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FREIRE, Tamiris Chaves. Compostos bioativos de espécies do género Piper no controle de

fitopatogenos. 2022. 92 f. (Doutorado em Biodiversidade e Biotecnologia) — Universidade
Federal de Rondonia, Porto Velho, RO 2022.

RESUMO

A busca por métodos alternativos eficientes no controle do crescimento de fitopatdgenos que
apresentam seguranca a0 homem e ao meio ambiente é essencial para reducdo da aplicacao de
produtos que possuem toxicidade. Em ensaios com diferentes extratos e dleos essenciais de
plantas tem-se obtido atividades bactericida e/ou fungicida satisfatorias e promissoras pela
capacidade de impedir ou retardar a penetracdo dos microrganismos em plantas, seja por meio
da ativacdo de mecanismos de defesa, como também pela acdo direta sobre o patdgeno. Neste
trabalho o objetivo foi avaliar a atividade de extratos totais e suas fases organicas de espécies
do género Piper, relacionada ao controle de fitopatdgenos. Na primeira avaliagdo foram
preparados extratos agquosos, etéreos e alcodlicos, obtidos a partir de materiais secos de
folhas, talos e inflorescéncias de seis espécies de Piper. Na avaliacdo de inibicdo de
germinacdo de urediniosporos de Hemileia vastatrix os extratos foram incorporados ao meio
4gar-4gua (1mL/19mL), apés a solidificacdo, uma suspenséo de 1x10° urediniésporos/mL, foi
depositada sobre 0 meio agar-agua e espalhada com algca de Drigalski, as placas foram
revestidas com papel laminado e acondicionadas em camara de crescimento, na auséncia de
luz em temperatura de 25°C + 2°C durante 24 horas. A germinacdo dos esporos foi
determinada pela avaliagdo dos 300 primeiros uredinidsporos encontrados na varredura de
cada placa de Petri. Para o antibiograma, os testes foram realizados em placas de Petri, onde
as atividades antifngicas e antibacterianas foram testadas. Para isso, 10 pL dos extratos
foram depositados em pocos de 5 mm de didmetro em meio de cultura BDA e foram
depositados no centro da placa disco micélico de 5mm de didmetro. Para avaliacdo das
bactérias, esta foi incorporada ao meio Kado e Heskett e discos contendo 10 pL dos
tratamentos foram depositados em placa de Petri. As placas foram vedadas e acondicionadas
em camara de crescimento, a 25°C + 2°C. Em ambos os experimentos foram medidos os
halos de inibicdo formados. Para os testes fitoquimicos a solucdo etandlica foi preparada
utilizando 1g do material vegetal seco (pd) para 10 mL de etanol (96° GL), permanecendo sob
agitacdo por 24 h, logo ap6s foram submetidos a filtracdo e realizacdo dos testes. Foram
avaliadas a presenca/auséncia de saponinas, flavonoides, taninos, compostos fendlicos,
cumarinas, antracnona, alcaloides e triterpenos. Antibiograma foi preparado para avaliar o
efeito do extrato alcodlico de P. tuberculatum e P. hispidum e suas fases organicas sobre

Ralstonia solanacearum, Xanthomonas axonopodis pv. vesicatoria, Rhizoctonia solani e



Sclerotium rolfsii. Todos os extratos etéreos e etandlicos avaliados reduziram a porcentagem
de germinacdo de urediniosporos de H. vastatrix. Extratos etéreos e etandlicos apresentaram
inibicdo do crescimento micelial do fungo R. solani. No teste de antibiograma bacteriano com
Ralstonia solanacearum, observou-se que houve efeito inibitério com extratos brutos etéreo
de talos de P. aduncum, P. nigrum, e P. umbellatum e folha de P. carniconecctivum. Entre os
extratos contra Xanthomonas axonopodis pv. vesicatoria os extratos etéreo de talo e folha de
P. carniconecctivum, folha de P. hispidum, folha e inflorescéncia de P. tuberculatum e os
extratos etandlicos de talo de P. carniconecctivum, folha de P. tuberculatum e folha e talo de
P. hispidum foram os mais eficientes. Ja os extratos aquosos ndo apresentaram inibicdo em
nenhum dos patogenos avaliados anteriormente. Os resultados obtidos indicam maior inibicao

ao crescimento dos patégenos com o uso das fases organicas dos extratos de P. hispidum.

Palavras-chave: Atividade antifungica; Atividade antibacteriana; Doengas de plantas;
Piperaceas; Bioma Amazonia.
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FREIRE, Tamiris Chaves. Bioactive compounds from species of the genus Piper in the
control of phytopathogens. 2022. 92 f. (PhD in Biodiversity and Biotechnology) - Federal
University of Ronddnia, Porto Velho, RO 2022.

ABSTRACT

The search for efficient alternative methods to control the growth of phytopathogens that are
safe for humans and the environment is essential to reduce the application of products that
have toxicity. In tests with different extracts and essential oils of plants, satisfactory and
promising bactericidal and/or fungicidal activities have been obtained due to the ability to
prevent or delay the penetration of microorganisms into plants, either through the activation
of defense mechanisms, as well as through the action directly on the pathogen. In this work,
the objective was to evaluate the activity of total extracts and their organic phases of species
of the genus Piper, related to the control of phytopathogens. In the first evaluation, aqueous,
ethereal and alcoholic extracts were prepared, obtained from dry materials of leaves, stems
and inflorescences of six species of Piper. In the evaluation of inhibition of germination of
urediniospores of Hemileia vastatrix, the extracts were incorporated into the agar-water
medium (1mL/19mL), after solidification, a suspension of 1x10° urediniospores/mL was
deposited on the agar-water medium and spread with a loop. of Drigalski, the plates were
covered with laminated paper and placed in a growth chamber, in the absence of light, at a
temperature of 25°C + 2°C for 24 hours. Spore germination was determined by evaluating the
first 300 urediniospores found in the scan of each Petri dish. For the antibiogram, the tests
were performed in Petri dishes, where the antifungal and antibacterial activities were tested.
For this, 10 pL of the extracts were deposited in 5 mm diameter wells in PDA culture medium
and placed in the center of the 5 mm diameter mycelium disc plate. To evaluate the bacteria,
they were incorporated into Kado and Heskett medium and discs containing 10 pL of the
treatments were placed in a Petri dish. The plates were sealed and placed in a growth chamber
at 25°C £ 2°C. In both experiments, the inhibition halos formed were measured. For the
phytochemical tests, the ethanolic solution was prepared using 1g of dry plant material
(powder) for 10 mL of ethanol (96° GL), remaining under agitation for 24 h, after which they
were submitted to filtration and tests were carried out. The presence/absence of saponins,
flavonoids, tannins, phenolic compounds, coumarins, anthracnone, alkaloids and triterpenes
were evaluated. Antibiogram was prepared to evaluate the effect of the alcoholic extract of P.
tuberculatum and P. hispidum and their organic phases on Ralstonia solanacearum,
Xanthomonas axonopodis pv. vesicatoria, Rhizoctonia solani and Sclerotium rolfsii. All ether

and ethanol extracts evaluated reduced the germination percentage of urediniospores of H.



vii
vastatrix. Ethereal and ethanolic extracts showed inhibition of mycelial growth of the fungus
R. solani. In the bacterial antibiogram test with Ralstonia solanacearum, it was observed that
there was an inhibitory effect with ethereal crude extracts of stalks of P. aduncum, P. nigrum,
and P. umbellatum and P. carniconectivum leaf. Among the extracts against Xanthomonas
axonopodis pv. vesicatoria the ether extracts of P. carniconecctivum stem and leaf, P.
hispidum leaf, P. tuberculatum leaf and inflorescence and the ethanolic extracts of P.
carniconecctivum stem, P. tuberculatum leaf and P. hispidum leaf and stem were the most
efficient. On the other hand, the aqueous extracts showed no inhibition in any of the
previously evaluated pathogens. The results obtained indicate greater inhibition of pathogen

growth with the use of organic phases of P. hispidum extracts.

Keywords: Antifungal activity; Antibacterial activity; plant Diseases; Piperaceas; Amazon
biome.
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1 INTRODUCAO

O Brasil ¢ um dos paises que apresenta maior diversidade de producdo agricola.
Destacando-se principalmente em relagdo a producdo de grdos que vem aumentando
consideravelmente no pais, com uma safra de 271,4 milhdes de toneladas (HUBBARD et al.,
2017; CONAB, 2022). Atrelado ao aumento da producéo agricola houve também crescimento
do uso de agroquimicos, tornando o Brasil um dos maiores consumidores mundiais de
agrotoxicos no ano de 2010 no cenério internacional (PELAEZ et al., 2010).

O controle de fitopatdgenos por agroquimicos apesar de eficiente e econdmico, pode
gerar impactos ambientais, como a poluicdo do solo, aguas e do proprio homem (VEGRO e
FERREIRA, 2000; PIGNATI e RIGOTTO, 2013). Nos ultimos anos tem aumentado a busca
por produtos alternativos, que possam apresentar baixa toxicidade ao homem, menor impacto
ambiental e menores custos de aquisicdo. Isso fez crescer a utilizagdo dos recursos naturais
renovaveis como fonte de novas substancias bioativas (MENEZES, 2005; MAZARO et al.,
2009; PANG et al., 2012; SPLETOZER et al., 2021; VILAMIL et al., 2021; CORASSA et
al., 2022).

Um fator importante que tem contribuido para o desenvolvimento deste setor é a
crescente resisténcia desenvolvida por alguns patégenos a determinadas moléculas, fazendo
com que estas percam sua capacidade de controlar determinados patdgenos (MAGALDI et
al., 2002; SAN et al., 2010).

Esses compostos de origem vegetal sdo frequentemente mais compactos, contém mais
atomos de oxigénio, menor nimero de &omos de nitrogénio e menor numero de anéis
aromaticos em cada estrutura (RAMALLO et al., 2011).

Este potencial controle bioativo se caracteriza tanto pela acdo direta sobre o patégeno,
impedindo ou retardando o crescimento, quanto pela ativacdo de mecanismos de defesa da
planta, como por exemplo, proteinas relacionadas a patogénese — PR-Proteinas, fitoalexinas,
peréxido de hidrogénio, desencadeando reacGes de defesa como a resposta hipersensitiva e a
resposta sistémica adquirida (VAN LOON e VAN KAMMEN, 1970; GOODMAN e
NOVACKY, 1994; PASCHOLATI e LEITE, 1994; FERNANDES et al., 2006; COSTA et
al., 2019).

Na busca por fontes alternativas de controle de fitopatdgenos, diversos trabalhos tém
sido realizados com diferentes espécies de plantas, tanto para o controle de fungos, tais como
a utilizacdo de extrato das cascas de Byrsonima crassifolia (canjiqueira) contra Fusarium
solani e Sclerotinia sclerotiorum, apresentando 37,5% de inibicdo (ANDRADE et al., 2018),

guanto no controle de bactérias, utilizando extratos de Morinda citrifolia L. (noni) contra
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Xanthomonas axonopodis pv. Passiflorae (OLIVEIRA, et al., 2018), dentre tantos outros
patdgenos (MARTINS e SANTOS, 2016; COSTA et al., 2017; FONTANA et al., 2017,
SILVA, 2017; ASSI et al., 2018; KOBAYASHI e AMARAL, 2018), apresentando inibicao
de até 75%.

Em relacdo aos principios bioativos, extratos de plantas do género Piper vém sendo
estudados quanto ao potencial controle de fitopatogenos de importancia agricola, como
fungos Rhizoctonia solani, Sclerotium rolfsii e Colletotrichum scovillei (ARAUJO et al.,
2014; SOUSA et al., 2018).

A familia Piperaceae, parte componente do estudo desta proposta, encontra-se
distribuida nas regides tropicais e subtropicais, com descri¢cdo de ocorréncia de cerca de 291
espécies no Brasil, considerado o quinto género mais diverso, tendo sua maior parte em
dominio Amazoénico (BFG, 2015). Esta familia possui grande potencial bioativo e contém
diversos metabdlitos secundarios (NAVICKIENE et al., 2000; FACUNDO e MORAIS, 2003;
XIE et al., 2011).

Com o0 uso do Gleo essencial de Piper hispidinervum a atividade de inibicdo do
crescimento dos fungos Bipolaris sorokiniana, Fusarium oxysporum e Colletotrichum
gloeosporioides foi eficiente (ZACARONI et al., 2009). E o dleo essencial de Piper
marginatum L. apresentou potencial bioativo contra o fungo F. oxysporum (SANTOS et al.,
2011).

Diante do potencial bioativo destas substancias contra fitopatdgenos e a necessidade
de desenvolvimento de protétipos biotecnoldgicos para tratamento de doencas de plantas, no
presente trabalho o objetivo foi avaliar e caracterizar a atividade de extratos totais e fragdes
ativas de espécies do género Piper, em ensaios in vitro, relacionada ao controle de
fitopatdgenos de importancia para a agricultura, como Hemileia vastatrix, Rhizoctonia solani,
Ralstonia solanacearum e Xanthomonas axonopodis pv. vesicatoria. Neste trabalho foi
possivel identificar novos compostos bioativos com uso potencial no controle de

fitopatdgenos de importancia para a agricultura brasileira.

1.1 OBJETIVO GERAL

Identificar extratos totais e fracGes de espécies da familia Piperaceae com potencial

bioativo no controle de doencas de importancia econémica para a regido.
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1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar o potencial de extratos de espécies de Piper no controle da ferrugem do cafeeiro
in vitro;

Determinar as atividades antifingica e antibacteriana de extratos de espécies de Piper e
suas fracoes;

Identificar e caracterizar quimicamente extratos com potencial bioativo para o controle de
fitopatogenos;

Indicar pelo menos dois insumos com potencial bioativo para controle de fitopatdgenos.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 FAMILIA PIPERACEAE

A familia Piperaceae faz parte do grupo das Angiospermas, contendo 13 géneros:
Artanthe, Lindeniopiper, Macropiper, Manekia, Ottonia, Peperomia, Piper, Piperanthera,
Pothomorphe, Sarcorhachis, Trianaeopiper, Verhuellia e Zippelia. Possui 6.933 nomes de
plantas cientificas de classificacdo de espécies para a Familia da Piperaceae, sendo 1.919
nomes de espécies aceitas (GOMES, 2011; THE PLANT LIST, 2013).

Distribuicdo geogréafica com ocorréncias confirmadas: Norte (Acre, Amazonas,
Amapa, Para, Ronddnia, Roraima, Tocantins); Nordeste (Alagoas, Bahia, Ceara, Maranhdo,
Paraiba, Pernambuco, Piaui, Rio Grande do Norte, Sergipe); Centro-Oeste (Distrito Federal,
Goias, Mato Grosso do Sul, Mato Grosso); Sudeste (Espirito Santo, Minas Gerais, Rio de
Janeiro, S&o Paulo); Sul (Parana, Rio Grande do Sul, Santa Catarina) (GUIMARAES et al.,
2022).

Dominios fitogeograficos na Amazénia, Caatinga, Cerrado, Mata Atlantica, Pampa e
Pantanal, e tipo de vegetacdo: Area Antropica, Caatinga (stricto sensu), Campinarana, Campo
de Altitude, Campo de Véarzea, Campo Limpo, Campo Rupestre, Cerrado (lato sensu),
Floresta Ciliar ou Galeria, Floresta de lgapd, Floresta de Terra Firme, Floresta de Varzea,
Floresta Estacional Decidual, Floresta Estacional Perenifdlia, Floresta Estacional
Semidecidual, Floresta Ombréfila (Floresta Pluvial), Floresta Ombréfila Mista, Palmeiral,
Restinga, Savana Amazonica, Vegetacdo Sobre Afloramentos Rochosos (GUIMARAES et
al., 2022).

