=10 "0' 2GS0 e

e Desenvolvimento 1SS 19850483

Caracterizacdo do Efeito Alelopatico

do Oleo Essencial de Piper hispidinervium
C. DC. sobre Mimosa pudica e

Senna obtusifolia




ISSN 1983-0483
Agosto, 2010

Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecudria
Embrapa Amazénia Oriental
Ministério da Agricultura, Pecuédria e Abastecimento

Boletim de Pesquisa
e Desenvolvimento

Caracterizacéo do Efeito
Alelopatico do Oleo Essencial
de Piper hispidinervium C. DC.
sobre Mimosa pudica e Senna
obtusifolia

Anténio Pedro da Silva Souza Filho
Roberto Lisboa Cunha

Maria das Gracas Bichara Zoghbi
Marcus Arthur Marcal de Vasconcelos
Sérgio de Mello Alves

Francisco José da Cdmara Figueirédo

Embrapa Amazénia Oriental
Belém, PA
2010



Exemplares desta publicacdo podem ser adquiridos na:

Embrapa Amazénia Oriental

Tv. Dr. Enéas Pinheiro, s/n.

Caixa Postal 48. CEP 66095-100 - Belém, PA.
Fone: (91) 3204-1000

Fax: (91) 3276-9845

www.cpatu.embrapa.br
sac@cpatu.embrapa.br

Comité Local de Editoracao
Presidente: Moacyr Bernardino Dias-Filho
Secretario-Executivo: Walkymadrio de Paulo Lemos
Membros: Ana Carolina Martins de Queiroz

Célia Regina Tremacoldi

Luciane Chedid Melo Borges

Revisdo Técnica

Sérgio Anténio Lemos de Morais — Universidade Federal de Uberlandia (UFU)
Inés Maria Costa Brighente — Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC)
Flavia Maria da Silva Carmo - Universidade Federal de Vicosa (UFV)

Supervisdo editorial: Luciane Chedid Melo Borges
Supervisdo gréfica: José Gomes da Costa

Revisédo de texto: Narjara de Fatima Galiza da Silva Pastana
Normalizacéo bibliogréafica: Regina Alves Rodrigues
Editoracao eletronica: Euclides Pereira dos Santos Filho
llustracéo da capa: Vitor Trindade Lébo

12 edicdo
Verséao eletronica (2010)

Todos os direitos reservados.
A reproducdo nao autorizada desta publicacdo, no todo ou em parte,
constitui violacdo dos direitos autorais (Lei n® 9.610).

Dados Internacionais de Catalogacéo na Publicacédo (CIP)
Embrapa Amazénia Oriental

Caracterizacdo do efeito alelopatico do 6leo essencial de Piper hispi-
dinervium C. DC. sobre Mimosa pudica e Senna obtusifolia | Ano-
nio Pedro da Silva Souza Filho ... [et al.]. — Belém, PA : Embrapa
Amazonia Oriental, 2010.

17p. :il. ; 21 cm. (Boletim de Pesquisa e Desenvolvimento /
Embrapa Amazonia Oriental, ISSN 1983-0483; 73).

1. Pimenta longa. 2. Germinacdo. 3. Alelopatia. 4. Oleo essen-
cial. 5. Piper hispidinervium. 1. Souza Filho, Antonio Pedro da Silva.
II. Titulo. Ill. Série.

CDD 583.25 (21. ed.)

© Embrapa 2010



Sumaério

RESUMO ... 5
ADSTract ..........oooooiiii e 6
INtrodUCA0 ... 7
Material € Métodos................ccooiiiiii e 8
Resultados e Discussao0..................c..cooooiiiiiiiicici e 10
CoNCIUSAD ..., 14
Agradecimentos ... 14

Ref@IENCIAS ..o e 15






Caracterizacao do Efeito
Alelopatico do Oleo Essencial
de Piper hispidinervium C.
DC. sobre Mimosa pudica e
Senna obtusifolia

Anténio Pedro da Silva Souza Filho'
Roberto Lisboa Cunha?

