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RESUMO

A cultura de pimenta do reino (Piper nigrum L.) é uma das principais atividades
agricolas no estado do Para e sofre sérios danos ocasionados pela fusariose,
doenca restrita ao Brasil. O presente trabalho avaliou a atividade antifungica in vitro
de Oleos essenciais de espécies de Piper ricos em fenilpropanoides frente a
Fusarium solani f. sp. piperis, agente causal da fusariose. A inibicdo do crescimento
micelial pelo método de difusdo em Agar na concentracdo de 5 mg.mL™ foi
considerada: baixa para P. aduncum (20,3%) e P. krukoffii (31,4%); moderada para
P. callosum (55,7%) e P. marginatum (70,3%) e alta para P. divaricatum (93,3%). Os
componentes majoritarios identificados por CG-EM foram: dilapiol (92,0%), safrol
(78,0%), metileugenol (75,2%) e eugenol (7,9%), apiol (80,0%), Z-isoosmorizol
(44,0%) e E-anetol (22,0%), respectivamente. O 6leo de P. divaricatum e seus
compostos majoritarios apresentaram valores CIM de 0,75 mg.mL™. A avaliagéo dos
efeitos combinados do eugenol e metileugenol apontou o eugenol como principal

responsavel pela atividade.

Palavras-chave: Oleos Essenciais. Fenilpropandides. Eugenol. Metileugenol.
Atividade Antifungica.



ABSTRACT

The culture of black pepper (Piper nigrum L.) is one of the main agricultural activities
in Para State and it suffers serious damages caused by fusariosis, disease restrict in
Brazil. This paper evaluated the antifungal activity in vitro of essential oils of species
of Piper rich in phenylpropanoid before the Fusarium solani f. sp. piperis, which
causes the fusariosis. The inhibition of mycelial growth by the method of agar
dissemination in concentration of 5 mg.mL-1 was considered: decrease to P.
aduncum (20.3%) and P. Krukoffii (31.4%); moderated to P. callosum (55.7%) and P.
marginatum (70.3%) and high to P. divaricatum (93.3%). The major components
identified by CG-EM were dilapiol (92.0%), safrole (78.0%), methyleugenol (75.2%)
and eugenol (7.9%), apiol (80.0%), Z-isoosmorizol (44.0%) and E-anethole (22.0%),
respectively. The oil of P. divaricatum and its major compounds present CIM values
of 0.75 mg.mL-1. The evaluation of the effects combined of eugenol and methyl

eugenol pointed eugenol as the main responsible by the activity.

Keywords: Essential oils, phenylpropanoid family, eugenol, methyleugenol,

antifungal activity.
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1 INTRODUCAO

As doencas causadas por fungos de solo constituem um vasto complexo
etiolégico e sdo responsaveis pelas maiores perdas de produtividade em culturas
economicamente importantes (CARDOSO, 1991). No geral, as podriddes radiculares
sao consideradas doencas de dificil controle, onde métodos drasticos sdo aplicados,
como a esterilizacéo do solo, que limita-se a pequenas areas e provoca sérios danos
ambientais. Nas areas extensivas, a melhor medida ecologicamente sustentavel é a
rotacdo de culturas, alternativa dispendiosa quando se lida com fungos que
possuem habilidade de competicdo saprofitica, ou que formam estruturas de
resisténcia (REIS et al, 2004).

O Estado do Para é o principal produtor nacional da pimenta do reino (Piper
nigrum L.) e sua producdo é comprometida pela fusariose, doenga causada pelo
fitopatdogeno F. solani f. sp. piperis (teleomorfo Nectria hematococca Berk), restrito
ao Brasil. A enfermidade causa a reducdo do periodo util de exploracdo dos
pimentais para apenas quatro anos, e perda de 10% nas areas cultivadas,
correspondendo a um prejuizo de 5 milhdes de délares/ano (CARNAUBA et al,
2006; MAPA, 2007). As primeiras tentativas para o controle da fusariose visaram a
obtencdo de gendtipos resistentes por hibridacdo interespecifica (ALBUQUERQUE,
LIBONATI, 1964; POLTRONIERE et al, 1999). Além disso, a aplicacdo de materiais
organicos no solo, como a pré-incubacéo da casca do caranguejo e botdes florais do
cravo-da-india (Syzygium aromaticum) proporcionaram o aumento da sobrevivéncia
e controle da fusariose por 90 dias (ONIKI et al, 2003; BENCHIMOL et al, 2006).
Outra medida estudada foi o controle biolégico da fusariose utilizando fungos
micorrizicos arbusculares (CHU et al, 1997). Diferentes niveis de tolerancia foram
observados em espécies de Piper nativas da Amazénia, apés inoculacdo do fungo,
indicando o potencial destas espécies no combate a fusariose (ALBUQUERQUE et
al, 2001).

Neste sentido, € relevante o estudo de espécies que produzem metabdlitos
secundarios, como os 0Oleos essenciais com atividade antifungica, pois € um produto

natural e uma alternativa viavel contra a fusariose.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

a) Estudar um mecanismo de controle do fitopatdgeno Fusarium solani f. sp.
piperis, causador da fusariose em pimenta do reino, por meio da atividade

antifangica dos metabdlitos secundarios de Piper divaricatum.

2.1.1 Objetivos especificos

a) Avaliar a atividade antifungica in vitro dos 6leos essenciais de espécies de
Piper ricos em fenilpropandides frente a F. solani f. sp. piperis;
b) Identificar uma espécie de Piper nativa da Amazbdnia potencialmente

resistente a fusariose.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 Piperaceae

A familia Piperaceae pertence a ordem Piperales, classificada como
angiosperma basal (JARAMILLO; MANOS; ZIMMER, 2004). E composta por quatro
géneros: Zippelia, Piper, Peperomia e Manekia e inclui aproximadamente 4.000
espécies e tem larga distribuicdo em regifes tropicais e temperadas, geralmente
com individuos de portes do tipo arbustos, subarbustos, arvoretas ou arvores com
alturade 1 - 10 m (JARAMILLO; MANOS; ZIMMER, 2004).

As espécies apresentam folhas alternadas, com formas e tamanhos
variaveis, espigas opostas as folhas, pedunculadas; flores aperiantadas,
densamente congestas ou laxas, drupas de forma varidvel, com pericarpo pouco
espesso (GUIMARAES; MONTEIRO, 2005). Embora seja facil de reconhecer por
uma combinacdo de caracteres vegetativos e reprodutivos, as suas flores
aparentemente detém diferencas que dificultam a classificacdo infragenérica das
espécies (JARAMILLO; MANOS, 2001).

A Amazbnia abriga um grande numero de espécies de Piper que
apresentam como caracteristica um bom rendimento em Oleo essencial (MAIA,
ANDRADE, 2009). Os metabdlitos presentes podem ser utilizados como matéria-
prima na inddstria de quimica fina e podem ser aplicados como perfumes,
fragrancias e cosmeéticos, ou na industria de medicamentos (MAIA; ANDRADE,
2009). O oleo de P. hispidinervum rico em safrol (70 - 95%), utilizado na indUstria de
perfumes e fragrancias como fixador, é agente sinérgico e um 6timo inseticida
natural (MAIA et al, 1987). O 6leo de P. aduncum é rico em dilapiol (31,5- 97,3%)
considerado um produto natural com atividade fungicida e inseticida (MAIA et al.,
1998).

3.2 A Espécie Piper nigrum L.

Piper nigrum L. (pimenteira-do-reino) € uma espécie trepadeira que cresce
aderida a tutores de madeira ou troncos de arvores e produz frutos do tipo baga em
inflorescéncias formadas nos ramos plagiotrépicos (Fotografia 1) (DUARTE;

ALBUQUERQUE, 2005). A exploracdo da cultura € milenar, tendo seu inicio na
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india, quando o comércio era feito entre Oriente Médio e Europa. Os frutos e demais
tecidos deste vegetal possuem piperina, um alcaldide responsavel pelo sabor
picante, o que torna esta planta apreciada e largamente utilizada na culinaria em
varios paises do mundo (GAIA et al, 2007). No Brasil, o cultivo comercial foi
introduzido por imigrantes japoneses no municipio de Tomé-Agu, a partir do ano de
1933 (FARIA FILHO, 2002).

Fonte: A autora da pesquisa, 2014.

O Estado do Para detém a maior producao nacional, sendo esta cultura de
grande importancia na economia regional (ENCONTRO..., 2010). Segundo os dados
do levantamento sistematico da producao agricola no ano de 2012, a safra nacional
foi de aproximadamente 43.000 toneladas (t), com cerca de 75% desta produzida
apenas no estado do Para (Figura 2). Para o ultimo decénio (2003 — 2012) nota-se
um pico na producdo nos anos de 2005, 2006 e 2007 com meédia de 80.000
toneladas/ano. O declinio da producéo ocorreu principalmente a partir de 2010, com
média de 46.600 toneladas/ano, o que corresponde uma queda superior a 40%
(Figura 1).
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Figura 1 — Dados da producao agricola de pimenta-do-reino no Brasil
obtida no ultimo decénio de 2003 — 2012.
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70000 -
60000 -
50000 -
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30000 : : : : : : : : .
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Fonte: Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica, 2013.

Figura 2 — Dados da producao de pimenta do reino segundo o levantamento
sistemético da producao agricola para o ano de 2012. (A) Producéo nacional por
regiao; (B) Producéo por estado.
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ordeste 159, . Santo
10% ’ Paraiba  gapia 16%
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Fonte: Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica, 2013.

Um dos principais fatores para o comprometimento da cultura € a incidéncia
da fusariose, doenca restrita ao Brasil que influencia de forma significativa a

longevidade das plantas e reduz o ciclo produtivo (BARBOSA, 2002).
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3.3 Fusariose

Espécies do género Fusarium habitam naturalmente os solos e sobrevivem
tanto na planta quanto na matéria organica, como saprofita, ocasionando doencas
em plantas hospedeiras (SINGHA et al, 2011). Tipos diferentes de espécies de
Fusarium provocam estragos em diferentes culturas, como a do abacaxi (Ananas
comosus var. comosus), banana (Musa spp), maracujd (Passiflora edulis f.
flavicarpa), causada por F. subglutinans, F. oxysporum f. sp. cubense e F. solani,
respectivamente. A doenca destr6i o sistema radicular, 0 que provoca Sseérios
prejuizos econdbmicos (CHU et al, 2006; MATOS et al, 2009; SWARUPA,;
RAVISHANKAR; REKHA, 2013; FISCHER et al, 2010).

A pimenteira do reino é muito suscetivel a fusariose, causada pelo F. solani
f. sp. piperis. A infeccdo nas pimenteiras-do-reino geralmente tem inicio nas plantas
com mais de dois anos de idade, pelas raizes mais jovens e raizes secundarias,
provocando como primeiro sintoma o amarelamento das folhas e com o avanco da
doenca aparece a clorose das folhas (Figura 3a). A medida que o fungo cresce nos
tecidos causa obstrucdo dos vasos condutores e escurecimento das raizes e da
base do caule (Figura 3b). A infeccdo radicular ocorre durante o periodo chuvoso, o
que favorece a multiplicagdo do patégeno e o avanco da colonizacdo nos tecidos
das raizes em uma mesma planta, bem como a disseminacéo entre plantas vizinhas
(TREMACOLDI, 2010). Os sintomas caracteristicos sdo exibidos durante a estacao
seca, como a podriddo das raizes, amarelecimento das folhas e morte da planta
(DUARTE; ALBUQUERQUE, 2005; TREMACOLDI, 2010; CHU et al, 2006).
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Figura 3 — Pimenta do reino (P. nigrum) em estagio avancado da fusariose. (A)
Necrose das folhas (B) Sintoma de podridao do colo.
" \"‘;\ ., o R |

(A) (B)

Fonte: Tremacoldi, 2010

O controle da fusariose torna-se muito dificil devido a capacidade de
disseminacgéo pelo vento, agua da chuva e contato de raizes das plantas infectadas
com outras sadias (FILGUEIRAS et al, 2001). Varias medidas alternativas para
combater a fusariose foram avaliadas, dentre estas, a estratégia de introduzir
materiais organicos como aditivo no solo de mudas infectadas por F. solani f. sp.
piperis.

A pré-incubacdo da casca de caranguejo (Ucides cordatus) no solo (1,0%
m/m) antes do transplantio aumentou em 20% a sobrevivéncia da pimenteira-do-
reino (BENCHIMOL; SUTTON; DIAS-FILHO, 2006). A adicdo de 10g/L das folhas do
nim indiano (Azadirachta indica A. Juss) no solo e 100g de botdes florais do cravo-
da-india (Syzygium aromaticum) em 30 a 100L de solo controlaram os sintomas da
fusariose por 90 dias (ONIKI et al, 2003; TREMACOLDI, 2011) e acredita-se que a

sua atividade fungicida pode estar relacionada com seus metabdlitos secundarios.
3.4 Potencial antifiUngico de 6leos essenciais de espécies de Piper

Os oOleos essenciais sdo fracdes volateis naturais, extraidas de plantas
aromaticas e evaporam a temperatura ambiente (SANTOS et al, 2004). Sua funcao
in natura esta associada a atragdo de insetos para fins de polinizagédo, ou entdo na
repulsdo de herbivoros como arma de defesa (LIMA; OLIVEIRA, 2003). A
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composi¢cdo quimica de Oleos essenciais geralmente € formada por terpenos,
fenilpropandides, aldeidos, cetonas, lignanas e neolignanas (PARMAR et al, 1997).
Algumas destas moléculas sdo toxicas e atuam auxiliando nos mecanismos de
defesa das plantas (ALMEIDA et al, 2007; MEDEIROS; FERREIRA; DIANESE,
2003).

