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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade fungicida in vitro do éleo essencial das folhas de Piper hispidinervum sobre
Bipolaris sorokiniana, Fusarium oxysporum e Colletotrichum gloeosporioides. Para os ensaios biolégicos, empregou-se o teste
bioanalitico in vitro utilizando as concentragdes de 100, 200, 500, 1000, 1500 ¢ 2000 pg.mL" do dleo essencial. Estas foram
incorporadas no meio de cultura BDA (batata-dextrose-dgar) para avaliagio do crescimento ou inibi¢ao micelial. O delineamento
estatistico utilizado foi o inteiramente casualizado, com quatro repetigoes. Na concentragio de 200 pg.mL", observou-se
uma inibi¢do total do fitopatégeno Bipolaris sorokiniana enquanto que, para o Fusarium oxysporum e o Colletotrichum
gloeosporioides esta ocorreu na concentragio de 1000 pg.mL.

PALAVRAS-CHAVE: Piper hispidinervum, Fitopatdgenos, Doencas de plantas.

Fungitoxic potential of the essential oil the Piper hispidinervum (long-
pepper) against phytopathogenic fungi Bipolaris sorokiniana, Fusarium
oxysporum e Colletotrichum gloeosporioides

ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the in vitro antifungal activity of the essential oil of the leaves of Piper hispidinervum
against Bipolaris sorokiniana, Fusarium oxysporum and Colletotrichum gloeosporioides. For the biological tests, using the bioanalitic
test in vitro the concentrations of 100, 200, 500, 1000, 1500 and 2000 pg.mL"' the essential oil. This were incorporated
into PDA (potato dextrose agar) medium in order to evaluate fungal mycelial growth or inhibition. The statistic design used
was completely randomized, with four replicates. In the concentration of 200 pg.mL", observed inhibited complete the
phytopathogens Bipolaris sorokiniana while the Fusarium oxysporum and Colletotrichum gloeosporioides this is occurred in the
concentration of 1000 pg.mL™.
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INTRODUCAO

A utilizagao de produtos naturais no controle de doengas
de plantas vem se tornando uma alternativa promissora para
reduzir o uso indiscriminado de defensivos agricolas. Segundo
Pozza et al. (1999), os fungos sio responsdveis por 70 % das
doencas que causam danos em vérias culturas, reduzindo a
produtividade.

Diversas espécies de Fusarium, comumente sao
fitopatégenos e sapréfitos do solo. Alguns grupos habitam
as regides aéreas superiores de plantas. A maior parte das
espécies do género parasitam sementes de cereais e outros
frutos do campo, causando danos antes e apés a colheita. O
fungo Bipolaris sorokiniana, é um fitopatégeno causador de
manchas em folhas de seringueira, coqueiro, bananeira, arroz,
cana-de-agticar ¢ ¢ o responsdvel pela queima de folhas de
milho e sorgo. Uma das principais doengas causadas por este
patdégeno é a mancha marron causada em culturas de trigo.
O Colletotrichum gloeosporioides é responsdvel pela antracnose
pés-colheita em frutos e pela antracnose foliar em diversas
hortalicas, entre outras. (Kimati ez a/, 2005).

Diversas plantas tém revelado atividade fungicida com
vérias substincias j4 isoladas. Dentre estas, cita-se os trabalhos
de Salgado ez al. (2003), que demonstraram o efeito fungicida
de dleos essenciais de trés espécies de eucalipto (E. urophylla,, E.
citriodora e E. camaldulensis) sobre os fitopatégenos (Fusarium
oxysporum, Botrytis cinerea e Bipolaris sorokiniana). Em
seus estudos observaram atividades fungitéxicas para a
concentragio de 500 mg/L das trés espécies de eucalipto,
porém o dleo essencial da espécie Eucalyptus urophylla
apresentou maior efeito inibitério no crescimento micelial
das trés espécies fingicas.

