RESSALVA

Atendendo solicitagao do(a)
autor(a), o texto completo desta tese

sera disponibilizado somente a partir
de 03/02/2025.



UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA JULIO DE MESQUITA FILHO — UNESP
INSTITUTO DE QUIMICA — ARARAQUARA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM BIOTECNOLOGIA

ILCA FABIANE NOGUEIRA AMANCIO

Avaliacdo da resposta fisiologica de Fusarium sp. exposto a extratos
brutos, fracdes e amida isolada de espécies do género Piper.

Araraquara
2023



ILCA FABIANE NOGUEIRA AMANCIO

Avaliacdo daresposta fisiologica de Fusarium sp. exposto a extratos
brutos, fracdes e amida isolada de espécies do género Piper.

Tese apresentada ao Instituto de Quimica,
Universidade Estadual Paulista,como parte
dos requisitos para a obtencao do titulo de
Doutor em Biotecnologia.

Orientador: Prof. Dr. Regildo Marcio
Goncalves da Silva

Co-orientador: Profa. Dra Maysa
Furlan



Amancio, lica Fabiane Nogueira
Ad84a Avaliac3o da resposta fisioldgica de Fusarium sp. exposto a
extratos brutos, fracGes e amida isolada de espécies do género
Piper / lica Fabiane Nogueira Amancio. -- Araraquara, 2023

97 f. 1l

Tese (doutorado) - Universidade Estadual Paulista (Unesp),
Instituto de Quimica, Araraquara

Orientador: Regildo Marcio Gongalves da Silva

Coorientadora: Maysa Furlan

1. Fusarium. 2. Estresse Oxidativo. 3. Extratos vegetais. 4.
Fungicidas. 5. Antioxidantes. I. Titulo.

Sistema de geracdo automatica de fichas catalograficas da Unesp. Biblioteca do
Instituto de Quimica, Araraquara. Dados fornecidos pelo autor(a).

Essa ficha ndo pode ser modificada.




Sy UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA S

unesp | d

Campus de Araraquara

CERTIFICADO DE APROVACAO

TITULO DA TESE: "Avaliacdo da resposta fisioldgica de Fusarium sp exposto a extratos brutos, fracdes e
amida isolada de espécies do género Piper."

AUTORA: ILCA FABIANE NOGUEIRA AMANCIO
ORIENTADOR: REGILDO MARCIO GONGALVES DA SILVA
COORIENTADORA: MAYSA FURLAN

Aprovada como parte das exigéncias para obtencéo do Titulo de Doutora em BIOTECNOLOGIA, pela
Comisséo Examinadora:

8 ;QKQO\B

Prof. Dr. REGILDO MARCIO G ALVES DA SILVA (Participacao Virtual)
Departamento de Biotecnologia / Faculdade de Ciencias e Letras de Assis - UNESP - Assis

» % %@j
|
Prof. Dr. MATHIAS \ (Participacao Virtual)

Department of Botany / Ahmadu Bello University - ABU - Nigéria

%

Prof.2 Dr.2a PATRICIA SOARES SANTIAGO (Participacao Virtual)
Departamento de Agronomia e Recursos Naturais / Faculdade de Ciéncias Agrarias do Vale do Ribeira -
UNESP - Registro

// / ), ¢ /}/ “a' ”/,7/‘ ’7// X 1/7 d
Prof. Dr. VALTER HENRIQUE MARINHO DOS SANTOS (Parumpagao Virtual)
Universidade do Vale do Sapucai - UNIVAS - Pouso Alegre

PN

Prof. Dr. LEVI POMPERMAYER MACHADO (Participacao Virtual)
Departamento de Recursos Pesqueiros e Aquicultura / Faculdade de Ciéncias Agrarias do Vale do Ribeira -
UNESP - Registro

