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RESUMO

O aumento da demanda mundial por alimentos tem como consequéncia um maior
consumo de agrotéxicos. Nesse cenario, o Brasil desponta como um dos principais
consumidores mundiais de pesticidas, em especial, herbicidas (cerca de 45% do
consumo total), agentes altamente nocivos ao ambiente e a saude humana. Nesse
contexto, pesquisas tém investigado produtos naturais com atuagdo mais
sustentavel. Nesse sentido, a alelopatia se mostra como uma alternativa viavel. O
trabalho foi realizado no Laboratério de Sementes e Ecofisiologia Florestal da
Universidade Federal do Espirito Santo - LASEF/UFES. O Objetivo dessa pesquisa
foi avaliar a atividade alelopatica de extratos de sementes e folhas de Piper nigrum
L. e do alcaloide piperina sobre a germinagao e crescimento inicial de Lactuca
sativa L. e Panicum maximum Jacq. Para isso foram avaliados as variaveis IVG; G;
TMG; IA; a atividade das enzimas antioxidantes SOD, CAT e POX; teores de
acucares solluveis e amido e as concentragdes de clorofila a, clorofila b e
carotendides em plantulas de Panicum maximum Jacq. (capim colonido),
submetidas a extratos contendo piperina, visando compreender o efeito alelopatico
desse alcaloide sobre a daninha. Os extratos de sementes de Piper nigrum L., em
especial o extrato EAQSB800, inibiram a germinagao e o crescimento inicial de capim
colonido sem, entretanto, afetar de forma significativa a germinacao e crescimento
inicial da alface. O aleloquimico mais abundante encontrado na prospecg¢ao
fitoquimica dos extratos de sementes de pimenta do reino foi o alcaloide piperina
e, possivelmente, € o principal componente responsavel pelo efeito alelopatico
desses extratos sobre a planta daninha. Houve uma redugéo das concentragdes de
glicose, frutose e sacarose nas plantas expostas ao EAQS800, entretanto, também
se observou um aumento proporcional da concentracdo de amido quando
comparado com o controle. Ocorreu um incremento na atividade antioxidante da
enzima POX acompanhado de uma reducédo da atividade das enzimas SOD e CAT
que, provavelmente, promoveu uma lignificacdo das paredes celulares inibindo o

crescimento das plantulas de capim submetidas aos extratos.

Palavras-chave: Piperina * capim colonido ¢ Alelopatia « enzimas antioxidantes
pimenta do reino



ABSTRACT

The increase in world demand for food leads to a higher consumption of
agrochemicals. In this scenario, Brazil emerges as one of the world's leading
consumers of pesticides, especially herbicides (about 45% of total consumption),
which are highly harmful to the environment and to human health. In this context,
researches have investigated natural products with a more sustainable
performance. In this sense, allelopathy is shown as a viable alternative. The
objective of this research was to evaluate the allelopathic activity of Piper nigrum L.
and piperine alkaloid seeds and leaves extracts on the germination and initial growth
of Lactuca sativa L. and Panicum maximum Jacq. For this, the IVG parameters were
evaluated; G; TMG; IA; the activity of antioxidant enzymes SOD, CAT and POX;
soluble sugars and starch contents and the concentrations of chlorophyll a,
chlorophyll b and carotenoids in seedlings of Panicum maximum Jacq. (guinea
grass), submitted to extracts containing piperine, aiming to understand the
allelopathic effect of this alkaloid on the weed. Seed extracts of Piper nigrum L., in
particular the EAQS800 extract, inhibited germination and initial growth of guinea
grass without, however, significantly affecting the germination and initial growth of
lettuce. The most abundant allelochemical found in the phytochemical prospecting
of the pepper seeds extracts of the kingdom was the piperine alkaloid and, possibly,
is the main component responsible for the allelopathic effect of these extracts on
the weed. There was a reduction in the concentrations of glucose, fructose and
sucrose in the plants exposed to EAQS800, however, a proportional increase of the
starch concentration was also observed when compared to the control. There was
an increase in the antioxidant activity of the POX enzyme accompanied by a
reduction in the activity of the SOD and CAT enzymes, which probably promoted a
lignification of the cell walls inhibiting the growth of the grass seedlings submitted to

the extracts.

Keywords: Piperina ¢ guinea grass - allelopathy ¢ antioxidant enzymes « black

pepper
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1. INTRODUGAO GERAL

Nas ultimas décadas, a intensificagdo da atividade agricola visando altas
produtividades, tem aumentado a demanda pelo uso de agroquimicos, como
fertilizantes, corretivos e, principalmente, defensivos agricolas, tais como,
herbicidas, fungicidas, inseticidas, nematicidas e outros (Paracampo et al., 2009;
Pessanha et al., 2010; Pignatti et al, 2017; Oliveira et al., 2018). Considerando-se
ainda que, em média, 30% a 40% da perda da produgao agricola mundial e o
aumento dos custos de producao € atribuida a interferéncia de plantas daninhas
(Brighenti e Oliveira, 2011), o controle de plantas invasoras torna-se de grande
relevancia nesse contexto (Barboza et al., 2018). A interferéncia de determinadas
plantas sobre o desenvolvimento de outras em uma mesma area é conhecida ha
muito tempo, porém a origem de tais eventos € justificada por fendmenos de dificil
explicacao (Vianna et al., 2001). Essa interferéncia de um organismo vegetal sobre
outro é denominada Alelopatia. De acordo com Mano (2006), o termo foi criado pelo
pesquisador alemao Hans Molisch em 1937 que a definiu como a capacidade de
plantas superiores ou inferiores produzirem substancias quimicas que liberadas no
ambiente de outras plantas, influenciam de forma favoravel ou desfavoravel o seu
desenvolvimento. Muitos autores tém utilizado defini¢des similares e com maior ou
menor abrangéncia conceitual (Rice, 1984; Lovett e Ryuntyu, 1992; Rizvi e Rizvi,
1992; Soares, 2000, Sangeetha e Baskar, 2015; Shah et al., 2016). Entretanto, em
1996, a IAS (International Allelopathy Society), ampliou a definicdo de alelopatia,
agregando os processos que envolvem a producéo de metabdlitos secundarios por
plantas, micro-organismos, virus e fungos que influenciam no crescimento e no

desenvolvimento de sistemas florestais, agricolas e bioldgicos.

Nesse sentido, a alelopatia se destaca por apresentar grande potencial como
mecanismo de controle de pragas agricolas pois, plantas que produzem compostos
fitotoxicos, podem ser utilizadas como herbicidas naturais eficientes além de
servirem como fontes para possiveis novos compostos com essa aplicacao,
contribuindo para o aumento da produtividade e menor impacto negativo sobre a
qualidade dos cultivares bem como sobre as areas de cultivo (Pina-Rodrigues e
Lopes, 2001; Rezende et al., 2003; Mairesse et al., 2007; Appleton e Berrier, 2009;
Silva et al., 2017; Feng et al., 2019).
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A pesquisa por compostos alelopaticos com potencial uso herbicida se tornou uma
opc¢ao pertinente, tanto do ponto de vista ambiental e econdmico quanto da saude
publica. Ferreira e Borguetti (2004) afirmam que o estudo de substancias
alelopaticas de espécies vegetais pode resultar no isolamento de principios ativos,
que poderdo ser utilizados como herbicidas naturais, com a vantagem de nao
provocarem os efeitos prejudiciais causados pelos herbicidas sintéticos (Yunes e
Calixto, 2001).

A investigacdo do efeito alelopatico a partir de extratos vegetais utilizando
bioensaios de germinacgao e crescimento inicial de plantas sensiveis em laboratoério
€ uma opc¢ao muito eficaz pois, € possivel verificar parametros de dificil controle no
campo ou em ambiente natural, recomendando-se que para esses testes sejam
utilizadas sementes de espécies de facil acesso e sensiveis a varios aleloquimicos
(Coelho et al. 2011).

As plantas apresentam diferentes mecanismos de tolerancia ou resisténcia aos
metabdlitos secundarios sendo que algumas s&o reconhecidamente mais
sensiveis, tais como, Lactuca sativa L. (alface), Solanum lycopersicum L. (tomate)
e Cucumis sativus L. (pepino), sendo por isso consideradas indicadoras de
atividade alelopatica (Torres et al., 2004). Diferentes bioensaios preliminares
realizados em laboratério tem avaliado o potencial fitotdxico destes compostos
sobre espécies comerciais, como Lactuca sativa (Trevisan et al. 2012; Paula et al.
2014, Rial et al. 2014; Kato-Noguchi et al. 2014, Wang et al. 2014). As vantagens
da utilizacdo da alface nestes experimentos sdao a homogeneidade genética,
germinagao uniforme e facil disponibilidade, ao contrario das espécies silvestres
que sao geneticamente mais heterogéneas e apresentam variada sensibilidade,
além de falta de homogeneidade na germinagao (Macias et al. 2000; Trevisan et al.
2012).

Entretanto, outras, tais como o capim colonido (Panicum maximum Jacq.), sao
invasoras altamente infestantes e grandes responsaveis por contaminagdes
bioldgicas na agricultura (Rosa et al., 2011). Essa espécie, perene e helidfita, € uma
graminea oriunda da Africa e foi introduzida no Brasil para alimentar o rebanho
bovino durante o periodo colonial (Silva, 1968). Forma touceiras resistentes e
propaga-se de forma vegetativa e por dispersdo de sementes pelo vento e por aves

granivoras (Silva, 1969), sendo considerada uma daninha invasora agressiva que,



17

além de causar danos as reservas naturais, prejudica culturas como a da cana de
acucar (Kissmann, 1997). Diante dessa situagdo, € necessario que sejam
realizados estudos de combate as gramineas africanas no Pais utilizando
diferentes técnicas de controle tais como a aplicagcdo de herbicidas e o controle
biologico (Pivello, 2008).

A pimenta do reino Piper nigrum L. (Familia Piperaceae), também conhecida como
pimenta da india, € uma planta trepadeira de grande produtividade e amplamente
utilizada como condimento no mundo, com grande valor econdmico, permitindo que
essa atividade desenvolvida pelos pipericultores brasileiros seja altamente rentavel
(Magevski et al. 2011).

Diversos autores tém evidenciado o potencial alelopatico de varias espécies do
género Piper tanto sobre insetos e fungos quanto sobre plantas daninhas (Lustosa
et al. 2007; Souza Filho et al. 2009; Almeida et al. 2011; Borella et al. 2012; Pinheiro
et al. 2016). Pesquisas tém revelado que algumas espécies desse género, como a
pimenta-do-reino (Piper nigrum L.), contém compostos fitotdxicos, soliveis em
agua que sao liberados no ambiente por meio de diferentes partes da planta
(Cardoso et al., 2005). A pimenta-do-reino é estudada do ponto de vista fitoquimico
e farmacoldgico pela presenga de alguns compostos secundarios como alcaloides
e oleos, podendo conter até 12 classes de metabdlitos secundarios (Silva e Bastos,
2007). As amidas alcaloidais constituem a classe mais abundante de metabdlitos
dentro do género Piper, correspondendo, na espécie P. nigrum, ha cerca de 20%
dos compostos ja conhecidos (Pissinate, 2006). Dentre eles, destaca-se o alcaloide
piperina (Figura 1) como uma das mais importantes e das primeiras amidas

isoladas nesse Género (Parmar et al., 1997).

Figura 1: Estrutura quimica do alcaloide Piperina
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Oliveira et al. (2014) afirmam que a Piperina (1-piperoil-piperidina) € o alcaléide
principal da pimenta-do-reino ou pimenta preta (Piper nigrum L.), a qual é
comumente usada como condimento e também em varios preparos tradicionais da
medicina popular. Entre as suas atividades biologicas, a piperina apresenta
atividade antimicrobiana, anti-inflamatéria, antiparasitaria (Doenca de Chagas e

Leishmaniose), propriedades antioxidantes, entre outras (Ferreira et al. 2011).

Considerando o contexto acima e o fato do Estado do Espirito Santo ser o segundo
maior produtor de pimenta do reino no Brasil (Conab, 2015), o presente trabalho
teve como objetivo responder aos seguintes questionamentos:

a. Os extratos de pimenta do reino tém potencial no controle da daninha Panicum
maximum?

b. Os extratos de pimenta do reino poderiam ser utilizados no controle da daninha
sem afetar a cultivar Lactuca sativa?

c. Qual érgao da pimenta do reino (folha ou semente) forneceria o extrato mais
eficaz no controle da daninha?

d. O alcaloide piperina, principal componente quimico dos extratos de pimenta do
reino, apresenta efeito fitotoxico sobre a germinacdo das sementes e o
desenvolvimento inicial de plantulas de capim colonido (Panicum maximum Jacq.)
e alface (Lactuca sativa L.)?

e. Caso positivo, de que maneira a piperina afeta o metabolismo da daninha?
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2. OBJETIVO GERAL
Avaliar o potencial de inibicdo da piperina sobre a germinagao e desenvolvimento

inicial de sementes e de plantulas de Lactuca sativa L. e Panicum maximum Jacq..

3. OBJETIVOS ESPECIFICOS

* Identificar qual extrato bruto (folha/semente) e qual concentragao (200, 400, 600
ou 800 mg/L) sao mais eficientes no controle da daninha;

* |dentificar qual extrato bruto (folha/semente) e qual concentragao (200, 400, 600
ou 800 mg/L) € menos nociva a cultivar;

* Avaliar o potencial hidrico dos extratos brutos utlizados;

» Realizar o fracionamento do extrato bruto mais eficaz;

* Realizar a prospeccao fitoquimica do extratos fracionados identificando qualm o
metabdlito majoritario;

* Mensurar a producdo de metabdlitos primarios (glicose, frutose, sacarose e
amido) das plantulas expostas ao extrato escolhido;

» Avaliar a atividade das enzimas antioxidantes SOD, POX e CAT nas sementes
expostas ao extrato escolhido;

» Mensurar a concentracao de clorofilas e carotendides das plantulas expostas ao

extrato escolhido;
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5. REVISAO BIBLIOGRAFICA

5.1 Uso de agrotoxicos no Brasil e no mundo

A populagdo mundial em 2024 sera superior a 8 bilhdes de pessoas e, em 2050,
superior a 9,5 bilhdes (Boaretto, 2009; ONU, 2012). Esse aumento populacional,
obviamente, resultara em uma maior demanda por alimentos. Consequentemente,
considerando a produgao de alimentos em larga escala, havera uma demanda por
agrotéxicos ainda maior do que a atual que, por sua vez, ja é bastante expressiva.
Samsidar et al. (2018) classificam os pesticidas em quatro grandes familias,
denominadas organoclorados, organofosforados, carbamatos e piretréides e
Mfarrej e Rara (2018) mencionam que no mundo, anualmente, cerca de 25 milhdes
de trabalhadores agricolas sofrem envenenamentos acidentais ao manusear tais
pesticidas. E ainda deve-se considerar a intoxicagao por via alimentar que ocorre,
de maneira cronica, nas populagbes que consomem o0s produtos agricolas
contaminados. Cabrera (2017), por exemplo, menciona que a exposi¢cao a
pesticidas tem efeitos profundos na saude humana, incluindo aumento do risco de

cancer, diabetes, disturbios genéticos e neurotoxicidade.

A preocupacado com a presenga de agrotoxicos nos alimentos € tao antiga quanto
a introducéao destes produtos quimicos no controle de pragas e doencas que afetam
a producao agricola. Veiga (2007) cita que a relagdo entre agricultura e saude
publica sempre foi muito grande, seja na funcado de supridora de alimentos, seja
pelos riscos a saude humana e ao meio ambiente causados pela utilizagado de
agrotoxicos. Cassal et al. (2014) mencionam que, no mundo todo, os efeitos dos
impactos na saude publica, bem como no ambiente vém sendo percebidos. Esses
autores seguem afirmando que, em relagédo a saude publica, o uso cada vez mais
crescente desses compostos tem causado severos efeitos, sejam eles agudos ou
crénicos, em varios trabalhadores, principalmente da area rural, embora outros
setores também sejam afetados. De acordo com Maraschin e Aquila (2005), a
exposig¢ao involuntaria da populagdo através do consumo de alimentos com
residuos de agroquimicos também reforca a inadequacdo desse sistema de
producao. Segundo Oliveira et al. (2018), o uso de agrotdxicos tem se difundido na
agricultura, principalmente, nos ultimos 30 anos. Cassal et al. (2014) comentam

que, segundo a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa), o mercado
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mundial destes produtos cresceu 93% nos ultimos dez anos, sendo que no Brasil,
este crescimento chegou a 190%. Barboza et al. (2018), citam que os pesticidas
mais utilizados no Brasil sdo os herbicidas. E, nesse contexto, o Brasil se tornou o

maior consumidor mundial de agrotdéxicos em 2010 (Pignatti et al., 2017).

Elevados niveis de contaminagdo humana e ambiental tém sido encontrados em
regides agricolas no Brasil. Dados indicam que um ter¢o dos alimentos consumidos
diariamente esta contaminado pelos agrotéxicos, segundo analise de amostras
coletadas em todas as 26 Unidades Federadas do Brasil, realizadas pelo Programa
de Analise de Residuos de Agrotoxicos em Alimentos (PARA) da Anvisa (2012). De
acordo com Cassal et al. (2014), para se produzir alimentos em larga escala, é
imprescindivel o uso racional de agrotdxicos como uma ferramenta a mais para
garantir a protegao contra baixas produtividades ou perdas de culturas. Entretanto,
esses mesmos autores, salientam que o controle quimico s6 deve ser empregado
apods aplicagao de todos os meétodos de controles disponiveis, para se evitar

problemas toxicologicos tanto para o homem quanto para o meio ambiente.

Segundo Souza et al. (2017), ha um aumento do interesse por alimento livres de
pesticidas em consonancia com os movimentos em prol do desenvolvimento
sustentavel e com o conhecimento e divulgagdo dos riscos que os agrotoxicos
representam a saude. Colturato et al. (2011), corroboram com essa afirmativa ao
observarem uma busca crescente por métodos alternativos de controle, que sejam
eficientes com o minimo de impacto ambiental e danos a saude dos seres
humanos. Bessa et al. (2010), também destacam os efeitos impactantes dos
compostos sintéticos utilizados na agricultura convencional, despertando estudos
que demonstram os danos bioacumulativos no meio ambiente, com estudos de
monitoramentos, da avaliacdo da persisténcia destes produtos e da utilizagdo no

meio ambiente.