Espécies do género Piper sdo excelentes produtoras de 0Oleos essenciais
com propriedades antimicrobiana, antioxidante e antiinflamatérias (ALMEIDA et al,
2007). O potencial antifungico dos 0Oleos ricos em fenilpropandides das espécies de
Piper da regido Amazoénica (Figura 4) foi previamente relatado na literatura.

Piper aduncum, conhecida popularmente como “pimenta-de-macaco” ou
“aperta-rudao” (ALMEIDA et al, 2009) possui atividade analgésica, fungicida,
bactericida, insecticida, larvicida e moluscida (SOUSA et al, 2008). O componente
majoritario do 6leo essencial é o dilapiol que pode variar de 31,5 a 91,1 % (MAIA et
al, 1998).

Piper callosum é distribuida nos estados do Para e Amazonas e conhecida
como “elixir paregérico” (VIEIRA, 1991), cujo 6leo essencial € comumente rico em
safrol (43,7 — 74,2%), um precursor do piperonal e o &cido piperonilico utilizados na
industria farmacéutica, no comércio de perfumes e cosméticos (ANDRADE;
GUIMARAES; MAIA, 2009; MAIA et al, 2000; MAIA et al, 1987).

Piper divaricatum é distribuido nos estados do Amazonas, Pernambuco,
Bahia, Para, Minas Gerais, Espifito Santo e Rio de Janeiro (GUIMARAES:;
MONTEIRO, 2006). A raiz € aromatica, de sabor forte, semelhante ao gengibre
(PISSINATE, 2006) e os principais componentes do 6leo essencial sdo metileugenol
e eugenol (SILVA et al, 2010).

Piper marginatum é conhecida como “caapeba cheirosa” ou “malvarisco”
(D’ANGELO et al, 1997). O dleo essencial apresenta polimorfismo intra-especifico
com composicdo marcada pela presenca de sesquiterpenos e fenilpropandides
(ANDRADE; GUIMARAES; MAIA, 2009). Na Amazodnia, o tipo quimico mais comum
é rico em fenilpropandide 3,4-metilenodioxipropiofenona (14,5 a 40,2%) (ANDRADE
et al, 2008; RAMOS et al, 1986).

Piper krukoffii € conhecida por pimenta-longa. Existem poucos relatos na
literatura da caracterizacdo quimica da espécie. Foram identificados dois tipos

guimicos para seu 6leo essencial, um dominado por apiol (40,0 - 80,0%) e outro por
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miristicina (40,3%) e apiol (25,4%) em menor concentracdo (ANDRADE;
GUIMARAES; MAIA, 2009; SILVA, 2010).
A estrutura quimica dos compostos majoritarios das espécies descritas

acima esta representada na Figura 5.

Figura 4 — Espécies de Piper com ocorréncia na Amazonia ricas em
fenilpropandides: (A) P. aduncum, (B) P. callosum, (C) P. divaricatum,
(D) P. krukoffii, (E) P. marginatum.

Fonte: Grupo de Plantas Aromaticas e Oleaginosas, 2014.
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Figura 5 — Estruturas dos componentes majoritarios das espécies de : (1) P.
aduncum, (2) P. callosum, (3) P. divaricatum, (4) P. krukoffii, (5) P. marginatum.
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Fonte: A autora da pesquisa, 2014.

A eficacia dos Oleos essenciais das espécies citadas foi demonstrada
frente a varios fitopatdgenos em testes in vitro e in vivo. O Oleo essencial de P.
aduncum na concentragdo de 100 pg.mL™ inibiu 100% do crescimento micelial e
germinacdo dos conidios de Colletotrichum musae, causador da antracnose na
banana (BASTOS, ALBUQUERQUE, 2004). O 6leo de P. callosum foi ativo no
controle do fitopatdgeno Phytophthora capsici (SILVA; BASTOS, 2007). Os 6leos de
P. aduncum, P. callosum, P. divaricatum e P. marginatum inibiram o crescimento
micelial de Moniliophthora perniciosa, causador da vassoura-de-bruxa em
cacaueiros (SILVA; BASTOS, 2007).
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4 MATERIAL E METODOS

Esta etapa foi realizada no Laboratorio de Engenharia de Produtos Naturais
(LEPRON), com os testes in vitro dos 6leos essenciais de Piper aduncum, P.
callosum, P. divaricatum, P. krukoffii e P. marginatum da Regido Amazoénica, frente
ao fitopatdgeno F. solani f. sp. piperis, para selecionar a espécie que melhor

apresentar atividade antifungica.

4.1 Obtencao das amostras de 0leos essenciais

Inicialmente, foram selecionadas espécies de Piper nativas da regido
Amazobnica produtoras de O6leos ricos em fenilpropandides. Os 6leos provenientes
das folhas e ramos finos de espécies de Piper foram cedidos pelo grupo de pesquisa
de “Plantas Aromaticas e Oleaginosas da Amazénia” da Universidade Federal do
Pard (UFPA). Esses Oleos foram extraidos por hidrodestilacdo com extrator de
Clevenger (3h), armazenados a temperatura de 5°C e caracterizados quimicamente
por CG-DIC e CG-EM (ADAMS, 2007; NIST, 1998). Os Oleos essenciais ricos em
fenilpropandides selecionados, foram provenientes de coletas realizadas em
diferentes cidades do estado do Para: P. aduncum (Belém), P. callosum (Marituba),
P. divaricatum (Breves), P. krukoffii (Carajas) e P. marginatum (Salvaterra) (SILVA,
2010; ANDRADE, GUIMARAES, MAIA, 2009).

4.2 Obtencéao do isolado e cultivo de Fusarium solani f. sp. piperis

Os isolados de Fusarium solani f. sp. piperis foram obtidos a partir de planta
com sintomas da fusariose apés vinte dias da inoculacdo. Foram cortados pequenos
pedacos do caule, proximo ao local com sintomas. Os pedacgos foram higienizados
com alcool, agua esterilizada e hipoclorito de sédio 10% por um minuto e colocados
em contato com meio Batata-Dextrose-Agar (BDA) a 27°C. Ap6s dez dias de
incubacédo foi possivel o isolamento do fungo. Para cada experimento, o fungo foi
repicado em placas de Petri e utilizado nos ensaios com cerca de 15 dias de

crescimento.
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4.3 Determinacgao da atividade fungicida dos 6leos essenciais

4.3.1 Avaliacdo Sobre o Crescimento Micelial

A atividade antifungica foi avaliada pelo método da diluicdo em agar (TAIRA
et al, 1994). Os oleos foram incorporados em meio BDA fundente para se obter a
concentracdo de 5 mg.mL™. Discos de micélio do fitopatégeno (9 mm) foram
transferidos para o centro das placas de Petri (60 x 15 mm). As placas foram
incubadas a temperatura de 27°C em incubadora Demanda Bioquimica De Oxigénio
(B.O.D.). Os experimentos foram realizados em quadruplicata. Placas sem as
amostras dos 6leos essenciais foram usadas como controle. O crescimento micelial
foi monitorado por sete dias e o indice antifungico, calculado de acordo com a

equacao:

@ crescimento do tratamento (mm)

Inibicdo (%) = [1 — ] 100

@ crescimento do controle (mm)

4.3.2 Determinacao da Concentracdo Minima Inibitéria e Clsg

A amostra que apresentou maior inibicdo na concentracéo de 5 mg.mL™ foi
incorporada em meio BDA nas concentragbes de 0,25; 0,5; 1,0; 2,5 mg.mL™. A
Concentracdo Minima Inibitéria (CMI) foi definida como a menor concentracao capaz
de causar 100% de inibicdo. Os valores de Clso (concentracdo capaz de inibir 50%
do crescimento micelial do fungo) foram monitorados por sete dias e calculados por

analise de proébitos e regressao néo linear utilizando o software GraphPad Prism 5.0.
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5.1 Composicao quimica dos 6leos essenciais
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Altas concentracbes de derivados fenilpropandides sdo encontradas em

Oleos essenciais de espécies de Piper de ocorréncia na Amazonia brasileira. Desta

forma, foram selecionados 6leos com esta caracteristica identificada previamente. O

dilapiol (91,4%) foi dominante no 6leo essencial de P. aduncum; no Oleo de P.

callosum foi identificado safrol (78,0%) e metileugenol (8,7%); apiol (80%) foi

majoritario no 6leo de P. krukoffii e Z- isoosmorhizol (44,0%) e E-anetol (22,0%) no
0leo de P. marginatum (ANDRADE; GUIMARAES:; MAIA, 2009; SILVA et al, 2011;
SILVA, 2010; ANDRADE; SILVA; MAIA, 2007). Apenas a espécie P. divaricatum foi

coletada novamente e o0s componentes identificados no 6éleo essencial foram

metileugenol (75,2%) e eugenol (7,9%). A composicdo quimica total identificada

encontra-se na Tabela 1.

Tabela 1 — Composicdo quimica do 6leo essencial de P. divaricatum.

Componente IR® IR® Oleo® (%)
a- pineno 942 932 2,1
B- pineno 988 974 3,2
limoneno 1036 1024 1,1
E-B-ocimeno 1052 1044 0,8
borneol 1178 1165 0,1
eugenol 1361 1356 7,9
B-elemeno 1395 1389 0,1
metileugenol 1419 1403 75,2
B-metileugenol 1427 1417 1,9
B-gurguneno 1438 1431 0,3
a-humuleno 1462 1452 0,1
trans- muurola-4(14),5-dieno 1487 1493 1,4
eugenol acetato 1524 1521 3,8
elemicina 1553 1555 0,3
E-nerolidol 1568 1561 0,1
oxido de cariofileno 1586 1582 0,1
Monterpenos hidrocarbonetos 6,3
Monoterpenos oxigenados 0,1
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Sesquiterpenos hidrocarbonetos 3,8
Sesquiterpenos oxigenados 0,2
Fenilpropandides 87,2
Total identificado 98,5

Fonte:A autora da pesquisa, 2014.

%indice de retencdo calculado utilizando a série homéloga de n-alcanos; b indice de retencédo da
literatura (ADAMS, 2007); ¢ porcentagem dos compostos obtidas pela integracdo da area no

detector de ionizacdo de chamas.

5.2 Avaliacédo sobre o crescimento micelial

A atividade antifungica de 6leos essenciais e seus componentes pode ser

atribuida a suas propriedades hidrofébicas, as quais determinam a habilidade para

penetrar na membrana plasmatica e induzir mudancas nas propriedades fisico-

quimicas da parede celular, membrana celular e organelas (KNOBLOCH et al, 1987,
RASOOLI; OWLIA, 2005). O crescimento micelial foi monitorado por sete dias e

foram observados os efeitos dos 0leos essenciais quando incorporados ao meio

BDA (Figura 6). Apenas o Oleo de P. divaricatum (Pdiv), manteve eficiéncia

antifangica de 100% no decorrer do experimento. Os Oleos de P. callosum (Pcal) e

P. marginatum (Pmar) alcancaram cerca de 80% de inibicdo no quarto dia, porém

nao a mantiveram constante.

Figura 6 — Cinética de inibicdo do crescimento micelial de F. solani

f. sp. piperis em meio BDA com adic&o de (5 mg.mL™) de 6leos

essenciais de Piper spp.
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Fonte: A autora da pesquisa, 2014.
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A porcentagem de inibi¢cdo do crescimento micelial apds 7 dias foi calculada
e 0s resultados mostraram baixa atividade, ndo diferindo estatisticamente do
controle (p> 0,05) para os 6leos de P. aduncum (20,3 £ 9,6%) e P. krukoffii (31,4 £
4,4%); atividade moderada para P. callosum (55,7t 1,6%) e P. marginatum(70,3 +

8,2%) e alta atividade para o 6leo de P. divaricatum (93,3 £ 1,7%) (Figura 7).

Figura 7 — Efeito inibitorio dos 6leos essenciais de Piper spp na concentracao
de 5 mg.mL™ sobre o crescimento micelial de F. solani f. sp. piperis ap6s sete
dias de cultivo em meio BDA; barras verticais indicam o desvio padréo (n = 4);
abe Amostras com letras iguais ndo diferem estatisticamente pelo teste de
Tukey (p < 0,05).

s L

Fonte: A autora da pesquisa, 2014.

A atividade fungicida de Oleos essenciais de espécies de Piper foi
previamente reportada. O 6leo de P. aduncum inibiu a antracnose na banana (Musa
spp.), causada por Colletotrichum musae (BASTOS; ALBUQUERQUE, 2004). Além
disso, mostrou atividade contra Magnaporthe grisea e Pythium ultimum, que causam
danos em varios graos e vegetais (GUERRINI et al, 2009). O principal componente,
o dilapiol foi efetivo no controle de Moniliophthora perniciosa, causador da “vassoura
de bruxa” no cacau (ALMEIDA et al, 2009). Embora o 6leo de P. aduncum né&o tenha
demonstrado atividade contra F. solani f. sp. piperis, estudos anteriores com
residuos foliares incorporados em solo infestado com o fitopatbgeno mostraram uma
reducdo na mortalidade e prolongamento da sobrevivéncia de mudas de pimenta do
reino (BASTOS, 2011).
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A atividade fungicida pode ser observada para Oleos essenciais ricos em
apiol. O 6leo de P. krukoffii, com uma concentracéo de apiol de 25,4%, apresentou
atividade fungicida equivalente ao miconazol frente a Cladosporium cladosporioides
e C. sphareospermum (SILVA et al, 2011). O 6leo P. holtonii C. DC com uma
guantidade ainda maior de apiol (64,2%) apresentou inibicdo do crescimento micelial
de Colletotrichum acutatum, C. gloeosporioides e Botryodiplodia theobromae,
importantes patdogenos pos-colheita de frutas (PINEDA et al, 2012). Apesar do alto
teor de apiol (80,0%) o 6leo essencial de P. krukoffii ndo demonstrou eficacia na
inibicdo do crescimento de F. solani f. sp. piperis.