Araraquara, 03 de fevereiro de 2023

Instituto de Quimica - Campus de Araraquara -
Rua Prof. Francisco Degni, 55, 14800060, Araraquara - Séo Paulo
http://www.ig.unesp.br/#!/pos-graduacao/biotecnologia/CNPJ: 48.031.918/0027-63.


http://www.iq.unesp.br/%23!/pos-graduacao/biotecnologia/CNPJ

DADOS CURRICULARES

Endereco profissional

Escola Superior de Agronomia de Paraguacu Paulista
Rua Prefeito Jayme Monteiro, 791

Centro - Paraguacgu Paulista

19700000, SP - Brasil

Endereco eletrénico
Ifn.amancio@unesp.br
I.f.n.amancio@gmail.com

Formacao académica

1993 - 1996

1999 - 2002

2018 - 2023

Graduacgéao

Licenciatura em Ciéncias Bioldgicas.

Faculdade de Ciéncias e Letras de Assis.

Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”
(UNESP)-FCL-Campus de Assis.

Mestrado

Microbiologia Aplicada

Instituto de Biociéncias (IB) - Universidade Estadual Paulista
“Julio de Mesquita Filho” (UNESP) Campus de Rio Claro.

Titulo: Efeito dos Parametros Fisicos e Quimicos no
metabolismo dos carboidratos de reserva de Saccharomyces
cerevisiae.

Orientador: Dr. Pedro de Oliva Neto

Bolsista do(a): Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Estado de
Sao Paulo

Doutorado

Biotecnologia Industrial e Ambiental

Instituto de Quimica (IQ) - Universidade Estadual Paulista “Julio
de Mesquita Filho” (UNESP) Campus de Araraquara.

Titulo: Avaliacéo da resposta fisioldgica de Fusarium sp exposto
a amidas isoladas de espécies do género Piper.

Orientador: Dr. Regildo Marcio Gongalves da Silva
Co-orientador: Dra. Mayza Furlan

Bolsista do(a): Coordenacéo de Aperfeicoamento de Pessoal de
Nivel Superior— Processo n° 88887.471750/2019-00

Formacdo complementar

2020 - 2020

2019 - 2019

Curso de curta duragdo em Introducdo a Nanobiotecnologia.
(Carga horaria: 4h). EMBRAPA-Recursos Genéticos e
Biotecnologia.

Curso de curta duracdo em Redacao de Patentes, além dos guias
+ oficinas préticas. (Carga horéria: 12h). Faculdade de Ciéncias
e Letras-Campus de Assis.



Atuacao profissional
2002 - Atual Escola Superior de Agronomia de Paraguacu Paulista (ESAPP)
Vinculo: Professor
Informagdes: Ensino, Pesquisa e Desenvolvimento

2018-2019  Escola Técnica Pedro D'Arcadia Neto (ETEC)
Vinculo: Professor

2020 -2022 UNESP-Faculdade de Ciéncias e Letras de Assis (UNESP)
Vinculo: Bolsista-doutorado
Outras informacgdes: Biotecnologia de Produtos naturais

Producdo bibliogréfica

Artigos completos publicados em periédicos

1. Silva, R. M. G.; Amancio, I. F. N.; Andrade, A. R.; Marinho, V. H. S.; Santiago, P.
S.; Oliveira, F. O.; Figueiredo, C. C.M.; Silva, L, P. Phytotoxic, cytogenotoxic, and
insecticidal activities of compounds from extracts of freshwater Lyngbya sp. JOURNAL
OF TOXICOLOGY AND ENVIRONMENTAL HEALTH-PART A-CURRENT ISSUES.,
v.85, p.881 - 895, 2022.

