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Resumo

O Brasil € detentor de uma das maiores biodiversidades do planeta, abrangendo espécies
vegetais nativas e outras introduzidas, de larga adaptacdo aos diversos climas que definem a
ecogeografia do pais. Varias dessas espécies sdo ricas em compostos organicos de amplo
aproveitamento nos segmentos farmacéutico, agricola, veterinario, culinario, entre outros. As
espécies do género Piper sdo conhecidas mundialmente pelo extenso nimero de metabolitos
secundérios que produzem, tais como ligninas, flavondides, fenilpropandides, terpenos, entres
outros, todos com registro de atividades bioldgicas. P. dicaricatum é uma das espécies
reportadas na literatura, com alto potencial larvicida e fungicida, em funcdo da elevada
bioatividade do 06leo essencial. Nao ha relato, contudo, do potencial dessa espécie para fins
alelopaticos. O presente trabalho teve como objetivo investigar a atividade de extratos
organicos de P. dicaricatum e suas fracOes sobre a germinacdo e crescimento do alface e
posteriormente, identificar as classes de compostos responsaveis pelos efeitos alelopaticos. As
fracdes dos extratos aquoso e alcoolico foram obtidas a partir de solventes com diferentes
polaridades, usando etanol/metanol (F-EEM), metanol (F-M), cloroférmio (F-C), Acetato de
etila (F-AE) e hexano (F-H). Os ensaios foram conduzidos em BOD, usando sementes de
alface, semeadas em Placas de Petri, contendo 1,5 ml de cada extrato e fracdo, durante 7 dias.
As variaveis analisadas foram taxa de germinacdo, comprimento de raiz e altura da plantula.
O delineamento adotado foi inteiramente casualizado com 4 repeticbes. Os dados obtidos
foram analisados estatisticamente com auxilio do programa SISVAR. Para identificacdo das
sub-classes de compostos, utilizou-se Cromatografia de Camada Delgada (CCD) das fragoes
mais inibitérias a alface. Os resultados demonstraram que o0s extratos hexano e metanol
causaram danos na germinacdo e no crescimento da alface, contudo, a fracdo cloroférmio, do
extrato aquoso (F-EA-C) foi a mais danosa para as plantulas porque inibiu 100% da
germinacdo das sementes e ainda o crescimento das plantulas. A anélise de CCD revelou
presenca de cumarinas e alcaldides nessa fracdo, ambos reportados na literatura como
altamente toxicos para a alface por inibir a germinacao, alterar o processo de divisdo celular e
lesionar tecidos, atestando que a espécie P. divaricatum possui potencial alopatico. Os
resultados dessa pesquisa oferecem subsidios para uma possivel producdo de bioherbicida a

partir dos metabolitos secundarios que foram identificados.



Introducéo

O mercado mundial de alimentos tem sido largamente demandado por produtos de
qualidade, saudaveis e com menor residuo de defensivos quimicos. O Brasil € um expoente
agricola com grande importancia econdmica mundial, por ser fornecedor de alimentos e
produtos agricola, tais como, cerais, oleaginosas, aclcar e algoddo, carne e laticinios (FAO,
2015). A pesquisa agropecuaria tem tido papel relevante na economia nacional devido as
varias tecnologias que desenvolve, para os segmentos de agricultura extensiva e familiar,
garantindo competitividade e elevada producéo, especialmente para as grandes commodities.
Apesar das Vvérias tecnologias atualmente disponiveis no segmento agropecuario, um dos
grandes problemas que afetam estas culturas é a ocorréncia de pragas (patdgenos, insetos e
ervas daninhas), que causam perdas ndo apenas na producdo das culturas, mas também

elevam os custos de producdo devido aos pre¢os dos insumos.

Além dos métodos convencionais de controle de pragas, o controle alternativo por
meio de bioativos vegetais € um dos segmentos que tem sido largamente estimulado devido
aos varios beneficios ambientais que os derivados de plantas proporcionam. A literatura
disponibiliza varios trabalhos focalizados nesse tema. A Embrapa Algoddo também
desenvolve tecnologias nesse segmento, de modo a contribuir com um manejo mais
agroecoldgico e sustentado. Entre os principais trabalhos realizados pela empresa nesse
segmento, ressalta-se os conduzidos por Martins et al. (2016) avaliaram a bioatividade do
manjericdo (Ocimum basicilum L.) para o controle de acaros (Tetranychus urticae Koch.), em
amendoim, com base em ensaios moleculares, bioquimicos e agrondmicos. Os autores
descobriram que o extrato de manjericdo a 15% apresentou alta toxicidade para as fémeas do
acaro. A taxa de mortalidade foi de 75% e inibicdo completa da fecundidade foi encontrada.
Com fungos, Melo et al (2013) avaliaram a acdo toxica e preventiva de 6leos essenciais na
inibicdo de crescimento da ramulose do algodoeiro (Colletotrichum gossypii var.
cephalosporioides), baseando-se em ensaios in vitro e in vivo. Os autores encontraram que 0
oleo de cravo (Syzygium aromaticum (L.) Merr. & L. M. Perry) a 500 ppm inibiu fortemente o
crescimento do fungo. A severidade da doenga foi reduzida a 60%, indicando o beneficio

potencial desse Gleo para controle desse patdgeno.


http://ccdb.tau.ac.il/Angiosperms/Myrtaceae/Syzygium/Syzygium%20aromaticum%20(L.)%20Merr.%20&%20L.%20M.%20Perry/

No segmento de alelopatia, Santos et al. (2014) verificaram o efeito inibitorio de
(Sorghum bicolor (L.) Moench), contra ervas daninhas usando ensaios moleculares e
fitotécnicos. Os autores relataram um transcrito toxico do sorgo, chamado sorl, que foi
expresso no inicio da emergéncia. Em casa de vegetacdo, as plantas cultivadas em solo
contendo extrato de plantas com alta atividade de sorl apresentaram inibi¢do na producéo de
matéria seca (brotos e raizes) das ervas daninhas (Cenchrus echinatus L.) e (Cynodon
dactylon (L.) Pers.).

As ervas daninhas sdo uma das pragas mais danosas as lavouras, por serem em grande
numero e diversificadas, afetando as plantas pelo elevado nivel de competicdo, por espaco,
nutriente e luz (HE et al., 2012; AN et al., 2013; CHENG e CHENG, 2015). As formas mais
convencionais de controle envolvem limpas manuais ou mecanizadas, sendo os herbicidas
sintéticos os de maior eficiéncia, apesar dos sérios danos causados ao homem e ao ambiente
(ALBUQUERQUE et al., 2010).

Ha varias décadas, inumeros grupos de pesquisadores tém unido esfor¢os no sentido
de investigar formas alternativas de controle de plantas daninhas através da utilizacdo
metabolitos secundarios presentes em espécies vegetais. As espécies do género Piper tém sido
muito reportadas na literatura por possuirem classes de metabolitos secundarios importantes
para defesa de plantas, como fenilpropanoides, terpenos, lignanas, flavonoides, esterdides
entre outros, com potencial para uso nas industrias farmacéutica, medicinal e pesticida, em
geral (DYER e PALMER, 2004; SILVA et al., 2014). O género Piper contém mais de 2000
espécies, dentre elas 283 tem ocorréncia no Brasil (DI STASI et al., 2002). A especie Piper
nigrum L., conhecida popularmente como pimenta preta ou pimenta-do-reino, é a
representante mais conhecida, devido sua importancia econdmica na industria de condimento.
Outras espécies como a (P. crassinervium Kunth), conhecida como jaborandi, é usada para
fins fitoterapicos e na industria de cosméticos (ALBIERO et al., 2005). A espécie (P.
hispidinervum C. DC.), presente na regido Amazénica e conhecida como pimenta-longa, é
produtora de 6leo essencial rico em safrol, utilizado nas industrias de cosméticos. Ja o éleo
essencial de P. aduncum L. possui dilapiol, que revelou acdo fungicida contra Crinipellis
perniciosa. Ouras espécies tém sido reportadas na literatura, onde o papel de seu metabolito
principal tem sido explorado (MAIA et al., 1998; SILVA et al., 2014).