A busca crescente por produtos que apresentem baixa toxicidade ao homem,
menor impacto ambiental e menores custos de aquisicdo vem fazendo crescer a
utilizacdo dos recursos naturais renovaveis como fonte de novas substancias
bioativas (Kim et al., 2003; Menezes, 2005; Pang et al., 2012). Portanto, a
substituicdo desses ingredientes pelos compostos naturais seria um avango
significativo na protecdo do meio ambiente (Shokouhian et al., 2016). Nesse

cenario, a alelopatia vem se destacando como uma alternativa viavel para
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minimizar os efeitos nocivos ocasionados pelo uso excessivo de pesticidas

sintéticos.

5.2 Alelopatia

A alelopatia pode ser definida como um tipo de interferéncia causada por alguns
organismos, quando transferem para o ambiente, substancias quimicas ou
produtos do metabolismo secundario, denominados de aleloquimicos, sintetizados
através de processos metabdlicos. Esses compostos possuem mecanismos de
defesa que estdo relacionados a processos fisioldgicos da planta (Sangeetha e
Baskar, 2015). Shah et al. (2016), definem aleloquimicos como metabdlitos
secundarios, produzidos e liberados no ambiente pelas plantas, que afetam o

crescimento e desenvolvimento das plantas receptoras.

Os aleloquimicos liberados pelos vegetais sao capazes de interferir na germinagao
das sementes, no desenvolvimento das plantulas, na assimilagéo de nutrientes, na
atividade fotossintética e de varias enzimas e na perda de nutrientes pela
permeabilidade da membrana celular (Bhowmik, 2003; Jabran et al., 2015). As
plantas produzem e liberam aleloquimicos classificados como fendis, terpenos e
alcaldides via exsudados radiculares no solo. Esses metabdlitos liberados no
ambiente podem afetar os componentes da biota no entorno, através da redugéao
de espécies vizinhas em fungao de suas propriedades fisico-quimicas (Silva, 2012;
Sangeetha e Baskar, 2015). Na natureza, muitos compostos possuem
propriedades alelopaticas e, quando liberados no ar ou no solo, esses compostos
naturais podem matar ervas daninhas vizinhas ou inibir sua germinagao e/ou
crescimento (Feng et al. 2019). Segundo Qin et al. (2018) a alelopatia € mais
importante do que a competicdo por recursos na reducdo da biodiversidade de

especies nativas nas plantagdes de Eucalyptus urophylla.

Diversos aleloquimicos podem ser utilizados como herbicidas naturais, em
substituicdo aos compostos sintéticos de uso corrente na agricultura, com destaque
para os alcaloides, benzoxazinonas, derivados do acido cinamico, coumarinas e
compostos cianogénicos (Waller e Feug, 1999; Belz e Hurle, 2004; Qiming et al.,
2006; Dayan et al. 2009). Os alcaloides constituem um vasto grupo de metabdlitos

com grande diversidade estrutural. Alguns sao considerados toxicos aos animais,
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como exemplo, os alcaloides pirrolizidinicos encontrados no género Senecio e
Crotalaria para ruminantes e equinos (Lucena et al., 2010). Outros possuem
potencial alelopatico, como a solasonina, um alcaloide glicosilado encontrado em
frutos de Solanum crinitum, que inibe significativamente o comprimento da raiz
principal de plantulas de alface (Alves et al., 2003). Esses compostos tém ocupado
espago promissor na quimica de produtos naturais a partir de métodos modernos
de extragao, isolamento, purificagao e identificagao (Santore, 2013; Morais, 2013).
A alelopatia tem despertado o interesse dos pesquisadores no campo de
ecossistemas naturais como alternativa de manejo (Bieberich et al, 2018; Mignoni
et al. 2018). Meiners et al. (2017), evidenciaram a estreita relacdo entre espécies
que liberam aleloquimicos e a comunidade microbioldégica de seu entorno,
potencializando ou minimizando o efeito desses aleloquimicos. A incorporacao de
substancias com atividade alelopatica na agricultura pode reduzir o uso de
agrotoxicos causando assim a diminui¢ao de danos ao meio ambiente (Maraschin
e Aquila, 2005). Além disso, a aplicacdo da alelopatia tem sido utilizada na rotacdo
de culturas, na utilizacdo de plantas de cobertura (Soltys et al. 2013), no
melhoramento de plantas, buscando-se a seleg¢ao de cultivares com maior atividade
alelopatica (Worthington e Reberg-Horton 2013). Silva et al. (2017) mencionam que
inumeras substancias quimicas sintetizadas no metabolismo secundario das
plantas atuam, em sua grande maioria, como inseticida e herbicidas naturais,
repelindo ou matando os insetos e impedindo a germinagao de outras espécies

suscetiveis aos compostos volatilizados pelas plantas.

Verma et al. (2017) comentam que apesar dos aleloquimicos sejam diferentes em
plantas diferentes, normalmente, as plantas medicinais tém efeitos inibitérios sobre
o crescimento das ervas daninhas, e a exploragao e utilizagdo desses compostos
como herbicidas naturais tem sido incentivada. Alimeida et al. (2011) comentam
que, antes da descoberta dos produtos fitossanitarios sintéticos, as substancias
naturais extraidas dos vegetais eram amplamente utilizadas para erradicar os
insetos, micro-organismos e plantas daninhas. Taiz e Zeiger (2013), informam que
a alelopatia atrai grande interesse das pesquisas agricolas, pois tem potencial de
uso no controle de plantas daninhas na agricultura. Vargas et al. (2016)
argumentam que o estudo da alelopatia € de extrema importancia para a
agricultura, sendo possivel solucionar problemas relacionados a danos na cultura
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com plantas invasoras que competem por nutrientes e liberam aleloquimicos, os
quais podem causar danos a uma planta vizinha como patologias, ataque de
insetos ou inibicdo de desenvolvimento. Silva et al. (2018), observaram que as
pesquisas alelopaticas vem ganhando maior espago no meio cientifico ao longo
dos anos, ocorrendo o aumento no numero de trabalhos publicados juntamente
com os grupos de pesquisa. Revelar os efeitos alelopaticos de plantas medicinais
sobre ervas daninhas pode ajudar a alcangar o objetivo da agricultura sustentavel
(Mahboobi e Heidarian, 2016). Nesse contexto, a alelopatia de espécies vegetais
tornou-se um foco de pesquisa nos ultimos anos (Zhang et al., 2018). Pelo acima
exposto, a alelopatia parece ser uma alternativa viavel para minimizar a
problematica ocasionada pelo uso intenso de insumos agropecuarios, em especial
no Brasil.

5.3 Plantas invasoras

Os termos plantas invasoras, plantas daninhas, ervas daninhas, plantas ruderais,
plantas silvestres, mato ou ingo sdo empregados de forma indistinta na literatura.
As invasoras sao espécies de plantas que passaram por uma barreira biogeografica
com a ajuda de seres humanos. Kleunen et al. (2018) classificaram as espécies
invasoras como casuais, naturalizadas e invasivas. As casuais sao aquelas que
superam a barreira ambiental subsequente a invasédo e ocorrem na natureza, mas
nao formam populagdes persistentes; as espécies naturalizadas sdo aquelas que
superam as barreiras ambientais e reprodutivas e estabelecem populagdes
selvagens que persistem ao longo de multiplas geracdes e, por fim, as espécies
invasivas sdo aquelas que constituem o subconjunto de espécies naturalizadas que
superaram a barreira de dispersao e produzem descendentes reprodutivos, de

forma eficiente, a uma distancia consideravel das plantas progenitoras.

Brighenti e Oliveira (2011) conceituam tais plantas como todo e qualquer vegetal
que se instala em locais nao desejados tendo como referéncia atividades humanas.
Mack et al. (2000) citam que essas espécies podem ocasionar grandes perdas na
diversidade biolégica de ecossistemas naturais levando, inclusive, ao
desaparecimento de espécies nativas por competicdo e alteragdo das

caracteristicas do ambiente em que se instalaram, modificando ciclos
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biogeoquimicos, microclima e reciclagem dos nutrientes. Em fazendas agricolas,
as ervas daninhas s&o responsaveis por uma parte consideravel das perdas
econdmicas, reduzindo a qualidade e quantidade do rendimento (Shokouhian et al.
2016). Por essa razao é necessario um monitoramento sistematico e continuo de
infestacbes de espécies exodticas em campos agricolas e a implementacao de

medidas necessarias para conter e controla-las (Follak et al., 2017).

Rockenbach et al. (2018), por exemplo, mencionam que o capim annoni (Eragrostis
plana Nees), que foi introduzido no Brasil acidentalmente, tornou-se uma
importante planta daninha pois seu crescimento e desenvolvimento em areas
agricolas nado permite o sucesso de varias espécies cultivadas. Favaretto et al.
(2015) encontraram compostos como lipidios, fendis, ligninas e alcaloides nas
folhas do capim annoni e, nas raizes, identificaram os mesmos compostos e ainda

o0 amido.

Nunes (2012) salienta que, no Brasil, destacam-se as invasdes de espécies
vegetais exoticas, principalmente gramineas de origem africana. Como exemplos,
0 capim annoni (Eragrostis plana Nees) nos Campos Sulinos, os capins braquiaria
(Brachiaria decumbens), elefante (Pennisetum purpureum) e coloniao (Panicum
maximum) nas regides Sudeste e Centro Oeste (Ziller, 2013). Durigan et al. (2007)
identificaram a invasao por gramineas africanas como sendo a mais grave ameacga
a biodiversidade dos remanescentes de Cerrado no estado de Sao Paulo, presente
em 72% das areas analisadas. No entanto, essas gramineas ja estdo presentes em
todo o Brasil, inclusive em unidades de conservagao, principalmente em areas de
Cerrado do Centro Oeste e Sudeste (Ziller e Dechoum, 2013; Sampaio e Schmidt,
2013).

Dentre as gramineas exdticas invasoras, destaca-se o capim-colonidao (Panicum
maximum Jacq.). A figura 2 ilustra a area de ocorréncia dessa graminea africana

na Ameérica do sul bem como as areas mais suscetiveis a invasao por essa especie.
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Figura 2: Mapa de ocorréncia e distribuicao potencial de Panicum

maximum Jacq. (Lozano, 2016).

Perene e heliéfita, essa graminea é oriunda da Africa e foi introduzida no Brasil para
se criar pastagens para o gado na época da colonizacao (Silva, 1968). De acordo
com Kaushal et al. (2018), a graminea Panicum maximum Jacq. € uma erva
daninha perene, de elevada biomassa e bastante comum tanto em pastagens como
em areas cultivadas. Forma touceiras resistentes e propaga-se de forma vegetativa
e por dispersdo de sementes pelo vento e por aves granivoras (Silva, 1969). E
considerada uma espécie invasora agressiva que, além de reservas naturais,
prejudica certas culturas como a da cana-de-agucar (Kissmann, 1997). Mantoani et
al. (2012) mencionam que o capim-colonido (Panicum maximum Jacq.) prejudica
significativamente a instalagao de espécies colonizadoras do sub-bosque, por ter-
se tornado uma barreira fisica e competir com as espécies nativas, influenciando
preferencialmente as espécies arboreas. Silva et al. (2009) citam que a infestagao
por Panicum maximum reduziu em 33% a produtividade de cultivos de cana de
acucar. Pivello (2008) aponta a necessidade de estudos de combate as gramineas
africanas no pais utilizando diferentes técnicas de controle (capina manual, capina
mecanica, aplicagao de herbicida, controle biolégico) e de arranjo paisagistico

(plantio de individuos de espécies de crescimento rapido para sombreamento e
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espacamento utilizado nos reflorestamentos). Nesse contexto, percebe-se uma
necessidade em relagdo ao controle de espécies invasoras, em especial, as

gramineas africanas como o capim colonido (Panicum maximum Jacq.).

5.4 Familia Piperaceae

A familia Piperaceae pertence a ordem Piperales e constitui-se em uma das mais
primitivas familias entre as angiospermas (Soltis et al., 1999; Frodin, 2004; Wanke
et al., 2007) e é composta por espécies vegetais amplamente distribuida na mata
atlantica (Guimaraes et al., 2013). Essa familia € encontrada nas regides tropicais
e subtropicais dos dois hemisférios (Kato e Furlan, 2007; Archibold et al., 2018) e
compreende atualmente os quatro géneros Piper, Peperomia, Sarchorhachis e
Ottonia. Plantas dessa familia podem apresentar habito herbaceo, arbustivo ou
arboreo e sao consideradas pioneiras, colonizando principalmente clareiras e
bordas da floresta (Yuncker, 1974). Sao identificadas por apresentarem folhas
simples, alternas, opostas ou verticiladas, sésseis ou pecioladas, inteiras, de
consisténcia e formas diversas e por possuirem flores muito pequenas,
aperiantadas, protegidas por bractedlas pediceladas ou sésseis, dispostas
esparsas ou congestas em espigas, formando umbelas ou dispostas em racemos,
axilares ou terminais, opostos ou nao as folhas. O fruto € uma drupa, séssil ou
pedicelado (Guimaraes e Giordano, 2004; Archibold et al., 2018).

Os géneros Piper e Peperomia sao os mais representativos com aproximadamente
2000 e 1700 espécies, respectivamente (Souza e Lorenzi, 2005). No Brasil,
ocorrem cerca de 450 espécies da familia Piperaceae, sendo 265 espécies de Piper
e 166 de Peperomia (Yuncker, 1972; 1973; 1974). Parra et al. (2011) citam que
espécies do género Piper tém uma notavel importadncia em fitoquimica,

etnobotanica e atividade biologica.

5.5 Género Piper

O género Piper abrange desde arvores, arbustos, ervas e, raramente, lianas e
epifitas, geralmente ocupa ambientes sombreados e umidos de interior, clareiras e
bordas de florestas, caracterizadas pelas folhas alternas e espigas ou racemos

densamente floridos (Tebbs, 1989; 1993). Este género encontra-se distribuido por
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todas as regides do pais e em todos os estados, com a regiao Norte abrigando mais
de 185 espécies, 61 destas no estado de Ronddnia, 37 em Roraima, 137 no
Amazonas, 45 no Amapa, 22 no Maranhao, 14 em Tocantins, 84 no Acre, 67 em

Mato Grosso e 104 no Para (Guimaraes et al., 2015).

O género Piper possui grande importancia econémica, sendo Piper nigrum L. a
espécie mais conhecida comercialmente, cujos frutos sao fonte natural da pimenta-
do-reino (Srinivasan, 2007). Essa especiaria € utilizada mundialmente e seu cultivo
comercial é de grande importancia para paises como india, Indonésia, Vietna,
Malasia e Brasil (Simpson e Ogorzaly, 1995). Diversas revisdes cientificas sobre
espécies do género Piper foram publicadas (Roersch, 2010; Gutierrez et al., 2013;
Monzote et al., 2017). InUmeras espécies dessa familia tém sido utilizadas na
medicina popular no tratamento de diversas doencas, principalmente em paises do
continente africano e na América do Sul. Miranda et al. (2002) salientam que o
género Piper se destaca dentro da familia por conter espécies que apresentam
metabdlitos secundarios, como lignanas e amidas, usados na defesa contra a

herbivoria.

Atualmente, o género Piper possui aproximadamente 2.000 espécies; entretanto,
somente 112 foram investigadas fitoquimicamente, revelando a presengca de 667
aleloquimicos diferentes (Dyer e Palmer, 2004). Reigada (2009) cita que, entre os
aleloquimicos encontrados nesse género, os alcaloides sdo os compostos
predominantes.

Tabela 1. Percentual de metabdlitos secundarios identificados em

estudos fitoquimicos realizados com espécies de Piper.

Compostos isolados de Piper

Composto Quantidade
Alcaloides/ Amidas 28%
Lignanas/ Neolignanas 18%
Terpenos 14%
Propenilfendis 6%
Flavonas/ Flavanonas 3%
Cavapironas 3%
Chalconas/ Diidrochalconas 3%
Esteroides 2%
Piperolideos 1%
Compostos variados 22%

Fonte: Reigada, 2009.
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A enorme variedade de compostos secundarios encontrados em plantas do género
Piper justifica o grande potencial dessas plantas na busca por novos inseticidas
(Miyakado et al., 1989). O estudo fitoquimico do género Piper tem sido bem
documentado por diversos autores (Parmar et al., 1998; Tripathi et al., 1995; Dyer
e Palmer, 2004). Segundo Dyer e Palmer (2004), desde as revisdes sobre o género
elaboradas por Sengupta e Ray (1987) e Parmar et al. (1997), apenas 28 novas
espécies foram investigadas e 69 novos compostos descobertos. Ainda segundo
esses autores, apenas cerca de 10% de todas as espécies de Piper foram
fitoquimicamente investigadas. Entre os compostos mais encontrados, destacam-
se os alcaldides, amidas, lignanas, neolignanas, terpenos, propenilfenol, além de

mais de 146 compostos diversos (Parmar et al., 1997).

Diversos aleloquimicos tém sido encontrados em todas as partes da planta e, por
essa razao, as espécies do género Piper sdao amplamente estudadas, tanto na
medicina em fungao das propriedades microbianas exibidas por seus constituintes
quanto para controlar pragas e fungos fitopatogénicos de interesse agronémico,
além disso, podem apresentar efeito alelopatico em certas culturas (Cabral, 2011;
Junior Borella et al., 2012; Bigaton et al., 2013; Oliveira et al., 2013; Aires e Lima,
2014; Araujo et al., 2014; Figueredo et al., 2014; Piton et al., 2014). Feng et al.
(2017) citam que os extratos etandlicos de P. sarmentosum tém forte atividade

herbicida contra duas espécies de ervas daninhas, E. crusgalli e A. ret-roflexus.

Bernard (2011), testando a agao de diferentes 6leos de diferentes espécies de
plantas, verificou uma alta mortalidade dos insetos com o 6leo essencial de
pimenta-longa (Piper hispidinervum), que causou 80% de mortalidade na
concentracao de 1,0%, e 100% de mortalidade nas concentragdes mais altas (5,0
e 10,0%). Segundo o0 mesmo autor, seu 6leo essencial € composto por 90% do
fenilpropanoide safrol, que apresenta atividade inseticida contra inumeros insetos.
Estrela et al. (2006), em estudos referentes a composi¢ao quimica do género Piper,
indicaram que seis amidas alcaloides isoladas especificamente da espécie Piper
guineense Schum apresentaram atividade antialimentar para larvas de quinto instar
de Chilo partellus (Lepidoptera: Pyralidae), tendo as amidas mais ativas a piperina
e a B e a-Diidropiperina. Além disso, esses autores testaram a atividade de amidas

sintéticas analogas a piperina sobre a lagarta-do-cartucho e observaram, além da
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mortalidade das lagartas, a ocorréncia de anomalias morfolégicas, prolongamento

dos instares e reducao do peso das larvas.