O d6leo de P. divaricatum em altas concentracdes mostrou inibicdo da
germinacgado de basidiésporos M. perniciosa (SILVA; BASTOS, 2007). Por outro lado,
a atividade antifungica foi equivalente ao miconazol quando avaliado frente a
Cladosporium cladosporioides e C. sphaerospermum pelo método de bioautografia
direta (SILVA et al, 2010).

5.3 Determinacdo da concentracdo minima inibitéria e cisg

Devido a atividade antifungica significativa de P. divaricatum, foram
determinados os valores de Clsp para o 6leo essencial de Piper divaricatum (Pdiv) e
seus principais componentes eugenol (E) e metileugenol (ME). As amostras foram
testadas em concentragbes que variaram de 0,25 a 5 mg.mL™ contra F. solani f. sp.
piperis. O indice antifangico variou de 18,0 — 92,0% para o 6leo essencial e para o
metileugenol foi de 32,3 — 79,0%. O eugenol inibiu totalmente o crescimento do
fungo em varias concentracdes e o valor observado para concentracdo inibitéria
minima (CIM) foi de 0,75 mg.mL™ (Figura 8).
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Figura 8 — Efeito inibitério do 6leo essencial de P. divaricatum

e seus componentes majoritarios nas concentracoes de 0,25 a 5,0
mg.mL™ sobre o crescimento micelial de F. solani f. sp. piperis.
(média + desvio padrdo, n = 3).
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Fonte: A autora da pesquisa, 2014.

Os valores de Clsp calculados por analise de prébitos e regressao nao linear

encontram-se na Tabela 2.

Tabela 2 — Valores de Clsg para as amostras de P. divaricatum.

Amostra Clso(mg.mL™)
Oleo essencial 0,698
Metileugenol 0,510
Eugenol 0,480

Fonte: A autora da pesquisa, 2014.

Embora o metileugenol tenha exibido atividade contra crescimento de varios
microorganismos, poucos trabalhos tém considerado as propriedades inibitorias do
metileugenol contra fitopatogenos (MEEPAGALA; STURTZ; WEDGE, 2002; PAULI,
KNOBLOCH et al, 1987; KIVANC; AKGUL, 1988). Estudos demonstram sua
atividade frente a Alternaria humicola, Colletotrichum gloeosporioides, Rhizoctonia
solani e Phytophthora cactorum, com a melhor atividade contra P. cactorum
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promovendo danos estruturais nas hifas (YANG et al, 2010). No entanto, nao
apresentou nenhuma atividade contra isolado de F. solani (DAN et al, 2010).

O eugenol apresentou atividade fungicida contra F. verticillioides, agente
patogénico que infecta sementes de milho (MENNITI; GREGORI; NERI, 2010). Os
fungos Lenzites betulina e Laetiporus sulphureus responsaveis pelo apodrecimento
da madeira mostraram forte suscetibilidade ao eugenol com 100%de inibi¢cdao (YEN;
CHANG, 2008). No entanto, os fitopatégenos C. fragariae, C. gloeosporioides, C.
acutatum e Botrytis cinerea mostraram-se resistentes pelo método de bioautografia
direta (MEEPAGALA; STURTZ; WEDGE, 2002).

5.4 Avaliacdo dos efeitos combinados dos componentes majoritarios do 6leo
de P. divaricatum

O efeito da combinacgéo entre metileugenol (ME) e eugenol (E) foi observado
e caracterizado como efeito sinérgico, aditivo ou antagonista contra F. solani f. sp
piperis (BENZ, 1971). A interacdo foi avaliada comparando o efeito na concentracao
de 0,75 mg.mL™, na qual o eugenol apresentou inibicdo maxima. As combinacdes de
metileugenol/eugenol foram nas propor¢des de 4:1, 1:1 e 1:4, com a inibicdo do
crescimento micelial avaliada por sete dias de cultivo (Figura 9).

O metileugenol e eugenol isolados provocaram inibicdo de 76,3% e 100%,
respectivamente. Nas combinacdes de E/ME 4:1 o efeito observado foi aditivo em
relacdo ao metileugenol, pois a inibicdo aumentou significativamente de 76,3% para
100%; no entanto, quando a proporcdo de eugenol diminui para E/ME 1: 1 observa-
se apenas um discreto aumento na inibicdo de 76,3% para 80,0%. Quando a
concentracdo de eugenol é menor que a de metileugenol (E/ME 1:4) nota-se uma
diminuicdo na inibicdo para 64,6%, equivalente ao efeito inibitério do 6leo puro
(63,4%) na mesma concentracdo. Desta forma podemos inferir que para uma
inibicdo de 100% se faz necessario que a proporcdo de eugenol no Oleo seja
aproximadamente de 80,0% para ser eficiente na concentracéo de 0,75 mg.mL™.
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Figura 9 — Efeito combinado dos compostos majoritarios (eugenol:
metileugenol) do 6leo essencial de P. divaricatum na concentracéo de 0,75
mg.mL™ sobre o crescimento micelial de F. solani f. sp. piperis. *° amostras
com letras iguais nao diferem estatisticamente pelo teste de Tukey (p < 0,05).

100~

]
=]
|

Inibigao (%)

v //AU

T i
E/'ME 41 E/ME 11 EME 1:4

Fonte: A autora da pesquisa, 2014.

A padronizagdo do 6leo como bioativo se torna relevante, uma vez que sua
composi¢cdo quimica apresenta variacdes sazonais. O monitoramento durante os
meses de maio a outubro mostrou variacao de 16,9 — 93,2% para metileugenol e de
46,1 — 1,8% para o eugenol (ANDRADE; GUIMARAES; MAIA, 2009b).
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6 CONCLUSAO

A triagem da atividade antifungica in vitro de 6leos essenciais de espécies
de Piper ricos em fenilpropandéides conduziu a descoberta de uma espécie resistente
a fusariose. A resisténcia a fusariose apresentada por Piper divaricatum pode estar
relacionada com a producdo de seus metabdlitos secundéarios, com destaque para
eugenol, metileugenol, que em combinacdo demonstraram efeito satisfatério frente a
F.solani f. sp. piperis.



36

REFERENCIAS

ADAMS, R. P. Identification of essential oil components by gas
chromatography / mass spectrometry. lllinois: Allured Publishing Corporation,
2007.

ALBUQUERQUE, M. de; LIBONATI, V. F. IPEAN 25 Anos de pesquisas na
Amazonia: historico, organizacao e pesquisas. Belém: IPEAN, 1964.

ALBUQUERQUE, F.C; DUARTE, M.L.R.; BENCHIMOL, R.L.; ENDO, T. Resisténcia
de piperaceas nativas da Amazoénica a infec¢do causada por Nectria haematococca
f. sp.piperis. Acta Amazonia, v. 31, n. 3, p. 341-348, 2001.

ALMEIDA, José Gustavo L. de et al. Composicdo quimica dos 6leos essenciais de
Piper divaricatum. In: REUNIAO ANUAL DA SOCIEDADE BRASILEIRA DE
QUIMICA, 30., 2007, Sao Paulo. Anais... Sdo Paulo: Sociedade Brasileira de
Quimica, 2007. p. 304. Disponivel em: <https://sec.sbq.org.br/cdrom/30ra/resumos/
T1317-1.pdf>. Acesso em: 20 ago. 2014.

ALMEIDA, R. R. P. et al. Chemical variation in Piper aduncum and biological
properties of its dillapiole rich essential oil. Chemistry e Biodiversity, Zirich, v. 6, n.
9, p. 1427-1434, Sept. 2009. Disponivel em: <http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pub
med/19774604>. Acesso em: 20 ago. 2014.

ANDRADE, Eloisa Helena A. et al. Variability in Essential Oil Composition of Piper
marginatum Sensu Lato. Chemistry e Biodiversity, Suica, p. 197-208, jan. 2008.
Disponivel em: <http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18205123>. Acesso em: 20
ago. 2014.

ANDRADE, E. H. A.; GUIMARAES, E. F.;: MAIA, J. G. S. Variabilidade quimica em
Oleos essenciais de espécies de Piper da Amazénia. Belém: Faculdade de
Engenharia Quimica/UFPA, 2009.

ANDRADE, Eloisa Helena A.; SILVA, Joyce Kelly R. da; MAIA, José Guilherme S.
Estudo sazonal e circadiano do 6leo essencial de Piper divaricatum G. Meyer. In:
REUNIAO ANUAL DA SOCIEDADE BRASILEIRA DE QUIMICA, 30., 2007, S&o
Paulo. Anais... Sdo Paulo: Sociedade Brasileira de Quimica, 2007. p. 193-194.
Disponivel em: <https://sec.sbg.org.br/cdrom/30ra/indiceautor.htm>. Acesso em: 20
ago. 2014.

ANDRADE, Aretusa E. et al. In vivo proteome analysis of Xanthomonas campestris
pv. campestris in the interaction with the host plant Brassica oleracea. FEMS
Microbiology Letters, Estados Unidos, v. 281, n. 2, p. 167-174, Apr. 2008.
Disponivel em: <http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1574-6968.2008.
01090.x/pdf>. Acesso em: 20 ago. 2014.

BARBOSA, F. B. da C. Biotecnologia molecular e novo padréo definanciamento:
Possibilidades para pesquisa da fusariose da pimenta-do-reino. Cadernos de
Ciéncia e Tecnologia, Brasilia, DF, v. 19, n. 3, p. 429-449, set./dez. 2002.



37

BASTOS, C. N.; ALBUQUERQUE, P. S. B. Efeito do 6leo de Piper aduncum no
controle em pos-colheita de Colletotricum musae em banana. Fitopatologia
Brasileira, Brasilia, DF, v. 29, n. 5, p. 555-557, set./out. 2004. Disponivel:
<http://www. scielo.br/pdf/fb/v29n5/21869.pdf>. Acesso em: 28 ago. 2014.

BASTOS, C. N. Pimenta-de-macaco (Piper aduncum L.) e seus produtos:
perspectivas de utilizacdo no controle de pragas e doenca de plantas. Belém:
Ceplac/Suepa, 2011.

BENCHIMOL, R. L.; SUTTON, J. C.; DIAS-FILHO, M. B. Potencialidade da casca de
caranguejo na reducédo da incidéncia de fusariose e na promocéao do crescimento de
mudas de pimenteira-do-reino. Fitopatologia Brasileira, Brasilia, DF, v. 31, n. 2, p.
180-184, mar./abr. 2006. Disponivel em: <http://www.scielo.br/pdf/fb/v31n2/30012
.pdf>. Acesso em: 20 ago. 2014.

BENZ, G. Synergism of micro-organisms and chemical insecticides. In: BURGES, H.
D.; HUSSEY, N. W. (Ed.). Microbial control of insects and mites. Londres:
Academic Press, 1971. p. 327-356.

CARDOSO, J. E. Controle de patégenos de solo nacultura do feijdo. In: SEMINARIO
SOBRE PRAGAS E DOENCAS DO FEIJOEIRO, 2., 1991. Anais..., Campinas,
1991. p. 45-50.

CARNAUBA, J. P. et al. Ocorréncia de Fusarium solani f. sp. piperis em Piper nigrum
no estado de Alagoas. Summa Phytopathologica, Botucatu, v. 33, n. 1, p. 96-97,
jan./mar. 2007. Disponivel em: <http://www.scielo.br/pdf/sp/v33n1/17.pdf>. Acesso
em: 25 jul. 2014.

CHU, E. Y. et al. Avaliacao da inoculacao de fungos micorrizicos arbusculares sobre
a incidéncia da fusariose da pimenta-do-reino. Fitopatologia Brasileira, Brasilia,
DF, v. 22, n. 2, p. 205-208, jun. 1997. Disponivel em: <http://ainfo.cnptia.embrapa.br/
digital/bitstream/item/98386/1/205.pdf>. Acesso em: 20 jul. 2014.

CHU, E. Y. et al. Pimenta-do-reino. 2. ed. Brasilia, DF: Embrapa, 2006. (Colecéo
Plantar; Série vermelha fruteiras).

DAN, Y. et al. Activities of essential oils from Asarum heterotropoides var.
Mandshuricum against five phytopathogens. Crop Protection, v. 29, p. 295-299,
2010.

SILVA, J. K. R. da. Estudo quimico e das propriedades biolégicas dos 6leos
essenciais e extratos de espécies de Piper da Amazénia Oriental. 2010. 220 f.
Tese (Doutorado em Quimica) — Instituto de Ciéncias Exatas e Naturais,
Universidade Federal do Para, Belém, 2010.

D’ANGELO, L. C. A. et al. Pharmacology of Piper marginatum Jacq. a folk medicinal
plant used as an analgesic, anti-inflammatory and hemostatic. Phytomedicine,
Estados Unidos, v. 4, n. 1, p. 33-40, mar. 1997. Disponivel em: <http://www.ncbi.NI
m.nih.gov/pubmed/23195243>. Acesso em: 10 ago. 2014.



