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RESUMO

A espécie Piper marginatum L. ¢ conhecida popularmente como ‘“caapeba-cheirosa” e
utilizada para tratar doencas do figado e vesicula, além de possuir propriedades antioxidante,
ovicida e acaricida evidenciadas para seus Oleos essenciais. Piper tuberculatum Jacg., por
outro lado, é conhecida como “pimenta-longa”, sendo utilizada como antidoto para picadas de
cobra, desordens estomacais e problemas respiratorios, além de possuir dleos essenciais com
propriedades anti-Leishimania, os quais podem atuar também sobre pragas da agricultura.
Este trabalho buscou avaliar o efeito acaricida, sobre Suidasia pontifica Oudemans 1905, e
alelopatico, sobre Solanum lycopersicon L. e Lactuca sativa L., dos éleos essenciais de folhas
de P. marginatum e ramos de P. tuberculatum. Para isso, 0s 6leos essenciais foram extraidos
por hidrodestilagdo em aparelho de Clevenger e analisados por Cromatografia Gasosa
acoplada a Espectrometria de Massas (CG-EM). A identificacdo de seus constituintes
quimicos foi realizada por calculo de indice Aritmético e por comparacdo dos espectros de
massas obtidos por CG-EM com dados da literatura. O ensaio acaricida foi realizado
utilizando metodologia de fumigacdo nas concentracdes de 2, 4, 6, 8 e 10uL/L de ar durante
24, 48 e 72h. O ensaio de alelopatia foi realizado em camara de germinacédo a 25°C e 12 h de
fotoperiodo, utilizando as concentragdes de 0,1 e 1% de cada Oleo essencial sobre vinte
sementes de cada cultura (S. lycopersicon e L. sativa). Os resultados obtidos mostraram que
0s Oleos essenciais de P. marginatum (PM) e P. tuberculatum (PT), ambos com rendimento
de 0,16%, sdo constituidos principalmente por substancias terpénicas. Assim, o0s
monoterpenos d-3-careno (10,5%) e E-p-ocimeno (10,0%) foram os compostos majoritarios
encontrados em PM, enquanto que os sesquiterpenos E-cariofileno (11,5%) e germacrona
(13,2%) e o monoterpeno a-pineno (9,1%) foram majoritarios em PT. Ambos 0s 0leos
essenciais apresentaram bom efeito fumigante sobre S. pontifica, em especial PM, que atingiu
100% de mortalidade na concentracdo de 10uL/L de ar, no tempo de 72h de exposicdo. Em
relacdo ao efeito alelopatico, ambos os 06leos essenciais influenciaram na germinagdo e no
desenvolvimento de S. lycopersicon e L. sativa, com destaque para PM aplicada a 1%, que foi
capaz de provocar a morte das sementes. Esses resultados podem servir de base para estudos
futuros visando o desenvolvimento de produtos com aplicacdo na agricultura, tais como
herbicidas e fumigantes de origem natural.

Palavras-chave: Acaricida; Compostos volateis; Fitototoxicidade; Piperaceae.



ABSTRACT

The species Piper marginatum L. is popularly known as "caapeba-cheirosa” and is used to
treat liver and gallbladder diseases, besides having antioxidant, ovicidal, and acaricidal
properties evidenced by its essential oils. Piper tuberculatum Jacg., on the other hand, is
known as "long pepper" and has been used as an antidote for snake bites, stomach disorders,
and respiratory problems, in addition to having essential oils with anti-Leishmania properties,
which can also act on agricultural pests. This work sought to evaluate the acaricidal effect
on Suidasia pontifica Oudemans 1905 and the allelopathic effect on Solanum lycopersicon L.
and Lactuca sativa L., of the essential oils of leaves of P. marginatum and branches of P.
tuberculatum. For this purpose, the essential oils were extracted by hydrodistillation in a
Clevenger apparatus and analyzed by Gas Chromatography coupled to Mass Spectrometry
(GC-MS). For this, the essential oils were extracted by hydrodistillation in a Clevenger
apparatus and analyzed by Gas Chromatography coupled to Mass Spectrometry (GC-MS).
The identification of its chemical constituents was performed by calculating the Arithmetic
Index and by comparing the mass spectra obtained by GC-MS with data from the literature.
The acaricidal assay, was performed using fumigation methodology at concentrations of 2, 4,
6, 8, and 10uL/L of air for 24, 48, and 72h. The allelopathy assay was conducted in a
germination chamber at 25 °C and 12 h of photoperiod, using concentrations of 0.1 and 1% of
each essential oil on twenty seeds of each culture (S. lycopersicon and L. sativa). The results
showed that the essential oils of P. marginatum (PM) and P. tuberculatum (PT), both with a
yield of 0.16%, are mainly composed of terpenic substances. Therefore, the monoterpenes o-
3-carene (10.5%) and E-f-ocimene (10.0%) were the majority compounds found in PM, while
the sesquiterpenes E-caryophyllene (11.5%) and germacrene (13.2%) and the a-pinene
monoterpene (9.1%) were the majority in PT. Both essential oils showed a good fumigant
effect on S. pontifica, especially PM, which reached 100% mortality at a concentration of
10p/L of air within 72h of exposure. Regarding the allelopathic effect, both essential oils
influenced the germination and development of S. lycopersicon and L. sativa, with emphasis
on PM applied at 1%, which was able to cause seed death. These results can serve as a basis
for future studies aimed at the development of products with application in agriculture, such
as herbicides and fumigants of natural origin.

Keywords: Acaricide; Volatile compounds; Phytotoxicity; Piperaceae.
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1. INTRODUCAO

A Regido Amazobnica é uma rica fonte de plantas utilizadas ha tempos pelos povos
tradicionais para o tratamento de diversas doencas (SAWYER et al., 2015; ARAUJO et al.,
2015). Muitas dessas plantas produzem substancias que as protegem contra predadores,
insetos e fatores climatol6gicos, além de impedir que outras espécies vegetais se desenvolvam
ao seu redor e possam competir por agua e nutrientes (PINTO et al., 2002). Esses metabdlitos
secundarios podem estar presentes sob as formas de compostos volateis, como é o caso dos
6leos essenciais (VI1ZZOTTO et al., 2010). Ao investigar os 6leos essenciais em laboratério,
muitos estudiosos descobriram outras aplicacdes e atividades bioldgicas tais como larvicida,
anticolinesterase (VORIS et al., 2018; SILVA et al., 2021), antiparasitaria (VILLAMIZAR et
al., 2017), acaricida (ASSIS et al., 2011) e antimicrobiana (CHANPRAPAI & CHAVASIRI,
2017). Muitas especies da familia Piperaceae séo produtoras de 0leos essenciais. Essa familia
abrange cinco géneros, dentre os quais se encontra o género Piper (SAMAIN, 2010), que
abriga muitas espécies objetos de estudo por demonstrar atividades bioldgicas tais como:
antimicrobiana (PASCOLI et al., 2018; ALMEIDA et al., 2018) e antiparasitaria (REGASINI
et al., 2009a).

Piper marginatum L., comumente chamada de “caapeba-cheirosa” ou “malvaisco” é
reconhecida por suas folhas cordiformes. Essa € uma das espécies do género Piper com o
maior numero de atividades bioldgicas relatadas na literatura, dentre as quais estdo as
atividades antifungica, antitumoral e inseticida. Essa espécie possui uma grande riqueza de
fenilpropanoides como (E)-asarona e (Z)-asarona em seus Oleos essenciais (SEQUEDA-
CASTANEDA et al., 2015; BRU & GUZMAN, 2016). Por outro lado, Piper tuberculatum
Jacq. é popularmente chamada de “pimenta de macaco” e utilizada como antidoto para picada
de cobra, além de possuir atividade contra parasitas causadores da leishmaniose e Doenca de
Chagas (SALES et al., 2018), e atuar no combate a pragas da agricultura (SOUSA et al.,
2011). O Oleo essencial de P. tuberculatum €é predominantemente composto por
monoterpenos como a-pineno (26,54%) e S-pineno (27,74%) (SALES et al., 2018).

As pragas de grdos armazenados em especial os acaros, podem provocar destruicdo da
capacidade germinativa dos grdos e consumo da biomassa, culminando com alteraces de cor
e odor nos grdos (ANNIS, 2016). O acaro Suidasia pontifica Oudemans 1905 faz parte do
grupo de acaros que se alimenta diretamente do trigo e outros grdos, e esta entre as principais

pragas encontradas nos estabelecimentos e armazéns no Brasil (SOUSA et al, 2005). As
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pragas de gréos armazenados tém se tornado cada vez mais resistentes aos pesticidas
convencionais (JAGADEESAN & NAYAK, 2017) que, por sua vez, sdo nocivos a saude
humana e ao meio ambiente (ANNIS, 2016), o que leva a busca por alternativas naturais
menos agressivas e de baixo custo (RIBEIRO, L. et al., 2016). Plantas aromaticas e seus
6leos essenciais tém demonstrado enorme potencial frente a pragas de grdos armazenados
(PACHECO et al., 2016), especialmente os Gleos essenciais de espécies de Piper (ASSIS et
al., 2011; RIBEIRO, N. et al., 2016; ESTRELA et al., 2006).

