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SANGI, Simone Carvalho. Caracterizacdo de moléculas bioativas presentes em plantas de
Piper para o controle de fitonematoides do género Meloidogyne em Coffea canephora.
2024. 85 fl. Tese (Universidade Federal de Rondodnia, Porto Velho, 2024).

RESUMO

Os nematoides pertencem ao género Meloidogyne e sdo amplamente conhecidos por
causarem danos as culturas de importancia econémica. Entre esses nematoides, a espécie M.
incognita se destaca devido a sua grande capacidade de infestar uma variedade de plantas.
Embora existam estratégias adotadas como medidas de controle da populacéo de fitonematoides
no campo, o seu uso em culturas formadas é bastante limitado, o que faz dos nematicidas
praticamente a Unica opcao para combater o problema. Diante da dificuldade encontrada no
controle desses nematoides torna-se necessaria a busca por compostos quimicos provenientes
de diferentes fontes naturais, que apresentem potencial eficaz no controle de nematoides e ndo
toxicos para organismos ndo alvos. Assim o presente trabalho teve como objetivo avaliar o
efeito, in vitro e in vivo, de extratos e fracGes de P. hispidum, em diferentes concentracdes,
contra o fitonematoide M. incognita. Para avaliagdo in vitro os extratos vegetais foram
preparados utilizando-se suas fragcbes organica e aquosa. Para avaliacdo foram preparados
extratos aquosos e alcodlicos, obtidos a partir de materiais secos de folhas, talos e
inflorescéncias. As variaveis avaliadas nos testes in vitro foram: o nimero de ovos (NO),
juvenis (J2) eclodidos moveis e imdveis (JMI), ambos avaliados no décimo sexto dia.
Diferentes partes da planta de Piper hispidum como folhas, talos e inflorescéncias tiveram efeito
nematicida contra o Meloidogyne incognita. Avaliagdo in vivo foi conduzida na casa de
vegetacdo da Embrapa Rondonia em Porto Velho. Nas avaliagdes feitas foram consideradas as
seguintes variaveis: o numero de galhas por grama de raizes (NG), o numero de ovos (NO), a
massa seca do sistema radicular (PSSR) e a massa seca da parte aérea (PSPA). A aplicacdo de
extratos vegetais diretamente no solo pode diminuir a quantidade de ovos e galhas nas raizes se
comparados ao controle negativo. Os resultados obtidos indicam a importancia de estudos com

produtos naturais como fonte de controle de fitonematoides de importancia agricola.

Palavras-Chaves: Controle alternativo; Meloidogyne incognita; café; extratos botanicos.
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SANGI, Simone Carvalho. Evaluation and characterization of bioactive molecules present
in Piper plants for the control of phytonematodes of the genus Meloidogyne in Coffea
canephora. 2024. 85 fl. Thesis (Federal University of Rondo6nia, Porto Velho, 2024).

ABSTRACT

Nematodes belong to the genus Meloidogyne and are widely known for causing damage
to crops of economic importance. Among these nematodes, the species M. incognita stands out
due to its great capacity to infest a variety of plants. Although there are strategies adopted as
measures to control the phytonematode population in the field, their use in established crops is
quite limited, which makes nematicides practically the only option to combat the problem.
Given the difficulty encountered in controlling these nematodes, it is necessary to search for
chemical compounds from different natural sources, which have effective potential in
controlling nematodes and are non-toxic to non-target organisms. Therefore, the present work
aimed to evaluate the effect, in vitro and in vivo, of extracts and fractions of P. hispidum, in
different concentrations, against the phytonematode M. incognita. For in vitro evaluation, plant
extracts were prepared using their organic and aqueous fractions. For evaluation, aqueous and
alcoholic extracts were prepared, obtained from dry materials of leaves, stems and
inflorescences. The variables evaluated in the in vitro tests were: the number of eggs (NO),
mobile and immobile hatched juveniles (J2) (JMI), both evaluated on the sixteenth day.
Different parts of the Piper hispidum plant such as leaves, stems and inflorescences had a
nematicidal effect against Meloidogyne incognita. In vivo evaluation was conducted in the
Embrapa Rond6nia greenhouse in Porto Velho. In the evaluations carried out, the following
variables were considered: the number of galls per gram of roots (NG), the number of eggs
(NO), the dry mass of the root system (PSSR) and the dry mass of the aerial part (PSPA). The
application of plant extracts directly to the soil can reduce the number of eggs and galls on the
roots compared to the negative control. The results obtained indicate the importance of studies

with natural products as a source of control of phytonematodes of agricultural importance.

Keywords: Alternative control; Meloidogyne incognita; coffee; Botanical extracts.
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1INTRODUCAO

O Brasil é o maior produtor e o segundo consumidor mundial de café, sendo que o0s
maiores Estados produtores sdo Minas Gerais, Espirito Santos, Sdo Paulo, Rondbénia e Bahia
representando mais de 95% da producdo nacional (CONAB, 2024).

Dentre os patdgenos que atingem o cafeeiro, os nematoides das galhas, Meloidogyne
Spp causam maiores prejuizos a lavoura podendo reduzir aproximadamente 15% da producéo
mundial e 20% da producéo brasileira (ITO et al., 2008)

Dentre as espécies que atacam a cultura do cafeeiro, 0 M. Incognita é apontado como
uma das mais prejudiciais, devido sua ampla disseminacédo, alta capacidade de lesionar o
sistema radicular, persisténcia no solo e a suscetibilidade da maioria das cultivares ao
nematoide. Dificultando a implantacdo de novas areas cultivadas com café e a manutencéo de
areas ja infestadas (CASTRO et al., 2008; ROLDI et al, 2015).

O uso de nematicidas industrializados é um dos metodos mais utilizados no controle
desses patogenos do solo. No entanto, o emprego desses produtos para o controle desses
patdégenos em algumas areas de cultivo ndo sdo permitidos, pois causam impactos importantes.
Isto porque, estes produtos sdo tdxicos ao meio ambiente e aos seres humanos, além de
aumentar os custos da producdo (AUGUSTO et al., 2012; PIGNATI et al., 2017).

Outro fator importante quanto a ampliacdo do uso de nematicidas industrializados a
resisténcia apresentada por certos patdgenos a determinadas moléculas, fazendo com que estas
percam sua eficiéncia de controlar determinados patégenos (MAGALDI et al., 2002; SAN et
al., 2010; GODOY; MEYER, 2014).

Diante do exposto, a busca por novas alternativas, como o uso de produtos naturais que
apresentem compostos bioativos vem sendo utilizado na agricultura para o controle de pragas
e doencas. Um exemplo disto é a utilizacdo de extratos vegetais e 6leos essenciais de plantas
com propriedades inseticidas e fungicidas (BASTOS; ALBUQUERQUE, 2009; GONCALVES
et al., 2015;). Pesquisas apontam que uma ampla porcdo de extratos vegetais, obtidos de
inimeras plantas, tem sido testada quanto ao efeito no controle de diversas doengas causadas
por fungos, bactérias e nematoides (PANG et al., 2012). Tais compostos apresentam como
vantagens, a preservagdo do meio ambiente e a0 mesmo tempo no controle de patdégenos
(COSTA et al., 2010; FERRAZ et al., 2010; AUGUSTO et al., 2012; BATISTA et al., 2013).

Além das vantagens econémicas, a utilizagdo de novas alternativas para controle de

nematoides durante o plantio de cafeeiros reduzird a contaminacdo do
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ambiente, por proporcionar a diminuicdo do uso de agroquimicos na cafeicultura
(GONCALVES et al., 2004).

A aplicacdo dos extratos naturais preparados diretamente pelo agricultor pode ser uma
possibilidade de manejo contra microrganismos fitopatogénicos, principalmente em pequenas
areas e/ou, em sistemas agricolas que restringem a aplicacdo de produtos quimicos, por
exemplo, a agricultura organica (SANTOS; SILVA, 2015).

Nesse contexto, de plantas com propriedades fitoquimicas, podemos citar as espécies da
familia Piperaceae que tém despertado interesse seja em funcdo da importancia econémica ou
para fins medicinais. Essa familia encontra-se distribuida em regibes tropicais e subtropicais,
com cerca de 260 espécies no Brasil (JARAMILLO; MANOS; 2001 GUIMARAES et al.,
2015), muitas delas na Regido Amazonica. Apresentam grande potencial inseticida, fungicida
e antimicrobiana (FAZOLIN et al., 2007; FACUNDO et al., 2008; SOUSA et al., 2011).

Diversos estudos vém caracterizando o género Piper pela abundancia de metabdlitos
secundérios bioativos, incluindo alcaloides, amidas, flavonoides e terpenos de importancia
econdbmica e medicinal sendo utilizadas na obtencdo de farmacos, temperos, corantes,
cosméticos, bebidas medicinais e inseticidas (COSTA et al., 2010; NASCIMENTO, 2011;
LOPES et al., 2012; MARQUES et al., 2017).

Oleosessenciais de espécies de Piper como a P. tuberculatum e P. hispidum apresentam
acdo antimicrobiana e anti-fungica, tanto in vitro como in vivo, o que tem justificado a
investigacdo sobre a medicina tradicional centrada na caracterizacdo de sua atividade
(NAVICKIENE et al., 2000; NASCIMENTO et al., 2012; SILVA et al., 2014).

Oleo essencial de P. permucronatum e P. hostmanianum, mostrou alta atividade
larvicida, avaliando quatro espécies ativas frente as larvas do mosquito Aedes aegypti, A
atividade bioldgica foi atribuida principalmente a presenca dos arilpropandides dilapiol e
miristicina (MORAIS et al., 2007).

O Brasil possui area plantada de aproximadamente de 2,2 milhdes de hectares de cafeé,
na posicao de maior produtor e segundo maior consumidor em nivel mundial de Coffea arabica
e C. canephora. Dentre os grandes desafios para o desenvolvimento da cafeicultura, esta o
Nematoide-das-Galhas, por representar um alto risco fitossanitario.

Diante disso, a busca por métodos alternativos de controle do fitonematoide ganham
importancia, notadamente pela necessidade de reducgédo de impactos ecandmicos e ambientais
causados pelo controle quimico. Assim, estudos que utilizem diferentes extratos de plantas com
potencialidades nematicidas tornam-se fundamentais para a identificagio de métodos

promissores com capacidade de evitar ou retardar a penetracdo dos fitonematoides.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Identificar extratos de Piper, como controle alternativo do Meloidogyne incognita, na

cafeicultura de Rondonia.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Identificar e caracterizar extratos de folhas, talos e inflorescéncias de P. hispidum com
atividade bioativa;
Verificar a atividade nematicida de extratos e fracdes de folhas, talos e inflorescéncias
de P. hispidum, por meio de ensaios in vitro e in vivo, sobre a eclosdo de juvenis de M.
incognita;
Avaliar o efeito de inibicdo de extratos e fragdesquanto a mortalidade e motilidade in

vitro e in vivo, sobre a ecloséo de juvenis de M. Incognita;

Determinar a concentracdo letal CL50 dos extratos de P. hispidum para larvas e ovos de

M. incognita.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

.1 APRODUCAO CAFEEIRA NO BRASIL

O agronegocio impulsionado pelo desempenho das atividades agricolas continuara a
desempenhar papel central na economia brasileira e mundial. Com rela¢do a cultura do café o
crescimento de area no ano de 2021 foi de 1,82 milhdo de hectares. Do total dessa area, 1,45
milhdo de hectares é cultivado com café arabica e cerca de 370 mil com café conilon (CNA,
2021).

O Brasil é o principal produtor de café do mundo, bem como, maior exportador mundial
de cafés, com relevancia para os Estados de Minas Gerais e Espirito Santo (CONAB, 2024).
Atualmente destaca-se 0 surgimento de um novo nicho de escolhas por cafés de melhor
qualidade, e, para cobrir essa demanda por cafés diferenciados, tecnologias voltadas para o
processo de producdo tém sido desenvolvidas, visando a obtencdo de um café de melhor
qualidade, justificando, assim, o aumento de precos e também o aumento de areas plantadas
(BOAVENTURA et al., 2018).

Como visto, na agricultura papéis importantes tém sido desempenhados para 0 avango do
agronegocio brasileiro. Entre os produtos agricolas tem sido observado um aumento no
faturamento anual, devido a exportacdo de diferentes produtos como: arroz, milho, soja, trigo,
café entre outros. Em compara¢do ao ano de 2019, a alta no faturamento anual destas culturas
no ano 2020, para o arroz, foi de 71,87%; trigo, 56,62%; café, 55,94%; milho, 50,72% e soja,
50,12%, com base no faturamento anual (CNA, 2021).

O café tem um importante papel na economia do pais, contribuindo para o aumento nas
exportacGes. Entre os fatores que contribuem para isso podemos destacar a melhoria na
produtividade das lavouras, dos investimentos em tecnologias, como maquinas mais modernas,
assim como gréos de maior qualidade, obtendo, assim, cafés que se destacam pela qualidade de
bebida (CNA, 2021).

Em Rondénia, a cafeicultura é uma das atividades agricolas mais relevantes tanto do
ponto de vista econdémico quanto social, desempenhando um importante papel no
desenvolvimento da regido, tendo um impacto na vida de mais de 300 mil pessoas. A cultura
propicia a geragcdo de emprego e renda & mais de 22 mil familias no estado (EMBRAPA, 2021).

Com renovacdo a do parque cafeeiro em Rondbnia, por meio da implantacdo de
lavouras clonais e a ado¢do de um manejo mais intenso com o0 uso de podas, desbrotas e
fertilizacdo das lavouras, pode-se observar o aumento na producdo e produtividade, e em
alguns municipios ja chega a 30% da area plantada (MARCOLAN et al., 2009; CONAB, 2016).
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Apesar dos avancos na cadeia produtiva do café, entraves como as condic¢des climaticas
da regido sdo desafios para o setor. Surgindo-se uma série de problemas fitossanitarios que
podem resultar em prejuizos, reduzindo quantidade e a qualidade dos produtos (ARAUJO,
2018; BATALHA, 2021).

.2 NEMATOIDES DAS GALHAS GENERO Meloidogyne Goeldi

No Brasil, os nematoides formadores de galhas radiculares, pertencem ao género
Meloidogyne Goeldi (1887) e estdo amplamente disseminados nas lavouras cafeeiras, causando
prejuizos econémicos a cultura, podendo provocar perdas que variam da ordem de 20 a 70%
(GONCALVES et al., 2004; VIEIRA JUNIOR et al., 2015; RAO et al., 2016).

Séo conhecidas 17 espécies de fitonematoides, que estdo relacionadas ao cafeeiro, e sdo
nematoides formadores de galhas radiculares. Estes nematoides séo prejudiciais, devido sua
ampla disseminagdo, a elevada capacidade de ocasionar lesbes radiculares, a persisténcia no
solo e a suscetibilidade da maioria das cultivares, o que dificulta a implantacdo de novas areas
cultivadas com café e a manutencao de areas ja infestadas (MACHADO et al., 2020).

Entre as varias espécies de Meloidogyne que podem atacar a cultura do cafeeiro, ha
predominancia de M. incognita. Alimentam-se de células vegetais lesionando o sistema
radicular com a formacdo de galhas nas raizes, as quais impedem a absorcdo de agua e
nutrientes, acarretando murchamento, reducdo do crescimento e deficiéncia nutricional,
afetando a produtividade e a qualidade dos frutos (CASTRO et al., 2008; ROLDI et al, 2015).

No Estado de Rondonia estudo realizado por Vieira Junior et al. (2015) em 16
municipios produtores de café verificaram que a disseminacdo dos nematoides continua se
expandindo para novas areas produtoras. Entre as espécies de Meloidogyne identificadas, a
principal foi a M. incognita, cuja ocorréncia foi verificada em quase todos os municipios
avaliados, tornando-se um fator limitante para a obtencédo de alta produtividade em cafeeiros.

Na literatura encontram-se descritos diversos métodos de controle de fitonematoides.
Baseado no manejo dos niveis populacionais no solo, o seu controle é uma tarefa dificil,
principalmente pelas limitagcdes da maioria dos métodos utilizados. Devido a isso, 0 que se tem
sido recomendado aos produtores sdo técnicas usando plantas antagonistas, rotacdo de culturas,
variedades resistentes, controle biolégico entre outros (NEVES et al., 2008; PINHEIRO,
PEREIRA e SUINAGA, 2014).

Alguns desses metodos nem sempre sdo adequados as praticas do agricultor. Dessa
forma preferindo fazer o uso de nematicidas industrializados, sendo um dos mais utilizados, no

controle de patégenos do solo. Portanto, ha restricbes em algumas areas de cultivo ao uso de
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nematicidas por serem extremamente toxicos, causando riscos a saude do homem, além de
provocar a contaminacgao ao meio ambiente (FERRIS e ZHENG, 1999; NEVES et al., 2005).

.3 Familia Piperaceae

A familia Piperaceae inclui mais de 1000 espécies distribuidas em regides subtropicais
e tropicais, abrangendo, principalmente quatro géneros: Piper, Piperomia, Sarchorhachis e
Ottonia, no qual, o género Piper € o de maior predominancia (MABBERLEY, 1997).
Desenvolve-se como arbusto, erva e arvores de pequeno porte (CORDOVA et al., 2010).