38

DUARTE, M. de L. R.; ALBUQUERQUE, F. C. de. Sistema de producéao da
pimenta-do-reino, importancia econémica. Beléem: EMBRAPA, 2005.

ENCONTRO, debates, desafios de setor da Pimenta-do-reino. Belém: Agro Inddstria
Fartura, 2010. Disponivel em: <https://agrofrtura.wordpress.com/2010/11/02/enco
ntro-debate-desafios-do-setor-de-pimenta-do-reino/>. Acesso: 2 nov. 2012.

FARIA FILHO, A. F. Pimenta do reino — uma das mais importantes especiarias
do mundo. Belém, 2002.

FILGUEIRAS, Gisalda Carvalho et al. Fontes de crescimento da producéo de
pimenta-do-reino no Estado do Para no periodo de 1979 a 2001. 2001.
Disponivel em: <http://ainfo.Cnptia.embrapa.br/digital/bitstream/item/82554/
1/010001.pdf>. Acesso em: 18 jun. 2011.

FISCHER, Ivan Herman et al. Reacdo de maracujazeiro-amarelo ao complexo
fusariose-nematoide de galha. Acta Scientiarum Agronomy, Maringa, v. 32, n. 2, p.
223-227, Apr./Jun. 2010. Disponivel em: <http://periodicos.uem.br/ojs/index.php/Acta
SciAgron/article/vi ew/3445/3445>. Acesso em: 25 jun. 2014.

GAIA, José M. D. et al. Caracteizacdo de acessos de pimenta-do-reino com base em
sistemas enzimaticos. Horticultura Brasileira, Brasilia, DF, v. 25 n. 3, p. 333-342,
jul./set. 2007. Disponivel em: <http://www.scielo.br/pdf/hb/v25n3/a04v25n3.pdf>.
Acesso em: 20 jun. 2014.

GRUPO de pesquisa. Grupo de plantas aromaticas e Oleaginosas da Amazonia.
Belém: UFPA, 2014.

GUERRINI, A. et al. Bioactivities of Piper aduncum L. and Piper obliquum Ruiz e
Pavon (Piperaceae) essential oils from Eastern Ecuador. Environmental
Toxicology and Pharmacology, v. 27, n. 1, p. 39-48, jan. 2009.

GUIMARAES, E. F.; MONTEIRO, D. Piperaceae na reserva biolégica de Poco das
Antas, Silva Jardim. Rodriguésia, Rio de Janeiro, v. 57, n. 3, p. 567-587, 2006.
Disponivel em: <http://rodriguesia.jbrj.gov.br/FASCICULOS/rodrig57_3/12Piperacea
e.pdf>. Acesso em: 10 maio 2014.

INSTITUTO BRASILEIRO DE GEOGRAFIA E ESTATISTICA. Levantamento
sistematico da producdo agricola, Rio de Janeiro, v. 26, n. 4, p. 1-86, abr. 2013.

JARAMILLO, M. A.; MANOS, P. S. Phylogeny and patterns of floral diversity in the
genus Piper (Piperaceae). American Journal of Botany, Saint Louis, v. 88, n. 4, p.
706-716, abr. 2001. Disponivel em: <http://www.ncbi.nim.nih.gov/pubmed/11302
858>. Acesso em: 16 jun. 2014.



39

JARAMILLO, M. Alejandra; MANOS, Paul S.; ZIMMER, Elizabeth A. Phylogenetic
relationships of the perianthless Piperales: reconstructing the evolution of floral
development. International Journal of Plant Sciences, Chicago, v. 165, n. 3, p.
403-416. 2004. Disponivel em: <http://www.academia.edu/1935071/Phylogene
tic_relationships_of the perianthless_Piperales_reconstructing_the evolution_of flo
ral_development>. Acesso em: 15 jun. 2014.

KIVANC, M.; AKGUL, A. Mayalarin Gelismesi Uzerine Baharatlarin Etkisi. Gida,
1988.

KNOBLOCH, E. et al. Mode of action of essential oil components on whole cells
of bacteria and fungi in plate tests,1987.

LIMA, I. L. de; OLIVEIRA, C. L. F. de. Aspectos gerais do uso de 6leos essenciais de
eucalipto. Revista Eletrdnica de Engenharia Florestal, Sdo Paulo, v. 1, n. 1, fev.
2003. Disponivel em: <http://faef.revista.inf.br/imagens_arquivos/aquivos_destaque/
UFOV5F4CIM2WGRt_2013-4-24-14-22-20.pdf>. Acesso em: 10 maio 2014.

MAIA, José Guilherme S. et al. Espécies de Piper da Amazénia ricas em safrol.
Quimica Nova, Sao Paulo, v. 10, n. 3, p. 200-204, 1987.

MAIA, José Guilherme S. et al. Constituents of the essential oil of Piper aduncum L.
growing wild in the Amazon region. Flavour and Fragrance Journal, Estados
Unidos, v. 13, p. 269-272, jul./ago. 1998. Disponivel em: <http://onlinelibrary.wiley.
com/doi/10.1002/%28SICl1%291099-1026%28199807 0%2913:4%3C269::AlD-
FFJ744%3E3.0.CO;2-A/abstract>. Acesso em: 17 jun. 2014.

MAIA, José Guilherme S. et al. Essential oils from Conobea scoparioides (Cham. &
Schltdl.) Benth. Flavour and Fragrance Journal, Estados Unidos, v. 15, p. 413-414,
nov./dez. 2000. Disponivel em: <http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1002/1099-
1026%28200011/1 2%2915:6%3C413::AID-FFJ931%3E3.0.CO;2-H/abstract>.
Acesso em: 17 jun. 2014.

MAIA, José Guilherme S.; ANDRADE, Eloisa Helena A. Database of the Amazon
aromatic plants and their essential oils. Quimica Nova, Sdo Paulo, v. 32, n. 3, p.
595-622, 2009. Disponivel em: <http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&
pid=S0100-40422009000300006>. Acesso em: 18 jun. 2014.

MATOS, Aristoteles Pires de et al. Monitoramento da fusariose em plantios de
Abacaxi “Pérola” conduzidos em sistema de produgéao integrada no estado do
Tocantins. Tocantins: EMBRAPA, 2009. Disponivel em: <http://ainfo.cnptia.embrapa
.br/digital/bitstream/item/37052/1/id27265pdf2443.pdf>. Acesso em: 10 maio 2014.

MAPA (MINISTERIO DA AGRICULTURA PECUARIA E ABASTECIMENTO). Brazil
country paper presented on the 35th Session of the International Pepper
Community. Ministry of Agriculture, 2007.

MEDEIROS, R. B.; FERREIRA, M.; DIANESE, J. C. Mecanismos de agresséao e
defesa nas interag0es planta-patdgeno. Brasilia, DF: Universidade de Brasilia,
2003.



40

MEEPAGALA, Kumudini M.; STURTZ, George; WEDGE, David E. Antifungal
constituents of the essential oil fraction of Artemisia dracunculus L. var. dracunculus.
Jorrnal of Agricultural and Food Chemistry, Alemanha, v. 50, n. 24, p. 6989—
6992, 2002.

MENNITI, A. M.; GREGORI, R.; NERI, F. Activity of natural compounds on Fusarium
verticillioides and fumonis in production in stored maize kernels. International
Journal of Food Microbiology, v. 136, n. 3, p. 304-309, jan. 2010.

NIST (National Institute of Standards and Technology). Mass Spectral Library. The
NIST Mass Spectrometry Data Center, Gaithersburg, 1998.

ONIKI, M. et al. Método para controle da doenca fusariose na pimenta-do-reino
utilizando cravo-da-india. In: SEMINARIO TECNICO BRASIL-JAPAO: PROJETO
DESENVOLVIMENTO TECNOLOGICO PARA AGRICULTURA SUSTENTAVEL NA
AMAZONIA ORIENTAL, 180., 2003, Belém. Anais... Belém: EMBRAPA, 2003.

PARMAR, Virinder S. et al. Phytochemistry of the genus Piper. Phytochemistry,
Washington, v. 46, n. 4, p. 597-673, out. 1997.

PAULI, A.; KNOBLOCH, K. Inhibitory effects of essential oil components on growth of
food-contaminating fungi. Zeitschrift fur Lebensmittel-Untersuchung und -
Forschung, Berlim, v. 185, n. 1, p. 10-13, jul. 1987.

PINEDA, R.M., VIZCAINO, S.P., GARCIA, C.M.P., GIL, J.H.G., DURANGO, D.L.R.
Chemical composition and antifungal activity of Piper auritum Kunth and Piper
holtonii C. DC. Against Phytopathogenic Fungi. Chilean Journal of Agricultural
Research, Chillan, v. 72, n. 4, p. 507-515, Oct./Dec. 2012. Disponivel em: <http://
www.scielo.cl/pdf/chiljar/v72n4/at08.pdf>. Acesso em: 2 nov. 2013.

PISSINATE, K. Atividade citotoxica de Piper nigrum e Struthanthus marginatus.
Estudo preliminar da correlagéo entre a citotoxicidade e hidrofobicidade da
piperina e derivados sintéticos. 2006. 93 f. Dissertacao (Mestrado em Quimica) —
Programa de Pés- Graduagdo em Quimica Organica, Instituto de Ciéncias Exatas,
Universidade Federal do Rio de janeiro, Rio de Janeiro, 2006.

POLTRONIERI, Marh Costa; LEMOS, Orlei Filgueira de; ALBUQUERQUE, Fernando
Carneiro de. Pimenta-do-Reino (Piper nigrum L.). In: EMPRESA BRASILEIRA DE
PESQUISA AGROPECUARIA. Programa de melhoramento genético e de
adaptacdo de espécies vegetais para a Amazénia Oriental. Belém: EMBRAPA,
1999. (Colegéao Documentos, 16). p. 127-137.

RAMOS, L. S. et al. Essential oil of Piper marginatum. Journal of Natural Products,
Washington, v. 49, n. 4, p. 712-713, Jul./ Aug. 1986. Disponivel em: <http://pubs
.acs.org/doi/abs/1 0.1021/np50046a033>. Acesso em: 10 mar. 2013.

RASOOLLI, I.; OWLIA, P. Chemoprevention by thyme oils of Aspergillus parasiticus
growth and aflatoxin production. Phytochemistry, v. 66, n. 24, p. 2851-2856, Dec.
2005.



41

REIS. E. M. et al. Manejo das podriddes radiculares em soja. In: REIS, E. M. (Ed.).
Doencas na Cultura da Soja. Porto Alegre: Aldeia Norte, 2004. (Série Técnica).

SANTOS, A. S. et al. Descricado de sistema e de métodos de extracao de 6leos
essenciais e determinacdo de umidade de biomassa em laboratorio. Belém:
Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento, 2004. Comunicado técnico.

SILVA, Danielle Mariana M. H.; BASTOS, Cleber N. Atividade antifingica de 6leos
essenciais de espécies de Piper sobre Crinipellis perniciosa, Phytophthora palmivora
e Phytophthora capsici. Fitopatologia Brasileira, Brasilia, DF, v. 32, n. 2, p. 143-
145, mar./abr. 2007. Disponivel em: <http://www.scielo.br/pdf/fb/v32n2/08.pdf>.
Acesso em: 25 jun. 2012.

SILVA, J. K. R. da et al. Essential oil composition, antioxidant capacity and antifungal
activity of Piper divaricatum. Natural Product Communications, Westerville, v. 5, n.
3, p. 477-480, mar. 2010.

SILVA, J. K. R. et al. Antioxidant Capacity and Larvicidal and Antifungal Activities of
Essential Oils and Extracts from Piper krukoffii. Natural Product Communications,
Westerville, v. 6, n. 9, p. 1361-1366, set. 2011.

SINGHA, I. M. et al. Control of Fusarium wilt of tomato caused by Fusarium
oxysporum f. sp. lycopersici using leaf extract of Piper betle L.: a preliminary study.
World J Microbiol Biotechnol, india, v. 27, p. 2583-2589, Apr. 2011. Disponivel
em: <http://link.springer.com/article/10.1007%2Fs11274-011-0730-6#page-1>.
Acesso em: 25 fev. 2013.

SOUSA, Pergentino J. C. et al. Avaliacao toxicolégica do 6leo essencial de Piper
aduncum L. Revista Brasileira de Farmacognosia, Jodo Pessoa, v. 18, n. 2, p.
217-221, abr./jun. 2008. Disponivel em: <http://www.scielo.br/pdf/rbfar/v18n2/13
.pdf>. Acesso em: 25 fev. 2013.

SWARUPA, V.; RAVISHANKAR, K. V.; REKHA, A.Characterization of tolerance to
Fusarium oxysporum f.sp., cubense infection in banana using suppression
subtractive hybridization and gene expression analysis. Physiological and
Molecular Plant Pathology, Michigan, v. 83, p. 1-7, jul. 2013.

TAIRA, Shigehiko et al. Synthesis and fungicidal activity of new 1,3,2-
oxazaphospholidine2-sulfides. Journal of Pesticide Science, Japan, v. 19, n. 4, p.
299-304, Oct./Dec. 1994.

TREMACOLDI, Célia Regina. Principais doencas fungicas da pimenteira-do-
reino no estado do Para e recomendacdes de controle. Belem: EMBRAPA, 2010.
(Série Documentos, 367). Disponivel em: <http://ainfo.cnptia.embrapa.br/digital/
bitstream/item/31741/1/Doc-367.pdf>. Acesso em: 23 jan. 2013.

