso, ha ainda a grande gama de produtos disponiveis, 0 que maximiza
a exposicdo e a avaliacdo de seus impactos sobre o ambiente e a salde
(GREENPEACE BRASIL 2019).

Entre a composicao dos produtos com agrotdxicos aprovados pelo ministério
destacam-se a introducdo de substancias novas e de agrotoxicos ja existentes para
comercializacdo no pais. No entanto, entre elas serdo permitidas a produgéo por mais
empresas e em outras culturas agricolas. Todavia, a liberacdo de agrotoxicos
enfraguece as politicas publicas tradicionais voltadas ao meio ambiente e a producéo
de alimentos organicos (GRIGORI, 2019).

A expansdo da demanda de agrotdxico no Brasil também foi estimulada por
varios fatores, entre eles, destacam-se o elevado niumero de aplicagfes praticadas

pelos agricultores desinformados, a deficiéncia do aparato institucional de controle dos
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produtos, a expansdo das areas de monocultura e ainda a insipiéncia dos
instrumentos institucionais voltados a defesa ambiental e dos consumidores, em
relacdo aos aspectos toxicos ligados aos produtos quimicos. Esse contexto tornou o
pais extremamente dependente do consumo externo de defensivos, cujo mercado era
controlado basicamente por empresas multinacionais (KOIFMAN, 2012).

Figura 1 - Agrotoxico liberados entre 01/01 e 21/03 de cada ano. Comparacao da liberagdo de
agrotoxicos na ultima década, no intervalo de trés meses.
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Fonte: GREENPEACE BRASIL (2019)

2.2 UTILIZACAO DE DEFENSIVOS AGRICOLAS E A RELACAO COM MEIO
AMBIENTE, TRABALHO E A SAUDE.

A utilizac&o de substancias quimicas para o combate das pragas e das doencas
gue atingem a producao de alimentos, sempre motivou grande discussdo sobre 0s
reais prejuizos e beneficios (ARAUJO, 2015). O aumento do consumo dos defensivos
agricolas resulta em inameros problemas relacionados a degradacao ambiental e a
saude publica, situacdo que alertou os especialistas e ambientalistas, a defender
medidas de controle para registro, aquisicdo e aplicagdo dos agrotoxicos (ISMAN,
2011).

Apesar da utilizacdo do inseticida sintético contribuir para um incremento
significativo na producao de alimentos, especialmente gréos, a falta de manejo ou
acompanhamento técnico sobre o manuseio adequado, acarreta danos. Dentre 0s

principais problemas no manejo, encontram-se 0 aumento no numero de
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pulverizacdes, doses acima das recomendadas e negligéncia do periodo de caréncia
(FRONZAGLIA, 2016).

Esse manejo inadequado contribui para a presenca de efeitos maléficos sobre
0 meio ambiente e ao homem, dentre eles o ressurgimento das pragas-alvo,
surgimento de pragas secundéarias em funcao dos efeitos toxicos sobre os inimigos
naturais dessas pragas, desenvolvimento de resisténcias das pragas a esses
produtos, intoxicacdo dos produtores rurais, contaminacdo da agua e do solo,
impactos negativos sobre os organismos ndo-alvo, presenca de residuos toxicos nos

alimentos dentre outros, como pode ser verificado na figura 2. (PIGNATI, 2012).

No inicio dos anos 60 surgem, 0s primeiros processos de reavaliacdo dos
problemas de seguranca e de eficacia dos agrotoxicos, essa discussao tém se
intensificado, desde o comec¢o da Revolucdo Verde, onde avaliou-se a necessidade
de aceitar 0 uso deles e estabelecer regras que garantiriam a protecao das diferentes
formas de vida expostas a biocidas. Desde entdo, estuda-se sobre as consequéncias
do uso continuo de produtos quimicos ndo biodegradaveis nos ecossistemas em que

peixes, aves, mamiferos e o homem constituem parte integrante (FERRARI, 1986).

Com o crescimento dos eventos relacionados a desastres ecologicos e a
realidade com que se deparavam, diariamente, milhares de agricultores, homens,
mulheres, criancas indefesas, vitimas de envenenamento por agrotoxicos,
comecaram a surgir pesquisas e estudos sobre os efeitos danosos do uso
indiscriminado dos produtos quimicos (PORTO, 2009). A partir de entdo, cientistas
alarmavam o mundo sobre os riscos que o0s seres humanos estavam sofrendo com o
envenenamento do meio ambiente diante da disseminacdo de substancias quimicas
e condenava a liberacdo dessas substancias sem o conhecimento integral de seus
efeitos, bem como a necessidade urgente de mudancas em busca de praticas

alternativas de menor impacto ao ambiente e a saude humana (MACHADO, 2008).

Entre elas estdo a obrigatoriedade do registro dos agrotoxicos, ap0s avaliacao
de sua eficiéncia agrondmica; avaliar a toxicidade para a saude e sua periculosidade
para o meio ambiente; o estabelecimento do limite maximo de residuos aceitavel em
alimentos e do intervalo de seguranca entre a aplicacdo do produto e sua colheita ou
comercializacdo; regularizar a definicAo de parametros para rotulos e bulas; a

fiscalizagcdo da producéo, importacdo e exportacdo; as acOes de divulgacéo e
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esclarecimento sobre o uso correto e eficaz dos agrotdxicos; a destinacéo final de
embalagens (VAZ, 2016).

Figura 2 - Riscos do uso dos agrotéxicos e suas complicacdes.

Riscos dosuso de
Agrotoxicos

Saude Meio
humana ambiente
—
— 1 L
Trabalhador = .
=liseh iota Agua e solo
[ I——|
1 Desedquilibrio ) —
Intoxicagéo aguda ecologicoe Contaminacéo
Intoxicag&o crénica Biomagnificacgo superficial e
Efeitos: Mutagé&nicos e / subterrénea

carcinogénicos

Fonte: Compilacdo do autor

O uso de agrotoxicos na producédo de alimentos introduziu diferentes elementos
no quadro de agentes degradadores ou poluentes no ecossistema. Trazendo uma
nova preocupacdo a humanidade, devido a sua contribuicdo na poluicdo ambiental e
no comprometimento da vida humana, afetando os recursos naturais e a vida de
diversas espécies (ROCHA, 1998). A Revolucéo Verde, diante do padréo tecnoldgico,
propiciou as grandes safras, porém cedeu lugar a uma série de preocupacdes
relacionadas tanto aos seus impactos socioambientais quanto a sua viabilidade
energética (LEFF, 2009). O agrbnomo Eduardo Ehlers destaca varias consequéncias
ambientais, dentre elas, a erosdo e perda de fertiidade dos solos; a destruicao
florestal; a dilapidacdo do patriménio genético e da biodiversidade; a contaminacéao

dos solos, da agua, dos animais silvestres, do homem do campo e dos alimentos.

Desta forma, para implementar o uso consciente e responsavel dos agrotoxicos
seria preciso estabelecer um eficaz programa, que incluiria a formacdo dos
trabalhadores para o trabalho com agrotoxicos, a assisténcia técnica, o financiamento
das medidas e equipamentos de protecdo, a estrutura necessaria para o0
monitoramento, a vigilancia e assisténcia pelos 6rgéos publicos e participacdo dos
responsaveis sociais no processo de tomada de decisbes, dessa forma, poderia se

reduzir os problemas fitossanitarios ambientais e de saude publica (GEREMIA, 2011).
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Segundo o Sindicato Nacional da Industria de Produtos para Defesa Vegetal
(SINDIVEG), nos ultimos anos, o aumento na utilizacado de produtos quimicos pelos
agricultores brasileiros tem se intensificado, sendo wusados no mundo
aproximadamente 2,5 milhdes de toneladas de agrotoxicos. De acordo com o IBGE,
a utilizacdo de produtos quimicos para o controle de pragas, doencas e ervas
daninhas mais que dobrou em dez anos (EMBRAPA, 2016). As vendas de agrotoxicos
aumentaram entre 2004 e 2014, passando de 463.604 toneladas para mais de 914
toneladas. Em 2015, houve uma reducdo na venda desses produtos (Figura 3). O
balanco oficial anual do setor registrou reducdo de 23 % em relagdo a 2014. Os
principais motivos dessa queda estdo associados a desvalorizacéo do real, que atinge
niveis cada vez mais baixos e a dificuldade para obtencéo de linhas de crédito rural
(SINDIVEG, 2016).

Figura 3 - Vendas de Defensivos Agricolas no Brasil (2011- 2015).
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2.3 IMPACTOS DOS FITOPATOGENOS NA AGRICULTURA

z

Um dos grandes desafios da humanidade € a producdo de quantidade
suficiente de alimentos para sustentar a populacdo mundial, que atingiu sete bilhdes
de pessoas em 2019, com projecédo de onze bilhdes para 2100, entretanto estudos

revelam uma preocupacao com a incapacidade de atender as necessidades humanas
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por alimentos, devido ao declinio geral do crescimento da produtividade agricola
(SAATH; FACHINELLO, 2019).

Os patégenos de plantas ocorrem na natureza com o objetivo de, em parte,
manter o equilibrio entre microrganismos e a ciclagem de nutrientes, sendo, desse
ponto de vista, benéficos (ZENGERER, 2018). Porém, destacam-se por apresentar
grande ameaca a agricultura e a estabilidade do ecossistema, pois eles alteram a
ecologia do solo do ambiente, degradam a fertilidade e, consequentemente,
desencadeiam efeitos nocivos na salde humana, além de contaminar as aguas
subterraneas (LEMOS, 2017).

Os microbios fitopatogénicos sdo descritos desde os primeiros relatos sobre a
agricultura (10.000 anos atras), desde entdo se busca alternativas para o controle
desses organismos nocivos as plantas (insetos, acaros, virus, bactérias, fungos e
nematodides). Alguns desses sdo causadores de diversas doencas consideradas
pragas, consequentemente sdo responsaveis pelas maiores perdas agricolas em todo
0 mundo, gerando um impacto negativo na economia (SILVA, 2011). Quase toda a
disseminacgdo de patdgenos responsaveis por surtos de doencas em plantacfes de
grande e pequeno porte é realizada passivamente por agentes como ar, insetos, agua,
outros animais, sementes contaminadas e até mesmo pelos seres humanos
(AGRIOS, 2005).

Os microrganismos causadores de doengas 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 (VENTUROSO et al., 2011). Segundo Strange e Scott (2005), os
fungos e bactérias fitopatogénicas sdo organismos que apresentam potencial para
causar perdas catastroficas nas lavouras, devido ao fato de que, a maioria das
espécies produz grandes estratégias responsaveis pela sua propagacéo, além disso,
podem ser facilmente disseminados (vento, 4gua, solo) a longas distancias e infectar

outras plantas.

Para mais, podem produzir toxinas e enzimas como as, que desestabilizam o
mecanismo de resisténcia das plantas, podendo degradar os compostos da parede
celular da planta, ocasionando a infec¢ao no vegetal, e conforme o avanco da doenca,

0 desenvolvimento da planta fica comprometido levando-a a morte (CRUZ, 2000).
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Com a expansao do cultivo de grandes areas e da agricultura, os problemas causados
por fitopatdgenos tém aumentado concomitantemente. Inimeros patégenos tém
causado prejuizos a agricultura, elevando os custos com produtos quimicos para a
prevencao e controle das doencas e diminuindo a producdo (FINATTI; APARECIDO,
2009).

2.3.1 PATOGENOS DE PLANTAS

2.3.1.1 Fitobactérias

No Brasil, ha diversos desafios para controlar o desenvolvimento e resisténcia
a fitopatogénos, que em sua maioria sdo responsaveis por causar grandes perdas na
producdo agricola, pois essas patologias podem limitar a quantidade e a qualidade
dos produtos vegetais, dentre essas doenca, destaca-se a mancha aquosa (Figura
4a), a qual ocorre em sua maioria em meldo (Cucumis melo L.) e melancia (Citrullus
lanatus Thunb.) sendo destrutiva em regiées produtoras em todo mundo. E causada
pela bactéria Acidovorax citrulli (Schaad), no Brasil, esse patégeno causa o impacto
econdbmico muito significativo na cultura das Cucurbitaceas, principalmente os
cultivados e exportados no Ceard e no Rio Grande do Norte. Nestes estados, as

perdas de producéo séo estimadas em 40 a 50% (EPPO, 2013),

Pectobacterium carotovorum subsp. Carotovorum, outra fitobacteria de
importancia economica € a causadora da podriddo-mole (Figura 4b), ocorre em sua
maioria em hortalicas e tubérculos como, alface (Lactuca sativa L.), batata (Solanum
tuberosum L.), beterraba (Beta vulgaris var. conditiva L.), cenoura (Daucus carota L.),
couve-chinesa (Brassica pekinensis Rupr.), pimentdo (Capsicum annuum L.),
rabanete (Brassica rapa L.), repolho (Brassica oleracea L.) e tomate (Lycopersicon
esculentum Mill.) esse hospedeiro é encontrado em ambito mundial, acometendo
campos de producdo gerando severos danos pos-colheita (BUTNARIU et al., 2018).
Com elevada variabilidade fenotipica, essa fitobactéria Ralstonia solanacearum
(Smith) Yabuuchi, é capaz de causar a murcha bacteriana (Figura 4¢) em numerosos
hospedeiros, no Brasil, as culturas mais afetadas estdo entre as solanaceas, sendo
uma doenca limitante para essas culturas. Para o controle dessa praga séo utilizados
necessariamente, cultivares resistentes, a fim de minimizar a infestacao dessa doenca
complexa e destrutiva que afeta mais de 200 espécies de plantas (WANG, et al.,
2019).
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Dentro de género Xanthomonas sdo classificados diversos patdgenos
importantes, conhecidos por sua diversidade fitopatogénica e uniformidade fenotipica,
pois produz pigmentos amarelos caracteristicos do género, as xantomonadinas,
devido a sua importancia econémica, tém sido objeto de varios estudos quanto a
patogenicidade (CHIESA, 2019). Segundo, Tavora et al. (2019) a maioria das culturas

econdmicas € afetada por pelo menos uma espécie de Xanthomonas.

A Xanthomonas campestris campestris Pammel € a espécie mais heterogénea
dentro do género (IGLESIAS-BERNABE, 2019) capaz de sobreviver em sementes, é
0 agente causador da doenca da podridao-negra (Figura 4d), que acomete o cultivo
das brassicas (repolho, couve, couve-flor, brécolis e mostarda), sua infeccao resulta
em desfoliacdo prematura devido a murcha e necrose dos tecidos foliares ao redor
das nervuras, essa condicdo deprecia o produto e gera perdas de producéo,
resultando em quedas de rendimento (Tavora et al. 2019). Desse mesmo género, a
bactéria denominada X. campestris pv. malvacearum (Smith) é capaz de afetar a
producdo do maior produto téxtil mundial, o algodao (Gossypium hirsutum L.), de vinte
e cinco doengas que ocorrem nessa cultura, a mancha angular (Figurade) € a mais
difundida e destrutiva (Sandipan,2018). Segundo Kalpana et. al (2014) ocorre perdas
de 10 a 30% de rendimento. Ainda, no grupo das Xanthomonas, o cancro bacteriano
(Figura 4f), causado pela X. campestris pv. viticola, afeta o cultivo da videira (Vitis
vinifera L.), essa bacteriose € a principal causa da reducédo de produtividade desse
fruto. As plantas infectadas produzem cachos com sintomas de cancro no engaco,
inutilizando os frutos para a comercializacdo. Essa problematica gera danos
fitossanitarios e econémicos, ja que no Brasil os estados da Bahia e Pernambuco séo
responsaveis por 32% da producao total de uvas de mesa no pais, correspondendo a
aproximadamente 98% da exportacdo anual brasileira de uvas (GUERRA, 2018).

Muitos processos biolégicos ocorrem no campo da fisiologia, bioquimica e
microbiologia, que tém o potencial para dar as condi¢des biotecnoldgicas no controle
de doencas agricolas (PINOTTI; SANTOS, 2013). O que se observa é que as
epidemias estdo cada vez mais frequentes em agrossistemas, essa situacao esta
intimamente relacionada a interferéncia humana, desencadeando a alteracdo do
equilibrio natural (Ghini e Bettiol, 2000). Doencas de plantas podem levar a custos de

controle muito altos como ocorre em algumas fitopatologias, caso observado nas
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doencas de cereais, cujo custo pode ser alto ou maior que o retorno esperado da
cultura (BERGAMIN FILHO; KIMATI, 1995).

Figura 4. Sintomas causados por fitopatdgenos. (A) Mancha aquosoa manchas
marrons necréticas que causam lesdes no fruto do meldo contaminando as sementes,
(B) Podridao-mole_degradacéao da polpa do tubérculo, causando coloracdo marrom
escura resultante da oxidacao dos tecidos infectados. (C) Murcha bacteriana_ lesdes
circulares brancas que provocam a deformacéo e necrose nos frutos. (D) Podridédo
negra_ infecta o interior da planta hospedeira, através dos estbmatos ocasionando
lesdes amareladas, em forma de “V”. (E) Ferrugem bacteriana_ as lesdées surgem ao
longo das nervuras, abrangendo todo tecido foliar (F) Cancro bacteriano_ Lesfes nas
bagas e no raquis do cacho.

Fonte: EPPO, 2013; PEROMBELON, 2002; TAVORA, 2019; SANDIPAN, 2018; GUERRA, 2018.
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Para algumas doencgas, poucas medidas de controle efetiva sdo conhecidas,
sendo possivel a obtencdo de colheitas pela combinacéo de praticas culturais e uso
de variedades parcialmente resistentes (LUCAS, 1998). Sdo organismos bastante
verséateis, com grande capacidade de adaptacdo a ambientes diversos. Ao contrario
das bactérias patogénicas ao homem e aos animais, as fitobactérias tém uma
temperatura 6tima de crescimento e multiplicacéo entre 25 e 30°C pH 6timo em torno
do neutro e a maioria sdo aerbbicas estritas (GOTO, 1992). Os fitopatdgenos se
caracterizam ndo somente pela alta incidéncia e severidade em culturas de valor
econdmico, mas também pela facilidade com que se disseminam e pelas dificuldades

encontradas para o controle das enfermidades por elas incitadas.

2.3.1.2 Insetos praga: Biologia e Especificacdes

De acordo com Gallo et al.(2002) o termo “inseto-praga” caracteriza-se quando
h& um aumento desordenado de uma determinada populacao de inseto, ocasionando
danos em plantas ou produtos de plantas e esta diretamente relacionado a perdas na
producdo e prejuizos econdmicos. Atualmente, o uso indiscriminado de insumos
quimicos para o controle de “pragas” tem proporcionado um desequilibrio no numero
de insetos benéficos, além de ocasionar uma pré-selecdo dos insetos resistentes a
estes compostos (GUEDES, 2016).

Os insetos sdo 0s maiores responsaveis pelas perdas quantitativas e
gualitativas durante armazenagem de grdos (MARANGONI, 2012). S&do capazes de
causar danos diretos, quando atacam o produto a ser comercializados, ou indiretos,
guando atacam estruturas vegetais que ndo serao comercializadas (folhas e raizes,
por exemplo), mas que alteram 0s processos fisioldgicos, provocando reflexos
negativos na producdo. Além disso, podem atuar indiretamente transmitindo
fitopatdgenos (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 sdo descritas, das quais cerca de 10% sao
caracterizadas como pragas (GALLO et al., 2002). Estes podem ser manejados,
utilizando-se taticas fisicas, culturais, biolégicas e quimicas, sendo estas ultimas as
mais utilizadas (DIETRICH, 2011).

Os insetos causam frequentemente danos extensivos aos graos armazenados

e aos produtos destes graos. As perdas quantitativas podem atingir 5-10% nas regides
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temperadas e 20-30% nas regides tropicais. Nesse cenario, amplia-se a necessidade
de novas pesquisas e tecnologias para o controle destes (DOUGLAS, 2018).
Globalmente, cerca de 20-40% do rendimento das culturas séo perdidos por pragas e
doencas o0s insetos representam uma parcela significativa dessa perda, tanto por
danos diretos quanto indiretos através da transmissédo de doencga vegetal (DUNLAP,
2015). Reduzir o 6nus das pragas das culturas € uma prioridade fundamental, uma
vez que um aumento estimado de 70-100% na producdo mundial de alimentos sera
exigido para 2050 para alimentar a crescente populagcdo humana (MOLINA, 2018).
Existe um crescente consenso que este objetivo deve ser atingido pela intensificagéo
sustentavel, ou seja, aumento da produtividade sem degradacédo ecoldgica, e que
essas mudancas na producdo agricola implicardo no aumento da automacao e

inovacao biotecnolégica (BOREL, 2017).

A producéo agricola brasileira se destaca no cenario mundial, pois ao longo de
seu desenvolvimento sempre esteve associada ao setor econémico do pais (PAZ,
2015). Porém esse crescimento também gerou fontes de alimento para as mais
variadas espécies de insetos e roedores, além das bactérias e fungos que também
atacam. Essas espécies se multiplicaram rapidamente, devido a grande quantidade
de alimentos passando a interferir no bem-estar das pessoas sendo, por iSso
consideradas pragas (BUSBY, 2017).

O Brasil € um dos maiores produtores mundiais de grdos, segundo a
(Companhia Nacional de Abastecimento (CONAB, 2016) com uma producdo de
aproximadamente 196,5 milhdes de toneladas, produzidos anualmente nas safras de
inverno e verdo em uma area estimada em 55,6 milhdes de hectares. As perdas
ocasionadas pelo ataque de pragas aos graos armazenados sao estimadas em cerca
de 10% da producgéo. Considerando-se que a estimativa da producéo brasileira em
2015/2016 foi de aproximadamente 180 milhdes de toneladas (BRASIL,2016), fica
evidente a relevancia destes prejuizos. Ndo apenas no Brasil, mas no mundo todo, a
producéo agricola € reduzida pela ocorréncia de pragas, doencas e plantas daninhas
(RESS, 2004).