Apresentacéao de trabalho e/ou palestra

1. AMANCIO, LF.N.; SILVA, R. M. G. Avaliacdo de extratos vegetais de Piper
arboreum com possivel acdo fungicida em Fusarium sp., 2022. (Congresso,
Apresentacgédo de Trabalho)

2. AMANCIO, L.LF.N.; REZENDE, G. C.; BERTAO, M. R. Prospeccdo de fungos
micorrizicos em Cattleya nobilior., 2022. (Congresso, Apresentacédo de Trabalho)

3. AMANCIO, I.F.N.; Silva, R.M.G.; FIGUEIREDO, C. C. M. Potencial antioxidante e
composicdo polifendlica de extrato de Lyngbya masjuscula., 2020. (Congresso,
Apresentacéo de Trabalho)

4. NOGUEIRA, I. F.; MECINA. G.F.; Andrade, A.R.; Silva, L.P.; Silva, R.M.G.
Evaluation of Phytotoxic Potential of Extracts of Lymgbya Majusculla, 2018.
(Congresso, Apresentacéo de Trabalho)

Producéo técnica
1. AMANCIO, I.F.N. Parecerista do XXXIV Congresso de Iniciacdo Cientifica da
Unesp, 2022.

2. NOGUEIRA, I. F. Parecerista do XXXI Congresso de Iniciacao Cientifica da UNESP,
2019.

Participacdo em bancas

Graduacao

1. AMANCIO, I.F.N. Participagdo em banca de Felipe Fernandes Canos. Atividade
antioxidante e microencapsulagado do extrato enriquecido em antocianinas do fruto
(casca e polpa) de Chrysophyllum cainito L., 2022. (Engenharia Biotecnoldgica)
Universidade Estadual Paulista- FCL Campus de Assis.



2. AMANCIO, L.F.N. Participagdo em banca de Fernanda Borda Attie Vieira.
Comparacao entre tecnologias de producao de etanol a partir do milho e da cana-de-
acucar, 2022. (Engenharia Biotecnoldgica) Universidade Estadual Paulista- FCL
Campus de Assis.

3. AMANCIO, I.F.N. Participacdo em banca de Jade Francisco Weinem. Estudo de
viabilidade econémica para diferentes pré-tratamentos da biomassa da cana-de-
acucar na producdo de etanol de segunda geracdo., 2022. (Engenharia
Biotecnoldgica) Universidade Estadual Paulista- FCL Campus de Assis.

4. AMANCIO, I.F.N. Participagdo em banca de Gustavo Wolfarth Silva. Estudos
biotecnoldgicos do Chich& (Sterculi striata A. St. Hill. & Naudin): metodologias para
obtencao de plantas e calos in vitro., 2022. (Engenharia Biotecnolégica) Universidade
Estadual Paulista- FCL Campus de Assis.

5. AMANCIO, I.F.N. Participagdo em banca de Debora Sayuri Yamada. O uso dos
Oleos essenciais na estética., 2022. (Engenharia Biotecnologica) Universidade
Estadual Paulista- FCL Campus de Assis.

6. AMANCIO, I.F.N. Participagdo em banca de Henrique Magosso Ribeiro Homem.
Uso de fotoprotetores para a prevencao de desordens cutaneas e correlacdes com a
producd@o de vitamina D, 2022. (Engenharia Biotecnoldgica) Universidade Estad
Paulista- FCL Campus de Assis.

7. AMANCIO, I|.F.N. Participacdo em banca de Tamiris Machado Kobayase.
Caracterizacdo da mucilagem de ora-pro-nobis e producao de filmes biodegradaveis
em combinacdo com aditivos glicerol e sorbitol., 2021. (Engenharia Biotecnoldgica)
UNESP-FCL-Campus de Assis.

8. AMANCIO, LF.N. Participacdo em banca de Lucas da Silva Visona.
Desenvolvimento de método de obtencdo de explante de sementes e plantulas de
Glycine max como fonte de compostos ativos com potencial antioxidante e
antiglicante., 2021. (Engenharia Biotecnoldgica) Universidade Estadual Paulista- FCL
Campus de Assis.