TREMACOLDI, C. R. Tecnhologia para o controle da podridao de raizes em
mudas de pimenteira-do-reino. Belém: EMBRAPA, 2011. (Comunicado Técnico,
226). Disponivel em: <http://ainfo.cnptia.embrapa.br/digital/bitstream/item/37518/1/
ORIENTAL-ComTec226.pdf>. Acesso em: 23 jan. 2013.



42

VIEIRA, L. S. Manual de medicina popular: a fitoterapia da Amazoénia. Belém:
FCAP, 1991.

YANG, Nian-Wan et al. Effects of plant essential oils on immature and adult
sweetpotato whitefly, Bemisia tabaci biotype B. Crop Protection, Washington, v. 29,
n. 10, p. 1200-1207, out. 2010.

YEN, T. B; CHANG, S. T. Synergistic effects of cinnamaldehyde in combination with
eugenol against wood decay fungi. Bioresource Technology, India, v. 99, n. 1, p.
232-236, jan. 2008.



CAPITULO I

Atividade Antifungica in vivo de P. divaricatum Frente ao Patégeno Fusarium solani f.

Sp. piperis



RESUMO

O dleo essencial de P. divaricatum apresentou elevada atividade antifungica in vitro
frente ao patdgeno fitopatdgeno Fusarium solani f. sp. piperis, causador da fusariose
em Pimenta-do-reino. Por este motivo, mudas de P. divaricatum com seis meses de
idade foram inoculadas com o patdégeno para avaliacdo da resisténcia in vivo. A
producdo dos metabdlitos secundarios em resposta a infeccéo foi monitorada nos 7°,
21°, 30° e 45° Dia Apos a Infeccéo (DAI) e foi observado um aumento nos niveis de
fenilpropandides e diminuicdo de sesquiterpenos nas plantas infectadas, com
excegdo do 30° DAI. Além disso, ocorreu um aumento continuo na atividade da
Lipoxigenase (LOX), enzima envolvida nos mecanismos de defesa. Por outro lado, a
sintese de compostos fendlicos e o perfil quimico qualitativo dos extratos analisado
por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia com Espectrometro de Massa (HPLC-
MS) ndo sofreu alteracdes relacionadas com a infeccdo. A espécie demonstrou
resisténcia a fusariose durante 65 dias, quando comparada com P. nigrum cv.
bragantina (usada como controle positivo). A caracterizacdo do gene que converte
eugenol em metileugenol em P. divaricatum e os resultados preliminares sugerem
gue a reacado é catalisada por uma isoforma da O-metiltransferase. A caracterizacéo
deste gene auxiliarA na compreensdo dos mecanismos de resisténcia de P.

divaricatum durante a infec¢cdo Fusarium solani f. sp. piperis.

Palavras-chave: Mecanismo de resisténcia. Fenilpropanoides. Lipoxigenase. O-

metiltransferase.



ABSTRACT

The essential oil of P. divaricatum presented high antifungal activity in vitro before
the pathogenetic phytophatogen Fusarium solani f. sp. piperis that causes fusariosis
in black pepper. For this reason, seedlings of P. divaricatum with six months of age
were inoculated with the pathogen for evaluation of resistance in vivo. The production
of secondary metabolites in response to infection was monitored during the 7th, 21st,
30th and 45th days after the infection (DAI) and it was observed an increase in the
levels of phenylpropanoid and decrease of sesquiterpenos in the infected plants, with
exception of 30th DAI. Besides, there was a continuous increase in the activity of
lipoxygenase (LOX), enzyme part of defense mechanism. On the other hand, the
synthesis of phenolic compounds and the qualitative chemical compound of extracts
analysed by HPLC-MS did not suffer alterations related to infection. The species
showed resistance to fusariosis during 65 days, when compared with P. nigrum cv.
bragantina (used as positive control). The characterization of the gene, which
converts eugenol in methyl eugenol in P. divaricatum and the first results, suggest
that the reaction is catalysed by an isoform of O-methyltransferase. The
characterization of this gene will help to understand the mechanisms of resistance of

P. divaricatum during the infection Fusarium solani f. sp. piperis.

Keywords: Resistance mechanism, phenylpropanoid family, lipoxygenase, O-methyl

transferase.
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1 INTRODUCAO

Uma alternativa promissora para o controle da doenca fusariose é a busca
por produtos naturais. Diante desta perspectiva se faz necessario o conhecimento
do potencial fungicida dos metabdlitos secundarios, produzidos por espécies de
Piper nativas da regi&o Amazoénica, bem como o entendimento dos mecanismos de
producdo de moléculas bioativas durante a interacdo planta-patégeno nas espécies
tolerantes.

A compreensédo dos mecanismos de defesa relacionados com a resisténcia
induzida durante o ataque de fitopatdgenos € relevante para a diminuicdo do uso de
fungicidas quimicos. No entanto, um grande numero de trabalhos sobre interacéo
planta-patégeno apresenta apenas informacdes sobre o metabolismo primério
(NASCIMENTO et al, 2009; ANDRADE et al, 2008; CHIVASA et al, 2006). Estudos
do metabolismo secundario durante a infeccdo demonstram a presenca de
fenilpropandides, flavondides e seus derivados, na inducdo da resisténcia a
infeccdo, como observado em frutos citricos desafiados com Penicillium digitatum
(BALLESTER; LAFUENTE; GONZALEZ-CANDELAS, 2013).

Por este motivo, Piper divaricatum, produtora de 6leo essencial rica em
fenilpropandide, foi identificada como a espécie que apresentou melhor atividade
fungicida in vitro frente a F. solani, devido a isso foi utilizada no estudo de seus
mecanismos de resisténcia in vivo. Os perfis metabdlicos e a caracterizacdo de
genes de resisténcias de Piperaceas tolerantes a fusariose pode contribuir para
descoberta de novas espécies com potencial econémico para o desenvolvimento de

produtos fungicidas.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

a) Investigar os metabolitos secundarios de P. divaricatum envolvidos no

mecanismo de defesa a Fusarium solani f. sp. piperis.

2.1.1 Objetivos especificos

a) Avaliar a resisténcia in vivo da espécie de Piper que melhor demonstrar
atividade antifangica, nos ensaios com 6leos essenciais in vitro;

b) Monitorar a producdo dos metabdlitos secundarios produzidos em
diferentes estagios apds a infec¢do com F. solani f. sp. piperis;

c) Acompanhar a producdo da enzima lipoxigenase de P. divaricatum apos
a inoculacdo com F. solani f. sp. piperis;

d) Isolar e caracterizar o gene da enzima Eugenol O-Metiltransferase que

converte eugenol em metileugenol na espécie P. divaricatum.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 Metabolismo secundario e atividade fungicida

O metabolismo € um conjunto de reacfes bioquimicas que ocorrem no
interior das células e pode ser dividido em primario e secundario. O metabolismo
primario € essencial para o crescimento e desenvolvimento do vegetal, como a
fotossintese e a respiracdo. Por outro lado, o metabolismo secundario origina
compostos ndo necessarios a todas as plantas, mas desempenha um papel
importante na interagao das plantas com o meio ambiente. As trés principais classes
sdo: os compostos fendlicos, terpenos e alcaldides (PERES, 2004).

A producdo dos compostos fendlicos nas plantas se da pela via do acido
chiquimico (LATTANZIO; LATTANZIO; CARDINALI, 2006) (Figura 1). O &cido
chiquimico é formado pela condensacédo do fosfoenolpiruvato e a eritrose-4-fostato,
ambos metabdlitos da glicose. Posteriormente, o acido chiquimico une-se com outra
molécula de fosfoenolpiruvato para formar o &acido corismico, que da origem
primeiramente ao grupo dos compostos fendlicos, os fenilpropandides (PERES,
2004). A via do acido chiquimico é presente em plantas, fungos e bactérias, mas nao
em animais. A principal enzima envolvida é a fenilalanina aménio liase (PAL) que
atua pela retirada de um grupo amino da fenilalanina para formar o acido cinamico, o
principal precursor dos fenilpropandéides, com a formacéo de flavonéides, cumarinas
e ligninas (STANGARLIN et al, 2010).

Um grande grupo de angiospermas sintetiza fenilpropandides, que sao
facilmente volatilizados, e alguns toxicos para insetos e microorganismos (PERES,
2004). Os fenilpropandides sao armazenados em diversos 0rgaos vegetais atuando
na defesa contra herbivoros, parasitas e fungos ou outras agressfes externas. Além
disso, sao sintetizados por flores para atracdo de insetos polinizadores, como as
antocianinas (PERES, 2004).
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Figura 1 — Via do &acido chiquimico em plantas para a biossintese dos
fenilpropanadides.
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Fonte: Peres, 2004

A resisténcia de plantas a diferentes patdgenos pode estar relacionada com
a producéo de metabdlitos secundarios e primarios que atuam como antimicrobianos
naturais (LEMOS et al, 1990). Entre os metabdlitos secundérios relacionados a
resisténcia estdo os compostos da classe dos fenilpropandides, que sao sintetizados
a partir da via do chiquimato (Figura 1), tais como o eugenol e o metileugenol (TAN
et al, 2011).

A enzima Eugenol O-metiltransferase catalisa a conversdo do eugenol para
o metileugenol (GANG et al, 2001). O eugenol geralmente é encontrado em folhas e
frutos dos vegetais e compreende atividade antifungica. Esta observado nas
espécies como o cravo-da-india (Syzygium aromaticum), o manjericao (Ocimum
basilicum), encontrado como composto majoritario em seus O6leos essenciais
(AFFONSO et al, 2012; RENU et al, 2014).

O metileugenol derivado do eugenol é constituinte de folhas, caule e pode

aumentar ou reduzir sua producdo quando é danificada por um herbivoro, mas se

- = - FENILPROPANOIDESI
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estiver em alta concentracdo na planta pode deter o patdgeno (TAN et al, 2011).
Possui atividade antibacteriana, antioxidante e antifingica que proporciona a
resisténcia das espécies de Pelargonium odoratissimum (Malva-de-cheiro) e de P.
divaricatum (ANDRADE et al, 2008; SILVA et al, 2010). O eugenol e o metileugenol
sdo importantes intermediarios na producdo de numerosos grupos de produtos
naturais encontrados na natureza (COSTA, 2000).

O metabolismo dos fenilpropandides nas angiospermas estad associado a
regulacdo do crescimento, a resisténcia a doencas e radiacdo ultravioleta, e a
sintese de componentes da parede celular vegetal. A producéo e o acumulo destes
compostos ocorrem rapidamente em células vizinhas ao local de infecgéo, tornando-
as especialmente resistentes, devido a alta toxicidade a patégenos (MARGIS-
PINHEIRO et al, 1999).

3.2 Mecanismo de resisténcia

As plantas possuem mecanismos de resisténcia contra patdogenos que
consistem de defesas pré-formadas e induzidas. Os mecanismos de defesa pré-
formados ndo séo especializados para um patégeno especifico, e podem ser de dois
tipos: estrutural ou bioquimico. A cuticula, rica em cutina e substancias cerosas, é o
principal mecanismo de defesa estrutural; jA& 0s mecanismos bioquimicos
compreendem metabolitos secundarios com atividade antimicrobiana, tais como:
compostos fendlicos, saponinas, glicosideos cianogénicos e glucosinolatos
(OSBOURN, 1996; DANGL; JONES, 2001; MEDEIROS; FERREIRA; DIANESE,
2003). O mecanismo de resisténcia induzido é desencadeado ap0s o inicio das
atividades do patdgeno na superficie do hospedeiro, com a ativacdo de moléculas
envolvidas em resposta de defesa, como a reagdo de hipersensibilidade
(STANGARLIN et al, 2011).
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3.2.1 Reacdao de Hipersensibilidade (HR)

Durante as interacdes planta-patdgeno varias reacdes acontecem
simultaneamente, e apesar da planta possuir defesas estruturais e bioquimicas
constitutivas, muitas vezes o patdgeno pode conseguir transpor estas defesas e
colonizar o tecido, dando inicio a doenca. Ao mesmo tempo, moléculas produzidas
pelo patdgeno (p.ex. proteinas, glicoproteinas, oligossacarideos e acidos graxos) ou
oriundas da proépria planta, apés o contato com o invasor (p.ex. fragmentos da
parede celular danificada durante a invasdo do patdgeno) vdo sendo liberadas e
reconhecidas pela planta atacada (MEDEIROS; FERREIRA; DIANESE, 2003). Estas
moléculas, chamadas de elicitores, sado responsaveis pela ativacdo de uma rede
integrada de sinalizacdo que culmina com a expressao de genes relacionados a
defesa (NURNBERGER, 1999; MEDEIROS; FERREIRA; DIANESE, 2003;
VERONESE et al, 2003). Esta cadeia de eventos, que inicia com o reconhecimento
dos elicitores por receptores especificos da hospedeira e finaliza com a ativacédo de
genes de resisténcia € chamada de defesa induzida.

Todo este processo de sinalizacdo € coordenado de modo que a resposta de
defesa atue tanto espacialmente como temporalmente durante a infeccéo, ou seja, a
priori na Reacdo de Hipersensibilidade (HR), e a posteriori, na Rea¢do Sistémica
Adquirida (SAR), resultando na répida contencdo do patdégeno. Na HR, esta
envolvida uma enzima, que também atua no mecanismo de resisténcia chamada de
lipoxigenase.