Muitas espécies pertencentes a essa familia também apresentam em sua composicédo
biomoléculas com amplo espectro de acdo diante das diversas enfermidades, apresentam
propriedades antimicrobiana, inseticidas, fungicidas e/ou fungistatico (DIGNANI, 2009;
AIRES e LIMA, 2014; OLIVEIRA et al., 2014; PITON et al., 2014).

A pimenta-do-reino ou pimenta preta que é produzida com os frutos de Piper nigrum
L. é um dos condimentos mais conhecidos e utilizados mundialmente (LIMA et al., 2010),
possui uma ampla variedade de metabolicos secundarios que se distribuem em diferentes
classes de compostos: amidas/alcaldides, propenilfenalinas, apresentando importantes acoes
bioldgicas, especialmente anti-inflamatéria e antioxidante (BOMTEMPO, 2007; BONG et al.,
2010).
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2.1.1 Género Piper
Estas plantas podem apresentar folhas simples, alternas, opostas ou verticiladas,
sésseis ou pecioladas, inteiras, de consisténcia e formas diversas e por possuirem flores muito
pequenas, aperiantadas, protegidas por bractedlas pediceladas ou sésseis, dispostas esparsas
ou congestas em espigas, formando umbelas ou dispostas em racemos, axilares ou terminais,
opostos ou ndo as folhas. O fruto é uma drupa, séssil ou pedicelado (GUIMARAES e
GIORDANO, 2004; BARDELLI et al., 2008) (Figura 1).
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Figura 1 — Morfologia do género Piper (Imagens: 1-5. P. crassinervium. 1. Ramo com espigas. 2. Detalhe do
profilo e espiga jovem. 3. Bractéola. 4. Estame e ovario estiloso. 5. Semente. Figuras 6-10. P. gaudichaudianum.

6. Ramo com espigas. 7. Bractéola. 8. Bractéola e estame, em vista frontal. 9. Estame. 10. Drupa. Figuras 11-14.
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P. mollicomum. Ramo com espigas. 12. Bractéola. 13. Estame. 14. Drupa (1: Bardelli 8; 2-5: Bardelli 3; 6-10:
Bardelli 6; 11-14: Bardelli 4)).

O género Piper L. possui aproximadamente de 297 espécies e desse total 185 espécies
podem ser encontradas na Amazonia, 164 encontradas na Mata Atlantica, 68 no Cerrado, 18
na Caatinga, 4 no pantanal e 2 no Pampa (GUIMARAES et al., 2022). Encontrando-se
distribuidas nas margens de florestas, estdo entre as que apresentam um grande potencial
bioativo (NAVICKIENE et al., 2000; FACUNDO e MORAIS, 2003; XIE et al.,, 2011;
SANTANA, 2012).

Este género encontra-se distribuido por todas as regides do pais e em todos os estados,
com a regido Norte abrigando aproximadamente 182 espécies, 66 destas no estado de
Rondbénia, 41 em Roraima, 140 no Amazonas, 47 no Amapa, 22 em Tocantins, 83 no Acre e
106 no Para (GUIMARAES et al., 2022).

O género Piper inclui grande namero de espécies que possuem biomoléculas de largo
interesse, se caracterizam pelo uso medicinal popular e pela importancia econémica e
comercial, devido a producédo de 6leos essenciais utilizados pela industria farmacéutica e de
condimentos (SILVA e MACHADO, 1999 apud SOUZA, et al., 2009).

2.2 ESPECIES DE PLANTAS BIOATIVAS DO GENERO PIPER E SUAS
ATIVIDADES BIOLOGICAS

Com o intuito de proporcionar um conhecimento mais amplo da familia Piperaceae,
Oliveira et al. (2020) realizaram levantamento bibliografico de algumas propriedades das
plantas do género Piper e notaram que as diferentes espécies deste género apresentaram
diversas propriedades quimicas que sdo utilizadas pela comunidade cientifica e pela
populacdo em geral, como é o caso dos condimentos.

Em estudo sobre ocorréncias e usos da Familia Piperaceae abordando areas de
ocorréncias, principais usos e 0s aspectos etnobotéanicos, fitoquimicos e ecoldgicos das
especies, Nascimento et al. (2022) observaram que as espécies de Piper se destacaram
como fonte de interesse farmacéutico e agronémico, corroborando com estudos de Oliveira
et al. (2020).

As espécies pertencentes ao género Piper sdo largamente prospectadas como fonte de
novos produtos de interesse agrondmico, apresentam uma extensa gama de moléculas
bioativas, apresentam um grande potencial fungicida, bactericida, inseticida e nematicida
(Figura 1).



Tabela 1: Espécies de plantas do género Piper e suas atividades bioldgicas.
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Espécie Parte Alvo Referéncias
Utilizada
Piper tuberculatum, P. Folha Hypothenemus hampei SOARES et al. (2022)
umbellatum, P.
carniconnectivum e P.
permucronatum
P. corcovadensis Folha (6leo) Sitophilus zeamais PIMENTEL et al. (2022)
P. umbellatum Folha Aedes aegypti PAULIQUEVIS et al.
(2021)
Piper callosum sp Folha Colletotrichum sp VILAMIL et al. (2021)
P. umbellatum Folha Rhizoctonia solani e GUSMAO et al. (2020)
Macrophomina
phaseolina
P. dilatatum e P. Folha (6leo) Aedes aegypti ALBUQUERQUE et al.
hostmannianum (2020)
P. Folha, Talo e Rhizoctonia solani e BASTOS et al. (2018)

carniconnectivum, P.
hispidum, P. nigrum, P
permucronatum, P
tuberculatum e P

Inflorescéncia

Sclerotium rolfsii.

umbellatum,
P. marginatum Folha Alternaria sp e MACEDO et al. (2018)
Colletotrichum musae
P. carniconnectivum, P.  Folha, Taloe Meloidogyne incognita SANGI et al. (2018)

hispidum, P.
18uberculatum, P.
nigrum L., P. umbellatum
e

P. permucronatum

Inflorescéncia

P. tuberculatum Talo Haematobia irritans L. BRAGA et al. (2017)
P. aduncum Talo C. albicans AIRES e LIMA (2014)
Piper aduncum L. Folha (6leo) Aedes aegypti OLIVEIRA et al. (2013)
P. marginatum Folha (6leo) Fusarium oxysporum SANTOS et al. (2011)
P. hispidum Folha Hypothenemus hampei SANTOS et al. (2010)
P. hispidinervum C. DC Fruto Spodoptera frugiperda LIMA et al. (2009)
P. callosum, P. Folha (6leo)  Crinipellis perniciosa, SILVA e BASTOS
marginatum var. anisatum Phytophthora (2007)
e P. enckea palmivora e P. capsici
P. hispidinervum e P. Folha (6leo) Sitophilus zeamais ESTRELA et al. (2006)

aduncum
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As plantas de maneira geral produzem grande variedade de compostos organicos que
parece ndo ter funcdo direta no crescimento e no seu desenvolvimento, os metabdlitos
secundarios especificos que agem como uma defesa das plantas contra varios herbivoros e
microrganismos patogénicos. Esses metabolitos secundarios sdo restritos a uma espécie

vegetal ou a um grupo de espécies relacionadas (TAIZ e ZEIGER, 2009).

2.3 METABOLITOS SECUNDARIOS

A natureza tem produzido a maioria das substancias organicas conhecidas. Dentre o0s
diferentes reinos, o reino vegetal € o que tem contribuido de forma mais significativa para o
fornecimento de metabdlitos secundarios, muitos destes de grande valor agregado devido as
suas aplicacBes como medicamentos, cosméticos, alimentos e agroquimicos. Plantas possuem
defesas que sdo de natureza quimica e, normalmente, envolvem substancias do metabolismo
secundario (CROTEAU et al., 2000; PINTO et al., 2002).

O estudo de metabdlitos secundarios apresenta inimeras aplicacdes préaticas. Pela
importancia das atividades biologicas contra herbivoros e microrganismos muitas dessas
substancias sdo pesquisadas e os produtos comercialmente utilizados como inseticidas
fungicidas e medicamentos ou até mesmo como fragrancias e aromatizantes. Os metabdlitos
secundarios podem ser pesquisados mais a fundo e serem utilizados numa agricultura
biorracional como alternativa para reducdo no uso de pesticidas de altos custos e prejudiciais
aos seres humanos e meio ambiente (BORGES e AMORIM, 2020).

Os metabolitos tém importantes funcbes ecoldgicas nas plantas, eles sdo responsaveis
pela protecdo contra herbivoros e patdgenos, possuem a funcdo de atragcdo (aroma, cor, sabor)
para polinizadores, também sdo agentes de competicdo entre plantas e de simbiose entre
plantas e microrganismos (TAIZ e ZEIGER, 2006).

O metabolismo secundario vegetal forma vérios compostos organicos; que por sua vez
possuem atividade bioldgica. As principais classes de metabdlitos secundarios identificados
em espécies vegetais sdo 0s compostos nitrogenados, compostos fendlicos ou fendis e
terpenos ou terpendides (DELBONE e LANDO, 2010).

Alguns fatores influenciam o conteido dos metabdlitos secundarios, e a época em que
a coleta é realizada é um dos fatores de maior importancia, visto que a quantidade e, as vezes,
até mesmo a natureza dos constituintes ativos ndo é constante durante o ano (GOBBO-NETO
e LOPES, 2007).
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3 APRESENTACAO DOS CAPITULOS

Esta tese foi apresentada em 4 capitulos, onde foram mencionados os materiais e as
metodologias, os resultados e discussdo, de acordo com as normas dos periddicos que foram
submetidos.

3.1 CAPITULO 1: Uso de plantas do género Piper no controle da germinacdo de
urediniésporos de Hemileia vastatrix. Esse capitulo esta formatado na forma de artigo, o qual
serd submetido a revista Research, Society and Development — ISSN 2525-34009.

3.2 CAPITULO 2: Avaliagio de extratos de plantas no controle de Ralstonia
solanacearum, Xanthomonas axonopodis pv. vesicatoria e Rhizoctonia solani. Esse capitulo
sera submetido a Revista Cientifica.

3.3 CAPITULO 3: Avaliacio fitoquimica de folhas, talos e inflorescéncia de Piper
tuberculatum e Piper hispidum. Esse capitulo estad formatado na forma de artigo, o qual foi
submetido a revista Research, Society and Development — ISSN 2525-3409, submetido em 10
de maio de 2022 e publicado em 29 de maio de 2022.

3.4 CAPITULO 4: Extratos de Piper tuberculatum e Piper hispidum e sua fase
organica no controle das bactérias fitopatogénicas Ralstonia solanacearum e Xanthomonas
axonopodis pv. vesicatoria e dos fungos Rhizoctonia solani e Sclerotium rolfsii. Esse capitulo

serd submetido a Revista Cientifica.



21

3.1 CAPITULO 1
USO DE PLANTAS DO GENERO PIPER NO CONTROLE DA GERMINACAO DE
UREDINIOSPOROS DE Hemileia vastatrix.

Resumo

A ferrugem alaranjada esté entre as doencas mais importantes do cafeeiro, ocasionando perdas
de até 50%. O objetivo neste trabalho foi avaliar a atividade de diferentes extratos de plantas
do género Piper frente a germinacdo de uredinidsporos de Hemileia vastatrix. Foram
avaliados extratos alcodlicos e etéreos produzidos a partir do material vegetal (folhas, talos e
inflorescéncias). Foram preparados grupos de trés placas de Petri contendo &gar-agua e 0s
tratamentos avaliados. Para tanto, apés solidificacdo, uma suspensdo de esporos (1x10°
urediniosporos/mL), foi depositada sobre o meio e espalhada com alca de Drigalski. A
germinagdo dos esporos foi determinada de acordo com os 300 primeiros urediniésporos
encontrados na varredura de cada placa de Petri. Todos os extratos apresentaram efeito de
inibicdo na germinacdo dos urediniosporos de H. vastatrix, apresentando germinacdo abaixo
de 20%. Os extratos etandlicos de folha, talo e inflorescéncia de P. aduncum, folha e
inflorescéncia de P. tuberculatum, talo e folha de P. carniconecctivum e folha de P. hispidum
apresentaram valores de germinacéao abaixo de 0,5%.

Palavras-chave: Ferrugem; Doenca; Fitopatdgeno; Controle.
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Abstract
Orange rust is among the most important diseases of coffee, causing losses of up to 50%. The
objective of this work was to evaluate the activity of different extracts of plants of the genus
Piper against the germination of urediniospores of Hemileia vastatrix. Alcoholic and ethereal
extracts produced from plant material (leaves, stalks and inflorescences) were evaluated.
Groups of three Petri dishes containing agar-water were prepared and the treatments
evaluated. Therefore, after solidification, a spore suspension (1x10° urediniospores/mL) was
deposited on the medium and spread with a Drigalski loop. Spore germination was
determined according to the first 300 urediniospores found in the scan of each Petri dish. All
extracts showed an inhibition effect on the germination of urediniospores of H. vastatrix,
showing germination below 20%. Ethanol extracts from leaf, stalk and inflorescence of P.
aduncum, leaf and inflorescence of P. tuberculatum, stalk and leaf of P. carniconecctivum and

leaf of P. hispidum showed germination values below 0.5%.

Keywords: Rust; Disease; Phytopathogen; Control.
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1 INTRODUCAO

Nos 10 ultimos anos a producdo mundial de café cresceu em media anual 2,6%, saindo
de 140,16 milhdes de sacas em 2010/11 com volume estimado de 168,71 milhdes em
2019/20. O Brasil esta entre os trés maiores produtores de café do mundo, seguido de Vietnad e
Colbmbia, esses trés paises representam quase 70% de toda producgéo (OIC, 2019).

Dentre os estados do Brasil que desenvolvem a cafeicultura os que apresentam
expressiva producdo e contribuicdo econdmica sdao Minas Gerais, Espirito Santo, Sdo Paulo,
Bahia e Rondodnia, representando mais de 95% da producgéo nacional (CONAB, 2020).

No entanto esta cultura é acometida por doencas que reduzem significativamente sua
producdo, dentre estas, a ferrugem do cafeeiro (Hemileia vastatrix Berk. & Br.), que é
considerada uma das mais importantes, estando amplamente distribuida em todas as regides
produtoras e o prejuizo na producéo é em torno de 35% (PATRICIO e OLIVEIRA, 2013).

Para o controle de ferrugens os principais fungicidas utilizados sdo a base de triazdis e
estrobilurinas. Contudo, a utilizacdo frequente de tais substancias, muitas vezes sob condicGes
inadequadas, tem resultado em diminuicdo da sensibilidade do patégeno (FIALLOS, 2013;
SOUZA et al., 2021).

Diante deste cenario, extratos vegetais tém sido utilizados como moléculas bioativas
no controle dessas doencas (BELTRAME et al., 2021; CARVALHO e SODRE, 2021;
MARTINS e SIQUEIRA JUNIOR, 2021; MELO et al., 2021; SILVA et al., 2021;
SILVEIRA e BASSAN, 2021; CORASSA et al.,, 2022). Um dos extratos que vem se
destacando sdo os obtidos & base de pimentas, controlando com eficiéncia uma grande
variedade de fungos, bactérias e nematoides (VIEIRA JUNIOR et al., 2017; BASTOS et al.,
2018; SANGI et al., 2018; SOUSA et al., 2018; FONSECA et al., 2020; SPLETOZER et al.,
2021; VILAMIL et al., 2021).

Neste trabalho o objetivo foi avaliar a eficiéncia de extratos vegetais de pimentas do
género Piper no controle da germinacdo de urediniésporos do fungo fitopatogénico H.

vastatrix.
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2 METODOLOGIA

Para o estudo, especies do género Piper foram coletadas e identificadas por meio de
material botanico que foi encaminhado para o Herbario Dr. Ary Tupinamba Penna Pinheiro,
Porto Velho — RO, tombadas sob os n° 7760, 7761, 7762, 7763, 7764, 7766, 7767, Piper
umbellatum L., P. permucronatum Yunck, P. aduncum L., P. carniconnectivum C.D.C, P.
tuberculatum Jacq., P. nigrum L., P. hispidum S.W. respectivamente.