A distribuicdo geografica no Brasil inclui ocorréncias confirmadas nos seguintes
estados: - 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, Goiéds, Mato Grosso do Sul, Mato Grosso.- Sudeste: Espirito
Santo, Minas Gerais, Rio de Janeiro, Sdo Paulo.- Sul: Parand, Rio Grande do Sul, Santa Catarina
(GUIMARAES et al., 2023).

As diferentes espécies de Piper possuem um valor comercial, medicinal e econémico
significativo. De acordo com Yao et al. (2009), essas espécies sdo importantes do ponto de vista
econdmico devido ao seu uso como condimento e também por serem aplicadas no tratamento
de varias doengas, tais como asma, bronquite, febre, doencas gastrointestinais e reumatismo.
Estudos demonstraram que essas plantas possuem propriedades anti-inflamatdrias, inseticidas,
nematicidas, fungicidas anti-hipertensivas, antidiabéticos, imunomoduladores e
antimutagénicos (BEZERRA et al., 2008; XIE et al., 2011).

Estudos realizados com extratos vegetais e 6leos essenciais, 6leos dos frutos, folhas e
talos Piper tuberculatum, Piper hispidum, P. aduncum P. carniconnectivum, apresentaram
acao nematicida e inseticidasobre Meloidogyne incognita, Aedes aegypt e Haematobia irritans
(mosca-dos-chifres) (FIGUEREDO, 2014; BRAGA et al 2017a; BRAGA et al., 2017b; SANGI
et al., 2018). Estudos com extrato aquoso de Capsicum, extrato de Cdrcuma longa, extrato de
mandioca, extratos de Sphagneticola trilobata, Tridax procumbens, Tagetes patula, Tithonia
diversifolia, Unxia suffruticosa e Zinnia peruviana, demonstraram atividade inseticida,
nematicida e repelente sobre Meloidogyne incognita, Sitophilus zeamais Motschulsky
(Coleoptera: Curculionidae) (AGARWAL et al.,, 2010; MAZZONETTO et al., 2015;
MIORANZA et al., 2016; GITAH et al., 2021).

O 6leo essencial de Piper macedoi extraido de suas folhas frescas, relata alta atividade

larvicidas contra acaro da espécie Rhipicephalus sanguineus (BEZERRA et al., 2022).
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3.1 Piper hispidum Sw.

Um arbusto de porte médio, podendo atingir de 2 a 4 metros de altura, apresenta
tricomas escabrosos nos ramos. Suas folhas possuem peciolo com comprimento de 0,5 a1 cm,
sendo hispidas e com bainha basal. A lamina das folhas é eliptica ou ovado- eliptica, medindo
de 10 a 16 centimetros de comprimento por 5 a 8 centimetros de largura. A base da lamina é
assimétrica, com um dos lados arredondados e diferindo em tamanho de 3 a 5 mm do outro
lado. Quando a lamina é simétrica, possui apice pontiagudo. As folhas sdo cartéceas,
apresentando tricomas escabrosos ou hispidos na face superior e hirsuta na face inferior.
Possuem glandulas profundas. As nervuras secundarias sdo de 4 a 5, ascendentes, dispostas
abaixo ou um pouco acima da porcao mediana da lamina. As flores estdo dispostas em espigas
eretas, que medem de 8 a 14 centimetros de comprimento. O pedunculo das espigas pode medir
até 1 centimetro de comprimento e é hirtelo. As bractéolas das flores possuem formato
triangular e sdo peltadas e franjadas na margem. A planta possui quatro estames. Seus frutos
sdo do tipo drupas oblongas ou lateralmente comprimidas e apresentam papilas puberulentas na
parte superior. Possuem trés estigmas persistentes sésseis (Figura 1) (GUIMARAES e
GIORDANO, 2004).

Figura 1- Piper hispidum folhas e flores dispostas em espigas

Fonte: https://www.picturethisai.com/pt/wiki/Piper_hispidum.html

A espécie Piper hispidum Sw, também conhecida por jaborandi ou falso-jaborandi
possui propriedades anti-fungicas devido as suas amidas. Essa planta tem sido amplamente
utilizada na medicina popular no tratamento de problemas de pele e cabelo (Navickiene et al.,
2000). Recentemente, foi realizada uma analise comparativa dos 6leos volateis de diversas


http://www.picturethisai.com/pt/wiki/Piper_hispidum.html
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especies de Piperaceae, incluindo o Piper hispidum (MESQUITA et al., 2005;
POTZERNHEIM et al., 2006).

A busca por métodos alternativos de controle para nematoides tém impulsionado
estudos com produtos naturais, como por exemplo, a busca por plantas capazes de produzir uma
diversidade de compostos bioativos, notadamente em seu metabolismo secundario, que
possuam atividades antifingicas, inseticidas e ou nematicidas contra fitopatdgenos. Dessa
forma, os produtos naturais tornam-se uma étima alternativa no controle de pragas e doengas
na agricultura (FERRIS e ZHENG, 1999; NEVES et al., 2005; GARDIANO et al., 2011,
NEWMAN E CRAGG, 2020).

Assim, estudos que visem identificar espécies vegetais e compostos isolados com
potencial para desempenhar atividades biologicas sdo fundamentais para a descoberta e o
desenvolvimento de novos agentes de controle para fitopatdgenos de importancia econdémica,
promovendo, assim, o desenvolvimento na agricultura brasileira, com reducgéo da dependéncia

tecnoldgica.
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¢ APRESENTACAO DOS CAPITULOS

O presente trabalho de Tese esta estruturado em dois capitulos, 0s quais abordam aspectos
individualizados das etapas de caracterizacdo quimica dos extratos e fracdes obtidos a partir de
folhas, talos e inflorescéncias de Piper hispidum. Como forma de contextualizacdo da temaética,
esta Tese apresenta uma introducdo, os objetivos do trabalho, revisdo bibliografica, aspectos

metodologicos, resultados e discussdo, conclusdes e consideragdes finais.
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4.1 CAPITULO I: EXTRATOS VEGETAIS DE Piper hispidum NO CONTROLE DE
FITONEMATOIDES

Artigo publicado na Revista Ensaios e Ciéncia C Bioldgicas Agrérias e da Saude (DOI:
10.17921/1415-6938.2024v28n1p26-331984-2295)
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RESUMO

O nematoide-das-galhas sdo mundialmente conhecidos por causar elevados prejuizos a
agricultura. Uma alternativa ao uso de agroquimicos € o uso de extratos vegetais que possuem
baixo custo e sdo menos agressivo ao meio ambiente. O objetivo do estudo foi avaliar a
atividade nematicida de extratos aquosos e alcoolicos de P. hispidum, no controle do nematoide-
das-galhas. Foram coletadas folhas, inflorescéncias e talos de Piper hispidum. O delineamento
foi inteiramente casualizado com seis repetigdes, utilizando Microtubo “Eppendorf” de 250 M1
usando placas acrilicas do tipo Elisa como suporte, contendo extrato nas concentracdes 50; 25;
12,5; 6,25; 3,12 e 1,56 mg/mL e a suspensdo de ovos de nematoide. No décimo sexto dia apds
terem sido levados para a (incubadora tipo B.O.D a 25 °C), o efeito dos tratamentos sobre as
variaveis foram: nimero de ovos, juvenis (J2) eclodidos moveis e imdveis para o calculo da
inibicdo e eclosdo. Houve diferenca significativa entre os tratamentos. O extrato bruto de folhas
de Piper hispidum foi capaz de inibir 99.50% o qual apresentou atividade ovicida e larvicida.
Extratos alcodlicos de P. hispidum provenientes da inflorescéncia possuem atividade
nematicida. Os resultados obtidos indicam a importancia de estudos com produtos naturais
como uma fonte de controle de fitonematdides.

Palavras-chave: Extratos. Fracdes. Metabolitos.
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ABSTRACT

The root-knot nematode is known worldwide for causing high damage to agriculture. An
alternative to the use of agrochemicals is the use of plant extracts that are low cost and less
aggressive to the environment. The objective of the study was to evaluate the nematicidal
activity of aqueous and alcoholic extracts of P. hispidum, in the control of root-knot nematode.
Leaves, inflorescences and stems of Piper hispidum were collected. The design was completely
randomized with six replications, using a 250 uL. “Eppendorf” microtube using Elisa-type
acrylic plates as a support, containing extract at concentrations 50; 25; 12.5; 6.25; 3.12 and 1.56
mg/mL and the suspension of nematode eggs. On the sixteenth day after being taken to the
(B.O.D type incubator at 25 °C), the effect of the treatments on the variables were: number of
eggs, mobile and immobile hatched juveniles (J2) for the calculation of inhibition and hatching.
There was a significant difference between treatments. The crude extract of Piper hispidum
leaves was able to inhibit 99.50% which showed ovicidal and larvicidal activity. Alcoholic
extracts of P. hispidum from the inflorescence have nematicidal activity. The results obtained
indicate the importance of studies with natural products as a source of nematode control.
Keywords: Extracts. Fractions. Metabolites.

1 Introducéo

O Brasil é o maior produtor e o0 segundo consumidor mundial de café, responsavel por
um terco da producdo mundial, o que o deixa como maior produtor mundial. O Brasilé o maior
exportador mundial de café arabica e o segundo maiorexportador de café canéfora (Conab,
2022). O Coffea canephora é responsavel por cerca de 35% da produ¢do mundial de café, sendo
conhecido pelo seu alto vigor vegetativo e produtividade (Brainer, 2019).

Infelizmente, a cultura do cafeeiro é acometida por doencas causadas por fungos,
bactérias, nematoides e virus. Dentre as espécies que atingem o cafeeiro o M. incognita é
apontado como uma das mais prejudiciais, devido sua ampla disseminacéo, alta capacidade de
lesionar o sistema radicular, persisténcia no solo e a suscetibilidade da maioria das cultivares
ao nematoide. Esses fatores dificultam a implantacdo de novas areas cultivadas com café e a
manutencdo de areas ja infestadas (Castro et al., 2008; Mendonca; Lopes; Ludke, 2018).

O uso de nematicidas ¢ um dos métodos mais utilizados no controle desses patdgenos
de solo. Com uma ampla &rea de plantio no Brasil o pais assume a posi¢ao de maior consumidor
de agrotoxicos do mundo. O uso desses produtos em algumas areas de cultivo ndo sdo
permitidos, isto porque estes produtos séo toxicos ao meio ambiente e aos seres humanos, além

de aumentar os custos de producéo (Carneiro et al., 2015; Pignati et al., 2017). Assim, torna-se
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necessaria a busca por novas alternativas de controle, a fim de conservar 0 meio ambiente,
reduzindo impactos, e a0 mesmo tempo promover o controle do patégeno no solo, melhorando
a relacdo custo/beneficio (Batista et al., 2013; Costa et al., 2010; Pignati et al., 2017).

Visto que existe um crescente interesse no uso de produtos naturais, como extratos de
plantas que acumulam metabolitos secundarios (alcaloides, saponinas, flavonoides, taninos,
cumarinas, triterpenos entre outros), por apresentarem potencial de aplicagdo como
antimicrobiano, anti-inflamatdrio, inseticidas, acaricida e anestésico, esses materiais se
apresentam como fontes importantes de moléculas sintetizadas naturalmente e biodegradaveis
na natureza. Destaca-se 0 género Piper pertencente a familia piperacea, composto por mais de
260 espécies distribuida nas regides tropicais e subtropicais no Brasil, o qual tem sido estudado
com frequéncia em funcdo do seu emprego e das suas potencialidades (Braga et al., 2018;
Mgbeahuruike et al., 2017; Scopel et al., 2018; Singh; Ebenso; Quraishi, 2012). E importante
ressaltar que este trabalho teve como objetivo verificar a agdo nematicida do extrato de Piper
hispidum como controle alternativo do Meloidogyne incognita.

2  Material e Métodos
2.1 Obtencao e identificacdo do material vegetal

O estudo foi conduzido na Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria/Centro de
Pesquisa Agroflorestal de Rondénia, em Porto Velho, RO, nas dependéncias do laboratério de
Fitopatologia. A espécie utilizada no presente trabalho foi P.hispidum. A coleta do material
vegetal foi realizada no periodo de junho a agosto de 2019, em area localizada no campo
experimental da Embrapa Rondénia, Porto Velho, RO, com coordenadas (80 5320 "de latitude
Sul e 630 06°40°de longitude Oeste de Grw), com temperatura média didria de 25 °C e 32 mm
de pluviosidade (SisGen codigo: A088959).

Também foram coletadas amostras para registro emherbario. As amostras foram
coletadas seguindo metodologia de campo de Fidalgo et al. (1989). A exsicata encontra-
sedepositada no Herbario Dr. Ary Tupinamba Penna Pinheiro, localizado no Centro

Universitario So Lucas, Porto Velho, RO, sob 0 nimero de registro 7767.

2.2 Material vegetal

Ramos de Piper hispidum contendo folhas, inflorescéncias e talos foram levados para
laboratdrio e submetidos a um processo de separacao entre 0s materiais vegetais. As amostras

foram acondicionadas em sacos de papel e mantidas em estufa de ventilagdo forcada (72h, 65
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°C). Posteriormente os materiais vegetais foram triturados individualmente em liquidificador
industrial de alta rotacdo, até a obtencdo de um p6 fino e armazenado em temperatura ambiente
em sacos pléasticos, com adaptacdes. Conforme descrito por Araujo et al. (2014).

2.3 Preparo dos extratos brutos para o fracionamento

Para preparo da extracdo foram usados dois solventes, agua mineral estéril e o alcool
etilico 96%. Foram pesadas 100 gramas de cada parte da planta e colocadas em Erlenmeyer,
sendo entdo adicionados 200 mL de cada solvente. Em seguida foram submetidos a agitacédo
em Incubadora Shaker refrigerada (4 °C, 100 rpm, 24h). Logo ap0s, os extratos foram filtrados
em tecido de trama fina. Os extratos obtidos foram evaporados e concentrados em rota
evaporador a 70 °C, e armazenadas em microtubos tipo Eppendof (1,5 mL), mantidos a -20 °C,
conforme metodologia adaptada de Parekh, Jadeja e Chanda (2005). Os extratos foram pesados
e diluidos em &gua e alcool etilico 96% obtendo-se as concentracdes finais de 50 mg/mL, 25
mg/mL, 12,5 mg/mL, 6,25 mg/mL, 3,12 mg/mL e 1,56 mg/ mL.

2.4 Condicdes de fracionamento dos extratos

Para a padronizacdo do fracionamento, utilizou-se quatro solventes: hidroxido de
amonio, cloroférmio, metanol e acido sulfurico. Aos extratos brutos secos, etandlico e aquoso,
foram adicionados 16 mL de alcool metilico e 4 mL de agua destilada , ou da mistura e
solubilizado no ultra-som por 20 min.

Posteriormente foi adicionado 20 mL de metanol e 4gua (4:1; v:v) e a solucédo foi
novamente homogeneizada no ultrasom por 10 min. Esta solucédo foi deixada em repouso por
30 min, filtrada em papel de filtro comum e funil de biichner, sendo entéo obtidas duas fracdes
(Parekh; Jadeja; Chanda, 2005;Souza et al., 2009).

O filtrado foi concentrado a um décimo do volume em rotaevaporador a temperatura de
70 °C. Em seguida, a solucéo foi acidificada com &cido sulfurico concentrado até obter pH 4,
transferida para um funil de separacdo onde foram adicionados 10 mL de cloroférmio e agitada
manualmente. O processo foi repetido por trés vezes, separando a fase organica da fragéo béasica

e polar terpendides e compostos fendlicos (Parekh; Jadeja; Chanda, 2005; Souza et al., 2009).

A segunda fase recolhida foi a fracdo basica, adicionando hidroxido de aménio
concentrado a solugdo até obter pH 10. Posteriormente, foram adicionados 20 mL de
cloroférmio e metanol (3:1; :v) agitada manualmente e acrescentado 20 mL cloroférmio. A
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ultima fase a ser coletada foi a fracdo aquosa apresentando alcaloides quaternarios, N-6xidos.
As trés fases obtidas, correspondendo a fragdo organica, basica e aquosa, foram
evaporadas e concentradas em rotaevaporador a 70 °C, armazenadas em frascos ambar e
mantidas a temperatura ambiente até a realizacdo dos ensaios. Para a realizacdo dos testes, as

fracOes obtidas foram diluidas a concentracéo de 50 mg/mL.

2.5 Multiplicacéo e preparo do indculo do nematoide

Os nematoides foram obtidos por meio de populagdes identificadas de acordo com a
metodologia de Carneiro et al.(2001). Utilizando a técnica de eletroforese e mantidas em raizes
de tomateiro ‘Santa Cruz Kada’. Para o presente estudo, essas popula¢fes foram multiplicadas
em chicdria (Cichorium endivia) variedade ¢ Valenga ’, mantidas em casa-de-vegetacdo. As
raizes foram fragmentadas em pedacos de trés cm e os ovos de M. incognita foram extraidos

conforme a metodologia de Hussey e Barker e adaptada por Bonetti e Ferraz (1981).