O potencial de espécies de Piper para o segmento alelopatico ainda € pouco explorado. Ha
um estudo de Lustosa et al., (2007), que testaram extratos aquosos de P. aduncum e P.
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tectoniifolium Kunth nas concentracfes de 1% a 5% sobre a germinagdo e crescimento do
alface e observaram que os extratos inibiram a germinagdo em 74%, além do crescimento das
plantulas. Em estudos prévios conduzidos pela equipe da Embrapa Algodédo, em parceria com
a UFPA e a Embrapa Amazonia Oriental, foram identificados varios acessos de Piper com
elevada bioatividade contra plantas de alface, em ensaios in vitro (RAFALSKI, 2017). Dando
continuidade a essa linha de estudo, o presente trabalho teve como objetivo aprofundar os
conhecimentos sobre a toxicidade dos metabolitos, focalizando em ensaios bioquimicos por
meio de extratos hexanicos, alcoolicos e suas fracdes usando-se plantas de alface como

modelo.
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Alelopatia: conceito e aplicacGes na defesa de plantas contra ervas daninhas

O termo alelopatia foi utilizado pela primeira vez ha 300 a.c. por um discipulo de
Aristételes, que observou que o extrato de grdo de bico (Cicer arietinum L.), afetou o
crescimento de uma planta invasora e ainda melhorou a qualidade do solo (ALBUQUERQUE
etal., 2010). Em 1937, Hans Molisch iniciou os experimentos envolvendo plantas alelopaticas
e dai por diante, varios relatos foram publicados e o conceito consolidado. Rice (1984) definiu
alelopatia como sendo os efeitos prejudiciais ou benéficos que uma planta poderia causar
sobre outra, incluindo os microorganismos que contribuiriam nos processos, auxiliando na
liberacdo dos aleloguimicos. Em 1996, o termo alelopatia foi ampliado pela Sociedade
Internacional de Alelopatia, como sendo qualquer tipo de processo que envolva metabolitos
secundarios de plantas, os quais, dependendo das concentracBes, podem causar efeitos que
interferem diretamente no desenvolvimento de plantas, desde a germinacgdo até a fase adulta
(BUTNARIU, 2012).

Plantas com potencial alelopatico produzem e liberam substancias ou grupos de
composto quimicos com capacidade de estimular ou inibir outra espécie vegetal
(ALBUQUERQUE et al., 2010; WATANABE et al., 2014).

A atividade alelopatica de algumas espécies vegetais tem sido reportada vastamente na
literatura. Samedani et al. (2013) demonstraram que a utilizacdo do extrato aquoso de grama
sempre verde (Axonopus compressus (Sw.) P. Beauv.), na concentracdo 50g/L, ndo alterou a
germinacdo das ervas daninhas Asystasia gangetica (L.) T. Anderson) e capim elefante
(Pennisetum polystachion (L.) Schult.), contudo alterou o crescimento de ambas. Thi et al.
(2014) testaram um aleloquimico presente em uma variedade de arroz (Oryza sativa L.),
denominado N-trans-cinnamoyltyramine (NTCT), sobre a germinagdo de capim-arroz
(Echinochloa crus-galli (L.) P. Beauv.), erva de capoeira agrido (Lepidium sativum L.) e erva
chinesa (Leptochloa chinensis (L.) Nees). Os resultados mostraram que o NTCT, que contém
B-feniletilamina em sua composicdo, inibiu o crescimento da erva chinesa em 50%, a partir de
0,24 uM. Em alface e capim arroz, a letalidade das plantulas superou 80%, na concentracdo
2.4 uM. Os autores sugerem que esse tipo de arroz pode ser utilizado para controle de ervas
daninhas, baseando-se no potencial do NTCT.

Os relatos da bioatividade de metabolitos vegetais com potenciais alelopaticos sdo de

grande relevancia para manejos agroecoldgicos porque podem contribuir para
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expandir a adogdo pelos agricultores, reduzindo o uso de herbicidas sintéticos, que causam
tantos danos ao homem e ao meio ambiente. O apelo ecoldgico de alelopaticos naturais é
largo porque, além dos beneficios para sanidade das plantas, contribuem para conservacdo da
microflora do solo, sdo na maioria atoxicos e podem ser obtidos na fazenda, minimizando
custos adicionais na aquisicdo comercial do produto (MISHRA et al, 2013; CHENG E
CHENG, 2015). Em vérias partes do mundo, a sociedade tem estado mais atenta para a
qualidade dos produtos que consome especialmente os vegetais que, frequentemente carregam
uma grande quantidade de residuos tdxicos para controle de pragas. Uma agricultura mais
autossustentada € o que se busca para 0s proximos cendrios, tanto em termos econdémicos
quanto social (LAMICHHANE et al., 2016).

Os compostos quimicos oriundos do metabolismo secundario podem ser sintetizados
em qualquer 6rgdo da planta, sendo frequentemente mais concentrados nas folhas, raizes,
caule e sementes (BUTNARIU, 2012; SHAH et al., 2016). Esses metabdlitos desencadeiam
reacOes bioquimicas, geralmente associadas a respostas de defesa em situacfes quando as
plantas se deparam com exposicdo a fatores bidticos ou abioticos (LI et al.,, 2016) O
conhecimento dessas reacdes € importante para explorar a funcdo dos aleloquimicos, e
consequentemente, auxiliar no uso para controle de pragas nas lavouras, quer seja de forma
isolada ou em sistemas integrados de defesa.

O Brasil é detentor de uma das maiores biodiversidade do planeta, distribuidas em
todas as cinco regides fisiograficas. A regido amazobnica é uma das mais abundantes em
termos de biodiversidade da flora. Grande parte das espécies medicinais, aromaticas,
condimentares, inseticidas, repelentes, toxicas e bactericidas é encontrada nessa regido e tem
fornecido subsidio para exploracdo técnica e empirica de uso e fungdes nos aspectos
alimentar, farmacéutico e agricola (CANDIDO et al., 2016).

No segmento agricola, varias espécies tém sido registradas como potentes alopaticas,
cujos principios ativos podem se constituir em bioherbicidas para controle de ervas daninhas
(CHENG e CHENG, 2015). Algumas espécies da familia Lamiaceae, por exemplo, liberam
citotoxicos que dificultam o desenvolvimento de outras plantas, tais como R- e A-pineno,
canfeno, limoneno, R-felandreno, p-cimeno, 1,8-cineol, borneol, pulegona, e canfora,
carvacrol, y-terpineno (LIMA e CARDOSO, 2013). A familia Piperaceae € muito reportada
em funcdo da alta quantidade de principios ativos e valor econdémico para a inddstria de
condimentos. Na literatura, ha varios trabalhos reportando sobre seu uso como bioinseticida,

na induastria de cosmeético, medicinal e producdo de Oleos essenciais ricos em metabolitos
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como monoterpenos, sesquiterpernos como também outros grupos de substancias capazes
inibir o desenvolvimento de outros organismos vivos (SILVA et al., 2014).

O modo de acdo do alelogquimico depende muito do principio ativo principal. Ha
situacGes em que o composto isolado surte pouco efeito alelopatico, contudo, quando interage
com outro, a bioatividade é aumentada. Casos de sinergismo e antagonismo sdo bastante
discutidos na literatura (ISLAM e KATO-NOGUCHI, 2014; CHENG e CHENG, 2015).

A familia Piperaceae e seu potencial culinario, farmacéutico e pesticida

O nome da familia Piperaceae foi usado pela primeira vez pelo autor Rich, na obra
intitulada Nova Genera et Species Plantarum de Kunth descrita por Humboldt (YUNCKER,
1958), baseando-se em um numero relativamente pequeno de novas espécies colecbes do
continente sul-americano. Em 1826, Blume, ex-diretor do herbario de apresentou um extenso
relatorio monografico sobre espécies leste da india (NAIR, 2011). Essas espécies sio
constituidas por plantas dicotileddneas, com porte arbustivo, herbaceo ou arbéreo e caule com
estrutura articulada e nodosa, embora haja formas trepadeiras em algumas espécies (MAIA e
ANDRADE, 2009). A familia possui 10 géneros: Arctottonia, Macropiper, Ottonia,
Peperémia, Piper, Photomorphe, Sarcorhachis, Trianeopiper e Zippelia (JARAMILLO e
MANOS, 2001; JARAMILLO E CALLEJAS, 2004), Maneki (WANKE et al., 2007).

Com o numero de espécies variado entre 1400 a 2500, com a preferéncia por lugares
umidos com sombra. No Brasil as espécies da familia Piperaceae tem ocorréncia na regido
Amazonica, inimeras espécies ja foram estudadas como P. belte L., P. amapaense Ynck., P.
duckei C. DC., P. bartlingianum (Mig.) C. DC. e P. arboreum Aubl. (MAIA et al., 1977;
NASCIMENTO et al., 2015).