Para a realizacdo dessa pesquisa obteve-se permissdo de uso dos materiais que estao
cadastrados no Sistema Nacional de Gestdo do Patriménio Genético e do Conhecimento
Tradicional Associado — SisGen sob 0 nimero A613C64.

As plantas em estadio de florescimento foram coletadas em junho, periodo em que o
municipio de Porto Velho apresenta temperatura média de 25°C e maxima de 31,5°C, e 32mm
de chuva. Estas foram coletadas do Campo Experimental da Embrapa Rond6nia (8° 53°20°"
de latitude Sul e 63° 06°40"" de longitude Oeste de Grw).

Foram avaliados extratos aquosos, alcoolicos, etéreos produzidos a partir do material
vegetal coletado. Para a obtencdo dos extratos etanolicos, o material vegetal foi colocado para
secar em estufa com circulacdo de ar a temperatura média de 40°C por cerca de 48 horas,
estando secos, as folhas, talos e inflorescéncias foram triturados em moinho de facas até
obtencdo de um po fino, sendo estes submetido a extracdo de seus compostos, na proporcao
de 1g do material vegetal para 10 mL do solvente, seguindo metodologia adaptada de Souza
(2015).

Os extratos foram acondicionados em erlenmeyer e levados para agitagdo em
Incubadora Shaker a 100 RPM (Rotacéo Por Minuto) por 24 horas, em temperatura ambiente.
Apdbs esta etapa, os extratos foram filtrados em gaze e tecido de nylon de trama fina,
acondicionados em recipiente de vidro e levados ao congelador para 0s ensaios.

O preparo dos extratos etilicos transcorreu da mesma forma que os extratos etandlicos,
diferenciando-se apenas nos procedimentos pos-filtragem, pois este foi levado para rotavapor
sob temperatura de 40°C e velocidade de 85 RPM, para concentracdo do material por meio da
evaporacdo do solvente. O material final foi coletado e transferido para tubos do tipo
Eppendorf e diluido em alcool 96° (50 mg/mL) e acondicionados ao freezer. Os controles
utilizados foram Oxicloreto de Cobre (14 g/L), agua mineral estéreo, alcool 96° e éter de
petrdleo.

Para os testes de germinacdo de uredinidsporos de ferrugem, estes foram obtidos a
partir de folhas de cafeeiro infectadas naturalmente no campo por H. vastatrix, provenientes
do campo experimental da Embrapa Rondonia. Os urediniosporos foram removidos das folhas

com o auxilio de um pincel e acumulados em recipiente asséptico. Apos esta etapa foram
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preparados grupos de trés placas de Petri contendo agar-agua (AA) e os tratamentos (1 mL de
cada tratamento incorporado a 19 mL de (AA)).

Uma suspensdo de esporos (1x10° urediniésporos/mL), calibrada em hemocitdmetro
foi depositada sobre o meio (AA) e espalhada com alca de Drigalski. Apds a montagem, as
placas foram revestidas com papel laminado e acondicionadas em camara de crescimento, na
auséncia de luz, a 25 °C + 2°C, por 24 horas. Decorrido o tempo indicado, as placas foram
submetidas a aproximadamente 5°C para inibir o desenvolvimento do tubo germinativo e
permitir a avaliacdo. A germinacdo dos esporos foi determinada de acordo com os 300
primeiros uredinidésporos encontrados na varredura de cada placa de Petri, seguindo
metodologia adaptada de Zambenedetti et al. (2007).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os dados de germinacdo obtidos foram submetidos a analise de variancia - ANOVA,
para avaliacdo da existéncia de diferenca entre os percentuais de inibicdo dos diferentes

extratos (Tabela 2).

Tabela 2: Resumo da anélise de variancia do efeito inibitorio de diferentes extratos vegetais sobre o percentual
da germinac&o de uredinidsporos da ferrugem do cafeeiro.

FV GL SQ QM F
Tratamentos 33 40295,7 1221,1 950.3**
Extratos (E) 29 1231,8 42,5 33.1*%*

Testemunhas (T) 3 11330,0 3776,7 2939.3**
ExT 1 27733,8 27733,8 21584.3**
Residuo 68 87,4 1,3
TOTAL 101 40383,0
MEDIA geral 8,4
MEDIA extratos 2,4
MEDIA testemunha 53,6
CV (%) 13,5

FV: fonte de variacdo, GL: graus de liberdade, SQ: soma de quadrados, QM: quadrado médio, F: teste F, **:
significativo de acordo com o teste F a 1% de probabilidade.

Neste experimento o coeficiente de variacdo foi baixo e considerado de preciséo.
Segundo Pimentel (2000) valores de coeficientes de variacdo de até 10% podem ser
considerados baixos e de alta preciséo, valores entre 10 e 20% s&o de boa precisao.

Dos 30 extratos (etéreo e etandlico) utilizados, todos apresentaram efeito de inibicdo
de germinacdo de uredinidsporos de H. vastatrix, quando comparados com os controles agua,

éter de petroleo e &lcool 96° (Figura 2).
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Figura 2 - Média do percentual de germinacdo de urediniésporos do fungo H. vastatrix. Médias seguidas pela
mesma letra ndo diferem de acordo com o teste de Scott Knott a 5% de probabilidade. Legenda: E: Extrato
etandlico, Et: Extrato etéreo, F: Folhas, T: talos, I: Inflorescéncia, Pt: P. tuberculatum, Ph: P. hispidum, Pa: P.

aduncum, Pn: P. nigum, Pu: P. umbellatum, Pc: P. carniconecctivum.

Entre os tratamentos que foram semelhantes ao controle fungicida estdo os extratos
etandlicos de folha, talo e inflorescéncia de P. aduncum, folha e inflorescéncia de P.
tuberculatum, talo e folha de P. carniconecctivum e folha de P. hispidum. E os extratos
etéreos de folha, talo e inflorescéncia de P. aduncum, P. hispidum, e P. tuberculatum, folha e
talo de P. carniconecctivum e talo de P. umbellatum e P. nigrum.

Vale ainda ressaltar que os demais extratos de Piper utilizados também foram
eficientes no controle da germinacao de urediniésporos, uma vez que esta permaneceu abaixo
de 20%, o que indica que os metabdlitos secundarios deste género de planta exercem
influéncia sobre o patdgeno H. vastatrix.

Além do extrato de plantas, outros produtos também tem demostrado eficiéncia no
controle de doencas, como o extrato etandlico de propolis (EEP) na concentragdo de 2,0 mL/
L que inibiu 99% de germinacdo de urediniosporos de ferrugem do cafeeiro (Pereira et al.,
2007). Assim como a avaliagdo de germinagédo de esporos de H. vastatrix utilizando extrato
etandlico de folhas de nim (Azadirachta indica) que apresentou poder de inibicdo de
germinacdo de esporos, tendo o extrato puro como o mais eficaz (Duarte et al., 2018). Mas ha
possibilidade do alcool contido no extrato puro ter influenciado o resultado final do

experimento, uma vez que este realizou apenas teste com o controle agua.



28

A possibilidade do alcool ou do éter ter interferido no resultado final deste
experimento foi sanado, uma vez que os resultados foram confrontados com o0s grupos
controles (&gua, alcool, éter e fungicida), atribuindo-se aos extratos a capacidade de inibicéo

da germinacéo.

A germinacdo de urediniésporos encontrada nos grupos controle foi de
aproximadamente 80%, percentual este também observado no trabalho desenvolvido por
Salustiano et al. (2006), com extratos de candeia (Eremanthus erythropappus (DC.)
MacLeish) na inibig&o in vitro de esporos de ferrugem do cafeeiro.
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4 CONCLUSOES

Todos os extratos apresentam efeito de inibicdo na germinacdo dos urediniosporos de
H. vastatrix com germinacdo abaixo de 20%.

Os extratos etanolicos de folha, talo e inflorescéncia de P. aduncum, folha e
inflorescéncia de P. tuberculatum, talo e folha de P. carniconecctivum e folha de P. hispidum
apresentaram valores de germinacdo abaixo de 0,5%.

Os extratos etéreos de folha, talo e inflorescéncia de P. aduncum, P. hispidum, e P.
tuberculatum, folha e talo de P. carniconecctivum, talo de P. umbellatum e P. nigrum

apresentam taxa de germinacéao de uredinidsporos de H. vastatrix abaixo de 0,5%.
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3.2 CAPITULO 2
AVALIACAO DE EXTRATOS DE PLANTAS NO CONTROLE DE Ralstonia

solanacearum, Xanthomonas axonopodis pv. vesicatoria E Rhizoctonia solani.

Resumo
Os agroquimicos contribuem para 0 aumento da produtividade agricola, no entanto podem
causar danos a saude e ao meio ambiente. O objetivo neste trabalho foi avaliar folhas, talos e
inflorescéncias das espécies de plantas do género Piper no controle de Ralstonia
solanacearum, Xanthomonas axonopodis pv. vesicatoria e Rhizoctonia solani. Para a
avaliacdo foram preparados extratos aquosos, etéreos e alcodlicos, obtidos a partir de
materiais secos de folhas, talos e inflorescéncias de P. carniconecctivum, P. hispidum, P.
nigrum, P. aduncum, P. tuberculatum e P. umbellatum, cultivadas a campo, totalizando 45
extratos. Os testes foram realizados em placas de Petri, a atividade antifungica e
antibacteriana foi testada por meio de ensaios de antibiograma. No qual 10 pL dos extratos
foram depositados em pocos de 5mm de didmetro em meio de cultura BDA e foram
depositados no centro da placa disco micélico de 5mm de didmetro. Para avaliacdo das
bactérias, esta foi incorporada ao meio Kado e Heskett e discos contendo 10 pL dos
tratamentos foram depositados em placa de Petri. As placas foram vedadas e acondicionadas
em camara de crescimento, a 25°C + 2°C. Foram medidos os halos de inibi¢do formados. No
teste de antibiograma bacteriano com Ralstonia solanacearum, observou-se que houve efeito
inibitério com extratos etéreo de talos de P. aduncum, P. nigrum, e P. umbellatum e folha de
P. carniconecctivum. Entre os extratos contra Xanthomonas axonopodis pv. vesicatoria 0s
extratos etéreos de talo e folha de Piper carniconecctivum, folha de P. hispidum, folha e
inflorescéncia de P. tuberculatum e os extratos etanolicos de talo de P. carniconecctivum,
folha de Piper tuberculatum e folha e talo de P. hispidum foram os mais eficientes. Ja os
extratos aquosos ndo apresentaram inibicdo em nenhum dos patdgenos avaliados

anteriormente.

Palavras-chave: Fungo; Bactéria; Fitopatogeno; Controle.
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Abstract
Agrochemicals contribute to increasing agricultural productivity, however they can cause
damage to health and the environment. The objective of this work was to evaluate leaves,
stems and inflorescences of plant species of the genus Piper in the control of Ralstonia
solanacearum, Xanthomonas axonopodis pv. vesicatoria and Rhizoctonia solani. For the
evaluation, aqueous, ethereal and alcoholic extracts were prepared, obtained from dried
material of leaves, stems and inflorescences of P. carniconecctivum, P. hispidum, P. nigrum,
P. aduncum, P. tuberculatum and P. umbellatum, cultivated in the field, totaling 45 extracts.
The tests were performed in Petri dishes, the antifungal and antibacterial activity was tested
by means of antibiogram assays. In which 10 pL of the extracts were deposited in 5mm
diameter wells in BDA culture medium and deposited in the center of the 5mm diameter
mycelium disk plate. To evaluate the bacteria, they were incorporated into Kado and Heskett
medium and discs containing 10 pL of the treatments were placed in a Petri dish. The plates
were sealed and placed in a growth chamber at 25°C * 2°C. The inhibition halos formed were
measured. In the bacterial antibiogram test with Ralstonia solanacearum, it was observed that
there was an inhibitory effect with ether extracts of P. aduncum, P. nigrum, and P.
umbellatum stalks and P. carniconecctivum leaf. Among the extracts against Xanthomonas
axonopodis pv. vesicatoria ether extracts of stem and leaf of Piper carniconecctivum, leaf of
P. hispidum, leaf and inflorescence of P. tuberculatum and ethanol extracts of stem of P.
carniconecctivum, leaf of Piper tuberculatum and leaf and stem of P. hispidum were the more
efficient. On the other hand, the aqueous extracts showed no inhibition in any of the

previously evaluated pathogens.

Keyword: Fungus; Bacterium; Phytopathogen; Control.
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1 INTRODUCAO

A utilizacdo de agroquimicos vem sendo discutida ha muito tempo, segundo pesquisa
realizada por Miorin et al. (2016), os produtores conhecem 0s riscos a que estdo expostos e 0s
efeitos maléficos dos agroquimicos para 0 meio ambiente, entretanto ndo veem solugdo em
curto prazo, sendo o uso destes produtos.

Muitos trabalhos vém sendo realizados na busca da reducdo ou substituicdo destes
produtos. Uma das alternativas é a busca por novas moléculas bioativas com potencial
controle de fitopatdgenos. Uma fonte promissora dessas moléculas vem de extratos de
plantas, por apresentarem compostos com capacidade inseticida, alelopatico, herbicida,
nematicida, fungicida, bactericida (VIEIRA JUNIOR et al., 2017; BASTOS et al., 2018;
SANGI et al., 2018; SOUSA et al., 2018; FONSECA et al., ESPINOSA et al., 2019;
SPLETOZER et al., 2021; VILAMIL et al., 2021; CORASSA et al., 2022).

As espécies do género Piper sdo comumente utilizadas como produtos
farmacologicos, no tratamento de diversas enfermidades e suas propriedades quimicas
também sdo de interesse de pesquisa, na producdo de 6leos e extratos para o controle de
insetos pragas e microrganismos fitopatogénicos (OLIVEIRA et al., 2020).

O fungo Rhizoctonia solani estd entre os principais causadores de doencas. Pode
sobreviver em residuos de plantas no solo e na forma de estruturas de resisténcia, o que
dificulta o controle de doencas causadas por esses fungos (SARTORATO e RAVA, 1994).

As bactérias Ralstonia solanacearum e Xanthomonas axonopodis pv. vesicatoria sao
causadoras de doencas de importancia agrondémica, patogénicas para mais de 200 espécies de
plantas e sobrevive no solo por mais de cinco anos (ZAMBOLIM et al., 2000).

Neste trabalho o objetivo foi avaliar folhas, talos e inflorescéncias das espécies de
plantas do género Piper no controle de Ralstonia solanacearum, Xanthomonas axonopodis

pv. vesicatoria e Rhizoctonia solani.
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2 METODOLOGIA

Para o estudo de prospeccdo, especies da familia Piperaceae foram coletadas e
identificadas. Para a identificacdo botanica, o material coletado foi encaminhado para o
Herbario Dr. Ary Tupinamb4 Penna Pinheiro, Porto Velho — RO, tombadas sob os n°: 7760,
7761, 7762, 7763, 7764, 7766, 7767, Piper umbellatum L., P. permucronatum Yunck, P.
aduncum L., P. carniconnectivum C.D.C, P. tuberculatum Jacg., P. nigrum L., P. hispidum
S.W. respectivamente.

Para utilizacdo do material vegetal e dos fitopatdgenos avaliados foi obtida permissao
para pesquisa e cadastro no Sistema Nacional de Gestdo do Patriménio Genético e do

Conhecimento Tradicional Associado — SisGen sob 0 nimero A613C64.