9. NOGUEIRA, I. F.; Lourenco, C.R.; SILVA, A. J. Participagcdo em banca de Fernando
da Silva Soares. Analise da incidencia do fungo Fusarium sp em sementes de milho
(Zea mays) tratadas com extrato aquoso de Syzygium aromaticum (cravo-da-india).,
2018. (Engenharia Agronémica) Faculdades Gammon.

Participacdo em eventos cientificos

1. Apresentacdo de Poster / Painel no(a) Il Congresso Brasileiro de Ciéncias
Bioldgicas, 2022. Avaliacdo de extratos vegetais de Piper arboreum com possivel
acao fungicida em Fusarium sp.

2. Apresentacao de Poster / Painel no(a) XXXIV Congresso de Iniciacdo Cientifica da
Unesp, 2022. Prospeccao de fungos micorrizicos em Cattleya nobilior.

3. BIOFITO-Congresso Internacional Online de Biocosmeticos e Fitoprodutos., 2020.



4. Apresentacdo de Poster / Painel no(a) CONAC-Congresso Online Nacional de
Cosmetologia, 2020. Potencial antioxidante e composicéo polifendlica de extrato de
Lyngbya masjuscula.

5. I CONDEQUI-Congresso Online Nacional de Quimica, 2020.
6. XV Symposium of Biosciences and Biotechnology Applied to Pharmacy., 2020.

7. Apresentacao de Poster / Painel no(a) 7th Brazilian Biotechnology Congress, 2018.
Evaluation of Phytotoxic Potential of Extracts of Lymgbya Majusculla.

Apresentacéao de trabalho e palestra

1. AMANCIO, LLE.N.; SILVA, R. M. G. Avaliacdo de extratos vegetais de Piper
arboreum com possivel acdo fungicida em Fusarium sp., 2022. (Congresso,
Apresentacéo de Trabalho)

2. NOGUEIRA, I. F.; MECINA. G.F.; Andrade, A.R.; Silva, L.P.; Silva, R.M.G.
Evaluation of Phytotoxic Potential of Extracts of Lymgbya Majusculla, 2018.
(Congresso, Apresentacéo de Trabalho)

Participacdo em eventos, congressos, exposicdes, feiras e olimpiadas

1. Apresentacdo de Poster / Painel no(a) Ill Congresso Brasileiro de Ciéncias
Biologicas, 2022. Avaliagdo de extratos vegetais de Piper arboreum com possivel
acao fungicida em Fusarium sp.

2. Apresentacdo de Poster / Painel no(a) CONAC-Congresso Online Nacional de
Cosmetologia, 2020. Potencial antioxidante e composi¢cao polifendlica de extrato de
Lyngbya masjuscula.

Orientacdes

Trabalhos de conclusé@o de curso de graduacao

1. Fernando da Silva Soares. Analise da incidéncia do fungo Fusarium sp em
sementes de milho (Zea mays) tratadas com extrato aquoso de Syzygium aromaticum
(cravo-da-india). 2018. Curso (Engenharia agrondmica) - Faculdades Gammon.

2. Guilherme Gomes de Lima. Avaliagcéo do Potencial Fungicida de Extrato Aquoso de
Syzygium aromaticum (cravo da india) sobre o Fungo Fusarium sp. 2018. Curso
(Engenharia Agrondmica) - Faculdades Gammon.



Dedico e agradeco aos meus pais, Lourdes (in
memoriam) e Nelson (in memoriam), aos meus
irmdos e sobrinhos, a0 meu esposo José
Amancio Neto e ao meu filho Thiago, por todo
exemplo, apoio e confiangca que sempre recebi

de todos.



AGRADECIMENTOS

A Deus por todo alento e forca recebidos nos momentos de dificuldades.
A Nossa Senhora por sua protecao e intercessao.

Aos meus pais (in memoriam), meus irmaos e sobrinhos que sempre me

incentivaram e apoiaram para que eu alcangasse meus objetivos.