O controle de pragas é feito atraves de inseticidas sintéticos, que nem sempre
séo eficazes, além de apresentar toxicidade a mamiferos, causar a selecao de insetos

resistentes, eliminar populacdes de inimigos naturais, deixar residuos nos alimentos



37

e contaminar o meio ambiente (CANEPPELE; SANTAELLA, 2010; PAULIQUEVIS;
FAVERO, 2015).

Um fator chave que contribui para a presenca dos insetos (a classe Insecta)
como praga de colheita é a sua diversidade. Os insetos séo o0 grupo de animais mais
ricos em espécies, onde dois tercos delas (600.000 espécies) sao fitdfagos; ou seja,
eles se alimentam de material vegetal vivo (excluindo o pélen e néctar). Praticamente
todas as espécies de plantas sdo visitadas por pelo menos uma espécie de inseto

fitofagos, e muitas vezes por multiplas espécies (GULLAN, 2007).

2.3.1.3 Sitophilus zeamais Mothschulsky: Gorgulho do milho

De acordo com Gallo (2012) o periodo de incubacédo dura de 3 a 6 dias, e da
fase de ovo até a emergéncia dos adultos sdo 34 dias de desenvolvimento. As fémeas
vivem até 140 dias, colocando 282 ovos em média, durante 104 dias de oviposicao.
ApGs a ecloséo das larvas, alimentam-se no interior dos gréos, construindo taneis a
medida que se desenvolvem até a fase de pupa, permanecendo no interior do gréo.

Os adultos ao sair do grao provocam um grande buraco de emergéncia (Figura 5).

A cadeia de producéo dos alimentos comeca na colheita, distribuicéo e por fim
na comercializacao. Ao longo desses processos, a exposicao de graos a insetos é a
principal razao para a contaminacéao e dispersdo de pragas (BATEY, 2017). Os cereais
sdo um dos principais grupos de alimentos afetados capazes de gerar perdas
financeiras e causar impactos econémicos nas diferentes fases do agronegocio no
mercado mundial (READER, 2015).

De acordo com KAGUCHIA et al. (2018), cerca de 90% da perda pos-colheita
de graos é causada por pragas de insetos. O gorgulho do milho (Sitophilus zeamais
Mothschulsky) destaca-se por ser uma das pragas mais sérias que infestam milho e
trigo (ILEKE et al., 2011). As perdas no peso dos graos podem variar de 20 a 30%,
sendo que até 80% resulta do periodo de secagem, transporte e armazenamento no

campo pré-colheita (ZAIO et al., 2018).

No Brasil, o gorgulho do milho se destaca, como uma das mais importantes
pragas agricolas, devido ao grande nimero de hospedeiros, elevado potencial biético,
capacidade de penetracdo na massa de graos (postura), elevado potencial de

multiplicacéo e infestacao cruzada, ocasionando danos principalmente, aos graos de
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milho, arroz e trigo. (OLIVEIRA, 2017). Para Lorini et al. (2015) seus danos causam
perdas de peso dos grdos e desvalorizacdo comercial, perda no valor nutritivo e
diminuicdo no poder germinativo das sementes, pois as larvas alimentam-se
completamente dentro dos gréos inteiros. Barbosa (2015) descreveu em seus estudos
gue S. zeamais provoca danos significativos uma vez que perfuram os graos sadios
para sua alimentacao e oviposicao possibilitando a instalacdo de patdgenos e pragas
secundarias (Figura 6). Devido a capacidade de promover a inviabilidade da cultura
ou dos graos infectado (proliferacdo rapida) o gorgulho do milho é considerado uma

praga, logo, ha uma preocupagéo com o controle e manejo desse inseto.

Figura 5 - Ciclo de vida do Sitophilus zeamais. A postura dos ovos pela fémea é feita no grao
onde a larva completa o seu desenvolvimento, passa ao estdgio de pupa até a emergéncia do adulto
no seu interior.
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Fonte: WFP (2009)

Atualmente diversos agrotoxicos sdo utilizados através da fumigacdo, que
consiste na aplicagdo de inseticidas apresentados em forma soélida, esse método é
capaz de eliminar todas as fases de desenvolvimento dos insetos, pois age no sistema
respiratério promovendo a eliminagdo dos mesmos, entretanto 0 uso continuo
desenvolve a resisténcia das pragas (diminui a eficicia), prejudica insetos benéficos,
aumenta a toxicidade e poluicdo ambiental, e gera o acimulo de residuos téxicos para

consumo humano levando a preocupacdes com a saude (MOURA, 2018)
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Nesse contexto o uso de métodos mais seguros, baratos e ecologicamente
corretos sdo uma alternativa para o gerenciamento ao ataque dessa praga. O uso de
materiais vegetais, como Oleos e extratos de plantas podem ser uma alternativa de

protecdo os graos dos danos causados pelos insetos (SOUJANYA, 2016).

Figura 6 - Danos em grédos de milho e arroz causados por Sitophilus zeamais.

Fonte: LIANOS (2008).

2.3.1.4 Tetranychus urticae Koch: Acaro rajado

Tetranychus urticae conhecido popularmente como acaro rajado, cujo ciclo de
vida completo dura cerca de 14 dias, apresenta alta capacidade reprodutiva, colocam
até 100 ovos (cerca de 10 por dia), esféricos de coloracdo amarelada. Séo insetos
hemimetébolos, ou seja, sofrem metamorfose entre as fases, quando jovem e adulto,
diferi apenas pelo tamanho. Apresentam trés pares de patas na fase de larva e quatro
nas fases de ninfa. Os adultos podem ser vistos a olho nu e apresentam acentuado
dimorfismo sexual (ISMAIL et al., 2019). Suas fémeas sao de maior tamanho e corpo
mais volumoso, com cerca de 0,46mm de comprimento apresentam no dorso
coloragdo amarelo-esverdeada escura, coberto por longas setas e possui duas
manchas escuras em cada lado, os machos medem, aproximadamente, 0,25mm de
comprimento, tendo a parte posterior do corpo mais afilada (Figura 7). Ap6s a
colonizacdo da planta, a fémea produz teia na parte abaxial das folhas, um
entrelacado de fios de seda que, posteriormente, apresenta caracteristica de uma teia,
onde ocorrera a oviposicao (Figura 8) (BENSOUSSAN et al., 2018).
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Figura 7. Fases de desenvolvimento do Tetranychus urticae (acaro rajado). Ovos: traslicidos, postura
ocorre entre os fios de teia. Larvas: séo incolores e do tamanho do ovo, caracterizando-se por
apresentar trés pares de patas. Protoninfa e deutoninfa: estagio mével e imaturo possui quatro pares
de patas. Fémea adulta: apresenta duas manchas no dorso. O periodo de desenvolvimento de ovo a
adulto pode variar entre 5 e 50 dias, dependendo dos fatores ambientais. Acaros adultos (A) Macho,

(B) fémea.
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Fonte: LA CRUZ (2018).

Para se alimentar, o acaro ataca as folhas e sulga a seiva vegetal, causando o
amarelecimento da folha reduzindo a capacidade fotossintética da planta. Mesmo
preferindo a parte abaxial das folhas, onde produz uma grande quantidade de teia,
causando manchas branco-prateadas, seu dano direto também pode ser evidenciado
com facilidade na face superior da folha, observando-se nesse caso puncturas
clordticas as quais evoluem até o secamendo da folha (SEIFI et al., 2018). As
geracfes seguem umas as outras e o acaro é encontrado em grande numero. A
disseminacdo ocorre pela passagem de uma planta para outra (por contato), por terra
a pequenas distancias, pelo transporte em objetos ou pessoas ou pelo vento
(BADAWY et al., 2018).

Esta espécie € cosmopolita e polifaga, atacando quase 200 hospedeiros
diferentes, dentre eles, plantas selvagens, ornamentais, vegetais e frutos cultivaveis
(OTIENO, 2018). De acordo com Santos et al. (2017), T. urticae pode reduzir tanto a
gualidade como a quantidade de frutas e vegetais produzidos, por isso € considerado
uma das mais importantes pragas agricolas, infestando diversas culturas, como o
algodoeiro (Gossypium hirsutum L.), morangueiro (Fragaria ananassa L.), santonilas

(Santonila chamaecyparisus L.), tomateiro (Solanum lycopersicum L.), feijoeiro
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(Phaseolus vulgaris L.), soja (Glycine max L.), pessegueiro (Prunus persica L.) entre
outras (LOPES et al., 2017). No Brasil, ocorre durante todo o ciclo da cultura do
morangueiro, mais especialmente durante a época de frutificacéo e colheita de frutos,
essa praga pode reduzir a producdo de frutos em até 80%, no ponto maximo de
desenvolvimento da populacdo, pois causam infestacOes intensas nas folhas e
reduzem o crescimento e a produtividade (KARLEC et al., 2017). O acaro rajado,
também é citado como pragas na cultura do milho (Zea mays L.) no Estado da Flérida
(EUA), com perda anual estimada na producédo da ordem de 10 a 20 milhbes de
dolares, mesmo com a adoc¢do de praticas culturais convencionais e uso de acaricidas
(ABDELGALEIL et al., 2019). Classifica-se também como uma das pragas-chave do
mamoeiro Carica papaya infestando a cultura durante todo o ano, durante a infestacéo
h& reducdo da area fotossintética por causa da necrose de tecidos foliares e queda
prematura de folhas, logo seu desenvolvimento e produtividade sdo restringidos e
seus frutos ficam mais expostos ao sol, 0 que compromete a qualidade dos mesmos
(MORO et al., 2012). De acordo com, Cruz et al. (2014), em plantas ornamentais, ha
elevado dano econémico, em cultivos como rosas, crisantemo, gérbera e orquideas,
0s impactos nesses cultivos provocam reducdes na qualidade do produto final (figura
8).

O controle dessa praga agricola global é dificultado pelo seu alto potencial
reprodutivo, pela baixa eficiéncia dos produtos utilizados e principalmente devido a
existéncia de varias populacdes desta espécie resistentes a acaricidas, este fato tem
levado a uma presséo de selecado sobre as populacdes de acaro a varios defensivos,
em diversos paises (RAYMOND et al., 2009). Em trabalhos realizados pelo Instituto
Bioldgico, constatou-se casos da resisténcia de T. urticae a acaricidas como dimetoato
(CRUZ et al., 2012), cihexatin (SANTOS 2016), naled (ALVAREZ, 2016), mevinfos
(SANTOS 2017), e propargito (BARBOSA, 2015). Além disso, altos niveis residuais
de acaricidas produtos agricolas sdo uma ameaca ao meio ambiente e a saude
(PREMALATHA et al., 2018.) Por estas razdes, pesquisas direcionadas a busca de
alternativas eficazes, naturais e por consequéncia ecologicamente corretas, através
do uso de metabolitos secundarios vegetais sédo extrema importancia para lidar com

0 manejo desta praga.
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Figura 8. Sintomas da infestagéo por Tetranychus urticae. (A) formacgéo de teias pelas fémeas para
oviposic¢éo, (B) plantas de morango com grande quantidade de teia em alta infestacéo, (C) ataque ao
milho, fémeas e ovos na folha, (D) sintomas clorose causada por infestacdo do acaro rajado
provocando danos no mamoeiro, folhas amareladas e aclorofiladas, (E) infestagdo em flores
ornamentais.

Fonte: SATO, 1994.

2.4 ESTRATEGIAS VEGETAIS CONTRA O ATAQUE DE PATOGENOS

2.4.1 Defesa vegetal

O sistema de defesa vegetal é multicomponente, atuando de maneira dinamica
e coordenada, no momento e local apropriados (GOODMAN et al., 1986), logo, as
plantas podem atuar de diferentes maneiras quando em contato com patdégenos, a
figura 9 demonstra alguns desses mecanismos: |) diretamente sobre o patégeno,
inibindo seu desenvolvimento; 1l) fortalecendo a parede celular por favorecer a
formacao de ligagbes cruzadas com proteinas estruturais; Ill) peroxidacao de lipideos
da membrana plasmatica, fortalecendo sua integridade devido a redugdo da sua
fluidez; IV) o peroxido de hidrogénio (H202), a espécie reativa de oxigénio mais estavel
€ prontamente transportada através da membrana, pode regular a expressao de

genes requeridos para a ativacéo da resisténcia ou pode formar acido jasménico, um
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mensageiro secundério, a partir da atividade da enzima lipidio hidroperoxidase

presente na membrana plasmatica (DOOKE et al., 1996).

Figura 9 - Componentes envolvidos nos efeitos sobre o patégeno ou sobre a ativacédo de
mecanismos de defesa das plantas.
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Fonte: STANGARLIN (2011).

Essa complexidade funcional, espacial e temporal inicia-se com o0
reconhecimento, pelo hospedeiro, de sinais exdgenos provenientes do patdégeno,
ativando o mecanismo de transducdo desses sinais resultando em extensa
reprogramacgao do metabolismo celular vegetal, envolvendo mudangas na atividade
génica (WALTERS et al., 2007).

Além desses mecanismos, novas medidas de protecdo de plantas sao
desenvolvidas, ou seja, tecnologias voltadas para a agricultura de base agroecologica
um exemplo disso € a inducdo de resisténcia, que é ativacdo de mecanismos de
defesa vegetal para o controle de pragas e doencas. Atualmente, inUmeras pesquisas
se concentram no fenbmeno da especificidade entre o patégeno e o hospedeiro,
fenbmeno de reconhecimento, do papel das fitotoxinas e enzimas microbianas
extracelulares na patogénese e dos fatores bioquimicos de resisténcia, como
compostos fendlicos, fitoalexinas e proteinas relacionadas a patogénese. Um dos
métodos encontrados para obter essa protecao natural, € o uso de 6leos essenciais e

extratos de plantas, uma vez que 0s mesmos possuem compostos secundarios que
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tanto podem ter agdo antimicrobiana direta, como elicitora (acdo inditera), ativando

mecanismos de defesa nas plantas (JOHAL et al., 2015).
2.5 PRODUTOS NATURAIS COMO ALTERNATIVA A AQAO DE FITOPATOGENOS.

Ao longo do tempo, diversos estudos permitiram fazer uma associacdo entre
diferentes espécies medicinais e suas respectivas atividades bioldgicas, a partir da
observacéo, descricéo e investigagao experimental (SORO, 2016). Tais estudos foram
apoiados principalmente nos conhecimentos de botanica, quimica, bioquimica e
farmacologia, contribuindo amplamente para a descoberta de produtos naturais
bioativos (FARNSWORTH, 1994).

Devido a grande biodiversidade, muitas classes de principios ativos tém sido
isoladas a partir de plantas brasileiras (VALLI et al., 2013). Nesse contexto, o Brasil
representa um vasto potencial de descoberta de novos pesticidas naturais (OLIVEIRA
et al., 2013; PROCOPIO et al., 2015). Além disso, ha um grande interesse no estudo
de plantas com potencial biotecnolégico justificado pela crescente necessidade de
desenvolver uma agricultura sustentavel e ao mesmo tempo reduzir os danos
ambientais e a saude humana provocados pela introducdo de compostos quimicos
(agrotoxicos), e dessa forma encontrar alternativas ao uso de produtos sintéticos
prejudiciais (TAIZ, 2012). Para tal, torna-se necessaria a recuperagcdo do
conhecimento que a populacdo detém sobre o uso dos recursos naturais, resgatando
as informacdes que irdo contribuir para a ciéncia contemporanea (VENDRUSCOLO
et al., 2005; LEITAO et al., 2009).

As principais vantagens relacionadas ao uso de produtos de origem natural
para protecao de plantas devem-se ao fato de serem menos toxicos, ter a capacidade
de se degradar facilmente pelo ambiente, serem oriundos de recursos renovaveis e
por possuirem um amplo modo de acdo (UHLENBROCK et al., 2018). Por nédo
apresentarem residuos quimicos, ndo 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 (UHLENBROCK et al., 2019).

Apesar disso, 0 uso de produtos botanicos surge como uma op¢ao de manejo de
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pragas e patdgenos, que associada a outras praticas, pode contribuir para a reducéo
de doses e aplicacfes de produtos quimicos sintéticos (SIAH et al., 2018).

A diversidade de substancias ativas em plantas como os metabdlitos
secundarios, tem motivado o desenvolvimento de pesquisas no intuito de explorar
suas propriedades. O isolamento e a determinacgdo estrutural desses metabdlitos sao
de grande interesse para o desenvolvimento cientifico da prépria quimica de produtos
naturais e contribuem para o avancgo de outras atividades cientificas e tecnologicas no
pais (HASHIDOKO , 2018).

Na literatura tem-se verificado o registro da eficiéncia de substancias naturais,
como os metabdlitos secundarios e 6leos essenciais que frequentemente séo obtidos
de diferentes espécies botanicas e recebem atencdo 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 Lonchocarpus spp. (Leguminosae), a sabadina e outros alcaloides
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, sé@o os herbicidas naturais, como alcaloides
flindersina e N-metil-flindersina, que apresentam acdo semelhante ao herbicida
comercial DCMU (3-(3,4-diclorofenil)-1,1-dimetiluréia) (BURGER et al., 2012)

2.6 BIOTECNOLOGIA E AGRICULTURA

O estabelecimento de uma agricultura sustentavel, que preserve 0 meio
ambiente e proporcione seguranca alimentar futura, € um fator primordial para o
desenvolvimento da humanidade, frente as mudancas climaticas e o declinio das
reservas energéticas nao renovaveis (BOJASE-MOLETA, 2018). Diante das previsdes
de crescimento populacional mundial, existe o desafio de criar métodos avancados e
eficientes para aumentar a producéo de alimentos sem esgotar 0s recursos naturais
(Ash et al., 2018).
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Em 2050, o mundo provavelmente estard vivera sob a influéncia de trés
grandes crises anunciadas: a diminuicdo das reservas de petrdleo, a escassez de
agua potavel e a falta de alimentos para grande parte da populacdo (SOMMERVILLE,
2017). Nesse cenario, a biotecnologia de controle a pragas vegetais, ocupa papel
central na busca de solucdes para atenuar os problemas, atuais e futuros, causados
pelo estilo de vida adotado pelo homem (DEPPA, 2018).

Segundo a Organizacdo das NacgOes Unidas (ONU), estima-se que ha no
mundo mais de 1,2 bilhdes de pessoas sem acesso a agua potavel, representando
cerca de 20% da populagdo mundial (UNESCO, 2015). A agricultura € responsavel
por cerca de 70% do consumo de agua do planeta e o uso descontrolado de pesticidas
e fertilizantes contribui para a contaminacéo da agua de lencdis freaticos e mananciais
subterraneos (Aquastat-FAO, 2014). Para aperfeicoar a eficiéncia do uso da agua na
agricultura, a biotecnologia atua em duas frentes: no desenvolvimento de espécies
tolerantes a seca, diminuindo a irrigacéo intensiva e conservando a agua no solo, e
no melhoramento genético de variedades para resisténcia a pragas e doencas,
reduzindo a necessidade da utilizacdo de produtos quimicos nas lavouras (NAJIMI,
2013). Nesse contexto, a biotecnologia consiste no desenvolvimento e utilizacdo de
um sistema de processos e produtos de interesse econdémico, social e sustentavel
(ROCHA, 2013).

O desenvolvimento de métodos alternativos no controle de fitopatégenos, com
a finalidade de diminuir a dependéncia dos agrotéxicos, contribui para se praticar uma
agricultura que seja mais adequada as novas necessidades globais (TAWFIKE, 2019).
Dentre esses interesses biotecnoldgicos esta a obtencao de metabdlitos secundarios,
oriundos de extratos botanicos e 6leos essenciais, que sdo de grande importancia
para novas descobertas de compostos praguicidas. Tais metabdlitos, cuja producao é
atribuida a varios genes, estao entre os produtos naturais mais importantes utilizados

para inibir o crescimento de diversos fitopatégenos (PAMPHILE, 2017).

De acordo com Conceicao et al. (2018) inumeros trabalhos atestam o potencial
de Oleos e extratos vegetais de forma direta ou indireta induzindo o acumulo de fendis
e fitoalexinas em tecidos vegetais infectados. Estes métodos de controle alternativos
sdo viaveis e desejaveis quando comparados com o controle tradicional,

principalmente por ndo deixarem residuos toxicos, quando aplicados em pré ou pos
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colheita (SUZUKI, 2019). Desta forma, minimiza-se a preocupag¢ao com produtos
contaminados com residuos quimicos toxicos, microbiolégicos ou com outros tipos de

contaminacao.

Outra alternativa simples e efetiva para controle fitossanitario, € a utilizacédo de
cultivares resistentes, esse manejo pode ser aplicado a partir do conhecimento
genético da populacdo do vegetal e do comportamento epidemiolégico do patégeno,
nesse contexto, técnicas moleculares tém permitido o desenvolvimento de novas
estratégias de controle (DIANEZ, et al. 2018).

2.6.1 Metabdlitos como precursores de novas moléculas praguicidas.

Plantas e pragas coexistem ha aproximadamente 350 milhdes de anos e
desenvolveram uma série de relacdes as quais afetam esses organismos em todos
0s niveis, da bioquimica & genética. No entanto, essa relacéo longinqua, fez com que
0 vegetal desenvolvesse estratégias e mecanismos para tentar resistir ou escapar da
acédo de patogenos (ALMEIDA, 2017).