2.1 Preparo de extratos e solugdes controles
2.1.1 Preparo dos extratos alcodlicos e aquosos

Para a obtencdo dos extratos, 0os materiais foram colocados para secar em estufa com
circulacdo de ar a temperatura média de 40°C por cerca de 48 horas. Apds esse periodo, as
folhas, frutos e talos foram triturados em moinho, até obtencdo de material vegetal fino e
submetido a extragcdo de seus compostos, na proporcdo de 1g do pd vegetal para 10 mL do
solvente. Estes foram acondicionados em erlenmeyer e levados para agitacdo em Incubadora
Shaker a 100 RPM (rotacdo por minuto) por 24 horas, em temperatura ambiente. Os extratos
foram filtrados em gaze e tecido de nylon de trama fina, acondicionados em recipiente de
vidro e levados ao freezer até o momento de sua utilizacdo, seguindo metodologia adaptada de
Ferris e Zheng (1999).

2.1.2 Preparo dos extratos etéreos

O preparo transcorreu da mesma forma que os demais extratos, diferenciando-se
apenas nos procedimentos pos filtragem, pois este foi acondicionado em baldo, levado para
rotavapor a temperatura de 40°C e uma velocidade de 85 RPM, para concentracdo do material
por meio da evaporacdo do solvente. O material final foi coletado e transferido para tubos do
tipo Eppendorf e diluido em alcool 96° (50 mg/mL) e levados ao congelador, metodologia
adaptada de Ferris e Zheng (1999).

2.1.3 Solugdes controles

Foram preparadas como solugdes controles para os fungos e bactérias os produtos
comerciais: Azoxistrobina (0,6 g¢/L); Tiabendazol (2 mL/L) e Amoxicilina (500 ppm)
(ROMEIRO, 2001; DHINGRA e SINCLAIR, 1995).
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2.2 Obtencdo dos isolados fangicos e bacterianos

Foram utilizados isolados de Rhizoctonia solani provenientes de folhas de feijoeiro
comum (Phaseolus vulgaris L.), oriundas do campo experimental da Embrapa Rondonia. As
folhas com sintomas de mela e talos com sintomas de mofo foram lavadas em &gua corrente e
posteriormente desinfestadas em solucéo de hipoclorito de sodio a 5%, durante um minuto,
depois transferidos para um recipiente contendo agua mineral estéril e 0 excesso de umidade
foi retirado com papel filtro.

Os fragmentos contendo parte das lesdes foram plaqueados em meio de cultura BDA
(Batata-Dextrose-Agar) em condi¢Bes assépticas e incubados em estufa de crescimento
(BOD) em temperatura de 25 + 2°C, até o momento em que a coldénia preencheu
completamente a placa de Petri de 90 mm de didmetro. Apds este periodo, realizou-se a
repicagem do fungo, onde discos de micélio de 0,5 cm de didmetro contendo as estruturas do
fungo foram transferidos para novas placas Petri contendo meio BDA e acondicionados em
incubadora tipo BOD para obtencdo de uma nova coldnia fangica, as quais foram utilizadas
para os testes, adaptado de Vieira Junior (2005).

Os isolados das bactérias Xanthomonas axonopodis pv. Vesicatoria e Ralstonia
solanacearum utilizados, encontravam-se preservados em Oleo mineral no laboratério de
fitopatologia da Embrapa Rondonia e foram cedidos para a realizacdo dos experimentos. As
bactérias foram repicadas em tubos de ensaio contendo meio de cultura 523 de Kado e
Heskett s6lido mantendo-as vidveis e ap0s crescimento os tubos foram armazenados em
refrigerador sob temperatura de 4°C (COSTA e FERREIRA, 1991).

2.3 Teste de sensibilidade dos isolados bacterianos

O teste de sensibilidade dos isolados bacterianos aos extratos foi realizado preparando-
se culturas de cada bactéria fitopatogénica em meio de cultura 523 de Kado e Heskett liquido,
por 24h. Adicionou-se 100 pL da cultura a 100 mL de meio 523 s6lido, espalhando o inéculo
com a alca de Drigalski, as placas de Petri foram vedadas e levadas a incubadora tipo BOD
(KLEMENT et al., 1990).

A obtencdo da suspensdo bacteriana foi obtida apds o aparecimento das primeiras
colbnias, a estas foram adicionados agua mineral estéril, calibrada em espectrofotdmetro,
tendo absorbancia Ass nm ajustada para 1,200, que corresponde a um inéculo de 3,0 x 10°
UFC/mL (ROMEIRO, 2014).
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Adicionou-se 100 pL da suspensdo bacteriana a 100 mL de meio 523 sélido fundente,
a mistura sera vertida em placa de Petri de nove cm de didmetro até sua completa
solidificacdo (KLEMENT et al., 1990).

Paralelamente, foram preparados discos de papel de 0,5 cm de diametro e em seguida,
esterilizados. No disco estéril, foi depositada uma gota contendo 10 pL de cada amostra. Os
discos foram deixados dentro da camara de fluxo laminar para evaporacdo dos solventes. Para
cada bacteéria fitopatogénica foram testadas quatro repeticdes de cada agente antimicrobiano.
As placas foram mantidas em incubadora a 25°C por 24 e 48 horas, quando avaliou-se a
presenca ou ndo de halos de inibicdo (ROMEIRO, 2001).

Para avaliar o potencial bioativo dos extratos de Piper no controle da bactéria R.

solanacearum, os dados obtidos foram submetidos a anélise de variancia — ANOVA.

2.4 Teste de sensibilidade dos isolados fungicos

Para os ensaios com os fungos foi preparado meio de cultivo padrao BDA (Batata-
dextrose-agar) (DHINGRA e SINCLAIR, 1995) e este vertido em placa de Petri. Sobre o
meio, um disco de micélio de 0,5 cm de diametro do patdégeno desafiante foi depositado no
centro da placa. E nas bordas da placa os pocos de 0,5 cm contendo 10 pL das amostras. Foi
avaliado o efeito inibitério das amostras pela quantificacdo da presenca e tamanho de halos de

inibicdo dos patdgenos, conforme descrito em Vieira Janior (2005).

2.5 Delineamento experimental
Para quantificar o efeito inibitorio dos extratos o didmetro das coldnias no sentido
longitudinal e transversal (D, e D) foi utilizado para estimar a area de inibicdo micelial pela

aproximacdo com a area de uma elipse:

D. D
A=zt D2
T (1)

Em que: A:area de crescimento micelial, D, :didmetro no sentido longitudinal, D, :

didametro no sentido transversal.

O efeito inibitério dos extratos sobre o crescimento micelial foi interpretado
considerando delineamento inteiramente casualizado (DIC) com quatro repeticbes por
tratamento. Para inferir sobre a precisdo experimental foi estimado o coeficiente de variagéo,

conforme a notacdo apresentada por Pimentel Gomes (2000).
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V- 100,/OMR
X 2)

Em que: CV%:coeficiente de variacdo experimental, QMR:quadrado médio do

residuo da analise de variancia, X :média experimental.

Para comparar as médias de tratamentos foi utilizado o teste de Scott Knott a 5% de
probabilidade. As andlises estatisticas foram realizadas utilizando o programa Genes (Cruz et
al., 2004). Para os testes in vitro o delineamento experimental utilizado foi o inteiramente
casualizado, com quatro repeticbes para cada extrato e para 0s grupos controle. Os dados
obtidos foram submetidos & anélise de variancia e teste de agrupamento de médias por meio
do programa AFsoft® (SILVA et al., 2009).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Antibiograma bacteriano (Ralstonia solanacearum).

De acordo com dados obtidos por meio da andlise de variancia - ANOVA (Tabela 3).

Tabela 3: Resumo da anélise de variancia da area de inibicio mensurada em mm?, de diferentes extratos
vegetais testados no controle da Ralstonia solanacearum.

FV GL SQ QM F
Tratamentos 10 2294377,2 2294377 36.7**
Extratos (E) 9 2240718,3 248968,7 39.9%*

E x Testemunha (T) 1 53658,8 53658,8 8.6**

Residuo 33 206094,5 6245,3
TOTAL 43 2500471,7
MEDIA geral 319,0
MEDIA extratos 330,1
MEDIA testemunha 208,6
CV(%) 24,8

FV: fonte de variacdo, GL: graus de liberdade, SQ: soma de quadrados, QM: quadrado médio, F: teste F, **:

significativo de acordo com o teste F a 1% de probabilidade.

Verificou-se que dos extratos avaliados, dez se destacaram no controle da bactéria
Ralstonia solanacearum, com quatro destes apresentando valores de inibicdo superiores ao
controle antibidtico. Sdo os extratos etéreos de talos de P. aduncum, P. nigrum, e P.
umbellatum e folha de P. carniconecctivum. Os demais foram semelhantes ao controle com

antibidtico (Figura 3), os extratos a base de agua e alcool foram ineficientes.
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Figura 3 - Média dos halos de inibicdo de Ralstonia solanacearum por extratos do género Piper. Médias

seguidas pela mesma letra ndo diferem de acordo com o teste de Scott Knott a 5% de probabilidade.
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A variacdo de eficiéncia com relagédo ao tipo de solvente utilizado na confeccdo dos
extratos tambem é observada no trabalho que avaliou a atividade antifungica do extrato bruto
das folhas de Azadirachta indica frente as cepas padrdo de Candida albicans. Com o extrato
bruto produzido com &lcool etilico 70% e hexano, mostrando-se incapazes de inibir a cepa de
C. albicans mesmo na concentragdo de 2000 pg/mL, ja o extrato a base de acetato de etila foi
capaz de exercer efeitos inibitorios (BERALDO et al., 2015).

Os extratos aquosos de diferentes espécies Piper ndo foram eficientes, possivelmente,
devido a menor concentra¢do de compostos bioativos extraidos com potencial de controle dos
fitopatdgenos em questdo. Auséncia de atividade também foi observada por Vasconcelos et
al. (2017), tendo o extrato etandlico das folhas de Gossypium arboreum ndo apresentado
atividade antifungica in vitro para o fungo Lasiodiplodia theobromae.

A diferenca entre os tratamentos utilizando as diferentes partes da planta,
provavelmente se deve ao fato de existirem diferentes constituintes e em diferentes
concentracdes em todas as partes das plantas, essa caracteristica pode variar da espécie da
planta, parte utilizada, extrator e finalidade (FACUNDO et al., 2008; MEDEIROS et al.,
2012; RODRIGUES et al., 2015; SENAR, 2017).

3.2 Antibiograma bacteriano (Xanthomonas axonopodis pv. vesicatoria).

Para avaliar o potencial bioativo dos extratos de Piper no controle da bactéria X.
axonopodis pv. vesicatoria, os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia -
ANOVA, para avaliacdo da existéncia de diferenca entre 0s percentuais de inibicdo dos
diferentes extratos (Tabela 4).

Tabela 4: Resumo da analise de variancia da &rea de inibicdo mensurada em mm?, de diferentes extratos

vegetais testados no controle da Xanthomonas axonopodis pv. vesicatoria

GL SQ QM F
Tratamentos 9 2994505,9 3327229 48.9%*
Extratos (E) 8 821081,5 102635,2 15.1**
E x Testemunha (T) 1 21734244 21734244 319.1**
Residuo 30 204318,5 6810,6
TOTAL 39 3198824,2
MEDIA geral 378,2
MEDIA extratos 300,5
MEDIA testemunha 1077,5
CV(%) 21,8

FV: fonte de variacdo, GL: graus de liberdade, SQ: soma de quadrados, QM: quadrado médio, F: teste F, **:
significativo de acordo com o teste F a 1% de probabilidade.
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Entre os extratos que foram utilizados contra Xanthomonas axonopodis pv.
vesicatoria, nove entre eles apresentaram halo de inibigdo, entre 0s quais estdo 0s extratos
etéreos de talo e folha de Piper carniconecctivum, folha de P. hispidum, folha e
inflorescéncia de P. tuberculatum e os extratos etanolicos de talo de P. carniconecctivum,

folha de P. tuberculatum e folha e talo de P. hispidum (Figura 4).
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Figura 4 - Média dos halos de inibi¢do de Xanthomonas axonopodis pv. vesicatoria por extratos do género Piper.
Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem de acordo com o teste de Scott Knott a 5% de probabilidade.

Dos extratos utilizados, apenas os extratos a base de dgua ndo foram eficientes no
controle desta bactéria, tal resposta pode ser explicada pelos compostos extraidos. Edwards et
al. (2012) afirmaram que alguns compostos séo extraidos mais facilmente em alcool como os
flavonoides, enquanto os acidos e os aglcares pelos extratos aquosos.

Os Oleos essenciais por sua vez tém potencial em funcgdes inseticidas, antibacterianas,
antifangicas e antivirais, pois controlam efetivamente varias pragas e patdégenos devido a acdo
de indmeros grupos funcionais, como &lcoois, aldeidos, fenolicos, terpenos e cetonas
(SARTORELLI et al., 2007; SWAMY et al., 2016). Essas substancias sdo encontradas em
folhas, caules, raizes e flores, e quando ocorre um ataque de herbivoria ou de patdgenos sdo
liberadas por ativacdo local sem prejudicar a planta (TAIZ et al., 2017).

Outro fator relevante é a parte utilizada da espécie vegetal, uma vez que ha evidéncias
de diferenca no controle de fitopatogenos em relagéo as diferentes partes destas. Medeiros et
al. (2012) em pesquisa avaliando a atividade antibacteriana de extratos alcodlicos de Senna
alata sobre o crescimento in vitro de X. axonopodis pv. passiflorae e na reducdo da bacteriose

em casa de vegetacdo, demonstrou-se que houve diferencas na eficiéncia dos diferentes
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extratos (folha e vagem) (Silva et al., 2017). Assim como a utilizagdo de extratos de raizes e
vagens no controle do crescimento micelial de Fusarium oxysporum em meloeiro.

Esta caracteristica também foi evidenciada por Rodrigues et al. (2015), em estudo com
extratos de sementes e folhas de Annona muricata contra Aphis craccivora, onde observaram
que o extrato hexanico da semente na concentracdo 0,5% apresentou eficiéncia para 0 manejo

do pulgéo-preto do feijdo caupi, ja o extrato hexanico das folhas se apresentou ineficiente.

3.3 Antibiograma fungico (Rhizoctonia solani).

Para avaliar o potencial bioativo dos extratos de Piper no controle do fungo R. solani,
os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia - ANOVA, para avaliacdo da
existéncia de diferenca entre os percentuais de inibicdo dos diferentes extratos. Foi obtido
coeficiente de variacdo dentro de uma faixa considerada aceitavel, segundo Pimentel Gomes
(2000) e o resumo da anéalise constam na (Tabela 5).

Tabela 5 - Resumo da anélise de variancia da &rea de inibic&o mensurada em mm?, de diferentes extratos
vegetais testados no controle da Rhizoctonia solani.

FV GL SQ QM F
Tratamentos 30 9536517,2 317883,9 15.6**
Extratos (E) 29 9101211,2 313834,9 15.3**

E x Testemunha (T) 1 435305,9 435305,9 21.3%*
Residuo 93 1901877,8 20450,3
TOTAL 123 11438394,9
MEDIA geral 692,0
MEDIA extratos 681,2
MEDIA testemunha 1016,5
CV(%) 20,7

FV: fonte de variagdo, GL: graus de liberdade, SQ: soma de quadrados, QM: quadrado médio, F: teste F, **:
significativo de acordo com o teste F a 1% de probabilidade.