Mendonga (2004), estudando o efeito dos 6leos essenciais
de cravo-da-india, orégano e manjericao sobre Staphylococcus
aureus, verificou efeito inibitdrio a partir das concentragoes
de 1, 5 e 10 %, respectivamente. Pereira (2008), analisando
os 6leos essenciais de cravo-da-india e orégano, observou
atividade fungicida sobre o fungo Penicillium commune, com
inibi¢ao total no crescimento a partir das concentragoes de
250 mg.L'!' ¢ 2000 mg.L"!, respectivamente.

Piper hispidinervum, conhecida popularmente por pimenta
longa, ¢ um arbusto da familia Piperaceae, encontrada em
condigdes silvestres no vale do rio Acre. Trata-se de uma espécie
que apresenta regeneracio abundante e alta capacidade de
rebrota apds o corte. Dados de Miranda (2002) indicam que
seu dleo essencial € rico em safrol (aproximadamente 92%).
Esta substincia concentra-se principalmente nas folhas e nos
ramos secunddrios, podendo ser extraido por processo de
hidrodestilagao.

Segundo S4 e colaboradores (2004) a pimenta longa se
destaca por sua importincia econémica, devido a utilizagio

Potencial fungitoxico do 6leo essencial de Piper hispidinervum
(pimenta longa) sobre os fungos fitopatogénicos Bipolaris sorokiniana,
Fusarium oxysporum e Colletotrichum gloeosporioides

do safrol como matéria-prima pelas industrias quimicas para
a sintese de heliotropina (piperonal, usado como fixador de
fragincias) e butdéxido de piperonila (usado como agente
sinergistico junto com o piretrum).

Na busca por produtos naturais que atuem como
fungicidas controlando doengas de plantas que afetam diversas
culturas, o presente trabalho teve por objetivo avaliar o efeito
fungitéxico do 8leo essencial de Piper hispidinervum sobre os
fitopatdgenos Fusarium oxysporum cubensis, Colletotrichum
gloeosporioides e Bipolaris sorokiniana.

MATERIAIS E METODOS

As folhas de pimenta longa foram coletadas em maio de
2005 de plantas cultivadas no Horto de Plantas Medicinais
da Universidade Federal de Lavras (UFLA), situada na cidade
de Lavras — MG, localizada a uma latitude 21° 14’ 43 sule a
uma longitude 44° 59” 59 oeste, estando a uma altitude de
919 metros.

A extragao do 6leo essencial das folhas de pimenta longa
foi realizada por meio da hidrodestilagao, utilizando-se
aparelho de Clevenger modificado (Castro 2006). Coletou-se
o hidrolato, que em seguida foi centrifugado em centrifuga
cruzeta horizontal a 965,36 x G por 5 minutos. O dleo
essencial foi retirado com o auxilio de uma micropipeta e
acondicionado em frasco de vidro Ambar envolto com papel
aluminio, mantendo-o sobre refrigeragdo.

As andlises quimicas do 6leo essencial de P hispidinervum
foram realizadas no Laboratério de Quimica Orginica, no
Departamento de Quimica da UFLA, empregando a técnica
de cromatografia em fase gasosa (CG). Utilizou-se um
equipamento Shimadzu CG — 17A, nas seguintes condigoes
experimentais: coluna capilar (DB5) constituida de (5 %-fenil,
95% dimetilpolisiloxano); temperatura do injetor 200 °C;
temperatura do detector de ionizagio de chama (DIC) 210
°C; programagao da coluna com temperatura de 130°C/4min.
elevando-se de 130°C para 150°C, aumentando 5 °C/min, até
atingir 150 °C. Foi utilizado como gds de arraste o nitrogénio
(0,95 mL/min) e a razao de separacio de 1:100. O volume
injetado de amostra foi 1 pL diluido na razio de 1:40 (v/v)
em diclorometano. A andlise qualitativa foi realizada por meio
de padronizagio externa, utilizando padrio de safrol (Acros,
97%), diluido na razao de 1:50 (v/v) em diclorometano. A
quantificagio foi obtida por integragdo eletronica, pela técnica
de normalizagio de 4reas.