Algumas espécies vegetais acumulam niveis elevados de compostos que
funcionam como defesas bioquimicas, esses processos ocorrem no interior da planta
e em sua maioria demonstram extraordinaria complexidade. Esses procedimentos
constituem, em conjunto o metabolismo vegetal, capaz de permite o crescimento,
desenvolvimento e reproducéo, possibilitando assim a perpetuacao das espécies (FU
et al., 2018).

As plantas produzem uma grande variedade de componentes organicos, que
podem ser classificados em dois grupos de acordo com a via metabdlica responsavel
pela sua sintese (GROENIGEN et al., 2015), metabdlitos primérios e secundérios. Os
metabdlitos primarios sdo compostos por uma série de processos envolvidos na
manutencdo fundamental da sobrevivéncia e do desenvolvimento das plantas, como
armazenamento de energia (PEREIRA, 2016). Envolvem compostos como oS
carboidratos, proteinas, lipidios e acidos nucleicos, e sdo responsaveis por processos
metabdlicos que desempenham uma fungdo essencial (crescimento,
desenvolvimento, manutencdo das células, respiracdo, reproducédo, fotossintese)
(DOMINGO, 2013).
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Segundo Mueller, (2007) esses compostos apresentam distribuicdo universal,

sdo uniformes e conservativos, e estdo associados a todos 0s processos
fotossintéticos que originam a formacao de acidos carboxilicos do ciclo de Krebs,
aminoacidos, carboidratos, acido graxos, proteinas e &acidos nucléicos, todos
envolvidos nos processos vitais da planta. Kabera et al. (2014) referiram que os
metabdlitos primarios possuem funcéo estrutural, plastica e de armazenamento de
energia, além disso sdo os grandes precursores dos metabdlitos secundarios, estes
sédo encontrados principalmente em plantas, fungos e outros microrganismos, mas

também estdo presentes em animais.

Devido a condicdo séssil, as plantas tornam-se mais susceptivel as pressoes
ambientais e situacbes estressantes, inclusive da acdo dos herbivoros, portanto,
utiliza como forma de defesa, estruturas fisicas e composi¢ao quimica (HERNANDEZ,
2018). Nesse contexto os metabdlitos secundarios possuem importante funcao para
a sobrevivéncia, competicdo no ambiente, acao protetora em relacdo aos estresses
abidticos (deficiéncia de nutrientes minerais, temperatura, disponibilidade de agua,
entre outros) e biodticos (ataque de patdgenos, herbivoria, competicdo entre plantas,
atracao de polinizadores); e, apresentam efeitos bioldégicos, com grande importancia

ecoldgica e taxondmica (ZHANG, 2011).

A tabela 1 correlaciona alguns fitoquimicos antimicrobianos que podem ser
divididos em trés grandes classes por meio da observacdo de sua estrutura quimica:
compostos nitrogenados (alcaloides, aminoacidos ndo protéicos e glicosideos
cianogénicos), terpenoides (6leos essenciais, triterpenos, saponinas) e os fendlicos
(ligininas, flavonoides e taninos) (RICKLEFS, 2003). Esses compostos atuam,
sobretudo nos inimigos naturais, predadores e parasitoides, onde na maioria
interferem nas vias metabodlicas ou nos processos fisiolégicos do patégeno (ZHAO,
2016).

Tabela 1. Principais classes de compostos antimicrobianos de plantas.

Classes Subclasse Compostos Mecanismos Ref.
Fendlicos  Fendis Catecol Ruptura de membrana PERES, 1997
simples Epicatequina  Destruigao do TODA, 1992
substrato
Quinonas Hipercina Inativa as enzimas, DUKE,1985

forma moléculas na
parede celular
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Flavonoides  Chrysin Inativa enzimas PERRETT, 1995
Flavonas Rompimento da ROJAS, 1992
parede celular
Abissitona Inativa enzimas TANIGUCHI, 1993
Taninos Ellagitannim Liga-se a proteinas; STERN,1996;
Vincula a adesdes; SCALBERT, 1991,
InibicAo  enzimatica; HASLAM, 1996;
Destruigcao de YOSHIKAWA, 1994;
substrato; ROJAS, 1992
Rompimento parede
celular; Ruptura de
membrana
Cumarinas Varfarina Interacio com DNA KEATING,1997
eucaridtico (atividade
antiviral)
Terpenoides Capsaicina Ruptura de membrana CICHEWICZ, 1996
O. Essencial Berberina Interfere na parede  HOUGHTON, 1994
Alcaloides Piperina celular e/ou DNA

2.6.1.1 Compostos fendlicos

Os compostos fendlicos sdo uma ampla classe de bioativos, resultantes do
metabolismo secundario das plantas em resposta a estresses biéticos e abibticos, tais
como seca, umidade, insetos e plantas hospedeiras (OLIVEIRA et al., 2013). Eles
podem ser definidos como compostos quimicos que possuem como estrutura basica
um anel aromatico com um ou mais substituintes hidroxila, séo classificados com base
no numero de unidades de fenol na molécula, e nesta classe destacam-se 0s
flavonoides e os acidos fendlicos (MOOZ et al., 2012).

Diversos estudos mostram que 0os mesmos, tém varios efeitos positivos na
saude humana (ZHANG et al.,, 2016). Além disso, evidéncias demonstram uma
infinidade de efeitos antimicrobianos contra uma variedade de patdégenos humanos
(REYGAERT, 2014).

antimicrobianas dos compostos fendlicos em fitopatdgenos.

No entanto, menos estudos testaram as atividades

O termo “fendlicos” engloba um grupo superabundante e diversificado de
compostos quimicos, que séo subdivididos de acordo com o niumero de subunidades
de fenol presentes na molécula, classificados entre polifendis e fendis simples
(SCHAFRANSKI, 2019). As principais classes e subclasses de compostos fendlicos

podem ser observadas na Figura 10.
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Figura 10 - Classificagcdo dos compostos fendlicos.
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Fonte: Adaptado de LUTHRIA (2006).

Estdo envolvidos na defesa contra organismos patogénicos, radiacoes
ultravioletas, ferimentos e infec¢cdes (DAIUTO et al., 2014). Apresentam diversas
funcdes de defesa para as plantas, ndo somente contra agentes do meio ambiente
(luz, temperatura e umidade), mas para fatores internos incluindo diferencas
genéticas, nutrientes, hormdnios, contribuindo para a sua sintese (RODRIGUEZ-
CARPENA et al.,, 2011). Desempenham diversas fung¢des, estando envolvidos na
sintese de proteinas, atividades enzimaticas, fotossintese, componentes estruturais,
alelopatia e na captacdo de nutrientes (OLIVEIRA, 2015).

Devido aos potenciais riscos ambientais e a saude causados por pesticidas
qguimicos, o desenvolvimento de pesticidas botanicos tém despertado grande
interesse entre os pesquisadores (YU et al., 2015). Nesse contexto, 0s compostos
fendlicos tém diversas propriedades antimicrobianas contra um amplo espectro de
patégenos de plantas (YANG, et al.,2017) podendo classifica-los como agentes de
biocontrole, além disso, estima-se que o desenvolvimento de técnicas de aplicacao
contribui para o controle a fitopatdbgenos de uma maneira menos nociva para o0 meio
ambiente do que os pesticidas quimicos existentes (YANG; ZHANG, 2019).

Diversos produtos naturais, entre 0s quais 0s 6leos essenciais e extratos de
plantas, ttm mostrado a capacidade de controlar doencas em plantas, devido a sua
atividade antimicrobiana (PEREIRA, 2011). Essa caracteristica ja foi comprovada por
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diversos estudos que favorecem o manejo de uma agricultura sustentavel
(HARBORNE; WILLIAMS, 2000). Alguns produtos comerciais a base de extratos
vegetais apresentam esse potencial, como é o caso do Ecolife, sendo este, um
produto comercial para o controle de Xanthomonas, Erwinia e Pseudomonas. O
mesmo € constituido por &acido ascorbico, citrico, latico, compostos fendlicos,
flavondides e fitoalexinas (ALVES, 2012). S&do fontes de substancias fendlicas as
frutas citricas, frutas vermelhas, legumes, vegetais e outras plantas, constituidas
principalmente de &cidos fendlicos, flavonoides e taninos (WEISSMAN, 2016).

Ocorrem em estruturas multiplas, devido a grande diversidade de combinacdes
gue sucedem na natureza, que podem ser categorizadas em inumeras classes. Entre
os compostos fendlicos (Figurall), existem moléculas simples, como acidos fenélicos
ou estruturas complexas, como taninos hidrolisaveis (HARBORNE et al, 1999).

Diversos pesquisadores tém trabalhado no isolamento, identificagéo,
guantificacdo e utilizacdo dos compostos fendlicos, enfrentando muitos problemas
metodoldgicos, pois, além de englobarem uma gama de substancias sdo, ha maioria
das vezes, de grande polaridade, muito reativos e susceptiveis a acdo de enzimas
(KYNGMI; EBELER, 2008).

Figura 11 - Diferencas em estruturas fendlicas.
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Fonte: Adaptado SOTO et al. (2015)

2.6.1.2 Flavonoides

Esta classe de compostos apresenta uma grande diversidade, com cerca de
8000 identificados (LAMPILA et al., 2018), constituindo o maior grupo de compostos
fendlicos de plantas (NESELLO, 2015). Estdo amplamente distribuidos nas frutas e
nos vegetais, apresentando-se em dois grupos, do primeiro fazem parte o0s
flavonodides (catequina) (Figura 12A), epicatequina e epigalocatequina), flavonois
(caempferol, quercetina e miricetina) e antocianinas (Figura 12B) e ao segundo grupo
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pertencem os acidos fendlicos, hidroxibenzdicos (acido salicilico, galico, elagico,
protocatéico e vanilico) encontrados em morango, uva, laranja, limdo e tangerina, e
hidroxicinamicos (ésteres, acidos caféico, cumarico e fellrico) e estdo presentes em

alimentos como magcé, péra, cereja e damasco (GOUVEA, 2012).

Diversas func¢fes vegetais sao atribuidas aos flavonoides, dentre elas a coloracdo do
aparato polinizador da planta (cor de flores e pétalas); protecdo contra injuria
provocada pela radiagcdo UV; acdo repelente contra animais herbivoros e insetos,
devido a sua natureza toxica; resisténcia a patdgenos; barreiras estruturais e
bioquimicas pré e pos-formadas e efeito alelopatico através da liberacdo de
compostos volateis que podem estimular ou inibir o desenvolvimento de plantas
vizihhas (HARBORNE; WILLIAMS, 2000, ZUANAZZI; MONTANHA, 2003;
ROCKENBACH, 2008). Além de serem utilizados como marcadores taxondmicos,

devida a sua especificidade em algumas espécies (ZUANAZZI, 2000).

Figura 12 - Flavonoides, Estrutura quimica bésica dos grupos mais

encontrados.
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Fonte: OLIVEIRA (2015)

Os flavonoides desempenham grande papel nas barreiras bioquimicas pré-
formadas, essas barreiras atuam contra a invasao de fitopatbgenos podendo ser
sintetizados a partir da presenca do patégeno ou de seus produtos, sendo induzidos
por eliciadores ou inibidores alocados na superficie do microrganismo em interacao
com receptores presentes na planta por meio de fenbmenos de reconhecimento. A
figura 13 representa de forma esquematica 0 mecanismo antimicrobiano desse
composto, onde os genes de alerta sdo ativados, resultando na sintese de novos
compostos e no aumento da atividade enzimatica, importantes para a defesa da
planta, além de, formar barreias estruturais e produzir compostos toxicos, que

resultam no atraso da infecgao.
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Figura 13. Representacdo esquematica dos mecanismos antimicrobianos, onde os pontos castanhos
representam particulas de flavonoides. EX: extrato vegetal; F: fungos; B: bactérias; V: virus; PAL:
fenilalanina amdnia-liase; CAT: catalase; POX: peroxidase; PPO:polifenoloxidase.
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Fonte: Adaptado (YANG; ZHANG, 2019).

Essa caracteristica o classifica com multiplos efeitos biolégicos, como
inseticida, indutor de resisténcia e sinalizador. Nesse contexto, diversos estudos in
vitro utilizando extratos vegetais ricos em flavonoides se destacam por apresentar um
potencial como agentes de biocontrole ou biopreservador, além de ser uma alternativa
como bioproduto promissor e sustentavel. Dawidar et, al. (2015), constataram a
atividade acaricida contra Tetranychus urticae, sendo a quercitina extraida da
Polygonum equisetiforme o flavono6ide mais toxico quando aplicado contra larvas e
adultos dessa praga agricola. Outro inseticida natural, seguro para mamiferos, meio
ambiente e aves, denominado Rotenona (isoflavona), foi extraido e identificado a partir
dos extratos aquosos das folhas e sementes de Leguminosas do género Derris sp.
(PATEL et al., 2015). Os flavonéides, isoglabratefrina, e glabratefrina, de Tephrosia
apollinea, mostraram consideravel atividade antifingica contra Alternaria alternata,
Helminthosporium sp., Colletotrichum acutatum, e Pestalotiopsis sp. sendo tdéxico em
pequenas concentracbes (MARTINO, 2014). Além disso, os extratos de metandlicos
e de acetato de etila das sementes de Abrus precatorius tiveram atividade de controle
consideravel contra Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum, Ralstonia
solanacearum e escabiose de Streptomyces. O trabalho resultou na identificacéo de
dois flavonoides tephroapollin-F, e lanceolatin-A, como principais componentes ativos
de ambos os extratos os quais foram responsavéis pelo efeito bactericida obtido
(AMMAR, et, al. 2013)
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2.6.1.3 Terpenos

Os metabdlitos especiais terpenos originam-se principalmente da via do
acetatomevalonato a partir de uma unidade de isopreno. S&o precursores de quatro
classes hormonais de plantas, as citocininas (CKs), o &cido abscisico (ABA), as
giberelinas (GASs) e os brassinoesteroides (BR) (BALDWINT, 2010). De acordo com
Niero (2012) o maior grupo de metabdlitos secundarios presente no reino vegetal é o
dos terpenoides, dos quais ja foram isolados aproximadamente cerca de 30.000
terpenos, os quais podem ser classificados de acordo com a quantidade de residuos
de isopreno que sua estrutura possui (Tabela 2).

Tabela 2. Classificacdo dos terpenos baseada na quantidade de unidades de
isopreno, com os respectivos exemplos.

Classificacao Bloco de Quantidade Exemplos
isopreno  de carbono

Hemiterpenos 1 5 Isopreno: mondémero empregado na
fabricacéo de borracha,;
Prenol: odor frutado e utilizado na
fabricacédo de perfumes;
Acido isovalérico: aroma caracteristico

de chulé.
Monoterpenos 2 10 Limoneno: aroma de fruta citrica;
a-terpinol: aroma floral/pinho.
Sesquiterpenos 3 15 Farneseno: diesel da cana; produzido

por meio de transformacbes genéticas

em leveduras

Bisabolol: esséncia de camomila.
Diterpenos 4 20 Esteviosideo: Producdo de adocante

natural a base de stevia;

Sclareol: proviniente da séliva — Salvia

sclarea, aroma doce e balsamico, usado

como uma fragrancia em cosméticos e

perfumes e como aromatizante em

alimentos.

Triterpenos 6 30 Esqualeno: encontrado no oleo do
figado de tubarao.

Tetraterpenos 8 40 Carotenoides: pigmento da cenoura;

Zeaxantina: pigmento predominante em
vegetais amarelos.
Politerpenos >8 >40 Latex: borracha natural

Fonte: FELIPE, 2017
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Dessas classes, monos e sesquiterpenos sdo 0s principais constituintes dos
Oleos essenciais e das resinas. Estima-se que existam quase 30.000 terpenos
identificados, sendo 4.000 relativos a triterpenos (VERPOORTE, 2011). Os triterpenos
tém despertado amplo interesse nas pesquisas devido a seu extenso espectro de
atividade biolégica, como antidiabética, antibacteriana, antifangica, antiviral,
antitumoral, antiulcerogénica, anticariogénica, hepatoprotetora, neuroprotetora,

antiparasitica, analgésica, anti-inflamatodria e antioxidante (COLOMA et al., 2011).

Os hemiterpenoides sédo o menor grupo dos terpenos, tendo o isopreno seu
representante mais conhecido é um produto volatil isento nos tecidos
fotossinteticamente ativos (NIINEMETS et al.,, 2012). Os monoterpenoides sao
compostos por duas unidades de isopreno. Possui baixa massa molecular, por isso
costumam ser volateis, sdo constituintes das esséncias volateis e 6leos essenciais,
agindo na atragdo de polinizadores. Hoje em dia s&o conhecidos mais de 1.000
monoterpenoides naturais e alguns tém sido aplicados na producdo de especiarias,
perfumes e fragrancias e nas industrias de alimentos e condimentos e na culinaria,
(MARTIN et al., 2003). Os sesquiterpenos séo hidrocarbonetos, compostos por trés
unidades isopreno, apresentando 0 oxigénio em sua composi¢ao, sendo chamados
de hidrocarbonetos oxigenados. Sdo encontrados em espécies vegetais e insetos

como agentes de defesa e feroménios (LUCKER et al., 2004).

Os diterpenoides sdo importantes horménios vegetais responsaveis pela
expansao dos frutos de muitas espécies vegetais, pela germinacdo de sementes e
pelo alongamento caulinar, incluem um amplo grupo de compostos néo volateis, tendo
extensas atividades diferentes que incluem os hormonios, acidos resinicos e agentes
anticancerigenos (RODRIGUEZ-CONCEPCION & BORONAT, 2002).

Os terpenos de expressao constitutiva se compdem na estratégia de defesa
prévia das plantas contra estresses bidticos e abioticos e se, por um lado, significam
um gasto a mais de energia, por outro, devem ter um significado evolutivo
compensador, favorecendo a selecdo desses tipos de mutantes (figura 14).
Entretanto, a defesa induzida, biologicamente, mais econdmica, para que tenha valor
adaptativo, deve ser extremamente eficiente, desde a rapidez da resposta e

guantidade de metabdlito produzido, até a eficiéncia da molécula de defesa. Com isto,
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ganha em importancia o estudo dos metabdlitos secundérios induzidos pelo sistema
de defesa (MAIRESSE, 2005).

Os triterpendides compdem as resinas, latex, ceras e cuticulas das plantas.
Dentre os triterpenos, estdo uma enorme classe de substancias, os esterodides. Outra
classe importante sdo as saponinas. Nas plantas, as saponinas desempenham um
papel relevante na defesa contra insetos e microorganismos (JOHNSON et al., 2000).
Os politerpendides possuem mais de oito unidades de isopreno, com mais de 40
carbonos na sua estrutura, como polimeros localizados na borracha (McKAY et al.,
2003).

Figura 14 - Estrutura quimica de alguns terpenos.

Sabineno Cedreno Cafestol
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Fonte: VIEGAS JR, 2004.
2.6.1.4 Alcaloides

Os alcaloides sdo substancias de carater alcalino que ocorrem naturalmente,
sobretudo nas angiospermas e sao originados, geralmente, a partir de aminoéacidos.
Basicamente sao constituidos por um atomo de nitrogénio, oriundos dos aminoacidos
e um anel heterociclico. Podem ser classificados em alcaloides verdadeiros formados
pelo atomo de nitrogénio pertencente ao anel heterociclico, por protoalcaloides onde
0 ndo pertence ao anel heterociclico e ou pseudoalcaloides sdo 0s compostos
nitrogenados cujos precursores ndo sdo aminoacidos, mas sim outras substancias
como os terpenos e esterdides (HENRIQUES et al., 2004).
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Porém, segundo Altimar et al (2016), a producéo dos alcaloides ndo deve ser
entendida como sendo especifica para a protecéo das plantas. Isso porque, as plantas
gue ndo produzem teriam sido extintas. Desta forma ha varias hipoteses com relacdo
a funcéo dos alcaloides nos vegetais: os alcaloides seriam produtos de detoxificacéo
de substancias nocivas geradas pelo metabolismo primario, funcionariam como uma
reserva de nitrogénio e atuariam como horménios de crescimento de forma a inibir a
germinacao devido ao seu poder citotoxico. Yang (2010) definiu alcaléide como
substancia organica, de origem natural, ciclica contendo um atomo de nitrogénio em
um estado de oxidacdo negativo e cuja distribuicdo € limitada dentro dos organismos
vivos. Esta definicdo englobaria todos os compostos que foram considerados até o
momento como alcaloides, mas excluiria compostos nitrogenados tais como: aminas
simples, aminoacidos, peptideos, proteinas, &cidos nucléicos, nucleotideos,
porfirinas, vitaminas e compostos nitro e nitroso (PERES, 2017).

Alguns exemplos de alcaloides sédo apresentados na figura 15, onde pode-se
notar que uma caracteristica comum dos alcaloides é a presenca de nitrogénio no anel
carbdnico. Essa estrutura indica que os alcaloides sao derivados de aminoacidos.
Desse modo, a cocaina € um alcalbide tropanico derivado de ornitina. A nicotina é um
alcaléide pirrolidinico derivado de lisina. A morfina € um alcaldide isoquinolinicos
derivado de tirosina. A cafeina é um alcalbide purinico, a qual por sua vez é derivada

de aminoacidos tais como glicina, acido L- aspartico e L-glutamina (SIMOES, 2010).

Figura 15 - Diferentes estruturas de alcaloides,
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Fonte: LIU, 2004

Desde a antiguidade ha referéncia ao uso dessa classe de compostos
(VISOTTO et al., 2015). Além disso, podem ser encontrados em todas as partes do
vegetal, porém ha locais onde ocorre acumulo preferencial, como por exemplo, nos
tecidos em crescimento ativo, células epidérmicas e hipodérmicas, bainhas vasculares

e vasos lactiferos. Vale salientar que o local de estoque dos alcaloides é diferente
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daquele onde é sintetizado, um exemplo disso, a nicotina formada nas raizes das

plantas do tabaco, mas é transcolada para as folhas nas quais € armazenado
(SIMOES et al., 2010).