Fazolin et al. (2007) destacaram o potencial inseticida de Piper hispidinervum,
relatando que o 6leo essencial desta espécie é rico em safrol, componente quimico
aromatico empregado como matéria-prima na manufatura de heliotropina,
importante fixador de fragrancias, e butoxido de piperonila, agente sinergistico
natural de inseticidas. Costa e colaboradores (2004) consideraram satisfatério o
controle da desfolha e a produtividade obtida com a utilizagdo de extratos alcodlicos
de Piper aduncum e Piper hispidinervum comparados com o inseticida sintético
carbaryl, no controle de Cerotoma tingomarianus Bechyné na cultura da soja.
Moralesa e colaboradores (2013) encontraram diferengas na composigao de dleos
da espécie Piper hispidum, atribuindo tal fato a localizagdo geogréfica,
sazonalidade, idade fisiolégica da planta e época de colheita. Neto et al. (2015)
verificaram que extratos brutos, fracionados ou compostos isolados de Piper

corcovadensis possuem potencial uso como herbicida em cultivos agricolas.

Dyer et al. (2003) testaram o efeito inseticida de trés amidas isoladas de Piper
cenocladum sobre Spodoptera frugiperda. Os autores observaram que a mistura
dessas amidas provocou um decréscimo no peso pupal, na sobrevivéncia e um
aumento no tempo de desenvolvimento. A atividade inseticida de plantas desse
género vem sendo testada principalmente em pragas de graos armazenados, onde
seu controle se mostrou eficiente para Callosobruchus chinensis L., Sitophilus
oryzae L., Rhyzopertha dominica Fabr., Acanthoscelides obtectus Say. e
Callosobruchus maculatus F. (Miyakado et al., 1979, 1980; Sighamony et al., 1986;
Baier e Webster, 1992; Mbata et al., 1995; Kéi ta et al., 2000). A bioatividade de
Piper mollicomum foi avaliada, por Lago et al. (2007), sobre fungos do género
Cladosporium com resultados satisfatérios. Lopes et al. (2012) realizaram um
estudo neurocomportamental com ratos para avaliar o efeito de extratos
metandlicos de folhas de Piper amalago. Os autores verificaram que o extrato de
dessa espécie afetou o sistema nervoso central dos ratos, diminuindo sua
locomocgéo e exploragao do ambiente, mas sem induzir toxicidade genética. Fadze
et al. (2017) verificaram que a Piper sarmentosum reduz a pressdo sanguinea em

ratos hipertensos induzidos pela dexametasona. Ja Brambilla et al. (2017), ao
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estudarem técnicas de micoencapsulamento, relatam que extratos de Piper regnellii

apresentam efeito antifUngico contra Trichophyton rubrum.

5.6 Piper nigrum L.

A Piper nigrum L. é conhecida como pimenta do reino ou pimenta da india. E uma
planta nativa das montanhas costeiras tropicais do sudoeste da india, onde o
comeércio maritimo e terrestre com o0 mundo antigo comegou ha pelo menos 3.500
anos atras. Os principais paises produtores de pimenta-do-reino no mundo,
considerando a produgcao média no periodo de 2010-2014, foram, pela ordem, o
Vietna com 122,8 mil toneladas, a Indonésia com 87,4 mil toneladas, a india com
49,6 mil toneladas, o Brasil com aproximadamente 44,9 mil toneladas e a China
com 30,7 mil toneladas (FAO, 2018; Zhu et al., 2018). O Brasil, portanto, se destaca
como um dos principais paises produtores da pimenta-do-reino, posicionando-se
entre os cinco maiores. Em 2016, a produg¢ao nacional alcangou a marca de 54.425
toneladas, em uma area colhida de 25.830 hectares (IBGE, 2017). Desse total, a
producdo esta concentrada basicamente em trés estados, a saber: o Para, maior
produtor, com 35.845 toneladas, seguido do Espirito Santo com 12.801 toneladas
e a Bahia com 4.916 toneladas (Filgueiras et al. 2012; Moraes et al., 2018). Trata-
se de uma planta trepadeira de grande produtividade e uma das mais valorizadas
condimentares do mundo, com grande valor econémico, permitindo que essa
atividade desenvolvida pelos pipericultores brasileiros seja altamente rentavel
(Moreira et al., 2006).

A Piper nigrum L. apresenta inflorescéncia em forma de espiga, chamada
amentilho, e é composta de pequenas flores desprovidas de pétalas e sépalas. Os
frutos sdo globosos, pequenos e nado se abrem quando maduros. Apresentam
também coloragao verde-escura (quando imaturos) e vermelha (quando maduros),
sdo plantas trepadeiras perenes com caule liso, redondo, nodoso e ramificado,
sendo que sua propagacao vegetativa é realizada a partir de estacas para obter um
bom desenvolvimento (Garcia et al., 2000). A Piper nigrum L. é utilizada como
ornamentagao e também no circulo medicinal em forma de chas, infusao, banhos
aromaticos tanto das raizes quanto do caule e dos frutos, estes ultimos podendo

ser consumido nas formas seca ou moida (Pissinate, 2006).
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Arcanjo (2012) afirma que os frutos de Piper nigrum, ao longo das ultimas décadas,
tem sido objeto de estudos do ponto de vista fitoquimico e farmacoldgico e que tais
estudos revelaram uma ampla variedade de metabdlitos especiais presentes nesta
espécie, dentre eles destacam-se: alcaldides/amidas, propenilfendis, lignanas,
neolignanas, terpenos, esterdides, cavapironas, piperolidas, chalconas,
diidrochalconas, flavonas, flavononas e outros compostos, o0s quais sao
encontrados somente nesta espécie (Pamar et al.,1997). Cardoso et al. (2005)
citam que algumas espécies do género Piper, como a pimenta-do-reino, contém
compostos fitotoxicos, soluveis em agua que sao liberados dentro do ambiente do
solo por meio de folhas frescas, caules e tecidos da coroa, bem como de material
seco, raizes em decomposicao e sementes. Almeida (2017) verificou, através da
analise por Ressonancia Magnética Nuclear da fracdo obtida do extrato
hidroalcodlico dos frutos maduros de Piper nigrum, que o principal composto
identificado foi um alcaloide, classe de substadncias comuns no género Piper,

estabelecido como piperina.

Diversas pesquisas tém indicado o uso de extratos dessa espécie no controle de
diferentes pragas agricolas, em especial, de insetos, além de seu uso medicinal e
industrial. Por exemplo, Assis et al. (2015) constataram a grande eficiéncia de
inibicdo do extrato bruto de pimenta do reino, em todas as concentragdes, sobre a
oxidagao de ago carbono, chegando ao valor de até 97 % de inibicdo de corroséo
na presenca de 5000 mg L™ do extrato. Musetti (1991) constatou toxicidade dos
extratos acetbnico e metandlico de frutos secos de Piper nigrum para adultos de
Sitophilus zeamais (Coleoptera: Curculionidae), oferecendo protecdo superior a
95% nas concentragdes mais elevadas (12,5; 25 e 50%) e provocando efeito
fagoinibidor. O extrato aceténico mostrou-se mais eficaz, proporcionando 100% de
protecéo ja na dosagem de 25% e apresentando-se repelente contra os insetos.
Fazolin et al. (2000) investigaram o efeito inseticida dos extratos de 15 espécies
vegetais, sendo que oito apresentaram efeito significativo sobre Cerotoma
tingomarianus (Coleoptera: Crysomelidae), dentre elas a pimenta-do-reino a 1%. O
extrato da pimenta-do-reino na dose de 5% (p/v) com 6leo mineral (0,5% v/v)
apresentou uma e ciéncia de 71% no controle dos adultos de Cerofoma arcuata

(Coleoptera: Crysomelidae) em folhas de soja.
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Natali, et al. (2009) verificaram efeito alelopatico de extratos aquosos de Piper
nigrum sobre a germingao e crescimento de plantulas de alface (Lactuca sativa L.)
e rabanete (Raphanus sativus L.). Almeida et al. (2006) utilizaram frutos secos da
pimenta do reino para extracdo em percolador com solvente alcool etilico nas
concentragdes (30%, 50% e 70%) sobre o gorgulho do feijao-caupi e causaram
mortalidade acima de 90%. No entanto, em termos de valores absolutos, o extrato
formulado com 70% de alcool foi 0 mais e ciente, matando todos os insetos a partir
de 10 minutos de exposi¢ao. Tavares et al. (2011) avaliaram o efeito da amida
piperina extraida de frutos de P. nigrum sobre ovos de diferentes idades de
Spodoptera frugiperda e Diatraea saccharalis Fabr. nas concentragdes de 1 e 2%.
Os autores concluiram que, em ovos com 24 horas de idade, a concentragao de

1% de piperina foi suficiente para suprimir a eclosdo de lagartas das espécies

estudadas em cerca de 90%.

Scolpel et al. (2018) relataram atividade inseticida em macerados de Piper nigrum
sobre a sobrevivéncia de Sitophilus zeamais causando mortalidade de 49% nessa
espécie. Segundo Chaudhry e Tarig (2006), estudos tém mostrado que o extrato
aquoso obtido da Piper nigrun L. mostrou eficacia contra 176 espécies de bactérias
isoladas na cavidade bucal, pertencentes a 12 géneros distintos. Em 75% dos
casos, esse potencial é superior ao da decocg¢ao aquosa de outras plantas, como
o Louro, coentro e o0 anis, e que 0 seu extrato aquoso e etandlico apresentaram
atividade antibacteriana contra o Staphylococcus aureus, Bacillus cereus e Bacillus
subtilis. Abbasi et al. (2010), Simas et al. (2007), Romao et al. (2008), e Upadhyay
e Jaiswal (2007) demonstraram que metabdlicos secundarios da planta como as
piperamidas possuem atividade inseticida. Carnevalli e Araujo (2013) Observaram,
dentre os estudos arrolados, que os principios ativos encontrados na Piper nigrum
L., ou seja, a piperina e a capsaicina, possuem reconhecida ag¢ao anti-inflamatéria,
antioxidante, analgésica e outras capazes de otimizar processos cicatriciais,
combater fungos e bactérias, melhorar a circulagdo sanguinea, bem como
combater os sinais do envelhecimento ocasionados por radicais livres, quando
consumidas e ingeridas em quantidades apropriadas, provavelmente devido ao
efeito antioxidante. Leal et al. (2018) observaram significativa atividade antifungica

de extratos de pimenta do reino sobre o crescimento micelial de Fusarium
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oxysporum, Penicillium sp. e Aspergillus sp.. Além disso, esses autores citam o

alcaloide piperina como principal composto com essa propriedade.

Podemos observar que, com poucas exce¢des, a maioria das pesquisas reflete a
importancia da Piper nigrum L. quanto as suas propriedades na saude humana, em
seu papel bactericida, inseticida e fungicida e até mesmo em processos industriais.
Entretanto, o potencial herbicida de extratos de Piper nigrum L. ou mesmo da
prépria piperina é pouco investigado e, tal situagcdo, indica a necessidade de

pesquisas nesse aspecto.

5.7 Piperina

Nos ultimos tempos o género Piper vem ganhando destaque por apresentar
compostos biologicamente ativos, como € o caso da piperina na qual tem maior
atividade inseticida do que as piretrinas (Bernard et al., 1995; Santos et al., 2010).
Meghwal e Goswami (2013) afirmam que a piperina é o principal composto bioativo
da Piper nigrum e da Piper longum. A piperina € um alcaldide amidico, componente
majoritario da pimenta do reino, tal alcaldide pode influenciar o desenvolvimento
das plantas principalmente a germinacéao, tendo efeitos alelopaticos (Molish,1937).
Segundo Pedrol et al. (2006), a inibicdo da germinacdo das sementes e do
crescimento inicial das plantulas é a etapa mais afetada, e os efeitos fisioldgicos
causados por interacbes alelopaticas sado respostas secundarias de efeitos

primarios que ocorrem no metabolismo das plantas.

Diversos autores afirmam que a piperina esta entre as amidas alcaloides de maior
prevaléncia no género Piper (Fani, 1992; Roger, 1998; Chaudhry e Tariq, 2006;
Pissinate, 2006; Bomtempo, 2007; Meghwal e Goswami,2013) e, de acordo com
Roger (1998) e Cardoso et al. (2005) este alcalbide sofre uma biotransformacgao e
se desdobra em acido piperico e piperidina. Scott et al. (2005) afirmaram que a
eficiéncia dos extratos de Piper spp. como inseticida botanico tem sido
correlacionada com a concentragao de piperamidas. Esses mesmos autores
seguem informando que essas amidas apresentam propriedades neurotodxicas,
responsaveis pela morte imediata do inseto e demanda apenas um efeito residual

curto. O modo de acao desses compostos sobre insetos € variado, incluindo
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toxicidade por contato, além de propriedades repelentes e antialimentares
(Navickiene et al., 2000; Scott et al., 2004, 2005; Fazolim et al., 2007).

Segundo Parmar et al. (1997), essas amidas sao abundantes nesse género,
principalmente em sementes de Piper nigrum L., e apresentam grande importancia
ecoldgica e econbmica. Diversos pesquisadores como Bomtempo (2007), Bong
(2010), Cardoso et al. (2005) Abbasi et al. (2010) e Khan et al. (2010) reconhecem
que a piperina possui reconhecida atividade citotdxica inibindo varias vias
citocromicas. Yun et al. (2018) afirmam que os alcaloides do tipo piperina, ou outros
compostos com uma estrutura semelhante, podem ser agentes terapéuticos uteis
para o tratamento da depressao. Borella et al. (2011) mencionam que alteracbes
em nivel celular, fitormonal, fotossintético e respiratério, sintese protéica,
metabolismo lipidico e de acidos organicos, inibicdo ou estimulagao da atividade
enzimatica especifica, efeitos sobre a relacdo da agua e efeitos sobre a sintese de

DNA ou RNA compreendem efeitos diretos ocasionados pelos aleloquimicos.

Park et al. (2002) estudaram as propriedades inseticidas de amidas extraidas de
Piper nigrum e encontraram forte efeito larvicida no extrato metandlico de frutos
sobre os mosquitos Culex pipiens pallens Coquillett, Aedes aegyptilL. e Aedes togoi
Theobald. As piperamidas, encontradas em espécies desse género, sao moléculas
que apresentam dupla atividade biologica, uma amida isobutilica neurotdxica e um
grupamento metilenodioxifenilico, importante inibidor de monoxigenases
dependentes de citocromo P-450, muito utilizadas como sinergistas em inseticidas
naturais e sintéticos (Bernard et al., 1995). Essas enzimas apresentam um papel
importante na transformagao oxidativa de moléculas endégenas e xenobidticos. A
inibicdo dessa enzima promovida por extratos de plantas do genéro Piperimpedem
a detoxificagao pelo inseto (Meyer, 2005). Nesse sentido, vale destacar que a
presenca de diferentes modos de acdo em uma unica molécula é uma caracteristica
promissora para o controle de insetos, principalmente aqueles resistentes a
inseticidas (Parmar et al., 1997; Dyer e Palmer, 2004; Scott et al., 2004).

Diante da revisao acima, € possivel perceber que a maioria das pesquisas sobre a
espécie Piper nigrum L. e a piperina se concentra em seu papel como farmaco,
como fungicida e, principalmente, como inseticida. Poucas pesquisas sobre o

potencial herbicida e o mecanismo de interferéncia da piperina no controle de
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plantas daninhas foram realizadas apesar dos resultados promissores acima
citados. Diante desse quadro, o presente trabalho se propde a investigar o potencial
alelopatico da espécie Piper nigrum L. bem como os mecanismos de interferéncia
da piperina no metabolismo de plantas cultivadas e invasoras como a Lactuca

sativa L. e o Panicum maximum Jacq., respectivamente.
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RESUMO

O aumento pela demanda por alimentos promove uma maior utilizagao de insumos
agricolas, entre eles, produtos agrotdxicos utilizados no controle de pragas
diversas. Boa parte desses produtos tem impacto negativo tanto do ponto de vista
ambiental quanto da saude publica. Por essa razdo, urge a necessidade de
pesquisas acerca de produtos alternativos que diminuam tais impactos. Nesse
sentido, a alelopatia se mostra como uma alternativa viavel por possibilitar a
identificacdo de substancias naturais e de facil biodegradagdo que poderiam
substituir ou, pelo menos, diminuir o emprego dessas substancias
reconhecidamente nocivas aos ecossistemas naturais e a saude humana. O
trabalho foi realizado no Laboratério de Sementes e Ecofisiologia Florestal da
Universidade Federal do Espirito Santo - LASEF/UFES. As folhas e sementes de
Piper nigrum L. utilizadas na preparagao dos extratos foram obtidas de um plantio
comercial localizado no norte do Estado do Espirito Santo. Utilizaram-se sementes
de alface (Lactuca sativa L.), da variedade lisa e de capim colonido da variedade
Mombaca (Panicum maximum Jacq.) obtidas comercialmente para os bioensaois.
O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado para as duas
espécies (capim e alface), dois érgaos vegetais (folha e semente), trés extratores
(hexano, acetato de etila e metanol) e cinco concentragdes (0 mg/L, 200 mg/L, 400
mg/L, 600 mg/L e 800 mg/L) com cinco repeticoes, totalizando 300 unidades
experimentais, no qual cada unidade experimental foi composta de uma placa de
Petri com 20 sementes. Objetivou-se avaliar a influéncia desses extratos no indice
de velocidade de germinacao (IVG), no percentual de germinacao (G), no tempo
médio de germinagao (TMG), no indice de alelopatia (IA), no crescimento da parte
aérea (CPA) e no crescimento radicular (CR) das sementes e plantulas de Panicum
maximum Jacq. e Lactuca sativa L.. Os extratos foliares e de sementes, em todas
as concentragdes e extratores testados, ndo apresentaram fitotoxicidade ou
apresentaram efeito inibitério muito pequeno sobre a germinacédo e crescimento
inicial de sementes e plantulas de alface. No caso do capim colonido, os extratos
de acetato de etila e metandlicos de sementes, nas maiores concentragdes
testadas, apresentaram os efeitos negativos mais significativos sobre a invasora.
Dessa forma, foi possivel inferir que extratos de sementes de Piper nigrum
apresentam potencial utilizacdo no controle da espécie daninha em questao.