2.6 Preparo das diluicGes seriada

Os extratos alcoolicos e aquosos foram diluidos, para realizar os testes com ovos e J2
de M. incognita. A preparagao das concentragdes foi conduzida a partir do extrato bruto e fragdo
(50 mg/mL), com diluicéo seriada inicial de 1:2 obtendose concentracdes finais de 25 mg/mL;
12,5 mg/mL; 6 mg/mL; 3 mg/mL e 1,56 mg/mL. As quais foram utilizadas nos bioensaios em

testes contra o patdgeno.

2.7 Ensaios in vitro

Os ensaios in vitro foram realizados em Microtubo Tipo “Eppendorf” de 250 pL usando
placas acrilicas do tipo Elisa como suporte. Para o ensaio, 100 uL da suspensdo de nematoide
contendo 50 ovos e extratos nas concentragdes de 50 mg/mL, 25 mg/mL, 12,5 mg/mL, 6,25
mg/mL, 3,12 mg/mL e 1,56 mg/mL das amostras a ser testadas foram utilizados. A suspensao
de nematoide usada seguiu a metodologia descrita por Hussey e Barker e adaptada por Bonetti
e Ferraz (1981). Como testemunhas foram usados agua, alcool e nematicida (Carbofurano). As
placas foram envoltas em papel aluminio e colocadas em incubada tipo B.O.D (25 °C, 15 dias).

No 16° dia apds a incubacdo, as contagens do numero de individuos vivos, mortos e
ovos foram realizados, com auxilio de microscopio. O experimento foi conduzido em

delineamento experimental inteiramente casualizado empregando nove tramamentos e seis
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3 Resultados e Discussao
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Houve diferengas entre os percentuais de inibicdo da eclosdo dos ovos e total de M.

incognita, para os extratos testados (bruto e fracGes), concentracGes e para interacdo (Extratos

x concentracOes) (Quadros 1 a 6).

Quadro 1 - Resumo da analise de variancia dos efeitos de extratos e das fracGes de diferentes

partes de Piper hispidum (talo, folha e inflorescéncia) e concentragoes.

FV: Fonte de variacdo, GL: graus de liberdade, SQ: soma de quadrados, QM: quadrado médio, F: teste F, CV (%):

coeficiente de variagdo. Fonte: dados da pesquisa.

Esses resultados indicam acdo dos extratos e das fracGes em seis diferentes

concentragdes que inibiram a eclosdo dos ovos e inibigdo total de M. incognita quando

submetido a bioensaio in vitro. O extrato bruto (EB-PhFO) de folha de P. hispidum foi um dos

mais eficientes na inativacdo de juvenis J2 de M. incognita, dentre esses a fracéo basica (PhF02)

FV Extratos Aquosos (IEClos%b) Extratos Aquosos (INB%o)
G.L. S.Q. Q.M. F G.L. S.Q. Q.M. F
Extratos (E)| 5 50292.54 | 10058.51 |13.70** | 5 |84068.92 | 16813.78 | 33.48**
Concent.(C)| 5 28506.62 | 5701.32 | 7.77** | 5 |15452.43 | 3090.49 | 6.15**
ExC 25 | 18352.62 | 73410 | 6.99** | 25 |12555.42 | 502.22 | 7.33**
Residuo | 180 | 18881.37 | 104.90 180 | 12325.5 68.48
Total 215 | 116033.15 215
Média [68.31 73.02
CV(%) [14.99 11.33

apresentou efeito nematicida afetando a eclosdo de nematoides (Quadro 2).

Quadro 2- Teste de agrupamento de médias de Scott Knott a 5% de probabilidade da inibicédo

de eclosdo dos ovos e da inibigdo total observada com a utilizacdo de 6 extratos aquosos

provenientes de folhas, talos e inflorescéncia e fragdes da folha (organica, basica e aquosa) de

Piper hispidum, avaliadas em 6 diferentes concentragoes.

Inibicdo de Ecloséo dos ovos (%)
Concent PhFO PhTa PhLn PhFO1 PhFO2 PhFO3
1 65.62 | Ad | 38.18 | Bc | 53.97 | Ac | 43.25 | Bb [61.75 | Ab | 33.07 | Bd
3 81.18 | Ac|42.80|Cc|52.33|Cc|51.17 |Cb |62.78 | Bb | 41.27 | Cd
6 99.50 | Aa | 39.83 | Cc|49.08 | Cc[49.28|Cb|70.80|Bb|50.50| Cc
12 87.80 |Ab|74.22 |Bb | 67.83 |Cb|58.75|Ca | 74.22 |Bb |57.65| Cc
25 89.33 | Ab | 93.83 | Aa|99.50 | Aa|53.17 |Ch | 96.48 | Aa |67.78 | Bb
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50 (9950 | Aa|97.13 | Aa|94.12 | Aa|62.63 | Ba|99.50 | Aa|99.50| Aa
Inibicéo total (%)
Concent PhFO PhTa PhLn PhFO1 | PhFO2 PhFO3
1 65.62 | Ac | 38.18 | Cc|53.97 | Bc | 43.25| Cc|61.75 | Ac[41.65] Cc
3 81.18 | Ab|42.80 | Cc|52.33| Cc|51.17 | Cc|62.78 | Bc [ 50.97| Cb
6 99.50 | Aa [39.83 | Cc|49.08 | Cc|49.28 | Cc|70.80 | Bb|50.50| Cb
12 92.23 | Aa|74.22|Bb|67.83|Bb|64.42 | Cb|74.05|Bb|57.65| Cb
25 99.50 | Aa|99.50 | Aa|99.50 | Aa|99.50 | Aa|99.67 | Aa|99.50 | Aa
50 99.50 | Aa|99.33 | Aa|99.50 | Aa|99.50 | Aa|99.50 | Aa | 99.50 | Aa

Médias seguidas pelas mesmas letras maitsculas na HORIZONTAL e pela mesma letra mindscula na VERTICAL
ndo diferem entre si de acordo com o teste de agrupamentode médias de Scott Knott a 5% de probabilidade.
Legenda: PhFO: Extrato bruto P.hispidum aquoso de folha: PhTa: Extrato bruto aquoso P. hispidum de talo: Phin:
Extrato bruto aquoso P. hispidum de inflorescéncia: PhFO1; fragdo orgénica P.hispidum PhFO2: fracdo bésica de
P. hispidum PhFO3: fracdo aquosa P. hispidum. Fonte: dados da pesquisa.

Esses resultados indicam acdo dos extratos e das fracbes em seis diferentes
concentracdes que inibiram a eclosdo dos ovos e inibicdo total de M. incognita quando
submetido a bioensaio in vitro. O extrato bruto (EB-PhFO) de folha de P. hispidum foi um dos
mais eficientes na inativacdo de juvenis J2 de M. incognita, dentre esses a fracdo béasica
(PhF02) apresentou efeito nematicida interferindo a eclosdo de nematoides.

Jé& os extratos bruto de talo e inflorescéncias (PhTa, Phin) confirmaram seu controle de
inibicdo nas maiores concentragdes (12; 25; 50 mg mL-1), enquanto a fracéo aquosa (PhFO3)
obtida da folha também se sobressaiu com as maiores concentracoes.

Em outro estudo, extrato de folhas de P. hispidum apresentou eficiéncia no controle de
Hypothenemus hampei, broca-do-cafeeiro, indicando atividade bioldgica do extrato dessa
espécie, com acdo inseticida (Santos et al., 2010). Estudos conduzidos com extratos e 6leos
essenciais de outra espécie do género Piper aduncum, mostraram a presenca de diferentes
tipos de metabdlitos secundarios de grande importancia, com diversas atividades bioldgicas,
como por exemplo, antibacteriana, antifungica e inseticida, dentre outras (Pohlit; Pinto; Mause,
2006).

Atividade inseticida também foi relatada para extratos de folhas e sementes de Annona
muricata L. contra o pulgédo preto Aphis cracciovora, com mortalidade de 18,88% e 92,21%,
respectivamente, na concentracao de 1% (Rodrigues et al., 2014). Em adicdo, Bandeira et al.
(2017) relataram a potencialidade inseticida dos extratos de folhas e de sementes de A. montana
no controle de ninfas de A. craccivora. Na concentracdo de 15%, o extrato hidroetanolico de
folhas causou 78% de mortalidade e CL50 = 7,69%, enquanto o extrato obtido de sementes foi
eficiente na concentracdo de 2%, proporcionando 96% de mortalidade das ninfas, com CL50 =
0,55%.
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Quadro 3- Concentracdes (g.mL™?) associadas a probabilidades de inibicdo de ovos e formas
adulta de M. incognita de diferentes extratos aquosos estimadas utilizando curvas de
concentracdo x mortalidade. A concentracdo letal de 50% da populacdo (CLso) encontra-se
destacada na tabela.

Clx Extratos (g.mL-?)
PhFO PhTa PhLn PhFO1 PhFO2 PhFO3
1 0.01 0.08 0.02 0.04 0.00 0.03
2 0.02 0.12 0.03 0.06 0.01 0.06
3 0.02 0.14 0.03 0.07 0.01 0.07
5 0.03 0.23 0.07 0.13 0.02 0.13
10 0.06 0.42 0.14 0.25 0.05 0.25
20 0.13 0.85 0.35 0.57 0.14 0.58
25 0.17 1.11 0.50 0.78 0.21 0.79
50 0.53 3.32 2.05 2.72 0.99 2.83
75 1.61 9.92 8.40 9.44 4.65 10.10
80 2.13 13.00 11.91 12.85 6.81 13.84
90 4.40 26.55 29.88 28.95 18.63 31.77
95 8.01 47.86 63.86 56.63 42.78 63.08
98 13.48 79.80 123.38 101.34 87.96 114.36
98 15.74 92.91 150.10 120.50 109.02 136.51
99 24.69 144.58 265.35 199.35 203.40 228.39
R? 0.28 0.35 0.24 0.29 0.19 0.28

CLX: Concentracdo letal a diferentes concentracGes variando de 1 a 99. Legenda: PhFO: Extrato bruto P.
hispidum aquoso de folha: PhTa: Extrato bruto aquoso P. hispidum de talo: Phin: Extrato bruto aquoso P.
hispidum de inflorescéncia: PhFO1; fragdo organica P. hispidum PhFO2: fragdo bésica deP. hispidum PhFO3:

fracdo aquosa P. hispidum. Fonte: dados da pesquisa.

O tratamento com o extrato bruto (EB) de folhas de P. hispidum mostrou-se mais
eficiente em comparagéo aos demais, apresentando CL50 de inibic¢ao de ovos e forma adulta de

M. incognita na concentracéo de 0,53 g.mL™ (Quadro 3).

Extrato aquoso de curcuma mostrou atividade nematicida sobre Meloidogyne incognita
com reducgdo maxima de J2 moveis de 67,27% (MIORANZA et al., 2016).

O extrato bruto da folha de P. hispidum na concentragdo de 13,48 (g.mL™) proporcionou
inibicdo de ovos e forma adulta de M. incognita de 98%.

Extratos aquosos de folhas e raizes de Palicourea marcgravii, mais conhecida como
cafezinho, apresentaram efeito toxico sobre adultos de Aetelion sp. O extrato das raizes

apresenta maior toxicidade (CL50 = 12,4 mg.mL™) do que o extrato de folhas (CL50 = 39,9
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mg.mL1) (SILVA et al., 2009).

Extratos de folhas, frutos e talos de P. tuberculatum foram avaliados quanto ao potencial
inseticida para o controle da mosca-do chifre. Os extratos etandlico de folhas e talos
apresentaram CL50 de 61,14 mg mL™* e 6,00 mg mL™, respectivamente. Para os extratos
hexanicos de frutos e acetato de etila de talos as CL50 foram de 136,88 mg mL™* e 1,03 mg
mL! respectivamente, demonstrando a atividade inseticida promissora dessa espécie (BRAGA
etal., 2017).

Quadro 4 - Resumo da anélise de variancia dos efeitos de extratos e das fracdes de diferentes
partes de Piper hispidum (talo, folha e inflorescéncia) e concentracdes (1, 3, 6, 12, 25 e 50
g.mL™) na inibicdo de eclosdo dos ovos de M. incognita (IEClos%) e inibicao total (INB%).

Extratos Alcoodlicos (IEClos%b)

F.V. G.L. S.Q. Q.M. F
Extratos (E) 5 5736.07 1.147.214 1.68NS
Concent.(C) 4 2355.7 588.925 0.86NS

ExC 20 13667.68 683.384 5.48NS

Residuo 150 18717.58 1.247.839

Total 179 40477.03

Média 79.96
CV(%) 13.97
Extratos Alcodlicos (INB%b)

F.V. G.L. S.Q. Q.M. F
Extratos (E) 5 12936.74 2.587.348 5.47**
Concent.(C) 4 2733.95 6.834.875 1.44N8

ExC 20 9467.31 4.733.655 5.04%**

Residuo 150 14085.25 9.390.167

Total 179

Média 83.86
CV(%) 11.55

FV: Fonte de variagdo, GL: graus de liberdade, SQ: soma de quadrados, QM: quadrado médio, F: teste F, CV(%):
coeficiente de varia¢do. Fonte: dados da pesquisa.

Quadro 5 - Teste de agrupamento de médias de Scott Knott a 5% de probabilidade da inibicao
de eclosdo dos ovos e da inibigdo total observada com a utilizacdo de 5 extratos alcoolico
provenientes de diferentes partes de Piper hispidum, avaliados em 6 diferentes concentragdes.
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Inibicao de Eclosao dos ovos (%)
Concent PhFO PhTa PhLn PhFO1 PhFO2
1 68.92 | Bb | 81.48 | Ab | 74.83 | Aa | 64.58 | Bb | 61.98 Bc
3 81.25 | Ab | 73.92 | Ab | 72.27 | Aa | 69.32 | Ab | 80.60 Ab
6 71.73 | Bb | 85.78 | Ab | 82.40 | Aa | 69.77 | Bb | 89.25 Ab
12 78.12 | Bb | 83.55 | Bb | 71.45 | Ba | 78.03 | Bb | 99.50 Aa
25 78.10 | Bb | 99.50 | Aa | 76.32 | Ba | 73.55 | Bb | 99.50 Aa
50 99.50 | Aa | 88.60 | Bb | 82.05 | Ba | 99.50 | Aa | 63.55 Cc
Inibicéo total (%)
Concent PhFO PhTa PhLn PhFO1 PhFO2
1 68.92 | Bc | 81.48 | Ab | 74.83 | Ab | 64.58 | Bc | 61.98 Bc
3 81.25 | Ab | 73.92 | Ab | 72.27 | Ab | 69.32 | Ac | 80.60 Ab
6 71.73 | Cc | 85.78 | Bb | 99.50 | Aa | 69.77 | Cc | 89.25 Ba
12 83.07 | Bb | 83.55 | Bb | 94.60 | Aa | 85.88 | Bb | 99.50 Aa
25 78.10 | Bb | 99.50 | Aa | 99.50 | Aa | 81.02 | Bb | 99.50 Aa
50 99.50 | Aa | 99.50 | Aa | 89.98 | Aa | 99.50 | Aa | 78.15 Bb

Médias seguidas pelas mesmas letras maidsculas na HORIZONTAL e pela mesma letra mindsculas na VERTICAL
ndo diferem entre si de acordo com o teste de agrupamento de médias de Scott Knott a 5% de probabilidade.
Legenda: PhFO: Extrato bruto alcotlico de P. hispidum de folha: PhTa: Extrato bruto alco6lico P. hispidum
de talo: Phin: Extrato bruto alcodlico P. hispidum de inflorescéncia: PhFO1; fracdo organica P. hispidum

PhFO2: fracdo bésica de P. hispidum. Fonte: dados da pesquisa.

Todos os extratos inibiram a eclosdo in vitro de M. incognita, obtendo uma porcentagem
significativa de inibicdo sobre a eclosdo dos ovos com média variando de 99,50% a 61.98%.
Essa diferenca de atividade pode ser em razéo das concentracBes dos principios ativos presentes
nas diferentes partes da planta.

O extrato da folha fragdo basica alco6lico PhFO2 nas concentragcfes de 12 e 25 mg mL”
! apresentaram percentuais de inibicdo de 99,50%. A eficiéncia de inibicio da eclosdo de ovos
em torno de 99,50%, proporcionada tanto pelo extrato aquoso bruto das folhas (PhFO), quanto
pelo extrato alcdolico bruto da inflorescéncia (Phin) indica o potencial nematicida P. hispidum
para controle de M. incognita. Esses compostos podem apresentar algumas vantagens em
relacdo aos produtos quimicos, tais como: baixo custo/beneficio.

Em relacdo aos principios bioativos de Piper hispidum constituem de amidas, benzenos,
acidos benzoicos, flavonoides e Gleos essenciais, dos quais 17 tém significativa atividade
antifingica, antimicrobiana, antiplasmodial, leishmanicida e inseticida (NASCIMENTO et al.,
2012; SILVA et al., 2014).

Estudos fotoquimicos observaram que espécie de P. hispidum possui alcaloides,
saponinas, flavonoides, taninos condensados, taninos hidrolisaveis, compostos fendlicos,

cumarinas e triterpenos (FREIRE et al., 2022).
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Estudos relataram que o extrato aquoso de folhas de Piper hispidum, teve uma eficiéncia
de 75% em relacdo a reducdo da eclosdo de J2 de M. incognita (Sangi et al., 2018).