As ervas daninhas provocam perdas de aproximadamente 34% de toda a producdo
mundial, superando as perdas provocadas por outras pragas da lavoura (JABRAN et al.,
2015). Isso faz com que sejam necessarias doses elevadas de herbicidas sintéticos para
controlar o parasitismo por erva daninha na plantacdo, resultando em alta onerosidade, alem
de prejuizo para 0 meio ambiente e saude do consumidor final (ALBUQUERQUE et al.,
2011). No entanto, evidéncias apontam que a utilizacdo de substratos compostos por matéria
vegetal morta de plantas aromaticas, bem como de seus 0leos essenciais, pode diminuir 0s
efeitos negativos causados pelas ervas daninhas nas colheitas, através de difusdo de
aleloquimicos no solo e ar (JABRAN et al., 2015; JUGRRET et al., 2020). Alem disso, 6leos
essenciais obtidos de plantas possuem alta seletividade para os organismos alvo e baixa ou

nenhuma toxicidade para o meio ambiente e organismos nédo alvo (ISMAN, 2006).

Diante do exposto, este trabalho busca avaliar a composicao quimica e o efeito que 0s
Oleos essenciais de duas espécies medicinais de Piper possuem, sobre a sobrevivéncia do
acaro Suidasia pontifica. Além disso, também buscou-se avaliar o efeito alelopatico desses
Oleos essenciais sobre a germinacdo e desenvolvimento radicular de sementes das espécies
vegetais Lactuca sativa L. (alface) e Solanum lycopersicon L. (tomate). Os resultados obtidos
neste trabalho poderdo contribuir para o desenvolvimento de alternativas naturais aos
fumigantes e herbicidas convencionais, diminuindo assim, custos de producdo e efeitos

nocivos ao ambiente e salide do consumidor.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Oleos essenciais

Os Oleos essenciais sdo produtos provenientes do metabolismo secundario das plantas,
podendo ser obtidos por meio de processos de destilagdo por arraste a vapor, destilacdo a
pressdo reduzida ou outro método que seja adequado. Os Oleos essenciais podem ser

encontrados sob a forma de misturas, isolados, retificados, desterpenados ou concentrados
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(BRASIL, 2007). A composicdo quimica dos 0Oleos essenciais pode variar de planta para
planta, regido para regido e esta¢des do ano, além de estar ligado a fatores como sazonalidade,
temperatura e disponibilidade hidrica (GOBBO-NETO & LOPES, 2007). Devido a
complexidade e a enorme diversidade das substancias presentes nesse produto natural,
levaram-se anos para aprender sobre a sua composicdo quimica que, geralmente, consiste em
mono e sesquiterpenos, fenilpropanoides e outros compostos volateis. As substancias
pertencentes a essas classes tém sido amplamente estudadas para diversas aplicacOes
(FRANZ, 2010).

As plantas aromaticas e seus 6leos essenciais tém sido usados desde tempos remotos
para diversos prop6sitos como saborizar e preservar alimentos e bebidas, controle sanitario e
comunicagdo entre os individuos (FRANZ, 2010). Além dos usos tradicionais, muitas
propriedades tém sido relatadas e atribuidas aos 0leos essenciais, entre elas podemos citar:
atividade antifingica (MARTINAZZO et al., 2019); antiparasitaria (GHAZOUANI et al,
2017); antibacteriana (SALAZAR et al., 2018), inseticida (SANTANA et al, 2019) e
herbicida (NIGEGBA et al., 2022). Portanto, as pesquisas sobre esse produto natural sdo de

grande relevancia para a comunidade cientifica e beneficio da sociedade em geral.

2.2 Familia Piperaceae

A familia Piperaceae abrange cinco géneros, sendo eles Verhuellia, Zippelia, Manekia,
Piper e Peperomia e aproximadamente 2.000 espécies (SAMAIN, 2010). Somente na Regido
Amazonica podem ser encontradas 140-300 espécies de individuos dessa familia (ANDRADE
et al., 2009). Para distinguir as espécies da familia Piperaceae de outras familias, toma-se por
base as caracteristicas de suas inflorescéncias que estdo arranjadas em espigas ou cachos
axilares, terminais ou opostas as folhas da planta (CARVALHO-SILVA et al., 2013). Os
Oleos essenciais extraidos de espécies amazbnicas de Piperaceae sdo predominantemente
constituidos por sesquiterpenos e em menor quantidade, de monoterpenos (ARAUJO et al.,
2018). Em algumas espécies da familia, os fenilpropanoides aparecem como constituintes
majoritarios de Oleos essenciais com atividade fungicida (ZACARONI et al., 2009), anti-
helmintica (SANTOS et al., 2018; GAINZA et al., 2016) e amebicida (SAUTER et al., 2012).

2.3 O género Piper
As espécies do género Piper sdo caracterizadas por terem as partes florais pequenas, e
por isso sdo identificadas através da morfologia externa das folhas. A maioria das espécies

tem a epiderme do limbo constituida por células retangulares e arredondadas,
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hipoestomatosas, com a presenca de células secretoras, lipideos, compostos fendlicos e amido
(GOGOSZ et al., 2012). Muitas dessas espécies sdo utilizadas na medicina popular para tratar
problemas estomacais (VEIGA & SCUDELLER, 2015), convulsdo, reumatismo, diabetes,
como diurético, vermifugo e para tratar dores e inflamacbes (OYEMITAN, 2017), sendo

utilizadas também na culinaria como flavorizantes (SILVA-SANTOS et al., 2006).

Dentre as atividades bioldgicas evidenciadas para o género Piper estdo: atividades
anti-inflamatoria (BRANQUINHO et al., 2017), antimicrobiana (MAJOLO et al., 2019),
antioxidante (BAY-HURTADO et al., 2016), esquistossomicida (GONCALVES et al., 2019)
e acaricida (RIBEIRO, N. et al., 2016; ASSIS et al., 2011). Além do mais, diversas outras
propriedades bioldgicas, tais como larvicida e anticolinesterésica, ja foram relatadas para
Oleos essenciais obtidos de espécies amazonicas de Piper (OLIVEIRA et al., 2021). Tais
atividades podem estar associadas ao efeito isolado ou sinergistico dos monoterpenos,
sesquiterpenos e fenilpropanoides presentes em seus dleos essenciais (ARAUJO et al., 2018;
OLIVEIRA et al., 2021).

2.4 A espécie Piper marginatum

A espécie P. marginatum possui como caracteristicas marcantes folhas em formato de
coracdo e inflorescéncias em forma de espigas alongadas (BRU, 2016). Na Amazonia,
informacGes etnobotanicas mostram que as folhas de P. marginatum sdo usadas sob a forma
de ché para tratar doencas do figado e vesicula, além de ser tbnica, carminativa, ter acao
antiespasmaodica e cercaricida. Estudos anteriores demonstraram que o 0leo essencial extraido
das folhas dessa espécie contém monoterpenos, sesquiterpenos e fenilpropanoides como
constituintes principais (ANDRADE, 2009) os quais podem ser 0S responsaveis por sua
atividade antioxidante (BAY-HURTADO et al, 2016), inseticida (SEQUEDA-CASTANEDA
et al, 2015) e ovicida (KRINSKI et al, 2018). Em folhas de Piper marginatum coletadas de
um fragmento da Floresta Atlantica localizada no campus da Universidade Federal Rural de
Pernambuco (UFRPE), os fenilpropanoides (Z)-asarona e (E)-asarona sdo encontrados em
maior quantidade (MORAES, 2014).

Ribeiro, N. et al. (2016) avaliaram o potencial acaricida de 6leos essenciais obtidos
das folhas, caules e inflorescéncias de P. marginatum e verificaram que estes dois Gltimos sdo
promissores agentes no controle do acaro Tetranychus urticae. Assis et al. (2011) estudaram o
Oleo essencial de P. marginatum coletada no Nordeste, o qual ndo demonstrou atividade

significante sobre Suidasia pontifica. Dessa forma, faz-se necessario estudar também a mesma
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atividade na espécie coletada no Amazonas para fins de comparacdo de resultados, ja que a

composi¢do quimica do 6leo essencial pode variar de acordo com o local de coleta.

2.5 A espécie Piper tuberculatum

Piper tuberculatum, outra espécie de grande importancia medicinal, & popularmente
conhecida como “pimenta de macaco” ou “pimenta longa”, sendo tradicionalmente utilizada
como antidoto para picadas de cobra, desordens estomacais e problemas respiratorios (SALES
et al.,, 2018). Essa espécie é nativa da Amazbnia e apresenta porte arbustivo, folhas em
formato oval, lanceoladas e caule em formato cilindrico, rugoso e com coloragdo marrom
(RITO et al., 2021).