Palavras-chave: Alelopatia * alface * capim colonido « controle * pimenta do reino
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ABSTRACT

The increase in food demand promotes a greater use of agricultural inputs, among
them, pesticides used to control various pests. Many of these products have a
negative impact both from an environmental and public health point of view. For this
reason, there is a need for research on alternative products that reduce such
impacts. In this sense, allelopathy is shown as a viable alternative because it allows
the identification of natural and easily biodegradable substances that could replace
or at least reduce the use of these substances known to be harmful to natural
ecosystems and human health. The work was carried out in the Laboratory of Seeds
and Forest Ecophysiology of the Federal University of Espirito Santo - LASEF /
UFES. The leaves and seeds of Piper nigrum L. used in the preparation of the
extracts were obtained from a commercial plantation located in the north of the State
of Espirito Santo. Seeds of lettuce (Lactuca sativa L.), of the smooth variety and
guinea grass of the variety Mombaga (Panicum maximum Jacq.) Obtained
commercially for the bioassays were used. The experimental design was completely
randomized to two species (grass and lettuce), two plant organs (leaf and seed),
three extractors (hexane, ethyl acetate and methanol) and five concentrations (0 mg
/L,200 mg/L,400 mg/L, 600 mg/L and 800 mg /L) with five replicates, totaling
300 experimental units, in which each experimental unit was composed of a Petri
dish with 20 seeds. The objective of this study was to evaluate the influence of these
extracts on the germination rate index (IVG), germination percentage (G), mean
germination time (TMG), allelopathy index (Al), shoot growth (CPA) and root growth
(CR) of the seeds and seedlings of Panicum maximum Jacq. and Lactuca sativa L..
Leaf and seed extracts at all concentrations and extractors tested did not present
phytotoxicity or had a very small inhibitory effect on germination and initial seed
growth and lettuce seedlings, and the hexane extracts, in general, had a positive
effect on these aspects of the cultivar. In the case of guinea grass, the ethyl acetate
and methanolic extracts of seeds, in the highest concentrations tested, presented
the most significant negative effects on the invasive one. Thus, it was possible to
infer that Piper nigrum seed extracts present potential use in the control of the weed
species in question.

Keywords: allelopathy ¢ lettuce * guinea grass « control « pepper
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1. INTRODUGAO

Uma das principais limitagbes ao aumento da produtividade agricola esta
relacionada ao controle de pragas e doencas (Silva et al., 2017). O aumento da
demanda por alimentos e 0 avango tecnoldgico popularizou o uso de pesticidas e
herbicidas na agricultura. O mercado brasileiro de agrotoxicos aumentou em 190%
na ultima década num ritmo de crescimento maior do que o dobro apresentado pelo
mercado mundial (Rigotto et al., 2014). Bessa et al. (2010) salientam os impactos
negativos dos agrotoxicos utilizados na agricultura convencional, despertando
estudos que demonstram os danos bioacumulativos no ambiente, com estudos de
monitoramentos, da avaliacdo da persisténcia destes produtos e da utilizagdo no
meio ambiente. Dentre os pesticidas empregados na agricultura destacam-se os
herbicidas e inseticidas de ultima geragdo, correspondendo a maior parcela
comercializada mundialmente (Ueta et al., 2001). No que se refere ao Brasil, os
herbicidas respondem por 45% do consumo total de agrotoxicos (Rigotto et al.,
2014), o que evidencia a importancia dessa classe de insumos agricolas em nossa
realidade. Dessa forma, o conhecimento dos efeitos nocivos do uso de pesticidas
quimicos, associados a preocupacao dos consumidores quanto a qualidade dos
alimentos, tém incentivado estudos sobre novas técnicas de controle e manejo de
pragas agricolas (Tavares et al.,, 2009), incluindo-se a utilizacdo de produtos
naturais, que sejam menos agressivos ao ambiente, sendo que muitos sao
utilizados pelos agricultores ha décadas, como os inseticidas de origem vegetal.
Nesse contexto, os estudos sobre alelopatia se mostram bastante pertinentes pois
possibilitam a descoberta e identificacdo de novas substancias com potencial uso
no controle de espécies vegetais daninhas e consequente reducédo do uso de

herbicidas convencionais (Cornes, 2005; Haig et al., 2005, Mignoni et al., 2018).

A alelopatia tem sido descrita como qualquer efeito direto ou indireto, danoso ou
benéfico que uma planta exerce sobre outra, pela produgcéo de compostos quimicos
ou aleloquimicos, liberados no ambiente (Rice, 1992). Em 1996, a IAS (International
Allelopathy Society), ampliou a definicao de alelopatia, agregando os processos
que envolvem a produgdo de metabdlitos secundarios por plantas, micro-
organismos, virus e fungos que influenciam no crescimento e no desenvolvimento
de sistemas florestais, agricolas e biolégicos. Os aleloquimicos interferem na

conservagao, dorméncia e germinagao de sementes, crescimento de plantulas e no
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vigor vegetativo de plantas adultas. Este ultimo efeito pode influenciar em maior ou
menor grau a competicdo entre espécies e interferir na regeneragao natural ou
crescimento de espécies introduzidas numa dada area, influenciando na
constituicdo dos ecossistemas naturais (Felix, 2012; Arroyo et al., 2018). Os efeitos
alelopaticos podem ser observados tanto sobre a germinagdo quanto sobre o
crescimento da plantula sendo que, geralmente, o efeito € mais drastico sobre o

crescimento do que sobre a germinacao (Dalrymple e Rogers, 1983).

A maioria dessas substancias provém do metabolismo secundario, sendo atribuida
a estas a funcédo de defesa e/ou protecao, pois durante o processo de evolugao
destas plantas estas substancias representaram alguma vantagem contra a agao
de micro-organismos, virus, insetos e outros patdégenos ou predadores, seja
inibindo a agdo destes ou estimulando o crescimento e desenvolvimento das
plantas (Waller, 1999). Esses compostos devem ser utilizados como um método de
controle eficaz, para reducao dos custos, preservagao do ambiente e dos alimentos
da contaminagdo quimica, tornando-se pratica adequada para agricultura
sustentavel (Souza Filho, 2006). Pesquisas visando a busca de novas moléculas
quimicas a partir de extratos vegetais com atividade herbicida tem aumentado de
maneira significativa e parece ser a recente tendéncia no controle de ecossistemas
agricolas. Atualmente, inuUmeras pesquisas tém direcionado seus objetivos na
protecao do meio ambiente contra as agressdes de herbicidas, de fungicidas e de
inseticidas sintéticos comerciais, resultando em maior produtividade de culturas
economicamente importantes (Reigosa e Pedro, 2002). Entretanto, o aleloquimico
ideal a ser utilizado deve ter efeito inibitério sobre a espécie a ser controlada porém,
nao pode promover prejuizos ao crescimento da cultivar. Por essa razdo o extrato
vegetal pesquisado deve ser aplicado a daninha e a uma espécie cultivar de
reconhecida sensibilidade. Segundo Favareto et al. (2018), a alface é considerada
uma planta bioindicadora e tem sido utilizada em diversas pesquisas de alelopatia,
pois apresenta rapida germinacdo e crescimento inicial uniforme, atributos

desejaveis para experimentos que comparam os efeitos de diferentes tratamentos.

O objetivo desse trabalho é verificar o potencial alelopatico de extratos foliares e de
sementes de Piper nigrum L. sobre a germinacao e crescimento inicial de sementes
e plantulas de capim colonido (Panicum maximum Jacq.) e alface (Lactuca sativa
L.)
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2. MATERIAIS E METODOS
2.1 Delineamento experimental

O trabalho foi realizado no Laboratério de Sementes e Ecofisiologia Florestal da
Universidade Federal do Espirito Santo - LASEF/UFES. Utilizaram-se sementes de
alface (Lactuca sativa L.), da variedade lisa e de capim colonido da variedade
Mombaca (Panicum maximum Jacq.) obtidas comercialmente. O delineamento
experimental utilizado foi inteiramente casualizado para as duas espécies (capim e
alface), dois 6rgaos vegetais (folha e semente), trés extratores (hexano, acetato de
etila e metanol) e cinco concentragdes (0 mg/L, 200 mg/L, 400 mg/L, 600 mg/L e
800 mg/L) com cinco repeti¢des, totalizando 300 unidades experimentais, no qual

cada unidade experimental foi composta de uma placa de Petri com 20 sementes.

2.2 Determinagdo do potencial hidrico dos extratos utilizados nos bioensaios de

germinacgéo e crescimento inicial de Panicum maximum e Lactuca sativa.
O potencial hidrico dos extratos pode ter efeito inibidor sobre a germinagao e
desenvolvimento das plantulas e, portanto, pode ser confundido com o efeito
alelopatico negativo dos extratos ou até mesmo apresentar um efeito aditivo ao
mesmo e, consequentemente, superestimar a agcdo do mesmo sobre as espécies
testadas. Para excluir o efeito do potencial hidrico dos extratos sobre a germinagao
e crescimento inicial das espécies pesquisadas, esse parametro foi avaliado por
meio de um potencidmetro WP4 da empresa BraskEq (Delgado e Barbedo, 2012)
disponivel no laboratério do Nucleo de Pesquisas em Sementes do Instituto de
Botanica do Estado de Sao Paulo e, os resultados apresentados em MPa (Decagon
2001).

2.3 Bioensaios de germinagdo e crescimento inicial de Panicum maximum e

Lactuca sativa submetidos aos extratos foliares e de sementes de Piper nigrum

L.
Folhas e sementes de pimenta do reino foram coletados de um cultivo comercial
localizado no municipio de Sao Mateus, norte do Espirito Santo. Apds a coleta, o
material foi acondicionado em sacos de papel e depositados em estufa Solab
modelo SL-100, com ventilagao forgada, mantida a temperatura constante de 40°C
durante 3 dias. Para a preparagao dos extratos, apos a desidratagéo, as sementes
e folhas foram trituradas, separadamente, em liquidificador industrial Metvisa LAR2

por 20 minutos a temperatura ambiente. O material obtido foi submergido em
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diferentes solventes com polaridade crescente (hexano, acetato de etila e metanol)
e permaneceu macerando por 7 dias. Apos esse periodo, o macerado foi filtrado
em papel filtro e os extratos obtidos foram colocados para secar em capela com
corrente de ar forcada. Apds a secagem dos solventes, o material seco obtido foi
diluido em agua destilada para se obter as seguintes concentragdes: 200 mg/L, 400
mg/L, 600 mg/L e 800 mg/L para cada um dos trés extratores e para os dois 6rgaos
vegetais. Afim de verificar a agdo dos extratos sobre a germinagcao das sementes e
o crescimento inicial das plantulas de alface e capim colonido, a agua destilada foi
utilizada como controle (0 mg/L). Para o teste de germinacgao, cinco repeticoes de
20 sementes, para cada espécie, foram semeadas em placas de Petri de 9 cm de
diametro contendo duas folhas de papel germitest esterilizadas, umedecidas com
3 mL de extratos nas concentragdes 0 mg/L, 200 mg/L, 400 mg/L, 600 mg/L e 800
mg/L. Em seguida, as placas foram mantidas em camera de germinagao B.O.D.
Tecnal, modelo TE-4020 LED, sob iluminagdo constante mantida por lampadas
brancas fluorescentes de 25 W, do tipo luz do dia, a 20°C para a alface e 25°C para
o capim coloniao (Tomaz et al., 2010) por sete dias. Foram avaliados o percentual
de germinagao (G), indicado pelo numero de sementes germinadas, ou seja,
aquelas que apresentavam protrusao da radicula maior que 2mm (BRASIL, 2009),
o indice de velocidade de germinacao (IVG) (Maguire 1962), o tempo médio de
germinacao (TMG) (Lopes e Franke, 2011) e o indice de alelopatia (IA) (Balsalobre
et al. 2006). Apds sete dias foram medidos os comprimentos da radicula e da parte
aeérea das plantulas com auxilio de um paquimetro digital e os resultados médios

expressos em centimetros por plantula.

2.4 Analise estatistica
Os resultados foram submetidos, por meio do software ASSISTAT versado 7.7, aum
fatorial triplo para cada espécie e as médias, em cada tratamento, foram
comparadas pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de significancia. Para as analises
de correlacédo de Pearson e de regressao linear foi utilizado o software IBM® SPSS®

Statistics versao 25.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Potencial hidrico dos extratos foliares e de sementes de Piper nigrum L.

Os extratos utilizados foram avaliados quanto aos potenciais hidricos (tabela 1)
pois, como destaca Souza Filho (2006), alelopatia e potencial osmoético apresentam
efeitos aditivos, levando a superestimar os efeitos alelopaticos. Sabe-se que
potenciais hidricos acima de - 0,4 Mpa e - 0,8 Mpa nao afetam a germinagao de
sementes de Lactuca sativa (Bertagnolli et al. 2003) e, Panicum maximum (Belido
et al. 2016), respectivamente. O valor maximo de potencial hidrico dos extratos
obtido foi - 0,31 Mpa. Portanto, todos os valores de potencial hidrico dos extratos
utilizados estao fora da faixa de possivel estresse de natureza osmoética para as
sementes de alface e capim colonido, sendo entdo, possivel afirmar que tal
parametro nao teve influéncia sobre a germinacdo e/ou desenvolvimento das

plantulas teste.

Tabela 1: Potencial hidrico dos extratos de folhas e sementes (metandlico, hexanico e de acetato

de etila).
exemte | Pomest | v | e | Pommes | e
e} | —o0.00 Mpa 29,2 e | —0.21Mpa 29,6
Efn';ffo — 0,19 Mpa 29,1 E":";,‘:_OO — 0,23 Mpa 56,8
E;;\an;SI:)O — 0,19 Mpa 29 E':_nn':gfl_oo — 0,23 Mpa 29,6
Eﬁ:;ﬁ?o — 0,21 Mpa 29,1 E':"n';,sl_oo — 0,24 Mpa 29.7
E';:,';,zlfo — 0,16 Mpa 29,1 E':ni’ffo — 0.24 Mpa T
E';'n';flf’o — 0,24 Mpa 29,3 E';'nsgflfo — 0,26 Mpa 29.8
e | —©0.24 Mpa 29,2 . | —o0.26 Mpa 29,8
Et:,';f:fo - 0,31 Mpa 29.6 E*r'ns._ilf’lfo — 0,26 Mpa 29.8
E“:,,Sgﬁ_oo — 0,11 Mpa 29,7 EE,‘SQIZI?O — 0,19 Mpa 290.8
El\:‘sg;:_oo — 0,18 Mpa 29,6 E"Ensg;‘fo — 0,20 Mpa 29,7
E"r"nsgﬁ_oo - 0,18 Mpa 29,7 E'f:;fl?o — 0,20 Mpa 20.7
. | —0.20 Mpa 26,9 Eoan? | —0.20 mpa 29,7
et | —0.11Mpa 29,7 . | —0.18Mpa 29,7
E“:nsg;:'_oo — 0,18 Mpa 29,6 E“:nsglsl_oo — 0,20 Mpa 26,9

(EEF: extrato de acetato de etila de folha; EHF: extrato hexanico de folha; EMF: Extrato metandlico
de folha; EES: extrato de acetato de etila de semente; EHS: extrato hexanico de semente; EMS:

Extrato metandlico de semente)
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3.2 Influéncia dos extratos foliares e de sementes de Piper nigrum L. sobre a

germinacgédo e crescimento inicial de sementes e plantulas de Lactuca sativa L..
A partir da tabela 2 é possivel observar que, de modo geral, apenas os extratos
foliares e de sementes de Piper nigrum mais concentrados provocaram uma
reducao no percentual de germinagao (G) das sementes de alface. Entretanto, essa
diminuicao foi muito pouco expressiva promovendo, no maximo, redugdes proximas
de 10% nessa variavel. Extratos vegetais podem comprometer ou ndo a
germinagao e o crescimento inicial dependendo de quem € a espécie alvo e qual a
concentragao utilizada. Por exemplo, Qin et al (2018), ao investigarem o efeito
alelopatico de extratos aquosos de folhas de Eucalyptus urophylla sobre diversas
espécies arbdreas nativas, concluiram que os efeitos observados foram
estimulatérios, inibitérios e neutros, dependendo da espécie alvo e das
concentragcdes utilizadas. Pinheiro et al. (2016), ao trabalhar com diferentes
espécies do género Piper, verificou efeito inibitério significativo de Piper aduncum
e Piper collosum sobre sementes de alface mas nao verificou, assim como
observado nesse trabalho para Piper nigrum, efeito fitotoxico de Piper medium
sobre essas sementes, mesmo nas maiores concentragdes utilizadas testadas
(70%). Isso indica que espécies diferentes do Género Piper podem nao apresentar

efeito fitotdxico sobre a germinacao de sementes de alface.

Quanto ao IVG, apenas os extratos metandlicos mais concentrados, tanto de folha
guanto de sementes, promoveram um aumento nesse parametro, porém sem que
isso se refletisse em comprometimento do G dessa espécie. Os demais extratos
nao apresentaram efeito significativo sobre o IVG das sementes ou promoveram
seu aumento favorecendo a cultivar. Nesse aspecto, cabe salientar o efeito
benéfico dos extratos hexanicos que promoveram expressivo aumento do IVG das
sementes de cultivar. Também apenas os extratos metandlicos mais concentrados,
foliares e de sementes, afetaram negativamente o TMG das sementes de alface.
Porém, o aumento do TMG, apesar de estaticamente significativo, foi bastante
reduzido. Essa inibicdo provavelmente se deu em fungcdo da maior presenca de
piperina e outras piperamidas nesse extrato tendo em vista sua maior polaridade e,
consequentemente, maior capacidade de extragao desses metabdlitos secundarios

quando comparados com o extrato hexanico. Cabe ressaltar que todos os extratos
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hexanicos e de acetato de etila promoveram uma redugcéo do TMG, em especial o
primeiro, indicando efeito positivo sobre a cultivar. Isso decorreu provavelmente
pela baixa capacidade de extragdo de alcaloides como a piperina e grande
potencial de extracao de flavonoides, com conhecido potencial antioxidante, por
esses extratores, principalmente, pelo extrator hexanico (Franga et al. 2015). O
efeito sobre o IA também ocorreu de forma pouca expressiva com diferengas,
quando presentes, muito pequenas em relagédo ao controle. Corroborando com os
resultados acima, Silva et al. (2017), ao estudarem a fitotoxicidade de extratos
fracionados de Bidens sulphurea sobre o crescimento de plantulas de Allium cepa
L., Lactuca sativa L., Lepidium sativum e Solanum lycopersicum afirmaram que a

alface foi a espécie menos afetada.
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Tabela 2: G (percentual de germinagédo), IA (indice de Alelopatia), IVG (indice de Velocidade de Germinagdo), TMG (Tempo médio de germinagdo), CPA

(Crescimento da parte aérea) e CR (Crescimento da radicula) de sementes de alface submetidas a extratos foliares e de sementes de Piper nigrum L. Fatorial

triplo no qual as médias, em cada tratamento, seguidas pela mesma letra mindscula na coluna e pela mesma letra maiuscula na linha, ndo apresentam diferengas

significativas ao nivel de 5% pelo teste de Tukey.