As Lipoxigenases sdo enzimas que catalisam a adicdo do oxigénio molecular
em acidos graxos poliinsaturados que contém uma mistura cis-cis, 1-4 pentadieno,
com formacao de derivados de hidroperéxido de &cidos graxos insaturados (Figura
2) (SIEDOW, 1991). As lipoxigenases possuem diferentes fun¢des de acordo com
desenvolvimento da planta: nas sementes estdo relacionadas com a defesa contra
patdgenos; na germinacdo sdo produzidas para a mobilizacdo de lipideos; no
crescimento do vegetal ajuda no amadurecimento dos frutos, fornecimento de
nitrogénio; no ataque de herbivoros esta envolvida na sinalizacdo e na defesa; e
com o ataque de patdgenos atua na sinalizacdo, na acdo antimicrobiana, na
oxidacao de lipideos e na HR (PORTA; SOSA, 2002).
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Figura 2 — Cascata da reacdo de defesa de plantas a partir da Via das Lipoxigenases.
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As lipoxigenases desencadeiam uma cascata de compostos em resposta a

defesa, como o acido jasmoénico, da via dos fenilpropandides, que € sinalizado por
plantas em protecdo ao ataque de patdégenos (SILVA et al, 2001). A rota bissintética
dos fenilpropandides € conhecida por exercer um importante papel de resisténcia ao
ataque de patdégenos (DIXON et al, 2002) e varios aminoacidos e metabdlitos

secundarios tem sido relatados como desempenhando um importante papel na

inducéo da Resisténcia Sistémica (KURTH et al, 2014).
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Patdgenos ativam durante a infeccdo a via dos fenilpropanoides,
desencadeando a producdo de metabdlitos secundarios com propriedades
antimicrobianas, e precursores de ligninas e suberinas para reforcar a parede celular
(PARKER et al, 2009). O acumulo de compostos fendlicos é desencadeado pelo
aumento da atividade enzimética da PAL, entre outras, que induz uma mudanga na
via de producdo de sacarose para sintese de moléculas de defesa e reparo
(LANDOLT et al, 1997). A PAL € uma enzima que localiza-se no ponto de
intercessao entre o metabolismos primario e secundario, além de ser peca chave na
regulacdo do influxo de fenilalanina na célula para a biossintese de compostos
fendlicos (PEREZ-BUENO et al, 2014). Molécula de baixa massa molecular, como
os fenilpropandides, é formada na fase inicial de resposta a infeccdo, seguido por
rapida polimerizacdo e deposito de ligninas (NICHOLSON; HAMMERSCHMIDT,
1992).

As alteragcbes na producdo destes compostos fendlicos estdo sendo
avaliadas, durante as interacdes planta-patdgeno, com objetivo de investigar
respostas no mecanismo de defesa das plantas (PURWAR et al, 2013; KURTH et al,
2014; PEREZ-BUENO et al, 2014; VAGANAN et al, 2014)
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4 MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado no Laboratério de Engenharia de Produtos
Naturais da Universidade Federal do Para (LEPRON-UFPA), com os testes in vivo
em P. divaricatum inoculada com F. solani f. sp. piperis e ndo infectada (controle),
para identificar os metabdlitos secundérios envolvidos no mecanismo de defesa

frente a infeccao.

4.1 Avaliacdo daresisténcia de espécies de Piper frente a F. solani f. sp.
piperis.

4.1.1 Selecao, Coleta e Cultivo das Espécies

Para os testes antifingicos in vivo foi selecionada a espécie cujo 6leo
essencial apresentou maior atividade in vitro. A espécie P. divaricatum foi coletada
no municipio de Breves/Para (PA) em julho de 2012. Estacas contendo dois nés
foram propagadas em saco de propileno e adubo comercial. O desenvolvimento das
mudas foi monitorado por seis meses, tempo necessario para o desenvolvimento
das raizes. Para o grupo controle suscetivel a fusariose foram utilizadas mudas de
P. nigrum cultivar Bragantina, com 10 meses de idade. O experimento foi conduzido

na area reservada no Bosque Camilo Viana/ UFPA (Fotografia 1).

Fotografi

a 1 — Mudas de P. divaricatum com seis meses idade.
- '*,h' - T P .

b = - — - 3
» f; M2 — i' r\: ,v- ft‘ &
* » A . : - ) o As ‘4 :

Fonte: A autora da pesquisa, 2014.
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4.1.2 Preparo da Suspensao Inoculante e Infeccdo com o Patégeno

Para o preparo da solucao foram utilizadas oito placas de Petri de 90 X 15
mm com F. solani f. sp. piperis em meio Batata-dextrose-Agar (BDA). Foi
acrescentado em cada placa um volume de 10 mL de &gua destilada estéril, e o
micélio contendo macro e microconidios foi retirado com o auxilio de uma espatula
estéril. A concentracdo de 2,1 x 10° esporos. mL™ na suspensdo foi calculada
utilizando camara de Neubauer.

As mudas de P. divaricatum (18 mudas) e P. nigrum (10 mudas) foram
removidas dos sacos plasticos e suas raizes lavadas em agua corrente para retirada
do excesso de solo (Fotografia 2a-b). Microferimentos foram feitos nas raizes com
uma pequena escova para facilitar a penetracdo dos esporos (Fotografia 2c). Os
individuos inoculados tiveram suas raizes imersas na suspensao de conidios por 5
min. Para os individuos nao-infectados, as raizes foram imersas em agua estéril
(testemunha). As mudas foram replantadas nos sacos (Fotografia 2e) e dispostas
em bancadas separadas em casa de vegetacdo durante 45 dias com irrigacdo de 2
vezes ao dia. O monitoramento dos metabdlitos secundéarios produzidos e as
observacdes dos sintomas da fusariose foram realizadas nos intervalos de 7, 21, 30

e 45 dias ap0s a inoculagdo com F. solani f. sp piperis.

Fotografia 2 — Infeccdo de P. divaricatum com conidios de F. solani f. sp. piperis: (A)

Retirada das mudas do saco de polipropileno; (B) Lavagem das raizes; (C)

Escovacao das raizes para obtencdo dos microferimentos; (D) Imersao das raizes

na suspensao de conidios; (E) Replantio das mudas.
\ > 15

i
' J
_— i
i

(A) (B) € (d) (E)
Fonte: A autora da pesquisa, 2014.



19

As amostras do experimento foram divididas em quatro grupos e codificadas

de acordo com a Tabela 1:

Tabela 1 — Grupos de plantas de P. divaricatum e P. nigrum com e sem infec¢cao
com Fusarium solani.

Espécie Grupo Grupo Cadigo Numeros de
individuos
P. divaricatum  N&o infectada Controle PDNI 9
P. divaricatum Infectada Grupo infectado PDI 9
P. nigrum N&o infectada Testemunha do controle PNNI 5
positivo
P. nigrum Infectada Controle positivo da PNI 5
fusariose

Fonte: A autora da pesquisa, 2014.

4.1.3 Recuperacéo de F. solani f. sp. piperis das Plantas Infectadas

As raizes de P. divaricatum infectadas foram coletadas apds 65 dias para
avaliar a colonizacao do tecido radicular pelo fitopatégeno. O re-isolamento do fungo

foi realizado de acordo com o item 4.2.

4.2 Monitoramento da producado de metabdlitos secundéarios em resposta a
inoculacdo com F. solani f. sp. piperis

4.2.1 Obtencéo dos Extratos

As folhas de P. divaricatum das plantas infectadas e nédo-infectadas foram
coletadas de maneira aleatoria nos tempos de coleta de 7°, 21°, 30°, 45° DAI. O
material vegetal fresco (1,0 g) foi previamente cortado com uma tesoura e colocado
em tubos de ensaio, e foram acrescentados 20 mL de etanol / 4gua 7:3. Os tubos
foram aquecidos em banho-maria a temperatura de 60°C por 30 min. A extracao foi
realizada em triplicata, totalizando 60 mL de cada extrato, armazenados em frascos
ambar e refrigerados a 4°C. Outra parte de cada material (1,0 g) foi extraida com 50
mL de acetato de etila por 96h. A cada 48h foi realizada uma extragao por ultrassom

com duracao de 10 min.
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4.2.2 Determinacdo da Concentracdo de Fendlicos Totais (FT)

A concentracdo de fendlicos totais foi determinado pelo método de Folin
Ciocalteu (SOUSA et al, 2007). Primeiramente, os extratos foram diluidos na
proporcao de 1:1 em 4gua e uma aliquota de 500 pL retirada para reagir com 250 pL
de Folin-Ciocauteau 1N e 1250 pL de carbonato de sédio (75 g.L™). Ap6s 30 minutos
de incubacdo em ambiente escuro, a absorbancia foi lida a 765 nm utilizando um
espectrofotometro de UV-Visivel. Para quantificacdo dos compostos fendlicos, foi
preparada uma curva de calibracdo. Os resultados foram expressos em miligramas

de Acido Gaélico Equivalente (AGE)/ g de matéria fresca.

4.2.3 Obtencao dos Oleos Essenciais

O dleo essencial das folhas frescas de P. divaricatum e P. nigrum (usada
como controle positivo do experimento) foram extraidos com n-pentano por
microextracdo e destilacdo simultanea. No extrator Likens-Nickerson, foram
conectados dois baldes de fundo redondo; o primeiro continha o material botanico
(3,0 g) e 100 mL de agua destilada e o segundo 3 mL de n-pentano. Cada balédo foi
aquecido até ebulicdo com controle da temperatura da 4gua de condensacgéo (10

°C). Apos 2 h de extracdo, obteve-se as fracdes organicas e aquosa.

4.2.4 Analise da Composicdo Quimica dos Oleos Essenciais

Uma aliquota de 1 uL da fracdo aquosa resultante da microextracao e
destilacdo simultanea foi analisada nos sistemas de CG-DIC e CG-EM. A analise
quantitativa da composicdo quimica do material foi analisada por CG-DIC,
equipamento FOCUS (Thermoelectron) equipado com coluna capilar DB-5 (30m x
0,25 mm x 0,25um), nitrogénio como gas de arraste (fluxo de 1,2mL/min), injegao
splitless (splitflow 20:1) temperaturas do injetor e detector 250°C e aquecimento da
coluna de 60 a 240°C (variagdo de 3°C/min). A analise qualitativa foi feita nas
mesmas condi¢des por CG-EM, equipamento DSQ Il, gas de arraste: Hélio, fonte de
ions: 70 eV (impacto eletrbnico), temperatura da fonte de ions e da linha de

transferéncia de 200°C.
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4.2.5 Determinacdo da Atividade de Lipoxigenase

A atividade de lipoxigenase sobre o acido linoléico foi determinada de acordo
com o método de Axelrod et al (1981), determinando-se o aumento da absorbancia a
234 nm, resultante da formagdo de um sistema de duplas ligagdes conjugadas no
hidroperéxido formado. O substrato foi preparado a partir de uma solugao-estoque
de linoleato de sddio 10 mM, utilizando-se acido linoléico, aproximadamente 99%
(SIGMA), como se segue: a um erlenmeyer envolvido por papel-aluminio contendo
aproximadamente 10 mL de &gua deionizada, previamente fervida, foram
adicionados 78 pL de acido linoléico e 90 pyL de Tween 20 (SIGMA). Em seguida,
homogeneizou-se a solugdo com auxilio de uma pipeta automatica para evitar a
formacao de bolhas. O clareamento da solugao foi feito adicionando-se gotas de
solucdo de hidroxido de sédio 0,5 N. Apds o clareamento, a solucao foi transferida
para um baldo volumétrico de 25 mL, envolvido por papel-aluminio, e o volume foi
aferido. A solugao-estoque de linoleato de sodio foi armazenada em tubos de
plastico de 1 mL, envolvidos em papel-aluminio e armazenados a -20 °C. As
atividades de lipoxigenases foram avaliadas em uma solugédo de 5 pL do extrato
bruto foliar e 50 pL da solucéo-estoque de linoleato de sédio em 1950 pL de tampéo
fosfato de soédio 50 mM, pH 6,5. A absorbéancia da mistura de reacao foi determinada
a 234 nm, por um periodo de 2,5 minutos; condicdes validas também para o branco,
que consistiu da mesma quantidade de substrato e tampao. As velocidades iniciais,
determinadas pela medida de absor¢édo a 234 nm em funcdo do tempo, foram

obtidas utilizando-se o produto formado.

4.3 Extracdo de DNA de P. divaricatum

Folhas de P. divaricatum foram coletadas, na Embrapa Amazonia Oriental,
Belém-PA e utilizadas para a extracdo do Acido Desoxirribonucleico (DNA)
gendmico. Cinquenta miligramas de tecido foram utilizados para extracdo dos acidos
nucléicos, e o protocolo seguiu as especificagcdes recomendadas no Kit NORGEN
Biotek. O acido desoxirribonucleico (DNA) de folhas de manjericdo (Ocimum sp.),

adquiridas no municipio de Belém, também foi extraido utilizando o mesmo Kkit.
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4.3.1 Reacao de Polimerase em Cadeia (PCR) Para Obtencdo do Gene Eugenol O-
Metiltransferase

As reacdes de polimerase em cadeia (PCR) para obtencao do gene Eugenol
O-Metiltransferase em P. divaricatum foram preparadas utilizando volumes totais de
20, 25 e 50 uL, constituidas de Tampdo 10x, 1uL de cada de primer, foward e
reverse, na concentracdo de 10 pmoles, 1 uL deTaq polimerase, 1 yL de DNTP
10mM, cerca de 100ng de DNA, e agua para completar o volume total da reacao. As
concentracbes de Cloreto de Magnésio (MgCl,) variaram para favorecer as
condi¢cbes da PCR.