O nome Piper foi proposto em memdria ao naturalista americano C.V Piper e 0
pesquisador Rheede (1678) foi o primeiro a descrever o género Piper, originario do continente
indiano. Com 2000 espécies, € considerado o maior género da familia Piperaceae, das quais
mais de 283 espécies ocorrem no Brasil (JARAMILLO E CALLEJAS, 2004; WANKE et al.,
2006; BALDOQUI et al., 2009), principalmente nas regides norte (MAIA e ANDRADE,
2009). Vaérias espécies sdao muito reportadas por serem detentoras de metabolitos com
propriedades pesticida, fungicida, além de compostos fitoterapicos, presentes em extratos e
nos 6leos essenciais (MAIA et al., 1977; BERNUCI et al., 2016). Citam-se como exemplo P.
arboreum Aubl. com funcdo fungicida, P. tuberculatum Jacg, com funcéo inseticida , e P.
marginatum Jacg., com forte poder bactericida (SILVA et al., 2002). No segmento culinario,
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P. nigrum L. é a mais usada, sendo conhecida por pimenta preta ou pimenta-do-reino. Uma

sintese das funcdes de algumas espécies de Piper é encontrada na Quadro 1.

Quadro 1. FuncGes de algumas espécies de Piper reportadas na literatura.

Espécie

Funcéo

Referéncia

P. hispidinervum C. DC e P.

aduncum L.

Contem safrol, usado na
indUstria de cosméticos, além
do uso na fabricacdo de

inseticidas piretroides

NUNES et al., 2007; ALBIERO et al.,
2005

Piper regnellii Migq.

Possui compostos
fenilpropandides e
neolignanas,

com atividade anti-leishmania

e anti-tripanossoma

NAKAMURA et al., 2006

P. marginatum Jacq.

Combate a doencas
gastrointestinais,
monoterpenoides,
sesquiterpenoides e

fenilpropanoides

BRU e GUZMAN, 2016

P. hispidinervum C. DC.

Contem como componente
majoritario o Safrol e agentes
antiinflamatoérios; usados na
indUstria de perfumes como
fixadores e atividade

antimicrobiana

LIMA et al., 2009.

P. krukofii Ynck. e
P. aduncum L.

Piper hispidinervum C.DC.

O Oleo essencial contém
dilapiol; possui propriedades

fungicida, tumoral e larvicida

SILVAetal., 2010

Piper divaricatum G. Mey.

Contem metileugenol e
eugenol no Oleo essencial,
com propriedade fungicida,

antioxidante

SILVA et al, 2010; SILVA et al., 2014

Piper divaricatum G. Mey. : Propriedades pesticida para agricultura

P. divaricatum é popularmente conhecida como pau-de-angola ou jaborandi-manso.

Trata-se de uma planta arbustiva, de aproximadamente 9 metros de altura, com inflorescéncia

em forma de espigas e folhas estipuladas, alternas, pecioladas e inteiras (Figura 1). Esta
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distribuida na América do Sul, em paises como Bolivia, Colombia, Equador, Peru, Suriname
(YUSUF et al., 2001). Também é encontrada em alguns estados brasileiros como Amazonas,
Amapa, Para, Ceara, Pernambuco, Bahia, Minas Gerais, Espirito Santo, Rio de Janeiro e Mato
Grosso. Segundo a literatura, € uma das espécies com larga diversidade em metabolitos
secundarios, que merece ser explora para fins agrondmicos, em funcdo de potentes
componentes de potencial biopesticidas, como monoterpeno, sesquiterpenos e
fenilpropandides. P. divaricaturm também possui Oleo essencial, cujos compostos sdo
eugenol e metileugenol, que agem como fungicidas naturais, por inibirem o crescimento
micelial de varios patdgenos (SILVA et al, 2010 e 2014).

Figura 1. Acesso de P. divaricatum

crescido em casa de vegetacdo daUniversidade Federal do estado do Paré.
Em destaque a inflorescéncia da espécie.

Fonte: MARTINS, 2016.

Silva et al., (2010) estudaram a fungitoxicidade do 6leo essencial de P. divaricatum
contra os fungos Cladosporium cladosporioides e C. sphareospermum e verificaram que
ambos foram fortemente inibidos, com reducdo do cresciemento micelial similares ao
encontrado com o Miconazol, em baixa concentracdo (0,5 pg mL-1). Com Fusarium solani f.
Sp. Piperis, Silva et al., (2014) testaram 0s componentes majoritarios do 6leo essencial de P.
divaricatum e verificaram que metileugenol e eugenol revelaram reducdes do crescimento

micelial do fungo, entre 70% e 100%.
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N&o ha relatos sobre bioatividade de P. divaricatum sobre ervas daninhas, contudo,
considerando o largo nimero de compostos que a espécie detém, em folhas, caule e
inflorescéncias, é possivel que, pelos menos nas principais classes de metabolitos secundarios,

haja algum tipo de atividade alelopatica, que possa ser aproveitada uso de defesa de plantas
contra ervas daninhas.

19



Referéncias

ALBIERO, A.L. M., PAOLI, A. A. S, SOUZA, L. A. D., MOURAO, K. S. M,
Morfoanatomia dos 6rgdos vegetativos de Piper crassinervium HB; K. (Piperaceae). Acta
Botanica Brasilica, v 19, n.2, p.305-312, 2005.

ALBUQUERQUE, M.B., SANTOS R.C., LIMA, L. M., MELO FILHO, A.P., NOGUEIRA,
R. J. M, C.,.Camara, CAG; Rezende, RA. Allelopathy, an alternative tool to improve cropping
systems. A review. Agronomy for Sustainable Development, v. 31, n.2, p.379-395, 2010.

ANDRADE, E. H. A., GUIMARAES, E.F., MAIA, J. G. S. Variabilidade quimica em 6leos
essenciais de espécies de Piper da Amazbnia. Belém: Faculdade de Engenharia
Quimica/UFPA, 2009.

BALDOQUI, D.C., BOLZANI, V. S., FURLAN, M. Flavonas, lignanas e terpeno de Piper
umbellata (Piperaceae). Quimica Nova, v. 32, n.5, p.1107-1109. 2009.

BERNUCI, K., IWANAGA, C.C., FERNADEZ, A. CM.M., LORENZETTI, F.B. TORRES,
S. E. C., FAIOES, V. D. S., CARDOSO, R. F. Evaluation of chemical composition and
antileishmanial and antituberculosis activities of essential oils of Piper species, Molecules, v.
21,n.12, p.1-12, 2016.

BERTO, A; RIBEIRO, AB; SENTANDREU, E; SOUZA, NE; MERCADANTE, AZ,
CHISTE, RC; FERNANDES, E. The seed of the amazonian fruit Couepia bracteosa exhibits
higher scavenging capacity against ROS and RNS than its shell and pulp extracts. Food
Function, v. 6, n.9, p.3081-3090, 2015.

BRU, J., GUZMAN, J. D. . Folk medicine, phytochemistry and pharmacological application
of Piper marginatum Jacq. Revista Brasileira de Farmacognosia, v. 26, n. 6, p. 767-779,
2016.

BUTNARIU, M. An analysis of sorghum halepense’s behavior in presence of tropane
alkaloids from Datura stramonium extracts, Chemistry Central Journal, v.6, n.1, p.1-6,
2012.

20



CANDIDO, L. P.,, VARELA, R. M., TORRES, A., MOLINILLO, J. M., GUALTIERI, S. C,,
MACIAS, F. A. Evaluation of the allelopathic potential of leaf, stem, and root extracts of
Ocotea pulchella Nees et Mart. Chemistry Biodiversity, v.13, n.8, p.1058-1067, 2016.

CHAVES, M. C. O,, OLIVEIRA, A. H., SANTOS, B. V. O., Aristolactams from Piper
marginatum jacq (Piperaceae). Biochemical Systematics And Ecology, 34:1, 75-77, 2006.

CHENG, B. J. W,, DURING, H. J., ANTEN, N. P. R. Detect thy neighbor: identity
recognition at the root level in plants. Plant Science, v.195, p.157-167, 2012.

CHENG, F; CHENG, Z. Research progress on the use of plant allelopathy in agriculture and
the physiological and ecological mechanisms of allelopathy. Frontiers In Plant Science, v.6,
p.1-16, 2015.