7

A funcdo dos alcaloides nas plantas ainda € controversa. O que se tem
observado € que plantas ricas em alcaloides sdo evitadas por animais ou insetos em
sua dieta, isto devido a sua toxicidade e/ou o0 seu gosto amargo. Entre alcaloides com
acao farmacolégica destacam-se, os alcaloides tropanicos como a atropina, a
escopolamina, e a hiosciamina, todos com acdo anticolinérgica. Nos alcaloides
inddlicos, citam-se substancias como a reserpina (antihipertensivos), ioimbina
(simpaticolitico), e fisostigmina (colinérgico). Ja os alcaloides pirrolizidinicos tém acédo
de protecéo da planta contra predadores, sendo substancias muito téxicas, agindo de

maneira deletéria principalmente sobre hepatocitos (BETTIOL, 2009).
2.7 OLEOS ESSENCIAIS

Oleos essenciais (OEs), chamados 6leos volateis ou 6leos etéreos, sdo
secrecbes metabdlicas naturais de plantas, cujo papel ainda ndo é totalmente
compreendido pela ciéncia (RUTLEDGE, 2015). Alguns especialistas consideram que
sdo verdadeiros hormdnios vegetais, manifestacfes fluidas do sistema imunolégico
das plantas, no sentido de que contribuem para a remocao de pragas, atraindo, em
vez disso, agentes polinizadores, que sado alguns insetos e passaros (PICKENS,
2011). Caracterizam-se por pequenas estruturas esféricas de cor clara sdo de fato,
filamentos modificados, que se comportam como algumas glandulas secretoras. Séo
responsaveis pela fragrancia de plantas arométicas, além de possuir propriedades
medicinais curativas, como reducao da febre, purificacdo do sangue e alivio da dor
(ALMEIDA, 2017).

Oleos essenciais sdo produtos isolados de plantas ou 6rgdos através de um
processo fisico que possuem uma certa volatilidade (maior ou menor) e um odor
agradavel caracteristico da fonte de onde provém (VIZZOTTO et al., 2010). Séo
constituidos majoritariamente por terpenos ou seus derivados monoterpenos (C10),
sesquiterpenos (C15). Tais substancias constituem-se como um extenso grupo de
moléculas orgéanicas produzidas como metabalitos secundarios - principalmente em

plantas - para evitar injarias promovidas por agentes externos (WINTER, 2012). Dessa
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forma, os terpenos apresentam reconhecida atividade antimicrobiana (SANDHAR et
al., 2011). Além dos terpenos, uma variedade de fenois aromaticos, oxidos, éteres,
alcoois, ésteres, aldeidos e cetonas os quais determinam o aroma e o odor
caracteristico da planta doadora (BUTNARIU et al. 2018).

A caracteristica mais importante dessas misturas, que também d& o valor
econdmico especial, € o cheiro especifico. Esta é a base para seu uso em perfumaria,
cosmeéticos e na industria alimenticia. Muitos Oleos essenciais tém qualidades
terapéuticas especiais, algumas das quais sdo conhecidas e usadas desde a
antiguidade (KLEMENT 2012). A combinac&o complexa de substancias organicas que
formam o 6leo volatil da a sua nota especifica, que depende da espécie, do periodo
de colheita, do clima, bem como da parte da planta da qual é extraido, (GOBBO-
NETO; LOPES, 2007). Embora seu papel no organismo vegetal seja parcialmente
conhecido, os 6leos etéreos tém multiplos usos. Existem mais de 3.000 dleos
essenciais que séo fisica e quimicamente caracterizados, cerca de 150 dos quais sdo
fabricados em escala industrial (SILVA et al., 2010).

2.8 ATIVIDADES BIOLOGICA E MODOS DE ACAO DOS OLEOS ESSENCIAIS

Oléos essenciais sdo conhecidos ao fato dos mesmos apresentarem mdultiplos
modos de acgdo, contra insetos dentre elas, a atividade repelente e anti-alimentar;
inibicdo da respiracdo e muda; reducdo do crescimento e fecundidade; destruicao da
cuticula; e atividade na via octopaminica no sistema nervoso central (ROCKENBACH,
2008). E para microorganismos atuam na estrutura da parede celular do
microrganismo, desnaturando e coagulando proteinas, essa acdo ocorre, devido a
alteracdo a permeabilidade da membrana citoplasmatica devido ao seu carater
lipofilico, interrompendo os processos vitais da célula, como transporte de elétrons,
translocacao de proteinas, fosforilagdo e outras reacdes enzima-dependentes, e tais
acOes resultariam na perda do controle quimiosmotico da célula afetada, destruindo-
a (GNATTA, 2016).

Os OEs apresentam baixa toxicidade a mamiferos e alta a insetos. O seu uso
no controle de insetos-praga ja é bem difundido, sendo aplicados de diferentes
maneiras, e atuando nos insetos por ingestédo, contato e fumigacdo (VARO et al.,
2017), podendo também exercer repeléncia, principalmente contra adultos
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(ROCKENBACH, 2008). Véarios monoterpenos contidos nos OEs sdo neurotoxicos
para os insetos. Patel et al. (2015) descrevem varios tipos de receptores, incluindo os
neuronais (GABA), que sao os sitios de destino dos compostos encontrados nos OEs.
A octopamina é uma amina biogénica multifuncional de origem natural que
desempenha papel chave como neurotransmissora, neuromoduladora e
neurohorménio no sistema de invertebrados (AYALA-ZAVALA et al., 2011), de acordo
com Coutinho et al. (2009) esse metabdlito € um alvo da atividade dos Oleos
essenciais nos insetos, entre os modos de acédo conhecidos sdo mencionados a
inativagdo da mesma, provocando a paralisia do inseto. Aléem disso, caracterizam-se
por ser bons penetrantes, capazes de aumentar sua propria biodisponibilidade, essa
caracteristica facilita a interrupcéo das bicamadas lipidicas das células favorecendo a
inibicdo dos citocromos P450 em insetos, responsaveis para o metabolismo de fase |
de xenobidticos, incluindo inseticidas (CHEN et al., 2011).

O uso de Oleos essenciais como fumigantes no controle de pragas é muito
promissor, ja demonstrado com muitos exemplos de sucesso com varias plantas
(VOLP et al., 2008). Ayala-Zavala et al. (2011) observaram nos OEs de Hymenaea
courbaril que os monoterpenos limoneno e cineole proporcionaram altos indices de
mortalidades 94,9% e 58,3% em Tribolium castaneum H. (Tenebrionidae), bem como
Chen et al. (2011) que constataram a susceptibilidade das pragas de produtos
armazenados Nasutitermes corniger (Termitidae) e Tribolium castaneum
(Tenebrionidae) ao 6leo essencial de lllicium difengpi por via topica. O uso de Oleos
essenciais como agentes fumigante também foi abordado por Volp et al. (2008), onde
observaram que o 6leo de Cupressus sempervirens L. apresentou efeito de 100% de
mortalidade em S. zeamais na concentragao de 1,56 ug/ml apos 96 horas, e o0 6leo de
Eucalyptus saligna Smith mostrou o mesmo efeito com 72 horas. Jiménez et al. (2009)
submeteram adultos de N. corniger ao 6leo de Baccharis salicifolia Pers estimaram
CLso de 0,83 mg/ml, em 24 horas, e também efeito repelente. Pietta et al. (2000)
afirmaram que limoneno e cineole foram mais eficientes, quando aplicados em gréos
de trigo em teste de contato, do que em papel filtro, destacando-se o cineole no
controle de T. castaneum e Rhyzopertha dominica (Fabri).

7

Diante disso, € possivel constatar que a atividade inseticida dos 6leos
essenciais € devida a varios mecanismos que afetam multiplos alvos, alterando de

maneira eficaz a atividade celular e os processos biolégicos de insetos. Muitos 0leos
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essenciais tém propriedades inseticidas e antimicrobianas contendo vasto espectro

de atividade contra diferentes tipos de organismos.
2.9 OS INSETICIDAS DE ORIGEM VEGETAL NO CONTROLE BIOLOGICO

As Angiospermas tém normalmente pelo menos um tipo de composto
secundéario em concentracdes suficientes, para desenvolver a sua préopria defesa
quimica contra o ataque de herbivoros e microrganismos, garantindo sua
sobrevivéncia, essas substancias podem estar presentes em determinadas familias
botanicas e em outras ndo (SANTANA, 2012). Das interacdes entre plantas e animais
mais comuns na natureza, a interacao inseto-planta é a que mais chama a atencéo.
Normalmente esta relacdo beneficiada pelo processo co-evolutivo decorre de uma
série de alteracBes dinamicas reciprocas em ambos os organismos (CARVALHO,
2013).

Ao longo da evolucdo, as plantas ampliaram suas defesas quimicas,
sintetizando metabdlitos secundarios com diversas propriedades, tais funcdes podem
ser utilizadas como estratégia ao manejo de insetos, atuando na repeléncia, inibicao
de oviposicdo, alimentacdo, além de alteragcdes no sistema hormonal, causando
distarbios no desenvolvimento, deformacdes, infertilidade e mortalidade nas diversas
fases dos insetos caracterizando-se como inseticidas botanicos (PINO et al., 2013),

A utilizagdo de inseticidas botanicos € uma técnica utilizada ha séculos, com
mais de 2000 espécies de plantas conhecidas por suas propriedades inseticidas. Em
todas as regibes do mundo, a utilizacdo de plantas com fins medicinais, assim como
inseticidas na agricultura, sdo habitos comuns na cultura popular (ROEL, 2001;
GALLO et al., 2002; VIEGAS JUNIOR, 2003). S&o utilizadas varias partes da planta,
normalmente moida até ser reduzido a pd, ou seus produtos derivados obtidos por
extracdo aquosa ou com solventes organicos, tais como alcool, éter, acetona,
cloroférmio, etc. ou por destilagcdo (WIESBROOK, 2004)

Diversos estudos apontam que tém efeitos profundos no comportamento
alimentar, de oviposicdo e no crescimento dos insetos fitofagos (AGUIAR-MENEZES,
2015). Em geral considera-se que inseticidas atuem sobre os insetos do mesmo modo
como atuam sobre os animais superiores, porém 0s insetos possuem um organismo

menos complexo que os mamiferos; ndo possuem pulmdes, figado e sistema
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cardiovascular; possuem apenas um tipo de nervo bioquimico (ZANDI-SOHANI,
2012).

A classificacdo dos inseticidas de acordo com os sintomas produzidos nos
insetos € dificil de ser obtida. A natureza do inseto, o modo de penetracdo e a
guantidade de inseticida consumido pelo organismo, altera bastante a resposta da
acao inseticida. De um modo geral pode se estabelecer que os inseticidas organicos
sintéticos atuam sobre o sistema nervoso do inseto e 0s sintomas apresentados
obedecem a quatro estégios: excitacdo, convulsdo, paralisia e morte. A maioria dos
inseticidas atuam sobre o sistema nervoso. Tal fato deve-se a uma sensibilidade
especial, pois mesmo com o rompimento temporario do sistema nervoso, 0os danos
sdo irreversiveis (SALEM, 2018).

Algumas substéncias ou compostos podem atuar de véarias formas,
especialmente quando é um complexo que é responsavel pela acdo sobre o inseto
(WIENS, 2015). Recentes estudos tém demonstrado que os metabdlicos secundarios
podem agir como inibidores da alimentacdo de insetos ou de quitina ou perturbadores
do crescimento, desenvolvimento, reproducédo, diapausa e comportamento
(STEENBERGEN, 2018).

No geral, podemos distinguir trés tipos que descrevem o modo de acdo de uma
substancia de origem botanica sobre os insetos (KATHRINA & ANTONIO, 2004):
Acdo toxica, repelente e/ou anti-alimentar: causa a morte do inseto por intoxicacao,
mas, as vezes, sao repelentes (fazem com que os insetos se afastem da planta,
prevenindo a alimentacdo ou oviposicdo na mesma) ou agem como antialimentar
(inibem o inseto a iniciar a alimentacao). A acao toxica dos extratos botanicos provém
da acdo de seus ingredientes ativos no sistema nervoso central dos insetos,
interferindo na transmissdo (sinaptica ou axonica) normal dos impulsos nervosos,
guando sdo denominados de neurotoxicos. Acao sobre 6rgdos ou moléculas-alvo:
podem agir no sistema neuroenddcrino, interferindo nos processos normais de troca
de tegumento (ecdise) e/ou metamorfose, sendo denominados de reguladores de
crescimento, ou podem interferir no metabolismo respiratorio das células, interferindo
na sintese de ATP. A¢do por contato ou ingestédo: As substancias que atuam por
contato, caracterizam-se pelo modo de acdo de um inseticida que age e € absorvido

pela pele (tegumento) do inseto, afetam o sistema nervoso central, alterando toda a
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superficie do corpo do inseto ou pelas vias respiratorias, causando rapidamente a
morte do mesmo. As substancias que atuam por ingestdo, penetram no organismo
por via oral, afetam o sistema de digestao, o sistema de biosintese dos hormdnios da
ecdise ou a formacgdo da camada de quitina da cuticula do inseto. Esta forma de atuar
€ mais especifica porque esta restringida a insetos herbivoros e, portanto, ndo

apresenta toxicidade aos seres humanos.

Dentre as vantagens da aplicacdo de inseticidas botanicos, destaca-se, o fato
de ter (BUSS, 2002; 2004; WIESBROOK, 2004): degradacéo rapida_ possuem baixa
resisténcia e reduzido risco para organismos benéficos nédo alvo, e sdo rapidamente
degradados pela luz solar, ar, além disso, possuem baixo ou henhum poder residual;
acao rapida_ os insetos podem parar de se alimentar imediatamente apds a aplicacao
do inseticida botéanico, todavia a sua morte pode ocorrer em horas ou dias; custo e a
disponibilidade_ podem ser fabricados na propriedade rural a baixo custo. Os produtos
disponiveis no mercado séo poucos disponiveis devido a caréncia de fornecedores
comerciais. A utilizacdo de extratos de plantas como inseticidas traz vantagens,
guando comparada ao uso de produtos sintéticos. Os extratos podem ser produzidos
facilmente pelos agricultores, para serem aplicados em pequenas areas de cultivo,
diminuindo os custos de producdo, tornando seu uso adequado a agricultura
sustentavel e contribuindo para o aprimoramento da qualidade de vida das popula¢cées
envolvidas (YUAN, 2015).

De um modo geral, podem ser reconhecidas duas abordagens quanto a
utilizacdo de plantas/substancias inseticidas. Na primeira, a atividade é reconhecida,
0S compostos sao isolados, identificados e, posteriormente, sintetizados em larga
escala. Nesse processo, ha a possibilidade de alteracbes quimicas em grupos
funcionais responséaveis pela atividade, de forma a acentuar os efeitos desejados ou
diminuir a toxicidade, quando houver. No segundo caso, uma vez identificada a
atividade inseticida em alguma espécie vegetal, sua utilizacdo se da na forma de
extrato vegetal bruto (GEORGES, 2017).

2.10 LEGUMINOSAE

Leguminosae possui distribuicdo Pantropical, ou seja, esta distribuida em todos

0s continentes, exceto da Antartica, circunscreve 727 géneros e cerca de 19.325
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espécies (LPWG 2017), dos quais 222 e 2.835, respectivamente, ocorrem no Brasil,
onde a familia figura como a de maior riqueza entre as Angiospermas (BFG 2015).
Tradicionalmente, esta familia compreendia as subfamilias Caesalpinioideae DC.
Mimosoideae DC. e Papilionoideae L. (LPWG 2013), no entanto, sua circunscri¢ao foi
reformulada a partir dos estudos do LPWG (2017) e passou a incluir seis subfamilias:
Caesalpinioideae, incluindo Mimosoideae (148 espécies e 4.400 géneros),
Cercidoideae (12 e 335); Detarioideae (84 e 760), Dialioideae (17 e 85);
Duparquetioideae com apenas um género e uma especie (Duparquetia orchidacea
Baill.) e Papilionoideae (503 e 14.000), sendo as quatro primeiras e a Ultima com

distribuicdo Pantropical, e a quinta exclusiva da Africa (SOUSA, 2017) .

As Leguminosae sdo reconhecidas por possuir, frutos predominantemente do
tipo legume, gineceu mondémero, folhas alternas, compostas por um a muitos foliolos
e flores 5-meras, bissexuais com androceu diplostémones, uma extraordinaria
diversidade de habitos e aspectos de crescimentos, padrdes de simetria ou assimetria
florais, diversidade de compostos quimicos e capacidade de colonizar distintos,
incluindo hostis ambientes, dado a sua eficiente capacidade de associagdo com
bactérias fixadoras de nitrogénio ou fungos micorrizicos, fatores que em conjunto
possibilitou sua excelente irradiacdo adaptativa e lhe confere o status de terceira maior
familia de Angiospermas (Lewis et al. 2005; LPWG 2013, 2017).

Dentre as familias encontradas na Caatinga, Leguminosae é a mais
representativa com 603 espécies distribuidas em 120 géneros (LIMA et al., 2014).
Compde uma das familias botanicas de maior importancia econémica como recurso
alimentar para o sustento das familias sertanejas que as consomem e as utilizam em
diversas outras atividades (QUEIROZ, 2009). Ha muitas de suas espécies Uteis e
inUmeras delas sédo cultivadas desde a antiguidade devida principalmente ao seu
potencial alimenticio e medicinal, embora existam varias outras utilidades diretas:
forrageira, melifera, ornamental, madeireira, fornecedoras de celulose, 6leos, adubo
verde, carvdo, lenha, resinas, tintas, vernizes e cortica (MIOTTO; LUDTKE;
OLIVEIRA, 2008; MARTINS, 2009; SOUZA;SOUZA, 2011).

Entre 500.000 espécies de plantas superiores na terra, apenas 6% estdo em
uso para atividades biolégicas. A familia Leguminosae é a segunda em importancia

em todo o mundo como alimento (GHAURI, 2018). Destaca-se por conter espécies
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botanicamente importantes com diversas propriedades medicinais (MENSOR et al.,
2001). As espécies dessa familia sdo amplamente submenteidas a triagens para
atividade bioldgica, Izaguirre et al. (2003), associam essa caracteristica a presenca
de metabdlitos secundarios do tipo compostos fendlicos, capazes de contibuir para
acdo antifungica e antimicrobiana. Assim como, atuar como antioxidante, reduzindo
os radicais livres no corpo (PERREIRA, 2019). Alcaloides, terpenoides e esteroides
sdo exemplos de outras classes de substancias na qual ocorrem em muitos
exemplares da familia, corroborando a ideia de que as leguminosas apresentam
diversas propriedades funcionais bioativas (KHALIGHI-SIGAROODI et al. 2012).
Diversos géneros dessa familia se destacam como inseticidas botanicos partir do uso
de extratos e Oleos essenciais, dentre as atividades destaca-se “Antifeedants”,
antioviposicao, repelente, atividade reguladora do crescimento e mortalidade (PIRES,
2017).

2.10.1 Hymenaea courbaril L.

Hymenaea é predominantemente neotropical, com distribuicdo na costa leste
da Africa, onde ocorre apenas uma espécie (Lee & Langenheim 1975; Mackinder
2005). Atualmente, redne 17 espécies (Mackinder 2005; Souza et al., 2014; Ribeiro et
al., 2015), sendo 16 citadas para o Brasil, onde 11 sdo endémicas, ocorrendo em
areas de Caatinga, Cerrado e Mata Atlantica (Flora do Brasil 2020). Além de
importantes ecologicamente, como polinizadores (Gibbs et al., 1999) e dispersores
(Asquith et al., 1999), suas espécies ha muito sdo utilizadas por popula¢cdes humanas
gue exploram sua madeira, resina, casca, folhas e frutos (Langenheim 1969; Lee &
Langenheim 1975; Lewis et al., 2005; Aquino et al. 2007).

Apresenta ampla distribuicdo geogréfica, ocorrendo em diversos dominios
fitogeograficos, Amazonia, Caatinga, Cerrado, Mata Atlantica, Pantanal, Cerrado (lato
sensu), Floresta Ciliar ou Galeria, Floresta de Terra Firme, Floresta Ombrofila
(Floresta Pluvial) e Restingas (RIBEIRO, 2015). Os taxons de Hymenaea podem ser
encontrados desde o sul do México até o Centro-Oeste do Brasil, (Figura 16),
ocorrendo principalmente na Floresta Amazénica e Cerrado (LEE; LANGENHEIM
1975). Queiroz (2009) cita a ocorréncia desta variedade também na Caatinga, no
Nordeste do Brasil. Porém, Pestana (2010) enfatiza que essa variedade € mais

frequente em ecossistemas mais secos tanto norte quanto ao Sul da Bacia
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Amazobnica. Hymenaea courbaril possui grande valor econémico, pois fornece muitos
produtos de grande importancia para a utilizacdo humana. Esta espécie possui um
amplo historico de utilizacdo pelos indigenas da floresta tropical e € popularmente
conhecido como jatoba (LORENZI, 2002), jatob& de porco (LORENZI; MATOS, 2006)
e arvore-copal-do-Brasil (PINTO; MADURO, 2003). Na figura 16, observa-se em
detalhes a morfologia dessa espécie bem como, habito (arvore), folnas compostas,
inflorescéncia em paniculas terminais e frutos em forma de vagens indeiscentes,
duros e pardo-escuros (LORENZI, 2006).

Figura 16 - (A) Ocorréncia natural de Hymenaea courbaril L. (B) suas variedades no Brasil.