(G) 0 mg/L 200 mg/L 400 mg/L 600 mg/L 800 mg/L (1A) 0 mg/L 200 mg/L 400 mg/L 600 mg/L 800 mg/L

EMF 0,97£0,02 | 0,92+0,00 0,92+0,00 0,92+0,02 0,95+0,02 EMF -4,30+0,00 1,08£0,00 1,08+0,00 5,38+0,70 5,38+0,66
aB bB bB bC aA aA aA aA bC bC

EHF 0,97£0,02 | 0,96+0,00 0,96+0,00 0,95+0,02 0,96+0,00 EHF -4,30+0,00 -3,2310,00 -3,23+0,00 -2,1510,02 -3,23+0,00
aB aA aA aA abA aA aB aB bB bB

EEF 0,97+£0,02 | 0,96+0,01 0,96+0,01 0,92+0,01 0,92+0,01 EEF -4,30+0,00 -3,2310,00 -3,23+0,01 1,08+0,03 1,08+0,02
aB aA aA aB cB aA bB bB aA aA

EMS 0,97£0,02 | 0,92+0,00 0,91£0,02 0,83+0,02 0,95+0,02 EMS -4,30+0,00 1,08£0,00 2,15+0,50 1,7510,70 2,15+0,00
aB aB bB cC bcA aA aA bC bAB bC

EHS 0,97£0,02 | 0,92+0,00 0,89+0,02 0,95+0,02 0,87+0,02 EHS -4,30+0,00 1,0840,00 4,30+0,80 1,3540,80 6,45+0,80
aB bB bC aA dC aA aA bAB bAB bAB

EES 0,97+£0,02 | 0,85+0,02 0,81+0,02 0,85+0,02 0,88+0,00 EES -4,30+0,00 8,60+0,80 12,9+0,80 8,60+0,80 5,38+0,20
aA cC cD bcC dB aA bC bBC bC bAB

(IVG) 0 mg/L 200 mg/L 400 mg/L 600 mg/L 800 mg/L (TMG) 0 mg/L 200 mg/L 400 mg/L 600 mg/L 800 mg/L

EMF 0,60+£0,02 | 0,55+0,02 0,50+0,02 0,48+0,01 0,43+0,01 EMF 1,6940,13 1,66+0,15 1,82+0,13 1,9940,10 2,09+0,20
aA cAB cAB bB cB aC aBC aB aAB aC

EHF 0,60+£0,02 | 0,65+0,01 0,66+0,02 0,68+0,03 0,65+0,03 EHF 1,6940,13 1,4340,22 1,563+0,13 1,3710,28 1,56+0,25
aC aAB aAB aA bAB aA bA bA bA aA

EEF 0,60+£0,02 | 0,66+0,02 0,67+0,03 0,76+0,03 0,79+0,04 EEF 1,6940,13 1,53+0,20 1,54+0,22 1,24+0,21 1,28+0,23
aC abcBC aBC aA aAB aA abABC bAB bC cA

EMS 0,60+£0,02 | 0,57+0,03 0,52+0,03 0,47+0,02 0,47+0,01 EMS 1,6940,13 1,76+0,08 1,940,10 2,1340,07 2,13+0,07
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aA bcAB bcAB bB cB aB aB aAB aA abA

EHS 0,60+£0,02 | 0,69+0,04 0,7340,05 0,70+0,05 0,68+0,05 EHS 1,6940,13 1,45+0,09 1,3810,14 1,44+0,14 1,48+0,15
aB abAB aA aAB abAB aA bA bA bA cA

EES 0,60+£0,02 | 0,64+0,04 0,64+0,05 0,74+0,03 0,50+0,04 EES 1,6940,13 1,5610,10 1,67+0,13 1,3540,06 1,9940,15
aBC abcAB abAB aA cC aB abBC bBC bC bA

(CPA) 0 mg/L 200 mg/L 400 mg/L 600 mg/L 800 mg/L (CR) 0 mg/L 200 mg/L 400 mg/L 600 mg/L 800 mg/L

EMF 0,59+0,05 | 0,58+0,03 0,58+0,03 0,57+0,02 0,57+0,02 EMF 3,05£0,11 2,93+0,03 2,93+0,07 2,90+0,07 2,88+0,09
aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA

EHF 0,59+0,05 | 0,58+0,03 0,59+0,02 0,58+0,02 0,59+0,03 EHF 3,05£0,11 2,96+0,06 2,98+0,07 2,98+0,10 2,94+0,09
aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA

EEF 0,59+0,05 | 0,58+0,03 0,59+0,03 0,59+0,02 0,58+0,02 EEF 3,05£0,11 2,91+0,03 2,92+0,07 2,87+0,08 2,84+0,11
aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA

EMS 0,59+0,05 | 0,58+0,04 0,58+0,04 0,57+0,04 0,57+0,02 EMS 3,05£0,11 2,93+0,08 2,86+0,08 2,80+0,12 2,77+0,07
aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA

EHS 0,59+£0,05 | 0,57+0,04 0,57+0,05 0,43+0,02 0,42+0,03 EHS 3,05£0,11 2,91+0,07 3,04+0,02 2,96+0,09 2,99+0,06
aA aA aA bB bB aA aA aA aA aA

EES 0,59+£0,05 | 0,57+0,05 0,57+0,04 0,47+0,01 0,43+0,02 EES 3,05£0,11 2,91+0,07 2,93+0,08 2,92+0,06 2,80+0,12
aA aA aA bB bB aA aA aA aA aA
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Quanto ao crescimento inicial das plantulas de alface, apenas os extratos EHS e
EES mais concentrados (600 e 800 mg/L) promoveram uma redugéo (tabela 2), em
torno de 27%, no CPA das plantulas de alface quando comparados ao controle.
Nao houve diferenca significativa quanto ao CR em nenhum dos extratos testados
(tabela 2). Esse resultado sobre o CR € interessante pois Periotto et al. (2004)
sugere que a maior parte dos componentes desses extratos se concentram na
radicula das plantulas testes em fungao do maior contato com o mesmo e, por isso,
é a variavel mais afetada. Entretanto, nesse estudo, foi a variavel menos afetada.
Esse resultado reforga a tese de que os extratos de Piper nigrum nao apresentam
efeito inibitério significativo sobre sementes e plantulas de Lactuca sativa ja que
nao foi corroborado por aquele resultado, anteriormente citado, encontrado na
literatura consultada. Shokouhian et al (2016) afirmam que o efeito inibitério de um
determinado composto em certas espécies de plantas pode nao ser
necessariamente mantido em outra espécie. Dessa forma, ao considerar as
variaveis testadas e a Tabela 2, é possivel inferir que os extratos de folhas e
sementes de Piper nigrum L., de forma geral, ndo comprometeram a germinagao
das sementes e o crescimento inicial das plantulas da cultivar. Sendo assim, esses
extratos apresentam potencial uso no controle das plantas daninhas tendo em vista
o fato de nao afetar, de modo efetivo, a germinagao e o crescimento inicial das

sementes e plantulas de Lactuca sativa L.

3.3 Influéncia dos extratos foliares e de sementes de Piper nigrum L. sobre a
germinagdo e crescimento inicial de sementes e plantulas de Panicum maximum
Jacq.

Apenas o extrato EES800 reduziu o IVG das sementes de capim enquanto que os
extratos hexanicos foliares promoveram um incremento nesse parametro (Tabela
3). Como mencionado anteriormente, o acetato de etila e o metanol sdo bastante
eficientes na extracdo de piperinas do material macerado diferentemente do
hexano que extrai, principalmente, compostos apolares. A maior extracédo de
flavonoides pelo hexano também pode indicar uma possivel explicacdo para o
efeito positivo desses extratos sobre a germinagao das sementes de Panicum

maximum (Franca et al. 2015).
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Praticamente todos os extratos apresentaram efeito inibidor sobre o percentual de
germinacao (G) das sementes de capim. Novamente os extratos EES e EMS, em
suas maiores concentragdes, inibiram as sementes de capim com maior
intensidade reduzindo o percentual de germinagao em torno de 50%. Os extratos
EEF, EMS e EES, em suas maiores concentragdes (600 e 800 mg/L), aumentaram
o TMG das sementes de capim enquanto os extratos hexanicos promoveram a
reducao desse parametro favorecendo o crescimento da parte aérea das plantulas
de capim colonido. Isso se deu, provavelmente, em fungdo da maior presenca de
piperina e outras piperamidas nos extratos metandlicos e de acetato de etila quando
comparado com os extratos hexanicos. Todos os extratos promoveram o aumento
do IA, especialmente os mais concentrados. O maior efeito negativo sobre o IA
também se deu nos extratos EMS800 e EES800, indicando que os extratos de
sementes, nas maiores concentragoes utilizadas, foram mais eficazes na inibicao
das sementes de Panicum maximum. Todos os extratos afetaram negativamente o
CPA das plantulas de capim, exceto os extratos hexanicos foliares que promoveram
um aumento do comprimento da parte aérea das plantulas. Nessa variavel, mais
uma vez, destacaram-se os extratos EMS800 e EMS600 que provocaram a
redugdo mais acentuada nesse parametro (89%). Isso corrobora com a maior
presenca de piperina nas sementes de Piper nigrum (Ferreira et al. 2011). Quanto
ao CR, todos os extratos, sem excegdo, contribuiram negativamente com o
desenvolvimento da plantula. Mais uma vez, o extrato metandlico de sementes mais
concentrado (EMS800) apresentou a reducao mais significativa no comprimento da
radicula, diminuindo seu tamanho em aproximadamente 91% quando comparada
ao controle. Dessa forma, € possivel inferir que os extratos metandlicos de
sementes mais concentrados comprometem, de maneira muito eficaz, o

crescimento inicial das plantulas de capim coloniao.

E pertinente salientar que os extratos EES e EMS mais concentrados apresentaram
efeito inibidor, em maior ou menor intensidade, sobre todos as variaveis avaliadas.
Isso indica que as maiores concentracgdes, entre as que foram testadas, de extratos
de semente comprometem, de maneira mais eficaz, a germinacéo de sementes e
crescimento inicial da planta invasora em questdo. Ainda cabe ressaltar o efeito
neutro ou favoravel dos extratos hexanicos, foliares e de sementes, sobre a

daninha. De forma analoga ao que ocorreu com a cultivar, uma possivel explicagao
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para o efeito positivo seria a menor concentracao de piperina e outras piperamidas
e uma maior concentracdo de agucares simples e flavonoides nos extratos

hexanicos (Franca et al., 2015).

Como os resultados indicam que os extratos de acetato de etila e metandlicos de
sementes apresentaram um efeito inibitério mais satisfatério sobre a germinacao e
crescimento inicial de capim coloniao, foi realizada uma analise de correlagao de

Pearson para se verificar a correspondéncia entre esses dados (Tabela 3 e 4).

Tabela 3: Correlagao de Pearson entre a concentragdo dos extratos metandlicos e os parametros
G (percentual de germinagéo), IA (Indice de Alelopatia), IVG (indice de Velocidade de Germinagéo),
TMG (Tempo médio de germinagdo), CPA (Crescimento da parte aérea) e CR (Crescimento da

radicula) de sementes de capim coloniao submetidas a extratos metandlicos de sementes de Piper

nigrum L.
COREE;’Q%%ES DE CE%E%E%?: l 6 |™me|ceal R | ve | m
Concentragéq QO 1
extrato metandlico
G -,930** 1
TMG ,524* -,644** 1
CPA ,524* -,644** | 1,000** 1
CR ,524* -,644** | 1,000** | 1,000** 1
IVG -,507* ,614** | -994** | -994** | - 994** 1
IA ,524* -,644** | 1,000** | 1,000** | 1,000** | -,994** 1
** A correlagao é significativa no nivel 0,01 (2 extremidades).
* A correlagao é significativa no nivel 0,05 (2 extremidades).

Todos os parametros avaliados apresentaram correlagdo de Pearson significativa
com a concentracdo dos extratos metandlicos (Tabela 3). O percentual de
germinacgao (G) e a concentragao dos extratos metandlicos apresentaram uma forte
correlagdo enquanto que os demais parametros apresentaram uma correlagao
moderada. A correlagéo de Pearson entre a concentragao do extrato metandlico e
o G é fortemente negativa (-0,930) e isso indica que o0 aumento da concentragao
do extrato promoveria uma redugao do percentual de germinagao, ou seja, ha uma
relacdo dose-dependente entre a concentracdo do extrato metandlico e o G das

sementes de capim. Zaman et al. (2018) também encontraram efeito alelopatico de
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extratos metandlicos de Eleocharis atropurpurea, com efeito dose-dependente,

sobre a germinacgao e crescimento inicial de diversas espécies daninhas.

Apenas as variaveis G, IA, CPA e CR apresentaram correlacdo de Pearson
significativa com a concentragao do estrato de acetato de etila de sementes (Tabela
4). Entretanto, todas essas variaveis apresentaram forte correlagdo com a
concentracao do extrato. A correlagéo de Pearson entre a concentragado do extrato
de acetato de etila e 0 G é fortemente negativa (-0,958) e, como anteriormente
citado, isso indica que o aumento da concentragdo do extrato promoveria uma
reducao do percentual de germinacdo. Novamente, verifica-se uma relagao dose-
dependente entre a concentracdo dos extratos de acetato de etila e o G das
sementes de capim.

Tabela 4: Correlagao de Pearson entre a concentragdo dos extratos metandlicos e os parametros
G (percentual de germinagéo), IA (Indice de Alelopatia), IVG (indice de Velocidade de Germinagé&o),
TMG (Tempo médio de germinagdo), CPA (Crescimento da parte aérea) e CR (Crescimento da

radicula) de sementes de capim colonido submetidas a extratos de acetato de etila de sementes de

Piper nigrum L.

Concentragao
CORRELACOES | do extrato de VG G ™G A CPA CR
DE PEARSON acetato de
etila
Concentragao do 1
extrato de
acetato de etila
VG 0,036 1
G -,958** 0,027 1
T™MG 0,065 -,991* | -0,117 1
IA ,958** -0,027 | -1,000** 0,117 1
CPA -, 751** 0,067 ,865** -0,143 -,865** 1
CR -, 757* 0,163 ,818** -0,241 -,818* | ,910* 1
** A correlagao é significativa no nivel 0,01 (2 extremidades).
* A correlagao é significativa no nivel 0,05 (2 extremidades).

Para a analise dos resultados realizou-se uma regressao linear dos extratos de
acetato de etila e metandlicos de sementes de pimenta do reino sobre o percentual
de germinacéao (G) das sementes de capim submetidas aos mesmos. A regressao
linear mostrou que a concentracdo do extrato metandlico prevé o percentual de
germinagao das sementes (G) de capim colonido e que a concentragao do extrato

explica 87% da variagdo dos dados de germinagéo:



[F(1,18) = 116,11, p< 0,01; R? = 0,87]

O G, previsto em percentual, corresponde a:
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G =-0,01. Concentracao do extrato + 0,798; sendo que a concentragao € medida

em mg/L.

Ja para os extratos de acetato de etila, a regressao linear mostrou que a

concentragcao do extrato de acetato de etila prevé o percentual de germinacéo das

sementes (G) de capim colonido e que a concentragao do extrato explica 92% da

variagao dos dados de germinacao:

[F(1,18) = 198,37, p< 0,01; R? = 0,92]

O G, previsto em percentual, corresponde a:

G =-0,0005. Concentragao do extrato + 0,728; sendo que a concentragcao é medida

em mg/L.
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Figura 1: Regressao linear para G de sementes de capim coloniao submetidas aos extratos

metandlico e de acetato de etila de sementes de pimenta do reino.
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Tabela 5: G (percentual de germinagéo), IA (Indice de Alelopatia), IVG (indice de Velocidade de Germinagéo), TMG (Tempo médio de germinacéo), CPA
(Crescimento da parte aérea) e CR (Crescimento da radicula) de sementes de capim colonido submetidas a extratos foliares e de sementes de Piper nigrum
L. Fatorial triplo no qual as médias, em cada tratamento, seguidas pela mesma letra minuscula na coluna e pela mesma letra maiuscula na linha, ndo

apresentam diferengas significativas ao nivel de 5% pelo teste de Tukey.

