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Plantas Medicinais

Atividade Antifungica do Oleo
Essencial de Piper aduncum por
Bioautografia Indireta no Controle
de Moniliophthora perniciosa

Silvia Imaculada Barros da Rocha
Claudia Majolo

Maria Geralda de Souza
Francisco Célio Maia Chaves

Resumo

O ¢6leo essencial de Piper aduncum ja teve sua atividade
comprovada para o controle de Moniliophthora perniciosa — o
agente causador da vassoura-de-bruxa no cupuacuzeiro. Em
funcao da grande perda econ6mica causada por essa doencga, 0
presente trabalho teve como objetivo avaliar a atividade
antifungica do o6leo essencial de P aduncum, cultivado nas
condicoes de Manaus, AM, sobre o fungo M. perniciosa, por meio
da técnica de Bioautografia Indireta (Bl), para avaliacao dos
componentes bioativos presentes nesse 6leo, além da avaliacao
sobre o crescimento micelial do fungo com o 6leo acrescido
diretamente em meio de cultura. O 6leo de P aduncum apresenta
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acao antifungica sobre M. perniciosa, entretanto a acao dos
componentes isolados desse 6leo nao pdéde ser avaliada pela
técnica de Bl empregada, por causa de contaminacao por outros
fungos durante o crescimento micelial. Sugere-se, para estudos
futuros, o isolamento inicial dos componentes do 6leo e a
aplicacao em técnicas ja padronizadas para avaliacao de atividade
antifungica, sendo a Bl mais indicada para bactérias ou fungos
com rapido crescimento micelial.

Termos para indexacao: Piper aduncum, Moniliophthora
perniciosa, bioautografia.



Antifungal Activity of the Essential
oil of Piper aduncum by Indirectly
Bioautography in Control of
Moniliophthora perniciosa

Abstract

The essential oil of Piper aduncum has had its proven
activity against Moniliophthora perniciosa-the causative agent of
witches' room in cupuacguzeiro. Due to the great economic loss
caused by the appearance of this disease, the present study aimed
to evaluate the antifungal activity of the essential oil of Piper
aduncum cultivated in Manaus, AM conditions, on the fungus M.
perniciosa through technique Indirect Bioautography (IB) for the
evaluation of bioactive components present in this oil, in addition
to the evaluation on the mycelial growth of the fungus with the oil
plus directly in culture medium.The P aduncum oil has antifungal
action on M. perniciosa, however, the action of the individual
components of this oil can not be assessed due to contamination
by other fungi during mycelial growth, by IB technique employed.
It is suggested for future studies, the initial isolation of the oil
components and application in already standardized techniques
for evaluation of antifungal activity, being the IB most suitable for
bacteria or fungi with fast mycelial growth.

Index terms: Piper aduncum, Moniliophthora perniciosa,
bioautography.
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Introducao

O cupuacguzeiro (Theobroma grandiflorum) é uma fruteira
nativa da Amazonia (SOUZA et al., 1999). Devido as caracteristicas
de acidez, teor de pectina, aroma ativo e sabor muito agradavel, o
cupuagu € de grande importancia econdmica para a regiao
amazoénica (SOUZA et al., 1999; SUFRAMA, 2003). Porém, a cultura
do cupuacu pode ser prejudicada com o aparecimento de doencas,
sendo a principal a vassoura-de-bruxa, causada pelo fungo M.
perniciosa. Esse fungo afeta 6rgaos da planta em ativo cresci-
mento, como brotacoes jovens, flores e frutos (GASPAROTTO et
al., 1998), causando os maiores prejuizos econOmicos para a
cultura, ja que a alta incidéncia reduz drasticamente a producao de
frutos (GASPAROTTO; PEREIRA, 2000).

O uso de plantas medicinais no combate a fungos e
bactérias vem sendo constantemente ampliado, objetivando a
busca por produtos “naturais”, tanto na area da saude humana
como veterinaria. Outro campo de promissora aplicacao de
produtos naturais vem sendo a area fitopatolégica, em razao dos
diversos problemas ambientais e de saude causados pelo uso
indiscriminado de agrotoxicos (ZANANDREA et al., 2004). Sendo
assim, a busca por produtos fitossanitarios naturais, como os
oleos essenciais, sao estratégias importantes que podem propiciar
uma agricultura sustentavel, a baixo custo, com reducao da
poluicao ambiental, resultando em produtos mais saudaveis
(POLTRONIERI et al., 2008).