Do total de extratos avaliados, 30 (extratos etéreos e etanolicos) apresentaram inibicao
do crescimento micelial do fungo R. solani, e 15 (extratos aquosos) ndo apresentaram tal
efeito. Tendo o extrato etéreo de talo de P. carniconecctivum e o extrato etandlico de folha de
P. tuberculatum apresentado valores de inibicdo superiores ao controle fungicida, e os
extratos etanolicos de talo de P. carniconecctivum e folha de P. hispidum estatisticamente
semelhantes ao controle fungicida (Figura 5).
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Figura 5 - Média dos halos de inibicdo de R. solani por extratos do género Piper. Médias seguidas pela mesma

letra ndo diferem de acordo com o teste de Scott Knott a 5% de probabilidade.

Garcia et al. (2012) verificaram acdo inibitéria de extrato de pimenta longa (Piper
aduncum) sobre o crescimento micelial de Sclerotina sclerotiorum, com 43% de inibig&o.
Macédo et al. (2018) também evidenciaram a eficiéncia de controle de P. marginatum na
concentracdo de 50% proporcionando melhor acdo antifungica em Colletotrichum musae,
com reducao de 20,2% em relacdo ao controle.

A diferenca de eficiéncia dos extratos aquosos em relagdo aos extratos etéreos e
etandlicos pode ter sido influenciado devido a presenca de flavonoides (Edwards et al., 2012).

Extratos etandlicos sdo largamente prospectados como fonte de substancias para o
controle de diversas pragas e doencas de importancia econdmica. Sdo inumeros os trabalhos
envolvendo fungos e bactérias fitopatogénicas. Como os trabalhos de Vigo-Schultz et al.
(2006) verificando o potencial de Mikania glomerata no controle da Xanthomonas campestris
pv. campestris, Silva et al. (2017) com extratos alcodlicos de Senna alata sobre o crescimento
in vitro de X. axonopodis pv. passiflorae, e Moura et al. (2016) com extratos etanolicos de
propolis contra Botrytis cinerea e Rhizopus nigricans, alcancando resultados de inibicdo de
38%, 37,82% e 43,23% respectivamente.
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4 CONCLUSOES

Os extratos etéreos de talos de P. aduncum, P. nigrum, e P. umbellatum e folha de P.
carniconecctivum apresentam efeito inibitorio para a bactéria Ralstonia solanacearum.

Entre os extratos contra Xanthomonas axonopodis pv. vesicatoria os extratos etéreos
de talo e folha de P. carniconecctivum, folha de P. hispidum, folha e inflorescéncia de P.
tuberculatum e os extratos etanolicos de talo de P. carniconecctivum, folha de Piper
tuberculatum e folha e talo de P. hispidum foram os mais eficientes.

O extrato etéreo de talo de P. carniconecctivum e o etandlico de folha de P.
tuberculatum apresentado valores de inibicdo superiores ao controle fungicida e os extratos
etanolicos de talo de P. carniconecctivum e folha de P. hispidum foram semelhantes ao
fungicida comercial utilizado contra R. solani.

Extratos aquosos de P. tuberculatum, P. hispidum, P. aduncum, P. umbellatum, P.
nigrum e P. carniconecctivum ndo apresentaram efeito inibitério frente aos fitopatdgenos R.

solanacearum, X. axonopodis pv. Vesicatoria e R. solani.
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3.3 CAPITULO 3

AVALIACAO FITOQUIMICA DE FOLHAS, TALOS E INFLORESCENCIA DE Piper
tuberculatum E Piper hispidum

Resumo

O género Piper é amplamente utilizado para as mais diferentes finalidades, logo, o
aprofundamento fitoquimico se faz necessario. Neste trabalho o objetivo foi identificar os
metabolitos de folhas, talos e inflorescéncia de Piper tuberculatum e Piper hispidum. O
material vegetal foi obtido no campo experimental e avaliado no laboratério de fitopatologia
da Embrapa Rondonia. A presenca de alcaloides foi confirmada em todas as amostras quando
utilizado o reagente de Dragendorff, presenca de saponinas em folhas e talos de P.
tuberculatum e talos de P. hispidum, flavonoides em todas as partes de P. tuberculatum e
talos e inflorescéncia de P. hispidum, taninos, cumarinas foi encontrada em todas as amostras,
compostos fendlicos foram observados em folhas de P. tuberculatum e folhas e inflorescéncia
de P. hispidum, os triterpenos foram encontrados em talos e inflorescéncia de P. tuberculatum
e P. hispidum. Tanto P. tuberculatum quanto P. hispidum mostraram grade variedades de
compostos.

Palavras-chave: Metabdlitos; Alcaloides; Compostos fenolicos.
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Abstract
The Piper genus is widely used for the most different purposes, therefore, phytochemical
deepening is necessary. In this work the objective was to identify the metabolites of leaves,
stems and inflorescences of Piper tuberculatum and Piper hispidum. The plant material was
obtained in the experimental field and evaluated in the phytopathology laboratory at Embrapa
Rondonia. The presence of alkaloids was confirmed in all samples when using the
Dragendorff reagent, presence of saponins in leaves and stems of P. tuberculatum and stems
of P. hispidum, flavonoids in all parts of P. tuberculatum and stems and inflorescence of P.
hispidum, tannins, coumarins were found in all samples, phenolic compounds were observed
in leaves of P. tuberculatum and leaves and inflorescence of P. hispidum, triterpenes were
found in stalks and inflorescence of P. tuberculatum and P. hispidum. Both P. tuberculatum

and P. hispidum showed a wide range of compounds.

Keyword: Metabolites; Alkaloids; Phenolic compounds.
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1 INTRODUCAO

A familia Piperaceae possui uma ampla diversidade de plantas, podendo ser
encontrada na forma de arvores, arbustos, erva, liana/volUvel/trepadeira e subarbusto. De
grande distribuicdo, encontradas de norte a sul do pais. Entre os géneros encontrados nesta
familia podemos citar o Manekia Trel., Ottonia Spreng., Peperomia Ruiz & Pav., e o Piper L.
(GUIMARAES et al., 2015).

O género Piper L. é largamente utilizado pela comunidade cientifica por possuir
compostos de interesse tanto na area farmacoldgica quanto na area agronémica. Com essa
amplitude de opcdes de uso, faz-se necessario o aprofundamento fitoquimico de tais plantas
para que se estabelecam quais compostos sdo encontrados e suas finalidades (OLIVEIRA et
al., 2020).

As espécies Piper tuberculatum L. e Piper hispidum sdo utilizadas como fonte de
controle de fitopatdgenos de interesse econdmico, compostas de metabodlitos secundarios com
funcdes inseticidas, nematicidas, bactericidas e/ou fungicidas (BRAGA et al., 2017; SANGI
etal., 2018; BASTOS et al., 2018).

Os metabdlitos secundarios sdo compostos ligados a diversas funcfes na planta, entre
elas a defesa contra patégenos e sdo divididos basicamente em trés classes principais: 0s
terpenos, os compostos fenolicos e os alcaldides (WINK, 2013; CARDOSO et al., 2019).

Nesta pesquisa objetivou-se realizar a analise fitoquimica de folhas, talos e
inflorescéncias das espécies Piper tuberculatum L. e Piper hispidum.
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2 METODOLOGIA

Para o estudo espécies da familia Piperaceae foram coletadas e identificadas. Para a
identificacdo botanica, o material foi encaminhado para o Herbario Dr. Ary Tupinambéa Penna
Pinheiro, Porto Velho — RO, tombadas sob os n°: 7764 e 7767, Piper tuberculatum L. e Piper
hispidum respectivamente. As plantas em estagio de florescimento foram coletadas em junho
de 2019, periodo em que 0 municipio apresenta temperatura média de 25°C e maxima de
31,5°C, e 32 mm de chuva.

A solucdo etanodlica foi preparada utilizando 1g do material vegetal seco (pd) para 10
mL de etanol (96° GL), permanecendo sob agitacdo por 24 h., logo ap6s foram submetidos a
filtracdo e acondicionada em refrigerador até que se realizassem os testes fitoquimicos. Os
testes fitoquimicos foram realizados conforme metodologia adaptada de Radi e Terrones
(2007).

2.1 Saponinas
Adicionou-se 2,0 mL da solucdo etandlica e 5,0 mL de agua destilada fervendo em
tubo de ensaio. Apds resfriamento, agitou-se por 15 min., permanecendo em repouso por 20

min. A formacéo de espuma permanente indica presenca de saponinas.

2.2 Flavonoides
Adicionou-se 2,0 mL da solucdo etanodlica e duas gotas de acetato de chumbo (10%)

em tubo de ensaio. A presenca de um precipitado corado indica positividade da reacéo.

2.3 Taninos

Adicionou-se 2,0 mL da solucdo etandlica em 10 mL de &gua destilada, logo apds esta
foi filtrada adicionando duas gotas da solucdo de cloreto férrico (10%). A coloracdo azul
indica possivel presenca de taninos hidrolisaveis e a coloragdo verde indica taninos

condensados.

2.4 Compostos fenolicos
Em placa de toque adicionou-se cinco gotas da solugéo etandlica e de cloreto férrico.

O teste € positivo para compostos fendlicos com o surgimento da coloragdo verde.

2.5 Cumarinas
Adicionou-se 2,0 mL da solucéo etandlica a um tubo de vidro, tampou-se com papel

de filtro impregnado em solugdo de NaOH (10%) e levou-se a banho Maria a 100 °C por 10
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min. Removeu-se o papel de filtro e examinou-se sob luz ultravioleta com 100nm de

comprimento de onda. A fluorescéncia amarela ou verde indica a presenca de cumarinas.

2.6 Antracnona
Em um tubo de ensaio foram adicionados 200 mg da planta em pé e 1 mL de solucéo
de NH,OH (10%), agitou-se vigorosamente por 2 min., adicionou-se mais 1 mL de solucéo de

NaOH (10%). A coloracdo résea indica presenca deste metabdlito secundario.

2.7 Antracnona: teste de Borntrager
Em 100 mg de planta em pé adicionou-se 5 mL de cloroférmio, a mistura foi filtrada.
Forma adicionados 2 mL do filtrado com 2 mL de NH4OH (10%). Uma cor rosa brilhante

confirma sua presenga.

2.8 Alcaloides

Em um tubo de ensaio foram adicionados 2 mL da solucdo etandlica e 2 mL de acido
cloridrico (10%), aqueceu-se a mistura por cerca de 10 min. Apos o resfriamento, a mistura
foi dividida em dois tubos de ensaio, adicionando 8 gotas dos reativos de reconhecimento.
Tubo 1 Reativo de Dragendorff: observando a formacéo de precipitado de coloracdo laranja
ou vermelho; Tubo 2 Reativo de Wagner: observando a formacdo de precipitado de coloracao

alaranjado.

2.9 Triterpenos

Em um tubo de ensaio foram adicionados 2 mL da solucdo etanolica e 5 mL de
cloroférmio. Apos a filtracdo o extrato foi dividido em duas partes. Em cada um dos tubos foi
realizado as reagdes de Liebermann-Burchard e Salkowski. Os triterpenos desenvolvem
coloracdo estavel e os esteroides desenvolvem coloracdo mutavel com o tempo. Coloracédo de

amarelo ao roxo confirma a presenca.



3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Por meio dos resultados encontrados pode-se observar que as plantas estudadas
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apresentam diferentes constituintes em relacdo as espécies P. tuberculatum e P. hispidum

(Quadros 1 e 2).

Quadro 1. Metabdlitos presentes no extrato de Piper tuberculatum L.

Espécies/Reacao

Metabolitos P. tuberculatum P. tuberculatum P. tuberculatum

(folha) (talo) (inflorescéncia)

Alcaloides - Reagente de + + +

Dragendorff

Alcaloides - Reagente de - - +

Wagner

Saponinas + + -

Flavonoides + + +

Taninos condensados + + +

Taninos hidrolisaveis - - -

Compostos fendlicos + - -

Cumarinas + + +

Antracnona - - -

Antracnona: teste de - - -

Borntrager

Triterpenos - + +

Fonte: Autores (2022).
Quadro 2. Metabdlitos presentes no extrato de Piper hispidum.
Espécies/Reacdo
Metabolitos P. hispidum P. hispidum P. hispidum

(folha) (talo) (inflorescéncia)

Alcaloides - Reagente de + + +

Dragendorff

Alcaloides - Reagente de - + -

Wagner

Saponinas - + -

Flavonoides - + +

Taninos condensados - + +

Taninos hidrolisaveis + - -

Compostos fendélicos + - +

Cumarinas + + +

Antracnona - - -

Antracnona: teste de - - -

Borntrager

Triterpenos + +

Fonte: Autores (2022).
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Os alcaloides foram analisados utilizando dois reagentes, o reagente de Dragendorff e
0 reagente de Wagner, tendo este segundo demonstrado positividade da reacdo apenas em
inflorescéncia de P. tuberculatum e talo de P. hispidum. Corroborando com estudos de
Gongalves e Lima (2016), que também evidenciaram a presenca de alcaloides em
inflorescéncia de P. tuberculatum por meio dos reagentes de Dragendorff e de Wagner.

Os triterpenos foram encontrados em talos e inflorescéncia de P. tuberculatum e P.
hispidum. Esses compostos sdo conhecidos por suas atividades anti-inflamatorias,
antiadipogénica, antinociceptiva, antibacteriana, antibiofilme e anticancer (SILVA et al.,
2020).

As saponinas foram observadas nas folhas e talos de P. tuberculatum e talos de P.
hispidum, substancia esta, presente em muitas espécies vegetais e com ac¢do antifungica, anti-
inflamatoria e antiviral (FRITZEN et al., 2016).

Os compostos fenolicos foram encontrados na folha de P. tuberculatum e folha e
inflorescéncia de P. hispidum. Os flavonoides foram observados em cinco das seis partes
avaliadas de P. tuberculatum e P. hispidum mostrando sua ampla distribuicdo nas plantas. A
presenca deste composto também foi observada em folhas, talos e inflorescéncia de Piper
mollicomum Aubl. (ALMEIDA et al., 2019), esse composto destaca-se em virtude de suas
atividades bioldgicas e terapéuticas (SILVA et al., 2020).

Tanto os taninos hidrolisdveis como os condensados foram observados nas amostras
testadas, os taninos hidrolisaveis foram encontrados na amostra de folha de P. hispidum e os
taninos condensados nas amostras de talo e inflorescéncia da mesma. Na espécie P.
tuberculatum todas as amostras testaram positivo para taninos condensados.

Os taninos tem potencial para serem utilizados como coagulante no tratamento de
efluente de lavacdo de automaveis e utilizagdo como substrato para agricultura (Fernandes et
al., 2015), efeito larvicida provocando a morte de larvas de Aedes aegypti e efeito inseticida
em plantas de Bambusa tuldoides (COLLI et al., 2007; VALOTTO et al., 2011).

Nenhuma amostra apresentou antracnona em sua composi¢ao, ja as cumarinas foram
observadas em todas as amostras.

As cumarinas podem ser encontradas em mais de 800 espécies de plantas, atuando
como agentes antimicrobianos e possuindo acgdo inseticida, acdo realizada por bloqueio da

transcricdo e reparo do DNA, causando a morte celular (GARCIA et al., 2009).

Facundo e colaboradores (2008) avaliando os constituintes quimicos de talos e frutos
de Piper tuberculatum e raizes de P. hispidum observaram a presenca de fenilpropandides e
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sesquiterpenos, os fenilpropandides foram encontrados em maior quantidade nas raizes de P.
hispidum e os sesquiterpenos em talos e frutos de P. tuberculatum.

As espeécies avaliadas neste estudo apresentaram similaridade dos compostos quando
comparados com o trabalho de (Pinto et al., 2016), distinguindo apenas em relagédo aos
taninos hidrolisdveis encontrados em P. hispidum, este fato se deve provavelmente ao fato de
existirem diferentes constituintes e em diferentes concentracdes nas diferentes as partes das
plantas, este fato também pode ser atribuido a diferenca na composicdo das plantas em relacéo
a sazonalidade (FACUNDO et al., 2008; PAULUS et al., 2013; XAVIER, 2015; RIBEIRO et
al., 2018).
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4 CONCLUSOES
A espécie P. tuberculatum possui em sua composicdo: alcaloides, saponinas,

flavonoides, taninos condensados, compostos fendlicos, cumarinas e triterpenos.