CUNICO, M. M., MIGUEL, O. G., MIGUEL, M. D., KERBER, V. A. MONTRUCCHIO, D.
P. AUER, C.G., GRIGOLETTI, J. A. Avaliacdo da atividade antibacteriana de Ottonia

martiana miq., Piperaceae. Revista Ciéncia farmacia, v.24, n.2, p.141-145, 2003.

GOBBO-NETO, L., LOPES, N. P. Plantas medicinais: fatores de influéncia no contetido de

metabolitos secundarios. Quimica nova, v. 30, n. 2, p. 374, 2007.

GORDON, A., CRUZ, A. P. G.,, CABRAL, L.M.C., FREITAS, S.C., TAXI, C. M. A. D,,
DONANGELO, C. M., MARX, F. Chemical characterization and evaluation of antioxidant
properties of acai fruits (Euterpe oleraceae Mart.) during ripening. Food Chemistry,133,
256-263, 2012.

ISLAM, A. K. M. M., KATO-NOGUCHI, H. Phytotoxic activity of Acimum tenuiflorum
extracts on germination and seedling growth of different plant species. The Scientific World
Journal, p.1-8, 2014.

JARAMILLO, M. A., CALLEJAS, R. Current perspectives on the classification and

phylogenetics of the genus Pipe, In: dyer, la, palmer, A. (Eds.), Piper: a model genus for

studies of phytochemistry, Ecology and Evolution, v.1, p.179-198, 2004.

JARAMILLO, M.A., MANOS, P.S. Phylogeny and patterns of floral diversity in the genus
Piper (Piperaceae). American Journal of Botany, v.88, n.4, p.706-716, 2001.

21


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Varela%20RM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27482860
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Torres%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27482860
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Molinillo%20JM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27482860
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gualtieri%20SC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27482860
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Mac%C3%ADas%20FA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27482860

KARYO MORPHOLOGICAL ANALYSIS IN PIPERACEAE  diponivel em
http://shodhganga.inflibnet.ac.in/bitstream/10603/6442/7/07_part%201.pdf> Acesso em 19 de
marco 2017.

LI, YONG-HUA.,, XIA, ZHI-CHAO., KONG, CHUI-HUA. Allelobiosis in the interference of
allelopathic wheat with weeds. Pest Management Science, v.72, n.11, p.2146-2153, 2016.

LIMA, R. K., CARDOSO, M. G., MORAES, J. C., MELO, B. A., RODRIGUES, V. G,,
GUIMARAES, P. L. Atividade inseticida do dleo essencial de pimenta longa (Piper
hispidinervum C. DC.) sobre lagarta-do-cartucho do milho Spodoptera frugiperda (JE Smith,
1797) (Lepidoptera: Noctuidae). Acta amazonica, v. 39, n. 2, p. 377-382, 2009.

LOPES, L.C., MEDEIROS, F. A., MEDEIROS, AAN. Estudo quimico das folhas da espécie
Licania macrophylla Benth (Chrysobalanaceae). In: Encontro de Iniciacdo Cientifica da
UFPB, 1, 2005.

MAIA, J. G. S., ZOGHBI, M. G. S., ANDRADE, E. H. A., SANTOS, A. S, SILVA, M. L.,
LUZ, A. I. R., BASTOS, C. N. Constituintes of the essential oil of Piper aduncum L. growing
in the Amazon Region. Flavour and Fragrance Journal, v.13, p.269-272, 1998.

MAIA, J.G.S., ANDRADE, E. H.A., Database of the amazon aromatic plants and their
essential oils. Quimica Nova, 32:3, 595-622, 2009. Maia, JGS; Silva, MD; Luz, Al; Zoghbi,
MDG; Ramos, LS. Espécies de Piper da amazénia ricas em safrol. Quimica Nova, v.10, n.3,
200-204, 1987.

MEDEIRQOS, F. A. D.,, MEDEIROS, A. A., TAVARES, J.F., BARBOSA FILHO, J. M.,
LIMA, E. D.O., SILVA, M. S. D. Licanol, a new flavanol, and other constituents from the
Licania macrophylla Benth. Quimica Nova, v.35, n.6, p1179-1183, 2012.

NAIR, K. P. P. Agronomy and Economy of Black Pepper and Cardamom: The" king" and"

queen” of Spices. Elsevier, 2011.

NAKAMURA, C. V., SANTOS, A. O.,, VENDRAMETTO, M. C., LUIZE, P. S., DIAS
FILHO, B. P.,, CORTEZ, D. A.,, UEDA-NAKAMURA, T. Atividade antileishmania do
extrato hidroalcodlico e de fracbes obtidas de folhas de Piper regnellii (Mig.) C. DC. var.

pallescens (C. DC.) Yunck. Revista Brasileira Farmacognosia, v. 16, n. 1, p. 61-66, 2006.

22


https://www.google.com.br/search?biw=1024&bih=494&q=KARYO+MORPHOLOGICAL+ANALYSIS+IN+PIPERACEAE+outores&nfpr=1&sa=X&ved=0ahUKEwjMr9-TgeTSAhUFkpAKHU2OBVMQvgUIGCgB

NASCIMENTO, S. B., LIMA, A. M., BORGES, B. N., SOUZA, C. R. B. Endophytic
bacteria from Piper tuberculatum Jacq.: isolation, molecular characterization, and in vitro
screening for the control of Fusarium solani f. sp piperis, the causal agent of root rot disease
in black pepper (Piper nigrum L.). Genetics and Molecular Research, v.14, n.3, p.7567-757,
2015.

NUNES, J.D., TORRES, G. A., DAVIDE, L. C., SALGADO, C. C. Citogenética de Piper
hispidinervum e Piper aduncum. Pesquisa Agropecuaria Brasileira, v.42 n.7, p.1049-1052,
2007.

RIBEIRO, J.C., ANTUNES, L. M. G., AISSA, A. F.,, DARIN, J.D. C., ROSSO, V., V.,
MERCADANTE, A. Z., BIANCHI, M. L. P. Evaluation of the genotoxic and antigenotoxic
effects after acute and subacute treatments with acai pulp (Euterpe oleracea Mart.) on mice
using the erythrocytes micronucleus test and the comet assay. Mutation Research/Genetic
Toxicology and Environmental Mutagenesis, v.695, p.22-28, 2010.

RICE, EL. Allelopathy. Academic press. schaefer m. Assessing. v.2, n.4, p.74-80, 1984.

SHAH, A. N., IQBAL, J., ULLAH, A., YANG, G., YOUSAF, M., FAHAD, S., KHAN, A.
Allelopathic potential of oil seed crops in production of crops: a review. Environmental

Science and Pollution Research, p.1-14, 2016.

SILVA, E. M. J., MACHADO, S. R. Estrutura e desenvolvimento dos tricomas secretores em
folhas de Piper regnellii (Mig.) C. DC. var. regnellii (Piperaceae). Revista Brasileira de
Boténica, v.22, n.2, p.117-124, 1999.

SILVA, J. K. R, PINTO, L. C.,, BURBANO, R. M. R.,, MONTENEGRO, R. C,,
GUIMARAES, E. F., ANDRADE, E. H. A., MAIA, J. G. S. Essential oils of amazon piper
species and their cytotoxic, antifungal, antioxidant and anti-cholinesterase
activities. Industrial Crops And Products, v.58, p.55-60, 2014.

SILVA, J. K. R, SILVA, J. R. A, NASCIMENTO, S.B., LUZ, F. M., MEIRELES, E. N.,
ALVES, C. N., RAMOS, R. A, MAIA, J. G. S. Antifungal activity and computational study
of constituents from Piper divaricatum essential oil against Fusarium infection in black
pepper. Molecules, v.19, n.11, p.17926-17942, 2014.

23



SILVA, J.K.,, ANDRADE, E. H., GUIMARAES, E. F.,, MAIA, J. G. Essential oil
composition, antioxidant capacity and antifungal activity of Piper divaricatum. Natural
Product Communications, v.5, n.3, p.477-480, 2010.

SILVA, JA; OLIVEIRA, FF; GUEDES, ES; BITTENCOURT, MAL; OLIVEIRA, RA;
Antioxidant activity of Piper arboreum, Piper dilatatum, and Piper divaricatum. Revista
Brasileira de Plantas Medicinais, v.16 n.3, p.700-706, 2014.