P. tuberculatum possui diversas atividades biologicas relatadas na literatura,
destacando-se sua acdo frente aos parasitas causadores da leishmaniose e Doenca de Chagas
(SALES et al., 2018). Alem disso, o 0leo essencial extraido de sementes da planta exibiu
atividade antibacteriana sobre Staphylococcus aureus e Bacillus subtilis (SILVA et al., 2019).
Outras atividades biologicas apresentadas por essa especie vegetal incluem sua resisténcia
contra fungos que acometem a pimenta-do-reino (Piper nigrum L.) (PEREIRA et al., 2019),
Candida spp. e Cryptococcus neoformans (REGASINI et al., 2009b), além da capacidade de
combater pragas da agricultura (SOUSA et al., 2011; CELESTINO et al., 2016; CASTRO et
al., 2008). Segundo Facundo et al. (2008), o Oleo essencial extraido dos caules de P.
tuberculatum apresenta dois sesquiterpenos como constituintes majoritarios, a saber: 6xido de
cariofileno (26,6%) e (E)-cariofileno (17,7%).

2.6 Pragas de graos armazenados
As pragas de graos armazenados estdo presentes desde a colheita até o processamento
e armazenamento desses produtos (CHITRA & SUBRAMANIAN, 2016). A espécie Suidasia
pontifica Oudemans 1905 aparece entre os acaros mais frequentemente encontrados em
armazéns por todo o Brasil (SOUSA et al., 2005), se alimentando principalmente do trigo
(FLECHTMANN, 1986). Espécies de acaros como essa podem comprometer a capacidade
germinativa e consumir a biomassa dos grdos, resultando em perdas econdémicas (ANNIS,
2016). Além disso, os acaros de grdos armazenados disseminam bactérias e fungos
toxinogénicos (HUBERT et al., 2018) e podem causar reacdes alérgicas aos consumidores
(GELLER et al., 2009).
Existem estimativas de que, das mais de 70 milhGes de toneladas de gréos produzidos

anualmente no Brasil, cerca de 10% sdo perdidos devido a pragas de grédos armazenados
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(LORINI et al., 1998). Entre os prejuizos que podem ser causados por essas pragas estdo: a
destruicdo da capacidade germinativa dos grdos e consumo da biomassa, culminando com
alteracdes de cor e odor nos grdos (ANNIS, 2016). Geralmente, a aplicacdo de pesticidas e a
melhoria das condi¢des de limpeza dos armazéns contribuem para a diminuicdo das
infestaces (TREMATERRA et al., 2004). No entanto, 0s &caros e outras pragas de grdos
armazenados tém se tornado cada vez mais resistentes aos tratamentos quimicos
convencionais (LORINI et al., 1998; JAGADEESAN & NAYAK, 2017).

O uso de inseticidas produzidos a base de plantas possui diversas vantagens frente aos
agrotoxicos convencionais, uma vez que sofrem rapida degradacdo por fatores como a luz
solar, chuva ou umidade, diminuindo riscos de as pragas desenvolverem resisténcia. Isto
permite que sua aplicacéo seja feita um pouco antes da colheita do alimento, por possuir baixo
ou nenhum residuo, diminuindo risco de intoxicagdo aos consumidores. Além disso, 0s
inseticidas botanicos tém acdo quase imediata sobre a alimentacdo dos insetos, provocando
morte gradual por esse e outros mecanismos. Esse tipo de inseticida ndo representa toxicidade
para as plantas, quando usado nas dosagens recomendadas. Ademais, 0s inseticidas botanicos
possuem como principal vantagem a possibilidade de producdo na propria propriedade rural
(AGUIAR-MENEZES, 2005).

2.7 Alelopatia

Alelopatia é definida como a inibicdo do desenvolvimento de uma espécie vegetal por
substancias produzidas pelas raizes, caules ou folhas de outra espécie. Isso significa que
algumas plantas produzem e liberam substancias téxicas a sobrevivéncia de outros
organismos que possam competir por agua, luz e nutrientes e ameacar o seu desenvolvimento
(KAMAL, 2020). Esse principio tem sido muito explorado para pesquisar e desenvolver
herbicidas alternativos mais econémicos, ambientalmente corretos e com pouco ou nenhum
efeito nocivo a salde humana (ALBUQUERQUE et al.,, 2011; ISLAM et al., 2018;
NIGEGBA et al., 2022). Lactuca sativa L. apresenta crescimento rapido e por isso esta entre
as principais espécies utilizadas por pesquisadores brasileiros para esse tipo de estudo, 0s
quais também tém demonstrado interesse crescente sobre o tema de alelopatia (REIGOSA et
al., 2013).

As ervas daninhas s@o as principais plantas parasitas capazes de afetar colheitas inteiras,
interferindo no seu crescimento e desenvolvimento. As ervas daninhas provocam perdas de
aproximadamente 34% de toda a producéao agricola mundial, superando as perdas provocadas
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por outras pragas da lavoura. Evidéncias cientificas apontam que a utilizagdo de coberturas de
plantas com potencial alelopatico junto com cobertura vegetal morta, pode diminuir os efeitos
negativos causados pelas ervas daninhas nas colheitas, através de difusdo de aleloquimicos no
solo (JABRAN et al.,, 2015). Além disso, plantas aromaticas podem difundir compostos
volateis no ar e assim, inibir o desenvolvimento de outras plantas em seu redor (JUGREET et
al., 2020; SEKINE et al., 2020). Dentre as espécies produtoras de Gleos essenciais com
propriedades alelopéticas, encontram-se muitas espécies do género Piper (SOUZA-FILHO et
al., 2009; TAKEARA et al., 2017; ANDRIANA et al., 2019; MARTINS et al., 2021).

3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral
Avaliar rendimento, composicdo quimica e atividades acaricida e alelopatica do 0leo

essencial das folhas de Piper marginatum e ramos de Piper tuberculatum.

3.2 Objetivos Especificos

1. Caracterizar quimicamente as substancias dos 6leos essenciais por CG-EM (Cromatografia
Gasosa Acoplada a Espectrometria de Massas);

2. Analisar o potencial acaricida dos 0leos essenciais das folhas de P. marginatum e ramos de
Piper tuberculatum sobre o &caro Suidasia pontifica;

3. Avaliar a o efeito alelopatico do 6leo essencial das folhas de Piper marginatum e ramos de
Piper tuberculatum na germinacdo e crescimento inicial de Lactuca sativa (alface) e
Solanum lycopersicon (tomate);

4. METODOLOGIA

4.1 Coleta do vegetal

Folhas de P. marginatum (PM) e ramos de Piper tuberculatum (PT) foram coletados
em dezembro de 2018 e junho de 2021, respectivamente, no campus do Instituto de Ciéncias
Exatas e Tecnologia de Itacoatiara (ICET/UFAM), para extracdo de 6leos essenciais (Figuras
1 e 2). Ambas coletas foram realizadas no periodo da manha. As espécies foram identificadas
pelo Prof° Dr. Ari de Freitas Hidalgo, do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da Universidade
Federal do Amazonas (UFAM). As exsicatas das espécies foram depositadas no Herbario da
Universidade Federal do Amazonas (HUAM), sob 0s numeros de tombo 8226 (P.

marginatum) e 11654 (P. tuberculatum).
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Figura 1. Piper marginatum em sitio de coleta. Figura 2. Piper tuberculatum em sitio de
Fonte: O AUTOR, 2021. coleta.

Fonte: O AUTOR, 2021.

4.2 Extragdo dos 6leos essenciais

Os 6leos essenciais das plantas foram obtidos por hidrodestilacdo do material fresco
em aparelho de Clevenger durante 6 horas (Figura 3). Em seguida, foram centrifugados por 10
minutos a 3500 rpm para separacdo e retirada da agua. Os 6leos essenciais obtidos foram
mantidos em frascos ambar tampados sob refrigeracdo até o momento em que foram
analisados. Os rendimentos dos 6leos essenciais obtidos foram calculados baseados no peso
das folhas (v/m).

Figura 3. Hidrodestilagio em
aparelho de Clevenger.
Fonte: O AUTOR, 2018.

4.3 ldentificagdo dos componentes quimicos dos 6leos essenciais

Os Oleos extraidos foram submetidos a analise em CG-EM em equipamento
SHIMADZU acoplado a um espectrdmetro de massas SHIMADZU QP2010 (Figura 4). Para
cromatografia dos componentes foi empregada coluna DB-5MS, com 30 m x 0,25 mm,
espessura do filme interno de 0,25 um. A identificacdo dos constituintes foi realizada por
interpretacdo de seus respectivos espectros de massas, calculo do indice Aritmético (IA) e por

comparacdo com dados da literatura (ADAMS, 2007). Para a realizacdo dessas analises, foi
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utilizado equipamento da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto-USP

(FCFRP-USP). A formula utilizada para o indice aritmético da amostra esta descrita abaixo:
indice Aritmético

(tX - tn)

IAy, = 100n+ 100 X
X (tn+1 - tn)

Onde,

IAx = indice aritmético

tx = tempo de retengdo da substancia analisada

tn = tempo de retencdo do hidrocarboneto padrdo de menor cadeia que elui antes da substancia analisada
th+1 = tempo de retencdo do hidrocarboneto padrdo de maior cadeia que elui depois da substancia analisada

n= ndmero de atomos de carbono do padrdo de menor cadeia que elui antes da substancia analisada

Figura 4. Equipamento CG-EM da FCF Ribeirdo
Preto-SP.
Fonte: GONCALVES, 2015.