Os o6leos essenciais vegetais sao considerados uma fonte
para o desenvolvimento desses novos produtos naturais,
entretanto sabe-se que grande parte da flora brasileira ainda nao
foi estudada, inviabilizando assim a descoberta de novos
compostos quimicos com grande potencial fitopatogénico
(STANGARLIN et al., 1999). A biodiversidade amazdbnica é
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reconhecida por sua ampla disponibilidade de recursos naturais, e
substancias antifungicas podem estar presentes em diversas
espécies nativas, como é o caso das espécies de Piper (SILVA;
BASTOS, 2007).

A espécie P aduncum ja teve sua atividade antifungica,
comprovada por meio de diferentes estudos, contra M. perniciosa,
entretanto seria importante a avaliacao isolada de componentes
desse 6leo para verificar a atividade fungicida de forma
independente.

P aduncum é um arbusto de ampla distribuicao tropical,
com ocorréncia em solos areno-argilosos, conhecido popular-
mente como pimenta-de-macaco, considerado uma planta oportu-
nista, que invade areas desflorestadas apds a exploracao da
madeira, de alta rusticidade e elevada resisténcia as mudancas
climaticas. O 6leo essencial de P aduncumvem apresentando acao
eficaz no controle de fitopatdogenos. Em 2004, Bastos e
Albuguergue comprovaram a acao do 6leo de P aduncum a 1%
contra Colletotricum musae, evitando a podridao de bananas.
Outros estudos comprovaram a agcao do mesmo 6leo contra M.
perniciosa (BASTOS, 1997; BASTOS; MAIA, 2000). Em outro ensaio
realizado com o6leo essencial de P aduncum, houve inibicao no
crescimento micelial, na germinacao de basidiosporos de M.
perniciosa in vitro, na concentracao de 100 ppm. Nas plantas de
cacau, o 6leo apresentou maior eficiéncia de controle da doenca,
tanto naaplicacao preventivacomo na curativa (BASTOS, 2007).

Em funcao da grande perda econdémica que a vassoura-
de-bruxa representa, o objetivo deste trabalho foi avaliar a
atividade antifungica do 6leo essencial de P aduncum, cultivado
nas condi¢coes de Manaus, AM, sobre o fungo M. perniciosa, com
uso da técnica de bioautografia indireta (Bl), para a avaliagao dos
componentes bioativos presentes nesse oleo.

231



232

Anais da X Jornada de Iniciagao Cientifica da
Embrapa Amazénia Ocidental

Material e Métodos

O trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Plantas
Medicinais e Fitoquimica e no Laboratorio de Fitopatologia da
Embrapa Amazénia Ocidental. O 6leo essencial foi obtido pelo
método de hidrodestilacao a partir das folhas de P aduncum. As
extracoes foram feitas em aparelho tipo Clevenger, cujo balao tem
capacidade de 12.000 mL. Em cada extracao foram colocados 500
g de folhas frescas no balao, cobertas com agua. Em seguida, a
manta aquecedora foi ligada e, a partir do momento da ebulicao,
foi considerado o inicio do processo. Apds trés horas, o 6leo
essencial foi recolhido e armazenado em vidro ambar, em seguida
foi guardado em freezer para utilizacao nos bioensaios.

No teste de inibicao do crescimento micelial do fungo M.
perniciosa, foram usadas aliquotas do 6leo essencial de P
aduncum incorporadas ao meio de cultura MGLA (malte, glicerol,
extrato de levedura e agar) nas concentracoes de 0,25; 0,50; 0,75 e 1
ug/mL, dissolvido em solucao a 1% de dimetil sulféxido (DMSO).
Em seguida, o meio de cultura foi vertido em placas de petri. Para a
testemunha, foram usadas placas contendo somente o meio de
cultura com 1% da solugao de DMSO, sem o acréscimo de 6leo
essencial. Apos a solidificacao do meio, discos contendo micélio
do fungo foram transferidos para o centro das placas. Estas foram
incubadas a 25 °C, em auséncia de luz. As avaliacoes foram feitas
quando o crescimento micelial da testemunha cobriu totalmente a
superficie do meio de cultura. Para cada concentragao foram
empregadas quatro repeticoes.