Maria das Gracas Bichara Zoghbi®
Marcus Arthur Marcal de Vasconcelos*
Sérgio de Mello Alves®

Francisco José Camara Figueiredo®

Resumo

Este trabalho teve por objetivo caracterizar a atividade potencialmen-
te alelopética de 6leo essencial de pimenta-longa (Piper hispidinervium
C. DC.). O ¢leo essencial foi obtido e preparado em concentracdes de
0,25%, 0,5% e 1,0%, tendo como eluente o éter etilico, e avaliado sobre
a germinacao de sementes, desenvolvimento da radicula e do hipocétilo,
de plantas daninhas que infestam &rea de pastagens cultivadas, como
malicia (Mimosa pudica) e mata-pasto (Senna obtusifolia). A germinacao
das sementes foi o fator mais intensamente inibido pelo 6leo. As intensi-
dades das inibicdes estiveram positivamente associadas a concentracao,
com inibicdes maximas verificadas a 1,0%. Malicia foi a espécie recep-
tora mais sensivel aos efeitos do 6leo. O 6leo essencial da pimenta-longa
foi eficiente para inibir a germinacédo e o desenvolvimento das duas plan-
tas receptoras, notadamente em relacdo a germinacao de sementes.

Termos para indexacdo: Piper hispidinervium, Mimosa pudica, Senna
obtusifolia, germinacao, radicula e hipocétilo.
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Characterization of
Allelopathic Effects of
the Essential Oil Obtained
from Piper hispidinervium
C.DC. on Mimosa pudica
and Senna obtusifolia

Abstract

This study aimed to characterize the potential allelopathic activity of
essential oils of long pepper (Piper hispidinervium C. DC.). Essential oils
were obtained and prepared at concentrations of 0.25%, 0.5% and
1.0%, having ethyl ether as eluent, and tested upon the germination
of seeds and the development of the radicle and the hypocotyl of the
weeds of cultivated grassland areas, such as Mimosa pudica and Senna
obtusifolia. The germination of seeds was the factor most strongly in-
hibited by the oils. The intensities of inhibitions were positively related
to the concentration, with the maximum inhibitions verified at 1.0%.
Mimosa pudica was the receptor species most sensitive to the effects
of oil. The essential oil of Piper hispidinervium showed a higher potential
for inhibiting the germination and the development of the two receptor
plants, notably in relation to the germination of seeds.

Index terms: Piper hispidinervium, Mimosa pudica, Senna obtusifolia,
germination, radicle, hypocotyl.
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Introducao

A Floresta Amazdnica brasileira, pela sua riqueza e diversidade bioldgica,
pode oferecer a oportunidade para descobertas de inovadoras e eficien-
tes moléculas com potencial de uso, em larga escala, na agricultura, tan-
to para o controle de pragas agricolas de importancia econémica, como,
também, no controle de plantas daninhas. Especificamente em relacao
as plantas amazoénicas produtoras de 6leos essenciais, foram listadas 90
espécies de plantas nativas com tal caracteristica, evidenciando todo o
manancial a disposicdo para prospeccao quimica (MAIA et al., 2001).

Pimenta-longa (Piper hispidinervium C. DC.) pertencente a familia Pipe-
raceae, nativa da Amazoénia Brasileira, apresenta entre os constituintes
quimicos de seu 6leo essencial o safrol, muito utilizado na industria de
perfumaria como fixador de odor (MAIA et al., 2001).

A utilizacao de espécies de plantas produtoras de 6leos essenciais envol-
ve a industria de perfumes, alimentos e a medicina popular (SONOWA;
KONIG, 2001). Além disso, diversos autores relatam informacdes re-
ferentes a possibilidade de utilizacdo de 6leo essencial nas atividades
agricolas como alternativa vidvel com acéao inseticida, fumigante e fun-
gicida (ISMAN, 2000; MIYAZAWA et al., 1997; NGOH et al., 1998;
HOAGLAND, 1999; MONTES-BELMONT; CARVAJAL, 1999; BASTOS;
ALBUQUERQUE, 2004).

Adicionalmente a todas essas possibilidades de uso, os dleos essenciais
revelam-se potentes inibidores da germinacdo de sementes e do desen-
volvimento de diferentes espécies de plantas, atuando como um bio-her-
bicida (DUKE et al., 2000; ROMAGNI et al., 2000; DUKE et al., 2002).