A espécie P. hispidum possui alcaloides, saponinas, flavonoides, taninos condensados,

taninos hidrolisaveis, compostos fenolicos, cumarinas e triterpenos.
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3.4 CAPITULO 4
EXTRATOS DE Piper tuberculatum e Piper hispidum E SUA FASE ORGANICA NO
CONTROLE DAS BACTERIAS Ralstonia solanacearum E Xanthomonas axonopodis pv.

vesicatoria E DOS FUNGOS Rhizoctonia solani E Sclerotium rolfsii.

Resumo
Diversas espécies de plantas vém sendo estudadas como fonte de novas biomoléculas. Neste
trabalho o objetivo foi avaliar folhas, talos e inflorescéncias de duas espécies género Piper,
Piper tuberculatum e Piper hispidum, no controle de Ralstonia solanacearum, Xanthomonas
axonopodis pv. vesicatoria, Rhizoctonia solani e Sclerotium rolfsii. Para a avaliacdo foram
preparados extratos alcoolicos e a fase organica de cada extrato. Os testes foram realizados
em placas de Petri, a atividade antifingica e antibacteriana foi testada por meio de ensaios de
antibiograma. Para isso, 10 pL dos extratos foram depositados em pogos de 5mm de didmetro
em meio de cultura BDA e foram depositados no centro da placa disco micélico de 5mm de
diametro. Para avaliacdo das bactérias, esta foi incorporada ao meio Kado e Heskett e discos
contendo 10 pL dos tratamentos foram depositados em placa de Petri. As placas foram
vedadas e acondicionadas em camara de crescimento, a 25°C + 2°C. Foram medidos os halos
de inibicdo formados. Os resultados obtidos indicam maior inibicdo ao crescimento dos

patdgenos com o uso das fases organicas dos extratos de P. hispidum.

Palavras-chave: Fungo; Bactéria; Fitopatogeno; Controle.
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Abstract
Several plant species have been studied as a source of new biomolecules. In this work the
objective was to evaluate leaves, stems and inflorescences of two species of Piper genus,
Piper tuberculatum and Piper hispidum, in the control of Ralstonia solanacearum,
Xanthomonas axonopodis pv. vesicatoria, Rhizoctonia solani and Sclerotium rolfsii. For the
evaluation, alcoholic extracts and the organic phase of each extract were prepared. The tests
were performed in Petri dishes, the antifungal and antibacterial activity was tested by means
of antibiogram assays. For this, 10 puL of extracts were deposited in 5mm diameter wells in
PDA culture medium and placed in the center of the 5mm diameter mycelium disk plate. To
evaluate the bacteria, they were incorporated into Kado and Heskett medium and discs
containing 10 pL of the treatments were placed in a Petri dish. The plates were sealed and
placed in a growth chamber at 25°C £ 2°C. The inhibition halos formed were measured. The
results obtained indicate greater inhibition of pathogen growth with the use of organic phases

of P. hispidum extracts.

Keyword: Fungus; Bacterium; Phytopathogen; Control.
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1 INTRODUCAO

Diversas espécies de plantas vém sendo estudadas como fonte de novas biomoléculas,
e 0 género Piper tem se mostrado promissor nesta busca. Apresentando inimeras atividades
bioldgicas, como agentes fitoterapicos, inseticidas, nematicidas, antibacterianas e antiflngicas
(BRAGA et al., 2017; SANGI et al., 2018; BASTOS et al., 2018; PEREIRA et al., 2020).

O género abrange arbustos, arvores, ervas, liana/vollvel/trepadeiras e subarbusto. O
Brasil possui aproximadamente 290 espécies de Piper, distribuidas em todas as regides do
pais. As especies Piper tuberculatum e Piper hispidum sdo conhecidas popularmente como
pimenta longa e bexa nixpu (GUIMARAES et al., 2015).

Essas espécies sdo promissoras na busca de moléculas bioativas, por possuir em sua
composicdo alcaloides, glicosideos cardiotonicos, flavonoides, cumarinas, saponinas,
triterpenos/esteroides e taninos (PINTO et al., 2016; GONCALVES e LIMA, 2016). Estes
metabdlitos sdo importantes atrativos para polinizadores, além de servirem para protecdo das

plantas contra herbivoros e patégenos (REZENDE et al., 2016).

O controle dos fungos e bactérias é de grande importancia na agricultura brasileira,
uma vez que estes sao causadores de doencas e responsaveis pela reducdo na produtividade de
culturas de interesse alimentar (MICHEREFF et al., 2005; ZAMBOLIM et al., 2000).

No presente trabalho o objetivo foi avaliar extratos de diferentes partes das plantas P.
tuberculatum e P. hispidum e sua fase organica contra os fungos R. solani e S. rolfsii e as
bactérias Ralstonia solanacearum, Xanthomonas axonopodis pv. vesicatoria.
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2 METODOLOGIA

Para o estudo de prospeccdo, especies da familia Piperaceae foram coletadas e
identificadas. Para a identificacdo botanica, o material coletado foi encaminhado para o
Herbario Dr. Ary Tupinamba Penna Pinheiro, Porto Velho — RO, tombadas sob os n°: 7764,
7767, P. tuberculatum Jacq., e P. hispidum S.W. respectivamente. Para o material vegetal e os
fitopatdgenos avaliados foi obtida permissao para pesquisa e estdo cadastrados no Sistema
Nacional de Gestdo do Patrimdnio Genético e do Conhecimento Tradicional Associado —
SisGen sob 0 numero A613C64.

Para a obtencdo dos extratos, 0s materiais foram colocados para secar em estufa com
circulacdo de ar a temperatura media de 40°C durante 48 horas. Apos esse periodo, as folhas,
frutos e talos foram triturados em moinho, até obtencao de um pé fino e submetido a extracédo
de seus compostos, na proporcdo de 1g do po6 vegetal para 10 mL do solvente. Estes foram
acondicionados em erlenmeyer e levados para agitacdo em Incubadora Shaker a 100 RPM
(rotacdo por minuto) por 24 horas, em temperatura ambiente. Os extratos foram filtrados em
gaze e pano de nylon de trama fina, acondicionados em recipiente de vidro e levados ao
congelador até a realizacdo dos ensaios. Metodologia adaptada de (FERRIS e ZHENG, 1999).
Para os testes de antibiograma, os extratos foram diluidos em cinco concentragdes (50; 25;
12,5; 6,25 e 3,12 mg/mL).

Foram preparadas como solugdes controle para os fungos e bactérias os produtos
comerciais: Azoxistrobina (0,6 ¢/L); Tiabendazol (2 mL/L) e Amoxicilina (500 ppm)
(ROMEIRO, 2001; DHINGRA e SINCLAIR, 1995).

Para a obtencdo da fase organica o material vegetal foi seco em estufa, foram
adicionados 20 mL do solvente extrator, ou da mistura e solubilizado no ultrassom por 20
min. Em seguida foram adicionados 20 mL de metanol e agua (4:1) (v:v) e a solucdo foi
novamente homogeneizada no ultrassom por 10 min. Esta solucao foi deixada em repouso por
30 min, para entdo ser filtrada em papel de filtro comum e funil de biichner, obtendo duas
fracdes. O residuo retido no papel de filtro comum constituido por fibras, gorduras e graxas
foi desprezado. O filtrado foi concentrado a um décimo do volume em evaporador rotatério a
temperatura de 70°C. Em seguida a solucéo foi acidificada com &cido sulfurico concentrado,
colocada em funil de separacéo e adicionados 10 mL de cloroformio e agitada. O processo foi
repetido por trés vezes, separando a fase organica (terpendides e compostos fendlicos) da
basica e polar (SILVA, 2009a, apud DI STASI, 1996).

A fase organica foi concentrada em evaporador rotatorio a temperatura de 70°C. Para
0s testes de antibiograma foi utilizada cinco concentrages (50; 25; 12,5; 6,25 e 3,12 mg/mL).
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O teste de sensibilidade dos isolados bacterianos aos extratos foi realizado preparando-
se culturas de cada bactéria fitopatogénica em meio 523 - Kado & Heskett liquido, por 24h.
Adicionou-se 100 pL da cultura a 100 mL de meio 523 solido, espalhando o indculo com a
alca de Drigalski, as placas de Petri foram vedadas e levadas a incubadora tipo BOD
(KLEMENT et al., 1990).

A obtencdo da suspensdo bacteriana foi obtida apds o aparecimento das primeiras
colbnias, a estas foram adicionado agua mineral estéril, calibrada em espectrofotémetro, tendo
absorbancia Ass nm ajustada para 1,200, que corresponde a um inéculo de 3,0 x 108 UFC/mL
(ROMEIRO, 2014).

Adicionou-se 100 pL da suspensdo bacteriana a 100 mL de meio 523 sélido fundente,
a mistura foi vertida em placa de Petri de nove cm de didmetro até sua completa solidificacdo
(KLEMENT et al., 1990).

Foram preparados discos de papel de 0,5 cm de didmetro e em seguida, esterilizados.
No disco estéril, foi depositada 10 puL de cada amostra. Os discos foram deixados dentro da
camara de fluxo laminar para evaporacdo dos solventes. Para cada bactéria fitopatogénica
foram testadas quatro repeticdes de cada agente antimicrobiano. As placas foram mantidas em
incubadora a 25°C por 24 e 48 horas, quando se avaliou a presenca ou ndo de halos de
inibicdo (ROMEIRO, 2001).

Para os ensaios com os fungos foi preparado meio de cultivo padrao BDA (Batata-
dextrose-agar) (DHINGRA e SINCLAIR, 1995) e este vertido em placa de Petri. Sobre o
meio, um disco de micélio de 0,5 cm de diametro do patégeno desafiante foi depositado no
centro da placa. E nas bordas da placa os pogos de 0,5 cm contendo 10 pL das amostras. Foi
avaliado o efeito inibitério das amostras pela quantificacdo da presenca e tamanho de halos de
inibicdo dos patdgenos, conforme descrito em Vieira Janior (2005).

Para quantificar o efeito inibitorio dos extratos o didmetro das coldnias no sentido
longitudinal e transversal (D; e D) foi utilizado para estimar a area de inibi¢do micelial pela

aproximacdo com a area de uma elipse:

D. D
A= D2
T (1)

Em que: A:area de crescimento micelial, D, :didmetro no sentido longitudinal, D, :
didmetro no sentido transversal.
O efeito inibitério dos extratos sobre o crescimento micelial foi interpretado

considerando delineamento inteiramente casualizado (DIC) com quatro repeticbes por
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tratamento. Para inferir sobre a preciséo experimental foi estimado o coeficiente de variagéo,

conforme a notacao apresentada por Pimentel Gomes (2000).

cv o - L00VQMR
X 2)

Em que: CV%:coeficiente de variacdo experimental, QMR:quadrado médio do

residuo da analise de variancia, X :média experimental.

Para comparar as médias de tratamentos foi utilizado o teste de Scott Knott a 5% de
probabilidade. As analises estatisticas foram realizadas utilizando o programa Genes (CRUZ
et al., 2004). Para os testes in vitro o delineamento experimental utilizado foi o inteiramente
casualizado, com quatro repeticGes para cada extrato e para 0s grupos controle. Os dados
obtidos foram submetidos a analise de variancia e teste de agrupamento de médias por meio
do programa AFsoft® (SILVA et al., 2009b).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Resultados dos tratamentos x R. solani

Para avaliar o potencial bioativo dos tratamentos com Piper no controle do fungo R.
solani, os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia - ANOVA, para avaliacdo da

existéncia de diferenca entre os percentuais de inibicdo dos diferentes extratos (Tabelas 6 e
7).

Tabela 6. Resumo da andlise de variancia de delineamento fatorial com testemunha da avaliagdo da area
do halo de inibicdo produzida por 12 extratos avaliados em 5 concentracdes diferentes, em comparagédo
com o tratamento testemunha (Fungicida Azoxistrobina).

FV GL SQ QM F
ConcentracOes 4 2128604,89 532151,22 58,15
Extratos 11 889840,41 80894,58 8,84
Conc x Extratos 44 402640,21 9150,91 6,61
Residuo 183 253243,21 1383,84
Total 239 3674328,73
Média 99,32
CV (%) 37,45

FV: fonte de variacdo, GL: graus de liberdade, SQ: soma de quadrados, QM: quadrado médio, F: teste F, **:
significativo de acordo com o teste F a 1% de probabilidade.

Tabela 7. Agrupamento das médias das areas do halo de inibicdo utilizando diferentes extratos.

Conc.\Extratos PTF PTT PTI PHF PHT PHI
3 0Bc 0Bb 0Bb 0Bc 0Bc 0Bb
6 0Bc 27,03Bb  49,88Bb  30,68Bc 0Bc 0Bb
12 69,08Bc 39,3Bb 85,9Bb 52,45Bc 25,7Bc 25,38Bb
25 117,7Cb 37,3Db 87,13Cb 110,78Cb  125Cb 32,1Db
50 214,93Ca 138,9Da 232,13Ca 242,63Ca 379,13Ba 179,88Da
Conc.\Extratos PTF1 PTT1 PTI1 PHF1 PHT1 PHI1
3 0Bc 0Bb 0Bc 104,6Ad 0Bc 0Bc
6 26,25Bc¢ 0Bb 49,85Bc  156,38Ad 0Bc 0Bc
12 26,1Bc 53Bb 75,73Bc  220,85Ac  67,5Bb 0Bc
25 118,75Cb 60,08Db 202,28Bb 336,73Ab 110,2Cb  133,03Cb
50 236,18Ca 138,38Da 354,68Ba 601,33Aa 241,43Ca 286,25Ca

Médias seguidas pelas mesmas letras mailsculas na HORIZONTAL constituem grupo estatisticamente
homogéneo. Médias seguidas pelas mesmas letras mindsculas na VERTICAL constituem grupo estatisticamente
homogéneo.

Dos doze tratamentos utilizados todos apresentaram efeito inibitério frente ao

patégeno R. solani, sendo os mais eficientes as fases organicas e extrato bruto de folha de
Piper hispidum.
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Foi possivel observar que a medida que a concentracdo do tratamento foi elevada,
houve um aumento do controle do patégeno avaliado, tal fato pode ser melhor evidenciado no
tratamento com extrato bruto de folhas de Piper hispidum que apresentam valores de inibicédo
de 0, 30,68, 52,45, 110,78 e 242,63 em relacéo as concentragdes utilizadas.

3.2 Resultados dos tratamentos x S. rolfsii

Para avaliar o potencial bioativo dos tratamentos com Piper no controle do fungo S.
rolfsii, os dados obtidos foram submetidos a anélise de variancia - ANOVA, para avalia¢do da
existéncia de diferenca entre os percentuais de inibicdo dos diferentes extratos (Tabelas 8 e 9).
Tabela 8. Resumo da andlise de varidncia de delineamento fatorial com testemunha da avalia¢do da area

do halo de inibi¢do produzida por 12 extratos avaliados em 5 concentragdes diferentes, em comparagéo
com o tratamento testemunha (Fungicida Tiabendazol).

FV GL SQ QM F
Concentragoes 4 2111907,53 527976,88 48,56**
Extratos 11 1103781,92 100343,81 9,23**
Conc x Extratos 44 478333,00 10871,20 5,61**
Residuo 183 354330,04 1936,23
Total 239 4045279,47
Média 197,38
CV (%) 22,29

FV: fonte de variacdo, GL: graus de liberdade, SQ: soma de quadrados, QM: quadrado médio, F: teste F, **:
significativo de acordo com o teste F a 1% de probabilidade.