As culturas utilizadas para os testes do potencial
fuingitéxico do dleo essencial foram obtidas na Micoteca do
Departamento de Fitopatologia da UFLA e os nimeros de
registro para cada espécie sio: CML-1450 (B. sorokiniana),
CML-1451 (£ oxysporum) e CML-1473 (C. gloeosporioides).
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Os ensaios bioldgicos foram realizados no Laboratério de
Micologia do Departamento de Fitopatologia. A partir do
6leo essencial obtido, foram preparadas concentragdes 100,
200, 500, 1000, 1500 € 2000 pg.mL"! em éter etilico, seguido
da incorpora¢io destas ao meio de cultura BDA (batata,
dextrose, dgar) previamente autoclavado e semi-fundente.
Foram preparadas placas testemunhas com o meio BDA sem
adicao de solvente (testemunha absoluta) e com éter etilico
(testemunha relativa) para determinar o efeito deste nos
tratamentos com o Sleo essencial de P hispidinervum.

Em uma capela de fluxo laminar, concentracoes do 6leo,
previamente solubilizadas em éter etilico foram adicionadas
a0 meio de cultura (BDA), fundente, empregando o método
de dilui¢io em dgar e vertidas em placas de Petri de 9 cm
previamente esterilizadas. Um disco invertido de 8 mm de
didmetro, contendo o micélio de cada fungo (retirado da
colonia com doze dias em BDA) foi depositado no centro
de cada placa. Realizou-se 0 mesmo procedimento com as
testemunhas absoluta e relativa. As placas foram seladas
com papel aderente, identificadas e incubadas em cAmara de
germinagio sob fotoperiodo de 12h a temperatura de 25 °C

por dez dias (Salgado ez al., 2003).

A avaliagdo do experimento iniciou 24h apds sua
instalacio, realizando-se medi¢oes ortogonais do didmetro das
colénias diariamente, sendo que cada medigdo correspondeu
a média de duas medidas diametralmente opostas da colénia
fingica, tendo como referéncia as placas testemunhas (absoluta
e relativa). O indice de crescimento micelial (ICM) ou taxa
de crescimento micelial (TCM) foi calculado pela férmula
modificada de Nakagava Maguire, adaptada por Salgado er
al. (2003).

ICM=Cl+C2+Cn
N1 N2 Nn

Onde:

Cl1, C2, Cn = crescimento micelial das colénias na
primeira, segunda e tltima avaliacio.

N1, N2, Nn = nimero de dias.

Adotou-se o esquema fatorial com quatro repeti¢oes, em
delineamento experimental inteiramente casualizado (DIC).
Os resultados foram analisados estatisticamente pelo método
ANAVA, comparando-se as médias do crescimento micelial
pelo teste Scott—Knott ao nivel de 5 % de probabilidade.

RESULTADOS E DISCUSSAQ

A andlise quimica do 6leo essencial de P hispidinervum,
empregando-se a cromatografia em fase gasosa, apresentou
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(pimenta longa) sobre os fungos fitopatogénicos Bipolaris sorokiniana,
Fusarium oxysporum e Colletotrichum gloeosporioides

como composto majoritdrio o safrol (89%) (Figura 1).
Resultado similar foi observado por Gottilieb ez al. (1981),
onde o teor de safrol encontrado foi de 89 %.

Bergo & Silva (1999), trabalhando com a pimenta longa
constataram a presenca de safrol como composto majoritdrio
em seu 6leo essencial, alcancando um teor de 90 a 94 %.
Miranda (2002) observou um teor de safrol superior a 92%
no dleo essencial de pimenta longa, coletadas na regido
amazonica. Pesquisas de Fazolin ¢z al. (2007), mostraram que
0 6leo essencial extraido de plantas dessa regido apresenta um
teor de safrol superior a 90%. Essas variagoes no teor de safrol
encontrado na planta podem estar diretamente relacionadas
a0 hordrio e local de coleta, bem como as condigdes do solo e
do clima em que foi cultivada (Simées ez al., 2004).

SAFROL

Figura 1 - Cromatograma (CG) do 6leo essencial extraido de folhas frescas
de Piper hispidinervum.