Fonte: LIMA, 2015

A madeira é utilizada para construcdes por ser de alta durabilidade (SOUSA,
2016), assim como as sementes utilizadas para o artesanato (DA SILVA, 2017). Ha
também um potencial uso da polpa de frutas na industria alimenticia, pois 0 mesmo
possui endocarpo a base de farinha, podendo ser usada na formulacdo de lanches
extrusados para alcancar sabor palatavel na comida (CARDOSO, 2017). Além disso,
é utilizado para enriquecer alimentos com fibras, tendo em vista os altos niveis de
fibras dietéticas totais (LIMA, 2010). Dentro dos componentes funcionais importantes
presentes na polpa do jatoba estdo as fibras. Eles sdo o principal componente da
polpa, a parte comestivel do fruto (SANO, 2013). Essas fibras sdo importantes para o
organismo humano estimular o crescimento da flora intestinal. Além de serem ricas
em vitamina C, cerca de 120mg em 100g da polpa (GRISI, 2008). A resisténcia

bacteriana aos antibidticos é atualmente um dos problemas de salude publica mais
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relevante a nivel global, dado que apresenta consequéncias clinicas e econémicas
preocupantes, estando associada ao uso inadequado de antibidticos (LOUREIRO, et
al., 2016). A polpa dos frutos do jatoba se mostra como potencial para ser aplicado no
controle da resisténcia microbiana, pois de acordo com Tamayo et al. (2011), a mesma
apresentou atividade inibitéria contra a bactéria Escherichia coli e
Staphylococcus aureus, em concentracdes baixas 0,05mg/ml sendo comparadas a
concentracfes do controle padrao utilizado. Orsi et al. (2012) mostraram que o extrato
metandlico da casca da &rvore de jatoba e polpa da fruta aliviar os sintomas e ter um
efeito de cura em Ulceras, dor gastrointestinal e diarréia. Isto € devido a atividade

antioxidante dos compostos presentes em ambos, como taninos e flavondides.

Com base nos resultados apresentados por Sousa et al. (2013), a-tocoferol, 3-
sitosterol, acido oléico e linoléico sdo as substancias bioativas mais abundantes
encontradas em 0Oleos fixos extraidos da polpa e das sementes de jatoba, as mesmas
apresentaram atividade antimicrobiana sobre bactérias Gram-positivas. Fougére
Danezan et al. (2010) afirmam que o 6leo essencial das cascas e folhas de H.
courbaril, composto por taninos, materiais resinosos e pécticos, amido e acuUcares,
apresenta indicagdo como medicinal, sendo utilizados no tratamento de diarréias,
célicas intestinais, cistite, tosses, bronquite e asma. Além disso, varios estudos
comprovam as atividades, como demonstrado na tabela 3 o que valida sua longa
historia de seu uso medicinal. H. courbaril tem sido usado ndo s6 nas inddstrias
madeireira e alimenticia, mas também na industria farmacéutica, cosmética e

defensivo agricola.

Segundo Gorchov et al. (2014) o extrato aquoso da polpa do jatoba é eficaz
para o alivio dos sintomas de inflamacéo e dor, pois 0 mesmo atua na inibicdo das
atividades das enzimas de peroxidacao dos lipidios ciclooxigenase (COX), as duas
enzimas, COX-1 e COX-2, catalisam um passo limitante na sintese de prostaglandina,

gue esta relacionado a inflamacé&o.

Existe um potencial para o uso do jatoba como defensivo agricola e larvicida
estudo revelam que as resinas foliares extraidas do tronco e os extratos da casca séo
ricos em hidrocarbonetos sesquiterpénicos e em alguns casos, 0s sesquiterpendides
oxigenados, sabe-se que esses terpenos apresentam varias atividades biologicas,

como protecdo contra infecgbes e ataques de insetos (AGAREZ et al.,, 1997).
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Mackinder et al. (2005), avaliaram as fra¢des bioativas do extrato da casca do jatoba,
e as substancias com atividade antimicrobiana (concentracao inibitéria minima = CMI;
concentracdo letal minima =CLM) sobre bactérias fitopatogénicas de importancia
comercial, como Acidovorax avenae e Pseudomonas cattleyae e concluiram que pelo
teste de difusdo em agar modificado houve inibicdo no crescimento das isolados de
A. avennae (CIM = CLM = 0,28% v/v) e P. cattleyae (CIM = 0,28% v/v; CLM = 0,56%

vIv), sendo capaz de inviabiliza-las em 8 horas.

Tabela 3. Atividades biologicas realizados com Hymenaea courbaril L.

Atividades Tecidos da planta Referéncias
Antimicrobianas Folhas BRAGA et al. 2000
Antifungica Folhas e frutos AGUIAR et al. 2010
Antioxidante Folhas, frutos e resina DO ROSARIO et al. 2011
Anti-inflamatoéria Folhas e frutos MENEZES, 2011
Antiplasmaodica Folhas e frutos CECILIO et al. 2012
Larvicida Folhas e frutos MARTINS et al. 2010
Moluscicida Folhas, frutos, cascas BASTOS et al. 2011

As vagens de jatoba possuem sesquiterpenos com atividade larvicida efetiva
(AGUIAR et al., 2010). Estas séo indicagbes sobre o potencial tanto das vagens
guanto da polpa a serem usadas na industria para controlar formigas cortadeiras,
lagartas e patégenos relacionados a culturas agricolas. No entanto, essas folhas
contém terpenos, taninos e glicosideos, o que permite seu uso como fungicida e
repelente contra algumas pragas agricolas, como formigas cortadeiras e lagartas
(SCHWARTZ, 2018).

Aguiar et al. (2010) testaram o 6leo essencial de frutos verdes contra larvas de
Aedes aegypti e apresentaram valores de concentracao letal CLso de 28,4 + 0,3 pg/mL
representando uma contribuicdo para o controle do mosquito e foram identificados e
isolados o &cido diterpenos zanzibarico e 0 sesquiterpeno cariolano-1,9B-diol.
Stubblebine, et al (1977) testaram a resina foliar de Hymenaea courbaril como defesa
contra a herbivoria da lagarta da beterraba (Spodoptera exigua Hibn), constataram

gue as mesmas atuam como toxinas, inibidores da digestdo impedindo a acéo de
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herbivoros, os resultados sugerem que essa atividade se deve as propriedades

toxicas encontradas na resina.

Figura 17. Aspectos gerais de Hymenaea courbaril L. var. courbaril (A) Habito da planta (arvore), (B)
Folhas alternas, compostas e coriaceas, com dois foliolos (C) Flores brancas, hermafroditas e
pentameras. (D) Frutos verdes tipo vagem lenhosa com resina e (E) Fruto maduro com sementes.

Fonte: Compilacdo do autor
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2.10.2 Anadenanthera colubrina (Vellozo) Brenan

E popularmente conhecida como angico, angico vermelho, angico branco e
curupay, ocorrem no Norte da Argentina, Bolivia, Brasil, Paraguai e Peru (PIETTA,
2000). Possui a maior abrangéncia geografica do género, ocorrendo desde o sul da
Bolivia até o norte da Argentina (MORIM, 2016). No Brasil (Figura 18) sua distribuicdo
geografica encontra-se no Norte, Nordeste, Centro-Oeste, Sudeste e Sul, estando
presente nos dominios fitogeograficos Caatinga, Cerrado e Mata Atlantica. E uma
arvore comumente utilizada na arborizacdo de ambientes, construcdo, energia,
fabricacdo de moveis e artefatos (CARVALHO, 2002; MATTOS; SEITZ, 2005;
MONTEIRO et al., 2006), e também muito empregada na confec¢do de tacos, ripas,
lenha e carvdo de boa qualidade (SILVA, 2014).

Figura 18 - (A) Ocorréncia natural de Anadenanthera colubrina no Brasil. (B) suas variedades no
Brasil.

Fonte: MORIM, 2016.

Possui caule reto ou tortuoso com até 13 m de comprimento, casca interna
fibrosa, marrom-clara e levemente avermelhada, folhas compostas com foliolo linear,
flores diminutas, de coloracdo branca arredondada e estdo agrupadas em
inflorescéncias terminais globosas, exalando leve aroma quando abertas, frutos
alongados do tipo vagem podendo chegar até 32 cm de comprimento na cor marrom
escura quando maduros (Figura 19) (LORENZI, 2006). E considerada uma planta de
potencial terapéutico, mas ainda pouco explorada do ponto de vista farmacolodgico,
reconhecida pela medicina popular e muito empregada no tratamento de gripe, asma,
bronquite, tosse, anemia, difteria, gastrite e disturbios inflamatérios (COUTINHO;
MUZITANO; COSTA, 2009). Estudos recentes demonstraram que A. colubrina possui

promissoras propriedades terapéuticas, como antifungicos, antisséptico, cicatrizante
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anti-inflamatérias e antinociceptivas, sendo os dois ultimos confirmados em modelo
animal (WEBER, et al., 2011; SILVA, 2019).

Figura 19. Aspectos gerais de A. colubrina; (A) arvore semicaducifélia, com copa bastante ramificada,
(B) Casca levemente avermelhada, (C) Folhas compostas, (D) Flores agrupadas em inflorescéncias
terminais globosas, (E) Frutos alongados do tipo vagem.

Fonte: Compilacdo do autor
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O extrato da A.colubrina € caracterizado pela presenca de componentes
bioativos, representados principalmente por compostos fendlicos (ARAUJO et al.,
2017; MOTA et al., 2017). Esses compostos possuem comprovada atividade
antimicrobiana contra diversas espécies de bactérias e fungos (SILVA et al., 2013;
ARAUJO et al., 2017), atividade antioxidante (ARAUJO, et al., 2017), expressiva
atividade anticandida e antibiofilme (LIMA, 2018), e atividade inseticida (GUTIERREZ-
LUGO et al., 2004). De acordo com Suchal et al., 2016 o angico também demontra
um potencial de acdo antitumoral, através da reducdo de espécies reativas de
oxigénnio (ROS), além disso se investigou o efeito citostatico insepecifico do extrato
da casca de A. colubrina sobre diversas linhagnes de células tumorais (LIMA et al.,
2014).
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Aims
Evaluate the antibacterial activity of the organic extracts and semi-purified of
leaves of Anadenanthera colubrina var. cebil and Hymenaea courbaril var. courbaril,

collected in the Catimbau Valley National Park.

Methods and Results

Extracts from leaf 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 standards of terpenes, flavonoids, 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 concentration (MBC). It was used six pathogenic phytobacteria:
Acidovorax citrulli, Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum, Ralstonia
solanacearum, Xanthomonas campestris pv. campestris, X. campestris pv.
malvacearum and X. campestris pv. viticola economically important phytopathogens.
All organic extracts were active against all evaluated bacteria. The EA extract showed
MIC values ranging from 0.78 - 3.12 mg/ mL* and MBC ranging from 1.56 to 6.25
mg/mL-! for A. colubrina var. cebil, and for H. courbaril var. courbaril the same organic
extract presented MIC values (0.78 - 3.12 mg/mL) and MBC (0.78 to 6.25 mg/mL™?)
compared to other extracts for the bacteria tested. EA extracts were followed for HPLC
analysis because of the higher content of phenolic compounds visualized. The semi-
purified fractions showed MIC and MBC 0.5 mg/mL* for X. campestris pv. campestris
and A. citrulli and MIC and MBC 0.5 mg/mL* for X. campestris pv. campestris, and X.
campestris pv. malvacearum thus allowing antimicrobial activity and can be used as a

natural bactericide.
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Conclusion

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

against phytopathogenic microorganisms of agricultural importance.

Keywords: Anadenanthera colubrina; Hymenaea courbaril; Phenolic compounds;

Flavonoid.
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1. INTRODUCTION

Population growth imposes the need for increased food production, which
depends on good cropping practices and pest control, pre and post harvest. The pests
cause significant damages to the crops, requiring the use of control agents, mostly
chemically synthesized (LIMA, 2018). Most conventional pesticides are considered
highly toxic including damage to environmental and human components. Due to the
negative impacts of these substances, strategies and control alternatives associated
to biotechnology are employed, among them the extraction, isolation and application
of bioactive compounds, derived from secondary plant metabolites, stands out as

promising with the potential to serve a biocontrol (SUBBANNA et al., 2019).

Brazil has a wide biodiversity, covering approximately 22% of the world's
species in its territory, where most native plants remain scientifically unknown in terms
of chemical composition and biological activity (LAZARINI et al., 2018). Phytochemical
screening is fundamental for the characterization of its properties, as well as the

knowledge of its potential (ADAM, et al., 2018).

Among these ecosystems, the Caatinga domain, located in the northeast of
Brazil marked by a long drought season, has been widely used by the population due
to its medicinal properties and insecticides (PIRES, 2017). This vegetation is seen as
a source of bioactive molecules. In addition, the bioactive characteristics of the plants
are related to seasonality, water availability, ultraviolet radiation, temperature and
altitude, and are fundamental for the synthesis of secondary metabolites responsible

for plant bioactivity (FERNANDES et al., 2018).

Many species are known and used in folk medicine and for manufacturing

handicraft products, including Anadenanthera colubrina var. cebil (Griseb.) Altschul
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and Hymenaea. courbaril var. courbaril L. both belonging to the family Leguminosae
classified as dominant in this domain, however little is known about its

antifitopathogenic potentials.

Therefore, the objective of this study was to investigate the efficacy of different
organic extracts of A. colubrina var. cebil and H. courbaril var. courbaril against
phytopathogenic bacteria, in addition to identifying the class of bioactive compounds

of these plant extracts.

2. MATERIALS AND METHODS
2.1 Collection of plant materials

Leaves of Anadenanthera colubrina var. cebil and Hymenaea courbaril var.
courbaril free from diseases, were collected at Catimbau National Park, Northeastern
of Brazil. Two voucher specimens were 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

Leaves of both species 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. Yield was

calculated using the formula: Extract yield= (% extract x total dry mass of leaves)/100.

2.3 Phytochemical screening
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The organic extracts were evaluated by the presence of important secondary
metabolites, the analyzes were performed by Thin Layer Chromatography using a
silica gel plate (Merck), using several mobile phases and specific standards, among
them alkaloids, coumarins, anthracene derivatives, cinnamic acid derivatives,
flavonoids, hydrolysable tannins, catechin tannins, triterpenoids and reducing sugars,

as described in Table 1.

Table. 1 Chromatographic and revealing systems used for the phytochemical
screening of the leaves extracts of Anadenanthera colubrina var. cebil and

Hymenaea. courbaril var. courbaril.

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
Catechin tannins A-A-A-A Varllhr.]a (Robertson et al., 1957)
Cloridrica
. : Lierbermann-
- 0
Triterpenoids T-A (10%) Burchard (Harborne 1998)
Reducing sugars A-B-T TTZ (Russell 1982)

A-A-A-A — ACOEt-OHCOOH-AcOH-H20 (100:11:11:26), T-E-A — Toluene-Et20 (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 — (Me2CO-n-BuOH-Phosphate Buffer pH 5,0)
(5:4:1), B-A-A (n-BUOH-H20-AcOH) (4:5:1), A-A-A (AcOH-MeOH-H20) (100:13,5:10),

NEU - (1% difenilboriloxietilamina solution MeOH), UV - 365 nm, TTZ -
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Triphenyltetrazolium chloride (4% in MeOH), Dragendorff — According Munier and

Machebolerf (Munier and Macheboeuf 1951).

2.4 Test microorganisms

The organic extracts were tested against six bacteria phytopatogens,
Acidovorax citrulli (1.12), Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum (31),
Ralstonia solanacearum (CM10R22), Xanthomonas campestris pv. campestris (53),
X. campestris pv. malvacearum (11.2.1) and X. campestris pv. viticola (137) were
obtained by the Culture Collection of the Phytobacteriology Laboratory of the
Agronomic Department of the Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE),
Brazil. Were grown in nutrient yeast dextrose agar 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.

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
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 extract and 0.5 mg/mL for
semi purified. Finally, 15 uL of the inoculum (OD600 = 0.15+ 0.05) was placed in the
microplates and then incubated at 30C° for 24h. After incubate period 10uL of the

solution from each inhibited well was collected and transferred to NYD-agar plates and
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re-incubated as described above to check for bacterial growth. 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 aqueous solution (10%) was used as negative

control. Each assay in this experiment was replicated three times.

2.6. Column chromatography

Preliminary tests antibacterial Were Performed for each extract, the best was
selected for further investigations. With this, the fractionation was Performed by
Sephadex LH-20 column adsorption chromatography, consisting of a vertical glass
column of 60cm in diameter and 2.5cm (Strumeyer and Malin, 1975). The process was
carried out at room temperature under atmospheric pressure, 1.5g of the portion of the
active extract of Both species, previously solubilized in methanol, Were iseridos and
eluted with the mobile phase (100% methanol). Seventy fractions (7 ml each) were
obtained which were analyzed by thin layer chromatography (TLC), grouped into six
fractions Were end (Fr-1, Fr.8, Fr.9, Fr.13, Fr.15, Fr.27). The semi purified Were tested

asin 2.5.

2.7. Analysis by high performance liquid chromatography (HPLC)

EAAcc and EAHcc extracts were analysed Column chromatography 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 were water (A) e acetonitrila (B) (LiChrosolv®,Merck)

and temperature was 30°C for 30min.
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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 varied 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).

The extracts were compared to commercial standards following a linear gradient
from 92% (A) to 65% (A), between 15 min, with flow of 2.4 mL / min and working
chromatogram of 256 nm. The compounds identified had retention time and ultraviolet
(UV), spectrum which were compared with references such as gallic acid, p-coumaric
acid, caffeic acid, catechin, trans-ferulic acid, quercetin 33-D-glucoside, chlorogenic

acid, quercetin, rutin and ellagic acid.

3. RESULTS

After extraction, 21.97% yield for Acc and 27.18% for Hcc of the initial dry mass
were obtained in total. The methanolic and chloroform extracts had the highest and
lowest yields, respectively, for both species (Table 2). The organic extracts were
evaluated for the presence of important secondary metabolites, using various mobile
phases and specific standards. Phytochemical screening (Table 3) showed that all
extracts tested contained flavonoids and reducing sugars. Catechin tannins are absent
only in CF extracts. The triterpenes were detected in extracts CHX, CF and EA for both
species. The presence of coumarins was only detected in the CHX extract for Angico

and Jatoba.
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Table. 2 Production organic extracts of Anadenanthera colubrina var. cebil (Acc) and

Hymenaea courbaril var. courbaril (Hcc).

Production (%)
Organic extracts

Acc Hcc

Cyclohexane 4.57 5.62
Chloroform 1.46 4.7
Ethyl Acetate 7.14 7.6
Methanol 8.80 9.26

Table 3: Phytochemical screening of Anadenanthera colubrina var. cebil (Acc) and

Hymenaea. courbaril var. courbaril (Hcc) extracts harvest at Catimbau Nacional Park.

Extracts
Cyclohexane Chloroform Ethyl Acetate Methanol
Class of compounds
Acc Hcc Acc Hcc Acc Hcc Acc Hcc
Alkaloids - — - - — — — —
Coumarins + + - - - - - -
Antracenic derivatives - — — - - - - -
Derivatives of cinnamic acid - — — - - - - -
Flavonoids + + + + + + + +
Hydrolysable tannins - — - - - - - -
Catechin tannins + — — — + + + +
Triterpenoids + + + + + + — +

Reducing sugars + + - - + + + +
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The antimicrobial activity of the organic extracts of leaves of Acc and Hcc is
shown in Table 4. In general, all leaf extracts exhibited broad spectrum antimicrobial
activity, since they inhibited all tested bacteria. Cyclohexane extracts (CHX — A.citrulli
and Hcc) showed significant MIC values ranging from 1.56 to 3.12 mg/mL* and MBC
1.56 to 6.25 mg/mL-* for the Xanthomonas group. The CHX Acc extract was shown to
be effective against all species. Among the bacteria tested, A.citrulli and R.
solanacearum showed equal MBC values for chloroform (CF) extracts, with X.
campestris pv. campestris and X. campestris pv. malvacearum being the best results
for the extracts of H. courbaril. For the extracts of ethyl acetate (EA - Acc and Hcc), all
bacteria showed sensitivity, with lower values in relation to the MIC (0.78 - 3.12 mg/mL"
1) and MBC (1.56 to 3.12 mg/mL?) and X. campestris pv. campestris the most
significant mortality values. There were no significant differences between the results
for methanolic extracts (MET - Acc and Hcc), mainly for A. citrulli, R. solanacearum
and X. campestris campestris. All the phytopathogens tested showed sensitivity to the
extracts of both species. DMSO did not affect bacterial growth at the highest

concentration tested.

The identification of each compound through HPLC with UV spectrophotometry
was based on a combination of retention time and spectral matching since the
compounds absorb in the ultraviolet (UV) region. The extracts EAAcc and EAHcc were

subjected to this technique and 41 and 32 compounds were visualized, respectively.

In the EAAcc (Fig. 1), four compounds were identified: peak 9 (Rt = 6.44min),
peak 18 (Rf = 10 min), peak 21 (Rf = 10.9 min) and peak 34 (Rf = 15 min). Already in
EAHcc (Fig. 2) six compounds were identified after the comparison: peak 3 (Rt = 4.18
min), peak 4 (Rt = 4.42 min), peak 7 (Rt = 7.57 min), peak 8 (Rt = 7.98 min), peak 11

(Rt=28.35min), peak 23 (Rt = 14.7 min). This were grouped into two classes of phenolic
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compounds: (i) phenolic acids: Chlorogenic acids, Acid coumaric and (ii) flavonoids:

Catechin, Rutin, Ellagic acid and Quercetin.