(G) 0 200 400 600 800 (1A) 0 200 400 600 800
mg/L mg/L mg/L mg/L mg/L mg/L mg/L mg/L mg/L mg/L
EMF 0,77+0,02 | 0,68+0,03 | 0,81+0,02 | 0,69+0,0 | 0,65+0,04 | EMF | 17,21+1,90 | 26,88+3,51 | 12,91+2,15 | 35,48+0,0 | 30,11+4,12
aA bB aA bcB aB aC bB dC cA cAB
EHF 0,77+0,02 | 0,66+0,05 | 0,57+0,0 | 0,64+0,04 | 0,54+0,02 | EHF 17,21+1,90 | 24,7345,55 | 22,58+3,51 21,35+0,0 | 32,26+4,12
aA bB cC cB bC aC bB cBC dBC cA
EEF 0,77+0,02 | 0,66+0,02 | 0,57+0,0 | 0,64+0,02 | 0,54+0,03 | EEF 17,21£1,90 | 29,03+2,48 | 38,71+2,15 | 37,18+0,0 | 41,94+2,48
aA bB cC cB bC aC bB bA cA bA
EMS 0,77+0,02 | 0,76+0,02 | 0,55+0,03 | 0,36+0,02 | 0,39+0,02 | EMS | 17,21+1,90 | 18,28+3,51 | 40,86+2,15 | 61,29+3,51 | 58,07+2,15
aA aA cdB eC cC aC aC abB aA aA
EHS 0,77+0,02 | 0,69+0,02 | 0,67+0,02 | 0,71+0,02 | 0,49+0,03 | EHS | 17,21+1,90 | 25,81+2,15 | 27,96+2,15 | 23,66+2,15 | 47,36+2,15
aA bB bB abB bC aC bB cB dB bA
EES 0,77+0,02 | 0,60+0,04 | 0,51+0,02 | 0,46+0,02 | 0,38+0,02 | EES 17,21+1,90 | 35,48+3,51 | 45,16+4,12 | 50,54+2,48 | 59,1442 48
aA aA dC dC cD aD abD aB bB aA
(IVG) 0 200 400 600 800 (TM 0 200 400 600 800
mg/L mg/L mg/L mg/L mg/L G) mg/L mg/L mg/L mg/L mg/L
EMF 0,25+0,02 | 0,25+0,01 | 0,26+0,02 | 0,27+0,0 | 0,25+0,02 | EMF 4,07+0,3 3,99+0,2 3.99+0,3 3.82+0,0 4.10+0,3
aA bcA bcA cA bA aA bA bA bA bA
EHF 0,25+0,02 | 0,31+0,04 | 0,31+0,02 | 0,32+0,8 0,36+0,0 | EHF 4,07+0,3 4.07+0,4 3.30+0,2 2.94+0,0 2.78+0,1
aAC aB aB abB aA aA aA cB cB cB
EEF 0,25+0,02 | 0,24+0,01 | 0,22+0,02 | 0,22+0,02 | 0,20+0,0 | EEF 4,07+0,3 4.22+0,3 4.55+0,4 3,78+0,0 4,90+0,2
aA bcAB bcAB dAB cB aBC abBC aAB bC aA
EMS 0,25+0,02 | 0,26+0,01 | 0,26+0,01 | 0,21+0,03 | 0,23+0,01 | EMS 4,07 +0,3 3,82+0,2 3,85+0,4 4,74+0,3 4,44+0,3
aAB bA bA dB bcAB aBC bcC bC aA abAB
EHS 0,25+0,02 | 0,28+0,02 | 0,26+0,03 | 0,28+0,03 | 0,26+0,02 | EHS 4,07+0,3 3,64+0,4 3,92+0,5 3,563+0,2 3,94+0,2
aA aA abA bcA bA aA bcA bA bcA bA
EES 0,25+0,02 | 0,22+0,01 | 0,21+0,01 | 0,33+0,01 | 0,20+0,02 | EES 4,07+0,3 4,59+0,1 4,78+0,2 3,02+0,1 5,02+0,3
aB cBC cC aA cC aBC aAB aA cC aA
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(CPA) 0 200 400 600 800 (CR) 0 200 400 600 800
mg/L mg/L mg/L mg/L mg/L mg/L mg/L mg/L mg/L mg/L
EMF 2,40+0,11 | 0,74+0,04 | 0,63+0,05 | 0,57+0,06 | 0,50+0,04 | EMF 3,31+0,1 1,63+0,1 1,42+0,1 1,40+0,1 1,38+0,1
aA cdB cBC bcC cC aA cdB cC cC cC
EHF 2,40+0,11 | 2,90+0,13 | 2,85+0,15 | 2,79+0,09 | 2,99+0,08 | EHF 3,31+0,1 2,66+0,1 2,96+0,1 1,91+0,1 3,06+0,1
aC aAB aAB aB aA aA bD aBC aC aB
EEF 2,40+0,11 | 1,02+0,09 | 0,62+0,08 | 0,72+0,06 | 0,69+0,07 | EEF 3,31+0,1 3,06+0,1 2,16+0,1 2,07+0,1 2,03+0,1
aA bB cC bC bC aA aB bC bC bC
EMS 2,40+0,11 | 0,60+0,04 | 0,51+0,02 | 0,26+0,01 | 0,26+0,04 | EMS 3,31+0,1 1,06+0,0 0,74+0,0 0,50+0,1 0,31+0,0
aA dB cB dC dC aA eB fC eD eE
EHS 2,40+0,11 | 0,82+0,01 | 0,48+0,04 | 0,47+0,04 | 0,37+0,06 | EHS 3,31+0,1 1,72+0,0 0,97+0,1 0,83+0,0 0,59+0,0
aA cB cC cC cdC aA cB eC dC dD
EES 2,40+0,11 | 1,15+0,03 | 0,81+0,03 | 0,49+0,02 | 0,35+0,08 | EES 3,31+0,1 1,50+0,0 1,19+0,1 0,97+0,0 0,55+0,0
aA bB bC cD cdD aA dB dD dD dE
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Figura 2: Graficos de interacdo (ou de perfil) para G (percentual de germinacéo), IA (indice de
Alelopatia), IVG (indice de Velocidade de Germinagdo) e TMG (Tempo médio de germinagao) de
sementes de capim colonido submetidas a extratos foliares e de sementes de Piper nigrum L. Os
graficos foram gerados a partir de uma ANOVA ONEWAY realizada no software estatistico IBM®
SPSS statistics 25.
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A Figura 1 representa graficos de interacao (ou de perfil) utilizados para comparar
as médias marginais estimadas em um modelo. Cada ponto indica a média

marginal estimada de uma variavel dependente em um nivel do fator.

Quando as linhas se cruzam ha indicagao de interagédo entre os fatores (Gonzales
et al., 2013). Dessa forma, é possivel inferir que ha forte correlacdo entre as
variaveis pesquisadas bem como inferir que os extratos metandlicos mais
concentrados promoveram os menores valores de IVG e percentual de germinagao
e 0s maiores valores de TMG e |A sobre a espécie invasora, além de terem reduzido
drasticamente o CPA e CR dessas plantulas (Figura 2). Esse efeito mais intenso
sobre o crescimento inicial das plantulas esta de acordo com o preconizado por
Lustosa et al. (2007,) e Silva et al. (2017) que afirmaram serem os efeitos
alelopaticos mais evidentes no crescimento inicial da plantula. Isso decorre,
provavelmente, em funcéo do fato de a emergéncia da plantula e seu crescimento

serem as fases mais sensiveis na ontogénese do individuo (Blum, 1999).

Tendo em vista que tais parametros sao primordiais no que se refere a instalagao
e desenvolvimento da daninha nos ambientes, os extratos de sementes parecem
ser mais eficazes no controle das mesmas do que os extratos foliares. Tal resultado
€ compativel com a eficiéncia de extragao de piperinas e outras piperamidas desses
extratores e com a forte presencga desses compostos em sementes de Piper nigrum
(Semler e Gross, 1988). Esses dados ilustram a maior eficacia de inibicdo dos
extratos de sementes mais concentrados, entre as concentragoes testadas, sobre
a germinagao e crescimento inicial das plantulas de Panicum maximum Jacq. As
diferencas observadas entre os efeitos alelopaticos dos extratos foliares e de
sementes se devem, provavelmente, ao fato de existirem diferentes constituintes e
em concentragdes distintas em todas as partes das plantas (Facundo et al., 2003;
Medeiros et al., 2012; Rodrigues et al., 2014). Além disso, Moralesa et al. (2013)
encontraram diferencas na composi¢cao de Oleos da espécie Piper hispidum,
atribuindo tal fato a localizacao geografica, sazonalidade, idade fisiologica da planta

e época de colheita.
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aérea e da radicula em sementes de capim colonido submetidas a extratos foliares e de sementes

de Piper nigrum L.

4. CONCLUSOES

Os extratos de sementes, nas maiores concentragdes testadas, apresentaram a
maior eficiéncia no controle da espécie invasora. Entre os extratores testados, o
metanol forneceu os extratos mais eficientes no controle da germinacdo das
sementes e na inibicao do crescimento inicial das plantulas de Panicum maximum.
Os extratos testados apresentaram nenhuma ou pouca influéncia negativa na
germinagao e no crescimento inicial das sementes e plantulas de Lactuca sativa.
Os extratos hexanicos, de modo geral, ndo alteraram ou promoveram um efeito
positivo sobre as variaveis testadas tanto no capim colonidao quanto na alface.
Sendo assim, os extratos metandlicos de sementes de Piper nigrum apresentam

potencial para uso no controle de espécies daninhas como o capim colonido.
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RESUMO
O aumento da demanda mundial por alimentos tem como consequéncia um maior
consumo de agrotéxicos. Nesse cenario, o Brasil desponta como um dos principais
consumidores mundiais de pesticidas, em especial, herbicidas (cerca de 45% do
consumo total), agentes altamente nocivos ao ambiente e a saude humana. Nesse
contexto, pesquisas tém investigado produtos naturais com atuagcdo mais
sustentavel. Entre eles, a piperina, principal alcaldéide encontrada em diversos
orgaos de plantas da familia das Piperaceas, vém apresentado uso potencial como
inseticida, fungicida, nematicida e, com menor frequéncia, como herbicida. O
objetivo desse trabalho foi realizar a prospecc¢ao fitoquimica de diferentes extratos
de Piper nigrum L. bem como o efeito da piperina sobre a germinacdo de sementes
e crescimento inicial de plantulas de alface (Lactuca sativa L.) e Panicum maximum
Jacq. (capim coloniao). Para isso foram avaliadas a atividade das enzimas
antioxidantes SOD, CAT e POX; teores de agucares soluveis e amido e as
concentracdes de clorofila a, clorofila b e carotendides em plantulas de Panicum
maximum Jacq. (capim colonido), submetidas a extratos contendo piperina, visando
compreender o efeito alelopatico desse alcaldide sobre a daninha. Os extratos de
sementes de Piper nigrum L., em especial o extrato EAQS800, inibiram a
germinagao e o crescimento inicial de capim colonido sem, entretanto, afetar de
forma significativa a germinacado e crescimento inicial da alface. O aleloquimico
mais abundante encontrado na prospecc¢ao fitoquimica dos extratos de sementes
de pimenta do reino foi o alcaloide piperina e, possivelmente, € o principal
componente responsavel pelo efeito alelopatico desses extratos sobre a planta
daninha. Ocorreu um incremento na atividade antioxidante da enzima POX
acompanhado de uma reducdo da atividade das enzimas SOD e CAT que,
provavelmente, prmoveu uma lignificacdo das paredes celulares inibindo o

crescimento das plantulas de capim submetidas aos extratos.

Palavras-chave: Piperina * capim colonido ¢ fluorescéncia da clorofila « enzimas

antioxidantes ¢ pimenta do reino
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ABSTRACT

The increase in world demand for food leads to a higher consumption of
agrochemicals. In this scenario, Brazil emerges as one of the world's leading
consumers of pesticides, especially herbicides that account for about 45% of total
consumption. The indiscriminate use of pesticides is harmful to natural
environments as well as to human health. There is currently an increase in the
demand for healthy and contaminant-free foods. In this context, research needs to
point to natural products that can be used instead of pesticides by reducing the
impact of these products on natural environments and on people's health. Piperina,
the main alkaloid found in several plant organs of the Piperaceae family, has been
used in several studies that have demonstrated its potential use as an insecticide,
fungicide, nematicide and, less frequently, as a herbicide. Guinea grass (Panicum
maximum Jacq.) is a very aggressive African grass and has caused impacts, as an
invasive plant, in several agricultural crops as well as in environmental preservation
areas.The objective of this work was to perform the phytochemical prospecting of
different Piper nigrum L. extracts as well as the effect of piperine on seed
germination and initial growth of lettuce (Lactuca sativa L.) and Panicum maximum
Jacq. (guinea colonium) as well as evaluate the activity of antioxidant enzymes
SOD, CAT and POX; soluble and starch contents; to quantify chlorophyll a,
chlorophyll b and carotenoids concentrations in Panicum maximum Jacq. (quinea
grass), submitted to extracts containing piperine, aiming to understand the
allelopathic effect of this alkaloid on the weed. Seed extracts of Piper nigrum L., in
particular the EAQS800 extract, inhibited germination and initial growth of guinea
grass without, however, significantly affecting the germination and initial growth of
lettuce. The most abundant allelochemical found in the phytochemical prospecting
of the black pepper seeds extracts was the piperine alkaloid and, possibly, is the
main component responsible for the allelopathic effect of these extracts on the
weed. There was an increase in the antioxidant activity of the POX enzyme
accompanied by a reduction in the activity of the SOD and CAT enzymes, which
probably promoted a lignification of the cell walls inhibiting the growth of the guinea
grass seedlings submitted to the extracts.

Keywords: Piperine * guinea grass * chlorophyll fluorescence ¢ antioxidant enzymes

* black pepper
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1. INTRODUGAO

As projecdes populacionais mais recentes indicam crescimento acelerado e
continuo nas proximas décadas, o que elevara a demanda por alimentos e
consequentemente, a necessidade de aumento da producgdo agricola mundial
(Saath e Fachinello 2018). Com esse aumento, estima-se também um crescimento
do uso de agroquimicos. De acordo com Pelaez et al. (2010), o Brasil assumiu a
posicao de maior consumidor mundial de agrotoxicos no ano de 2010, sobressaindo

assim, como um pais altamente poluente no cenario internacional.

O controle quimico apesar de eficiente e econdmico (Vegro e Ferreira, 2000), pode
gerar impactos ambientais, como a polui¢ao do solo, aguas e do proprio homem
(Pignati et al., 2013; Rigotto et al., 2014). Em relagao a utilizagdo do controle
quimico, Londres (2011) afirma que um dos maiores perigos diz respeito aos efeitos
que eles podem provocar na saude das pessoas, principalmente daquelas que, no
campo ou na industria, ficam expostas ao contato direto com os agrotdxicos.
Moreira et al. (2002) enfatizaram que o uso indiscriminado do uso de agrotoxicos
leva a casos como a contaminagao das aguas de corregos e da agua de chuvas,
indicando uma contaminacdo atmosférica que afeta até mesmo areas nao
cultivadas, como os centros urbanos, tornando a extensao de possiveis impactos

ou riscos sobre a saude ambiental de dificil mensuracgao.

Nesse contexto existe, atualmente, uma tendéncia do mercado consumidor em
aumentar a demanda por alimentos livres de produtos nocivos a saude do homem
(Inagaki et al., 2018). Logo a busca por produtos naturais que proporcionem o
cultivo de vegetais com qualidade e livres de agroquimicos € uma necessidade para
o setor agricola (Bettiol e Morandi, 2009) e tem impulsionado o aumento do numero
de pesquisas em busca de tecnologias alternativas mais racionais de exploragao
agricola (Pessanha et al. 2010). Objetivando reduzir o uso de defensivos agricolas
nas lavouras, novas técnicas alternativas menos poluentes estdo sendo
desenvolvidas. Entre elas a alelopatia, tem sido proposta para diminuir o uso de
herbicidas (Silva e Carvalho, 2009) que respondem por cerca de 45% do consumo
total de agrotoxicos no Brasil (Rigotto et al., 2014). Segundo Shokouhian et al.
(2016), a gestdo de ervas daninhas desempenha um papel fundamental na
agricultura moderna. A presencga das plantas daninhas reduz a eficiéncia agricola,

aumentando os custos de producgio. Por isso, se ndo manejadas adequadamente,
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as plantas daninhas podem reduzir a produtividade e a qualidade da producéo,
devido a competicao por luz, agua e nutrientes (Freitas et al., 2009; Soares et al.,
2010). A atividade dos aleloquimicos tem sido usada como alternativa ao uso de
herbicidas, inseticidas e nematicidas (Machado et al., 2007; Dequech et al., 2009,
Rando et al., 2009; Oliveira et al., 2012). Segundo Brito (2014), a prospec¢ao
sustentavel de plantas dentro da biodiversidade brasileira permitira ndo somente a
descoberta de novas espécies com potencial pesticida, mas servira como uma

ferramenta estratégica para sua conservacgao e protecao.

Diversos autores tém evidenciado o potencial alelopatico de varias espécies do
género Piper sobre insetos e fungos (Souza Filho et al. 2009; Almeida et al. 2011;
Borella et al. 2012; Pinheiro et al. 2016) e, com menor frequéncia, sobre plantas
daninhas (Lustosa et al. 2007). Pesquisas tém revelado que algumas espécies
desse género, como a pimenta-do-reino (Piper nigrum L.), contém compostos
fitotoxicos, soluveis em agua que sao liberados no ambiente por meio de diferentes
partes da planta (Cardoso et al., 2005). O principal aleloquimico encontrado nessa
espécie € o alcaloide piperina (Parmar et al., 1997; Pissinate 2006; Bomtempo,
2007; Reigada, 2009; Oliveira et al., 2014) que apresenta reconhecida atividade
citotoxica (Cardoso et al., 2005; Bomtempo, 2007; Bong, 2010; Abbasi et al., 2010;
Khan et al., 2010).

Nesse sentido, o presente trabalho teve como objetivo verificar o potencial fitotoxico
da piperina na germinacado de sementes e no crescimento inicial de plantulas de
Lactuca sativa L. e Panicum maximum L. buscando elucidar as alteragdes

fisioldgicas que esse alcalbdide pode ocasionar a daninha.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Delineamento experimental

O trabalho foi realizado no Laboratério de Sementes e Ecofisiologia Florestal da
Universidade Federal do Espirito Santo - LASEF/UFES. Utilizaram-se sementes de
alface (Lactuca sativa L.), da variedade lisa e de capim colonido da variedade
Mombaca (Panicum maximum Jacq.) obtidas comercialmente. Como definido em

trabalho anterior, o extrato de semente de Piper nigrum L., na concentracéo de 800



85

mg/L, apresentou o maior efeito fitotdoxico sobre as sementes de capim coloniao.
Para a obtencdo dos extratos estudados foi utilizado o etanol como solvente.
Segundo Falkenberg et al. (2010), esse solvente permite que praticamente todos
os constituintes de interesse sejam extraidos, ja que a grande maioria apresenta
alguma solubilidade em misturas etandlicas. Por essa razao, foi produzido um

extrato etandlico de sementes que passou por um fracionamento quimico.

Nesse fracionamento foram gerados cinco diferentes tipos de extratos: hexanico,
de acetato de etila, diclorometandlico, butandlico e aquoso, todos com
concentracdao de 800 mg/L (extratos EHS800, EAES800, EDMS800, EBS800 e
EAQS800, respectivamente). O delineamento experimental foi inteiramente
casualizado para as duas espécies (capim e alface), um érgao vegetal (semente),
cinco extratores (hexanico, de acetato de etila, diclorometandlico, butandlico e
aquoso,) e duas concentragdes (0 mg/L e 800 mg/L) com cinco repeti¢des,
totalizando 100 unidades experimentais, no qual cada unidade experimental foi

composta de uma placa de Petri com 20 sementes.

2.2 Obtencao dos extratos de sementes de pimenta do reino
Sementes de pimenta do reino foram coletados de um cultivo comercial localizado
no municipio de Sao Mateus, norte do Espirito Santo. Apoés a coleta, o material foi
acondicionado em sacos de papel e depositados em estufa Solab modelo SL-100,
com ventilagao forgada, mantida a temperatura constante de 40°C durante 3 dias.
Para a preparagao dos extratos, apds a desidratacéo, as sementes foram trituradas
em liquidificador industrial Metvisa LAR2 por 20 minutos a temperatura ambiente.
O material obtido foi submergido em etanol e permaneceu macerando por 7 dias.
Apos esse periodo, o macerado foi filtrado em papel filtro e foi realizado o
fracionamento em um baldo volumétrico de 1 L com hexano, acetato de etila,

diclorometano, butanol e agua,

Os extratos obtidos foram colocados para secar em capela com corrente de ar
forcada. Apos a secagem dos solventes, o material seco obtido foi diluido em agua
destilada para se obter a concentragcao de 800 mg/L. Afim de verificar a acdo dos
extratos sobre a germinagao das sementes e o crescimento inicial das plantulas de

alface e capim colonido, a agua destilada foi utilizada como controle (0 mg/L).