4.4 Teste de atividade acaricida

4.4.1 Criacédo de Suidasia pontifica Oudemans, 1905

A criacdo de S. pontifica foi iniciada com individuos coletados de farinha de trigo
adquirida em supermercados da regido. Estes acaros foram transferidos para unidades
semelhantes as mencionadas por Freire et al. (2007), consistindo de recipientes plasticos
cilindricos de 500 mL, com 5 perfuragdes cilindricas (2 cm de didmetro) para ventilacéo,
vedadas por um tecido de 0,2 mm de malha; 4 perfuracGes foram igualmente espagadas e
localizadas préximas a borda superior da unidade e uma estava localizada no centro da tampa.
Em seguida, foram colocados cerca de 150 g de farinha de trigo para servir de fonte de
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alimento para aqueles acaros. Quinzenalmente, o alimento em cada unidade de criagdo foi

renovado.

4.4.2 Teste de Fumigacao

A metodologia para avaliar a acdo fumigante dos 6leos essenciais sobre os acaros foi
adaptada de Aslan et al. (2004). Recipientes de vidro com capacidade de 2,5 L foram usados
como camaras de fumigacédo (Figura 5). Para o teste com S. pontifica, em cada cAmara foram
acondicionadas trés unidades experimentais constituidas por caixas de acrilico (2,6 cm de
didmetro e 1,0 cm de altura). Dentro de cada caixa foi colocada uma porgéo de farinha de
trigo e 30 fémeas adultas de S. pontifica. A extremidade superior de cada unidade foi fechada
com uma tampa contendo um orificio no centro (1 cm de didmetro) onde foi colado uma
malha (Tule) de 0,2 mm, para permitir a troca de ar da unidade experimental com a camara de
fumigagdo e para impedir a fuga dos &caros.

Os dleos essenciais foram aplicados, com auxilio de pipeta automatica, em tiras de
papéis de filtro (5x2 cm) presas a superficie inferior da tampa dos recipientes. As doses
aplicadas foram de 5, 10, 15, 20 e 25 pl de cada Oleo essencial, o que corresponde a
concentracdes de 2, 4, 6, 8 e 10 pL/L de ar, respectivamente. Os frascos selecionados como
testemunhas, receberam somente a farinha de trigo e as 30 fémeas de acaros. O periodo de
exposicdo para cada concentracdo de 6leo essencial avaliado foi de 24, 48 e 72 horas. Para
cada concentracdo e tempo de exposicao testados foram utilizadas trés camaras de fumigacéo.
Foram considerados mortos os acaros que ndo apresentaram nenhum movimento ap6s um

leve toque com pincel redondo n° O, limpo.

Figura 5. Ensaio de fumigacdo de PT para 48h.
Fonte: O AUTOR, 2021.
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4.4.3 Tratamento estatistico do ensaio fumigante

Para cada 6leo foi calculada a mortalidade corrigida em funcdo da mortalidade natural
da populacdo da testemunha, determinada através do tratamento controle. O valor da
mortalidade corrigida para cada tratamento foi determinado como sugerido por Abbott (1925),
pela formula: Mortalidade corrigida = [(percentual de mortalidade no tratamento — percentual
de mortalidade no controle)/(100 — percentual de mortalidade no controle) ]*100. O
delineamento inteiramente casualizado foi adotado. O efeito foi estimado através da
determinacdo das médias da mortalidade corrigida, as quais foram submetidas a ANOVA.
Quando o valor F foi significativo, as médias foram comparadas pelo teste de Tukey ao nivel

de 5% de probabilidade, considerando a &gua como tratamento padréo.

Para determinar a melhor concentracdo foram utilizados os dados obtidos no teste
anterior, quando a mortalidade média foi maior ou igual a 50%, com as diferentes
concentragdes de cada amostra. A CL2sy e CLsoy foram determinadas pelo método de analise
de Probit (FINNEY, 1971), utilizando o Software R. Os intervalos de confianca, a 95% de
probabilidade, associados a cada CLoxsy e CLsow, foram calculados e utilizados para

comparagéo entre estas.

4.5 Ensaio de atividade alelopatica

Os 6leos essenciais de PM e PT foram emulsionados com tensoativo (Tween 80), na
proporcao 1:1 e a partir dessa emulsdo foram obtidas solucdes nas concentracfes 0,1 e 1%
(v/v). Foram utilizados dois tratamentos controle, um apenas com agua destilada e outro
contendo uma solugdo do tensoativo a 1% (v/v). Foram utilizados quatro tratamentos em
delineamento inteiramente casualizado, aplicado em duas espécies, Lactuca sativa L. (alface)
e Solanum lycopersicon L. (tomate) e quatro repeticdes. Os bioensaios foram conduzidos em
camara de germinacdo a 25 °C e 12 h de fotoperiodo para acondicionamento das placas de
Petri contendo 2 folhas de papel germitest, que receberam agua destilada para a semeadura
das espécies (FERREIRA & AQUILA 2000). Adicionalmente, foram colocados na tampa das
placas, duas folhas de papel germitest para a aplicacdo dos tratamentos. Foram realizadas
avaliacOes diarias até que a germinacdo cessasse por 3 dias consecutivos. Os resultados foram
expressos conforme as Regras para Analise de Sementes (BRASIL, 2009). Foram
consideradas sementes germinadas aquelas que apresentaram a protrusdo da radicula de, no
minimo, 2 mm de comprimento (MIRANDA et al., 2015). As variaveis mensuradas foram:
porcentagem de germinacdo (%G), tempo médio de germinacdo (TMG), velocidade média de

germinacdo (VG), o vigor pelo indice de velocidade de germinagdo (IVG) e comprimento
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médio da raiz priméria (CMR), por meio de suas respectivas formulas matematicas
(MAGUIRE 1962; LABOURIAU; VALADARES 1976). Os dados foram submetidos a
normalidade e testes de erros de homogeneidade e, em seguida a analise de variancia
(ANOVA) e as médias resultantes foram comparadas entre si aplicando-se o teste de Tukey
ao nivel de 5% de significancia, utilizando o programa estatistico Sisvar (FERREIRA, 2011).

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Rendimentos dos 6leos essenciais

O 6leo essencial de PM apresentou coloracdo amarela, forte aroma e rendimento de
0,16%. Esse resultado €é inferior quando comparado a amostras de Gleos essenciais de P.
marginatum coletadas na mesma regido ou em regides diferentes. Por exemplo, Gongalves et
al. (2019) obtiveram 0,64% para amostra coletada em uma comunidade ribeirinha de
Itacoatiara, Amazonas. Ramos et al (1986) obtiveram 0,7% do 6leo essencial de folhas
coletadas no mesmo municipio. J& os 0Oleos essenciais de folhas secas de P. marginatum
coletadas tanto no Estado do Amazonas quanto no Estado do Para, alcangaram rendimentos
de 1,4% (ANDRADE et al., 2008).

O oOleo essencial extraido dos ramos de PT, também apresentou coloragdo amarela,
odor caracteristico e rendimento de 0,16%. No entanto, apesar de escassos 0s relatos na
literatura sobre os rendimentos de 6leos essenciais extraidos de ramos/caules da espécie, eles
apresentam variagdes em relacéo ao resultado obtido neste estudo. A titulo de exemplo, tem-
se a extracdo realizada no Estado de S&o Paulo, que apresentou rendimento de 0,8% para 0leo
essencial extraido de caules de P. tuberculatum (NAVICKIENE et al., 2006). Aléem do mais,
o resultado apresentado neste trabalho demonstra que o 6leo essencial obtido de ramos de PT
apresenta rendimento superior quando comparado a 0leos essenciais extraidos de folhas da
espécie. Por exemplo, enquanto que neste trabalho obteve-se 0,16% de rendimento para o
Oleo essencial de ramos, Araujo et al. (2020) obteve rendimentos variando entre 0,03 a 0,06%

para 0s Gleos essenciais de folhas de P. tuberculatum.

5.2 Determinacao da composi¢ao quimica dos 6leos essenciais por CG-EM
Para a amostra PM foram identificadas 45 substancias enquanto que para PT, foram
identificadas 40 substancias. As figuras 6 e 7 mostram os cromatogramas referentes as

analises CG-EM dos 6leos essenciais de PM e PT, respectivamente.
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Figura 6. Cromatograma do 6leo essencial de PM obtido por CG-EM.
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Figura 7. Cromatograma do 6leo essencial de PT obtido por CG-EM. Imin

Na tabela 1 é possivel observar as substancias identificadas e percentuais relativos
para cada 6leo essencial. A maior parte dos constituintes identificados para o 6leo essencial de
PM pertence a classe dos sesquiterpenos (45,5%), seguido dos monoterpenos (32,2%) e
fenilpropanoides (11,5%). Os principais constituintes encontrados no 6leo essencial de PM
foram os monoterpenos J-3-careno (10,5%) e (E)-S-ocimeno (9,9%) (Figuras 6 e Tabela 1).
Goncalves et al. (2019) também observaram abundancia de monoterpenos no 6leo essencial
da espécie coletada na mesma regido. No entanto, identificaram predominancia de 3,4-
(metilenedioxi)-propiofenona (10,41%), biciclogermacreno (10,16 %) e D germacreno (9,93
%) em sua amostra. Esse perfil quimico difere dos 6leos essenciais de P. marginatum coletada

em outras partes do mundo, onde h& predominancia de fenilpropanoides. Por exemplo, Autran
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et al. (2009) encontraram (Z)-asarona (26,09%), (E)-asarona (17,49%) e &lcool pathouli
(12,70%) como principais constituintes do Oleo essencial da espécie. Moraes et al. (2014)
também encontraram (Z)-asarona (30,40%), (E)-asarona (17,49%) e alcool pathouli (16%) na
amostra pesquisada. Além disso, Souza et al. (2020) detectaram a presenca de miristicina,
sarisan e kakuol no dleo essencial de P. marginatum.