After the assays with the extracts, the six semi-purified fractions originating from
the chromatographic fractionation of the column were analyzed. The semi-purified,
denominated three, of extract EAAcc was tested and considered more efficient due to
better results against bacteria A. citrulli and X. campestris pv. campestris, with MIC
and MBC (0.5 mg/mL™) results for both bacteria (Table 5). However in the semi-
purified, of extract ethyl acetate of Hcc the antimicrobial activity test for were positive
for X. campestris pv. campestris and X. campestris pv. malvacearum, the fraction being

six the best activity (Table 6).
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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 (Acc) and Hymenaea. courbaril var. courbaril (Hcc) against selected plant pathogenic

bacterial.
. . Xanthomonas Xanthomonas Xanthomonas
, N Pectobacterium Ralstonia . . .
Acidovorax citrulli campestris pv. campestris pv. campestris pv.
carotovorum solanacearum . -
Extracts campestris malvacearum viticola
Acc Hcc Acc Hcc Acc Hcc Acc Hcc Acc Hcc Acc Hcc
MIC 3.12 6.25 3.12 12.5 1.56 6.25 1.56 3.12 156 3.12 156 3.12
CHX
MBC  3.12 6.25 6.25 25 1.56 12.5 1.56 6.25 156 6.25 1.56 6.25
MIC 6.25 3.12 6.25 6.25 1.56 1.56 12.5 1.56 3.12 312 3.12 3.12
CF
MBC  6.25 6.25 12.5 12.5 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 1.56 156 3.12 3.12 3.12
MIC 1.56 1.56 6.25 6.25 1.56 3.12 1.56 1.56 156 3.12 3.12 12.5
MET
MBC  3.12 3.12 12.5 6.25 3.12 3.12 3.12 3.12 156 6.25 6.25 12.5
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

CH - cyclohexane; CF — chloroform; EA - etyl acetate; MET — methanol.
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Figure 1. HPLC-UV chromatograms from ethyl acetate extract of Anadenanthera colubrina var. cebil. 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).
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Figure 2. HPLC-UV chromatograms from ethyl acetate extract of Hymenaea courbaril var. courbaril. Detection at 254 nm. UV

spectra analysis of the main peaks. Peak 3: Chlorogenic acids; peak 4: Catechin; peak 7: Acid coumaric; peak 8: Rutin; peak

11: Ellagic acid; peak 22: Quercetin (UV 190- 400nm).
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Table 5: Antibacterial activity, Minimum inhibitory concentrations (MIC) and minimum
bactericidal concentration (MBC) of fractions semi purified the column chromatography of
EAAcc (Anadenanthera colubrina var. cebil) extract against selected plant pathogenic

bacterial.

Acidovorax Xanthomonas
Extracts (EAAcc) citrulli campestris pv.
campestris
MIC >0.5 >0.5
Semi purified 1
MBC >0.5 >0.5
MIC >0.5 >0.5
Semi purified 2
MBC >0.5 >0.5
MIC 0.5 0.5
Semi purified 3
MBC 0.5 0.5
MIC >0.5 >0.5
Semi purified 4
MBC >0.5 >0.5
MIC >0.5 >0.5
Semi purified 5
MBC >0.5 >0.5
MIC >0.5 >0.5

Semi purified 6
MBC >0.5 >0.5
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Table 6: Antibacterial activity, Minimum inhibitory concentrations (MIC) and minimum
bactericidal concentration (MBC) of fractions semi purified the column chromatography of
EAHcc (Hymenaea courbaril var. courbaril) extract against selected plant pathogenic

bacterial.

Extracts (EAHcC) Xanthompnas Xanthompnas
campestris pv. campestris pv.
campestris malvacearum
MIC >0.5 >0.5
Semi purified 1
MBC >0.5 >0.5
MIC >0.5 >0.5
Semi purified 2
MBC >0.5 >0.5
MIC >0.5 >0.5
Semi purified 3
MBC >0.5 >0.5
MIC >0.5 >0.5
Semi purified 4
MBC >0.5 >0.5
MIC >0.5 >0.5
Semi purified 5
MBC >0.5 >0.5
MIC 0.5 0.5

Semi purified 6
MBC 0.5 0.5
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4. DISCUSSION

Although most studies in the field of biocompounds investigations are directed
towards clinical use of secondary metabolites because of their biological activities,
many of them are applicable in agriculture (Zhang et al., 2016). The agrochemical
industry has been investing in the discovery of bioactive natural products for the control
of pests and plant diseases due to the biodegradability and low toxicity of this type of

substance (Nour et al., 2018).

It is known that angico and jatoba leaves present in their composition important
compounds in the defense of plants and pathogenic microorganisms such as bacteria
(Aradjo et al.,, 2014) . Several authors have reported that the antimicrobial and
insecticidal activity is related to the presence of chemical substances such as tannins,
alkaloids, saponins and terpenes, produced by these plants (Bylka et al., 2004, Kuete

etal.).

Among the bioactive molecules the flavonoids, derived from plants receive
considerable interest due to their antioxidant potential and antimicrobial properties (Xie
et al., 2015). In this study, it was observed in all the extracts of both species, the
presence of this compound that in turn, may have a great potential to fight
phytopathogenic microorganisms. Fascella et al. (2019) suggested that phenolic
compounds are frequently extracted in large quantities in polar solvents and the higher
molecular weight flavonols in plant materials are better extracted in methanol, however

for the species studied there was the presence of flavonoids in any eluotropic series.
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Among flavonoids, catechin, rutin and Ellagic acid were detected. These
compounds are known for their high antioxidant activity and ability to eliminate free
radicals (Panaite, et al., 2019), data on the potential of these compounds in
phytopathogens are scarce, however probably there is participation of these

metabolites for the phytopathogenic activity.

The results obtained suggest that the phytochemical extracts have a broad
spectrum of activity against phytopathogenic bacteria, quercetin, the compound found
in the two species studied, according to Ziani et al. (2018) can act as antibiotics due to
their ability to act with extracellular and soluble proteins and may act on the bacterial
cell wall, often leading to its inactivation and loss of function. Many research papers

identify this structure as having antibacterial activity (Wink, 2015).

In this context, among the plants studied, the ethyl acetate extract presented
better activity, revealing the lower MIC values. This activity may be due to the presence
of polar compounds present in the extract, since it had a high content of phenolic

compounds in photochemical screening.

In previous studies with extracts of leaves and fruits of A. colubrina var. cebil
was observed antimicrobial activity against Alternaria alternata (Person et al., 2012),
clinical isolates of Staphylococcus aureus (Baker et al., 2016), multiresistant strains of
S. aureus and E. coli (Smith 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 (Araujo et al, 2014; Lima et al., 2014.). For H. courbaril var. courbaril, the leaf

extract presented antimicrobial activity against Proteus mirabilis and S. aureus isolates
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(Gongalves et al., 2005), strains of E. coli (Fernandes et al., 2005) and inhibition of

strains of Pseudomonas aeruginosa (Garcia et al., 2011).

From these results, it can be suggested that the antimicrobial activity against
phytopathogens from leaf extracts of A. colubrina var. cebil and H.courbaril var.
courbaril, can be attributed to the presence of flavonoids, which have been known to
have a strong microbicidal capacity, it is worth noting that this is the first record of this
activity for these plant species, thus, gives suggested the fractionation and

identification gives semi-purified fractions studied in the present research.

The present study highlights the importance of natural products in the discovery
of novel bioactive compounds that can be successfully used as plant-based biocides

after in vivo validation studies.

5. CONCLUSIONS

The extracts activity of A. colubrina var. cebil and H.courbaril var. courbaril,
against phytopathogenic bacteria were confirmed and can be attributed the presence
of flavonoids, in this case responsible for the increase of antimicrobial activity. Its
extracts and semi-purified can be considered natural bactericide against several

phytopathogens of economic importance.
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4 CONCLUSAO

De acordo com o presente estudo, 0s extratos ciclohexanico e acetato de etila
das folhas apresentam resultados promissores, 0 que instigam a realizacdo de novos
estudos com esta espécie vegetal para a determinagéo de substancias presentes no
extrato, as quais contribuem para a atividade biologica. Afim de entender seu
mecanismo de acao e avaliar através de outros ensaios sua toxicidade, visando uma

possivel aplicacao farmacéutica.
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ABSTRACT
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The insecticidal properties of essential oils are generally recognized over the
centuries and have been confirmed scientifically in recent decades. Such products
can be used in agriculture as an alternative for pest control. The objective of this
work was to evaluate the phytochemical composition of the essential oil of
Hymeneae coubaril var. courbaril and its effects the acaricide and insecticide. The
essential oil derived from the leaves of Hymenaea courbaril L. var. courbaril was
obtained by steam drag hydrodistillation and phytochemically characterized by gas
chromatography/mass spectrometry: its acaricide and insecticide potential were
evaluated against Tetranychus urticae and Sitophilus zeamais, respectively, plagues
occurring in a wide variety of economically important crops throughout the world.
After GC/MS analysis, 36 compounds were identified, being 46.42% of
monoterpenes and 51.41% of sesquiterpenes. The insecticidal bioassays evaluated
the interference of the essential oil in the nutritional physiology of the corn weevil
and in the fumigation process of the mite. Assays indicated that the essential oil
caused a significant mortality, promoting physiological damage to S. zeamais. The
LCsp value for T. urticae was 35.57 uL.mL" of air: in addition, it was also observed
that the oviposition was negatively affected by the essential oil. The essential oil of
H. courbaril demonstrated to be a potential control for pests affecting metabolism
and reproduction of both tested plague species.

Keywords: Jatobd, Sitophilus zeamais, Tetranychus urticae, opposition, mortality.

RESUMO

As propriedades inseticidas dos o6leos essenciais sdo geralmente reconhecidas ao
longo dos séculos e confirmadas cientificamente nas dltimas décadas. Tais produtos
podem ser usados na agricultura como uma alternativa para o controle de pragas. O
objetivo deste trabalho foi avaliar e identificar a composi¢do fitoquimica do dleo
essencial de Hymeneae coubaril var. courbaril e os efeitos acaricida e inseticida. O
Gleo essencial derivado das folhas de Hymenaea courbaril L. var. courbaril foi
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obtido por hidrodestilagio com arraste 4 vapor e caraclerizado fitoquimicamente
por cromatografia gasosa/espectrometria de massa; seu potencial acaricida e
inseticida foi avaliado contra Tetranychus urticae e Sitophilus zeamais,
respectivamente, pragas que ocorrem em uma ampla variedade de culturas
economicamente importantes em todo o mundo. Apos a andlise por CG/EM. foram
identificados 36 compostos, sendo 4642% dos monoterpenos e 51,41% dos
sesquiterpenos. Os bioensaios inseticidas avaliaram a interferéncia do oleo
essencial na fisiologia nutricional do gorgulho e no processo de fumigacio do
dcaro. Os ensaios indicaram que o dleo essencial causou uma mortalidade
significativa, promovendo danos fisiol6gicos ao S. zeamais. O valor de CLsq para T.
urticae foi de 35,57 pl.mL' de ar; além disso, também foi observado que a
oviposi¢io foi afetada negativamente pelo dleo essencial. O dleo essencial de H.
courbaril demonstrou ser um potencial controle de pragas por afetar o metabolismo
¢ a reproducdo de ambas as espécies de praga testadas.

Palavras-Chave: Jatobd, Sitophilus zeamais, Tetranychus urticae, oviposicio,

mortalidade.

Introducao

O dcaro rajado (Tetranychus urticae
Koch) e o gorgulho de milho (Sitephilus zeamais
Motschulsky) sdo considerados pragas artropodes
economicamente importantes no mundo, pois
causam perdas no campo e no armazenamento dos
grios (Arena et al., 2017; Pavela et al., 2016). O
dcaro-rajado se alimenta da seiva, i1sso causa o
aparecimento de manchas clordticas e a morte
foliar e consequentemente diminuicio da
producdo (Aratjo Junior et al., 2010). O gorgulho
do milho infesta grios de maior importincia
mundialmente, como o milho, e ainda é capaz de
se alimentar de outros produtos como péssegos,
macd, uva, marmelo e ameixa, além de produtos
processados como macarriio e biscoitos (Botton et
al., 2005; Fazolin et al., 2010).

Atualmente o controle destas pragas da
agricultura € feito atravez do emprego de
inseticidas convencionais, que trazem associados
efeitos negativos como afetar organismos ndo
alvos (Restello et al., 2009), diminuicio da
produtividade (Mazzoleni & Oliveira, 2010) e
contaminagdo ambiental e dos alimentos e afeta
também a satude humana (Gnankiné & Bassolé,
2017). Visando sanar esses problemas associados
ao combate de insetos na agricultura, muitos
estudos vém sendo desenvolvidos com vegetais,
na busca de biomoléculas capazes de promover tal
controle (Aratjo Junior et al., 2010; Kamanula et
al., 2017; Pavela & Sedldk, 2018).

Sabe-se que as plantas produzem diversos
compostos orginicos, referidos como metabdlitos
secunddrios  ou  produtos  naturais,  que
naturalmente desempenham um papel
fundamental nas interacGes de defesa contra
predadores e patégenos. Muitos destes apresentam
atividades biolégicas e tém sido utilizados na
inddstria farmacéutica e agroquimica (Pavarini et
al., 2012). Entre os produtos alternativos para o
combate de insetos-praga da agricultura, os éleos
essenciais tém sido citados como eficazes no

combate de diversas pragas (Arena et al., 2017;
Kamanula et al., 2017; Pavela & Sedldk, 2018).
Estes apresentam uma composic¢io complexa, com
centenas  de  biomoléculas  com  diversas
aplicacbes, mas s6 recentemente tém sido
comercializados para o controle de pragas (Isman
et al., 2011). Nas ultimas décadas, ttm sido
amplamente investigados para o manejo integrado
de virias pragas, ocupando um lugar de destaque
na busca por alternativas aos pesticidas sintéticos
(Coitinho et al., 2011; Siegwart et al., 2015).

Espécies do género Hymenaea.
conhecidas popularmente como jatobd e jatoba do
cerrado, estiio entre 0os mais ricos da familia das
leguminosas como fonte de compostos bioativos
(Orsi et al., 2012) e sdo relatadas como ricas em
terpendides (dleo essencial) e alcaloides (Dias et
al., 2013). Hymeneue courbaril é utilizada pela
medicina popular em diversas aplicagdes como no
tratamento enfermidades nos tratos respiratorio e
gastrico,  cicatrizante, anti-inflamatério  anti-
reumdtico e uricosurico entre outros (Chaves,
2012; Heinrich, 1992, Caiceres et al., 1991,
Milliken, 1997). Diversos estudos confirmaram
sua caracterizagdo bioquimica, farmacologica e
bioldgica, como atividades antifiingica,
antimicrobiana, antioxidante, larvicida e
moluscicida (Buckeridge et al., 1997; Abdel-
Kader et al., 2002; Imai et al., 2008; Suzuki et al.,
2007; Coe, 2016). O dleo essencial do jatobd foi
descrito como larvicida para Aedes aegypti (Coe,
2016) e tem sido amplamente utilizado para
aplicacbes  agricolas,  como  bactericidas,
fungicidas, antiparasitirias e inseticidas, assim
como nas industrias farmac@utica, cosmética,
medicinal e alimenticia (Bakkali et al., 2008;
Silva et al., 2015; Voon et al., 2012).

Apesar da grande quantidade de estudos
relacionados & atividade biolégica de H.
courbaril, nio existem até o momento, dados na
literatura sobre seu potencial, inseticida e
acaricida, revelando, dessa maneira, a importincia
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do presente estudo. Diante do exposto, o objetivo
foi caracterizar fitoquimicamente o 6leo essencial
extraido das folhas de jatobd (Hymenaeu
courbaril L. var. courbaril) e avaliar o potencial
inseticida contra o dcaro rajado e o gorgulho do
milho.

Material e Métodos
Coleta do material botdnico

Folhas de jatobd foram coletadas no
Parque Nacional do Catimbau (Latitude:
8°32'47.7"; Longitude: 37°15'0.76"), em fevereiro
de 2016, armazenadas em sacos pldsticos e
mantidas, sob refrigeracdo. atlé o momento da
extragio do oleo essencial. Um exemplar foi
identificado e tombado pelo Herbidrio do Instituto
Agronémico de Pernambuco (IPA), sob voucher
IPA-80348.

Extracdo do éleo essencial

O 6leo essencial foi extraido a partir de
folhas frescas (300 g) trituradas e submetidas a
hidrodestilagao 1:10 (m/v), em aparelho tipo
Clevenger por 5 h. O 6leo foi cuidadosamente
coletado com pipeta Pasteur, utilizando sulfato de
sodio anidro para remocdo de toda a dgua do 6leo
e armazenado em recipientes ambar, selados a
4°C. O rendimento (m.m™) dos 6leos foi calculado
com base no peso do material fresco.

Andglises  por  Cromatografia  Guasosa  (CG)
acoplada a Espectrometria de Massas (EM)

O oleo essencial foi analisado em
cromatégrafo gasoso Agilent Tecnologies (Palo
Alto, CA, USA), 5975C series, com sistema de
detec¢ido quadrupolo. equipado com coluna apolar
DB-5 9Agilent J&W, 60 m x 0.25 mm x 0,25 um.
Foram injetadas no cromatografo gasoso,
acoplado com espectrémetro de massa, aliquotas
de 1 pL em split 1:50 do dleo essencial com
concentracdes variando entre 2000 a 3000 ppm.
Posteriormente, injetou-se 1 pL. em split (1:30) da
mistura de padrées de hidrocarbonetos: C9-C30.
Por fim, injetou-se a mistura do 6leo essencial e a
mistura de padrdes de hidrocarbonetos, 1 pL (0.2
il de alcanos e 0.8uL do dleo) sob o modo
splitless. A temperatura do CG foi mantida em
60°C por 3 min, depois foi aumentando de
2,5°C.min’" até 240°C e mantida por 10 min nesta
temperatura. O fluxo de hélio foi mantido em
pressio constante de 100 kPa. A interface do EM
foi definida em 200°C e injetor 250°C e os
espectros de massa registrados em 70 eV (em
modo EI) com uma velocidade de escaneamento
de 0.5 scan-s de m/z 20-350. A partir da andlise
dos tempos de retengdo dos compostos presentes
na amostra do dleo essencial. dos padrdes de

hidrocarboneto e a combinacio do dleo essencial
com a mistura de padrées foram calculados os
indices de retengcdo para cada componente do
Oleo, segundo a equagdo de Van Den Dool &
Kratz (1963). Os compostos foram identificados a
partir de comparacio de seus espectros de massa e
tempos de retencio aqueles de padroes auténticos
disponiveis nas bibliotecas de referéncia
MassFinder 4, NISTO8 e Wiley Registry™ 9th
Edition, integradas ao software Agilent MSD
Productivity ChemStation (Agilent Technologies,
Palo Alto, EUA). As amostras de oleo foram
quantificadas em cromatografia gasosa com
detector de ionizaciio de chamas (CG-DIC), nas
mesmas condi¢cdes do CG-EM, em triplicata para
cilculo de desvio padrio. Isso foi utilizado para
determinar a proporcio dos compostos no éleo.

Insetos
Criacao do Tetranychus urticae

O dcaro rajado utilizado foi obtido da
criacdo mantida em plantas de feijdo-de-porco
(Canavalia  ensiformes L.) do Laboratério de
Acarologia Agricola do Departamento de
Agronomia da Universidade Federal Rural de
Pernambuco (Brasil). Os insetos foram mantidos
em recipientes de vidro, fechados com tecido fino
(tipo tule) para permitir as trocas gasosas, a
temperatura de 25 = [°C, com 65 + 3% de
umidade relativa e fotoperiodo de 12h:12h
clarozescuro. Dez fémeas adultas foram liberadas
em inicio de postura. Foram utilizadas quatro
repeticoes por tratamento.

Criacdo do Sitophilus zeamais

Colonias de Gorgulho do milho foram
obtidas do Laboratério de Bioquimica de
Proteinas do Departamento de Bioquimica da
Universidade Federal de Pernambuco (Recife,
Brasil) e mantidas em recipientes de vidro
cobertos com voal, a temperatura de 28 + 2°C,
com 70% de umidade relativa e fotoperiodo de
12:12h claro:escuro. A dieta consistiu em grdos de
milho selecionados de acordo com a integridade,
condi¢des sanitdrias, tamanho, e auséncia de
contaminacdo por insetos. Insetos adultos (30 a 60
dias de idade) foram utilizados nos experimentos.

Teste de Contato Residual — Fumigacdo

O teste de fumigacio foi feito, de acordo
com Arena et al. (2017), com modificagbes para
avaliar a toxicidade de contato residual do 6leo
essencial de jatoba contra o dcaro rajado. As
concentracdes utilizadas variaram de 2 a 100
ul.mL!, sendo as solugdes preparadas através da
dilui¢io dos dleos em metanol. Trés discos
foliares de feijio-de-porco (2.5 cm) foram imersos
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nas solugdes previamente preparadas. Apés
secagem os discos foram condicionados de forma
equidistantes em placas de Petri contendo um
disco de papel de filtro saturado com dgua para
evitar a fuga dos dcaros e manter a turgidez das
folhas. Em cada disco de folha foram colocadas
10 fémeas adultas e a mortalidade foi determinada
apos 24 h de exposicio. Os dcaros foram
considerados  mortos quando incapazes de
caminhar uma distancia superior ao comprimento
do seu corpo apds um leve toque com i
extremidade de um pincel de cerdas finas. Para
avaliar a oviposi¢do apés a exposi¢do ao dleo,
quantificou-se o numero de ovos dos tratamentos
e do controle. Os discos controle foram tratados
com metanol (controle negativo) ou Eugenol
(controle positivo). Todos os experimentos foram
realizados em triplicata.  Os dados foram
analisados pelo modelo de Probit através do
Software POLO-PC para a determinagio dos
valores da CLso. com intervalos de confianca a
95%, validados através do programa estatistico
SAS e gerados na forma de grifico através do
software SigmaPlot.