Tabela 9. Agrupamento das médias das &reas do halo de inibicao utilizando diferentes extratos.

Conc.\Extratos PTF PTT PTI PHF PHT PHI
3 0 Dd 0 Dd 224,22Ac 0 Dd 56,2Cc 0 Dc
6 79,35Cc 131,77Cc 273,58Ac 150,89Cc 118,86Cb 0 Dc
12 164,99Cb 219,84Bb 328,68Ab 278,49Ab 131,11Cb 193,89Cb
25 172,28Cb 244,87Bb 321,3Ab 289,88Ab 191,52Ca 291,18Aa
50 346,92Ca 342,42Ca 495,55Aa 373,21Ca 174,29Da 337,62Ca
Conc.\Extratos PTF1 PTT1 PTI1 PHF1 PHT1 PHI1
3 131,35Bc  72,32Cd 119,55Bd 104,98Bb 44,01Cd 0 Dc
6 146,11Cc 143,75Cc 216,97Bc 285,9Aa 108,63Cc 0 Dc
12 248,91Bb 148,31Cc 237,09Bc 293,91Aa 168,77Cb 0 Dc
25 341,14Aa 239,07Bb 309,66Ab 269,83Ba 198,65Cb 88,18Db
50 284,73Cb 324,78Ca 408,48Ba 346,78Ca 461,42Aa 165,98Da

Médias seguidas pelas mesmas letras maiusculas na HORIZONTAL constituem grupo
estatisticamente homogéneo. Médias seguidas pelas mesmas letras minusculas na VERTICAL
constituem grupo estatisticamente homogéneo.
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Todos os tratamentos apresentaram efeito inibitério frente ao fungo S. rolfsii, sendo os
mais eficientes na maior concentracdo o extrato bruto e a fase organica de inflorescéncia de
Piper tuberculatum e a fase organica de talo de P. hispidum.

Observou-se que a medida que a concentragdo do tratamento foi elevada, houve
também um aumento do controle do patégeno avaliado, tal fato pode ser evidenciado no
tratamento com extrato bruto de inflorescéncia de P. tuberculatum que apresentam valores de
inibicdo de 224,22, 273,58, 328,68, 321,3 e 495,55 em relacdo ao aumento das concentracoes.

3.3 Resultados dos tratamentos X R. solanacearum

Para avaliar o potencial dos tratamentos com Piper no controle de R. solanacearum, 0s
dados obtidos foram submetidos a andlise de variancia, para avaliacdo da existéncia de
diferenca entre os percentuais de inibi¢do dos diferentes extratos (Tabelas 10 e 11).

Tabela 10. Resumo da andlise de variancia de delineamento fatorial com testemunha da avaliagdo da area
do halo de inibigdo produzida por 12 extratos avaliados em 5 concentra¢des diferentes, em comparacéo

com o tratamento testemunha (Antibiético Amoxicilina).

FVv GL SQ QM F
ConcentracOes 4 301328,39 75332,09 172,25*%*
Extratos 11 15251,57 1386,51 3,17*%*
Conc x Extratos 44 1924257 437,33 3,81*%*
Residuo 180 20660,52 114,78
Total 239 356483,06
Média 37,09
CV(%) 28,88

FV: fonte de variacdo, GL: graus de liberdade, SQ: soma de quadrados, QM: quadrado médio, F: teste F, **:
significativo de acordo com o teste F a 1% de probabilidade.

Tabela 11. Agrupamento das médias das areas do halo de inibi¢do utilizando diferentes extratos.

Conc.\Extratos PTF PTT PTI PHF PHT PHI
3 0Ac 0Ac 0Ac 0 Ad 0Ac 0 Ad
6 0Bc 0Bc 0Bc 0 Bd 0 Bc 0 Bd
12 0Cc 0Cc 0Cc 4598 Ac 28,40Bb 28,58 Bc
25 61,69Bb 60,64Bb 5953Bb 79,18Ab 36,61Cb 61,94 Bb
50 88,23 Ba 98,48Ba 76,92Ca 115,06 Aa 69,74Ca 92,6 Ba

Conc.\Extratos PTF1 PTT1 PTI1 PHF1 PHT1 PHI1
3 0Ad 0Ad 0 Ad 0Ad 0Ad 0 Ac
6 0 Bd 0 Bd 0 Bd 33,41 Ac 0 Bd 0Bc
12 42,82 Ac 4894 Ac 43,75 Ac 47,33Ac 28,23Bc 27,92Bb
25 64,09Bb 6522Bb 59,82Bb 78,19Ab 4369Cb 72,83 Aa
50 97,23 Ba 94,73Ba 84,84Ca 114,36 Aa 90,73Ba 83,43 Ca

Médias seguidas pelas mesmas letras maiusculas na HORIZONTAL constituem grupo estatisticamente
homogéneo. Médias seguidas pelas mesmas letras mintsculas na VERTICAL constituem grupo estatisticamente
homogéneo.
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Dos tratamentos utilizados todos apresentaram efeito inibitorio frente ao patégeno R.
solanacearum, tendo como melhor tratamento a fase organica de folhas de Piper hispidum
que apresentam valores de inibicao de 0, 33,41, 47,33, 78,19 e 114,36 a medida em que as

concentracdes foram elevadas.

3.4 Resultados dos tratamentos x X. axonopodis pv. vesicatoria

Para avaliar o potencial bioativo dos tratamentos com Piper no controle da bactéria X.
axonopodis pv. vesicatoria, os dados obtidos foram submetidos & anélise de variancia -
ANOVA, para avaliacdo da existéncia de diferenca entre 0s percentuais de inibicdo dos
diferentes extratos (Tabelas 12 e 13).

Tabela 12. Resumo da anélise de varidncia de delineamento fatorial com testemunha da avaliacdo da
drea do halo de inibicdo produzida por 12 extratos avaliados em 5 concentracfes diferentes, em
comparagdo com o tratamento testemunha (Antibiotico Amoxicilina).

FV GL SQ QM F
Concentracdes 4 41744714 104361,78 67,24**
Extratos 11 424280,97 38570,99 24,85**
Conc x Extratos a4 68287,84 1551,99 3,37**
Residuo 180 82834,08 460,18
Total 239 992850,04
Média 64,70
CV(%) 33,15

FV: fonte de variacdo, GL.: graus de liberdade, SQ: soma de quadrados, QM: quadrado médio,
F: teste F, **: significativo de acordo com o teste F a 1% de probabilidade.

Tabela 13. Agrupamento das médias das &reas do halo de inibigdo utilizando diferentes extratos.

Conc.\Extratos PTF PTT PTI PHF PHT PHI
3 0Cd 0Cc 0Cc 0Cd 0Cc 0Cc
6 0Cd 0Cc 0Cc 54,09 Bc 0Cc 0Cc
12 46,35 Cc 0 Dc 0 Dc 105,34 Bb 36,31Cb 48,43 Cb
25 76,28Cb 41,15Cb 60,79Cb 111,44Bb 62,17Cb 69,32 Cb
50 120,4Ca 76,91 Da 97,39Da 115,16 Ba 136,65Ba 94,43 Da

Conc.\Extratos PTF1 PTT1 PTI1 PHF1 PHT1 PHI1
3 46,39 Bd 0Cc 0Cc 83,69 Ad 4398Bc 47,75Bb
6 50,83 Bd 0Cc 0Cc 14555 Ac 50,57 Bc 57,21 Bb
12 85,31 Bc 44,72 Cb 0 Dc 158,86 Ac 73,15Bb 72,32 Bb
25 107,10Bb 60,26 Cb 59,79Cb 21452Ab 75,70Cb 79,41 Cb
50 162,19Ba 90,57 Da 90,79 Da 314,44 Aa 158,72Ba 115,70 Ca

Médias seguidas pelas mesmas letras mailsculas na HORIZONTAL constituem grupo estatisticamente
homogéneo. Médias seguidas pelas mesmas letras mintsculas na VERTICAL constituem grupo estatisticamente
homogéneo.
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Dos doze tratamentos utilizados todos apresentaram efeito inibitério frente ao
patdgeno X. axonopodis pv. vesicatoria, sendo o mais eficiente a fase organica de folha de
Piper hispidum que apresentou valores de inibicdo de 83,69, 145,55, 158,86, 214,52 e 314,44
em relagdo as concentrages utilizadas.

Pode-se verificar aumento exponencial de controle dos patdgenos com o aumento da
concentracdo dos tratamentos utilizados, bem como a diferenca significativa entre o0s

tratamentos (Figuras 6, 7, 8 e 9).
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Figura 6 - Média do halo de inibicdo do fungo R. solani. Legenda: PTF: P. tuberculatum (Folha), PTT: P.
tuberculatum (Talo), PTI: P. tuberculatum (Inflorescéncia), PHF: P. hispidum (Folha), PHT: P. hispidum (Talo),
PHI: P. hispidum (Inflorescéncia), PTF1: P. tuberculatum (Folha) fase orgénica, PTT1: P. tuberculatum (Talo)
fase organica, PTI1: P. tuberculatum (Inflorescéncia) fase organica, PHF1: P. hispidum (Folha) fase organica,
PHT1: P. hispidum (Talo) fase organica, PHI1: P. hispidum (Inflorescéncia) fase orgénica.
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Figura 7 - Média do halo de inibicdo do fungo S. rolfsii. Legenda: PTF: P. tuberculatum (Folha), PTT: P.
tuberculatum (Talo), PTI: P. tuberculatum (Inflorescéncia), PHF: P. hispidum (Folha), PHT: P. hispidum (Talo),
PHI: P. hispidum (Inflorescéncia), PTF1: P. tuberculatum (Folha) fase orgénica, PTT1: P. tuberculatum (Talo)
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fase orgénica, PTI1: P. tuberculatum (Inflorescéncia) fase organica, PHF1: P. hispidum (Folha) fase organica,
PHT1: P. hispidum (Talo) fase orgéanica, PHI1: P. hispidum (Inflorescéncia) fase organica.
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Figura 8 — Média do halo de inibicdo da bactéria R. solanacearum. Legenda: PTF: P. tuberculatum (Folha), PTT:
P. tuberculatum (Talo), PTI: P. tuberculatum (Inflorescéncia), PHF: P. hispidum (Folha), PHT: P. hispidum
(Talo), PHI: P. hispidum (Inflorescéncia), PTF1: P. tuberculatum (Folha) fase organica, PTT1: P. tuberculatum
(Talo) fase organica, PTI1: P. tuberculatum (Inflorescéncia) fase organica, PHF1: P. hispidum (Folha) fase
organica, PHT1: P. hispidum (Talo) fase orgéanica, PHI1: P. hispidum (Inflorescéncia) fase orgéanica.
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Figura 9 — Média do halo de inibicdo da bactéria X. axonopodis pv. vesicatoria. Legenda: PTF: P. tuberculatum
(Folha), PTT: P. tuberculatum (Talo), PTI: P. tuberculatum (Inflorescéncia), PHF: P. hispidum (Folha), PHT: P.
hispidum (Talo), PHI: P. hispidum (Inflorescéncia), PTF1: P. tuberculatum (Folha) fase organica, PTT1: P.
tuberculatum (Talo) fase orgénica, PTI1: P. tuberculatum (Inflorescéncia) fase organica, PHF1: P. hispidum
(Folha) fase orgéanica, PHT1: P. hispidum (Talo) fase orgénica, PHI1: P. hispidum (Inflorescéncia) fase orgénica.

Espécies de plantas do género Piper vém sendo cada vez mais estudadas, por

apresentarem substancias com potencial biotecnologico para a agricultura (OLIVEIRA et al.,
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2020; RODRIGUES e OLIVEIRA, 2021), em particular para atividade antimicrobiana
(PINTO et al., 2016; BASTOS et al., 2018; MACEDO et al., 2018) e inseticida (BRAGA et
al., 2017; SPLETOZER et al., 2021; SOARES et al., 2022).

Entre os melhores tratamentos estdo os provenientes da espécie P. hispidum,
destacando-se a fase organica das folhas, com halo de inibicdo fungico de R. solani superior
ao controle fungicida e halo de inibicdo superiores aos demais em relacdo as bactérias R.
solanacearum e X. axonopodis pv. vesicatoria. Os melhores controles para o fungo S. rolfsii
foram os provenientes de extrato de inflorescéncia de P. tuberculatum na concentracdo de 50
mg/mL e a fase organica de inflorescéncia de P. hispidum na mesma concentracao.

A fase organica de extratos vegetais possui basicamente terpendides e compostos
fendlicos (SILVA, 2009a, apud DI STASI, 1996), essas substancias estdo envolvidas na
defesa de plantas contra pragas e doengas (VI1ZZOTO et al., 2010). Tornando 0s extratos de
plantas fonte de prospeccdo de novas moléculas de interesse, este fato € evidenciado nos
diversos trabalhos envolvendo o uso de plantas (TELAXKA et al., 2018; ALMEIDA et al.,
2019; ALBIERO et al., 2020; SILVA et al., 2020; MORAIS et al., 2021; SPLETOZER et al.,
2021; SOUSA et al., 2021; SOARES et al., 2022; CARAMELDO et al., 2022).

Atividade dos tratamentos utilizando folhas, talos e inflorescéncia de P. tuberculatum
e P. hispidum apresentadas neste trabalho provavelmente esta relacionada com a constituicdo
quimica das espécies, que possuem 0s metabdlitos secundéarios, alcaloides, saponinas,
flavonoides, taninos, compostos fendlicos, cumarinas e triterpenos (PINTO et al., 2016;
GONCALVES e LIMA 2016; FREIRE et al., 2022).

A atividade antimicrobiana dos extratos utilizados neste estudo pode ser devido aos
seus componentes quimicos que interagem com a membrana plasmatica do patdgeno,
causando distarbios estruturais, o que pode promover a exposicdo do conteldo celular
(BAKKALLI et al., 2008). Costa e colaboradores (2011) utilizando 6leo de cravo da india
sobre as hifas de fungos fitopatogénicos constataram presenca de vacuolos e desorganizacdo
dos contetdos celulares, diminuicdo na nitidez da parede celular, intensa fragmentacdo das
hifas, além de menor turgescéncia das mesmas.

Apesar dos extratos serem provenientes da mesma planta, houve diferenca no controle
dos patdgenos avaliados quando comparadas as partes utilizadas (folhas, talos e
inflorescéncia). Tem-se constatado, na literatura, pesquisas in vitro demonstrando que
diversos patogenos podem ser controlados por extratos vegetais de uma parte especifica das

plantas, como o controle de Fusarium oxysporum e Xanthomonas axonopodis pv. passiflorae
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por extratos de Senna alata (MEDEIROS et al., 2012; SILVA et al., 2017) e Colletotrichum
gloeosporioides Penz. por extratos de Anonna muricata L. (FERREIRA et al., 2014).

Observou-se neste estudo, diferencas no halo de inibicdo de todos os fitopatdgenos em
virtude das concentracdes de cada extrato utilizado. Os resultados de Venturoso et al. (2011)
revelaram que o efeito do extrato de canela e de alho foi dependente das concentragcfes
utilizadas, constatando-se maior atividade antifungica com o aumento das concentracdes.

Marcondes et al. (2014), avaliando a influéncia dos extratos aquosos de plantas no
desenvolvimento in vitro de fungos fitopatogénicos, relataram a reducdo do crescimento
micelial do fungo Fusarium moniliforme com o aumento das concentraces dos extratos de
alho, cravo da india, orégano, pimenta-do-reino e salvia.