Os principais constituintes encontrados em PT também fazem parte da classe dos
sesquiterpenos (59,7%), seguidos por monoterpenos (26,2%) e fenilpropanoides (6,8%)
(Tabela 1). Além disso, os sesquiterpenos germacrona (13,1%), E-cariofileno (11,5%) e o
monoterpeno a-pineno (9,1%) (Figuras 7 e 9 e Tabela 1) estavam entre os principais
compostos encontrados no Oleo essencial de PT. Esse perfil quimico apresenta algumas
semelhancas quando comparado a outras amostras de 6leo essencial extraido de caules da
espécie. Por exemplo, o E-cariofileno (12,3%), juntamente com o ¢xido de cariofileno
(26,6%), foram identificados entre os principais constituintes em amostra coletada em
Rondonia, predominantemente constituida por sesquiterpenos (77,5%) (FACUNDO et al.,
2008). Por outro lado, Navickiene et al. (2006), encontrou predominancia de monoterpenos
(62,1%) em amostra coletada no Estado de Sdo Paulo, dos quais E-cariofileno (32,1%), f-
pineno (27%), a-pineno (17,3%) e E-ocimeno (14,5%) foram os principais.

Os terpenoides o6-3-careno e (E)-f-ocimeno encontrados em PM, além de E-cariofileno
e a-pineno encontrados em PT, também estdo presentes em Gleos essenciais de espécies com
importancia medicinal, como Cannabis sativa (maconha) (WANAS et al., 2020). Além disso,
as espécies amazobnicas de Piper, estudadas até o0 momento, séo ricas fontes dessas e outras
substancias terpénicas, as quais sdo registradas na literatura possuindo uma gama de
atividades biologicas com potenciais aplicacbes nas industrias alimenticia e agricola
(OLIVEIRA et al., 2020). Por exemplo, a presenca do monoterpeno §-3-careno esta associada
a resisténcia contra insetos (especialmente gorgulhos), apresentada por arvores da espécie
Picea sitchensis (Bong.) Carriere. Além disso, 0 monoterpeno ¢-3-careno pode ser convertido
pelo metabolismo vegetal em (-)-sabineno, que também possui atividade inseticida (ROACH
et al.,, 2014). Além disso, o careno foi utilizado como fonte na sintese de derivados com
potencial aplicacdo na prevencdo de esclerose multipla (ZECRI et al., 2010). Os outros
monoterpenos encontrados em PM e PT também possuem potencial para o setor agricola,
como o (E)-p-ocimeno e E-cariofileno que séo fortes agente no combate a herbivoros (KANG
et al., 2018; RIFFEL & COSTA, 2015). Além disso, o (E)-S-ocimeno tambem funciona como

feromdnio para as abelhas, podendo atrai-las para polinizar as plantas ou proporcionar
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aumento da producdo de mel nas colénias (FARRE-ARMENGOL et al., 2017). O a-pineno
também estd entre os compostos majoritarios de plantas aromaticas que sdo polinizadas por
morcegos (RIFFEL & COSTA, 2015).
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Tabela 1. Substancias identificadas por CG-EM nos 06leos essenciais de PM e PT.

Ne Substancias 'Rzzéf%ms IR*PM®  IR*PT® —— % —
1 a-pineno 932 932 924 2,3 9,1
2 canfeno 946 947 948 0,1 0,2
3 sabineno 969 972 972 0,1 0,3
4 S-pineno 974 976 978 1,5 6,7
5 S-mirceno 988 988 989 1,3 0,7
6 a-felandreno 1002 1006 - 0,2 -

7 d-3-careno 1008 1011 1009 10,5 0,7
8 p-Ccimeno 1024 1024 1025 0,2 0,8
9 limoneno 1024 1028 1029 0,7 1,6
10 1,8-cineol 1026 - 1031 - 0,8
11 (2)-p-ocimeno 1032 1036 1035 6,2 2,4
12 (E)-p-ocimeno 1044 1046 1045 10,0 2,0
13 terpinoleno 1086 1089 1086 0,2 -

14 linalol 1095 1101 1106 4,9 0,7
15 terpinen-4-ol 1174 - 1184 - 0,2
16 safrol 1285 1289 1294 0,9 6,1
17 J-elemeno 1335 1337 1333 1,3 0,4
18 cicloisosativeno 1369 1364 - 0,2 -

19 a-Copaeno 1374 1375 1373 3,1 0,7
20 pS-bourboneno 1387 1384 - 0,3 -

21 pS-cubebeno 1387 1384 - 0,3 -

22 S-elemeno 1389 1392 1388 0,9 3,0
23 metil-eugenol 1403 1407 1406 1,2 0,7
24 (E)-cariofileno 1417 1418 1416 9,0 11,5
25 aromadendreno 1439 1438 - 1,3 -

26 o-humuleno 1452 1452 1452 0,8 1,6
27 allo-aromadendreno 1458 1456 - 0,2 -

28 4,5-di-epi-aristolocheno 1471 1469 - 0,1 -

29 y-muroleno 1478 - 1476 - 0,3
30 a-amorfeno 1483 1476 - 0,5 -

31 D-germacreno 1484 1481 1478 6,0 2,0
32 p-selineno 1489 1485 1485 2,9 0,4
33 viridifloreno 1496 - 1487 - 0,6
34 curzereno 1499 - 1493 - 8,5
35 biciclogermacreno 1500 1496 - 3,9 -

36 a-muroleno 1500 1500 1496 0,6 0,3
37 A-germacreno 1508 1504 1504 0,4 0,8
38 y-cadineno 1513 1514 - 0,3 -

39 miristicina 1517 1511 - 0,5 -

40 o-cadineno 1522 1523 1516 1,3 0,6
41 propiopiperona 1545 1535 - 7,1 -

42 elemol 1548 1550 - 2,2 -

43 elemicina 1555 1560 - 1,8 -

44 B-germacreno 1559 - 1555 - 4,0
45 (E)-nerolidol 1561 1564 1565 1,3 0,4
46 palustrol 1567 - 1568 - 0,6
47 espatulenol 1577 1577 1577 1,8 3,4
48 oxido de cariofileno 1582 1582 1579 0,5 2,0
49 globulol 1590 - 1585 - 2,3
50 cubeban-11-ol 1595 - 1596 - 0,4




%

A H a b
Ne Substéncias IR* Adams (2017) IR* PM IR* PT Ve T
51 rosifoliol 1600 - 1607 - 0,7
52 1-epi-cubenol 1627 - 1627 - 0,4
53 y-eudesmol 1630 1632 - 0,4 -
54 a-murolol 1644 1647 1657 0,5 1,4
55 S-eudesmol 1649 1650 - 1,4 -
56 a-cadinol 1652 - 1646 - 0,3
57 intermedeol 1665 1655 - 2,2 -
58 germacrona 1693 - 1691 - 13,1
Classes de compostos
Monoterpenos
hidrocarbgnetos 27,3 24,5
Monoterpenos oxigenados 4,9 1,7
Total monoterpenos 32,2 26,2
Sesquiterpenos
hidrgcarbgnetos 3.2 26,2
Sesquiterpenos oxigenados 10,3 33,5
Total sesquiterpenos 45,5 59,7
Fenilpropanoides 115 6,8
Total identificado 89,2 92,7

*: indice de retencdo; a: 6leo essencial de folhas de Piper marginatum; b: 6leo essencial de ramos de P.
tuberculatum.
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Figura 8. Estruturas quimicas
dos compostos majoritarios
encontrados em PM. A: 4-3-
careno. B: E-f-ocimeno.
Fonte: OLIVEIRA, 2022.
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Figura 9. Estruturas quimicas dos compostos majoritarios encontrados em PT.
A: germacrona. B: E-cariofileno. C: a-pineno.
Fonte: OLIVEIRA, 2022.
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5.3 Ensaio de atividade acaricida

5.3.1 Mortalidade (%) do 6leo essencial de P. marginatum e P. tuberculatum sobre S.
pontifica

Os 0leos essenciais de PM e PT mostraram-se toxicos para adultos de S. pontifica com
efeito linear crescente (Tabelas 2 e 3). Comparando as diferentes concentracdes de PM em
cada tempo de exposicdo, ndo houve diferenca na mortalidade nas concentragdes de 4 a 10
uL/L de ar, nos dois primeiros tempos de exposi¢cdo. Com 72 horas de exposi¢cdo, as maiores
mortalidades ocorreram nas concentracdes de 8 e 10 uL/L de ar. Comparando cada
concentracdo nos diferentes tempos de exposicdo, houve diferenca na mortalidade apenas na
concentracdo de 2 uL/L de ar, nas demais concentra¢fes a mortalidade foi sempre maior apds
72 h de exposicdo (Tabela 2). Para PT, as concentracdes 6, 8 e 10 pL/L para 24 horas e 8 e 10
ML/L para 48 horas de exposicdo, apresentaram diferencas significativas na mortalidade em
relacdo ao aumento gradual da concentracédo de 0leo essencial. Além disso, foram encontradas
diferencas nas mortalidades para as concentracdes de 2 e 4 pL/L de ar quando o tempo de
exposicdo aumentou de 24h para 48h e depois para 72h, o que indica uma correlacao linear de

aumento de mortalidade a medida que aumentou o tempo de exposicao (Tabela 3).