Avaliagdo da toxicidade por ingestido do dleo
essencial

Os testes foram realizados de acordo com
Napoledo et al. (2013). Cada bioensaio consistiu
em uma placa de Petri contendo cinco discos de
uma mistura de farinha de trigo com o odleo
essencial das folhas do jatobd. Foram avaliadas
concentragdes de 20 a 100 upL.mL'. Para
preparacdo dos discos, o 6leo foi misturado 4 2 g
de farinha autoclavada e em seguida, a mistura foi
solubilizada em dgua para volume final de SmlL.
Ap6s homogeneiza¢do por 5 min, 5 aliquotas de
200 plL foram dispostos em placas de Petri de
forma equidistante e mantidas em estufa a 56°C
por 24 h e, em seguida, a massa dos discos foi
registrada.

Grupos de 20 insetos adultos de S.
zeamais com peso conhecido foram transferidos
para cada placa. Os bioensaios foram mantidos ad
28 + 2°C e realizados em triplicata. Tween®80 a
1% foi utilizado como controle negativo. Apds

sete dias de experimento, foi determinada a taxa
de mortalidade. observando-se a motilidade dos
insetos a olho nu e foram aferidos os pesos dos
discos da dieta e dos insetos, para determinacio
do indice de deterréncia.

Bioensaio

O indice de deterréncia alimentar (IDA)
foi calculado segundo a férmula: IDA = 100 x
[(C-T))/C, onde C corresponde a massa ingerida
no controle e T & massa ingerida no teste. De
acordo com os valores de IDA, o efeito da
amostra for classificado como: ndo-deterrente
(IDA < 20%), deterrente fraco (20% < IDA =
50%). deterrente moderado (50% < IDA < 70%)
ou deterrente forte (IDA = 70%) (Procdpio et al.,
2015).

Os seguintes indices nutricionais foram
também calculados: Taxa de consumo relativo
(TCR): (massa ingerida)/(biomassa inicial dos
insetos x dias), Taxa de ganho relativo de
biomassa (TGB): (biomassa adquirida/(biomassa
inicial dos insetos x dias) e Eficiéncia de
conversio do alimento ingerido (ECAI):
(biomassa adquirida/massa ingerida) x 100. Para a
andlise estatistica foi calculado as diferencas
significativas (p < 0,05) entre os tratamentos e
foram calculadas através do Teste de Tukey. Os
dados foram expressos como média + desvio
padrdo.

Resultados

O rendimento do 6leo essencial extraido
das folhas do jatobd foi de 0,53% (m.m™),
omesmo apresentou cor esverdeada e forte aroma.

As andlises cromatogrificas realizadas em
CG/EM permitiram a deteccdo de 36 compostos,
dos quais 26 foram identificados, representando
76,03% dos constituintes do 6leo. Essa andlise
revelou o oxido de cariofileno e B-cariofileno
como compostos majoritarios no dleo essencial
desta espécie, 20.63 + 0,18% e 16,78 + 0,54%,
respectivamente. O indice de reten¢io e a
percentagem de compostos detectados constam na
Tabela 1.

Tabela 1. Composic¢io quimica do 6leo essencial de folhas de Hymenaea courbaril L. var. courbaril.

Indice de retencio

N® Composto® R i PR Total de oleo (%)
Calculado® Literatura®

1 a-Cubebeno 1351 1345 0.86 £ 0,04

2 a-Copaeno 1377 1374 241011

3 p-Elemeno 1393 1389 1,28 + 0,06

4 Cipereno 1401 1398 2,74 +0,11

5 p-Cariofileno 1421 1417 16,78 £ 0,054

Mercés, P.F.F.; Bessa, CM.A.S.; Malafaia, C.B.; Camara, C.A.G.; Silva, MMM.C. 420



125

Journal of Environmental Analysis and Progress V. 03 N. 04 (2018) 417-428

6 B-Copaeno
7 trans-a-Bergamoteno
8 Aromadendreno
9 a-Humuleno
10 y-Muuroleno
11 Germacreno D
12 p-Selineno
13 a- Selineno
14 trans- p-Guaieno
15 y-Cadineno
16 6-Cadineno
17 a-Calacoreno
18 Sesquiterpenos ndo identificados
19 trans- Nerolidol
20 Sesquiterpenos ndo identificados
21 Sesquiterpenos nio identificados
22 oxido de cariofileno
23 CNI
24 Salvial-4(14)-em-1-ano
25 CNI
26 epoxido de Humuleno 11
27 Sesquiterpenos nao identificados
28 Sesquiterpenos ndo identificados
29 Sesquiterpenos nao identificados
30 Cariofila-4(12),8(13)-dien-5-0l
31 1-Muurolol
32 a-Cadinol
33 CNI
34 Cariofileno <14-hydroxy-9-epi(E)->
35 Eudesma-4(15),7-dien-1-0l
36 CNI
Monoterpenos
Sesquiterpenos
Compostos nio identificados (CNI)
Total

1431 1430 0.30 +0.01
1437 1432 0.88 £ 0,03
1441 1439 0.45 +0,02
1456 1452 2,54 £0,03
1479 1478 2,63 £0.07
1483 1484 3.94 £0.04
1488 1489 3,66 £0,08
1497 1498 2,18 £0.04
1503 1502 1,26 £0.02
1516 1513 1,11 £0.03
1525 1522 2,99 £0,05
1545 1544 0.31+0,01
1555 1542 0,94 + 0,04
1565 1561 0.87 +0,08
1569 15.48 0,59 0,01
1580 1584 4,53 +0.,06
1586 1582 20.63+0.18
1591 - 0,64 +0,02
1596 1594 0.69 + 0,02
1607 - 0.35+0.03
1612 1608 2,76 £0.10
1628 1620 1346+ 0,34
1631 1625 1,32 +0.04
1634 1628 0.87 0,07
1639 1639 0.62 +0,09
1645 1640 0.55+0.11
1657 1652 1,22 +0.13
1660 - 0.75 £0,05
1673 1668 1,89 £0.15
1689 1687 0,49 + 0,07
1968 - 0.54 + 0,06
46,32
51.41
2.27
100

¢ Constituintes listados por ordem de eluicio em uma coluna ndo-polar DB-3; ® Indices de retengiio (IR)
calculados a partir dos tempos de retencdo em relagio aos de uma série de n-alcanos C9-C30 em uma
coluna capilar DB-5 de 60 m; © Valores retirados de Adams (2009).

Em 24 horas de exposicio foi detectada
toxicidade do dleo contra o dcaro rajado, com
CLsp em uma concentracio de 35,27 uL.mL! de
ar (Tabela 2). O d6leo das folhas do jatobd
mostrou-se com eficiéneia significativa, pois a
mesma aumentou diretamente com o aumento da

concentracio e do tempo de exposicio,
caracterizando o efeito fumigante. Resultados
semelhantes foram encontrados por Aslan et al.
(2004) com oleos essenciais de outras espécies do
género Hymeneae.

Tabela 2. Toxicidade por contato residual (CLspem pL.mL™") do dleo essencial de Hymenaea courbaril L.
var. courbaril e eugenol sobre Tetranychus urticae. n = nimero de individuos; GL = grau de liberdade: y* =

quiquadrado; RT = razdo de toxicidade.

Parametros Hymenaea courbaril Eugenol
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n 540 540
GL 4 4
Inclinagdo da reta 3.51(3,19-3.83) 9,14 (7,90 - 10,38)
CLso (IC 95%) 35.57 (31.44 - 39.88)" 26,26(22,11 - 28,62)°
7 291 7.04
RT (IC 95%) 1.36 (1.09 - 1.69) -
O odleo do jatoba foi toxico ao T. urticae aumento da  mortalidade e diminuicio da

residual, causando
comportamentais,

por  contato
fisiologicas ¢

respostas
pois  houve

== Cvipesighe
O Menslidsase

oviposigdo a medida que as concentragdes eram
aumentadas (Figura 1).
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Figura 1. Mortalidade e oviposicdo de Tetranychus urticae em discos de folhas pulverizados com diferentes
concentragdes do dleo das folhas de Hymenaea courbaril L. var. courbaril.

E possivel observar que sob a
concentragdo de 10 puL.mL™' ocorreu redugio de
40% na fecundidade. As concentragdes de 20 e 25
uL.mL" reduziram a fecundidade em 26,8 e
18.4%, respectivamente. Na maior concentragio
de 100 uL.mL"', a mortalidade chegou a 100%.
Verificou-se a toxicidade do oleo para essa praga,
onde foi possivel inferir que desde a menor
concentracio testada houve reducdo na populagio.
A curva de concentragio-mortalidade do dcaro
rajado exposta ao oleo essencial do jatobd, foi
utilizada para definir a CLsp no valor de 437
uL.mL".

O odleo essencial do jatobd aumentou
significativamente a mortalidade de S. zeamais em
comparagio com o controle, sendo as
concentracbes acima de 50% em uma
concentragio de 60 pL.mL" (Figura 2A).

As taxas de consumo relativo (Figura 2B)
verificadas para S. zeamais ndo foram diferentes
em relacdo ao controle indicando que nido houve
rejeicio da dieta pré e pos-ingestio, pois os
valores da taxa de consumo relativo (TCR) nao
foram significativamente alterados. Houve efeito
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deterrente apenas na concentragio de 60 pL.g!
indicando que o o¢leo essencial apresentou um
tfraco efeito na deterréncia alimentar, indicando
que a dieta foi consumida pelos insetos. Contudo,
a ingestio da dieta contendo o dleo essencial
provocou uma perda significativa de peso do
inseto, observada através da taxa de ganho de
biomassa relativa nos fratamentos com o o6leo,
sendo significativamente mais baixo do que o
controle (Figura 2C). Esses resultados indicam
que a ingestio dos discos contendo o 6leo induziu
disturbios nutricionais, em todas as concentragdes
testadas.

Os valores da eficiéncia de conversdo do
alimento ingerido (ECAI), que demonstram
quanto do alimento foi ingerido e convertido em

biomassa do inseto, apresentaram valores
negativos (Figura 2D) nos tratamentos em todas
as concenfracdo testadas indicando que a

s

incorporacdo do mesmo a dieta levou a um
desbalanco na fisiologia do inseto, mostrando que
o alimento ingerido foi insuficiente para
contrabalancear os prejuizos causados no
metabolismo. pela presenca do 6leo na dieta. Esse
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resultado pode ser evidenciado no controle, onde
o alimento ingerido sem a presenca do dleo
permitiu. um ECAI de 12,02%, porém esse
parimetro diminuiu na primeira concentracio

€
€
¢
b I ' I
] ] 0 100

Concentragio(ul'g)

A 1

i ] g

Mortalidade (%)

g

P
o 4 i
Controle

c s

TGB (mg/ng/dias)

2008

2

Concentragio (uL'g)
mControle w20 w60 W80 w100

TOR (mg/mg/dias)

ECAI (%)

testada para —13,5 a -30.5% indicando que o
alimento  ingerido  foi  insuficiente  para
contrabalancear o prejuizo causado pela presenca
do 6leo na dieta.

a0u1

Concentragio (ul/g)
= Controle w20 =60 =80 =100

Coneentraciolul/g)
= Controle =20 =60 m80 =100

Figura 2. Pardmetros nutricionais de adultos de Sitophilus zeamais criados em dietas artificiais. A.
Mortalidade; B. taxa de consumo relativo indica a quantidade de alimentos consumido em pL.g!' por mg de
peso corporal por dia de insetos; C. ganho de biomassa em relacdo taxa indica a quantidade de biomassa
obtida em todos os dias por pL.g™! de corpo inicial peso; D. eficiéncia de conversio do alimento ingerido (%)
indica a quantidade de alimentos ingeridos pelos insetos e incorporada como biomassa. Letras diferentes

indicam p < 0,05.
Discussao

O  género Hymeneue ®©€m oferecido
diversas moléculas bioativas, cerca de 130

compostos foram identificados a partir de extratos
brutos, o6leos essenciais e derivados. Como
observado em H. stigonocarpa, H. palustris, H.
intermedia e H. courbaril, estas espécies sio
descritas  na literatura como  apresentando
atividade antimicrobiana contra S.  aureus
(Rodrigues et al., 2012), Enterococcus fuecalis e
Neisseria  gonorrhoeae (Pettit et al., 2003),
Mycobacterium  tuberculose (Oliveira, 2011),
Cladosporium  cucumerinum, Bacillus  subtilis,
Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa
(Cdceres et al, 1991). Hymeneae martiana,
utilizada no tratamento de inflamagdes e
reumatismo, se destacou como a representante
mais importante do grupo de plantas usadas no
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tratamento de doencas dos tecidos esquelético,
muscular e conjuntivo (Oliveira et al., 2012).

Os oOleos essenciais de virias espécies do
género Hymeneae tém sido caracterizados como
misturas complexas, cuja composi¢io
predominante ¢ de compostos pertencentes as
classes de monoterpenos e sesquiterpenos (Meccia
et al., 2000). Os terpenos abrangem uma grande
variedade de substincias de origem vegetal e sua
importincia ecoldgica como defensivos de plantas
encontram-se  bem estabelecida. Dentro desse
grupo os sesquilerpenos, p-cariofileno e oxido de
cariofileno  sdo compostos encontrados em
diversos odleos essenciais, e ambos possuem
interessantes propriedades bioldgicas (Harborne,
1993), dentre elas, a toxicidade frente a diferentes
espécies de insetos. Lee et al. (2008) observaram
que p-carofileno € altamente (0xico para diversos
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insetos via fumigante e contato residual. Esse fato
pode explicar a acdo toxica do 6leo essencial do
jatoba, causando efeito negativo na mortalidade e
oviposi¢do sobre os dcaros que sobreviveram.

Entretanto, a composicio quimica se
identificou 46,32% de monoterpenose o efeito
acaricida do dleo também pode ser atribuido a
estes, uma vez que inihem a enzima
acetilcolinesterase e o citrocromo  P450
monoxigenase-dependente e agem no sistema
nervoso octopaminérgico (Ryan & Byrne, 1988;
De-Oliveira et al., 1997). Estes eventos
contribuem para que ocorra reduciio populacional
da praga na proxima geracio. Pontes et al. (2007)
avaliou o dleo essencial do fruto de Protfium
heptaphyllum (Burseraceae) que também causou
repeléncia  do  dcaro-rajado,  reduzindo  a
alimentagdo ¢, consequentemente, a fecundidade.

Estudos sobre os efeitos letais dos dleos
essenciais sdo de grande relevancia nos programas
de controle de pragas, pois as concentragdes
podem influenciar de modo positivo ou negativo o
desempenho das espécies nos agroecossistemas,
como por exemplo, no comportamento sexual
alimentar. crescimento populacional, reprodugio e
longevidade (Foerster & Nakama, 2002).

Os inseticidas botanicos contém intimeros
compostos biologicamente ativos capazes de
interacoes diversas sobre populacdes de pragas. A
acdo contra algumas pragas foi sugerida por um
modo de acdo neurotéxico, e hd evidéncias que
indicam a interferéncia do dleo sobre o
neuromodulador octopamina (Kostyukovsky, et
al., 2002) e com canais de cloreto controlados
pelo  GABA  (Acido  gama-aminobutirico)
(Priestley, et al., 2003). Essa caracteristica permite
que esses metabolitos sejam usados para protecdo
de produtos armazenados, suscepliveis a agiio de
pragas. Além disso, na sua maioria os o6leos
esséncias  apresentam  baixa toxicidade para
mamiferos, aves e peixes (Isman, 2011).

A mortalidade observada nos dcaros
rajado pode ocorrer devido & constituicdo
complexa dos oleos essenciais, capazes de reduzir
o numero de ovos e a inibicio da oviposicdo
alterando a reproducdo dos insetos (Krinski et al.,
2018). Estudos anteriores relatam a capacidade
dos oleos essenciais em reduzir a fecundidade em
T. wrticae (Pontes et al., 2010; Ribeiro et al.,
2016), mas sem indicacio se¢ esta reduciio na
fecundidade se devia as propriedades dos dleos ou
4 morte de dcaros.

O odleo do jatobd atuou sobre o
comportamento do dcaro rajado através da
ingestdo desse complexo de constituintes, visto
que o artropode escarifica o tecido vegetal para se
alimentar, dessa forma, os diversos constituintes

do dleo essencial atuam no sistema nervoso
central e o organismo do artrépode ndo consegue
desenvolver mecanismos suficientes para agir
contra o ataque dessas diversas substancias
(Moreira, 2004). Esse resultado pode ser
explicado devido aos diferentes modos de acio
que esses metabolitos especiais podem apresentar
para diferentes espécies, sem excluir o possivel
efeito sinérgico de outros constituintes do dleo,
em pequenas quantidades, que podem ter
mascarado a reconhecida atividade acaricida de
ambos os monoterpenos, descritos por Sutherst et
al. (1982).

A fumigacido € o método mais comumente
utilizado para o controle de pragas em produtos
armazenados porque € geralmente barato, réipido,
eficaz contra insetos em todas as fases da vidaa
aplicacio direta de insetos ¢ possivel (Nenaah,
2014: Arena et al.. 2017). Produtos naturais
podem ser utilizados em pequena escala por
agricultores para proteger grios armazenados de
infestacio  dos  insetos. Diversas  plantas
aromdticas tém sido usadas para proteger grios e
leguminosas armazenados de pragas (Ngamo et
al..2007; Qin Lietal., 2011).

A perda de peso observada para o
gorgulho do milho pode ser explicada devido ao
consumo do o6leo, alterando os processos de
ingestio e a absor¢io, de modo que o inseto
comeca a metabolizar as suas reservas corporais
para sobreviver. Esses resultados indicam que os
insetos ndo conseguiram incorporar a dieta e que a
quantidade de comida ingerida nao foi suficiente
para compensar os efeitos deletérios causados
pelo dleo, resultando em perda de biomassa. Logo
isso demonstrou que a incorporagido do dleo das
folhas do jatobd na dieta dos insetos, levou a um
desequilibrio no crescimento ¢ na fisiologia do
inseto (Napoledo et al., 2013).

O oleo de jatobd foi menos eficaz do que
o brometo de metila, que € capaz de matar adultos
S. zeamais com CLsg de 0,67 pL.mL" (Liu & Ho,
1999). No entanto, esses inseticidas fumigantes
utilizado atualmente sio altamente toxicos para
humanos (Nath et al., 2011), indicando que o 6leo
de jatobd seria uma alternativa eficiente, menos
toxica e mais ecologicamente correta na
substituicdo do brometo de metila. Nos ultimos
anos, tem havido um esforco considerdvel para
avaliar o potencial dos metabdlitos secunddrios
das plantas como fontes de agentes de controle e
consequentemente, novas fontes para a concepcao
de moléculas alvo-especificas (Ateyyat et al.,
2009). O calculo dos valores do indice de
deterréncia alimentar (IDA) indicou efeito leve de
deterréncia alimentar nas maiores concentragoes.
O efeito deterrente alimentar de preparagdes

Mercés, P.F.F.; Bessa, CM.A.S.; Malafaia, C.B.; Camara, C.A.G.; Silva, M.M.C. 424



129

Journal of Environmental Analysis and Progress V. 03 N. 04 (2018) 417-428

vegetais e produtos inseticidas pode ocorrer
devido & presenca de componentes deletérios,
associados ao aparelho bucal do inseto ou de um
processo de intoxicacgiio com grande potencial em
impedir a acdo danosa da praga, bem como causar
morte (Napoledo et al., 2013).

Conclusao

Através da caracterizagdo quimica do dleo
de jatobd foi possivel averiguar a presenca de
diversos componentes descritos na literatura com
efeitos inseticidas. Na atividade acaricida, o oleo
causou alteragdes na redugdo da eficiéncia
reprodutiva e da longevidade, afetando o
comportamento do dcaro rajado. Pode-se concluir
também que tal 6leo € fonte de compostos com
acio deletéria sobre a fisiologia nutricional do
gorgulho de milho adulto, pois pode causar
interferéncia téxica nas funcgdes bioquimicas e
fisiol6gicas de ambas as pragas estudadas.
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ABSTRACT

The deterioration and degradation of crops by insects causes economic losses of
several billion dollars and affects food security. Sitophilus zeamais and Tetranychus
urticae are two economically important species of crops around the world. The high
toxicity of synthetic insecticides and the development of insect resistance to currently
used chemicals stimulate the investigation of plant-derived insecticides as new
alternatives for pest control. The insecticidal properties of secondary metabolites
have been recognized, and have been confirmed scientifically in the last decades. The
extract in cyclohexane (Ch) and ethyl acetate (Ea) of the leaves of Anadenanthera
colubrina var. cebil collected in the dry and rainy seasons were evaluated for the
survival and nutritional physiology of S. zeamais (maize weevil) and the acaricidal
effect front T. urticae (two-spotted spider). All extracts induced mortality of S.
zeamais; however, only cyclohexane dry season (Chd) and ethyl acetate in the rainy
season (Ear) caused significant mortality (p <0.05), more than 50%, promoting
physiological damage to insects in all concentrations tested. In the mortality tests
with the spider mite, extracts Chd and Ear showed an L.Cso of 52.75 and 156.42
mg.mL!. Still, in the same test, it can be observed that oviposition was also
susceptible to extracts. Therefore, the extracts of A. colubrina are a source of
compounds capable of interfering with and impairing the metabolism of the two
studied pests.