Outros estudos mostraram que extratos, fracOes e substancias isoladas de P. umbellatum
apresentaram um amplo espectro de atividades farmacoldgicas, como por exemplo
leishmanicida, frente a forma promastigota de L. amazonensis (Braga et al.,2007).

Analisando o 6leo essencial extraido dos frutos, talos e raizes de Piper tuberculatum
Jacq. e P. hispidum, autores identificaram como constituintes majoritarios o dilapiol, com
57,5%, a elemicina com 24,5% e o apiol 10,2%. Por outro lado, os resultados corroboram com
0 encontrado que o extrato metandlico dessa espécie também mostrou resultado positivo, tendo
acao inseticida contra lagartas de Spodoptera frugiperda (Facundo et al., 2008).

Algumas pesquisas descreveram compostos fenolicos encontrados na folha de P.
tuberculatum e folha e inflorescéncia de P. hispidum. Nesses trabalhos, foram observados
flavonoides em cinco das seis partes avaliadas de P. tuberculatum e P. hispidum. A presenca
destes compostos também foi observada em folhas, talos e inflorescéncia de Piper mollicomum
Aubl, e destacam-se por suas potenciais atividades bioldgicas e terapéuticas, e podem variar de
acordo com o tipo do solvent utilizado (Almeida et al., 2019; Silva et al., 2020).

As concentragdes CLso dos extratos brutos (EB) e fragdes (PhFO1 e PhFO2) alcodlicos
das folhas, talos e inflorescéncias de P. hispidum contra M. incognita, estdo apresentadas na
Quadro 6.

Quadro 6 - Concentracdes (g.ml™?) associadas as probabilidades de inibi¢do de ovos e formas
adulta de M. incognita de diferentes extratos alcodlicos estimadas utilizando curvas de
concentracdo x mortalidade. A concentracdo letal de 50% da populacdo (CLsg) encontra-se em
destaque no quadro.
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Extratos (g.mL-?)
CLx
PhFO PhTa PhLn PhFO1 PhFO2
1 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01
2 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01
3 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01
5 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01
10 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01
20 0.01 0.01 0.01 0.03 0.01
25 0.01 0.02 0.01 0.05 0.01
50 0.15 0.16 0.10 0.51 0.10
75 3.21 1.45 1.07 4.85 1.65
80 6.86 2.50 1.93 8.47 3.30
90 50.44 10.47 9.15 36.69 20.53
95 262.12 34.18 33.12 123.14 92.90
98 1094.66 9541 101.04 351.97 344.01
98 1675.10 12951 140.82 481.12 507.92
99 5768.62 314.76 369.61 1193.54 1576.36
R2 0.05 0.15 0.03 0.13 0.05

CLX: Concentracéo letal a diferentes concentragdes vaiando de 1 a 99. Leganda: PhFO: Extrato bruto alcodlico
de P. hispidum de folha: PhTa: Extrato bruto alco6lico P. hispidum de talo: Phin: Extrato bruto alcodlico P.
hispidum de inflorescéncia: PhFO1; fracdo organica P. hispidum PhFO2: fracdo basica de P. hispidum. Fonte:
dados da pesquisa.

Os resultados desse experimento mostraram que os extratos alcodlicos brutos e as duas
fracdes de P. hispidum apresentaram atividade nematicida promissora para o controle M.
incognita. A CL50 (concentracéo letal na inibicdo de ovos e formas adulta) foi observada em
concentragdes que variaram de 0,10 4 0,16 g.mL™* dos respectivos extratos alcodlicos exceto a
fragdo organica da folha (PhFO1) cuja CL50 foi obtida com a concentracéo de 0,51 g.mL™.

O efeito acaricida de extratos etandlicos das folhas, caules e frutos de P. tuberculatum
contra larvas e adultos de Rhipicephalus microplus foi avaliado, tendo sido observado que as
concentracgdes letais para 50% dos individuos (CL50), apds 24 horas, foram 3,62, 3,99 e 5,30
mg mL2, respectivamente. Este estudo evidencia o potencial da espécie em fornecer ingrediente
ativo em formulagdes de pesticidas para o controle de R. microplus (Braga et al., 2018).

Outro estudo cita o efeito inseticida de 6leos essenciais de folhas de Piper hispidinervum
C. DC. e Piper aduncum sobre Sitophilus zeamais Motsch, utilizando sete concentragdes desses
6leos, com a maxima concentragio em 300 mg mL-1 e a minima de 10 mg mL-1. Foi observada
78 e 63% de mortalidade com as concentragdes entre 300 - 200 mg mL-! respectivamente
(Estrela et al., 2006).

Outras pesquisas apontaram que a aplicacdo de manipueira na concentracdo de 0,5
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g.mL-1 proporcionou um PRO de 56,04% de M. incognita em tomateiros em condicdes de
campo. Também foi observado no trabalho de Guimardes et al. (2021), em estudo com extrato
de manipueira na concentracdo de 0,3 g.mL-1, uma reducdo de 49,12% na reproducdo de M.
javanica em jiloeiro (Guimaraes et al., 2021; Nasu et al., 2010).

Alguns compostos sdo extraidos mais facilmente em &lcool como os flavonoides,
enquanto os acidos e os agucares pelos extratos aquosos (Edwards et al., 2012). Por isso, ha
diferencas na eficiéncia no controle de M. incognita entre as diferentes partes da planta de Piper
hispidum e os respectivos extratores utilizados no presente estudo.

Vale ressaltar que a utilizacdo destes produtos naturais representa uma estratégia de
controle mais econdmico, pois, 0 uso de extratos de plantas com propriedades ativas pode ser
cultivadas pelo proprio agricultor em sua propriedade (Santos; Silva, 2015).

Conclusao

As diferentes partes da planta Piper hispidum (folhas, talos e inflorescéncias) tiveram
efeito nematicida sobre o patdgeno M. incognita.

Extratos aquosos e suas fracbes apresentaram efeito inibitdrio frente ao M. incognita,
excetuando-se a fragdo de folha (PhFO1) que na concentragdo de 50 mg mL™ 1, apresentou baixa
toxicidade.

O extrato bruto de folhas de Piper hispidum foi capaz de inibir 99,50%, tendo
demonstrado atividades ovicidas, larvicidas.

Extratos alcodlicos (EB) de P. hispidum inflorescéncia possuem atividade nematicida
sobre M. incognita.

Fracdo alcoolica obtida da folha (PhFO2) apresentou efeito com as concentracfes 12 e
25 mg mL, causando 99,50% % de inibicdo e mortalidade.

O uso de extratos possui vantagens, como o fato de ndo necessitar de grandes
quantidades de solvente, tendo uma extracdo relativamente rapida e eficiente com a adicéo de
solventes de baixo custo/beneficio que possibilita extracdo de compostos secundarios e
potencial nematicida.

Estudos como estes ilustram a importancia dos produtos naturais como uma fonte de

controle de fitonematoides de importancia agricola.
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CAPITULO II: AVALICAO DE EXTRATOS VEGETAIS NO CONTROLE DE
NEMATOIDES DAS GALHAS Meloidogyne incognita in vivo
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RESUMO

Frequentemente os metabolitos secundarios das plantas estdo sendo estudados com o objetivo
de analisar sua atividade bioldgica no controle de pragas e doencas de culturas de interesse
agrondmico. Dessa forma, objetivou-se avaliar o efeito de inibicdo na eclosdo, na mortalidade
e na motilidade de juvenis de segundo estadio (J2) de Meloidogyne incognita utilizado extratos
e fragOes de P. hispidum. O experimento foi conduzido em casa de vegetacao a partir de mudas
transplantadas para vasos de 8 L contendo solo e areia esterilizados, na proporcdo de 2:1
(v/v). Foram inoculadas com 5.000 ovos de M. incognita. Apds 15 dias aplicaram-se 100 dos
extratos por vaso. A aplicacdo dos extratos foi repetida aos 45 e 70 dias ap6s a inoculagéo,
avaliando-se as mesmas apds 95 dias quanto ao nimero de galhas por grama de raizes (NGGR),
nimero de ovos por grama de raizes (NOGR) e ao J2 e mdveis e imdveis (J2MI). O
delineamento experimental utilizado foi do tipo inteiramente casualizado, com seis repeticdes.
Em todos os tratamentos houve reducdo da populacdo dos nematoides com efeito nematicida.
No entanto, é recomendada a realizacdo de estudos adicionais para avaliar a capacidade do
fitopatdgeno em se tornar cada vez mais supressivo ao longo do tempo.

Palavras-chave: Piperaceae; Fitonematoide; Atividade nematicida; Café.
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ABSTRACT

Often the secondary metabolites of plants are being studied with the aim of analyzing their
biological activity in controlling pests and diseases of crops of agronomic interest. Therefore,
the objective was to evaluate the inhibition effect on hatching, mortality and motility of second
stage (J2) juveniles of Meloidogyne incognita using extracts and fractions of P. hispidum. The
experiment was conducted in a greenhouse using seedlings transplanted into 8 L pots
containing sterilized soil and sand, in a 2:1 (v/v) ratio. They were inoculated with 5,000 M.
incognita eggs. After 15 days, 100 of the extracts were applied per pot. The application of the
extracts was repeated at 45 and 70 days after inoculation, evaluating them after 95 days
regarding the number of galls per gram of roots (NGGR), number of eggs per gram of roots
(NOGR) and J2 and movable and immovable property (J2MI). The experimental design used
was completely randomized, with six replications. In all treatments there was a reduction in the
population of nematodes with a nematicidal effect. However, it is recommended that additional
studies be carried out to evaluate the ability of the phytopathogen to become increasingly

suppressive over time.

Keywords: Piperaceae; Phytonematodes; Nematicidal activity; Coffee.
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1 INTRODUCAO

Existem mais de 100 tipos diferentes de plantas do género Coffea, sendo que duas delas,
Coffea arabica L. e Coffea canephora Pierre ex A. Froehner sdo responsaveis por quase toda a
producdo global de café, representando cerca de 100%. O Brasil se destaca como o maior
produtor e exportador de café, além de ser o segundo maior consumidor do mundo, de acordo
com informagdes da (CONAB, 2020).

A producéo global de café para a safra 2023-2024 foi estimada em 174,3 milhGes de
sacas de 60 kg, das quais aproximadamente, 96,3 milhGes de sacas sdo de café arabica,
representando 55,2% da producdo total. Além disso, hd 78 milhdes de sacas de café
robusta+conilon, o que equivale a 44,8% do total da safra mundial (MAPA, 2023).

No contexto nacional, Rondonia destaca-se por abrigar o maior parque cafeeiro da Regido
Norte do Brasil, sendo o segundo maior produtor de C.canephora no pais, perdendo apenas
para o Espirito Santo. Alguns municipios de destaque na producao de café em Rondbnia sao:
Cacoal, Alto Alegre dos Parecis, Nova Brasilandia d“Oeste, Alta Floresta do Oeste, Buritis e
Ministro Andreazza (IBGE, 2022).

A cafeicultura foi introduzida em Ronddnia nos anos 70 por agricultores migrantes das
regides Nordeste, Sudeste e Sul do Brasil. pelos pequenos e médios agricultores-migrantes do
Nordeste, Sudeste e Sul. Inicialmente, as principais cultivares utilizadas eram o Catuai e 0
Mundo Novo, ambas pertencentes ao género C. arabica L. Porém, a partir dos anos 90, a
cultivar 'Conilon' passou a dominar a maioria das plantacdes de café no estado. Atualmente, a
area cultivada com café esta estimada em 2,24 milhdes hectares (CONAB, 2022).

Apesar dos avancos na cadeia de producédo do café, o setor enfrenta desafios decorrentes
de vérias doencas que podem afetar a cultura ao longo de seu ciclo de vida. Dentre os agentes
causadores de doencas nas plantacdes de café, os nematoides das galhas, conhecidos como
Meloidogyne spp, tém um impacto significativo, resultando em perdas de cerca de 15% na
producéo global e 20% na producéo do Brasil.

Diferentes estratégias tém sido utilizadas para conter a populacdo de nematoides das
galhas, incluindo métodos quimicos, fisicos, biolégicos e culturais, entre outros, como
mencionado por Campos et al. (2001).

Diante das dificuldades de controle do patdégeno nas areas de cultivo, € importante
desenvolver e buscar alternativas mais sustentaveis e eficientes para a reduzir os nematoides,
minimizar 0s impactos negativos ao meio ambiente e reduzir os custos envolvidos (FERRAZ;
BROWN, 20186).
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Assim, o objetivo nesse trabalho foi avaliar a atividade dos extratos aquosos brutos e
fracGes de P. hispidum sobre Meloidogyne incognita na eclosdo de juvenis segundo estadios,
utilizando dois clones de C. canephora das variedades Conilon (Robusta).



o1

2 METODOLOGIA

O experimento foi conduzido na cidade de Porto velho/Ronddnia (EMBRAPA), entre
0s meses de janeiro a agosto de 2023, em casa de vegetacdo, nas coordenadas geograficas (80
53720 "de latitude Sul e 630 06 40 de longitude Oeste de Grw).

2.1 COLETAE DESCRICAO DO MATERIAL BOTANICO

Folhas, talhos e inflorescéncia de Piper hispidum foram coletadas no periodo de junho
a agosto de 2019 a espécie usada € cultivada no campo experimental da Embrapa Rondénia.
Conduzidas ao Herbério Dr. Ary Tupinamba Penna Pinheiro, Porto Velho — RO, sob o nimero
de registro 7767, do Centro Universitario S&o Lucas.

2.2 PROCESSAMENTO DO MATERIAL VEGETAL

As amostras dos materiais vegetais foram acondicionadas e mantidas em estufa de
ventilacdo forcada (a 65°C) por 48 horas. Logo apds os materiais vegetais foram triturados
individualmente em liquidificador industrial de alta rotacdo, até a obtencdo de um poé fino e
armazenado em temperatura ambiente em sacos plasticos e potes de vidros com adaptacdes,

conforme descrito por Araujo et al. (2014).

2.3 OBTENCAO DO EXTRATO BRUTO DAS PARTES AEREAS DE Piper hispidum

Para a preparacédo da extragdo, foram utilizados dois solventes, sendo eles agua mineral
estéril e alcool etilico 96%. Cada parte da planta foi pesada em 100 gramas e colocada em um
Erlenmeyer, onde foram adicionados 200 mL de cada solvente. Posteriormente, foram
submetidos a agitacdo em Incubadora Shaker refrigerada (4°C, 100 RPM, 24 h), em seguida, 0s
extratos foram filtrados com auxilio de um tecido de trama fina e algodao. Os extratos obtidos
foram concentrados e evaporados em rota evaporador a 70°C, e armazenados em microtubos
tipo Eppendof (1,5 mL), mantidos a-20 °C, conforme metodologia adaptada de Parekh et al.
(2005).
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24 FRACIONAMENTO DO EXTRATO AQUOSO BRUTO DE Piper hispidum

O extrato aquoso bruto (EAB) (2009) das partes aéreas de Piper hispidum, foi utilizado
quatro solventes: hidroxido de amoénio, cloroférmio, metanol e &cido sulfirico. Foram
adicionados 16 mL de alcool metilico e 4 mL de 4gua destilada ou da mistura e solubilizado no
ultra-som por 20 minutos. Posteriormente foi adicionado 20 mL de metanol e agua (4:1; v:v) e
a solucéo foi novamente homogeneizada no ultra-som por 10 minutos. Esta solugéo foi deixada
em repouso por 30 minutos, filtrada em papel de filtro comum e funil de biichner, sendo entdo
obtidas duas fracBes (PAREKH et al., 2005; SOUZA et al., 2009).

A mistura foi concentrada a um décimo do volume em rotaevaporador a temperatura de
70°C. Em seguida, a solucdo foi acidificada com acido sulfurico concentrado até obter pH 4,
transferida para um funil de separagdo onde foram adicionados 10 mL de cloroférmio e agitada
manualmente. O processo foi repetido por trés vezes, separando a fase organica da fracédo béasica
e polar terpendides e compostos fendlicos (PAREKH et al., 2005; SOUZA et al., 2009).

A segunda fase recolhida foi a fracdo basica, adicionando hidroxido de aménio
concentrado a solugdo até obter pH 10. Posteriormente, foram adicionados 20 mL de
cloroférmio e metanol (3:1; v:v) agitado manualmente e acrescentado 20 mL cloroférmio. A
ultima fase a ser coletada foi & fracdo aquosa apresentando alcaloides quaternarios, N-6xidos.

As trés fases obtidas, corresponde & fragdo orgénica, basica e aquosa, foram evaporadas
e concentradas em rotaevaporador a 70°C, armazenadas em frascos ambar e mantidas a
temperatura ambiente até a realizacdo dos ensaios. Para a realizacdo dos testes, as fracOes

obtidas foram diluidas a concentragdo de 50 mg mL™.

2.5 OBTENCAO DOS INOCULO DE Meloidogyne incognita

Os nematoides M. incognita utilizados no experimento foram obtidos de
populacdes puras coletadas no Campo experimental da Embrapa — RO, em Ouro Preto do
Oeste. Essas populagcOes foram identificadas de acordo com metodologia proposta por Santos
(2017). Identificadas de acordo com a metodologia de Carneiro et al. (2001). Essas populagdes
foram multiplicadas em plantas de tomateiro (Santa Cruz Kada) e chicdria (Cichorium
endivia) variedade “Valenga” e mantidas em casa-de- vegetacéo.