Oleos essenciais de varias espécies vegetais vém se tornando alvos de investigacdes na
tentativa de encontrar alternativas naturais para o controle de diferentes espécies de acaros
(ROSADO-AGUILAR et al., 2017). Como exemplo, o estudo do 6leo essencial das folhas de
P. marginatum, coletadas em Pernambuco, demonstrou atividade fumigante, com 56% de
mortalidade sobre S. pontifica na concentragdo de 50 pL/L de ar. No entanto, os dleos
essenciais de Schinus terebinthifolius Raddi, Cinnamomum zeylanicum Blume e Eugenia
uvalha Cambess causaram, respectivamente, 100, 93 e 60% de mortalidade sobre S. pontifica
na concentracdo de 50 pL/L. Contudo, os resultados apresentados por PM e PT, quando
comparados aos da literatura, mostram uma melhor eficacia desses 6leos essenciais frente a S.

pontifica.

Os resultados encontrados neste trabalho diferem dos observados para o 6leo essencial
de P. marginatum coletada em Pernambuco, onde a mortalidade foi menor, sendo 56% em
uma concentragdo de 50 puL/L de ar para 48h de exposicdo (ASSIS et al., 2011). Este fato
pode estar intimamente ligado a variagdo na composicdo quimica dos 6leos essenciais, obtidos
de espécies coletadas em diferentes regides do Brasil (GOBO-NETTO & LOPES, 2007). No

entanto, para verificar essa correlacdo no caso das espécies estudadas, faz-se necessario
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avaliar a atividade acaricida sobre S. pontifica juntamente com a composi¢do quimica de

6leos essenciais de P. marginatum e P. tuberculatum coletados em outras regides.

Além disso, o potencial fumigante dos 6leos essenciais dessas espécies também foi
investigado sobre Tyrophagus putrescentiae (Schrank, 1781), apresentando resultados
promissores, com mortalidades de 98% para C. zeylanicum, 87% para S. terebinthifolius e
80% para E. uvalha na concentragao de 50 puL/L e 48 horas de exposi¢do (ASSIS et al., 2011).
Os é&caros T. putrescentiae e Suidasia nesbitti também sdo importantes pragas de grdos
armazenados, que ataca principalmente grdos como a soja, causando muitas perdas
econdbmicas e reduzindo a capacidade de germinacdo dos graos (KIM et al., 2003;
FLECHTMANN, 1986). O municipio de Itacoatiara — AM é o segundo maior porto fluvial
escoador do pais e possui um importante papel no escoamento da producdo de grdos como
soja, através de empresas de navegacao instaladas na regido (REIS et al., 2016). Dessa forma,
a continuacdo desse estudo se faz necessaria para a avaliagdo da atividade fumigante dos
Oleos essenciais de PM e PT frente a outras pragas de grdos armazenados tais como T.

putrescentiae e Suidasia nesbitti.

Os compostos terpénicos atuam principalmente na defesa dos vegetais contra raios
UV, insetos, animais predadores, mas também auxiliam na atracdo de polinizadores e assim
garantem a manutencdo da espécie vegetal (NAEEM et al., 2018). Além disso, eles exibem
toxicidade ao penetrar no sistema respiratorio, cuticula e aparelho digestivo das pragas de
grdos armazenados (SANTOS & PRATES, 1999). Assim sendo, o efeito fumigante observado
para PM e PT pode estar relacionado com a predominancia de substancias terpénicas nesses
Oleos essenciais.
Tabela 2. Mortalidade corrigida (média + desvio padréo) de S. pontifica em diferentes tempos

de exposicdo e diferentes concentragdes do 6leo essencial de P. marginatum aplicado por
fumigacao.

Amostra Concentracéo Tempo Média Geral +
pL/L 24 h 48 h 72 h DP!

02 38,46+7,69bA 39,71+£1,47bA  34,15+3,66CA 37,44+2,63C

04 66,15+1,54aB 73,53+4,41aB 93,9+1,22bA 77,86+4,38C

PM 06 69,23+3,08aB 72,06+£1,47aB  87,80+2,44bA 76,36+3,13B
08 67,69+0,00aC 77,94+0,00aB  89,02+0,00abA 78,22+3,08B

10 72,31+4,62aC 82,35+0,00aB  100,00+0,00aA 84,89+4,26A

Média Geral + DP 62,77+3,67C 69,12+4,13B 80,98+6,41A CV =5,50%

!Médias seguidas pela mesma letra, minGscula na coluna e maiGscula na linha, ndo diferem entre si pelo teste de sobreposicdo

no intervalo de confianga a 95%. PM: 6leo essencial de folhas P. marginatum.



Tabela 3. Mortalidade corrigida (média + desvio padrdo) de S. pontifica em diferentes tempos
de exposicdo e diferentes concentragcdes do déleo essencial de P. tuberculatum aplicado por
fumigagao.

Amostra Concentracéo Tempo Média Geral +
pL/L 24 h 48 h 72 h DP?

02 18,6+0,6cD 52,3+1,0bD 78,8+1,0aD 55,0+9,0E

04 18,6+0,6cD 73,91£1,1bC 81,2+0,6aCD 63,0+10,0D
PT 06 77,9+1,5bC 78,4+1,5bB 84,7+0,6aBC 85,0+1,0C
08 82,6+1,7abB 80,7+1,1bB 85,9+1,0aB 88,0+1,0B

10 88,4+0,6bA 88,6+0,6bA 96,5+0,00aA 96,0+1,0A

Média Geral + DP 62,048,0c 80,0+3,0b 90,0+2,0a CV =4,42%

!Médias seguidas pela mesma letra, mindscula na linha e maidscula na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de
sobreposi¢do no intervalo de confianca a 95%. PT: 6leo essencial de caules de P. tuberculatum.

5.3.2 Concentracdo Letal dos 0Oleos essenciais de Piper marginatum e P. tuberculatum
frente a S. pontifica

A partir das inclinagGes das linhas de respostas e das concentracdes letais, observou-se
que todas as amostras foram toxicas para Suidasia pontifica (Tabelas 4 e 5). Com excec¢éo da
amostra PT a 72 h, todas as inclinagdes das linhas de respostas foram significativas (p <
1,50.10%) (Tabela 5). Com base nos intervalos de confianga, para cada 6leo testado, ndo
houve diferenca das CL2sy% nas amostras PT e PM, exceto para 72h de exposi¢do em PT. Para
a amostra PM, a maior CL2sy foi observada a 72 h e para PT, em 24h de exposigdo. Para as
CLso%, as amostras PM e PT nédo apresentaram diferenca ao longo do tempo de exposicéo,
exceto para 72h em PT. Os menores valores de CLsoy foram encontrados em 24h para PM e
72h para PT.

Os 6leos essenciais de PM e PT exibiram valores de CLsoy Vvariando de 1,19 a 2,16
uL/L de ar para PM e entre 0,33 a 4,37 uL/L para PT (Tabelas 4 e 5). A toxicidade
apresentada por PM no tempo de exposicdo de 48 horas foi superior a toxicidade apresentada
pelo dleo essencial de C. zeylanicum com CLsoy de 1,75 puL/L de ar para S. pontifica, no
mesmo tempo de exposicdo. Porém, Oleos essenciais de S. terebinthifolius e E. uvalha,
apresentaram CLsoy de 4,87 ¢ 11,09 puL/L de ar para 48 horas de exposicdo (ASSIS et al.,
2011), maiores do que os resultados do presente estudo para 0 mesmo tempo de exposicao.
Dessa forma, os 6leos essenciais de P. marginatum e P. tuberculatum avaliados no presente
estudo, tem potencial de acdo fumigante para S. pontifica superior, quando comparados com
outras espécies anteriormente estudadas.

O estudo de Santos & Prattes (1999), avaliou a atividade fumigante de onze

monoterpenos baseado na taxa de volatilizagdo. Os monoterpenos mais volateis, o alfa
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pineno, 1,8-cineol, beta pineno e limoneno foram os mais eficazes contra os gorgulhos do
milho Sitophilus zeamais e Rhyzopertha dominica. Noutros estudos 0s monoterpenos
pulegona, mentona, linalol, acetato de linalila, mentol, limoneno e 1,8-cineol, foram relatados
com a possibilidade de uso no controle dos &caros T. putrescentiae e T. longior (PERRUCCI,
1995; SANCHEZ-RAMOS & CASTANERA, 2001; MACCHIONE et al., 2002). Baseado
nos resultados obtidos para os éleos PM e PT, pode-se inferir que a atividade apresentada esta
relacionada aos constituintes monoterpénicos mais volateis presentes nas amostras avaliadas.
O suposto mecanismo de agdo envolvido na atividade acaricida apresentada pelos
6leos essenciais estd relacionado a sua acdo neurotoxica e bloqueio do neuromodulador
octopamina (encontrado em todos os invertebrados). Nos insetos, a octopamina age como
neurotransmissor, regulando seus batimentos cardiacos, movimentos, comportamento e
metabolismo (ROEDER, 1999). Alem da rapida acdo sobre o metabolismo desses
organismos, 0s Oleos essenciais sdo, geralmente, seletivos para os organismos alvo e pouco
toxicos a0 meio ambiente. 1sso mostra que 0s 0leos essenciais podem ser potentes agentes

fumigantes no controle de acaros de produtos armazenados (ISMAN, 2006).