Este trabalho teve por objetivo caracterizar a atividade potencialmente
alelopatica do 6leo essencial de pimenta-longa e analisar seus efeitos
sobre a germinacdo de sementes e o desenvolvimento da radicula e do
hipocétilo de plantas daninhas como malicia (Mimosa pudica) e mata-
pasto (Senna obtusifolia), tendo em vista um potencial bio-herbicida no
controle de ervas invasoras.
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Material e Métodos

Material vegetativo e obtencdo dos 6leos essenciais

O trabalho foi desenvolvido na Embrapa Amazodnia Oriental, Belém, Para.
Os materiais vegetativos, folhas e galhos de pimenta-longa obtidos junto
a produtores da regido de Belém, Para. A biomassa da pimenta-longa foi
seca utilizando ventilacao forcada através de um sistema de circulacao
do ar sob protecao do sol. Os procedimentos de secagem tiveram a
duracdo de 7 dias. O material foi submetido ao processo de extracao e
destilacdo do 6leo essencial, utilizando extrator modelo ASSS-100, sé-
rie S/14597, com capacidade cubica para 100 litros de material, marca
SHIMIZU Scientific Instruments MFG. Co, Ltd., acoplado a um trocador
de calor marca ORION. O periodo de extracao foi de 6 horas, ndo ultra-
passando a pressdo de 0,2 kgf/cm?, durante toda a extracdo. A mistura
de vapor de agua e 6leo essencial foi arrastada até o condensador. Por
meio de resfriamento ocorreu a mudanca de fase e posterior separacao
da mistura por decantacao. A fracao de 6leo essencial foi recuperada em
funil de separacéo e desidratada utilizando Na,SO,. Assim, o 6leo obtido
foi imediatamente armazenado em frasco de cor ambar e estocado em
geladeira até o momento da utilizagao.

Identificacdo dos constituintes quimicos dos 6leos
essenciais

A composicao quimica do 6leo essencial foi determinada conforme des-
crita por Adams (2007). Os dleos essenciais foram analisados através de
cromatografia em fase gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG/
EM), em sistema Shimadzu QP-2010 Plus equipado com coluna capilar
Rtx-5MS (30 m x 0,25 mm; 0,25 ym de espessura de filme) nas seguin-
tes condicdes operacionais: gas de arraste: hélio, em velocidade linear de
36,5 cm/s; tipo de injecdo: sem divisao de fluxo (2 yL de uma solucao de
2 uL de 6leo em 1 mL de hexano); temperatura do injetor e do detector:
250 °C; programa de temperatura do forno: 60 °C - 240° C (3 °C/min);
EM: impacto eletrénico, 70 eV; temperatura da fonte de ions e partes de
conexao: 180 °C. A identificacdo foi feita através da comparacao dos
espectros de massas e indices de retencao (IR) com os de substancias
padrao existentes nas bibliotecas do sistema e com dados da literatura
(ADAMS, 2007). Os indices de retencdao foram obtidos utilizando-se
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a série homdloga dos n-alcanos nas mesmas condicdes de operacao
(ADAMS, 2007). Os componentes identificados, indices de retencao e
porcentagem relativa (%) estdo apresentados na Tabela 1.

Bioensaios de germinacao

O trabalho foi desenvolvido em camara de germinacdo, com tempera-
tura constante de 25 °C e fotoperiodo de 12 horas. A germinacao das
sementes foi monitorada em periodos de 10 dias, com contagens diarias
e eliminacao das sementes germinadas. Foi considerada semente ger-
minada aquela que apresentava extensao radicular igual ou superior a
2,00 mm. Cada placa de Petri de 9,0 cm de didametro, forrada com uma
folha de papel de filtro qualitativo, recebeu 30 sementes, constituindo-se
em uma parcela experimental.

Bioensaios de desenvolvimento das plantas

Também foram desenvolvidos em camaras, com temperatura constan-
te de 25 °C e fotoperiodo de 24h. Cada placa de Petri de 9,0 cm de
didmetro recebeu trés sementes, pré-germinadas ha trés dias. Ao final
do periodo de 10 dias de crescimento, mediu-se o comprimento da ra-
dicula e do hipocétilo.

Procedimentos dos bioensaios

Cada placa de Petri foi previamente forrada com papel filtro esterilizado e
recebeu 3,0 mL da solucao teste. Apds a evaporacao do solvente, éter eti-
lico, foi adicionado um volume equivalente de adgua destilada, mantendo-
-se, dessa forma, a concentracdo original. As solucdes testes foram adi-
cionadas apenas uma vez, no inicio dos bioensaios, sendo a partir de entao
adicionado apenas agua destilada, sempre que se fazia necessério. O 6leo
essencial foi testado nas concentracoes de 0,25%, 0,5% e 1,0% (v/v).