SILVA, M. F. R.,, BEZERRA, S. P. C,, LIRA, C. S,, LIMA, A. B. N.,, NETO, A. C. A,
PONTUAL, E. V., NAVARRO, D. M. D. A. F. Composition and biological activities of the
essential oil of Piper corcovadensis (Mig.) C. DC (Piperaceae). Experimental Parasitology,
v.165, p.64-70, 2016.

SILVA, R. V., NAVICKIENE, H. M. D., KATO, M. J., BOLZANI, V. D. S., MEDA, C. .,
YOUNG, M. C. M., FURLAN, M. Antifungal amides from Piper arboreum and Piper
tuberculatum. Phytochemistry, v. 59, n. 5, p. 521-527, 2002.

TORMA, P. D. C. M. R,, BRASIL, A. V.S., CARVALHO, A. V., JABLONSKI, A,
RABELO, T. K., MOREIRA, J. C. F.,, OLIVEIRA, R. A. Hydroethanolic extracts from
different genotypes of agai (Euterpe oleracea) presented antioxidant potential and protected
human neuron-like cells (SH-SY5Y). Food Chemistry, 2016.

WANKE, S., JARAMILLO, M. A., BORSCH, T., SAMAIN, M. S., QUANDT, D.,
NEINHUIS, C. Evolution of Piperales-matK gene and trnK intron sequence data reveal
lineage specific resolution contrast. Molecular Phylogenetics And Evolution. v.42, n.2,
p.477-497, 2007.

WANKE, S., SAMAIN, M.S., VANDERSCHAEVE, L., MATHIEU, G., GOETGHEBEUR,
P., NEINHUIS, C. phylogeny of the genus Peperomia (Piperaceae) inferred from the t
Mrnk/matk region (cpDNA). Plant Biology, v.8, n.1, p.93-102, 2006.

WATANABE, Y., NOVAES, P., VARELA, R. M., MOLINILLO, J. M., KATO-NOGUCHI,
H., MACIAS, F.A. Phytotoxic potential of Onopordum acanthium L.(Asteraceae). Chemistry
& biodiversity, v.11, n.8, p.1247-1255, 2014.

YUNCKER, T. G. The Piperaceae - a family profile. Brittonia, v.10, p.1-7, 1958.

24



YUSUF, A., TYAGI, R. K., MALIK, S. K. Somatic embryogenesis and plantlet regeneration
from leaf segments of Piper colubrinum. Plant cell, tissue and organ culture, v. 65, n. 3, p.
255-258, 2001.

25



Capitulo IlI: Artigo Identificac@o de aleloquimicos inibidores de crescimento,
oriundos de extratos orgéanicos e fracdes de Piper divaricatum

Silvania Alves Martins, Roseane Cavalcanti dos Santos, Alessandra
Rezende Ramos, Pablo Luis Baia Figueiredo, Joyce Kelly do Rosério da

Silva.

Submetido para revista Pesquisa Agropecuaria Brasileira - PAB

26



10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

Identificacdo de aleloquimicos inibidores de crescimento oriundos de extratos organicos e

fracdes de Piper divaricatum

Silvania Alves Martins®”, Roseane Cavalcanti dos Santos®, Alessandra de Rezende

Ramos®, Pablo Luis Baia Figueiredo™ e Joyce Kelly do Rosario da Silva ®

Programa de Pds-graduacdo em agronémia PPGA/UFPB ppga.cca.ufpb@gmail.com,
silvania20alves@hotmail.com® Embrapa Algodao sac@cnpa.embrapa.br,
roseane.santos@embrapa.br(z) Universidade Federal Sul e Sudeste do Para
JUNFESSPA, rezende@unifesspa.edu.br® Programa de Pés-graduagdo em
Quimica/Universidade Federal do Par&UFPA ppgq@ufpa, pablolbf@ufpa®

Universidade Federal de Par&/UFPA, joycekellys@ufpa.br®

Resumo — Alelopatia é o fenbmeno pelo qual uma espécie vegetal influencia, tanto de
modo positivo quanto negativo, o crescimento e desenvolvimento de outra ao seu redor.
Diversas espécies ja foram identificadas com tal propriedade, porém poucos estudos se
dedicaram ao género Piper. O presente trabalho objetivou avaliar a bioatividade de P.
divaricatum por meio de extratos organicos e suas fracdes, com fins de identificar os
aleloguimicos responsaveis pela inibicdo de crescimento de plantas, tomando-se a
planta de alface como modelo. As sementes foram postas para germinar em placas de
Petri contendo papel de filtro embebido em 1 ml de cada extrato e suas respectivas
fracdes. As placas foram incubadas em BOD durante 7 dias. A identificacdo dos
aleloguimicos foi feita por cromatografia de camada delgada. Verificou-se que a fracéo
cloroférmio do extrato aquoso apresentou elevada inibicdo na germinacéo e crescimento
das plantulas de alface. Alcal6ides e cumarinas foram identificados nessa fracdo, ambos
reportados na literatura como potentes inibidores da germinagcdo porque causam

alteracfes nos processos de divisdo celular além de lesdes nos tecidos e interferir nos
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transportes de solutos da membrana. Outros aleloquimicos também foram identificados
nas fracbes do extrato etanol/metanol, como terpenos/triperpenos, acidos graxos,
flavonoides e fenilpropanoides, todos envolvidos com resposta de defesa de plantas.
Dois outros compostos, acidos graxos e derivados antracenos, ainda ndo foram
reportados como aleloquimicos em Piper.

Termos para indexacdo: Alelopatia, bioatividade, Lactuca sativa, cromatrografia

Abstract

Allelopathy is the phenomenon by which a vegetal specie influences in growth of
another around it. Several species have already been identified with this ability, but few
studies have been reported with genus Piper. The present work aimed to evaluate the
bioactivity of P. divaricatum by using organic extracts and their fractions, in order to
identify allelochemicals responsible for growth inhibition of plants, based on lettuce, as
reference. Seeds were put to germinate in Petri dishes containing filter paper soaked in 1
ml of each organic extract and their respective fractions. Plates were incubated in BOD
for 7 days. Identification of the allelochemicals was done by thin layer chromatography.
It was verified that the chloroform fraction of the aqueous extract showed high
inhibition to germination and growth of lettuce seedlings. Alkaloids and coumarins were
identified in this fraction, both reported in the literature as potent inhibitors of
germination because cause alterations in cell division processes besides tissue damages
and interference in transport of membrane solutes. Other allelochemicals were also
identified in fractions of ethanol/methanol extract, such as terpenes/triperpenes, fatty

acids, flavonoids and phenylpropanoids, all involved in plant defense response. Two
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other compounds, fatty acids and anthracene derivatives, have not yet been reported as

allelochemicals in Piper.

Key words: alelopathy, bioactivity, lettuce, cromatography

Lista de abreviaturas

BOD - Demanda Bioquimica de Oxigénio

CCD - Cromatografia em Camada Delgada

EBA - Extrato Bruto Aquoso

EBH - Extrato Bruto Hexano

EBEM - Extrato Bruto Etanol/Metanol

EA - Extrato Aquoso

EH - Extrato Hexano

EEM - Extrato Etanol/Metanol

F-EA-H - Fragdo Extrato Aquoso-Hexano

F-EA-C - Fracdo Extrato Aquoso-Cloroférmio

F-EA-AE - Fragéo Extrato Aquoso-Acetato Etila

F-EA-M - Fragdo Extrato Aquoso-Metanol

F-EEM-H - Fragdo Extrato Etanol/Metanol-Hexano
F-EEM-C - Fragdo Extrato Etanol/Metanol- Cloroférmio
F-EEM-AE - Fracdo Extrato Etanol/Metanol- Acetato Etila
F-EEM-EM - Fragéo Extrato Etanol/Metanol- Etanol/Metanol
UFPA - Universidade Federal do Para

UNIFESSPA - Universidade Federal Sul e Sudeste do Para
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Introducgao

O Brasil é um expoente agricola de grande importancia econémica no mercado
mundial de alimentos, fibras e derivados. A pesquisa agropecuaria tem contribuido
expressivamente nesse segmento devido as varias tecnologias que desenvolve,
garantindo competitividade e elevada producdo, especialmente para as grandes
commodities agricolas. Apesar das varias tecnologias atualmente disponiveis no
segmento agropecuario, os produtores frequentemente enfrentam dificuldades de ordem
climatica, que desencadeiam em problemas de natureza abiotica ou bidtica. Sobre esse
ultimo, a ocorréncia de pragas (patdgenos, insetos e ervas daninhas) é o fator mais
limitante da producéo, devido aos elevados custos dos insumos agricolas (Freire e Vidal
Neto, 2013; Araniti et al., 2015).