O termociclador foi programado para as seguintes condi¢des: 1 ciclo de
desnaturacdo inicial a 95°C por 4 min, seguido de 35 ciclos de 1 min de
desnaturacao a 95°C, 1 min de anelamento e 2 min de extensao a 72°C, seguido de
uma extensao final de 72°C por 10 min. Os produtos obtidos na PCR foram
visualizados em géis de agarose 0,8 % com auxilio de sistema de captura de
imagem L-PIX-HE LOCCUS Biotecnologia.

As reacdes de PCR com DNA de manjericdo também seguiram as mesmas
condi¢cOes estabelecidas para P. divaricatum. Os primers utilizados (Tabela 2) foram
sintetizados a partir da sequéncia de DNA de manjericdo (O. basilicum), depositado
no NCBI com o cddigo (AF435008) (RENU et al, 2014).

Tabela 2 — Conjunto de primers utilizados na PCR para isolamento do gene Eugenol
O-metiltransferase

Primers utilizados Sequéncia dos primers (5’-3’)
EUG 1F TCGTTTTGGATCCCACTTTC
EUG 1R GTCGTTATGGGAGGGAAGGT
EUG 2F AATCCATCCCCATCAACAAA
EUG 2R TTGACCTCCCACATGTTGTG
EUG 3R ATGAGCCAAGCAAGGGTAGA

Fonte: A autora da pesquisa, 2014.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Avaliacdo da resisténcia e producdo de metabdlitos de P. divaricatum
desafiada com F. solani f. sp. piperis

A resisténcia de P. divaricatum foi comparada em relacdo a P. nigrum e os
sintomas da fusariose foram monitorados durante 45 dias apos a infeccao (DAI) das
espécies com conidios de F. solani f. sp. piperis. Patdgenos que causam murchas,
como o F. solani f. sp. piperis possuem um ciclo de vida hemibiotrofico, ou seja, se
hospedam inicialmente em tecido vivo e em uma fase posterior, em tecido morto.
Apés a colonizagdo do tecido radicular, o fungo inicia a disseminacao para o sistema
vascular. Com a morte da planta, o fungo sobrevive saprofiticamente nos tecidos
infectados, enquanto ndo ocorre a colonizagdo por outros microorganismos mais
competitivos. Apds a completa degradacéo do tecido, ocorre a liberacédo para o solo
dos propégulos de resisténcia, que se formam no hospedeiro e permanecem como
unidades infecciosas durante varios anos (MICHEREFF; DOMINGOS; ANDRADE,
2005).

O experimento em casa de vegetacdo foi acompanhado com registro dos
sintomas observados visualmente (Fotografia 3a-f). Os primeiros sinais de
amarelecimento das folhas de P. nigrum (controle positivo da doenca) foram
observados a partir do 21° DAI. No 30° DAI foi observada a necrose de algumas
folhas em P. nigrum com avanco até o 45° DAI. A progressao dos sintomas como o
secamento total dos ramos e necrose das plantas ocorreu no 65° DAI.

Durante o acompanhamento do experimento ndo foi observado qualquer
sintoma de murcha ou secamento de ramos em P. divaricatum. As plantas se
mostraram saudaveis durante todo periodo, e alguns individuos iniciaram o periodo

reprodutivo, com floragéo e frutificacéo.
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Fotografia 3 — Comparacao da sintomatologia da fusariose entre P. divaricatum (PD)

e P nlgrum (PN) no perlodo de 3 a 65 DAI.

PDIO3 'PNIO3 PDIO7 PNIO7

PDI21 PNI21 PDI30
(C) 21° dia N ) (D) 30° dia

PDI65 PNI65
(E) 45° dias (F) 65° dias

Fonte: A autora da pesquisa, 2014.

Ressalta-se que a inoculacdo ocorreu nas raizes, e durante o
desenvolvimento do fungo ha liberagdo de toxinas nos tecidos do hospedeiro, que
por sua vez induzem a producdo de moléculas na tentativa de inibir esta invaséo.
Este processo ocorre no interior do sistema vascular, ocasionando a obstrucao dos
vasos que ndo conseguem transportar agua e nutrientes (FREIRE, BRIDGE, 1985;
WHEELER; RUSH, 2001). A murcha da parte aérea foi observada 21 dias apés a
infeccdo, posteriormente a necrose do tecido radicular.

Patdgenos geralmente acessam o interior das plantas penetrando os tecidos
foliares / radiculares integros ou ferimentos e aberturas naturais, como os estdmatos
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das folhas (ZHANG, LUBBERSTEDT, XU, 2013). Em resposta a invasdo, uma rede
de defesas € ativada para deter a proliferacdo do patdgeno e sinalizar a outras
partes da planta, preparando-as contra novas infec¢cdes (DANGL, HORVATH,
STASKAWICZ, 2013).

A infeccdo por fungos resulta em mudancas fisiologicas da planta
hospedeira e em perturbacdes mecanicas e bioquimicas. A penetracdo intercelular
dos tecidos provoca efeitos diretos sobre as lamelas, seguida de invasdo das células
vegetais, membranas e organelas, aumento da fuga de nutrientes e morte da célula
hospedeira, que tornam visiveis os sintomas da doenca (ELAD, 1997).

As reacbes observadas nas interacdes planta x patdgeno podem ser
classificadas como compativeis (patdogeno virulento x hospedeiro suscetivel) e
incompativeis (patégeno avirulento x hospedeiro resistente) (RESENDE, SALGADO,
CHAVES, 2003). No patossistema P. divaricatum x F. solani f. sp. piperis pode-se
sugerir uma interacao incompativel, na qual ndo houve o aparecimento de sinais da
doenca.

Uma vez que as mudas de P. divaricatum ndo apresentaram sintomas, 0
fungo foi recuperado de suas raizes e cultivado em meio BDA. Deste modo foi
comprovado que o patdgeno esteve em contato com o hospedeiro durante o periodo

do experimento.

5.2 Producéo dos metabdlitos secundérios durante o desenvolvimento da
fusariose

5.2.1 Comparacéo entre os Compostos Volateis Produzidos por P. divaricatum e P.
nigrum cv. bragantina Durante a Infec¢do com F. solani f. sp. piperis

As plantas produzem para sua auto-protecdo, compostos volateis nos
tecidos vegetais em resposta a danos e ao ataque de herbivoros, patégenos,
nematdides, etc (DICK; VAN LOON, 2000). A composi¢cao quimica das misturas de
volateis emitidos de plantas e sua intensidade pode carregar informacfes sobre a
fisiologia das plantas e as tensdes que foram submetidos (DUDAREVA et al, 2007).

Fenilpropandides foram identificados em altas quantidades em P.
divaricatum, seguidos de sesquiterpenos e monoterpenos em menores
concentracbes. De acordo com a Figura 3, podemos observar que o teor de

fenilpropandides foi maior em plantas infectadas, com maiores diferengcas
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observadas no 21° e 45° DAIl. Por outro lado, houve uma diminuicdo na

concentracédo dos sesquiterpenos em plantas infectadas principalmente no 7°, 21° e
45° DAI.

Figura 3 — Variacdo dos teores de fenilpropandides e sesquiterpenos identificados
nas folhas de P. divaricatum infectadas e nao-infectadas com F. solani f. sp. piperis
nos estagios de 7 — 45 dias.

100, - Infectadas -z N&o Infectadas 10, -+ Infectadas -3 N&o Infectadas
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Dias ap6s a infecg¢do (DAI) Dias apos a infecgdo (DAI)

.Fonte: A autora da pesquisa, 2014.

No 7° DAI as plantas infectadas (PDI7) e né&o-infectadas (PDNI7) né&o
apresentaram diferencas nos compostos majoritarios: metileugenol (91,0% / 88,6%)
e B-elemeno (2,9%/ 2,7%). No 21° DAI, estagio onde os primeiros sintomas da
fusariose se manifestam em P. nigrum cv. bragantina, a amostra PDI21 produziu
uma maior quantidade de metileugenol em relacdo a PDNI21 (88,3%/ 81,5%) e o
segundo composto majoritario em ambas foi o eugenol acetato (6,1%/ 10,7%). No
30° DAI houve uma inversdo na variacdo dos compostos majoritarios. A amostra
PDI30 produziu menos metileugenol (85,7%) e mais eugenol acetato (10,7%) em
relagdo a PDNI30. Ao término do monitoramento, no estagio de 45DAI foi observada
a maior diferenca na producdo de metileugenol entre plantas infectadas (PDI45,
95,3%) e ndo-infectadas e (PDNI45, 80,6%) (Tabela 3).

A espécie P. nigrum foi usada no experimento como controle positivo da
fusariose e suas alteracbes no metabolismo secundario foram avaliadas da mesma
forma que para P. divaricatum. Sesquiterpenos oxigenados foram predominantes
nos 6leos essenciais (cerca de 80%), seguidos de sesquiterpenos hidrocarbonetos
em menores proporcgdes (Figura 4). A producdo de sesquiterpenos oxigenados nao
diferenciou entre plantas de P. nigrum infectadas e nédo infectadas no 7°, 21° e 45°

DAI. No entanto, foi observada uma drastica diferenca no 30°DAlI com uma
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diminuicdo no teor das plantas infectadas (PNI30), o que pode estar associado ao
avanco dos sintomas da fusariose neste estdgio. Para 0s sesquiterpenos

hidrocarbonetos foi notada uma maior diferenca na producéao no 7°DAI.

Figura 4 — Variacdo dos teores de sesquiterpenos oxigenados e sesquiterpenos
hidrocarbonetos identificados nas folhas de P. nigrum cv. bragantina infectadas e
ndo-infectadas com F. solani f. sp. piperis nos estagios de 7 — 45 dias.
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.Fonte: A autora da pesquisa, 2014.

Os compostos majoritarios identificados de P. nigrum cv. bragantina foram o
elemol, a-bisabolol e B-eudesmol (Tabela 4). No estagio de 7° DAI, a producédo de
elemol foi maior em PNBI7 em relagdo a PNBNI7 (19,0% / 27,3%) e os teores de a-
bisabolol semelhantes (51,4% / 53,9%). No 21° DAI, onde os primeiros sintomas da
fusariose sdo observados, a producédo de elemol continuou a diminuir em PNBI21
(15,3%/ 28,4%) e a diferenga entre os niveis de a-bisabolol foi elevada (64,3% /
51,4%). Com a progressao da fusariose, observamos no 30°DAI uma queda drastica
na producdo de elemol para PNBI30 (0,7% / 32,9%) e o aparecimento de (-
eudesmol (10,7%), ausente em PNBNI30; os teores de a-bisabolol continuaram
praticamente inalterados (60,1%/ 49,8%). No 45°DAl, os teores de elemol, B-
eudesmol e a-bisabolol em PNBI45 n&o diferiram significativamente em relagéo a
PNBNI45 (3,4%, 14,9%, 60,7% / 9,2%, 12,2%, 54,6%).
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Tabela 3 — Variacdo na producdo de compostos volateis por mudas de P.
divaricatum infectadas e nao infectadas por F. solani f. sp. piperis no periodo de 7 —

45 DAI.
IR Componente PDI7 PNI7 PDI21 PDNI21 PDI30 PDNI30 PDI45 PDNI45
932 a- pineno 0,1 0,1
988 myrceno 0,1 0,1
1032 B-Z-ocimeno 0,1 0,2 0,2 0,1
1044 B-E-ocimeno 1,1 0,3 2,0 1,3 0,5
1356 eugenol 2,1 2,2 0,8 0,7 0,6 0,1 1,2
1389 B-elemeno 2,9 2,7 1,4 3,2 15 1,0 1,3 2,4
1403 metileugenol 91,0 88,6 88,3 81,5 85,7 93,3 95,3 80,6
1417 B-cariofileno 1,0 1,9 0,4 1,5 0,6 0,8 0,7 1,3
1430 B-copaeno 0,3 0,2 0,1 0,1 0,1
1452 a-humuleno 0,2 0,1 0,4 0,1 0,1 0,1
1484 germacreno D 0,7 2,2 0,4 0,7 1,5 0,7 1,7
1500 biciclogermacreno 0,1 0,2 0,1 0,2 0,1 0,2
1508 germacreno A 0,2 0,3 0,1 0,1
1521 eugenol acetato 0,4 0,7 6,1 9,4 10,7 2,3 1,0 9,1
1555 elemicina 0,1 0,2 0,2 0,2 0,2 0,3 0,1 0,1
Monoterpenos
hidrocarbonetos 1,4 0,3 2,2 1,7 0,1 0,0 0,5 1,4
Sesquiterpenos
hidrocarbonetos 49 7.8 2,2 5,9 2,6 3,8 3,0 57
Fenilpropandides 93,6 91,7 95,4 91,8 97,2 95,9 96,5 91,0
Total identificado 99,9 99,7 99,8 99,2 99,8 99,5 99,9 96,7

Fonte: A autora da pesquisa, 2014.
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Tabela 4 — Variagdo na producéo de compostos volateis por mudas de P. nigrum cv.
bragantina infectadas e por F. solani f. sp. piperis no periodo de 7 — 45 DAI.