A meu esposo que sempre foi o melhor companheiro e me passou muita forga,
equilibrio e serenidade para que eu pudesse transpassar pelos obstaculos que

surgiram.

Ao meu orientador, Dr. Regildo Marcio Goncalves da Silva, e a minha
coorientadora, Dra. Maysa Furlan, que abriram as portas, mostrando-me a
magnitude da area da biotecnologia em especial aos produtos naturais e fazendo com que

meu caminho profissional tomasse um novo rumo.

A toda equipe do Fitolab em especial a Célia Cristina Malagutti Figueiredo, que foi
companheira ndo somente de pesquisa, mas principalmente nas dificuldades, e que

foram imensas. E aos alunos do Nubbe, no Instituto de Quimica, pelas contribuicdes.

A todos os funcionarios e professores da Faculdade de Ciéncias e Letras de
Assis e do Instituto de Quimica, por serem tao solicitos e gentis em todos os momentos
em que necessitei de vossas colaboragbes. Em especial a professora Dra. Monica
Rosa Bertdo e os Funcionarios Allan Chiea de Souza e Sérgio Pereira de Moraes por

toda contribuicdo no desenvolvimento da pesquisa.

O presente trabalho foi realizado com apoio da Coordenagdao de
Aprefeicoamento de Pessoal de Nivel Superior Brasil (CAPES) — Coddigo de

financiamento 001.

Aos meus amigos, em especial a Daniele Cristina Ferrarezi Barbosa que me

deu apoio e incentivo para que esse sonho se realizasse.

Enfim, a todos que de alguma forma contribuiram e torceram por mim, meus

sinceros agradecimentos,

Muito obrigada!



Amancio, lica Fabiane Nogueira. Avaliacdo da resposta fisiolégica de Fusarium
sSp. exposto a extratos brutos, fracfes e amida isolada de espécies do género
Piper. 2023. Tese (Doutorado em Biotecnologia). — Instituto de Quimica, Universidade
Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”, Araraquara, 2023.

RESUMO

As espécies do género Piper caracterizam-se por apresentar alta diversidade quimica
relacionada as diferentes classes de metabdlitos secundérios, tais com amidas
isobutilicas, piperidinicas e pirrolidinicas, cromenos, derivados prenilados do acido
benzoico, flavonoides, lignanas, fenilpropanoides, terpenos, entre outros. Varias
amidas foram isoladas de espécies do género Piper e estas atraem interesse para
aplicacédo agricola, pois tem demonstrado propriedades inseticidas e fungicidas. Piper
arboreum e Piper tuberculatum contém amidas que apresentaram atividade
antifingica contra o fungo do género Cladosporium. Diante disso este estudo teve por
objetivo avaliar o potencial antifungico dos extratos brutos, fragcdes e amida isolada de
P. arboreum e P. tuberculatum sobre cultura in vitro de fungo do género Fusarium sp.
Investigou o mecanismo de acao antifingico por meio da determinagéo da atividade
pro e oxidativa dos extratos, fracdes e compostos isolados sobre cultura de Fusarium
Sp. exposta aos mesmos, por meio da determinacdo das enzimas antioxidantes. Na
avaliacdo antifingica por meio de cultura em placas os extratos e fracdes inibiram o
crescimento das culturas expostas aos mesmos. Estes, resultados corroboram com
0s ensaios de microduluicdo e fermentacdo submerca, destacando-se a espécie P.
tuberculatum. Os ensaios pro-oxidantes e de determinacéo das enzimas antioxidantes
em cultura de Fusarium sp. expostas aos extratos, fracdo e amida isolada de P.
tuberculatum resultaram em um possivel mecanismo de acao para estes compostos,
pois tanto a agdo pro como a oxidativa foi aumentada nas culturas tratadas, o que
resultou na diminuicdo consideravel do crescimento micelial e da biomassa final da
cultura. Perante o exposto € possivel concluir que as espécies do género Piper
avaliadas neste estudo apresentaram potencial para inibicdo do crescimento micelial
em cultura de Fusarium sp. Os extratos, fracdes e amida demonstraram atividades
antifangicas e/ou fungiostaticas, sendo a atividade pro-oxidativa e oxidante
possivelmente seu principal mecanismo de acao.