Ervas daninhas sdo consideradas as pragas mais danosas as lavouras comerciais,
devido a larga diversificacdo e poder competitivo (He et al., 2012; Araniti et al., 2015).
O controle usual é feito por meio de defensivos quimicos, que apesar de eficientes,
oneram e causam Sérios prejuizos a saude humana e ao meio ambiente. A busca por
formas alternativas de controle de ervas daninhas tem sido objeto de estudos de varios
centros de pesquisa, 0s quais focam em manejos mais autossustentaveis e
agroecoldgicos. Essa tendéncia tem levado ao aprofundamento de estudos na area de
alelopatia, focalizando na prospeccdo de aleloquimicos oriundos de espécies vegetais,
com potencial de exterminar ou inibir o crescimento de outras plantas circunvizinhas
(Albuquerque et al, 2010). Dentre os mais reportados citam-se o0s terpendides,
cumarinas, flavondides, catequinas, quinonas e taninos (Friedjung et al., 2013). A
maioria deles s&o absorvidos naturalmente pelo solo sem danos a biodiversidade (Shah

et al., 2016).
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O territdrio brasileiro é detentor da maior biodiversidade vegetal do planeta, com
espécies nativas e domesticadas nas Vvarias ecorregibes fisiograficas. A Amazonia
representa 0 bioma mais rico por agregar um vasto nimero de espécies com potencial
para uso nos segmentos medicinal, condimentar, pesticida, farmacéutico, entre outros
(Candido et al., 2016). Dentre as espécies vegetais representativas, destaca-se a familia
Piperaceae, representada principalmente pelo género Piper, que se distribui desde o
México até o sudoeste da Argentina, abrangendo cerca de 2000 espécies distribuidas em
regides tropicais, das quais mais de 283 espécies ocorrem no Brasil (Jaramillo e
Callejas, 2004; Wanke et al., 2006; Baldoqui et al., 2009). Uma das caracteristicas
dessas espécies € a producdo de varios metabolitos secundarios com propriedades
farmacéuticas, medicinais e pesticidas, presentes nos extratos e Oleos essenciais
(Lustosa et al. 2007; Bernuci et al., 2016).

P. divaricatum, popularmente conhecida como pau-de-angola ou jaborandi-
manso, € uma especie rica em metabolitos secundarios de largo potencial para a
indUstria de pesticidas, como os fenilpropandides, metileugenol e eugenol, presentes nas
raizes, flores e inflorescéncias. Segundo Silva et al.,(2010, 2014), o 6leo essencial de P.
divaricatum possui alta atividade antifungica contra Cladosporium cladosporioides, C.
sphareospermum e Fusarium solani f. sp. piperis Alb.

No aspecto alelopético, Rafalski, (2017) demonstrou que o0 extrato aquoso de P.
divaricatum a 1,5% inibiu a emergéncia e crescimento de carrapicho (Cenchrus
echinatus L.), picédo preto (Bidens pilosa L.) e capim amargoso (Digitaria insularis (L.)
Fedde), em ensaios in vivo, conduzidos em casa de vegetacdo. Esses resultados
motivaram a continuidade da pesquisa, no intuito de aprofundar os conhecimentos sobre
0S compostos responsaveis por tal inibicdo. Nesse sentido, o presente trabalho objetivou

avaliar a bioatividade de extratos organicos e fracdes de P. divaricatum com fins de
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identificar os aleloquimicos responsaveis pela inibicdo de crescimento de plantas,
tomando-se como modelo plantulas de alface.
Material e Métodos

Coleta do material e obtencéo dos extratos brutos

Folhas de P. divaricatum G. Mey (acesso MG 200.151) foram coletadas no
campus da UFPA, municipio de Belém/PA (-1.473155, -48.457753). Os tecidos foram
desidratados a 50°C em estufa de circulacdo e posteriormente triturados em moinho de
facas para preparo dos extratos aquoso, alcodlico e hexanico. O EBA foi produzido por
maceracdo a frio de 116 g de folhas em 750 mL de agua destilada. O extrato foi filtrado
e posteriormente levado ao liofilizador (LOC-1 Christ), resultando numa massa de 7,0
g. EBEM e EBH foram obtidos a partir da maceracdo de 50 g de folhas em 450 mL de
etanol/metanol (1:1) e hexano, respectivamente. Apos a evaporacao do solvente, foram
preparadas solugfes nas concentragdes de 13,3 mg/mL para o extrato hexanico e 40
mg/mL para o extrato etanol/metanol. Para uso nos bioensaios, ambas solucBes foram
diluidas nas seguintes concentragdes: 2,5, 5,0, 7,5 e 10 mg/mL.

Obtencéao das fracdes dos extratos EA e EEM

Para obtencdo das fracdes, preparou-se previamente uma aliquota dos extratos EA (7,09
da massa obtida no EBA/100 ml de agua destilada) e EEM (3,0 g/100 ml de metanol e
agua, 1:1). Ambos extratos foram particionados em funil de decantacdo com 100 mL de
hexano, cloroférmio, acetato de etila e metanol. O solvente de cada fracdo foi eliminado
em evaporador rotativo. As fragdes foram solubilizados em &gua e Tween 20 (5%),
sendo utilizadas na concentracdo de 2,5 mg/mL. O Quadro 1 contém a discriminagdo

das fragdes estudadas.
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Quadro 1. Discriminagdo das fracOes usadas a partir dos extratos aquoso (EA) e

etanol/metanol (EEM) de P. divaricatum

Extrato Solvente Fracdo obtida
Hexano F-EA-H
EA Cloroférmio F-EA-C
Acetato de etila F-EA-AE
Metanol F-EA-M
Hexano F-EEM-H
EEM Cloroférmio F-EEM-C
Acetato de etila F-EEM-AE
Etanol/metanol F-EEM-EM

Bioatividade dos extratos e fracGes sobre alface (Lactula sativa L.)

Os bioensaios foram conduzidos em camara de germinacdo, tipo BOD, mod.
Limotec, utilizando-se sementes de alface adquiridas comercialmente (Feltrin,
Farroupilha, RS). Em cada placa de Petri (90 mm &) foram acondicionadas 30 sementes
de alface sobre papel de filtro duplo, pré-umedecido com 1,5 mL dos extratos EEM e
EH, e as fragOes apresentadas no Quadro 1. As placas foram acondicionadas em BOD
(26 °C £1) e fotoperiodo 12:12 h, durante 7 dias. Apds 48 h e 96 h, as placas receberam
500 pL de agua, e foram novamente acondicionadas em BOD, até o final do ensaio.
Todos os testes foram conduzidos com 4 repetices. Ao final do ensaio foram
registradas as seguintes variaveis: taxa de germinagdo, comprimento da radicula e altura
da plantula. As sementes foram consideradas germinadas quando apresentavam
protuberancia radicular maior do que dois milimetros (Maquire, 1962).

Anélise estatistica

Os dados foram submetidos a andlise de variancia pelo teste F e as médias

comparadas pelo teste de Skot-Knot (5%), utilizando-se o0 programa estatistico

programa SISVAR.
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Deteccdo das classes de compostos por Cromatografia de Camada Delgada
(CCD)

Para as analises de CCD foi utilizando placa silica gel (Sigma-Aldrich), com
granulometria de 70-230 e aplicados 8 L de cada fragdo. As amostras foram aplicadas
em duplicata, com o auxilio de um capilar. As fracbes F-EA-C, F-EEM-C, F-EEM-H
foram eluidas com hexano e acetato de etila (60:40) e para as as fragdes F-EEM-AE e F-
EEM-EM, o acetato de etila foi usado como eluente. Para a revelagdo das placas
cromatograficas foi adotada metodologia descrita por Wagner e Bladt, (1996),
borrifando os reagentes especificos para cada classe de compostos. As classes dos
compostos foram visualizadas por luz ultravioleta, nas faixas de comprimento entre 254
e 366 nm.

Resultados e Discussao

Bioatividade do EBH e EEM sobre plantulas de alface

Os extratos hexano e alcoolico, e as fracBes representadas no Quadro 1 de P.
divaricatum foram usados neste experimento com objetivo de avaliar a toxicidade sobre
a emergéncia e crescimento de alface, em bioensaios conduzidos in vitro. A alface foi
escolhida por ser considerada planta modelo, uma vez que apresenta alta sensibilidade a
aleloguimicos, em baixas concentracGes (Ferreira e Aquila, 2000; Lustosa et al, 2007).