A extracdo dos nematoides foi realizada utilizando o método de Hussey e Barker,
adaptado por Boneti e Ferraz (1981). A contagem dos ovos tem como objetivo a calibragdo da
suspensdo foram realizadas seis repeticoes e a partir destas obtendo-se uma média de 5.000

0v0s/vaso.
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2.6 PREPARO DAS DIFERENTES CONCENTRACOES

Nesta etapa, foram analisados o extrato bruto e fragdo a partir da concentracdo (50 mg
mL-1),com diluigdo seriada inicial de 25 mg mL™ e 12,5 mg mL*. As quais foram utilizadas

nos bioensaios em testes contra o patégeno.

2.7 EFICIENCIA DE CONTROLE EM CONDICOES IN VIVO

Para os ensaios in vivo foram utilizadas mudas de café Coffea canephora do clone BRS
2357 suscetivel ao nematoide, estas preparadas no Campo experimental da Embrapa em Ouro
Preto do Oeste. As mudas com quatro meses foram transplantadas para vasos de oito litros
contendo solo e areia esterilizados, na proporc¢éo de 2:1 (v/v). Quarenta e nove dias depois de
transplantadas foram inoculados com uma suspenséo aquosa contendo 5.000 ovos do respectivo
nematoide. Apds 15 dias foram aplicados no solo, os tratamentos nas concentracdes de 50 mg
mL?, 25 mg mL? e 12,5 mg mL™. As outras aplicages dos extratos foram realizadas com
intervalo de 45 e 70 dias ap0s a primeira. Nesse periodo, procedeu-se as aplicacdes dos extratos
vegetais no solo na proporgéo de 100 mL por muda ocorrendo cinco aplicagdes durante todo o
experimento. Foram utilizados como controle positivo e negativo agua e nematicida (Furadam).
O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com 10 tratamentos e seis repetigdes.

Durante 95 dias, as plantas foram mantidas em casa de vegetacdo e receberam
manualmente irrigacdo. Apds esse periodo, as plantas foram retiradas dos vasos com solo para
seguintes avaliagdes, massa seca do sistema radicular o nimero de galhas e o nimero de ovos
por sistema radicular. Ambas foram pesadas em balanca analitica. Apds a contagem das galhas
do sistema radicular, foram separadas trés gramas de raizes, entdo as mesmas foram cortadas
em pedacos de aproximadamente trés cm para a extragdo de ovos foi utilizada a de Hussey e
Barker (1973), modificada por Bonetti e Ferraz (1981). Foram realizadas trés contagens de

cada repetigéo, para quantificacdo o numero total de ovos, imoveis e moveis.



3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 RESULTADOS DO TESTE in vivo

Houve reducdo no numero de ovos das populacdes finais de nematoides, em todos 0s

tratamentos com os extratos brutos aquosos e fragOes testadas, quando comparados com a

testemunha negativa agua (Tabela 1).

No entanto, ao analisar os resultados, pode-se observar neste estudo que, 0s extratos e
as fracGes ndo apresentaram valores significativos entre as variaveis (Quadro 1).

Tabela 1. Resumo das analises de varidncia da acdo dos tratamentos avaliados apos aplicacdo

dos extratos via solo em mudas de café. Ensaio realizado em estufa.
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N©° J2 J2 Ne
FV GL 0OVvOos MOVEL IMOVEL GALHAS
Tratamentos 11 162,87** 129,44** 67,85* 317,99**
Extratos (E) 9 30,51** 0,01 69,93** 24,15**
Testemunhas (T) 1 990,05** 776,64** 99,40** 2096,95**
Ext 1 526,87** 647,20*%* 17,50** 1183,60**
Residuo 60
Meédia geral 17,31 4,09 2,06 47,28
Média extratos 10,73 1,66 1,81 29,87
Média Testemunha + 0,8 0,02 0,02 74
Média Testemunha - 99,67 49 6,67 261,33

FV: Fonte de variacdo, GL: graus de liberdade.

Quadro 1 - Namero de ovos de Meloidogyne incognita, ap6s aplicacdo dos extratos
vegetais ao solo em plantas de cafeeiro.

N° de ovos
Tratamentos Concentragdes/
mg mL?!
TESTEMUNHA - 99.66667 a
E.B.Fo.Ph 50 31.83333 b
E.B.Fo.Ph 25 26.16667 b
E.B.Fo.Ph 12,5 25.66667 b
E.F.FA3.Ph 12,5 10.5 C
E.B.Ta.Ph 12,5 4.0 c
E.B.Ta.Ph 25 3.16667 C
E.F.FA3.Ph 50 2.66667 C
E.B.Ta.Ph 50 25 C
E.Ta.FA3.Ph 12,5 8 C
TESTEMUNHA + 8 c
E.Ta.FA3.Ph 50 0 C

Cultivar suscetivel de Coffea canephora do clone BRS 2357, teste Tukey a 5% de
probabilidade. Legenda: E.B.FO.Ph: Extrato bruto de folha de P.hispidum: E.F.FA3.Ph:
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Extrato de folha fracdo aquosa de P.hispidum; E.B.Ta.Ph: Extrato bruto de talo de P. hispidum
; E.Ta.FA3.Ph:Extrato de talo fragdo aquosa de P. hispidum.

Para os extratos testados (bruto e frag@es), foi observado menor nimero de ovos de M.
incognita, com as fragdes de talos e folhas nas concentracdes 50 e 12,5 mg mL™ e os tratamentos
de extrato bruto de talo nas concentragdes de 50, 25 e 12,5 mg mL™* se igualaram as do
Carbofuran (Quadro 1).

Extratos tém um efeito positivo sobre os ovos de M. incognita, pois retardam seu
desenvolvimento, mantendo-os na primeira fase do desenvolvimento embrionario (Quadro 1).

O comportamento dos extratos aquosos de gervdo, mulungu, pau-amargo, picdo e
tansagem foram comprovados quando submetidos a testes contra M. incognita e M. javanica
em diferentes concentragdes 0, 10, 20, 30, 40 e 50 g L™ (Mateus, 2012).

Araujo et al. (2014), testaram extratos de folhas de P. marginatum, in vitro e observaram
acdo inibitoria do crescimento micelial do fungo Colletotricum scovillei.

Estudos realizados por Campos et al. (2002), avaliando o efeito de diversos extratos
aquosos na mortalidade e na inibicdo da eclosdo de M. exigua. Observaram atividades
diferentes. Sugere ainda que as diferentes etapas de eclosdo, como a multiplicacéo celular, o
desenvolvimento embrionario, estdo sendo afetadas por essas substancias de forma distinta.

Constituintes quimicos presentes em extratos vegetais, sao biodegradaveis, sdo biocidas
e possuem amplo modo de acao sobre os microrganismos (CHITWOOD, 2002).

E importante ter conhecimento acerca dos produtos com eficiéncia que afetam a
motilidade de M. incognita, uma vez que podem resultar na diminuicdo do nimero de
nematoides que invadem as raizes, Como consequéncia, as demais variaveis estudadas
relacionadas aos nematoides, bem como dos fatores reprodutivos afetados (Santos et al., 2013).

Verificam-se nesses dados que a quantidade de juvenis que eclodiram foi maior no
controle negativo, onde ndo houve utilizacdo do extrato. Os resultados mostraram diferenca em
relacdo a testemunha negativa, entretanto, ndo houve significancia entre os extratos versus
concentragoes.

Em relacdo a eclosdo de juvenis mdveis e imoveis, observa-se que o percentual de
mobilidade e mortalidade foram semelhantes, tanto para os tratamentos brutos, quanto

concentracdes (Quadro 2).

Quadro 2 — Numero de juvenis de segundo estadio de Meloidogyne ingconita eclodidos em
plantas de cafeeiro cultivar suscetivel BRS 2357 tratadas com extratos aquosos aplicagdo via
solo.
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Tratamentos Concentracdes/ | J2 eclodidos moveis J2 eclodidos imoveis
mg mL*
TESTEMUNHA - 49.0 a 6.66667 b
E.B.Fo.Ph 12,5 01667 b 11.33333 a
E.B.Fo.Ph 25 01667 b 6.66667 b
E.B.Fo.Ph 50 01667 b 01667 C
E.F.FA3.Ph 12,5 .01667 C .01667 C
E.B.Ta.Ph 125 .01667 c 01667 c
E.B.Ta.Ph 25 .01667 C .01667 C
E.F.FA3.Ph 50 .01667 C .01667 C
E.B.Ta.Ph 50 .01667 C 01667 C
E.Ta.FA3.Ph 125 .01667 c 01667 c
E.Ta.FA3.Ph 50 .01667 C .01667 C
TESTEMUNHA + .01667 C 01667 c

Legenda: E.B.FO.Ph: Extrato bruto de folha de P.hispidum: E.F.FA3.Ph: Extrato de folha
fracdo aquosa de P.hispidum; E.B.Ta.Ph: Extrato bruto de talo de P. hispidum ;
E.Ta.FA3.Ph:Extrato de talo fracdo aquosa de P. hispidum. teste Tukey a 5% de probabilidade.

Steffen et al. (2008), avaliando o efeito dos dleos de camomila, orégano, eucalipto,
marcela e funcho, verificaram que, esses 6leos foram menos eficientes na reducdo da
mortalidade dos J2 de M. graminicola.

Em trabalho no qual estudou a eficiéncia do extrato etanolico de folhas de P.
hispidinervum obsevaram menor efeito na mortalidade, provocando apenas 10,0% de A.
gemmatalis e 13,3% em S. frugiperda (LUCENA, 2015).

A utilizacdo dos extratos e fracbes de P. hispidum causaram reducdo significativa na
formacdo no nimero de galhas nas raizes do cafeeiro, quando comparados testemunhas agua.
No entanto, ndo houveram diferencas para as variaveis, massa seca do sistema radicular (PSSR)
e massa seca da parte aérea (PSA) (Quadro 3).

Esses resultados corroboram aos obtidos por ALVES (2020) em ensaios realizados em
casa de vegetagdo usando solo revolvido com esterco de gado em solarizador em que houve
baixa eficiéncia de controle do nimero de galhas e ovos de

M. incognita por sistema radicular das plantas de alface quando comparados ao controle.
Isso ocorreu devido a baixa populacdo inicial dos J2 de M. incognita presentes no solo das
parcelas do tratamento testemunha.

Verifica-se, que os extratos analisados ndo prejudicaram o crescimento das mudas,
independentemente da concentracdo ou parte da planta. No entanto prejudicaram a colonizacéo

radicular pelo patégeno, resultando em reducdo na populacdo de M. incognita.

Quadro 3 - Numero de galhas do sistema radicular, massa seca da raiz e massa seca da parte
aérea em plantas de cafeeiro.
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Tratamentos Concentracgdes/ | N° de galhas Sistema Parte aérea Seca
mg mL*? radicular

TESTEMUNHA - 261.33333 | a | 36.58333 | a 78.0 a
E.F.FA3.Ph 12,5 65.33333 | b | 21.66667 | bc 45.5 bcd
E.F.FA3.Ph 50 54.83333 | bc | 21.83333 | bc | 65.38333 ab
E.B.Fo.Ph 50 39.66667 | cd | 14.33333 | ¢ 385 bcd
E.B.Fo.Ph 25 29.5 de | 11.83333 | ¢ | 33.83333 cd
E.B.Fo.Ph 12,5 28.33333 | de 16.5 bc 50.4 abcd
E.B.Ta.Ph 25 26.83333 | de | 28.16667 | ab 57.8 abcd
E.B.Ta.Ph 12,5 23.66667 | def 19.0 bc | 61.38333 | abc
E.B.Ta.Ph 50 20.0 efg 175 bc | 60.83333 | abcd
E.Ta.FA3.Ph 12,5 74 c |17.13333 | bc 30.8 d
TESTEMUNHA + 74 c | 17.13333 | bc 30.8 d
E.Ta.FA3.Ph 50 3.16667 | c | 20.66667 | bc | 32.33333 cd

Média de 6 repeticbes, Coffea canephora clone BRS 2357, teste Tukey a 5% de probabilidade.
Legenda: E.B.FO.Ph: Extrato bruto de folha de P.hispidum: E.F.FA3.Ph: Extrato de folha
fracdo aquosa de P.hispidum; E.B.Ta.Ph: Extrato bruto de talo de P. hispidum ;
E.Ta.FA3.Ph:Extrato de talo fracdo aquosa de P. hispidum.

Em estudo utilizando-se extratos aquosos de diferentes espécies de Piper no controle
M. incognita, Sangi et al. (2018) observaram que esses tratamentos ndo podem ser considerados
negativos no desenvolvimento das mudas de cafeeiro. Quando comparadas as plantas que nao
receberam nenhuma aplicacdo e que também ndo observou alteragdo significativa em seu
crescimento.

Esses resultados sdo semelhantes aos obtidos por Matos (2015), que ao testar extratos
aquosos de diferentes espécies vegetais no controle de Meloidogyne em raizes de tomateiro e
feijoeiro, ndo observou impacto significativo na massa seca das raizes em relacdo ao controle
positivo de forma ampla.

Estudo sobre a reproducdo de Meloidogyne spp. em plantas medicinais apresentam
resultados diversos, embora seja avaliando a mesma espécie botanica. Uma possivel
explicacdo para esse fato € a existéncia de diferentes metodologias adotadas nos estudos que
podem variar. Especialmente em relacdo a quantidade de nematoides usada, ao tempo entre
inoculacdo e avaliacdo, as condi¢bes de cultivo, a procedéncia das plantas utilizadas e as
populagdes dos nematoides. Estas diferencas podem influenciar os resultados e gerar resultados
diferentes (Anjos, 2019).

Diante dos estudos realizados nesse trabalho, (Quadros 1, 2 e 3), observaram- se nos
ensaios realizados, que os tratamentos ndo diferiram entre extratos e concentragdes. No entanto,
é recomendada a realizacao de estudos adicionais para avaliar a capacidade do patégeno em se

tornar cada vez mais supressivo ao longo do tempo.
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CONCLUSOES

A aplicacdo de extratos vegetais diretamente no solo pode diminuir a quantidade de
ovos e galhas nas raizes das plantas de café em condicdes de casa de vegetacao.

E importante estudar plantas que possuem atividade biol6gica no controle de
fitonematoides do género Meloidogyne.
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5 DISCUSSAO

Neste trabalho foram discutidos os resultados da pesquisa de laboratério e casa de
vegetacdo apresentados nas secOes anteriores (4.1 e 4.2). A apresentacao de resultados teve dois
formatos. O primeiro, buscou apresentar os dados de forma geral, para avaliando-se a acdo dos
extratos (bruto e fragdes). J& o segundo, foi conduzido a partir dos melhores tratamentos, ambos
em busca do controle de um dos principais patégenos do cafeeiro.

Desde que chegou ao Brasil em 1727, o café se tornou uma das principais culturas
cultivadas no pais (ALVES et al., 2019). Contribuindo significativamente para a economia. A
producdo de café no Brasil tem crescido rapidamente ao longo dos anos, sendo uma das
principais fontes de renda para o pais (RUFINO, 2006). De acordo com dados da CONAB
(Companhia Nacional de Abastecimento), a producdo nacional de café para a safra de 2022 esta
estimada em 55,7 milhGes de sacas de 60kg. Deste total, aproximadamente 38,7 milhdes de
sacas sdo de café da espécie arabica, enquanto 17 milhdes de sacas sdo de café conilon pais
(CONAB, 2022).

A producdo de café também enfrenta obstaculos, tais como oscila¢cBes nos precos,
alteracdes climaticas, infestacGes de pragas e doencas que tém um impacto significativo na
reducdo da producédo (FERREIRA, 2016).

Os nematoides conseguem colonizar uma grande diversidade de ambientes, mais do que
qualquer outro grupo de animais multicelulares nesse aspecto. Ha diversas espécies que vivem
de forma independente e se alimentam de bactérias ou esporos de fungos, enquanto outras agem
como predadores ou tém habitos parasitas (LIMA et al., 2019).

Os nematoides do género Meloidogyne séo fitopatdgenos que representam um grande
impacto econémico, causando graves danos para a agricultura tanto no Brasil quanto
mundialmente. Podendo entre outros efeitos reduzir a produtividade agricola e, até mesmo de
inviabilizar o cultivo de diversas culturas (SASSER, 1989; AMARAL et al., 2002; ABAD et
al., 2003; DUFOUR et al., 2006).

Nesse contexto, o controle desse patdgeno tem sido feito por meio da utilizacdo de
extratos vegetais como moléculas bioativas (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). Uma das categorias de extratos
gue tem se destacado sdo 0s provenientes de pimentas, 0s quais mostram eficacia no controle
de uma ampla gama de fungos, bactérias e nematoides (VIEIRA JUNIOR et al., 2017; BASTOS
etal., 2018; SANGI et al., 2018; SOUSA et al., 2018; FONSECA et al., 2020; SPLETOZER et
al., 2021; VILAMIL et al., 2021).
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Cujos estudo discorre que ao avaliar extratos de sementes de mamona e manipueira
(residuo industrial do processamento de farinha de mandioca) verificou-se que houve resultados
promissores no manejo alternativo de M. incognita na cultura de cenoura em condigdes de casa
de vegetacdo (Baldin et al., 2012). Este efeito também foi detectado por Carboni et al. (2013),
demonstrando que ambos 0s extratos nas concentracdes de 0,2 g.mL-1, possuem um efeito
significativo na reducdo do nematoide das galhas em plantas de tomate. Como alternativas
naturais no controle desse parasita.