Palavras chave: Crescimento Micelial, Estresse Oxidativo, Fungistatico, Fungicida,
Piplartina.
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ABSTRACT

Species of the genus Piper are characterized by high chemical diversity related to
different classes of secondary metabolites, such as isobutyl, piperidine and pyrrolidine
amides, chromenes, prenylated derivatives of benzoic acid, flavonoids, lignans,
phenylpropanoids, terpenes, among others. Several amides have been isolated from
species of the genus Piper and these are of interest for agricultural application, as they
have demonstrated insecticidal and fungicidal properties. Piper arboreum and Piper
tuberculatum contain amides that showed antifungal activity against the fungus of the
genus Cladosporium. Therefore, this study aimed to evaluate the antifungal potential
of crude extracts, fractions and isolated amide of P. arboreum and P. tuberculatum on
in vitro culture of fungus of the genus Fusarium sp. Investigated the mechanism of
antifungal action by determining the pro and oxidative activity of extracts, fractions and
compounds isolated on Fusarium sp. culture exposed to them, by means of the
determination of antioxidant enzymes. In the antifungal evaluation through plate
culture, the extracts and fractions inhibited growth in cultures exposed to them, similar
results were also observed for the microdulution and submerged fermentation assays,
with emphasis on the P. tuberculatum species. The pro-oxidant assays and
determination of antioxidant enzymes in Fusarium sp. culture exposed to extracts,
fraction and isolated amide of P. tuberculatum resulted in a possible mechanism of
action for these compounds, since both the pro and oxidative action was increased in
the treated cultures, which resulted in a considerable decrease in mycelial growth and
in the final biomass of the culture. Given this, it is possible to conclude that the species
of the genus Piper evaluated in this study showed potential for inhibiting mycelial
growth in Fusarium sp. The extracts, fractions and amide demonstrated antifungal
and/or fungiostatic activities, with pro-oxidative and oxidant activity possibly being its

main mechanism of action.

Keywords: Mycelial Growth, Oxidative Stress, Fungistatic, Fungicide, Piplartine.
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Vista parcial do Parque Estadual da Serra da Tiririca, Rio de
Janeiro, Brasil, e espécies de Piper inventariadas. (a= vista do
Alto Mourédo e Costdo de Itacoatiara; b= P. aduncum; c= P.
amalago; d= P. amplum; e= P. anisum; f= inflorescéncia de P=
anisum; g. lamina foliar de P= arboreum var. arboreum; h= base
da lamina foliar de P. arboreum var. arboreum; i= P. arboreum
var. hirtelum; j= P. divaricatum; k= P. hoffmannseggianum; I= P.
hoffmannseggianum; m= P. klotzschianum; n= P. mollicomum;
0= P. rivinoides; p=P. tuberculatum.)...........ccccceeiiiiiiiiiiiiiie e

Piper arboreum var. arboreum. Bainha sulcada, estendendo-se
até o nivel basal da lamina, nota-se extremidade superior da
bainha sobreposta a lamina foliar (2, 3. Piper tuberculatum var.
tuberculatum. Bainha circinada vista pela face abaxial e base
assimétrica da lamina foliar. Face adaxial da bainha com
emergéncias secretoras. Barras: Fig.1 =1 cm; Figs 2, 3=5 mm)