Keywords: Natural insecticides, toxicity, two-spotted spider, maize weevil

Introduction

The insect infestation in cultivation and
storage regions cause considerable economic
losses to agricultural production worldwide
(Amante et al., 2017). Among the most damaging
species are Tetranychus urticae (Two-spotted
spider) and Sitophilus zeamais (Maize weevil)
(Baker etal., 2017). These insects are cosmopolitan
and attack various economically essential crops
such as corn, wheat, and others. Two-spotted spider
causes a decrease in production by directly
attacking the plant, feeding on the sap, causing the

appearance of chlorotic spots causing leaf death
(Mercés et al., 2018). Maize weevil mainly attacks
grains directly but also consumes processed
products (Fazolin et al., 2010).

Traditional chemical insecticides are
currently the primary form of control of these pests.
However, its excessive and indiscriminate use has
rendered pest insect populations resistant and, in
addition to other problems associated with damage
to non-target organisms, such as other non-harmful
insects (e.g. pollinators) (Restello et al., 2009) of
global crop production (Mazzoleni & Oliveira,
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2010), besides being environmental contaminants,
of food and affecting human health (Kodavanti &
Loganathan, 2016). Recently several studies on
molecules searches in plants that can act as an
alternative method of combating insects have been
developed (Pavela et al, 2016; Mercés et al.,
2018).

Plants interact with the environment
through the production of organic compounds,
called secondary metabolites, which naturally
deplete various biological functions and among
them some molecules are responsible for protection
against insect attack (Pavarini et al., 2012). Among
alternative products for combating insect pests
from agriculture, several plant extracts, organic and
aqueous have been cited as effective in combating
various pests (Benelli et al., 2017). They present a
complex composition, with  hundreds of
biomolecules with diverse applications, and
represent an ecologically correct alternative in the
fight against pests in agriculture (Raliya et al.,
2018).

Anadenanthera  colubrina  var.  cebil
(Griseb) Altschul is a tree widely distributed
throughout Brazil, native to South America and
Northeast Brazil. It is popularly known as angico,
belongs to the Fabaceae family and can reach up to
7 m in height (Agra et al., 1993; Barretto &
Ferreira, 2011). The presence of the flavonoid
Anadanthoflavone can inhibit lipoxygenase
(Gutierrez-Lugo et al., 2004). Routine and
quercetin are also compounds found in the fruit. It
presents a hallucinogenic and poisonous action in
the  hydroalcoholic  extract  demonstrating
antioxidant and photoprotective activity of DNA
(de Sousa Aradjo et al., 2008). In the aqueous
extract, it was observed the larvicidal activity
(Farias et al., 2010). Phytochemical studies
revealed that the leaves present tannins, flavonoids,
and proanthocyanidins, proving the antimicrobial
activity against strains of Staphylococcus aureus
(Aragjo et al., 2014).

Material and Methods
Plant material

Leaves of Anadenanthera colubrina var.
cebil were collected in the Catimbau National Park,
in the Northeast of Brazil, in January and June (dry
and rainy season, respectively). The collected
material was oven dried at 45°C for 72h, then
ground to obtain a thin powder, stored in an airtight
container and kept at 4°C until use. One specimen
was identified and registered by the Herbarium of
the Instituto Agrondomico de Pernambuco (IPA),
under voucher IPA - 80350.

Organic extracts

Organic extracts were obtained from 100 g
of the powder of the sheets subjected to eluotropic
series of organic solvents: cyclohexane (Ch),
chloroform (Cf) and ethyl acetate (Ea) in Soxhlet
at a temperature below the boiling temperature of
the solvent, and each was kept under reflux for 24h.
The extracts were then filtered, and the solvents
were entirely removed on a rotary evaporator at
45°C under reduced pressure. The extracts were
stored at room temperature in a desiccator. In this
study, extracts obtained by extraction with
cyclohexane and ethyl acetate were tested.

Insects
Sitophilus zeamais

Maize weevil colonies were obtained from
the Protein Biochemistry Laboratory of the
Department of Biochemistry of the Federal
University of Pernambuco (Recife, Brazil) and
kept in glass containers covered with voal at 28 +2
°C, with 70% relative humidity and light 12:12h
photoperiod: dark. The diet consisted of corn grains
selected according to the integrity, sanitary
conditions, size, and absence of contamination by
insects. Adult insects (30 to 60 days old) were used
per treatment.

Tetranychus urticae

The harvested mite was obtained from the
rearing kept in bean (Canavalia ensiformes L.)
plants of the Agricultural Acarology Laboratory of
the Departamento de Agronomia of the
Universidade Federal Rural de Pernambuco
(Brazil). The insects were kept in glass containers,
closed with delicate fabric (tulle type) to allow gas
exchanges, at a temperature of 25 + 1°C, with 65
3% relative humidity and a photoperiod of 12h: 12h
light: dark. Ten adult females were released at
baseline. Four replicates were used per treatment.

Evaluation of toxicity by ingestion of organic
extracts

The tests were performed according to
Napoledo et al. (2013). Each bioassay consisted of
a Petri dish containing five discs of a mixture of
wheat flour with the extracts of the dop angico
leaves. Concentrations of 250 to 750 mg.g™! were
evaluated. The disks were prepared using extracts
mixed with 2 g of autoclaved flour, and solubilized
in water to a final volume of 5 ml After
homogenization for 5 min, five aliquots of 200 uL
were arranged in Petri dishes equidistantly and
maintained in an oven at 56°C for 24 h, and then
the mass of the discs was recorded.

Groups of 20 adult S. zeamais insects of
known weight were transferred to each plate. The
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bioassays were maintained at 28 = 2 °C and carried
out in triplicate. Dimethylsulfoxide 1% was used as
a negative control. After seven days of the
experiment, the mortality rate was determined,
observing the motility of the insects to the naked
eye and the weights of the diet discs and the insects
were measured to determine the index of
deterrence.

Bioassay

The food deterrence index (FDI) was
calculated according to the formula: FDI = 100 x
[(MI.— MIp] / Ml., where M. corresponds to the
mass ingested in the control and MI, to the mass
ingested in the test. According to FDI values, the
effect of the sample was classified as: non-
deterrent (FDI < 20%), weak detergent (20% < FDI
< 50%), moderate detergent (50% < FDI < 70%),
or (FDI = 70%) (Procdpio et al., 2015).

The following nutrient indices were also
calculated: Relative consumption rate (RCR) =
(ingested mass) / (initial biomass of insects x days),
Relative biomass gain rate (RBGR): (biomass
acquired / (initial biomass of insects x days). For
statistical analysis, significant differences (p <
0.05) were calculated between treatments and were
calculated using the Tukey's test Data were
expressed as mean * standard deviation.

Residual contact test — Fumigation

The fumigation test was done, according to
(Arena et al., 2017), with modifications to evaluate
the residual contact toxicity of the organic extracts
of A. colubrina var. cebil against the mite. The
concentrations used ranged from 9 to 102.6
mg.mL! for extracts Ch and 9.5 to 500 mg.mL! for
extracts Ea, the solutions being prepared by
solubilizing extracts in methanol. Three leaf disks
of bean (2.5 cm) were immersed in solutions
previously prepared. After drying the discs were
conditioned equidistantly in Petri dishes containing
a filter paper disk saturated with water to prevent
mite leakage and to maintain the turgidity of the
leaves. Ten adult females were placed on each leaf
disc, and mortality was determined after 24 hours
of exposure. Mites were considered dead when
unable to walk a distance greater than the length of
their body after a slight touch with the end of a
brush of fine bristles. The evaluation of the
oviposition after exposure to extracts will be done
after the number of eggs from the treatments and
the control be quantified. The Azamax botanical

acaricide was used as positive control and
methanol with negative control. All experiments
were performed in triplicate. The data were
analyzed by the Probit model through the POLO-
PC Software for the determination of the LCsq
values, with 95% confidence intervals, validated
through the SAS statistical program and generated
in graphic form through SigmaPlot software.

Results

After the exposure of S. zeamais, the
extracts for seven days observed that all presented
a significant difference in insect mortality when
compared to the control (Figure 1). It is important
to note that the extracts EaR and ChD caused death
above 50%. However, we observed that the former
showed a higher efficiency with activity already
from the lowest concentration tested (250 mg.mL
1
).

The relative consumption rates (RCR) of
diets with S. zeamais extract were zero or lower
than the control consumption, differing
significantly from the control. These data suggest
the rejection of the pre-ingestion diet (Figure 2),
showing that there was a strong effect deterrent
caused by the extracts tested, indicating that they
were able to prevent the consumption of the diet
when used to A. colubrina.

The rates of relative biomass gain in the
treatments with all the extracts (Figure 3) were
negative, indicating that the insects lost biomass,
since the insects because they did not feed on the
diet, consumed its body reserves. The calculation
of the FDI values indicated a strong food
deterrence effect in all the extracts and
concentrations tested. Thus, leaf extracts of A.
colubrina contain compounds capable of causing
diet rejection.

The concentration-mortality responses of
the split mite subjected to the ChD and EaR
extracts as well as the Azamax, used as a positive
control, were compared regarding the difference of
the estimated LCso. Table 1 shows that ChD and
EaR extracts tested were toxic to 7. urticae by
residual contact after 24 hours of exposure, but
Azamax showed superior efficiency due to a small
concentration of LCsyp. The susceptibility of the
spider mite was higher for the ChD extract, which
was about 1.39 times more toxic than the EaR
extract. Azamax was about 170 times more toxic
than the ChD extract and about 236 times more
toxic than the EaR extract.
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Figure 1. Mortality Rate (%) of Sitophilus zeamais under the effect of EaD (A), EaR (B), ChD (C), ChR (D)
in different concentrations (mg.g™!).
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Figure 2. Relative consumption rate of artificial diets containing: EaD (A) EaR (B), CfD (C) CfR (D) from
Anadenanthera colubrina by adult insects of Sitophilus zeamais. Different letters indicate significant
differences among treatments.
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However, it was observed that in sublethal
concentrations the extracts of A. colubrina atfected
the fecundity in 7. urticae. As the concentrations
for both extracts were increased survival
decreased, causing an effect, consequently
reducing oviposition.

As can be seen in Figure 4, ChD extract at
the concentration of 40 mg.mL™!' caused mortality

A 0.000014
0.000012 a
~ ]
a.
<  0.00001
b
a 0.000008
g
& 0.000006
Q
& 0.000004
0.000002
(]
0.00002
=
C 0.00001
oy 0
o
S -0.00001
g’ -0,00002
)
-0.00003
g
5 -0.00004 I
4 -0.00005 L |
b
-0.00006 |
b
-0.00007

of about half of the individuals with a 10%
reduction in fecundity. At the highest concentration
of 102.6 mg.mL"!, mortality reached 100%.
Regarding the EaR extract, the concentration
capable of killing 100% of the individuals was 416
mg.mL.
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Figure 3. Relative gain rate of the biomass of Sitophilus zeamais adult insects kept in artificial diets containing:
EaD (A) EaR (B), CfD (C) CfR (D) from Anadenanthera colubrina. Different letters indicate significant

differences among treatments.

Table 1. Residual contact toxicity (LCsp in mg.mL") of the extracts ChD and EaR from the leaves of
Anadenanthera colubrina var. cebil and Azamax on Tetranychus urticae. N = individuals’ Number; DF =
Degree of Freedom; ¥> = qui-square; TR = Toxicity Reason; RI = Reliability Index.

Extract N DF Slope LCso (RI 95%) i TR (RI 95%)
ChD 540 4  5.61(5.12-6.10) 52.75(46.28 - 59.86)  7.67  170.71 (150.50 — 193.64)
EaR 810 7 .35 (2.06 — 2,64) 73.27 (65.41 -81.39) 8.8 237.11 (203.00 — 276.98)

2
Azamax 630 5 2.46 (2.08 — 2,84)

0.31 (0.28 - 0.35)

8.3 -
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Figure 4. Mortality and oviposition of Tetranychus. urticae on leaf discs treated with different concentrations
of ChD (A), EaR (B) from Anadenanthera colubrina and control with Azamax (C).

Discussion

Natural plant products can be used on a
small scale by farmers to protect stored grains and
vegetables against pests (Ngamo et al., 2006). In
recent years, there has been considerable effort to
evaluate the potential of secondary plant
metabolites as sources of control agents and
consequently new sources for the design of target-
specific molecules (Ateyyat et al., 2009).

Secondary metabolites present in plants
with insecticidal effects may act as inhibitors of
insect feeding or hinder growth, development, and
reproduction (Spochacz et al., 2018). The deterrent
effect of an insecticidal product has great potential
in preventing the harmful action of the pest as well
as can cause death by starvation (Mello & Silva-
Filho, 2002). Thus, the data obtained in this study
can be explained due to the nature of the
compounds present in the extracts that alter the
processes of ingestion and absorption of nutrients,
so that the insects begin to metabolize their body
reserves to survive (Napoledo et al., 2013).

Changes in insect feeding behavior, as
observed in S. zeamais results, may be the

Silva-Bessa, C.M.A.; Mercés, P.F.F.; Malafaia, C.B.; Napoleao, T.H.; Silva, M.M.C.; Camara, C.A.G.

consequence of a process mediated by gustatory
sensitivity (pre-ingestion effect). Due to the lack of
ingestion of the disks containing the extracts, the
observed nutritional disorders occur. In addition,
the effect of deterrence may be related to
intoxication (post-ingestion effect), where the
insect avoids feeding after ingesting a small
amount of food that activates the rejection response
(Michiels et al., 2010; Napoledo et al., 2013;
Sauvion et al., 2004; Sprawka & Gotawska, 2010).

Several plants have insecticidal activities
related to their composition of secondary
metabolites, such as Adathoda vasica, Cynodon
dactylon, Eclipta alba, Morinda pubescens,
Ocimum  tenuiflorum,  Phyllunthus — amarus,
Sesbania grandifolora, Solanum surattense, S.
trilobatum and Vinca rosae (Moshi & Matoju,
2017). Classes of compounds such as tannins and
flavonoids have been related to those responsible
for such activity, because they act in defense of
plants against herbivores, causing a deterrent
effect. A. colubrina presents these compounds are
part of the phytochemical composition (Aratjo et
al., 2014). Tannins and other secondary
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metabolites may interfere with specific metabolic
pathways or insect physiological processes
(Lessard, 2004). Studies have shown that the
number of metabolites with insecticidal activity has
been increasing in recent years. Plants of the genus
Capsicum contain substances such as alkaloids,
flavonoids, coumarins, saponins and essential oils
from secondary metabolism with high insecticidal
potential and repellency (Ayil-Gutiérrez et al.,
2018).

Previous studies have reported the ability
of plants to reduce fecundity in T. wrticae (Pontes
et al., 2010; Ribeiro et al., 2016), but without
indicating whether this reduction in fecundity was
due to the phytochemical properties of the extracts
used or to the death of mites. Reduction of egg
numbers and inhibition of oviposition are essential
effects of plant extracts on insect reproduction
(Costa et al., 2004).

The use of plants or its extracts with
insecticidal activity has an essential application in
public health and agriculture (Matias et al., 2002).
It is the first report of acaricidal activity of extracts
of A. colubrina. Both extracts show promise for
direct use of this plant matrix, cost and benefit
studies in the preparation of formulations to be
applied in open environments, in addition to the
effects on predatory mites.

Conclusion

The leaf extract of A. colubrina is a natural
source of insecticides, which acts against adults of
Sitoplhilus  zeumais and Tetranychus urticae.
These extracts have the potential to be used to
control both the maize weevil, dissuading the
consumption and leading the insects to death by
starvation, as in the brindle mite, killing the insects
through the ingestion of compounds in the extracts.
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Esta autorizacao NAC exime o pesquisador titular & os membros de sua equipe dar idade de obter as ias previstas em outros instrumentos legais, bem
como do consentimento do responsavel pela drea, pdblica ou privada, onde serd realizada a atividade, inclusive do orgo gestor de terra indigena (FUNAI), da
unidade de conservagho estadual, distrital ou rmnlclpal ou do proprietario, arrendatario, posseiro ou morader de area dentro dos limites de unidade de conservagéo
federal cujo processo de regularizagiio id tra-se em curso.
Este documento somente podera ser ulilizado para os fins previstos na Instrugdo Normativa ICMBio n® 0372074 ou na Instruge Normativa ICMBio n* 1072010, no que
3 | especifica esta Autorizago, ndo podendo ser utilizado para fing comerciais, industriais ou esportivos. O material biclogico coletado devera ser ufilizado 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 enderego eletronico www.ibama.gov. br (Servigos onine -
Licenca para importagdo ou exportacio de flora e fauna - CITES e ndo CITES).
O fitular de Iicen;a ou autorizag#o & o= membros da sua equipe deverao optar por métodos de coleta e instrumentos de captura direcionados, sempre que possivel,
5 | a0 grupo taxondmico de inter jitando a morte cu dano significative a outros grupos; e empregar esforgo de coleta ou captura que ndo comprometa a viabilidade
de populagdes do grupo tm(onomlco de interesse em condigdo in situ.
O titular de autorizagaoe ou de licenga permanente, assim como os membros de sua equipe, quando da viclagao da legislagao vigente, ou quando da inadequagao,
6 | omisso ou falsa descricBo de informagdes relevantes que subsidiaram a expedicdo do ato, podera, mediante decisfo motivada, ter a autorizagéo ou licenga
suspensa ou revogada pelo ICMBio, nos termos da legislagdo brasileira em vigor.
Este documento nao dispensa o cumpnmento da legislagao que dispoe sobre acesso a compeonente do patrimonio genetico existente no temitoric nacional, na
7 plamfon'na continental & na zona econdmica exclusiva, ou ao conhecimento tradicional associado ao patrimdnio genéfico, para fins de pesquisa cientifica,

pecgo e desenvolvimento tecnoldgico. Veja maiores informagies em www.mma_gov.bricgen.
Em caso de pesquisa em UNIDADE DE CONSERVACAQ, o pesquisador fitular desta autorizacao devera contactar a administracao da unidade a fim de CONFIRMAR
AS DATAS das expedi . 85 di para realizagdo das coletas e de uso da infra-estrutura da unidade.

Outras ressalvas
A pesquisadora deve agendar as atividades de campo atraves do e-mail gisela.carvalho@icmbio.gov.br.
4 | Qualquer publicago decorrente devera ter copia em arquive remetida a este mesmo e-mail.
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

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

Este documento (Autorizagdo para atividades com finalidade cientifica) foi expedido com base na Instrugdo Normativa n® 03/2014. Através do cddigo
de autenticacdo abaixo, qualguer cidad3o podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do Sishio/ICMBio na
Internet {www.icmbio.gov_br/sisbia).

Cdédigo de autenticagao: 14929946 HIH""H"H"‘I‘
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Ministério do Meio Ambiente - MMA
Instituto Chico Mendes de Conservacdo da Biodiversidade - ICMBio
Sistema de Autorizacdo e Informacdo em Biodiversidade - SISBIO

Autorizagédo para atividades com finalidade cientifica
Nimero: 58473-1 Data da Emissdo: 09/05/2017 21:01 Data para Revalidagio*: 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 relatrio de atividades a ser enviadoe por meio do Sisbio no prazo de até 30 dias
a contar da data do aniversario de sua emisso.

Dados do titular

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

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

Nome da Instituicdo : UFPE - UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO CNPJ: 24 134 485/0001-08

Atividades X Taxons

[F] Alividade [ Taxons |
|1_| Coletaftransporte de material botanico, fingico ou microbioldgico | Anad era colubrina |

Material e métodos

[1_TAmosiras bickogicas (Plantas) [ Flor, Frutos/estrobilos, Folhas, Ramos |
| 2| Método de captura/coleta (Plantas) | Coleta manual |

Este documento (Autorizacdo para atividades com finalidade cientifica) foi expedido com base na Instrug3o Normativa n® 03/2014. Afravés do cadigo

de autenticacdo abaixo, gualguer cidad3o podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do Sishio/ICMBio na
Intermet (www.icmbio.gov brisisbio).

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

[ Pagina 2/4




147

Ministério do Meio Ambiente - MIMA
Instituto Chico Mendes de Conservacdo da Biodiversidade - ICMBio
Sistema de Autorizacdo e Informacdo em Biodiversidade - SISBIO

Autorizagdo para atividades com finalidade cientifica

Nlamero: 58473-1 | Data da Emissdo: 09/05/2017 21:01 Data para Revalidagio*: 08/06/2018

* De acordo com o art. 28 da IN 03/2014, esta autorizagdo 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 praze de até 30 dias
a contar da data do aniversario de sua emissdo.

Dados do titular

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

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

Mome da InstituicSo : UFPE - UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO | CNPJ: 24 134 .483/0001-08

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 ndo
contemplado na autorizacdo 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" Qtde Tipo de amostra Qtde Data

Este documento [Autorzagio para atividades com finalidade cientifica) foi expedide com base na Instrugso Mormativa n® 0372014, Através do codigo
de autenticagio abaixo, qualquer cidadio pederd verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do SisbioCMBio na

ntemet (wenw.icmbio.gov_brisisbio).

Codigo de autenticagao: 14929946 |||“I‘”|M”I
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Ministério do Meio Ambiente - MMA
Instituto Chico Mendes de Conservacao da Biodiversidade - ICMBio
" Sistema de Autorizag3o e Informag3o em Biodiversidade - SISBIO

Autorizagéo para atividades com finalidade cientifica

Numero: 58473-1 Data da Emissdo: 09/05/2017 21:01 Data para Revalidagdo™: 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 relatorio 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: 24.134.488/0001-08

* |dentificar o espécime no nivel taxondmico possivel.



	8b85d072fbb7c9d2363ba728bbe62895c708c80b308bc617ea0daabe9985264b.pdf
	667cc33175bd366694078931d86640d54c0b7b246bdcdd7c8a919ac3c685fa5e.pdf
	8b85d072fbb7c9d2363ba728bbe62895c708c80b308bc617ea0daabe9985264b.pdf