Obtencao de sementes e preparo

Como plantas indicadoras dos efeitos potencialmente alelopéaticos, uti-
lizaram-se as espécies de plantas daninhas Mimosa pudica (malicia) e
Senna obtusifolia (mata—pasto). As sementes dessas duas espécies fo-
ram coletadas em areas de pastagens cultivadas no Municipio de Terra
Alta, Estado do Para, passaram por processo de limpeza e foram trata-

das com vista a quebra de dorméncia, imergindo-as em &acido sulfdrico
por 20 minutos, conforme especificado por Souza Filho et al. (1998).

9
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Delineamento experimental e analise estatistica

O delineamento experimental foi do tipo inteiramente casualizado, com
quatro repeticoes, tendo como testemunha a agua destilada, em mo-
delo hieradrquico, com dois fatores. Os dados foram transformados em
arco-seno +/X, para seguirem distribuicdo normal. Os valores obtidos
foram submetidos a andlise de variancia, teste F, e, quando os efeitos
de tratamentos apresentaram diferenca significativa (P<0,01), as mé-
dias foram comparadas por meio do teste de regressao. Para as andlises
utilizou-se o programa computacional Statistical Analysis System - SAS
(SAS INSTITUTE INC., 1989).

Resultados e Discussao

Neste trabalho, para todas as concentracoes testadas, inclusive a méxi-
ma de 1,0%, os efeitos osmaéticos foram desprezados, considerando as
indicacoes de Souza Filho e Alves (2000).

A intensidade dos efeitos potencialmente alelopaticos variou em
funcao da concentracao do 6leo essencial, planta receptora e do fa-
tor da planta receptora, ou seja, germinacao, desenvolvimento da
radicula e do hipocétilo, analisado. Independentemente da espécie
receptora, os efeitos alelopaticos inibitérios do 6leo de pimenta-longa
foram mais intensos sobre a germinacdo das sementes, apresentan-
do inibicdes de magnitude sempre superior a 46%, atingindo valores
maximos de 77% sobre a germinacdo das sementes de malicia e
65% sobre a germinacao de mata-pasto (Figura 1). Da mesma forma,
o desenvolvimento da radicula e do hipocétilo também foram mais
intensos, a medida que aumentava a percentagem da inibicao da ger-
minacao (Figuras 2 e 3). Os efeitos inibitérios sobre a germinagao de
sementes, desenvolvimento da radicula e do hipocétilo foram signifi-
cativamente influenciados pelos tratamentos com o 6leo essencial da
pimenta-longa.
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Figura 1. Efeitos potencialmente alelopaticos do 6leo essencial de Piper hispidinervium
C. DC sobre a germinacao de sementes de malicia e mata-pasto. Dados expressos em per-

centual de inibicdo em relacdo ao tratamento testemunha, dgua destilada.
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Figura 2. Efeitos potencialmente alelopaticos do 6leo essencial de Piper hispidinervium
C. DC sobre o desenvolvimento da radicula de sementes de malicia e mata-pasto. Dados

expressos em percentual de inibicdo em relacdo ao tratamento testemunha, dgua destilada.
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Figura 3. Efeitos potencialmente alelopaticos do 6leo essencial de Piper hispidinervium
C. DC sobre o desenvolvimento do hipocétilo de sementes de malicia e mata-pasto. Dados

expressos em percentual de inibicdo em relacdo ao tratamento testemunha, dgua destilada.
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A atividade biolégica de um dado aleloquimico depende tanto da con-
centracdo como do limite da resposta da espécie afetada. O limite de
inibicdo para uma dada substancia ndao é constante, porém esta intima-
mente relacionado a sensibilidade da espécie receptora, aos processos
da planta e as condicoes ambientais. No presente trabalho, os efeitos
inibitérios estiveram positivamente associados a concentracao do 6leo
e as espécies receptoras, tanto em relacdo a germinagcao das sementes
(Figura 1), quanto em relacdao ao desenvolvimento da radicula e do hi-
pocotilo das duas espécies de plantas receptoras. InibicGes crescentes
foram sempre obtidas com o aumento da concentracdo (P < 0,001).
Invariavelmente, as inibicoes maximas foram sempre observadas na con-
centracdao mais elevada (1,0%). No mesmo sentido, malicia tendeu a
apresentar maior sensibilidade aos efeitos potencialmente alelopaticos
do que mata-pasto, sendo essa observacao mais marcante quando se
analisou o efeito sobre a germinacao das sementes.