Caracteristicas macroscopicas das drogas vegetais foliares de
Piper arboreum (Piperaceae) (Fotomacrografias (A-E; M).
Fotomicrografias estereoscopicas por contraste de interferéncia
diferencial (F). Desenho em planta baixa (G). Fotomicrografias
estereoscopicas por luz refletida (H; J-L). Fotomicrografias por
luz transmitida (I). A. Aspecto morfolégico geral. B-E. Drogas
vegetais hidratadas. B. Visdo geral da folha. C. Apice. D.
Margem. E. Base, notar insercao do peciolo (seta). F. Superficie
de fratura da lamina foliar. G-l. Padr6es de venacao foliar. G.
Padrdo geral de venacdo, notar arco de nervuras secundarias
(elipse) e nervuras intersecundarias (setas). H. Detalhe das
aréolas e vénulas. |. Venacdo ultima marginal, notar vénulas
livres (setas). J. Visdo geral da face abaxial do peciolo e bainha
foliar, notar fissuras (asteriscos) e estrias longitudinais (setas).
K. Seccéo transversal do peciolo, notar elementos lignificados
(asteriscos). L. Detalhe da bainha foliar, notar protuberancias
(setas). M. Droga vegetal pulverizada. Face adaxial (fad). Face
abaxial (fab). Fratura (f). Superficie de fratura (sf). Bainha foliar
(baf). Vénula simples linear (I). Vénula simples curva (c). Vénula
ramificada uma vez (bl), duas vezes (b2) e trés vezes (b3).
Margem (mg). Esta figura é colorida na versao eletrénica) ..........

Caracteristicas macroscopicas das drogas vegetais foliares de
Piper tuberculatum Jacq. (Piperaceae). (Fotomacrografias (A-E;
0O). Fotomicrografias estereoscopicas por contraste de
interferéncia diferencial (F). Desenho em planta baixa (G).
Fotomicrografias por luz transmitida (H; 1). Fotomicrografias
estereoscopicas por luz refletida (J-N). A. Aspecto morfologico
geral. B-E. Drogas vegetais hidratadas. B. Viséo geral da folha.
C. Apice. D. Margem. E. Base, notar inserc¢do do peciolo (seta).
F. Superficie de fratura da lamina foliar. G-1. Padrbes de venacéao

25

27

29



Figurab -

Figura6 -
Figura7 -
Figura8 -

Figura9 -

Figura 10

Figura 11 -

Figura 12 -

Figura 13 -

Figura 14 -

foliar. G. Padrdo geral de venacdo, notar nervuras
intersecundarias (setas). H. Detalhe das aréolas e vénulas. I.
Venacao ultima marginal, notar l6bulo (seta). J e K. Viséo geral
do peciolo e bainha foliar, notar emergéncias (setas). Peciolos
reto (J) e curvo (K). L e M. Detalhes do peciolo. L. Superficie da
face abaxial, notar estrias longitudinais (setas). M. Seccao
transversal, notar elementos lignificados (asteriscos). N. Detalhe
da face adaxial da bainha foliar, notar estrias longitudinais
(setas). O. Droga vegetal pulverizada. Face abaxial (fab).
Fratura (f). Superficie de fratura (sf). Bainha foliar (baf). Vénula
simples curva (c). Vénula ramificada uma vez (b1l), duas vezes
(b2) e trés vezes (b3). Margem (mg). Esta figura é colorida na
VErsao eletrONiCa) .........evvvvuuuuiiiiii e cei e e e e e

Antifungal metabolites isolated from Piper tuberculatum
(Piperina (1),4,5-diidropiperlonguminina (2), fagaramida (3),
diidropiplartina (4) e pellitorina (5) ...,
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1. Introducéo

A familia Piperaceae € representada no Brasil por quatro géneros:
Zippelia, Piper, Peperomia e Manekia, dentre estes, o género Piper é o que
possui maior nimero de representantes (BARROSO, 1978; SANTOS et al.,
2012).