Tabela 4. InclinacGes das linhas de respostas (+ desvio padrdo), concentracdo letal média
(CL), Intervalo de confianca inferior (Min.) e superior (Max.) para testes com 24, 48 e 72 h
de exposicdo de uma populagédo de S. pontifica ao 6leo essencial de P. marginatum.

Tempo Amostra G.L. n'  Inclinagdo Z p CL2s% (min.-max.) CLsog (min.-max.)
24h 5 18 0,7009+0,1849 3,791 1,50.10% 0,25a (0,05-1,17) 1,19a (0,55-2,58)
48h PM 5 18 1,0105+0,1959 5,158 2,49.10%" 0,50a (0,21-1,18) 1,48a (0,92-2,37)
72 h 5 18 2,4547+0,2729 8,995 <2,00.10%6 1,38a(1,11-1,73) 2,16a (1,86-2,51)

In = nOmero de repeticdes; G.L.: graus de liberdade (n-1). Valores para um mesmo 6leo seguidos da mesma letra, na
coluna, ndo diferem entre si pelo teste de sobreposi¢do do intervalo de confianca a 95%. PM: 6leo essencial de P.
marginatum.

Tabela 5. Inclinacdes das linhas de respostas (+ desvio padrdo), concentracdo letal média
(CL), Intervalo de confianca inferior (Min.) e superior (Max.) para testes com 24, 48 e 72 h
de exposicdo de uma populacdo de S. pontifica ao 6leo essencial de P. tuberculatum.

Tempo Amostra G.L. n' Inclinagdo Z p CLa2s% (min.-max.) CLsos% (min.-max.)
24 h 5 18 2,426+0,237 10,238 <2,00.10%® 2,77a(2,39-3,23)  4,37a(3,96-4,82)
48 h PT 5 18 1,0773+0,1940 5552 2,8.10%  0,61a(0,30-1,27)  1,70a (1,14-2,53)
72h 5 18 0,6882+0,2319 2,968 3,0.10%  0,07b (0,004-1,10) 0,33b (0,06-1,92)

n = nOmero de repeti¢des; G.L.: graus de liberdade (n-1). Valores para um mesmo 6leo seguidos da mesma letra, na coluna,
ndo diferem entre si pelo teste de sobreposicéo do intervalo de confianca a 95%. PT: dleo essencial de P. tuberculatum.
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5.4 Ensaio de germinagéo e crescimento de tomate (Solanum lycopersicon)

Os resultados obtidos no ensaio de alelopatia para PM e PT sobre tomate estdo
descritos nas Tabelas 6 e 7 e nas Figuras 10, 11, 12 e 13. De acordo com esses resultados, os
6leos essenciais PM e PT influenciaram todos os parametros analisados, quando comparados
aos controles (Tabela 7). As espécies Solanum lycopersicon e Lactuca sativa estdo entre as
culturas mais suscetiveis ao efeito alelopatico apresentado por metabdlitos secundérios,
exibindo respostas mesmo a baixas concentracGes desses metabdlitos, por isso sdo muito
utilizadas para esse tipo de teste (FERREIRA & AQUILA, 2000).

Os 06leos essenciais PM e PT, em todas as concentracdes aplicadas, causaram redugéo
significativa tanto na porcentagem (Figura 11) quanto na velocidade de germinacdo (Figura
12) das sementes de tomate. Ambas as amostras, em todas as concentracdes, exceto para PM
1%, também aumentaram o tempo médio de germinacdo (TMG) das sementes de tomate,
quando comparados aos controles negativos (Tabelas 6 e 7). Os efeitos observados foram
dose dependentes, onde a amostra PM, na concentragdo de 1% apresentou resultados mais
significativos (Figuras 11 e 12), exceto para o crescimento radicular e 1VG. Em relacdo a
esses parametros, ambas as amostras apresentaram valores semelhantes de redugdo, com
resultados mais acentuados na concentracdo de 1%, chegando a inibir quase totalmente o
crescimento das radiculas das sementes de tomate (Figura 13).

Comparando as diferentes concentracdes de PM e PT, ndo houve diferenca na inibigédo
da germinacédo das sementes de tomate, tanto nos controles utilizados, quanto na concentracédo
de 0,1%. No entanto, os 6leos essenciais PM e PT, aplicados na concentracdo de 1%
reduziram drasticamente a porcentagem de sementes germinadas para o tomate (Tabela 6 e
Figura 11). Quanto ao Indice de Velocidade de Germinacdo (IVG), houve reducio acentuada
guando se comparou 0S controles negativos com todas as concentracbes de PM e PT
aplicadas. No entanto, houve pouca variacdo do IVG quando as concentracGes de PM e PT
foram comparadas entre si (Tabela 6 e Figura 12).

De acordo com Ferreira & Aquila (2000), o percentual final de sementes germinadas é
capaz de medir a influéncia de uma substancia ou conjunto de substancias sobre o
desenvolvimento de sementes de uma espécie vegetal. Além disso, a depender das
caracteristicas da semente empregada para essa avaliacdo, podem ocorrer alteraces na
permeabilidade das membranas, na utilizacdo do oxigénio e até na conformagéo de enzimas e

receptores. Espécies como Piper hispidervum e Piper betle, mostraram alto potencial
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alelopético, inclusive sobre plantas daninhas como Mimosa pudica L. (malicia) e Eclipta
prostrata L. (erva-botdo) (SOUZA-FILHO et al., 2009; WORANOQOT et al., 2019).

Rosado et al. (2009) avaliaram o efeito do Oleo essencial de manjericdo (Ocimum
basilicum L.) sobre o IVG de sementes de Solanum lycopersicon, obtendo resultados
semelhantes aos apresentados por PM e PT sobre o IVG do tomate em todas concentragdes
aplicadas. Além disso, assim como o 6leo essencial de manjericdo, na concentracdo de 1%,
foi capaz de inibir a germinacdo e crescimento de todas as sementes de tomate, o 6leo
essencial de PM, também na concentragdo de 1%, foi capaz de provocar a morte das sementes
(apresentou valores nulos %G e baixos valores de CR para o tomate).

Figura 10. Imagens mostrando o efeito alelopatico exibido pelo Oleo essencial de PT e PM sobre a
germinacdo e comprimento radicular de sementes de tomate. A: Controle Negativo Agua. B: Controle
Negativo Tween 1%. C: 6leo essencial de PT a 1%; D: 6leo essencial de PM a 0,1%; E: 6leo essencial de
PM a 1,0%.
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Tabela 6. Efeito alelopético de concentragdes dos 6leos essenciais PM e PT na germinacéo e
no comprimento radicular das plantulas de tomate (Solanum lycopersicum).

PM

Agua 82,50 c 401c 441 ¢ 0,25¢ 66,62 c

Tween 97,50 ¢ 1,86 b 13,14 d 0,54d 39,13 b
0,1 82,50 ¢ 6,22d 2,84 bc 0,16 b 58,31 bc
1,0 0,0a 0,0a 0,0a 0,0a 1,30a
PT

Agua 82,50 ¢ 401c 441c 0,25 ¢ 66,62 C

Tween 97,50 ¢ 1,86 b 13,14 d 0,54d 39,13 b
0,1 76,25 ¢ 6,30d 2,69b 0,16 b 44,63 bc
1,0 23,75b 7,75¢€ 0,6la 0,13b 4,39 a

Legenda: Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de sobreposicao no intervalo de confianga a 95%.
G%: percentual de germinacdo; TMG: tempo médio de germinacdo; IVG%: percentual do indice de velocidade de
germinacédo; VG: velocidade média de germinagdo; CR: comprimento da radicula; PM: dleo essencial das folhas de Piper
marginatum; PT: dleo essencial de ramos de Piper tuberculatum.

Tabela 7. Resultados da analise de variancia (ANOVA) para PM e PT sobre a %germinacéo,
IVG, TMG, VG e comprimento radicular das plantulas (CR) de tomate (Solanum
lycopersicum).

Tratamento Grau de liberdade Valor de F Valor de p CV (%)
% germinacao 5 62,06 0,0000* 16,38
IVG 5 177,72 0,0000* 18,16
T™MG 5 99,57 0,0000* 13,66
VG 5 181,20 0,0000* 13,03
CR (cm/planta) 5 27,74 0,0000* 35,73

Legenda: *houve diferenca significativa; valores mais altos de F (teste de comparacdo de variancias) indicam correlacdes
mais fortes; probabilidade de significancia (p); indice de velocidade de germinacdo (IVG); tempo médio de germinagdo
(TMG); velocidade média de germinacéo (VG).