De acordo com An et al. (1993), é assumido que um dado aleloquimico
possui dois atributos: inibitério e estimulatério. Rice (1984) menciona
que, quando em baixa concentracao, os efeitos alelopaticos podem nao
ser inibitérios para dada espécie receptora, podendo apresentar efeitos
estimulatérios em determinados casos. Os resultados obtidos neste tra-
balho mostram que, mesmo em concentracdo tao baixa quanto 0,5%,
os efeitos foram sempre inibitérios para as duas espécies receptoras,
indicando que provavelmente somente em concentracdo mais baixas do
que 0,5% efeitos estimulatérios podem ser esperados. Naturalmente, a
diferenca na sensibilidade evidenciada pelas duas espécies aos efeitos
dos 6leos essenciais pode contribuir para maior ou menor extensao des-
ses efeitos. Malicia, por revelar maior sensibilidade, tenderia a evidenciar
efeitos inibitérios em concentracoes mais baixas do que mata-pasto,
sendo tal diferenca mais marcante para a germinacao de sementes.

Os efeitos do 6leo essencial sobre a germinacao de sementes e o desen-
volvimento de plantas sao frequentemente explicados em termos indivi-
duais de alguns dos principais constituintes. Entretanto, o 6leo essencial
é uma mistura de diferentes componentes em proporcdes variadas e é
frequentemente desconhecido como esses constituintes interagem entre
si e promovem seus efeitos sobre outros organismos. Adicionalmente,
hé consideravel variacdo na composicao do 6leo essencial de certas es-
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pécies de plantas; tal variacdo pode ocorrer em funcdo da sazonalidade,
da diferenca entre individuos de populacdes diferentes e individuos de
mesma populacdo (TARAYRE et al., 1995; KOKKINI; VOKOU, 1989).

Na Tabela 1 sdo apresentados os constituintes do éleo essencial de
P. hispidinervium (pimenta-longa). Foram identificados 20 constituintes
sendo os majoritarios o safrol (64,3%), terpinoleno (10,2%), 3-3-careno
(3,4%) e pentadecano (3,1%).

Tabela 1. Andlise da composicdo quimica (%) dos componentes do 6leo essen-
cial de Piper hispidinervium C. DC

a-tujeno 931 2,7
Mirceno 994 1,0
a-felandreno 1009 0,1
5-3-careno 1015 3.4
p-cimeno 1027 1,1
(Z)-p-ocimeno 1038 1,8
Terpinoleno 1092 10,2
allo-ocimeno 1131 1.1
p-cimen-8-ol 1187 2,0
Safrol 1296 64,3
5 -elemeno 1340 0,3
o-copaeno 1379 0,2
B-elemeno 1396 0,1
Metileugenol 1408 0,1
B-cariofileno 1424 1,0
a-humuleno 1458 0,1
Germacreno-D 1486 0,1
Pentadecano 1500 3.1
d -cadineno 1526 0,1
Espatulenol 1579 0,8

IR = Indice de retencéo.

13
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Vilhena (2006), por exemplo, comparou duas espécies de Cyperus, e
atribuiu as diferencas na intensidade alelopatica as diferencas verifica-
das na composicao quimica dos 6leos. Komai et al. (1991) indicou que
os Oleos essenciais que apresentavam maiores indices de inibicao alelo-
patica eram constituidos principalmente por sesquiterpenos que conti-
nham o grupo cetona ou hidroxila; os dleos constituidos de grupo aceta-
to ou somente hidrocarboneto apresentaram menor atividade alelopatica.
Especificamente em relacdo aqueles componentes de 6leo essencial com
atividade alelopatica ja comprovada e que podem estar envolvidos nos
efeitos observados, isoladamente ou em associagcdo com outros compo-
nentes, merece destaque o p-cimeno, cuja atividade alelopatica inibitéria
da germinacao foi mencionada por Macias et al. (1999). Esse componen-
te esta presente no 6leo essencial da pimenta-longa e, aparentemente, a
atividade alelopatica do 6leo essencial da espécie pode estar relacionada
a presenca de monoterpenos oxigenados e sesquiterpenos.

Conclusao

Como um todo, esses resultados sugerem que a utilizacao do 6leo es-
sencial da pimenta-longa apresenta acao inibitéria sobre a germinacao, o
desenvolvimento da radicula e do hipocétilo de M. pudica e S. obtusifo-
lia, sendo seu efeito mais acentuado sobre a germinacao de sementes.
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