Em estudo de Sousa et al. (2018) foi analisado o impacto de extratos de Piper sp. sobre
os fungos Rhizoctonia solani e Sclerotium rolfsii. Dentre os extratos testados, observou-se que
0 extrato de talo apresentou inibicdo no crescimento de R. solani. No entanto, em relacéo a S.
rolfsii, a eficacia do extrato foi inferior a do fungicida quimico. Mesmo assim, os extratos de
Piper sp. demonstraram atividade fungicida.

A variacdo nos tratamentos utilizando diferentes partes da planta pode ser atribuida as
diferentes composicdes e concentracfes de constituintes presentes nas diversas partes das
plantas. Essa caracteristica pode variar de acordo com a espécie da planta, a parte utilizada, o
método de extracao e a finalidade do tratamento. Essas informacGes sdo baseadas em estudos
realizados por diversos autores, (FACUNDO et al., 2008; MEDEIROS et al., 2012;
RODRIGUES et al., 2015; SENAR, 2017).

Houve um crescente interesse no uso de produtos naturais, como extratos de plantas, por
apresentarem potencial antimicrobiano, antinflamatorio, inseticidas, acaricida e anestésico, visto
que sdo fontes de moléculas sintetizadas naturalmente e biodegradaveis na natureza (SINGH et
al., 2012; MGBEAHURUIKE et al., 2017; SCOPEL et al., 2018).

E essencial inovar levando em consideracio o plantio das novas variedades produtivas

e uso dos insumos, maquinarios, equipamentos, cultivares, sistema de transporte entre outros.
Além das atividades vinculadas ao café, (beneficiamento, bancos locais, armazéns gerais, as
cooperativas mantém papel central e sdo responsaveis por consideravel parte da aquisicdo destes
produtos). No entanto, vale lembrar que ha um expressivo percentual de produtores que sao
cooperados, as cooperativas adquirem menores precos, devido as compras conjuntas
(BRONZERI; BULGACOV, 2014).


https://www.sinonimos.com.br/consideravel/
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CONSIDERACOES FINAIS

E de suma importancia levar em consideracdo que o uso de espécies compotencial
medicinal ou industrial requer uma avaliacdo geogréafica prévia em relacdo a producédo das
substancias desejadas. Além de considerar ndo apenas a variabilidadequimica resultante de
ambientes diversos, mas também as variacdes decorrentes de diferengas genéticas, pois essas
diferencas s&o essenciais para uma abordagem posterior de domesticagéo e melhoramento das
espécies de interesse.

Diante disso, a investigacdo de métodos para combater pragas utilizando substancias
naturais extraidos de vegetais tem se revelado extremamente relevante e requer cada vez mais
pesquisas. Pois, a biodiversidade presente em nossa flora € bastante ampla. Além disso, essa
forma de combate é ndo contamina o solo, ja que as substancias utilizadas sdo naturais e
biodegradaveis. Além disso, o custo para adquirir e utilizar essas substancias tende a ser menor

do que o de pesticidas quimicos convencionais.
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Resumo

O nematoide-das-galhas sdo mundialmente conhecidos por causar elevados prejuizos 4 agricultura. Uma alternativa ao uso de agroquimicos
¢ o uso de extratos vegetais que possuem baixo custo e sdo menos agressivo ao meio ambiente. O objetivo do estudo foi avaliar a atividade
nematicida de extratos aquosos e alcoolicos de P hispidum, no controle do nematoide-das-galhas. Foram coletadas folhas, inflorescéncias
e talos de Piper hispidum. O delineamento foi inteiramente casualizado com seis repeti¢des, utilizando Microtubo “Eppendorf” de 250 uL
usando placas acrilicas do tipo Elisa como suporte, contendo extrato nas concentragdes 50; 25; 12,5; 6,25; 3,12 e 1,56 mg/mL e a suspensdo
de ovos de nematoide. No décimo sexto dia apos terem sido levados para a (incubadora tipo B.O.D a 25 °C), o efeito dos tratamentos sobre as
variaveis foram: nimero de ovos, juvenis (J2) eclodidos méveis e iméveis para o caleulo da inibigao e eclosdo. Houve diferenca significativa
entre os tratamentos. O extrato bruto de folhas de Piper hispidum foi capaz de inibir 99.50% o qual apresentou atividade ovicida e larvicida.
Extratos alcodlicos de P. hispidum provenientes da inflorescéncia possuem atividade nematicida. Os resultados obtidos indicam a importancia
de estudos com produtos naturais como uma fonte de controle de fitonematoides.

Palavras-chave: Extratos. Fragdes. Metabolitos.

Abstract

The root-knot nematode is known worldwide for causing high damage to agriculture. An alternative to the use of agrochemicals is the use of
plant extracts that are low cost and less aggressive to the environment. The objective of the study was to evaluate the nematicidal activity of
aqueous and alcoholic extracts of P. hispidum, in the control of root-knot nematode. Leaves, inflorescences and stems of Piper hispidum were
collected. The design was completely randomized with six replications, using a 250 uL “Eppendorf” microtube using Elisa-type acrylic plates
as a support, containing extract at concentrations 50; 25; 12.5; 6.25; 3.12 and 1.56 mg/mL and the suspension of nematode eggs. On the
sixteenth day after being taken to the (B.O.D type incubator at 25 °C), the effect of the treatments on the variables were: number of eggs, mobile
and immobile hatched juveniles (J2) for the calculation of inhibition and hatching. There was a significant difference between treatments.
The crude extract of Piper hispidum leaves was able to inhibit 99.50% which showed ovicidal and larvicidal activity. Alcoholic extracts of P.
hispidum from the inflorescence have nematicidal activity. The results obtained indicate the importance of studies with natural products as a
source of nematode control.

Keywords: Extracts. Fractions. Metabolites.

1 Introducao

O Brasil é o maior produtor e o segundo consumidor
mundial de café, responsavel por um terco da produgdo
mundial, o que o deixa como maior produtor mundial. O Brasil
¢ o maior exportador mundial de café arabica e o segundo maior
exportador de café canéfora(Conab, 2022). O Coffea canephora
é responsavel por cerca de 35% da produgdo mundial de café,
sendo conhecido pelo seu alto vigor vegetativo e produtividade
(Brainer, 2019).

Infelizmente, a cultura do cafeeiro é acometida por
doencas causadas por fungos, bactérias, nematoides e virus.
Dentre as espécies que atingem o cafeeiro o M. incognita é
apontado como uma das mais prejudiciais, devido sua ampla
disseminagdo, alta capacidade de lesionar o sistema radicular,
persisténcia no solo e a suscetibilidade da maioria das cultivares
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ao nematoide. Esses fatores dificultam a implantagdo de novas
areas cultivadas com café e a manutengio de areas ja infestadas
(Castro et al., 2008; Mendonga; Lopes; Ludke, 2018).

O uso de nematicidas é um dos métodos mais utilizados
no controle desses patogenos de solo. Com uma ampla area de
plantio no Brasil o pais assume a posi¢ao de maior consumidor
de agrotoxicos do mundo. O uso desses produtos em algumas
areas de cultivo ndo sdo permitidos, isto porque estes produtos
sdo toxicos ao meio ambiente e aos seres humanos, além de
aumentar os custos de produgdo (Carneiro et al., 2015; Pignati
et al, 2017). Assim, torna-se necessaria a busca por novas
alternativas de controle, a fim de conservar o meio ambiente,
reduzindo impactos, e a0 mesmo tempo promover o controle
do patégeno no solo, melhorando a relagdo custo/beneficio
(Batista ef al., 2013; Costa et al., 2010; Pignati et al., 2017).
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Visto que existe um crescente interesse no uso de
produtos naturais, como extratos de plantas que acumulam
metabélitos secundarios (alcaloides, saponinas, flavonoides,
taninos, cumarinas, triterpenos entre outros), por apresentarem
potencial de aplicagdo como antimicrobiano, anti-inflamatério,
inseticidas, acaricida e anestésico, esses materiais se
apresentam como fontes importantes de moléculas sintetizadas
naturalmente e biodegradaveis na natureza. Destaca-se o género
Piper pertencente a familia piperacea, composto por mais de
260 espécies distribuida nas regides tropicais e subtropicais no
Brasil, o qual tem sido estudado com frequéncia em fungéo do
seu emprego e das suas potencialidades (Braga ef al., 2018;
Mgbeahuruike et al., 2017; Scopel et al., 2018; Singh; Ebenso;
Quraishi, 2012). E importante ressaltar que este trabalho teve
como objetivo verificar a agdo nematicida do extrato de Piper

hispidum como controle alternativo do Meloidogyne incognita.

2 Material e Métodos
2.1 Obtencao e identificacio do material vegetal

O estudo foi conduzido na Empresa Brasileira de Pesquisa
Agropecuaria/Centro de Pesquisa Agrofliorestal de Rondénia,
em Porto Velho, RO, nas dependéncias do laboratorio de
Fitopatologia. A espécie utilizada no presente trabalho foi P
hispidum. A coleta do material vegetal foi realizada no periodo
de junho a agosto de 2019, em éarea localizada no campo
experimental da Embrapa Rondénia, Porto Velho, RO, com
coordenadas (8° 53'20" "de latitude Sul e 63° 06°40"de longitude
Oeste de Grw), com temperatura média diaria de 25 °Ce 32 mm
de pluviosidade (SisGen codigo: A088959).

Também foram coletadas amostras para registro em
herbario. As amostras foram coletadas seguindo metodologia
de campo de Fidalgo et al. (1989). A exsicata encontra-se
depositada no Herbario Dr. Ary Tupinamba Penna Pinheiro,
localizado no Centro Universitario Sdo Lucas, Porto Velho,
RO, sob o niimero de registro 7767.

2.2 Material vegetal

Ramos de Piper hispidum contendo folhas, inflorescéncias
e talos foram levados para laboratorio e submetidos a um
processo de separagdo entre os materiais vegetais. As amostras
foram acondicionadas em sacos de papel e mantidas em estufa
de ventilagdo forgada (72h, 65 °C). Posteriormente os materiais
vegetais foram triturados individualmente em liquidificador
industrial de alta rotagio, até a obten¢do de um po fino e
armazenado em temperatura ambiente em sacos plasticos, com
adaptagdes. conforme descrito por Araujo ef al. (2014).

2.3 Preparo dos extratos brutos para o fracionamento

Para preparo da extragdo foram usados dois solventes,
agua mineral estéril e o alcool etilico 96%. Foram pesadas 100
gramas de cada parte da planta e colocadas em Erlenmeyer,
sendo entdo adicionados 200 mL de cada solvente. Em seguida
foram submetidos a agitagdo em Incubadora Shaker refrigerada
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(4 °C, 100 rpm, 24h). Logo apos, os extratos foram filtrados
em tecido de trama fina. Os extratos obtidos foram evaporados
e concentrados em rota evaporador a 70 °C, e armazenadas
em microtubos tipo Eppendof (1,5 mL), mantidos a -20 °C,
conforme metodologia adaptada de Parekh, Jadeja e Chanda
(2005).

Os extratos foram pesados e diluidos em agua e alcool
etilico 96% obtendo-se as concentracdes finais de 50 mg/mL,
25 mg/mL, 12,5 mg/mL, 6,25 mg/mL, 3,12 mg/mL e 1,56 mg/
mL.

2.4 Condicoes de fracionamento dos extratos

Para a padronizagdo do fracionamento, utilizou-se quatro
solventes: hidroxido de aménio, cloroformio, metanol e acido
sulfurico. Aos extratos brutos secos, etanolico e aquoso,
foram adicionados 16 mL de alcool metilico e 4 mL de agua
destilada , ou da mistura e solubilizado no ultra-som por 20
min. Posteriormente foi adicionado 20 mL de metanol e agua
(4:1; v:v) e a solugdo foi novamente homogeneizada no ultra-
som por 10 min. Esta solugdo foi deixada em repouso por 30
min, filtrada em papel de filtro comum e funil de biichner, sendo
entdo obtidas duas fragdes (Parekh; Jadeja; Chanda, 2005;
Souza et al., 2009).

O filtrado foi concentrado a um décimo do volume em
rotaevaporador a temperatura de 70 °C. Em seguida, a solugdo
foi acidificada com écido sulfurico concentrado até obter pH 4,
transferida para um funil de separagdo onde foram adicionados
10 mL de cloroférmio e agitada manualmente. O processo foi
repetido por trés vezes, separando a fase organica da fragdo
basica e polar terpendides e compostos fendlicos (Parekh;
Jadeja; Chanda, 2005; Souza et al., 2009).

A segunda fase recolhida foi a fragéo bésica, adicionando
hidréxido de aménio concentrado a solugéo até obter pH 10.
Posteriormente, foram adicionados 20 mL de cloroférmio e
metanol (3:1; v:v) agitada manualmente e acrescentado 20 mL
cloroférmio. A ultima fase a ser coletada foi a fragdo aquosa
apresentando alcaloides quaternarios, N-6xidos.

As trés fases obtidas, correspondendo a fragdo orgénica,
basica e aquosa, foram evaporadas e concentradas em
rotaevaporador a 70 °C, armazenadas em frascos ambar e
mantidas a temperatura ambiente até a realizagdo dos ensaios.
Para a realizagio dos testes, as fragdes obtidas foram diluidas a
concentragao de 50 mg/mL.

2.5 Multiplicacio e preparo do inéculo do nematoide

Os nematoides foram obtidos por meio de populagdes
identificadas de acordo com a metodologia de Carneiro et al.
(2001). Utilizando a técnica de eletroforese e mantidas em
raizes de tomateiro ‘Santa Cruz Kada’. Para o presente estudo,
essas populagdes foram multiplicadas em chicéria (Cichorium
endivia) variedade ‘ Valenca °, mantidas em casa-de-vegetagao.
As raizes foram fragmentadas em pedagos de trés cm e os ovos
de M. incognita foram extraidos conforme a metodologia de
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Hussey e Barker e adaptada por Bonetti e Ferraz (1981).

2.6 Preparo das diluicdes seriada

Os extratos alcodlicos e aquosos foram diluidos, para
realizar os testes com ovos e J2 de M. incognita. A preparagdo
das concentragdes foi conduzida a partir do extrato bruto e
fracdo (50 mg/mL), com diluigdo seriada inicial de 1:2 obtendo-
se concentragdes finais de 25 mg/mL; 12,5 mg/mL; 6 mg/mL; 3
mg/mLe 1,56 mg/mL. As quais foram utilizadas nos bioensaios
em testes contra o patégeno.

2.7 Ensaios in vitro

Os ensaios in vifro foram realizados em Microtubo
Tipo “Eppendorf” de 250 uL usando placas acrilicas do tipo
Elisa como suporte. Para o ensaio, 100 pL da suspensdo de
nematoide contendo 50 ovos e extratos nas concentragdes de
50 mg/mL, 25 mg/mL, 12,5 mg/mL, 6,25 mg/mL, 3,12 mg/mL
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e 1,56 mg/mL das amostras a ser testadas foram utilizados. A
suspensdo de nematoide usada seguiu a metodologia descrita
por Hussey e Barker e adaptada por Bonetti e Ferraz (1981).
Como testemunhas foram usados agua, alcool e nematicida
(Carbofurano). As placas foram envoltas em papel aluminio e
colocadas em incubada tipo B.O.D (25 °C, 15 dias). No 16° dia
ap6s a incubacdo, as contagens do nimero de individuos vivos,
mortos e ovos foram realizados, com auxilio de microscopio.
O experimento foi conduzido em delineamento experimental
inteiramente casualizado empregando nove tramamentos e seis
repeticdes (9x6).

3 Resultados e Discussdao

Houve diferengas entre os percentuais de inibigao da eclosdo
dos ovos e total de M. incognita, para os extratos testados
(bruto e fragdes), concentragdes e para interacdo (Extratos x
concentragdes) (Quadros 1 a 6).

Quadro 1 - Resumo da andlise de variancia dos efeitos de extratos e das fracdes de diferentes partes de Piper hispidum (talo, folha e

inflorescéncia) e concentragdes

EV. Extratos Aquosos (IEClos% Extratos Aquosos (INB%)
G.L. S.Q. Q.M. F G.L. S.Q. Q.M. F

Extratos (E) 5 50292.54 10058.51 13.70%* 5 84068.92 16813.78 33.48%*
Concent.(C) 28506.62 5701.32 1772 1545243 3090.49 6.15%*
ExC 25 18352.62 734.10 6.99%* 25 12555.42 502.22 7.33%*
Residuo 180 18881.37 104.90 180 12325.5 68.48
Total 215 116033.15 215
Média 68.31 73.02
CV(%) 14.99 11.33
FV: Fonte de variagao, GL: graus de [iberdade, SQ: soma de quadrados, QM: quadrado médio, F: teste F, CV(%): coeficiente de variagao.

Fonte: dados da pesquisa.