Inibicdo da Germinagdo para Tomate

Germinacao (%)

0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9 1.0
Concentracdo dos 6leos essenciais (%)

——PM —e—PT

Figura 11. Efeito alelopatico de concentracOes de dleos essenciais PM e PT sobre a porcentagem de germinagdo de
sementes de tomate. PM: dleo essencial de folhas Piper marginatum; PT: 6leo essencial de ramos de Piper
tuberculatum.
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Figura 12. Efeito alelopético de concentragdes de 6leos essenciais PM e PT sobre o Indice de Velocidade de
Germinagédo (IVG) de sementes de tomate. PM: 6leo essencial de folhas Piper marginatum; PT: 6leo essencial de
ramos de Piper tuberculatum.
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Figura 13. Efeito alelopatico de concentragdes de dleos essenciais PM e PT sobre o Comprimento Radicular (CR) de
sementes de tomate. PM: Gleo essencial de folhas Piper marginatum;  PT: dleo essencial de ramos de Piper
tuberculatum.

5.5 Ensaio de germinacao e crescimento de alface (Lactuca sativa)

Os resultados obtidos no ensaio de alelopatia para PM e PT sobre alface estdo
descritos nas Tabelas 8 e 9 e nas Figuras 14, 15, 16 e 17. De acordo com esses resultados, 0s
6leos essenciais PM e PT influenciaram todos os parametros analisados quando comparados
aos controles, exceto a velocidade de germinacdo (Tabela 9). Os efeitos observados foram
dose dependentes, onde a amostra PM, na concentragédo de 1% apresentou resultados mais
significativos (Figuras 15 e 16), exceto para o crescimento radicular, onde PT ja na

concentracédo de 0,1% foi mais efetivo (Figura 17).
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O 6leo essencial de PM aplicado a 1% causou reducéo significativa na porcentagem e
indice de velocidade de germinagdo (IVG) (Tabela 8, Figuras 15 e 16), além de reduzir o
comprimento médio das radiculas das plantulas de alface (Figura 17), no entanto, ndo mostrou
resultados positivos sobre o tempo médio de germinacgdo (Tabela 8). Para PT, a porcentagem
de germinacdo (Figura 15), o tempo médio de germinacdo (TMG) (Figura 16), assim como a
velocidade de germinagdo ndo foram significativamente afetados em relagdo aos controles
(Tabela 8).

N&o houve diferenca na inibicdo da germinacdo das sementes de alface entre o0s
controles utilizados, PM a 0,1% e as demais concentracbes de PT. No entanto, o 06leo
essencial de PM aplicado na concentracdo de 1% reduziu drasticamente a porcentagem de
sementes germinadas para a alface (Figura 15). Quanto ao Indice de Velocidade de
Germinacdo (IVG), houve reducdo acentuada apenas quando se comparou 0s controles
negativos com a concentracdo de 1% de PM. No entanto, PT apresentou reducdo significativa
do IVG em ambas as concentracOes analisadas quando comparadas aos controles, porem,
quando essas concentracdes foram comparadas entre si, ndo mostraram diferenca (Figura 16).
Em relacdo ao comprimento radicular, a amostra PT apresentou reducdo quase linear quando
se comparou os controles e as concentracdes aplicadas, diferentemente de PM, que apresentou
acentuada reducdo apenas para a concentracao de 1% (Figura 17). Comparando os resultados
obtidos neste trabalho com os resultados encontrados por Miranda et al. (2015), o 6leo
essencial PM a 1% mostrou resultados superiores para %G, IVG e CR de sementes de
Lactuca sativa, em relacdo ao 0leo essencial de tomilho (Thymus vulgaris L.).

Oleos essenciais de diversas espécies vegetais, inclusive espécies de Piper possuem
grande capacidade de atuar sobre a germinacdo e desenvolvimento de sementes (ABD-
ELGAWAD et al., 2020; OLIVEIRA et al., 2021; SOUZA-FILHO et al., 2009; ALVES et al.,
2014; ANDRIANA et al., 2019). Além disso, 6leos essenciais geralmente afetam a producao
de pigmentos, provavelmente por inibicdo da enzima protoporfirinogénio oxidase ou
alteracdes na biossintese desses pigmentos, o que indica uma interferéncia na fotossintese
(ANDRIANA et al., 2019). Outrossim, substancias terpénicas (as quais sdo maioria em PM e
PT), tais como a-pineno, ¢-3-careno e E-S-ocimeno (alguns componentes majoritarios de PM
e PT), estdo fortemente associadas a atividade fitotdxica apresentada por 6leos essenciais
(AMRI et al.,, 2013). Baseado nesses resultados descritos na literatura, sugere-se que a
atividade alelopéatica encontrada nesse trabalho pode estar relacionada a presenca dos

compostos terpénicos nos éleos essenciais de PM e PT.
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Figura 14. Imagens mostrando o efeito alelopatico exibido pelo 6leo essencial de PT e PM sobre
a germinagio e comprimento radicular de sementes de alface. A: Controle Negativo Agua. B:
Controle Negativo Tween 1%. C: Oleo essencial de PT a 1%. D: 6leo essencial de PM a 0,1%;
E: 6leo essencial de PM a 1,0%.

Tabela 8. Efeito alelopatico de concentracdes dos Oleos essenciais de PT e PM sobre a
germinacdo e comprimento radicular das plantulas de alface (Lactuca sativa).

Agua 87,50 b 3,64b 6,32 b 0,28 a 17,92 be
Tween 88,75 b 2,58 b 6,12 b 0,39 a 26,88 c
0,1 62,25b 3,90b 4,10b 0,26 a 19,03 bc

1,0 50a 0,87 a 0,52a 0,28a 1,19a

Agua 87,50b 3,64b 6,32 b 0,28 a 17,92 be

Tween 88,75 b 2,58 b 6,12 b 0,39 a 26,88 c
0,1 65,0b 2,61b 3,79 ab 0,39 a 9,50 ab
1,0 61,25b 3,17b 3,50 ab 0,32 a 2,82 a

Legenda: Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de sobreposic¢éo no intervalo de confianga a 95%.
G%: percentual de germinacdo; TMG: tempo médio de germinagdo; IVG%: percentual do indice de velocidade de
germinacdo; VG: velocidade média de germinacdo; CR: comprimento da radicula; PM: 6leo essencial das folhas de Piper
marginatum; PT: 6leo essencial de ramos de Piper tuberculatum.
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Tabela 9. Resultados da anélise de variancia (ANOVA) para PM e PT sobre a %germinacéo,
IVG, TMG, VG e comprimento radicular das plantulas de alface (Lactuca sativa).

Tratamento I%gig:;e Valor de F Valor de p CV (%)
% germinacéo 5 20,44 0,0000* 21,83
IVG 5 7,632 0,0005* 37,66
TMG 5 11,209 0,0001* 13,66
VG 5 0,626 0,6822 44,96
CR (cm/planta) 5 10,86 0,0001* 46,97

Legenda: *houve diferenca significativa; valores mais altos de F (teste de comparacgao de variancias) indicam correlagfes
mais fortes; probabilidade de significancia (p); coeficiente de variagdo em porcentagem (CV%); indice de velocidade de
germinacéo (IVG); tempo médio de germinacdo (TMG); velocidade média de germinacgdo (VG).
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Concentragdo dos 6leos essenciais (%)
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Figura 15. Efeito alelopatico de concentracdes dos o6leos essenciais PM e PT sobre a porcentagem de
germinacdo de sementes de alface. PM: dleo essencial de folhas Piper marginatum; PT: 6leo essencial de
ramos de Piper tuberculatum.
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Figura 16. Efeito alelopatico de concentracdes de 6leos essenciais PM e PT sobre o indice de Velocidade
de Germinacdo (IVG) de sementes de alface.PM: dleo essencial de folhas Piper marginatum; PT: 6leo
essencial de ramos de Piper tuberculatum.
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Figura 17. Efeito alelopatico de concentracdes de Oleos essenciais PM e PT sobre o Comprimento
Radicular (CR) de sementes de tomate.
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6. CONCLUSAO

Os 0leos essenciais de PM e PT sdo predominantemente constituidos por substancias
terpénicas, em especial, 0s sesquiterpenos. PM apresentou monoterpenos como constituintes
majoritéarios. JA& em PT, houve predominancia de dois sesquiterpenos e um monoterpeno.

Ambos os dleos essenciais apresentaram bom efeito fumigante sobre S. pontifica, em
especial PM, que atingiu 100% de mortalidade na concentragdo de 10uL/L de ar, no tempo de

72h de exposicéo.

Os 0leos essenciais PM e PT inibiram a germinacdo e diminuiram a velocidade de
germinacéo e crescimento das sementes de L. sativa e S. lycopersicon, com destaque para PM

aplicada a 1% que foi capaz de provocar a morte das sementes.

Este estudo pode servir de base para futuras pesquisas, visando a descoberta de novas
moléculas para o desenvolvimento de produtos com aplicacdo na agricultura, tais como
herbicidas e fumigantes de origem natural. No entanto, ha a necessidade de continuacdo desse
estudo para verificar quais s8o 0s compostos responsaveis pelas atividades biologicas

observadas.
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