O efeito das concentragdes do 6leo essencial das folhas de 2
hispidinervum sobre o crescimento micelial dos fitopatdgenos
B. sorokiniana, E oxysporum e C. gloeosporioides pode ser
observado pelos dados descritos na Tabela 1. Observa-se
que para todos os fungos, houve inibi¢io do crescimento
micelial com doses crescentes do 6leo essencial, portanto, os
resultados diferiram na concentragio que inibiu totalmente o
crescimento micelial. Para a espécie B. sorokiniana a inibicao
total ocorreu a uma concentragio de 200 pg.mL", enquanto
que para as espécies E oxysporum e C. gloeosporioides foi
observado 0 mesmo efeito, porém, na concentragio de 1000

pg.mL™.

Parmar ezal. (1997) isolaram e caracterizaram quimicamente
os arilpropandéides em extratos brutos e em 6leos essenciais de
plantas da familia Piperaceae encontrando substincias como
safrol, miristicina, eugenol, dillapiol e apiol. Esses compostos
apresentam propriedades antimicrobianas e antioxidantes
assim como, efeitos citotdxicos e psicotrépicos. Portanto,
pode-se inferir relagdes entre o efeito fungicida observado no
6leo essencial de Piper hispidinervum e a presenca de safrol
como seu componente majoritdrio.
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Potencial fungitoxico do 6leo essencial de Piper hispidinervum
(pimenta longa) sobre os fungos fitopatogénicos Bipolaris Sorokiniana,
Fusarium oxysporum e Colletotrichum gloeosporioides

Tabela 1 - Médias do crescimento micelial dos fungos Bipolaris sorokiniana, Fusarium oxysporium, Colletotrichum gloeosporidides nos diferentes

tratamentos.
ICM*
TRATAMENTO B. sorokiniana F. oxysporium C. gloeosporioides
Testemunha absoluta 58,96 a 50,52 a 47,07 a
Testemunha relativa 52,51a 51,71a 48,84 a
100 pg/mL 23,57 b 43,99 b 43,26 a
200 pg/mL 0,00¢c 15,09 ¢ 11,13b
500 pg/mL 0,00¢c 14,60 ¢ 7,660
1000 pg/mL 0,00¢c 0,00d 0,00c
1500 pg/mL 0,00c 0,00d 0,00¢c
2000 pg/mL 0,00¢c 0,00d 0,00¢c

As médias seguidas de mesma letra nao diferem significativamente entre si, pelo teste Scott-Knott ao nivel de 5% de probabilidade.

“ICM: Indice de crescimento micelial.

Bastos & Albuquerque (2004), avaliaram o efeito do dleo
essencial de P aduncum no controle de C. musae, constatando
inibi¢ao de 100 % do crescimento micelial e da germinagio
de conidios, utilizando uma concentragio de 100 pg.mL™.
No teste 772 vivo apenas 1 % da concentragio do 6leo essencial
foi capaz de inibir a manifestacio de podridées nos frutos de
banana. O mesmo efeito de inibi¢ao de crescimento micelial
foi observado com o 6leo essencial de R hispidinervum
sobre B. sorokiniana, porém, a uma concentragio de 200
pg.mL?. Os dleos essenciais dessas plantas apresentam em
comum compostos da classe dos arilpropandides, diferindo
apenas no teor encontrado em cada planta. Hanada ez al.
(2004), estudando o efeito bioldgico do dleo essencial de P
hispidinervum observaram uma inibi¢do parcial da germinagio
de conidios de Mycosphaerella fijiensis Morelet, atribuindo a

esta a presenga do safrol no seu 6leo essencial.

Navickiene ez al. (2006), relataram a alta atividade
fungicida do 6leo essencial de frutos das plantas 2 aduncum
e P tuberculatum sobre os fitopatégenos Cladosporium
cladosporioides e C. sphaerospermum, respectivamente, com
CMI (concentragao minima inibitéria) de 10 pg.mL". Essas
plantas também apresentam safrol em sua constituicao,
comprovando suas atividades antimicrobianas.

CONCLUSOES

O 6leo essencial de pimenta longa na concentragio de 200
pg.mL, inibiu totalmente o crescimento do fitopatégeno
Bipolaris sorokiniana enquanto que, para o Fusarium oxysporum
e o Colletotrichum gloeosporioides esta ocorreu na concentragio
de 1000 pg.mL™.
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