Esses resultados indicam agdo dos extratos e das fragdes
em seis diferentes concentragdes que inibiram a eclosio
dos ovos e inibi¢ao total de M. incognita quando submetido
a bioensaio in vitro. O extrato bruto (EB-PhFO) de folha

de P hispidum foi um dos mais eficientes na inativagdo
de juvenis J2 de M. incognita, dentre esses a fragdo bésica
(PhFO02) apresentou efeito nematicida afetando a eclosio de
nematoides (Quadro 2).

Quadro 2 - Teste de agrupamento de médias de Scott Knott a 5% de probabilidade da inibicao de eclosao dos ovos e da inibicao total observada
com a utilizacdo de seis extratos aquosos provenientes de diferentes partes de Piper hispidum, avaliados em seis diferentes concentragdes

Inibicao de Eclosao dos ovos (%)
Concent PhFO PhTa Phin PhFO1 PhFO2 PhFO3
1 65.62 Ad 38.18 Be 53.97 Ac 43.25 Bb 61.75 Ab 33.07 Bd
3 81.18 Ac 42.80 Cc 52.33 Cc 51.17 Cb 62.78 Bb 41.27 Cd
6 99.50 Aa 39.83 Cc 49.08 Cc 49.28 Cb 70.80 Bb 50.50 Cc
12 87.80 Ab 74.22 Bb 67.83 Cb 58.75 Ca 74.22 Bb 57.65 Cc
25 89.33 Ab 93.83 Aa 99.50 Aa 53.17 Cb 96.48 Aa 67.78 Bb
50 99.50 Aa 97.13 Aa 94.12 Aa 62.63 Ba 99.50 Aa 99.50 Aa
Inibigao total (%)
Concent PhFO PhTa Phin PhFO1 PhFO2 PhFO3
1 65.62 Ac 38.18 Cc 53.97 Be 43.25 Cc 61.75 Ac 41.65 Cc
3 81.18 Ab 42.80 Cc 52.33 Cc 51.17 Cc 62.78 Be 50.97 Cb
6 99.50 Aa 39.83 Cc 49.08 Cc 49.28 Cc 70.80 Bb 50.50 Cb
12 92.23 Aa 74.22 Bb 67.83 Bb 64.42 Cb 74.05 Bb 57.65 Cb
25 99.50 Aa 99.50 Aa 99.50 Aa 99.50 Aa 99.67 Aa 99.50 Aa
50 99.50 Aa 99.33 Aa 99.50 Aa 99.50 Aa 99.50 Aa 99.50 Aa
Meédias seguidas pelas mesmas letras maitsculas na HORIZONTAL e pela mesma letra mmuscula na VERTICAL nao diferem entre si de acordo com o

teste de agrupamentode médias de Scott Knott a 5% de probabilidade. Legenda: PhFO: Extrato bruto Phispidum aquoso de folha: PhTa: Extrato bruto
aquoso P, hispidum de talo: Phln: Extrato bruto aquoso P. hispidum de inflorescéncia: PhFO1; fragdo organica Phispidum PhFO2: fragdo basica de P.

hispidum PhFO3: fragdo aquosa P. hispidum.
Fonte: dados da pesquisa.
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Ja os extratos bruto de talo e inflorescéncias (PhTa,
Phln,) confirmaram seu controle de inibi¢do nas maiores
concentragdes (12; 25; 50 mg mL-!), enquanto a fragio
aquosa (PhFO3) obtida da folha também se sobressaiu com as
maiores concentragdes.

Em outro estudo, extrato de folhas de P hispidum
apresentou eficiéncia no controle de Hypothenemus hampei,
broca-do-cafeeiro, indicando atividade biologica do extrato
dessa espécie, com agdo inseticida (Santos et al, 2010).
Estudos conduzidos com extratos e 6leos essenciais de outra
espécie do género, Piper aduncum, mostraram a presenca
de diferentes tipos de metabolitos secundarios de grande
importancia, com diversas atividades bioldgicas, como por
exemplo antibacteriana, antifungica e inseticida, dentre outras
(Pohlit; Pinto; Mause, 2006).

Atividade inseticida também foi relatada para extratos
de folhas e sementes de Annona muricata L. contra o pulgio
preto Aphis cracciovora, com mortalidade de 18,88% e
92,21%, respectivamente, na concentragao de 1% (Rodrigues
et al., 2014). Em adigdo, Bandeira et al. (2017), relataram a
potencialidade inseticida dos extratos de folhas e de sementes
de A. montana no controle de ninfas de 4. craccivora. Na
concentragdo de 15%, o extrato hidroetandlico de folhas
causou 78% de mortalidade e CL50 = 7,69%, enquanto o
extrato obtido de sementes foi eficiente na concentragdo de
2%, proporcionando 96% de mortalidade das ninfas, com
CL50=0,55%.

Quadro 3 - Concentragdes (g.mL") associadas a probabilidades
de inibi¢ao de ovos e formas adulta de M. incognita de diferentes
extratos aquosos estimadas utilizando curvas de concentragao x

mortalidade. A concentragao letal de 50% da populagao (CL.)
encontra-se destacada no quadro
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O tratamento com o extrato bruto (EB) de folhas de
P, hispidum mostrou-se mais eficiente em comparagdo
aos demais, apresentando uma CL50 de inibigdo de ovos e
formas adulta de M. incognita na concentragao de 0,53 g.mL™*
(Quadro 3).

Extrato aquoso de circuma mostrou uma atividade
nematicida sobre Meloidogyne incognita tendo obtido uma
redugdo maxima de J2 moveis de 67,27% (Mioranza et al.,
2016).

O extrato bruto da folha de P. hispidum na concentragao de
13,48 (gmL) proporcionou inibigdo de ovos e formas adulta
de M. incognita de 98%.

Extratos aquosos de folhas e raizes de Palicourea
marcgravii, mais conhecida como cafezinho, apresentaram
efeito toxico sobre adultos de 4etelion sp. O extrato das raizes
apresenta maior toxicidade (CL50 = 12,4 mg/mL) do que o
extrato de folhas (CL50 = 39,9 mg/mL) (Silva et al., 2009).

Extratos de folhas, frutos e talos de P tuberculatum
foram avaliados quanto ao potencial inseticida para o
controle da mosca-do chifre. Os extratos etandlico de folhas
e talos apresentaram CL50 de 61,14 mg/mL e 6,00 mg/mL,
respectivamente. Para os extratos hexanico de frutos e acetate
de etila de talos as CL50 foram de 136,88 mg/mL e 1,03 mg/
mL, respectivamente, demonstrando a atividade inseticida
promissora dessa espécie (Braga et al., 2017).

Quadro 4 - Resumo da analise de variancia dos efeitos de extratos

e das fragoes de diferentes partes de Piper hispidum (talo, folha
e inflorescéncia) e concentragdes (1, 3, 6, 12, 25 e 50 mg/mL)

CL, Extratos (g,mL-l) na inibicao de eclosdo dos ovos de M. incognita (IEClos%) e
PhFO | PhTa | Phin |PhFO1 | PhFO2 | PhFO3 inibicao total (INB%)
0.01 | 0.01 0.08 0.02 0.04 0.00 0.03 Extratos Alcéolico (IEClos%)
0.02 | 0.02 0.12 0.03 0.06 0.01 0.06 EV. GL. SQ. QM. F
0.03 0.02 0.14 0.03 0.07 0.01 0.07 Extratos (E) 5 5736.07 1147.214 1_68NS
0.05 | 0.03 0.23 0.07 0.13 0.02 0.13 Concent.(C) 23557 588.925 0.86
0.10 [ 0.06 0.42 0.14 0.25 0.05 0.25 ExC 20 13667.68 | 683.384 5.48N8
020 013 | 085 | 035 | 057 | 0.14 0.58 Residuo 150 18717.58 | 124.7839
0.25 | 0.17 1.11 0.50 0.78 0.21 0.79 Total 179 40477.03
0.50 | 0.53 3.32 2.05 2.72 0.99 2.83 Meédia 79.96
0.75 | 1.61 9.92 8.40 9.44 4.65 10.10 CV(%) 13.97
0.80 | 2.13 | 13.00 | 11.91 | 12.85 6.81 13.84 Extratos Alcoolico (INBY%)
090 | 440 | 26.55 | 29.88 | 28.95 | 18.63 31.77 V. GL SQ. QM. F
7.
58 | 1348 | 50 [z toiaa | w796 | hiaae | |Bme @] 5 [ 1s67e [seraas [ sare
Concent.(C) 4 2733.95 | 683.4875 1.44%
098 | 15.74 | 92.91 | 150.10 | 120.50 | 109.02 | 136.51 ExC 20 046731 | 473.3655 5045
0.99 | 24.69 |144.58 | 265.35 | 199.35 | 203.40 | 228.39 Residuo 150 1408525 | 93.90167
R’ 0.28 0.35 0.24 0.29 0.19 0.28 Total 179
CLX: Concentragdo letal a diferentes concentragdes variando de 1 a 99. Media 83.86
Legenda: PhFO: Extrato bruto P. hispidum aquoso de folha: PhTa: Extrato
CV(%) 11.55

bruto aquoso P. hispidum de talo: PhIn: Extrato bruto aquoso P. hispidum
de inflorescéncia: PhFO!; fragdo organica P. hispidum PhFO2: fracdo
basica de P. hispidum PhFO3: fragdo aquosa P. hispidum.

Fonte: dados da pesquisa.
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FV: Fonte de variagdo, GL: graus de hiberdade, SQ: soma de quadrados,
QM: quadrado médio, F: teste F, CV(%): coeficiente de variagao.
Fonte: dados da pesquisa.
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Quadro 5 - Teste de agrupamento de médias de Scott Knott a 5% de probabilidade da inibicao de eclosdo dos ovos e da inibi¢ao total

observada com a utilizagao de cinco extratos alcoolico provenientes de diferentes partes de Piper hispidum, avaliados em seis diferentes

concentragoes
Inibicdo de Eclosao dos ovos (%)
Concent PhFO PhTa PhIn PhFO1 PhFO2
1 68.92 Bb 81.48 Ab 74.83 Aa 64.58 Bb 61.98 Be
3 81.25 Ab 73.92 Ab 72.27 Aa 69.32 Ab 80.60 Ab
6 71.73 Bb 85.78 Ab 82.40 Aa 69.77 Bb 89.25 Ab
12 78.12 Bb 83.55 Bb 71.45 Ba 78.03 Bb 99.50 Aa
25 78.10 Bb 99.50 Aa 76.32 Ba 73.55 Bb 99.50 Aa
50 99.50 Aa 88.60 Bb 82.05 Ba 99.50 Aa 63.55 Ce
Inibicdo total (%)
Concent PhFO PhTa Phin PhFO1 PhFO2
1 68.92 Be 81.48 Ab 74.83 Ab 64.58 Be 61.98 Be
3 81.25 Ab 73.92 Ab 7227 Ab 69.32 Ac 80.60 Ab
6 71.73 Cc 85.78 Bb 99.50 Aa 69.77 Cc 89.25 Ba
12 83.07 Bb 83.55 Bb 94.60 Aa 85.88 Bb 99.50 Aa
25 78.10 Bb 99.50 Aa 99.50 Aa 81.02 Bb 99.50 Aa
50 99.50 Aa 99.50 Aa 89.98 Aa 99.50 Aa 78.15 Bb

Meédias seguidas pelas mesmas letras maiisculas na HORIZONTAL e pela mesma letra minisculas na VERTICAL néao diferem entre si de acordo com
o teste de agrupamento de médias de Scott Knott a 5% de probabilidade. Legenda: PhFO: Extrato bruto alcodlico de P. hispidum de folha: PhTa: Extrato
bruto alcodlico P. hispidum de talo: Phin: Extrato bruto alcodlico P. hispidum de nflorescéncia: PhFO1; fragdo organica P, hispidum PhFO2: fragdo

basica de P. hispidum.
Fonte: dados da pesquisa.

Todos os extratos inibiram a eclosdo i vitro de M.
incognita, obtendo uma porcentagem significativa de inibi¢ao
sobre a eclosdo dos ovos com média variando de 99,50% a
61.98%. Essa diferenca de atividade pode ser em razdo das
concentragdes dos principios ativo presentes nas diferentes
partes da planta.

O extrato da folha fragdo basica alcodlico PhFO2 nas
concentragdes de 12 e 25 mg/mL apresentaram percentuais
de inibigdo de 99,50%. A eficiéncia de inibi¢do da eclosido
de ovos em tomo de 99,50%, proporcionada tanto pelo
extrato aquoso bruto das folhas (PhFO), quanto pelo extrato
alcoolico bruto da inflorescéncia (Phln) indica o potencial
nematicida P. hispidum para controle de M. incognita. Esses
compostos podem apresentar algumas vantagens em relagio
aos quimicos, tais como: baixo custo/beneficio.

Em relagdo aos principios bioativos ja descritos para Piper
hispidum encontram-se amidas, benzenos, acidos benzoicos,
flavonoides e dleos essenciais, dos quais 17 tém significativa
atividade  antifingica, antimicrobiana,
leishmanicida e inseticida (Silva et al., 2014).

Estudos fitoquimicos observaram que espécie de P.

antiplasmodial,

hispidum possui alcaloides, saponinas, flavonoides, taninos
condensados, taninos hidrolisaveis, compostos fendlicos,
cumarinas e triterpenos (Freire ef al., 2022).

Estudos relataram que o extrato aquoso de folhas de
Piper hispidum, teve uma eficiéncia de 75% em relagéo a
redugdo da eclosdo de J2 de M. incognita (Sangi et al., 2018).
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Outros estudos mostraram que extratos, fragdes e substancias
isoladas de P. umbellatum apresentaram um amplo espectro de
atividades farmacolégicas, como por exemplo leishmanicida,
frente a forma promastigota de L. amazonensis (Braga et al.,
2007).

Analisando o éleo essencial extraido dos frutos, talos e
raizes de Piper tuberculatum Jacq. e P. hispidum, autores
identificaram como constituintes majoritarios o dilapiol, com
57,5%, a elemicina com 24,5% e o apiol 10,2%. Por outro
lado, os resultados corroboram com o encontrado que o
extrato metandlico dessa espécie também mostrou resultado
positivo, tendo agdo inseticida contra lagartas de Spodoptera
frugiperda (Facundo et al., 2008).

Algumas pesquisas descreveram compostos fenolicos
de P. tuberculatum e folha e
inflorescéncia de P. hispidum. Nesses trabalhos, foram
observados flavonoides em cinco das seis partes avaliadas de

encontrados na folha

P, tuberculatum e P. hispidum. A presenga destes compostos
também foi observada em folhas, talos e inflorescéncia de
Piper mollicomum Aubl, e destacam-se por suas potenciais
atividades biologicas e terapéuticas, e podem variar de acordo
com o tipo do solvent utilizado (Almeida et al., 2019; Silva
et al,, 2020).

As concentragdes CL; dos extratos brutos (EB) e fragdes
(PhFO1 e PhFO2) alcodlicos das folhas, talos e inflorescéncias
de P. hispidum contra M. incognita, estdo apresentadas no
Quadro 6.
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Quadro 6- Concentragdes (g.mL") associadas as probabilidades
de inibicao de ovos e formas adulta de M. incognita de diferentes
extratos alcoolicos estimadas utilizando curvas de concentragao
x mortalidade. A concentragao letal de 50% da populagao (CL. )
encontra-se destacada no quadro

P Extratos (g.mL?)

X | PhFO PhTa Phln PhFO1 | PhFO2
1 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01
2 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01
3 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01
5 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01
10 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01
20 0.01 0.01 0.01 0.03 0.01
25 0.01 0.02 0.01 0.05 0.01
50 0.15 0.16 0.10 0.51 0.10
75 3.21 1.45 1.07 4.85 1.65
80 6.86 2.50 1.93 847 3.30
90 50.44 10.47 9.15 36.69 20.53
95 262.12 34.18 33.12 123.14 92.90
98 | 1094.66 9541 101.04 351.97 344.01
98 | 1675.10 | 129.51 140.82 481.12 507.92
99 | 5768.62 | 314.76 369.61 1193.54 | 1576.36
R? 0.05 0.15 0.03 0.13 0.05

CLX: Concentracao letal a diferentes concentragdes vaiando de 1 a 99.

Legenda: PhFO: Extrato bruto alcodlico de P. hispidum de folha: PhTa:
Extrato bruto alcodlico P. hispidum de talo: PhIn: Extrato bruto alcodlico
P hispidum de inflorescéncia: PhFOI1; fragdo organica P. hispidum
PhFO2: fragdo basica de P. hispidum.

Fonte: dados da pesquisa.

Os resultados desse experimento mostraram que os
extratos alcodlicos brutos e as duas fragdes de P. hispidum
apresentaram atividade nematicida promissora para o controle
M. incognita. A CL50 (concentracdo letal na inibi¢ao de ovos
e formas adulta) foi observada em concentragdes que variaram
de 0,10 a 0,16 g.mL" dos respectivos extratos alcoélicos
exceto a fragdo organica da folha (PhFOL) cuja CL50 foi
obtida com a concentragdo de 0,51 g.mL.