IR PNBI7 PNBNI7 PNBI21 PNBFI21 PNBI30 PNBNI30 PNBI45 PNBNI45
E-B-ocimeno 1044 1,2 0,5
linalool 1095 05 0,7 0,4 0,3 0,3 0,1
pregeijereno 1285 0,3 0,5 0,3 0,2 0,2
2-undecanona 1293 0,1 0,1 0,1
O- elemeno 1335 0,1 0,1 0,1
a- ilangeno 1373 0,1 0,1
B-bourboneno 1387 0,1
B-elemeno 1389 0,2 0,1 0,1
B-cariofileno 1417 1,0 0,4 0,7 0,9 0,9 0,9 0,6 0,8
y-elemeno 1434 0,1 0,1 0,1
geranil acetona 1453 0,1 0,1 0,1
E- B-farneseno 1454 0,7 0,3 0,7 0,7 0,7 0,5
germacreno D 1484 4,2 1,4 3,4 4,3 2,2 6,9 2,5 4.1
B-selineno 1489 0,1 0,1 0,5 0,2 0,2
a- zingibereno 1493 0,2 0,1 0,2 0,9 0,9 0,7
a- muuroleno 1500 0,1 0,4 0,2 0,1
B-bisaboleno 1505 3,6 1,1 4.2 4.2 6,0 3,6 3,0 2,8
B- sesquiandreno 1521 0,1 0,7 0,6 0,5
y-bisaboleno 1529 0,1 0,1
elemol 1548 19,0 27,3 15,3 28,4 0,7 32,9 3,4 9,2
germacreno B 1559 0,3 0,3 0,1 0,1
E-nerolidol 1561 1,8 1,7 1,7 1,2 11 1,2 1,0
Oxido de
cariofileno 1582 0,2 0,2 0,1
longiborneol 1599 041 0,1 0,1 0,1
B-eudesmol 1649 0,3 0,3 0,3 10,7 14,9 12,2
a- bisabolol 1685 514 53,9 64,3 51,4 60,1 49,8 60,7 54,6
2Z,6Z- farnesol 1698 1,6 0,5 1,5
2Z,6E- farnesol 1722 3,2 1,1 1,5 2,5
Monoterpenos
hidrocarbonetos 1,5 0,5 0,3 0,2 0,7
Monoterpenos oxigenados 0,6 0,8 0,4 0,3 0,4 0,1
Sesquiterpenos
hidrocarbonetos 10,6 3,8 9,0 10,4 11,6 11,4 8,7 10,1
Sesquiterpenos
oxigenados 77,6 83,5 81,3 82,9 71,5 85,3 80,3 81,2
QOutros 0,1 0,1 0,1
Total identificado 90,7 88,61 90,7 94,2 83,1 96,7 89,8 92,3

Fonte: A autora da pesquisa, 2014.
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5.2.2 Comparagédo da Atividade Enzimatica da LOX Entre Plantas de P. divaricatum
Infectadas e Nao Infectadas por F. solani f. sp. piperis

Os mecanismos de defesa de plantas contra fitopatdgenos envolvem
alteracbes metabdlicas que estdo correlacionadas com mudancas na atividade de
enzimas chaves nos metabolismos primario e secundario. Por esta razdo, foram
avaliadas as mudancas na atividade da enzima lipoxigenase no periodo de 7 a 45
DAI. A Figura 5 mostra que a partir do 7° DAI obteve-se um aumento na atividade
enzimatica e com 30° DAI aconteceu um decréscimo na producdo da enzima LOX

por plantas infectadas e ndo infectadas.

Figura 5 — Variacao na atividade enziméatica das LOX
em mudas de P. divaricatum infectadas e nédo
infectadas por um periodo de 7 — 45 DAI com F. solani
f. sp. piperis.
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Fonte: A autora da pesquisa, 2014.

Os sinais mais comuns de compostos volateis envolvidos para a defesa
direta e indireta de plantas, incluem os metabdlitos da via das lipoxigenases (LOX), a
rota do acido chiquimico e a producéo de terpenos (PICHERSKY, GERSHENZON,
2002). Os resultados encontrados correlacionam com os niveis de fenilpropanoides

identificados em maior quantidade em plantas de P. divaricatum infectadas.
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5.2.3 Producédo dos Compostos Fendlicos e Perfil Quimicos dos Extratos das Folhas
de P. divaricatum Durante a Infeccdo com F. solani f. sp. piperis

O indice de fendlicos totais foi determinado pelo método de Folin Ciocalteu
para os extratos aquosos e o perfil quimico obtido para os extratos acetato de etila
analisados por Cromatografia Liquida de Alta Pressdo com Ultravioleta-Visivel (HPLC-
UV). Os teores de fendlicos totais variaram de 10 a 18 mg EAG g de matéria fresca e
nao foram notadas diferengas significativas entre plantas infectadas e ndo-infectadas
(Figura 6)

Figura 6 — Producao de compostos fendlicos por plantas
de P. divaricatum infectadas e n&o infectadas por F. solani
f. sp. piperis por um periodo de 7- 45 dias. **“? amostras
nao apresentam diferenca estatistica significativa pelo teste
t student (p < 0,05).
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Fonte: A autora da pesquisa, 2014.

O perfil quimico dos extratos AcOEt das plantas infectadas e nao infectadas
apresentou diferenca qualitativa apenas no 7° DAI. Apesar do estresse causado pelo
patdgeno podemos observar que 0s compostos fixos do metabolismo secundario de
P.divaricatum ndo foram sensiveis a infeccdo como no o6leo essencial, rico em
fenilpropandides (Figura 7).

O estresse causado pelo ataque de patdégenos eleva o nivel de acido
jasmonico e seus derivados, e induz a expressao de genes especificos responsaveis
pelo combate ao estresse (FONSECA et al, 2009; SANTINO et al, 2013). O acido

jasmdénico e o0 metil jasmonato regulam positivamente a biossintese dos
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fenilpropandides, por induzir o acimulo da enzima fenilalanina amonia-liase (PAL),
gue catalisa a desaminacdo da amodnia a cinamato, e aumenta a expressao da 4-
coumaratoCoA ligase, que participa do passo final da via geral dos fenilpropandides
(ELLARD-IVEY, DOUGLAS, 1996; ALON et al, 2013). Nas interacfes planta x
patégeno, observa-se um aumento na expressao de PAL em variedades resistentes
quando comparadas as suscetiveis (PURWAR et al, 2013; VAGANAN et al, 2014).
N&o foram encontradas correlacdes entre os teores de compostos fendlicos
presentes nos 6leos e nos extratos, uma vez que o meéetodo de Folin ciocalteu é
realizado em ambiente aquoso.

A producéo de fenilpropanoides durante a infeccéo dos frutos Citrus sinensis
var. navelina com Penicillium digitatum foi avaliada no perfil de metabdlitos do
flavedo (parte colorida externa da casca) e albedo (parte branca interna). Os
resultados mostraram que a expressdo de 10 genes relacionados a sintese de
fenilpropandides ocorreu 48h apds a inoculacdo, quando os sintomas de
apodrecimento comecaram a aparecer € se mantiveram constante apdés 72h. Os
resultados sugerem que flavonas, flavanonas, flavonas polimetoxiladas séo
induzidas nos frutos citricos, em resposta a infeccdo por P. digitatum (BALLESTER,
LAFUENTE, GONZALEZ-CANDELAS, 2013). A contribui¢éo de varios componentes
bioguimicos para diferentes estagios de interacbes planta-patbgeno tem sido
apoiada por ferramentas genéticas disponiveis para organismos modelo
(CHEYNIER et al, 2013).
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Figura 7 — Cromatogramas dos extratos AcOEt das folhas de P. divaricatum obtidos
por HPLC-UV (280 nm) nos diferentes estagios de infeccao por F. solani f. sp.
piperis.
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Fonte: A autora da pesquisa, 2014.

5.2.4 Isolamento do Gene Eugenol O-metiltransferase em P. divaricatum

A extracdo do DNA de P. divaricatum com o Kit utilizado foi satisfatoria,
conforme mostrado no gel de agarose 0,8% (Figura 8). Os rastros observados
durante a corrida representam impurezas que podem estar associadas a presenca
de polifendis ou polissacarideos e dependem do tecido utilizado para extracdo. A
extracdo de DNA de baixa qualidade, pouca quantidade, ou ainda muito concentrado

pode dificultar seu uso para estudos moleculares (BRITO et al, 2012).



Figura 8 — (A) Qualidade de DNA extraido de P. divaricatum,
1. 50 ng/pyL e 2. 150 ng/uL, M = marcador (B) DNA de Ocimum
basilicum (Ob) de 200 ng/pL no volume de 5 pL.
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Fonte: A autora da pesquisa, 2014.
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As condi¢des da PCR para amplificacdo do gene Eugenol O-metiltransferase

em P. divaricatum foram ajustadas para obtencdo dos fragmentos desejados. Os

diferentes conjuntos de primers testados foram baseados na sequéncia consenso do

gene de manjericdo variando as concentracbes de MgCl, (1,5 a 5 mM) e as

temperaturas de anelamento (45 a 55°C). As condicdes de andlise para as diferentes

corridas encontram-se na Tabela 5.

Tabela 5 — Diferentes temperaturas de anelamento e concentracées de MgCl,
testadas na PCR para P. divaricatum e manjericao.

Espécie Primers T (°C) MgCl, Ciclos  Volume Fragmento
(mM) (uL) esperado (PB)
1F/ 1R 45 -53 2,5-5,0 30 50 500
Piper divaricatum 1F/2R 45 - 53 25-5,0 30 50 329
1F/ 3R 45 - 53 25-5,0 30 50 140
2F/ 1R 53 25-3,0 30 50 682
2F/2R 45 - 55 1,5-50 30-35 20-50 512
Ocimum basilicum 2F/1R 53 2,0 30 50 682
2F/2R 53 2,0 35 50 512

Fonte: A autora da pesquisa, 2014.

Apesar dos ajustes nas condi¢des, a amplificacdo de nenhum fragmento foi

obtida. As condi¢cdes de PCR para o DNA de manjericao foram baseadas no descrito

por RENU et al (2014) e os fragmentos obtidos apresentaram os tamanhos

esperados, demonstrando que nao havia problemas de validade ou contaminagao

com os reagentes que constituiram a PCR (Figura 9)
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Figura 9 — (A) Amplificagbes obtidas com DNA de O.
basilicum. M= Marcador, Pd1 = PCR de DNA de P.
divaricatum com 150 ng/pL,Pd2= PCR de DNA de P.
divaricatum com 50 ng/puL Ob1= PCR com DNA Ocimum
basilicum com 150 ng/puL Ob2=PCR com DNA Ocimum
basilicum com 50 ng/uL

(A)
e
P9
——
M Pd Pd Ob Ob
1 2 1 2

Fonte: A autora da pesquisa, 2014.

Os reagentes e as condicbes da PCR sdo o ponto chave em estudos
moleculares de amplificacdo de genes alvo. O cloreto de magnésio funciona como
co-fator da enzima DNA polimerase, podendo afetar as temperaturas de
desnaturacao das fitas de DNA e o anelamento dos primers (OLIVEIRA, 2007). Altas
concentracbes deste reagente podem auxiliar o anelamento de primers pouco
especificos. Desta maneira, nas condicbes de PCR testadas para P. divaricatum,
foram utilizadas concentragcdes crescentes de MgCl,, associados a baixas
temperaturas de anelamento para promover um melhor anelamento dos primers,
gue eram baseados na sequencia de um gene de outra espécie. Outro fator que
deve ser mencionado é a presenca de impurezas no DNA extraido de P.
divaricatum, que pode interferir na desnaturacéo da dupla-fita. Os polifendis inibem
enzimas, pois modificam complexos com ions metalicos, por meio de sua
capacidade de formar agregados com proteinas, levando a inativacdo da enzima
(HASLAM, 1996).

Vale ressaltar que as sequéncias de genes envolvidos em passos finais da
via metabdlica de fenilpropandides nédo estdo disponiveis em bancos de dados. O
gene Eugenol O-metiltransferase foi isolado das espécies Ocimum tenuiflorum, O.
basilicum e Rosa chinensis. O género Ocimum dispde de um maior nimero de
isoformas e foi escolhido para confeccdo dos primers. O gene Eugenol O-

metiltransferase pode apresentar outras isoformas, fato atestado na espécie


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/EU622045.1
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Ocimum tenuiflorum, da qual foram isolados oito biotipos (RENU et al, 2014). A
caracteristica de variabilidade pode estar presente no genoma de P. divaricatum, o
gue pode explicar a auséncia de amplificacGes, até nas condicbes mais favoraveis

gue foram submetidos o DNA para a PCR.
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6 CONCLUSOES

A espécie P. divaricatum inoculada com o fitopatdégeno F. solani f. sp. piperis
para o monitoramento da producdo dos metabdlitos secundarios durante a infeccéao,
foi verificado um aumento na producéo de fenilpropandides e das lipoxigenases.

Primers de manjericdo ndo devem ser usados para isolamento do gene
Eugenol O-metiltransferase, pois utilizando esses primers, os resultados nao foram
satisfatorios, provavelmente pela variabilidade genb6mica de P. divaricatum. A
caracterizacdo da expressao génica durante a infeccdo com F. solani f. sp. piperis
em P. divaricatum podera utilizar genes iniciais da rota dos fenilpropandides, como
da enzima PAL existente em banco de genes.

Os resultados obtidos indicam a utilizacdo de P. divaricatum como fonte de
genes de resisténcia em programas de melhoramento genético para obtencao de

cultivares de P. nigrum resistentes a fusariose.
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