Ao avaliar a acdo dos extratos brutos de Cinnamomum zeylanicum sob dois isolados
de Quambalaria eucalypti, Gomes et al. (2016) relataram que, quanto maior a concentragéo
do extrato bruto, maior foi sua atividade antifingica. Este efeito tambem foi detectado por
Nascimento et al. (2013), ao avaliar extratos de plantas medicinais sobre o crescimento do

fungo Cercospora calendulae.
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4 CONCLUSOES

Todos os extratos e suas fases organicas apresentaram efeito inibitorio frente aos
fitopatdgenos R. solani, S. rolfsii, R. solanacearum e X. axonopodis pv. vesicatoria.

A eficiéncia dos extratos e suas fases organicas aumenta conforme o aumento da
concentracdo dos tratamentos.

Houve diferenca no controle dos patdgenos avaliados quando comparadas as partes

utilizadas das espécies vegetais (folhas, talos e inflorescéncia).
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4 CONSIDERACOES FINAIS

Por meio dos resultados obtidos, podemos sugerir o potencial do género Piper, em
suas diferentes espécies, como fonte de biomoléculas com atividades fungicidas e
bactericidas. Podemos indicar que h& variacBes nas constituicdes quimicas das diferentes
partes das plantas, e que sdo acentuadas quando sdo utilizadas diferentes solugdes extratoras.

As espécies Piper hispidum e Piper tuberculatum sdo importantes fontes de moléculas
a serem utilizados no controle de H. vastatrix, R. solani, S. rolfsii, R. solanacearum e X.
axonopodis pv. vesicatoria.

O fracionamento e caracterizagdo dos materiais mais promissores, notadamente nas
classes quimicas identificadas com potencial de controle dos fitopatdgenos avaliados

precisam ser feitos em estudos futuros.
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ANEXOS

Avaliacao fitoquimica de folhas, talos e inflorescéncia de Piper tuberculatum e
Piperhispidum
Phytochemical evaluation of leaves, stems and inflorescences of Piper tuberculatum e Piper hispidum
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Resumo

O género Piper é amplamente utilizado para as mais diferentes finalidades, logo, o aprofundamento fitoquimico se faz
necessario. Este trabalho teve o objetivo de identificar os metabdlitos de folhas, talos e inflorescéncia de Piper
tuberculatum e Piper hispidum. O material vegetal foi obtido no campo experimental e avaliado no laborat6rio de
fitopatologia da Embrapa Rondonia. A presenca de alcaloides foi confirmada em todas as amostras quando utilizado o
reagente de Dragendorff, presenca de saponinas em folhas e talos de P. tuberculatum e talos de P. hispidum, flavonoides
em todas as partes de P. tuberculatum e talos e inflorescéncia de P. hispidum, taninos, cumarinas foi encontrada em todas
as amostras, compostos fenolicos foram observados em folhas de P. tuberculatum e folhas e inflorescéncia de P.
hispidum, os triterpenos foram encontrados em talos e inflorescéncia de P. tuberculatum e P. hispidum. Tanto P.
tuberculatum quanto P. hispidum mostraram grade variedades de compostos.

Palavras-chave: Metabolitos; Alcaloides; Compostos fenolicos.

Abstract

The Piper genus is widely used for the most different purposes, therefore, phytochemical deepening is necessary. This
work aimed to identify the metabolites of leaves, stems and inflorescences of Piper tuberculatum and Piper hispidum. The
plant material was obtained in the experimental field and evaluated in the phytopathology laboratory at Embrapa
Rondénia. The presence of alkaloids was confirmed in all samples when using the Dragendorff reagent, presence of
saponins in leaves and stems of P. tuberculatum and stems of P. hispidum, flavonoids in all parts of P. tuberculatum and
stems and inflorescence of P. hispidum, tannins, coumarins were found in all samples, phenolic compounds were
observed in leaves of P. tuberculatum and leaves and inflorescence of P. hispidum, triterpenes were found in stalks and
inflorescences of P. tuberculatum and P. hispidum. Both P. tuberculatum and P. hispidum showed a wide range of
compounds.

Keyword: Metabolites; Alkaloids; Phenolic compounds.
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Resumen
El género Piper se usa ampliamente para los objetivos mas diferentes, por lo que es necesaria una profundizacién fitoquimica.
Este trabajo tuvo como objetivo identificar los metabolitos de hojas, tallos e inflorescencias de Piper tuberculatum y Piper
hispidum. El material vegetal fue obtenido en campo experimental y evaluado en el laboratorio de fitopatologia de Embrapa
Rondénia. Se confirmd la presencia de alcaloides en todas las muestras al utilizar el reactivo de Dragendorff, presencia de
saponinas en hojas y tallos de P. tuberculatum y tallos de P. hispidum, flavonoides en todas las partes de P. tuberculatum y tallos
e inflorescencia de P. hispidum, en todas las muestras se encontraron taninos, cumarinas, compuestos fenélicos en hojas de P.
tuberculatum y hojas e inflorescencias de P. hispidum, triterpenos en tallos e inflorescencias de P. tuberculatum y P. hispidum.
Tanto P. tuberculatum como P. hispidum mostraron una amplia gama de compuestos.
Palabras clave: Metabolitos; Alcaloides; Compuestos fenélicos.

1. Introducgéo

A familia Piperaceae possui uma ampla diversidade de plantas, podendo ser encontrada na forma de arvores, arbustos,
erva, liana/vollvel/trepadeira e subarbusto. De grande distribuigdo, encontradas de norte a sul do pais. Entre os géneros
encontrados nesta familia podemos citar o Manekia Trel., Ottonia Spreng., Peperomia Ruiz & Pav., e o Piper L. (Guimaraes et
al., 2015).

O género Piper L. é largamente utilizado pela comunidade cientifica por possuir compostos de interesse tanto na area
farmacologica quanto na area agrondmica. Com essa amplitude de opgdes de uso, faz-se necessario o aprofundamento
fitoquimico de tais plantas para que se estabele¢cam quais compostos sdo encontrados e suas finalidades (Oliveira et al., 2020).

As espécies Piper tuberculatum L. e Piper hispidum sdo utilizadas como fonte de controle de fitopatdégenos de interesse
econdmico, compostas de metabolitos secundarios com funcdes inseticidas, nematicidas, bactericidas e/ou fungicidas (Braga et
al., 2017; Sangi et al., 2018; Bastos et al., 2018).

Os metabolitos secundérios sdo compostos ligados a diversas funcdes na planta, entre elas a defesa contra patdgenos,e
sdo divididos basicamente em trés classes principais: 0s terpenos, 0s compostos fenolicos, e os alcaldides (Wink, 2013; Cardoso
etal., 2019).

Esta pesquisa objetivou realizar a analise fitoquimica de folhas, talos e inflorescéncias das espécies Piper tuberculatum

L. e Piper hispidum.

2. Metodologia

Para o estudo espécies da familia Piperaceae foram coletadas e identificadas. Para a identificacdo boténica, o material
coletado foi encaminhado para o Herbario Dr. Ary Tupinamba Penna Pinheiro, Porto Velho — RO, tombadas sob os n°: 7764 e
7767, Piper tuberculatum L. e Piper hispidum respectivamente. As plantas em estagio de florescimento foram coletadas em
junho de 2019, periodo em que o municipio apresenta temperatura média de 25°C e maxima de 31,5°C, e 32 mm de chuva.

A solucéo etanolica foi preparada utilizando 1g do material vegetal seco (p6) para 10 mL de etanol (96° GL), permanecendo
sob agitagdo por 24 h., logo apés foram submetidos a filtragdo por meio de pano de nylon de trama fina e acondicionada em
geladeira até que se realizassem os testes fitoquimicos. Os testes fitoquimicos foram realizados conforme metodologia adaptada
de Radi e Terrones (2007).

2.1 Saponinas
Adicionou-se 2,0 mL da solucéo etanolica e 5,0 mL de agua destilada fervendo em tubo de ensaio. Apds resfriamento,

agitou-se por 15 min., permanecendo em repouso por 20 min. A formag&o de espuma permanente indica presenca de saponinas.
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Adicionou-se 2,0 mL da solucéo etandlica e duas gotas de acetato de chumbo (10%) em tubo de ensaio. A presenca de um

precipitado corado indica positividade da reacéo.

2.3 Taninos
Adicionou-se 2,0 mL da solucdo etanélica em 10 mL de &gua destilada, logo apds esta foi filtrada adicionando duas gotas da
solucéo de cloreto férrico (10%). A coloragéo azul indica possivel presenca de taninos hidrolisaveis e a coloragdo verde indica

taninos condensados.

2.4 Compostos fenolicos
Em placa de toque adicionou-se cinco gotas da solucdo etandlica e de cloreto férrico. O teste € positivo para compostos

fendlicos com o surgimento da coloragéo verde.

2.5 Cumarinas
Adicionou-se 2,0 mL da solugdo etandlica a um tubo de vidro, tampou-se com papel de filtro impregnado em solugédo de NaOH
(10%) e levou-se a banho Maria a 100 °C por 10 min. Removeu-se o papel de filtro e examinou-se sob luzultravioleta

com 100nm de comprimento de onda. A fluorescéncia amarela ou verde indica a presenca de cumarinas.

2.6 Antracnona
Em um tubo de ensaio foram adicionados 200 mg da planta em p6 e 1 mL de solugdo de NH4OH (10%), agitou-se
vigorosamente por 2 min., adicionou-se mais 1 mL de solu¢do de NaOH (10%). A coloragdo rdsea indica presenca deste
metabolito secundario.

2.7 Antracnona: teste de Borntrager
Em 100 mg de planta em p6 adicionou-se 5 mL de cloroférmio, a mistura foi filtrada. Forma adicionados 2 mL do filtrado com

2 mL de NH4OH (10%). Uma cor rosa brilhante confirma sua presenca.

2.8 Alcaloides
Em um tubo de ensaio foram adicionados 2 mL da solucdo etandlica e 2 mL de &cido cloridrico (10%), aqueceu-se a mistura por
cerca de 10 min. Apds o resfriamento, a mistura foi dividida em dois tubos de ensaio, adicionando 8 gotas dos reativos de
reconhecimento. Tubo 1 Reativo de Dragendorff: observando a formacéo de precipitado de coloracdo laranja ou vermelho; Tubo

2 Reativo de Wagner: observando a formacéo de precipitado de coloracdo alaranjado.

2.9 Triterpenos
Em um tubo de ensaio foram adicionados 2 mL da solucdo etandlica e 5 mL de cloroférmio. Ap6s a filtragdo o extrato foi
dividido em duas partes. Em cada um dos tubos foi realizado as reagdes de Liebermann-Burchard e Salkowski. Os triterpenos
desenvolvem coloracdo estavel e os esteroides desenvolvem coloracdo mutdvel com o tempo. Coloracdo de amarelo ao roxo

confirma a presenca.
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3. Resultados e Discussao
Os resultados encontrados permitem observar que as plantas estudadas apresentam diferentes constituintes em relacéoas espécies

P. tuberculatum e P. hispidum (Tabela 1 e 2).

Tabela 1. Metabolitos presentes no extrato de Piper tuberculatum L.

Espécies/Reacdo

Metabdlitos P. tuberculatum P. tuberculatum P. tuberculatum

(folha) (talo) (inflorescéncia)
IAlcaloides - Reagente de Dragendorff + + +
IAlcaloides - Reagente de Wagner - - +
Saponinas + + -
Flavonoides + + +
'Taninos condensados + + +

Taninos hidrolisaveis - - B

Compostos fendlicos + - N
Cumarinas + + +
/Antracnona - - _

/Antracnona: teste de Borntrager - - N

Triterpenos - + +

Fonte: Autores (2022).

Tabela 2. Metabolitos presentes no extrato de Piper hispidum.

Espécies/Reacgdo
Metabolitos P. hispidum (folha) P. hispidum P. hispidum
(talo) (inflorescéncia)
IAlcaloides - Reagente de Dragendorff + + +
Alcaloides - Reagente de Wagner - + -
Saponinas - + ;
Flavonoides - + ¥
'Taninos condensados - + +
Taninos hidrolisaveis + - -
Compostos fendlicos + - +
Cumarinas + + +
/Antracnona - - -
/Antracnona: teste de Borntrager - - -
Triterpenos - + I

Fonte: Autores (2022).
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Os alcaloides foram analisados utilizando dois reagentes, o reagente de Dragendorff e o reagente de Wagner,
tendo este segundo demonstrado positividade da reacdo apenas em inflorescéncia de P. tuberculatum e talo de P.
hispidum.Corroborando com estudos de Gongalves e Lima (2016), que também evidenciaram a presenca de alcaloides em
inflorescéncia de P. tuberculatum por meio dos reagentes de Dragendorff e de Wagner.

Os triterpenos foram encontrados em talos e inflorescéncia de P. tuberculatum e P. hispidum. Esses compostos
sdo conhecidos por suas atividades anti-inflamatérias, antiadipogénica, antinociceptiva, antibacteriana, antibiofilme e
anticancer (Silva et al., 2020).

As saponinas foram observadas nas folhas e talos de P. tuberculatum e talos de P. hispidum, substancia esta,
presente em muitas espécies vegetais e com agdo antifingica, anti-inflamatéria e antiviral (Fritzen et al., 2016).

Os compostos fenolicos foram encontrados na folha de P. tuberculatum e folha e inflorescéncia de P. hispidum.
Os flavonoides foram observados em cinco das seis partes avaliadas de P. tuberculatum e P. hispidum mostrando sua
ampla distribuicdo nas plantas. A presenca deste composto também foi observada em folhas, talos e inflorescéncia de
Piper mollicomum Aubl. (Almeida et al., 2019), esse composto destaca-se em virtude de suas atividades biolégicas e
terapéuticas (Silva et al., 2020).

Tanto os taninos hidrolisaveis como os condensados foram observados nas amostras testadas, os taninos
hidrolisaveis foram encontrados na amostra de folha de P. hispidum e os taninos condensados nas amostras de talo e
inflorescéncia da mesma. Na espécie P. tuberculatum todas as amostras testaram positivo para taninos condensados.

Os taninos tem potencial para serem utilizados como coagulante no tratamento de efluente de lavagdo de
automdveis eutilizacdo como substrato para agricultura (Fernandes et al., 2015), efeito larvicida provocando a morte de
larvas de Aedes aegypti e efeito inseticida em plantas de Bambusa tuldoides (Colli et al., 2007; Valotto et al., 2011).

Nenhuma amostra apresentou antracnona em sua composi¢do, ja as cumarinas foram observadas em todas as
amostras.

As cumarinas podem ser encontradas em mais de 800 espécies de plantas, atuando como agentes antimicrobianos
e possuindo acdo inseticida, ag8o realizada por bloqueio da transcricdo e reparo do DNA, causando a morte celular
(Garcia et al.,2009).

Facundo e colaboradores (2008) avaliando os constituintes quimicos de talos e frutos de Piper tuberculatum e
raizesde P. hispidum observaram a presenca de fenilpropandides e sesquiterpenos, os fenilpropanéides foram encontrados
em maior quantidade nas raizes de P. hispidum e os sesquiterpenos em talos e frutos de P. tuberculatum.

As espécies avaliadas neste estudo demonstraram grande similaridade dos compostos quando comparados com o0
trabalho de (Pinto et al., 2016), distinguindo apenas em relacdo aos taninos hidrolisaveis encontrados em P. hispidum, este
fato se deve provavelmente ao fato de existirem diferentes constituintes e em diferentes concentracfes nas diferentes as
partes das plantas, este fato também pode ser atribuido a diferenga na composicéo das plantas em relacdo a sazonalidade
(Facundo et al., 2008); (Ribeiro et al., 2018; Paulus et al., 2013; Xavier, 2015).

4. Concluséo
A espécie P. tuberculatum possui em sua composicao: alcaloides, saponinas, flavonoides, taninos condensados,
compostos fenolicos, cumarinas e triterpenos.
A espécie P. hispidum possui alcaloides, saponinas, flavonoides, taninos condensados, taninos hidrolisaveis,

compostos fenolicos, cumarinas e triterpenos.
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