86

2.3 Bioensaios de germinagéo e crescimento
A partir dos extratos fracionados (extratos EHS800, EAES800, EDMS800, EBS800
e EAQS800), foram realizados os bioensaios de germinagcdo de sementes e
desenvolvimento inicial de plantulas de Lactuca sativa e Panicum maximum,
avaliando-se os parametros IVG (indice de velocidade de germinacdo), G
(Percentual de germinacédo), TMG (Tempo médio de germinacdo), IA (indice de

Alelopatia), CPA (Crescimento da parte aérea) e CR (Crescimento da radicula).

Para o teste de germinacéo, cinco repeticdes de 20 sementes, para cada espécie,
foram semeadas em placas de Petri de 9 cm de didmetro contendo duas folhas de
papel germitest esterilizadas, umedecidas com 3 mL de extratos nas concentragcdes
0 mg/L, 200 mg/L, 400 mg/L, 600 mg/L e 800 mg/L. Em seguida, as placas foram
mantidas em camera de germinacao B.O.D. Tecnal, modelo TE-4020 LED, sob
iluminagao constante mantida por lampadas brancas fluorescentes de 25 W, do tipo
luz do dia, a 20°C para a alface e 25°C para o capim colonido (Tomaz et al., 2010)
por sete dias. Foram avaliados o percentual de germinagao (G), indicado pelo
numero de sementes germinadas, ou seja, aquelas que apresentavam protrusao
da radicula maior que 2mm (BRASIL, 2009), o indice de velocidade de germinacao
(IVG) (Maguire 1962), o tempo médio de germinacao (TMG) (Lopes e Franke, 2011)
e o indice de alelopatia (IA) (Balsalobre et al. 2006). Apds sete dias foram medidos
os comprimentos da radicula e da parte aérea das plantulas com auxilio de um

paquimetro digital e os resultados médios expressos em centimetros por plantula.

2.4 Prospeccéo fitoquimica dos extratos fracionados

Foi realizada a prospeccéao fitoquimica para identificacdo dos grupos quimicos
presentes em cada um dos cinco diferentes extratos. Para tanto se utilizou a técnica
de ionizagao por eletrospray acoplada com um analisador FT-ICR MS (ESI-FT-ICR
MS) de altissima resolugdo e exatiddo. A Espectrometria de massas de
Ressonancia Ciclotrénica de ions por Transformada de Fourier (FT-ICR MS) com
fontes de ionizacdo a pressao atmosférica — ESI (ionizagdo por electrospray) é

considerada, até o momento e de acordo com diversos autores (Roméao, 2010;
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Hoffman e Stroobant, 2007), o tipo mais complexo de analisador de massas e com

alto poder de resolucgao.

2.5 Avaliagdo da massa seca e da concentragcdo de metabdlitos primarios (glicose,

frutose, sacarose e amido)
A partir do extrato com maior potencial alelopatico encontrado, foi realizado uma
avaliagdo comparativa da massa seca produzida e da concentragao de metabalitos
primarios como glicose, frutose, sacarose e amido entre o tratamento e seu
respectivo controle. Para a massa seca, foi seguida a mesma metodologia de
bioensaios de germinagao e crescimento inicial (Borella, 2012), a concentragao dos
metabdlitos primarios soluveis foi quantificada segundo Pollock (1986) e
concentracao de amido foi quantificada de acordo com Allen et al. (1974) e Dubois
et al. (1956).

2.6 Concentracéo de clorofila a, clorofila b e carotendides,
Também foi realizada a quantificagdo das concentragdes de Clorofila a, Clorofila b
e carotenoides a partir da massa fresca produzida no bioensaio com o extrator de
maior potencial alelopatico. A determinagdo dos pigmentos fotossintéticos foi
realizado com 0,04 g de tecido foliar. As amostras foram homogeneizadas no
escuro e na presenga de 2 mL de acetona a 80% (Nuclear). Subsequentemente o
homogeneizado foi centrifugado por 15.000 g. por 10 min a uma temperatura de 4
°C, em que o sobrenadante foi removido e realizada a quantificagao das clorofilas
a, b e carotenoides utilizando espectrofotdmetro Agilent, modelo UV-Vis Care Win,

de acordo com metodologia proposta por Arnon (1949) e Lichtentaler (1987).

2.7 Produgéo dos extratos para avaliar atividade enzimatica
Os extratos enzimaticos brutos para as determinacdes das atividades da catalase
(CAT), da peroxidase (POX) e da superéxido dismutase (SOD) foram obtidos pela
maceracao de 0,3 g de sementes de capim, previamente submetidas a germinagao
em nanoemulsao de extrato aquoso de pimenta do reino por 24 horas, a 25°C. Apos
esse periodo, as sementes foram submetidas aN; liquido, seguido da adi¢ao de 2,0

mL do seguinte meio de homogeneizagao: tampao fosfato de potassio 0,1 M, pH
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6,8, acido etilenodiaminotetracético (EDTA) 0,1 mM, fluoreto de fenilmetilsulfénico
(PMSF) 1 mM e polivinilpolipirrolidona (PVPP) 1% (p/v) (Peixoto et al., 1999).
Seguiu-se centrifugacao a 12.000 xg por 15 minutos, a 40C, obtendo-se um extrato

enzimatico bruto. A reagdo mede produto consumido (H202).

2.8 Determinacgéo da atividade enzimatica

2.8.1 Determinacéo da atividade da catalase (CAT, EC 1.11.1.6)
A atividade da catalase foi determinada pela adigao de 50 pL do extrato enzimatico
bruto a 2,95 mL de um meio de reagao constituido de tampao de fosfato de potassio
100 mM, pH 6,8 e H,O, 12,5 mM (Havir e Mchale, 1987). O decréscimo na
absorbancia a 240 nm, a temperatura de 25°C, foi medido durante o primeiro minuto
de reacao, sendo, a atividade da CAT determinada com base na inclinagao da reta
apos o inicio da reacdo. A atividade enzimatica foi calculada utilizando-se o
coeficiente de extingado molar de 36 M cm-1 (Anderson et al., 1995) e o resultado
expresso em pmol min-1 mg-1 proteina. Foram utilizadas quatro repeticdes com

duplicatas.

2.8.2 Determinacéo da atividade da peroxidase (POX, EC 1.11.1.7)
A atividade da peroxidase foi determinada pelo método de Kar & Mishra (1976).
Aliquotas de 50uL do extrato enzimatico foram adicionados a 2,95 mL de uma
mistura de reagao constituida de tampao de fosfato de potassio 100mM, pH 6,8,
pirogalol 20 mM e H;O, 20 mM. O acréscimo na absorbancia a 420 nm, a
temperatura de 25°C, foi medido durante dois minutos de reagao pelaproducéao de
purpurogalina, sendo, a atividade da POX determinada com base na inclinagao da
reta, apds o inicio da reacdo. A atividade enzimatica foi calculada utilizando-se o
coeficiente de extingdo molar de 2,47 mM cm-1 (Chance e Maehley,1955) e o
resultado expresso em pmol min-1 mg-1 proteina. Foram utilizadas quatro
repeticdes com duplicatas. O pirogalol incolor age como doadorde elétrons para
reduzir o H,O, a H,O e forma um composto oxidado colorido (purpurogalina). A

reagcao mede quantidade de produto formado.
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2.8.3 Determinacgéo da atividade das superoxido dismutase (SODs, EC 1.15.1.1)
A atividade da superodxido dismutase foi determinada pela adicdo de 50 pL do
extrato enzimatico bruto a 2,95 mL de um meio de reagao constituido de tampao
fosfato de sédio 100 mM, pH 7,8, contendo metionina 50 mM, azul de p-nitro
tetrazoélio (NBT) 1 mM, EDTA 5 mM e riboflavina 10 mM (Del Longo et al., 1993). A
reacao foi conduzida a 25°C numa camara de reacdo sob iluminacdo de uma
lampada fluorescente de 15 W mantida no interior de uma caixa fechada. Apos 5
min de exposi¢ao a luz, a iluminagao foi interrompida e a formazana azul produzida
pela fotorredugcao do NBT foi medida a 560 nm (Giannopolitis e Ries, 1977). A
absorbancia a 560 nm, de um meio de reagao exatamente igual ao anterior, mas
mantido no escuro, por igual tempo, serviu de “branco” e foi subtraido da leitura da
amostra que recebeu iluminacdo. Uma unidade de SOD foi definida como a
quantidade da enzima necessaria para inibir em 50% a fotorredug¢do do NBT

(Beauchamp e Fridovich, 1971). Foram utilizadas quatro repeticdes com duplicatas.

2.9 Analise estatistica
Os resultados obtidos referentes aos parametros IVG, G, TMG, IA, CPA E CR foram
submetidos, por meio do software IBM® SPSS® Statistics versdo 25, a uma analise
de variancias (ANOVA oneway) para cada espécie e as médias, em cada
tratamento, foram comparadas pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de significancia.
Ja os resultados obtidos referentes as variaveis massa seca, agucares soluveis,
amido, Chl a, Chl b, carotenoides e atividade das enzimas antioxidantes foram
submetidos, por meio do software IBM® SPSS® Statistics versdo 25, ao teste T de
Student e as médias foram comparadas pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de

significancia.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Prospeccéo fitoquimica dos extratos fracionados

A prospeccao fitoquimica foi realizada por espectrometria de massas de
ressonancia ciclotrénica de ions por transformada de Fourrier (FT-ICR
MS) utilizando eletrospray (ESI - electrospray ionization) como técnica de ionizagao,

que permite a deteccdo de milhares de compostos polares. Os resultados obtidos
encontram-se ilustrados na Figura 1 sendo que os picos se referem a intensidade

relativa dos componentes encontrados em cada extrato.
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Figura 1: Espectros referentes aos componentes fitoquimicos encontrados, por meio da

técnica FT-ICR MS/ESI, em cada um dos extratos fracionados.
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Uma grande quantidade de piperamidas e agucares simples foram identificados a
partir da FT-ICR MS/ESI. Para fins de comparagao, essa pesquisa restringiu-se a
piperina e aos agucares encontrados nos extratos utilizados e indicados na Tabela
1. A partir desses dados é possivel perceber que todos os extratos, exceto o extrato
EBS800, apresentaram picos significativos de piperina como principal alcaloide
(Tabela 1). Esses resultados corroboram as informagdes de diferentes autores que
afirmam ser a piperina o alcaldide majoritario do Género Piper (Fani, 1992; Roger,
1998; Chaudhry e Tariq, 2006; Pissinate 2006; Bomtempo, 2007; Xiang et al.,
2017). Silva et al. (2017), afirmam que estudos realizados em relagdo a composigcao
quimica do género Piper identificou como as amidas mais ativas a piperinae a 3 e
a-Diidropiperina. Parmar et al. (1997) afirmam que essas amidas sao abundantes
nesse género sendo que, uma das mais importantes, € a piperina, isolada de mais
de 20 espécies de Piper, principalmente das sementes de P. nigrum. Associado a
isso, sabe-se que a piperina possui reconhecida atividade citotoxica inibindo
diversas vias citocrdbmicas (Bomtempo 2007, Bong 2010, Cardoso et al. 2005;
Abbasi et al. 2010 e Khan et al. 2010). Essa propriedade pode estar associada ao
efeito fitotdxico sobre a germinagdo das sementes e desenvolvimento inicial das

plantulas de capim colonido.

A piperina € um alcaloide amidico, componente majoritario da pimenta-do-reino, tal
alcaloide pode influenciar o desenvolvimento das plantas principalmente a
germinacgao, tendo efeitos alelopaticos (Molish,1937). Na espécie Piper nigrum, a
piperina se distribui tanto nas folhas e caules quanto nos frutos, onde ocorre em
maior proporgao (Semler e Gross, 1988) sendo que isso também foi observado em
estudo anterior onde se verificou maior agao fitotéxica nos extratos de sementes

guando comparados aos extratos de folhas (Capitulo 1).

Outra constatacao pertinente € a presencga de picos de consideravel intensidade
para agucares simples presentes no extrato EBS800. Tal disponibilidade de
acucares tem potencial para favorecer o desenvolvimento de plantulas, na condigao
de drenos fortes, por se apresentarem como fonte para as mesmas. Lemes et al.
(2016), por exemplo, observou que Miltonia avescens apresentou maior
crescimento quando cultivada por 180 dias em meio nutritivo suplementado com

sacarose. Como o extrato EBS800 foi o unico que nao apresentou efeito fitotdxico
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sobre a germinacgao e crescimento inicial de capim colonido e também foi o Unico
no qual nao se verificou picos significativos de piperina pela técnica FT-ICR
MS/ESI, além de apresentar grande disponibilidade de agucares simples, € possivel
inferir que a piperina talvez seja o principal aleloquimico responsavel pela inibicao

da espécie daninha.

Tabela 1: Resultado da prospecgao fitoquimica para os extratos fracionados

[M+H]+ Formula Compostos INTENSIDADE relativa %
molecular (ESI+ para piperinas e ESI- para
agucares)

EAQS EBS EAES EDMS EHS
800 800 800 800 800

286,14385  C47HxNO3 piperina 57,8 26,2 37,2 37,4 47,0
308,12582  Cy4;H1yNNaO;  piperina / Na* 1,1 0,0 7,8 7,3 2,2
324,09976  C47H19KNO3 piperina / K 26,3 10,2 9,9 32,1 32,9
571,28048  CgsH39N20¢ piperina x2 100,0 1,4 73,0 4,6 0,0
593,26243  CyH3zsN,NaOg  piperina x2 / Na* 11,6 0,0 100,0 13,4 0,0
609,23639  CszsH3sKN2Og piperina x2 / K 40,2 0,0 42,0 11,8 0,0
381,07948 | C3HKOq;4 dissacarideo / K 0,0 100,0 0,0 0,0 86,3
179,05613  CgH110s glicose 1,7 2,0 0,9 0,0 1,9
215,03275  CgH12ClOg glicose /CI 62,1 100,0 0,0 0,0 100,
0
377,08566 = C12H2ClO44 sacarose / CI 3,1 12,3 0,0 0,0 7,9
359,12006  Cy2H2301, sacarose / H,0O 0,0 1,5 0,0 0,0 0,0
453,33936 = Cs3oH4503 triterpeno acido 0,0 0,0 0,0 10,9 0,0
469,33430  Cs3H4504 triterpeno acido 0,0 0,0 0,0 21,5 0,0

3.2 Influéncia dos tratamentos com extratos produzidos a partir do fracionamento
do extrato etandlico de sementes de Piper nigrum L. sobre a germinagdo e

crescimento inicial de Panicum maximum Jacq.

Quanto ao IVG, nenhum dos extratos apresentou diferenga significativa em relagéao
ao controle. Entretanto, observou que o extrato EBS800 promoveu um pequeno
aumento nesse indice favorecendo a planta. Provavelmente, isso ocorreu em
funcdo da pequena presenca de piperinas e expressiva presenca de agucares

simples nesse extrato. Todos os extratos promoveram a redugao da G e aumento
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do IA na daninha. As redug¢des mais expressivas ocorreram nos tratamentos com
os extratos EDMS800 e EAQS800 que reduziram em 60% o G do capim colonido
e onde foram verificadas as maiores intensidades de piperinas. Muitos compostos
tais como acidos fendlicos, alcaldides, flavondides e poliaminas alteram a
capacidade de absorcdo de agua das sementes (Einhelig, 2000; Botelho et al.,
2001, Miranda et al., 2012) e, dessa forma, o alcaloide piperina pode ter
comprometido o percentual de germinagcdo das sementes por ter reduzido a

capacidade de absorg¢ao de agua das mesmas.

Nao houve alteracéo significativa quando o TMG dos tratamentos foi comparado ao
controle (tabela 2). Foi no crescimento inicial que se observou o maior efeito
alelopatico dos extratos de sementes de Piper nigrum L, pois em geral, as raizes
sao mais sensiveis as substancias presentes nos extratos quando comparadas com
as demais estruturas das plantulas (Chon et al., 2000). Isso se deve ao fato de as
raizes estarem em contato direto e prolongado com o extrato (aleloquimicos) em
relacdo as demais estruturas das plantulas (Chung et al., 2001), e/ou a um reflexo
da fisiologia distinta entre as estruturas (Aquila et al., 1999). Por isso o crescimento
inicial das plantulas tende a ser mais sensivel do que a germinagao das sementes
podendo os aleloquimicos promoverem a formagcao de raizes necrosadas ou
plantulas andmalas. Dessa forma, mesmo germinando, muitas vezes a plantula nao
consegue se estabelecer (Ferreira e Aquila 2000; Ferreira e Borguetti, 2004). Tais
efeitos foram observados por acado dos extratos EAES800 e EDMS800 que
reduziram em 85% o CPA das plantulas de capim enquanto o extrato EAQS800
promoveu uma reducao de 79% nessa variavel. O extrato EAES800 promoveu uma
redugdo média do CR de 86% enquanto os extratos EDMS800 e EAQS800
reduziram o CR das plantulas de capim em 83%. Essa condigdo afeta,
consideravelmente, a capacidade de absorgdo radicular dessas plantulas
comprometendo, por exemplo, sua capacidade de absorgdo de agua e nutrientes

minerais.

Esses resultados indicam que esses extratos tém componentes que, em principio,
apresentam potencial para o uso como herbicida natural. A ANOVA de uma via
mostrou que existe efeito do tratamento sobre as variaveis G, IA, CPA e CR,

respectivamente:



G: [F(5,18)= 44,255 p < 0,05)]
IA: [F(5,18)= 44,278 p < 0,05)]
CPA: [F(5,18)= 4,675; p < 0,05)]
CR: [F(5,18)= 2,250; p < 0,05)]
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Tabela 2: Analise de Varidncia e comparagdo de médias (5% Tukey) para os tratamentos com os

extratos fracionados de semente de Piper nigrum.