O efeito acaricida de extratos etanolicos das folhas,
caules e frutos de P. tuberculatum contra larvas e adultos de
Rhipicephalus microplus foi avaliado, tendo sido observado
que as concentragdes letais para 50% dos individuos
(CL50), apos 24 horas, foram 3,62, 3,99 e 5,30 mg mL",
respectivamente. Este estudo evidencia o potencial da espécie
em fornecer ingrediente ativo em formulagdes de pesticidas
para o controle de R. microplus (Braga et al., 2018).

Outro estudo cita o efeito inseticida de 6leos essenciais de
folhas de Piper hispidinervum C. DC. e Piper aduncum sobre
Sitophilus zeamais Motsch, utilizando sete concentragdes
desses oleos, com a méxima concentragio em 300 mg mL™*
e a minima de 10 mg mL". Foi observada 78 e 63% de
mortalidade com as concentragdes entre 300 - 200 mg mL™
respectivamente (Estrela et al,, 2006).

Outras pesquisas apontaram que a aplicagdo de manipueira
na concentragdo de 0,5 g.mL’ proporcionou um PRO de
56,04% de M. incognita em tomateiros em condigdes de
campo. Também foi observado no trabalho de Guimaraes et al.
(2021), em estudo com extrato de manipueira na concentragdo
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de 0,3 gmL", uma redugio de 49,12% na reprodugéo de M.
Jjavanica em jiloeiro (Guimardes et al., 2021; Nasu et al.,
2010).

Alguns compostos sio extraidos mais facilmente em
alcool como os flavonoides, enquanto os acidos e os agucares
pelos extratos aquosos (Edwards et al., 2012). Por isso, ha
diferencas na eficiéncia no controle de M. incognita entre as
diferentes partes da planta de Piper hispidum e os respectivos
extratores utilizados no presente estudo.

Vale ressaltar que a utilizagdo destes produtos naturais
representa uma estratégia de controle mais econdmico, pois,
o uso de extratos de plantas com propriedades ativas pode ser
cultivadas pelo proprio agricultor em sua propriedade (Santos;
Silva, 2015).

4 Conclusio

As diferentes partes da planta Piper hispidum (folhas,
talos e inflorescéncias) tiveram efeito nematicida sobre o
patogeno M. incognita.

Extratos aquosos e suas fragdes apresentaram efeito
inibitorio frente ao M. incognita, excetuando-se a fracdo de
folha (PhFO1) que na concentragdo de 50 mg mL-!, apresentou
baixa toxicidade.

O extrato bruto de folhas de Piper hispidum foi capaz
de inibir 99,50% , tendo demonstrado atividades ovicidas,
larvicidas.

Extratos alcoolicos (EB) de P hispidum inflorescéncia
possuem atividade nematicida sobre M. incognita. A fragao
alcodlicos obtida da folha (PhFO2), apresentou efeito com
as concentragdes 12 e 25 mg mL-!, causando 99,50% % na
inibi¢do e mortalidade.

O uso de extratos possui vantagens, como o fato de nio
necessitar de grandes quantidades de solvente, tendo uma
extragdo relativamente rapida e eficiente com a adicdo de
solventes de baixo custo/beneficio que possibilita extragao de
compostos secundarios e potencial nematicida.

Estudos como estes ilustram a importancia dos produtos
naturais como uma fonte de controle de fitonematoides de
importancia agricola.
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Eesomo

0 género Piper & amplamente uiilizado para as mais diferentes fnslidades, logo, o aprofindamente Stoquimico se faz
necessario. Este trabalbo teve o objetive de identificar o5 metsbolitos de folhas, talos e inflorescéncia de Piper
ruberculamm e Piper Rispidum. O material vegstal foi obtido no campo experimental e aviliado no laboratdrio de
fitopatologia ds Enbrapa Rondsnis. A presenca de alcaloides fioi confirmada em todas as smostras quando utlizado o
reagente de Dragendorff, presenga de saponinas em folhas e talos de P ruberculaomm e talos de P higpidum,
flavonoides em todas as pares de P. fuberculafum e talos e mflorescéncia de P hispidum, taninos, cumarines fod
enconirada em fodas a5 amosiras, compostos fenclicos foram observados em folhas de P. fuberculafum e folhas e
inflorescéncia de P. kispidum, os miterpenos foram enconmados em talos e inflorescéncia de P. mberculamm e P.
Fispidum. Tanto P. rubercrianm quante P. hisprdum mosiraram grade varedades de compostos.
Palavras-chave: Metabolitos; Alcaloides; Compostos fenolicos.

Abstract

work aimed to identify the metsbolites of leaves, stems and inflorescences of Piper mbercnlatom and Piper hispidum
The plant material was obtained in the experimental field and evalnated in the phytopathology laboratory ar Embrapa
Fonddnia. The presence of alkaloids was confirmed in all samples when using the Dragendorff reagent, presence of
sapomins in leaves and stems of P. mobercnlztum and stems of P. hispidum flavonoids in all pars of P toberculsiom
and stems mmd inflorescence of P. hispidum, tannins, conmarins were foumd in all samples, phenolic compomds were
observed m lesves of P. mberculsnm and leaves and mflorescence of P. hispidom, triterpenes were found in stalks
and inflorescences of P. tuberculanom and P. hispidom. Both P, tuberculatum and P. hispidum showed a wide range of
compoumnds.

Keyword: Membolites; Alkzloids; Phenolic compounds.

1



Research, Society and Development, v. 11, n. 7, 841111730174, 2022
(CCBY 4.00 |IS£N 2525.3400 | DOT: http:/dx._dai. urg..fm 33448/ rsd-v11i7.30174

Eesumen

El géperc Piper se usa ampliaments para los objetivos mas diferentes, por 1o que es necesaria una profundizacion
fitoquimica. Este frabajo uve como ohjetive identificar los metabolitos de hojas, tsllos e inflorescencias de Piper
tmberculztum vy Piper hispidum. El material vegetal fise obtenido en campo experimental ¥ evaluado en el laboratorio
de fitopamlogts de Embrapa Rondiuia. Se coufinmo la presencia de alcaloides en todas las nmestras al utilizar el
reactive de Dragendorff presencia de sspomimas en hojas v talles de P. twberculsmmm ¥ tallos de P. hispidum,
flavonoides en todas las partes de P. mberculanum y tallos e mflorescencia de P. hispidum, en todas las nmestras se
enConiraron tanings, Cunarinss, compuestos fenolicos en hojas de P moberculanm v hojas e inflorescencias de B
hispichum, triterpenos en tallos e mflorescencias de P wberculasmm v P. hispidum. Tanto P mberculatum como P
hispichum mostoraron una smplia gama de compuestos.

Palabras clave: Metabolitos; Alcaloides; Compuestos fenclicos.

1. Introducio

A familia Piperaceas possui uma ampla diversidade de plantas, podendo ser encontrada na forma de arvores, arbustos,
erva, lianavolivel'repadeita & subarbusto. De grande distribuigio, enconmadas de norte a sul do pais. Enire os generos
encontrados nesta familia podemos citar o Manekia Trel., Ottomia Spreng., Peperomia Buiz & Pav., e o Piper L. (Guimaries et
al, 2015).

0 genero Piper L. & largamente ntilizado pela commidade cientifica por possuir compostos de inferesse fanto na ares
farmacologica quanto na drea agrondmics. Com essa amplimde de opodes de uso, faz-se necessario o aprofundamento
fitoquimico de tais plantas para que se estabelecam quais compostos 530 encontrados e suas finalidades (Oliveira et al., 2020).

As espécies Piper tubercularum L. e Pipar higpidum sio utllizadss como fome de commole de fitoparigencs de
inferesse econOmico, compostas de metabolitos secundarios com fungdes inseticidas, nematicidas, bactericidas e/ou fungicidas
(Braga et al., 2017; Sangi et al., 2018; Bastos et al., 2018}

Oz metsbolitos secumdarios s30 compostos ligados a diversas fungdes na planta, entre elas a defesa contra patdoenos,
e sfo divididos basicamente em trés classes principais: os tefpencs, os compostos fendlicos, & os alcaldides (Wink, 2013;
Cardoso et al., 2019,

Esta pesquisa objetiveu realizar a andlise firoquimics de folhas, ralos e inflorescéncias das espécies Piper
tubgreulanum L. e Piper hispidum.

2, Metodologia

Para o estudo especies da familia Pipetacese foram coletadas e identificadas. Para a identificacSo botinica, o material
coletsdn foi encaminhado para o Herbério Dr. Ary Tupinamba Penna Pinheiro, Porte Velho — RO, tombadas sob os o™ 7764 &
7767, Piper tuberculamm L. & Piper hizpidim respectivamente. As plantss em estigio de flotescimento foram coletadss em
junho de 2019, periodo em que o municipio spresenta temperatura media de 25°C e maxima de 31,5%C, e 32 mm de clhiwva.

A sohigio etandlica foi preparada udlizando 1g do material vegeml seco (po) para 10 mL de etamol (967 GL),
permanecendos sob agitagdio por 24 b, logo apés foram submetidos 3 filiragio por meio de pano de mylon de trama fina e
acondicionada em geladeira até que se realizassem os testes ftoquimicos. Os testes fitegquimicos foram realizados conforme
metodologia adaptada de Radi e Temones (2007

11 Saponinas

Adicionou-se 2,0 mL da solugio etandlica e 5,0 ml. de &zua destilads fervendo em tubo de ensaio. Apos resfrismento,
agitou-s2 por 15 min, pemanecendo em repouso por 20 min A formacic de espuma permanente indica presenca de
Saponings.
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1.2 Flavonoides
Adiciopou-se 2,0 ml. da solugio etandlica e duss gotas de acetato de clonbo (10%4) em tubo de enssio. A presenca de

1.3 Taminos

Adicionou-se 2,0 ml da solugdo standlica em 10 mL de zua destilada, logo spés esta foi filmads adicionando duas
gotas da solugio de cloveto fermico (10%). A coloracio aml indica possivel presenca de taninos hidrolisiveis e 3 coloragdo
verde indica taninos condensados.

1.4 Compostos fendlicos
Em placa de togue adicionou-se cinco gotas da solugio efandlica e de cloreto fémico. O teste @ positivo para
composios fenolicos com o surgimento da coloragio verde.

1.5 Cumarinas

Adiciopou-se 2,0 mL da solugio etandlica 3 vm wbo de vidro, ampon-se com papel de filive imprenado em solugso
de MNaOH (10%) e levou-se a banho Mama a 100 *C por 10 min Femoveun-se o papel de filro & examinou-se sob iz
uliravioleta com 100nm de comprimento de cnda. A fluorescéncia amarala ou verde indica a presenga de oumarinas.

1.6 Aniracnona
Em um tubo de enssio foram adicienados 200 me da plants em pé e 1 mL de soluglio de WHOH (1096), agitou-se
vigorosaments por 2 min, sdicionpou-se mais 1 mL de solugdo de WaOH (10%%). A coloragio rosea indica presenca deste
bl Yarin.

1.7 Aniracnona: teste de Bomirager
Em 100 mg de planta em po adicionou-se 5 ml. de cloroformio, a mistura foi filirada. Forma adicionsdos 2 ml do
filrado com 2 mL de NH,OH (10%). Uma cor rosa brilhante confirma sua presenga.

1.8 Alcaloides

Em um tubo de ensaio foram adicionados 2 mL da solugio etanolica & 2 mL de acido cloridrico (10%), aquecen-se a
mistara por cerca de 10 min Apos o resfrismento, 8 mistura foi dividids em dois wbos de ensaio, adicionande £ gotas dos
reativos de reconhecimento. Tubo 1 Reative de Dragendorff: observando a formacdo de precipitado de coloragio laranja ou
vermelho; Tabo 2 Reative de Wagner: ohservando 3 formagio de precipitado de coloragio alaranjade.

1.0 Triterpenos

Em um tubo de enszio foram sdicionados 2 ml da solugio etanolica e 5 ml. de clorofonmio. Apos a filiragio o extrato
foi dividido em duas partes. Em cada wm dos mbos foi realizado as reagdes de Lishenmann-Burchard e Salkewski Os
triterpenos desenvolvem coloragdo estavel e os estercides desemvolvem coloragio mutivel com o tempo. Coloragio de amarels
20 roxo confinnas a presenca
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3. Rezultados e Discussio

Oz resultados enconirados permitem observar que as plants esmudadas apresentam diferentes constituintes em relagio

a5 espécies P. tubercularum e P. hispidum (Tabela 1 & 2).

Tabela 1. Metsbolitos presentes no extrato de Piper tubereulafum L.

EspeciesReacio
Metabalitos P. nibarculatum P ruberculatum P. mberculatum
(folha) (rala) (inflorescéncia)
Alcaloides - Feapente de Dragendorff + + +
Alcalpides - Feagpente de Wagner - - +
SapOninas + + -
Flavonoides + + +
Tanings condenszados + + +
Taninos hidrolisaveis - - -
Compostos fenolicos + -
Cumarinas + +
Antracnona - - -
Anfracnona: teste de Bomirager - - -
Triterpencs - + +
Fonte: Awtores (2022).
Tabela 2. Membolitos presentes no extrato de Piper hispidiom.
EspeciesReacio
Metabolitos P hispidum (folhs) P. hispidum P. hispidior
(talo) (inflorescéncia)
Alraloides - Resgente de Dragendorff + + +
Alraloides - Rezzente de Wagner - + -
Saponinas - + N
Flavomoides - +
Taninos condensados - +
Taninos hidrolisaveis - -
Compostos fendlicos -
Cumarinas +
Anfracnona - - -
Anracnona: teste de Bomirager - - -
Triterpenas - + +
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Os alcaloides foram analisades utilizando dois resgentes, o reagente de Drazendor e o reagente de Wazner, tendo
este sepundo demonsirado positividade da reagdo spenas em inflorescéncia de P mberculaotum e talo de P. hizpidhim
Corroborando com estudos de Gongalves e Lima (2016), que também evidencisram a presenga de alcaloides em inflorescéncia
de P. fuberculatum por meio dos reagentes de Dragendorff e de Wagzner.

O triterpenos foram encontrados em talos e inflorescéncia de P. mberculatum e P. hispidum. Esses compostos s3o
conhecidos por suss atividades anti-inflamatdrizs, antiadipogénics, antinociceptiva, antibacterians, antibiofilme e anticincer
(Silva et &l 2020).

As saponinas foram observadas nas folhas e talos de P. fubercuianon e talos de P. hispidum, substincia esta, presente
em muitas especies vegetais e com agio anfifingica, ant-inflamatoria e antiviral (Pritzen et al, 2016).

0z compostos fendlicos foram enconfrados na folka de P. ruberculatum e folha e inflorescéncia de P. hispidum. Os
flavonoides formm observados em cinco das seis partes avaliadas de F. muberculofom e P hizpidum mostando sua ampla
distribuigio nas planfas. A presencs deste composto tambem foi observada em folhas, talos e inflorescencia de Piper
mollicomum Anbl (Almeida et al., 2019), esse composto destaca-se em virude de suas atvidades bicléricas e terapéuticas
(Silva et al, 2020).

Tanto os taninos hidrolisiveis como os condensados foram observados nas amostras testadss, os taninos hidrolisiveis
foram encontrados na amostra de folka de P. kuizpidum e o taninos condensados nas amostras de talo e inflorescéncia da
mesma. Ma especie P. iuberculamm todas &5 amosiTas testaram posifive para taninos condensados.

05 taninos tem potencial para serem utilizades como coagulante no ratamento de efluente de lavacie de automoveis e
utilizacio como substrato para agricalura (Femandes ef al, 2015), efeitw larvicida provocando a morte de larvas de deder
aemypti & efeito inseticida em plantas de Bambusa midoide (Colli et al, 2007; Valotto et al, 2011).

Nenhmma amosa apresenion ANACHOnd e SUd COmposicdo, j@ as cumarinss foram observadas em todas as
Amosiras.

As oomarings podem ser encontradas em mais de 800 espécies de plantas, atuando como sgentes antimicrobianos e
possuindo agio inseticida, acio reslizada por blogueio da franscrigdo e reparo do DMA, cansando 3 morte celular (Garcia et al,
2009),

Facundo e colaboradores (2008) avaliando os constituintes quimicos de talos e frutos de Piper rubercuianonm e raizes
de P. hispidhom observaram a presenga de fenilpropancides e sesquiterpenos, os fenilpropandides foram enconirados em maior
quantidsde nas raizes de P. hispidum & o5 sesquiterpenos em talos e fartos de P. muberenlanm.

As especies avaliadas neste estudo demonsraram prande similaridade dos compostos quando comparados com o
trabalbo de (Pinto ex al., 2016), distinzuindo spenss em relagio aos tanines hidrolisiveds encontrados em P, hispidin, ese fato
se deve provavelments ao fato de existirem diferentes constitnintes e em diferentes concentragtes nas diferentes as partes das
plantas, este fato tambem pode ser atribuido a diferenca na composigio das plantas em relacio a sazonalidade (Facundo et al.,
2008); (Ribeiro et =L, 2018; Panlus et al,, 2013; Xavier, 2015),

4. Conclusio

A espeécie P ruberculatum possui em sua composicio: alcaloides, saponinas, flavonoides, taninos condensados,
compostos fenolicos, cumarinas e miterpencs.

A espécie P. hitpidum possui alcaloides, sapominas, flawomcides, tamines condensados, taninos hidrolisaveds,
compostos fendlicos, cumarinas e triterpencs.
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