A andlise dos resultados de EH evidenciou inibicdo na germinacéo,
crescimento das raizes e altura das plantulas a partir de 5,0 mg/L. No entanto, a inibicado
total de todo processo fisioldgico foi observada a partir de 7,5 mg/L (Figura 1). Nas
plantulas remanescentes houve crescimento anormal, com raizes primarias atrofiadas e
defeituosas, além de auséncia de raiz secundaria. No tratamento EEM, nenhuma
semente germinou em quaisquer concentragdes, indicando que este extrato foi

potencialmente toxico nas sementes de alface.
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Médias de germinacédo (A), comprimento da raiz (B) e altura das plantulas (C) de alface
submetidas ao EH, nos tratamentos Controle (1), Controle + Tween 20 (2), EH a 2,5
mg/L (3), EH a 5,0 mg/L (4), EH a 7,5 mg/L (5) e EH a 10,0 mg/L (6). Medias seguidas
da mesma letra ndo diferem estatisticamente pelo teste Skot-Knot (p<0,05). Figura 1.
Na literatura, alguns autores tém demonstrado o poder de inibicdo no
crescimento de algumas espécies, em funcdo dos componentes presentes em extratos
alcoolicos de espécies potencialmente alelopaticas, sendo que o efeito varia em funcgéo
da quantidade dos aleloquimicos presente no extrato. Oliveira et al, (2014) avaliaram a
toxicidade da casca de Pouteria ramiflora (Mart.) Radlk sobre a germinacdo e
crescimento do alface, usando extrato alcodlico, nas concentracdes de 2,5% a 15%.
Embora os autores tenham trabalhado com concentracGes elevadas, ndo observaram
alteracdes na germinacdo das plantulas, porém verificaram danos no desenvolvimento
da raiz e da parte aérea, associando os efeitos a presenca de esteroides e triterpenos,
presentes no extrato. Silva et al, (2010) avaliaram a toxicidade do extrato etandlico de
folhas de angico (Anadenanthera macrocarpa (Benth.) Brenan) e aroeira (Astronium
graveolens Jacq) sobre a germinacdo de couve (Brassica chinensis L.) e alface, nas
concentragdes de 5, 10 e 20 mg/mL. Os autores verificaram elevada toxidez dos extratos
sobre a germinagéo do couve e alface em todas as concentra¢des usadas nos extratos de
ambas espécies, e inferiram que a elevada inibigdo apresentada com o extrato de aroeira
e angico foi influenciada pela presenca de flavonoides, associada as proantocianidinas,
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além de polifenois, tais como ligninas e taninos, baseando-se em estudos de Monteiro et
al, (2005) e Moraes et al, (2015).
Bioatividade das fracGes obtidas de EA e EEM sobre plantulas de alface

Oito fracdes obtidas a partir dos extratos aquoso e alcodlico de P. divaricatum
(Quadro 1) foram testadas nos bioensaios de germinacdo e crescimento do alface, em
BOD. Verificou-se que a fracdo cloroférmio (F-EA-C) foi a que apresentou maior
inibicdo sobre germinagdo, crescimento das raizes e altura das plantulas de alface
(Figura 2). Dentre as plantulas remanescentes, o comprimento das raizes e a altura

foram severamente afetados quando comparado as outras fragGes (Figura 3).

A

Altura da plantula fcm)

Médias de germinacdo (A), comprimento da raiz (B) e altura das plantulas (C) de alface
submetidas as fracGes do extrato aquoso de P. divaricatum, a 2,5 mg/mL. Controle (1),
Controle+Tween (2), F-EA-C (3), F-EA-AE (4), F-EA-H (5) e F-EA-M(6). Medias
seguidas da mesma letra ndo diferes estatisticamente pelo teste Skot-Knot (p< 0,05)

Figura 2.
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Aspecto das plantulas de alface submetidas a crescimento com fragOes de extratos EA
(A): Controle (1), Controle+ Tween 20 (2), F-EA-C (3), F-EA-AE (4), F-EA-H (5), F-
EA-M (6), e EEM (B): Controle (1), Controle+ Tween 20 (2), F-EEM-C (3), F-EEM-
AE (4), F-EEM-H (5) e F-EEM-EM (6). Figura 3.

Com relacéo ao extrato alcoodlico, verificou-se que a germinacdo das sementes
de alface foi afetada por todas as fracdes, com efeitos maiores para F-EEM-C, F-EEM-
H e F-EEM-EM, cujas taxas de germinacdo foram de 42%, 36% e 40%,
respectivamente (Figura 3A). As raizes foram drasticamente reduzidas na presenca da

fracdo apresentando crescimento infimo, inferior a 0,5 cm (Figura 3B).

A B Cc

100 a
2 L 2 2
S | | ? s
3 40 . g
1 2

Médias de germinacdo (A), comprimento da raiz (B) e altura das plantulas (C) de alface

submetidas as fracGes do extrato etanol/metanol de P. divaricatum. Controle (1),
Controle + Tween 20 (2), EEM-C (3), EEM-AE (4), EEM-H (5), e EEM-EM 10 (6).
Medias seguidas da mesma letra ndo difere estatisticamente pelo teste Skot-Knot (p<
0,05) Figura 3.

Estudos envolvendo fracionamento de extratos em bioensaios com espécies
alelopéaticas fornecem informagdes valiosas para elucidar a identificacdo dos
componentes responsaveis pela inibicdo de propriedades fisiologicas, e ainda de efeitos

sinergisticos ou antagbnicos, resultantes da interacdo entre eles. Matsumoto et al.,
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(2010) investigaram o potencial alelopatico do extrato foliar de uma Annonaceae e
verificaram que o extrato alcodlico e suas fragcGes foram toxicos sobre a germinagédo de
alface, além de outras espécies, como Echinochloa crus-galli, Euphorbia heterophylla e
Ipomoea grandifolia. As classes predominantes dos compostos responsaveis pela
inibicdo foram triterpenos, taninos e flavonoides, que apresentaram efeitos deletérios
sobre o crescimento das plantas. Habermann et al., (2015) avaliaram a toxicidade de
extratos e fracdes de Blepharocalyx salicifolius (Kunth) O. Berg sobre plantulas de trigo
(Triticum aestivum L.) e verificaram que as fracOes acetato etila e hexanica inibiram a
elongacdo dos coleoptilos, inclusive com efeitos fitotdxicos equivalentes ou superiores
aos observados pelo herbicida GOAL BR (Dow Agrosciences, EUA), nas mesmas
concentragoes.
Identificagdo de composto nas fracoes por CCD

Em funcdo da alta taxa de inibicdo no crescimento das plantulas de alface
submetidas a fracdo cloroférmio do extrato aquoso (Figura 2, F-EA-C), utilizou-se esse
tratamento para as analises em CCD. Para as fragbes do extrato alcodlico, foram
utilizadas amostras uma vez que todas as fracGes surtiram efeitos deletérios sobre o
crescimento de alface, especialmente sobre o crescimento da raiz (Figura 4B).

A eluicdo cromatogréfica e os calculos dos referidos valores do fator de retencéo
(Rf) indicaram a presenca de cumarinas e alcaloides, na amostra F-EA-C (Tabela 1) e
derivados antracenos, terpenos e fenilpropanoides, em todas as fragcbes do EEM, sendo
que em F-EEM-AE e F-EEM-EM foram detectadas a maior quantidade de classes com
potencial aleloquimico, incluindo cumarinas e acidos graxos.
Compostos encontrados nas frages dos extratos aquoso e alcodlico de P. divaricatum,
via cromatografia de camada delgada, em silica gel. EA- Extrato aquoso e EEM —

extrato etanol/metanol. A e B: fragdo cloroformio (F-EA-C) mostrando cumarinas
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simples (A, azul) e alcalbides (B, marron). C a F: fragdo hexano (F-EEM-H) mostrando
acidos graxos no visivel (C, azul) e em UV a 365 nm (D, vermelho), terpendides (E,
violeta), fenilpropandides (F, marron-amarelado). G-J: fracdo cloroférmio (F-EEM-C)
mostrando acidos graxos (G), terpendides (H), fenilpropandides (I) e cumarinas

glicosideas (J, azul esverdeado) Figura 5.