Tratamento IVG G TMG 1A CPA CR

Controle 0,25°+0,02 | 0,77°+0,02 | 4,07°+0,31 | 17,20°+2,15 | 1,81°0,07 | 2,63°+0,11
EHS800 0,24°+0,02 | 0,36°+0,05 | 4,13°+0,30 | 61,29°+4,97 | 0,65°t0,03 | 0,97°+0,04
EAES800 0,21%+0,01 | 0,38°+0,05 | 4,67™+0,21 | 59,14°+5,55 | 0,27°+0,05 | 0,37°+0,09
EDMS800 0,24°+0,02 | 0,31°+0,04 | 4,11°+0,28 | 66,67°+4,12 | 0,27°+0,03 | 0,45°+0,08
EBS800 0,28%°+0,03 | 0,64°+0,03 | 3,61°+0,45 | 31,18°t3,51 | 1,82°+0,08 | 2,60°+0,06
EAQS800 0,23*°+0,02 | 0,31°+0,02 | 4,35°+0,37 | 66,67°+2,15 | 0,38°+0,02 | 0,45"+0,02

Médias seguidas pela mesma letra na coluna, ndo apresentam diferengas significativas ao nivel de

5% pelo teste de Tukey.
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Figura 2 - G, IA, IVG, TMG, CPA e CR de sementes de capim colonido submetidas a extratos de

sementes de Piper nigrum L. (Médias seguidas pela mesma letra na coluna, nao apresentam

diferencas significativas ao nivel de 5% pelo teste de Tukey).

Nesse caso vale ressaltar que o extrato EDMS800, apesar de nao ter apresentado

picos de piperina tdo acentuados como o extrato EAQS800, foi o unico em que se

observou a presenca de triterpenos acidos, compostos conhecidos pela sua a

atividade antiproliferativa e proapoptotica por, aparentemente, comprometer a
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formacgao do fuso mitético (Antonisamy, 2011). Uma explicagao possivel para esse
resultado seria a agao aditiva desses dois aleloquimicos sobre a germinacao e
crescimento inicial das sementes de Panicum maximum. Nesse caso, também foi
verificado a auséncia de interferéncia do extrato EBS800 sobre o crescimento inicial
das plantulas de capim. A nao observancia de diferenca significativa entre os
crescimentos aéreo e radicular das plantulas de capim utilizadas como controle e
aquelas submetidas ao tratamento com o extrato EBS800 pode ser atribuida,
aparentemente, ao fato de o extrato EBS800 n&o apresentar picos significativos de
piperina ou outras piperamidas e apresentar a presenca forte de agucares simples
soluveis, quando comparado aos demais extratos. A baixa fitotoxicidade do extrato
bem como a disponibilidade de nutrientes (Lemes et al., 2016), provavelmente,

contribuiram para o crescimento inicial das referidas plantulas.

3.3 Influéncia do tratamento com extratos produzidos a partir do fracionamento do
extrato etandlico de sementes de Piper nigrum L. sobre a germinag&o e crescimento

inicial de Lactuca sativa L.

Para fins de verificar a viabilidade de uso agricola dos extratos com potencial
herbicida, realizamos os mesmos testes de germinagao e crescimento inicial com
a cultivar Lactuca sativa. A escolha por essa cultivar se deve ao fato dessa espécie
apresentar sementes de facil acesso e sensiveis a varios aleloquimicos (Coelho et
al., 2011). Segundo Ferreira e Aquila (2000), a Lactuca sativa € uma das espécies
mais sensiveis aos metabdlitos secundarios e por isso muito usada em biotestes
em laboratério, além de apresentar rapida resposta ao extrato devido ao seu baixo
tempo de germinacéo.

Tabela 3: Analise de Variancia e comparagao de médias (5% Tukey) para os tratamentos

com os extratos fracionados de semente de Piper nigrum.

IVG G T™MG 1A CPA CR
Controle 0,312+0,01 1,00%+0,00 3,21°+0,04 | -7,53%+0,00 | 0,70°+0,02 | 1,55%+0,10
EHS800 0,31%+0,01 | 0,93%®+0,07 | 3,27°9+0,06 | 0,00%+0,00 | 0,58%+0,08 | 0,65°+0,06

EAES800 | 0,32°+0,01 0,84°40,03 | 3,15°+0,06 | 9,68°+0,51 | 0,60°°+0,00 | 0,50°+0,00
EDMS800 | 0,32°+0,01 0,95°+0,04 | 3,17°+0,05 | -2,15°+0,00 | 0,55°°+0,06 | 0,50°+0,00
EBS800 0,33%+0,01 | 0,93°°+0,06 | 3,04°°+0,05 | 0,00*+0,00 | 1,00°+0,08 | 1,17%+0,08
EAQS800 | 0,42°+0,02 | 0,96°0,03 | 2,38°+0,09 | -3,23°+3,51 | 0,74°+0,06 | 0,93°+0,03
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Apenas o extrato EAQS800 promoveu um aumento no IVG e uma redugao do TMG
das sementes de alface, favorecendo-as, enquanto os demais tratamentos nao
apresentaram diferengas significativas em relagdo controle. O extrato EAES800
ocasionou uma pequena reducéo (16%) do G das sementes de alface provocando
um leve aumento do IA. Os demais tratamentos n&o provocaram nenhuma
diferenca significativa. Lima et al. (2015) também observaram que extratos de Piper
aduncum L. apresentaram efeito alelopatico apenas no indice de velocidade de

germinagao e nao na porcentagem de germinagao de sementes de cebola.

Quanto a CPA, a unica diferenga encontrada foi no tratamento com o extrato
EBS800 que elevou a média dessa variavel em, aproximadamente, 42% quando
comparado ao controle. Natali et al. (2009) afirmaram que, em dois tratamentos
com extratos aquosos de pimentas do reino e rosa (Piper nigrune Schinus
terebinthifolius Raddi, respectivamente), o comprimento da parte aérea das
plantulas de alface aumentou 30% quando comparado ao controle. Como esperado
(Aquila et al.,1999; Chon et al., 2000; Chung et al., 2001), todos os extratos
afetaram o CR das plantulas de alface sendo que os extratos EBS800 e EAQS800
foram os tratamentos que menos prejudicaram as plantulas. Esses resultados
também corroboram aqueles encontrados por Natali et al. (2009) que perceberam
uma diminuicdo do comprimento da radicula de plantulas de alface tratadas com
extratos aquosos de pimenta do reino (P. nigrun L.) e pimenta rosa

(S.terebinthifolius Raddi) em, praticamente, todos os tratamentos utilizados.

Dessa forma é possivel inferir que os extratos testados ndao comprometeram,
significativamente, a germinacao das sementes e o crescimento inicial de plantulas

de alface (com excegao do CR) ou influenciaram positivamente tais variaveis.
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Figura 3: G, IA, IVG, TMG, CPA e CR de sementes de alface submetidas a extratos de
sementes de Piper nigrum L. (Médias seguidas pela mesma letra na coluna, nao

apresentam diferencas significativas ao nivel de 5% pelo teste de Tukey).

O extrato EBS800, apesar de ter sido o mais favoravel a cultivar, ndo afetou
significativamente o crescimento da daninha (Figura 3 e tabela 3). Por outro lado, o
extrato EAQS800 foi 0 que menos prejuizos causou a cultivar e, ao mesmo tempo,
comprometeu a germinagao e o crescimento inicial do capim colonido. Sendo
assim, o extrato EAQS800 (Figura 3 e tabela 3) parece ser o mais indicado no que
se refere ao controle da daninha. E, por essa razao, esse extrato foi selecionado
para os demais testes para se investigar os mecanismos de agéo da piperina sobre
a germinacgao e crescimento inicial de P. maximum. Elucidar os mecanismos pelos
quais ocorre o efeito inibitério € fundamental pois, de acordo com Inderjit e Duke
(2003), embora exista vasta literatura acerca de espécies com potencialidades
alelopaticas, prevalece ainda uma lacuna no que tange aos efeitos das substancias

alelopaticas sobre o metabolismo dos vegetais.
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3.4 Teores de massa seca, de agucares soltuveis e de amido.

Os resultados permitiram identificar o extrato EAQS800 como aquele, entre os
testados, com maior potencial fitotoxico sobre a germinagdo de sementes e
crescimento inicial de plantulas de capim colonido pois, além de apresentar efeito
inibidor sobre a daninha, foi o que menos afetou negativamente a cultivar. Em face
desse resultado, um novo bioensaio com mesmo perfil dos anteriores foi realizado
apenas com esse extrato afim de se obter a influéncia do mesmo sobre a massa
seca e os teores de agucares soluveis e amido nas plantulas de capim colonido
(tab. 4).

Tabela 4: Concentragdo média de massa seca, agucares soluveis em 50 mg de massa

seca e amido.

Tratamento | Massa seca | Glicose | Frutose | Sacarose Amido (mg/g de
média por (9) (9) (9) massa seca)
placa (g)
Controle 0,1339° 0,1° 0,13° 0,97° 25,93°
40,005 40,001 10,02 40,001 +0.01
EAQS800 0,0785" 0,06° 0,02° 0,66° 27,16°
40,001 40,002 | +0,001 40,002 +0,04

Os resultados da Tabela 2 evidenciam uma clara reducdo da concentragao de
agucares soluveis e amido além de uma menor produgdo de massa seca no
tratamento com o extrato EAQS800 quando comparado ao seu controle. Entretanto,
verifica-se uma maior disponibilidade de amido, por unidade massa seca, nas
plantulas submetidas ao extrato. McCormick et al. (2008), afirmaram que a
fotossintese em cana de agucar torna-se inibida com o aumento da concentragao
de hexoses nas folhas. Sales et al. (2012), por sua vez, concluiram que o acumulo
de amido ao invés de hexoses, em condi¢des limitantes, seria benéfico uma vez
que as plantas teriam uma reserva de carboidratos na fase de retomada do
crescimento. Diversos autores (Smith e Stitt, 2007; Sulpice et al., 2009; Sala et al.,
2012) tém relacionado padrbes de regulacdo génica com a dinamica de
armazenamento de carboidratos nao estruturais em plantas com limitado
suprimento de carboidratos. Nessa condic&o, essas plantas teriam seu crescimento
inibido a curto prazo, porém, como estratégia para otimizar o seu crescimento a

longo prazo, as plantas favoreceriam o acumulo de amido. Dessa forma, é possivel
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sugerir que as plantulas de capim colonido responderam ao estresse causado pelo
extrato EAQS800 intensificando, dentro dos limites fisioldgicos impostos, seu

armazenamento de amido.

3.5 Concentragéao de Clorofila a, clorofila b e carotendides.

Com a massa seca produzida a partir de plantulas tratadas com o extrato EAQS800
foram mensurados os teores de clorofila a, clorofila b e carotendides. A Tabela 5
indica que houve diferencga significativa, entre o tratamento com o extrato EAQS800

e o controle, em todos os parametros avaliados.

Tabela 5: Concentragcdo de pigmentos fotossintetizantes. Valores
seguidos por letras diferentes apresentam diferenga entre si (P<0.05);

* representa o desvio padrao da média.

Tratamento Chla Chl b Car
(mg/g de (mg/g de (mg/g de massa
massa seca) massa seca) seca)
Controle

4,94°+0,0004 | 2,58%+0,0001 1,50°+0,0003

EAQS800
6,08°+0,0003 | 2,94°+0,0003 1,81°+0,0006

Pode-se observar que houve um aumento na concentragao de todos os pigmentos
fotossintéticos. Verificou-se um incremento de 23,07%, 13,95% e 20,66% nos
teores de Chl a, Chl b e Carotendides, respectivamente. Maddah e Kashani (2011)
também observaram o aumento dos pigmentos fotossintéticos em diversas
especies de gramineas submetidas ao estresse hidrico. Aumento no teor de
clorofila em resposta ao estresse hidrico também foram observados por outros
autores (Paulus et al., 2010; Jalalpoori, 2013). Moura et al. (2016) verificaram o
aumento da concentracdo de pigmentos fotossintéticos em tratamentos com
Jatropha curcas L. submetidos a estresse hidrico e concluiram que essa espécie
respondeu, ao tratamento, potencializando o desempenho da assimilagao

fotossintética do CO; na tentativa de manter o seu desenvolvimento. Segundo
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Valenzuela et al. (2005), O incremento nos teores de clorofila pode ser resultado
do desenvolvimento do cloroplasto (aumento no numero de tilacéides) ou do
aumento no numero de cloroplastos sugerindo a ativagdo de um mecanismo de
protecdo ao aparato fotossintético. Considerando que houve uma limitacdo ao
crescimento das plantulas submetidas ao tratamento com extrato EAQS800 e um
aumento percentual do armazenamento de amido pode-se sugerir que o
incremento nos teores de pigmentos fotossintéticos observados nesse trabalho
seria um possivel ajuste fisioldgico promovido pelas plantulas sob estresse na

tentativa de garantir seu desenvolvimento quando em condicdes mais favoraveis.

3.6 Atividade das enzimas antioxidantes

As sementes de alface submetidas ao tratamento com o extrato EAQS800
apresentaram aumento apenas na atividade da enzima CAT quando comparada ao
seu controle. Nao houve diferenga significativa quanto a atividade das enzimas
SOD e POX entre as sementes de alface tratadas com o extrato EAQS800 e o
controle (figura 4). Aumonde et al. (2012), obtiveram significativo aumento da
atividade das enzimas SOD e CAT quando trataram alface com extratos de extrato
de folhas de Zantedeschia aethiopica Spreng. Diversos autores tém relatado
incremento na atividade das enzimas CAT, SOD e POX em resposta ao estresse
imposto pela agao de extratos vegetais (Singh et al., 2009; Singh et al., 2013,
Bulegon et al., 2015). A enzima superéxido-dismutase promove a dismutagao de
radicais superoxido a peroxido de hidrogénio (Ahmed et al., 2009), enquanto, a
catalase degrada o peroxido de hidrogénio em agua e oxigénio molecular (Gill e
Tuteja, 2010). Tal agcado ocorre visando a detoxificacdo dos tecidos, contudo, deve
haver uma relagcédo de equilibrio entre a sintese e a degradagao de radicais livres,
visando evitar o estresse oxidativo (Li et al., 2010). Neste trabalho, os resultados
indicam que a alface foi capaz de contornar o estresse provocado pelo extrato
EAQSB800 apenas aumentando a atividade da enzima CAT. Isso corrobora o pouco

efeito toxico desse extrato sobre a germinacao e crescimento inicial da cultivar.
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Figura 4: Atividade antioxidante das enzimas POX (A), SOD (B) e CAT (C).

Em relagdo as sementes de capim colonido, verificou-se que nao houve alteragao
significativa quanto a atividade antioxidante da enzima SOD, porém se observou
uma reducgao da atividade da enzima CAT e um aumento da atividade da enzima
POX nas sementes tratada com o extrato EAQS800 quando comparadas aquelas
tratadas com agua destilada. Maia et al. (2012), também verificaram uma
diminuicao da atividade de SOD, APX e CAT e um incremento intenso da atividade
de POX nas raizes de plantulas de feijao caupi sob estresse salino, sugerindo que
esta ultima apresenta algum papel na protecédo oxidativa. Esses mesmos autores
concluiram que a reducao no elongamento das raizes de feijao caupi sob salinidade
pode ser atribuida, pelo menos em parte, a uma sincronia entre 0 aumento da
atividade de POX e reducao nas atividades de CAT e APX. Essa poderia ser uma
possivel explicagdo para o intenso efeito do extrato EAQS800 sob o CR das
plantulas de capim colonido. Segundo Passardi et al. (2004), remocgao enzimatica
do H,O, por meio do ciclo catalitico peroxidativo da POX pode ocorrer de forma

simultdnea com a biossintese de lignina no apoplasto, resultando no espessamento
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da parede celular. Dessa forma, ao espessar a parede das células radiculares e
reduzir a sua superficie da raiz em fungao da baixa taxa de crescimento radicular,
a planta restringiria a absorgcéo do fator estressante. Nesse sentido, a remogao do
H,O, pela POX pode funcionar como uma estratégia para evitar o estresse
oxidativo, restringindo o crescimento celular como consequéncia. Cavalcanti et al.
(2007), também relataram que a inibicdo do crescimento radicular em feijao caupi
sob tratamento salino foi acompanhada pelo aumento intenso da atividade de POX,
assim como a retomada do crescimento sob tratamento de recuperagao ocorreu de

forma simultanea com a reducao da atividade desta enzima.

As enzimas POX apresentam um carater bifuncional no metabolismo oxidativo, pois
podem utilizar o H,O, para oxidar varios substratos por meio do seu ciclo catalitico
peroxidativo e também podem produzir OH" a partir do H,O; por intermédio do seu
ciclo catalitico hidroxilico (Passardi et al.2004). Assim sendo, as enzimas POX de
parede celular podem viabilizar o alongamento celular devido a produgédo de OH e
a clivagem nao-enzimatica dos polissacarideos de ligacado cruzada (Liszkay et al.
2004). Por outro lado, estas enzimas também podem restringir o crescimento
celular por meio do espessamento da parede celular em decorréncia da eliminagao
do H,0O, associada a polimerizacdo dos precursores da lignina (Passardi et
al.2004). Como consequéncia, as enzimas POX de parede celular podem estar
envolvidas na regulagdo do crescimento celular envolvendo o metabolismo do
H20..

4. CONCLUSOES

Os extratos de sementes de Piper nigrum, em especial o extrato aquoso de
sementes EAQS800, apresentaram efeito fitotoxico sobre a germinacdo de
sementes e sobre o crescimento inicial de plantulas de capim colonido. Além disso,
o extrato EAQS800, reduziu de maneira significativa, a produgéo de massa seca e
a sintese de acgucares soluveis nas plantulas submetidas a esse tratamento. Ao
mesmo tempo verificou pouco ou nenhum efeito fitotdxico sobre a germinacao de
sementes e crescimento inicial de plantulas de alface se sendo que, em alguns
casos, os extratos de pimenta do reino apresentaram uma influéncia positiva sobre

essa espécie.
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O principal composto identificado na prospeccgao fitoquimica dos extratos foi o
alcaldide piperina que, por sua vez, foi encontrada no extrato EBS800 (Unico extrato
qgue nao exerceu efeito inibitério sobre as sementes e plantulas de capim colonido)
em intensidade relativa muito baixa. Dessa forma, é possivel inferir que a piperina
€ o aleloquimico ou um dos aleloquimicos responsaveis pela fitotoxicidade dos
extratos de pimenta do reino sobre o capim colonido e que, tal substancia,

compromete as rotas metabdlicas de sintese de agucares soluveis nessa espécie.

O efeito fitotdxico da piperina interfere, possivelmente, no metabolismo antioxidante
das plantulas de capim colonidao promovendo um aumento da atividade das
enzimas POX e reducéao da atividade das enzimas CAT. O incremento da atividade
da peroxidases intensifica a sintese de lignina que promove o espessamento das
paredes celulares nesses vegetais, restringindo seu crescimento e diminuindo a

producdo de massa seca.

Como provavel consequéncia da redugao da superficie radicular, as plantulas foram
submetidas a um estresse hidrico que ocasionou um incremento na sintese de
pigmentos fotossintetizantes e um maior armazenamento relativo de amido nas
plantulas. Essa situagao observada, provavelmente, € um ajuste fisiolégico para

superar o estresse provocado pela piperina.
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