O método de Bl foi separado em trés etapas, duas
preparativas (cromatografia em camada delgada e a preparacao
do meio de cultura e micro-organismos) e a prépria bioautografia.
Para a realizagcao da cromatografia em camada delgada (CCD),
aliquotas do o6leo essencial de P aduncum foram aplicadas nas
placas cromatograficas de silica gel, com o auxilio de um capilar. O
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eluente utilizado para promover a separacao dos componentes do
oleo foi hexano/acetato de etila na proporcao de 85:15. Apds a
eluicao, a placa foi aerada para eliminacao do solvente, para que
nao houvesse interferéncia nos testes de bioautografia. Em cada
ensaio, foram preparadas cinco placas cromatograficas, sendo
duas utilizadas no teste de bioautografia, uma utilizada para
verificacao da interferéncia do solvente e duas reveladas com iodo
e luzultravioleta (UV).

O meio de cultura utilizado para a bioautografia foi o Agar
MGLA. A concentracao de suspensao de microrganismo foi
ajustada para 10”mL de meio de cultura. Para o ensaio de BI, as
placas de silica gel com os componentes do 6leo separados foram
depositadas em placas de petri. Em seguida, foi adicionado sobre a
placa cromatografica meio de cultura contendo o in6culo. Apos a
solidificacao do meio, as placas foram incubadas a 25 °C, até a
formacao consideravel de micélio do fungo.

Resultados e Discussao

Os resultados obtidos demonstraram que o 6leo essencial
de P aduncum, nas quatro concentragoes testadas (0,25; 0,50; 0,75
e 1 yg/mL), inibiu totalmente o crescimento micelial do fungo M.
perniciosa (Figura 1), resultado semelhante ao obtido por Bastos
(2007), empregando técnica similar de avaliagao, que também
observou total inibicao de formacao de micélio em concentracoes
até 0,1 yg/mL. Ainda em 2007, Silva e Bastos (2007) testaram a
atividade antifungica de outras espécies do género Piper (P
callosum, P marginatum var. anisatum e P enckea) sobre o
crescimento micelial de M. perniciosa e observaram a inibicao em
100% a partir da concentracao de 0,75 pL/mL. Em comparag¢ao com
este trabalho, percebe-se que o 6leo de P aduncum é mais eficaz
parainibir M. perniciosado que outras espécies testadas.
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Fotos: Silvia Imaculada Barros da Rocha

Testemunha 0,25 pg/mL

Figura 1. Bioensaio com 6leo puro.

Para o teste de Bl foi possivel a separacao dos compo-
nentes do 6leo essencial, evidenciado pela revelagao com vapor
de iodo (Figura 2), bem como a avaliacao de atividade de inibicao
de componentes isolados sobre fungo Aspergillus sp. (Figura 3),
gue possui crescimento rapido, e, neste caso, foi utilizado como
testemunha.

Fotos: Silvia Imaculada Barros da Rocha

Figura 2. Revelagao CCD Figura 3.Bioautografia
com vapor de iodo. (Aspergillus sp.).
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Para M. perniciosa, a verificagcao de zonas de inibicao foi
prejudicada em funcao do crescimento lento desse fungo,
ocasionando a contaminacao das placas por outras espécies,
mesmo apoés tratamento com exposicao em luz UV.

Conclusoes

O 6leo de P aduncum apresenta acao antifungica sobre M.
perniciosa, entretanto a acao dos componentes isolados desse
6leo nao pbéde ser avaliada pela técnica de bioautografia
empregada, por causa de contaminacao por outros fungos durante
o crescimento micelial. Sugere-se, para estudos futuros, o
isolamento inicial dos componentes ou fragdes do 6leo e aplicacao
em técnicas ja padronizadas para avaliacao de atividade
antifungica, sendo a bioautografia mais indicada para bactérias ou
fungos com rapido crescimento micelial.
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