As cumarinas, identificadas nesse trabalho nas fracGes dos extratos aquoso e
alcodlico, sdo compostos fendlicos reportados na literatura como potentes inibidores da
germinacdo e crescimento de alface, Arabidopsis thaliana (L.) e de algumas espécies
daninhas, como Amaranthus retroflexusl L. e Echinochloa crus-galli (L.) P. Beauv.
(Rice, 1984; Willis, 2010; Araniti et al, 2015). Abenavoli et al., (2006) avaliaram os
efeitos associados a inibicdo da germinacdo de trigo duro (Triticum turgidum ssp.
Durum Desf.), expondo as sementes a varias concentracdes de cumarina. Os autores
verificaram que acima de 200 puM a germinacdo do trigo foi inibida de forma
crescente e justificam que as possiveis causas da inibicdo foram as alteracdes nos
processos fisiologicos deletérios das plantas, como inibicdo na captacdo de agua,
capacidade de retencdo de eletrélitos e de consumo de O,. Adicionalmente, foram
observados danos oxidativos, expressos pelo retardo na reativacdo de peroxidases e

aumento na atividade da superéxido dismutase.

Os achados reportados por Abenavoli et al., (2006) fornecem evidéncias para
atestar que a maioria dos efeitos de inibicdo das plantulas de alface encontrados no
presente trabalho foi devida, principalmente, a acdo das cumarinas que além dos efeitos
fisiologicos reportados, influenciam ainda no bloqueio da mitose, reduz a absorcéo de
agua na célula e interferir diretamente na sintese de proteinas.

Zobel e Brown, (1995) relatam que as cumarinas tém importante papel na

protecdo das plantas em seu ambiente natural, podendo influenciar no crescimento de
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outras espécies devido a capacidade que tem de inibir a mitose de espécies vizinhas,
impedindo a germinagdo das espécies potencialmente concorrentes.

Os alcaloides, também identificados nas fracdes dos extratos EA e EEM, séo
potencialmente toxicos as células. Além de funcionar como uma reserva de nitrogénio,
atuam como reguladores do crescimento, sdo produtos de detoxificacdo de substancias
nocivas geradas pelo metabolismo primario, entre outras fungdes (Mattocks, 1986). Séo
constituidos por um vasto nimero de substancias com grande diversidade estrutural.
Trata-se de compostos nitrogenados com potencial para bloquear a mitose de células, tal
como as cumarinas, em algumas espécies sensiveis (Souza Filho et al., 2011). Na
natureza, sdo liberados por volatilizacdo, lixiviacdo da parte aérea ou da matéria em
decomposi¢do no solo e também por exsudacdo das raizes (Alves et al., 2003; Souza
Filho et al., 2011; Nebo et al, 2014).

Alves et al., (2003) testaram a toxicidade de fragOes obtidas a partir de extratos
de frutos de Solanum crinitum Lam. sobre plantulas de alface e verificaram que a
solasonina, identificada na fracdo de alcaldides glicosilados, foi responsavel pela
elevada inibicdo do crescimento das plantulas. Nebo et al., (2014) testaram a
bioatividade de trés alcaloides, obtidos a partir de extratos de 11 espécies pertencentes
as familias Meliaceae e Rutaceae, sobre o crescimento de agrido (Lepidium sativum L.),
alface, tomate (Lycopersicon esculentum Mill.) e cebola (Allium cepa L.) e verificaram
que todos foram muito tdxicos contra estas espécies, revelando niveis de toxicidez
similares ao herbicida Logran (Syngenta, EUA).

Além de cumarinas e alcal6ides, outros metabdlitos foram encontrados nas
amostras das fragdes obtidas a partir do EEM, alguns deles ja reportados na literatura
nos processos de defesa de plantas, como terpenos que constituem o maior grupo de

metabolitos secundarios, formados a partir da condensacéo de isopreno (C5), por meio
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da via de acetato-mevalonato (Simdes et al., 1994). Séo classificados de acordo com 0
namero de carbonos na sua estrutura, sendo os monoterpenos (C10), sesquiterpenos
(C15) e diterpenos (C20) os mais comumente encontrados (Bakkali et al., 2008).

Os terpenos sdo metabdlitos essenciais para o crescimento e desenvolvimento das
plantas. Muitos sesquiterpenos também s&o volateis, assim como 0s monoterpenos, e
estdo associados na defesa de plantas contra doengas e pragas (Tsanuo et al, 1993; Seo
et al., 2008).

Fenilpropanoides, &acidos graxos e derivados de antrocenos também foram
encontrados nas fragdes de EEM. Fenilpropandides sdo metabolitos secundarios
pertencentes a classe de compostos fenolicos, formados por um esqueleto carbonico
com um anel aromético ligado a uma cadeia de trés carbonos. Desempenham funcgdes
importantes como no crescimento vegetal, agem em outros diversos processos de defesa
vegetal contra microorganismos e insetos. Em plantas superiores os fenilpropandides
atuam na resisténcia a doencas, ferimentos ocasionados por ataque de patdgeno,
contaminacdo por metais pesados e oferecem ainda protecdo das plantas contra raios
ultravioletas (Barros et al., 2010).

Quanto aos &cidos graxos e derivados de antrocenos, ndo ha relatos sobre o
papel desses compostos nos processos diretamente ligados com defesa de plantas contra
pragas de lavouras, porém Wink, (2003) tece comentarios sobre os derivados de
antrocenos, como as antraquinonas, que possuem caracteristicas adaptativas para a
planta com funcdo de protecdo contra virus, bactérias, fungos, plantas concorrentes e
contra os herbivoros.

Os estudos de prospeccédo de espécies vegetais com potencial pesticida, sequidos
da identificacdo bioquimica de seus bioativos, representam um segmento da area

biolégica que tem crescido anualmente em varias instituicbes de pesquisa,
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especialmente em paises de larga biodiversidade, como o Brasil. Tais espécies oferecem
a oportunidade de serem usadas como pesticidas bioldgicos, contribuindo para
sustentabilidade dos manejos agricolas, considerando-se a dificuldade de aquisicdo e
custo dos pesticidas sintéticos, além de maior preservacdo da seguranca ambiental
(Albuquerque et al, 2010; Araniti et al., 2015).

A rica biodiversidade da flora amazénica tem sido reportada em varios trabalhos
na literatura, focalizando em propriedades intrinsecas, de largo aproveitamento em
varios segmentos industriais (Silva et al, 2014; Berto et al, 2015; Torma et al, 2017). A
familia Piper é largamente reportada, especialmente devido a riqueza dos componentes
dos dleos essenciais, de alto efeito fungicida, incluindo P. divaricatum. Os achados
encontrados nesse trabalho confirmam a vasta quantidade de compostos fendlicos
presentes em Vvarios tecidos dessa espécie, cujas propriedades pesticidas a habilitam
como forte candidata para uso em defesa de plantas, contra fungos e ervas daninha
(Lustosa et al, 2007; Silva et al, 2010; Rafalski, 2017). Considerando-se a
disponibilidade de trabalhos disponiveis com essa espécie na literatura, é provavel que
os relatos sobre os metabolitos encontrados nessa espécie como potencial aleloquimico
esteja sendo reportado pela primeira vez.

Conclusao

P. divaricatum é uma espécie detentora de varios metabolitos secundarios
responsivos para defesa de plantas contra pragas de lavouras, especialmente
fitopatdgenos. Nesse trabalho foi constatada as propriedades adicionais, como a
presenca de varios aleloquimicos presentes nos extratos de folhas, a maioria reportada
como potentes inibidores de germinacgéo e crescimento de plantas, como as cumarinas e

alcaloides. Essa especie precisa ser mais explorada em ensaios bioldgicos, de modo a
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atestar a acdo e formas de uso contra ervas daninhas de lavouras, visando posterior
recomendacdo como bioherbicida.
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503 Classe de compostos presente nas fracdes do EA e EEM identificadas via CCD. Tabela

504 1
Fracoes DA TT AG CS F FP A
EA-C - - - + - - +
EEM-C + + + - - + -
EEM-AE + + + - - + -
EEM-H + + + - - + _
EEM-EM + + + - - + +

505

506 DA- derivados antracenos, TT- terpenos/triperpenos, AG- 4&cidos graxos, CS-
507 cumarinas, F- flavonoides, FP- fenilpropanoides, A- alcaloides. +: presenca, -: auséncia

508 de compostos quimicos.
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