Diversas espécies do género Piper sdo amplamente utilizadas na
medicina popular em varias partes do mundo e tém sido relatadas por
produzirem compostos com propriedades biolégicas e farmacoldgicas diversas
(SANTOS et al.,, 2012). Uma das caracteristicas das espécies de Piper é
possuirem um sabor forte e um cheiro aromatico, caracteristica esta que faz as
tais serem listadas entre as especiarias, principalmente em temperos picantes,
além se destacarem como farmacos e no controle de pragas e insetos
(SENGUPTA; RAY, 1987; PARMAR et al., 1997).

As espécies do género Piper sdo predominantemente de crescimento
rapido, apresentam-se como arbustos, sdo plantas aroméaticas e muitas delas
possuem atividade antisséptica, inseticida, tripanocida e antimicrobiana
(GUERRINE et al., 2009; FELIPPE et al., 2008).

Este género caracteriza-se por apresentar alta diversidade quimica
relacionada a diferentes classes de metabdlitos secundarios, tais com amidas
isobutilicas, piperidinicas e pirrolidinicas, cromenos, derivados prenilados do
acido benzoico, flavonoides, lignanas, fenilpropanoides, terpenos, entre outros
(CORREA; STERNER; ECHEVERRI, 2011; COSTA; BITTENCOURT;
MALHEIROS, 2013; JENSEN; HANSEN; BOLL, 1993; LAGO et al.,2004;
PARMAR et al., 1997; SENGUPTA E RAO, 1987;).

A piperina é o alcaloide em maior propor¢cdo em algumas espécies deste
género (CHAUDHRY, TARIQ, 2006; FANI, 1992; PISSINATE 2006; ROGER,
1998) e exerce efeito terapéutico sobre o sistema imunologico (CARDOSO et al.,
2005), apresenta atividade citotdxica, anti-inflamatéria, antipirética, analgésica,
antioxidante, antitumoral, antifingico e bactericida (BOMTEMPO, 2007).

Vérias amidas foram isoladas de espécies de Piper e estas geram
interesse para aplicagcdo agricola, pois tém demonstrado propriedades
inseticidas e fungicida (NAVICKIENE et al., 2000). Silva et al., (2001) isolaram
varias amidas de espécies de Piper especificamente da Piper arboreum e Piper

tuberculatum, principalmente as amidas que contém isobutilo, pirrolidina, partes
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di-hidropiridona e piperidina, as quais apresentaram atividade antifingica contra
fungos do género Cladosporium.

O género Fusarium sp. por sua vez compreende alguns dos mais
devastadores patdgenos de plantas, levam a centenas de milhdes de dolares em
perdas anualmente na agricultura, ocasionando até mesmo o deslocamento
geografico de areas de cultivo e até mesmo o desaparecimento completo da
pratica agricola em locais afetados e de ocorréncia destes fungos.

Atualmente as tentativas de supressdo e combate as doencgas causadas
por este género de fungo apenas produziu um sucesso parcial. Nas ultimas
décadas uma variedade de programas de pesquisa e artigos dedicados a
desenvolver novas estratégias para gerenciar o Fusarium sp. diminuiu a falta de
recursos financeiros para explorar a longo prazo estratégias para avaliar padrdoes
de rotacdo e para selecionar e desenvolver agentes de controle bioldgico
(ELMER, 2015).

A utilizacao do controle biologico ja é bastante empregada na horticultura
e floricultura e sua aplicabilidade para grandes culturas esta se tornando uma
realidade (MILANESI, 2012).

Entretanto, ainda € preciso buscar conhecimento sobre novos compostos
gue atuem de forma efetiva para mitigar e/ou eliminar os diferentes danos
causados pelo Fusarium sp. sobre as culturas de interesse econdmico
(PAGNUSSATT et al., 2014; SOUZA et al., 2012).

Somado a isso encontra-se a necessidade preemente de se estabelecer
estratégias de combate a este fitopatbgeno, com compostos naturais que
demonstrem seletividade e especificidade, e que apresentem um menor impacto
ao ambiente, diminuindo assim o0s riscos que o0s antifangicos atuais
proporcionam tanto ao meio ambiente como a cadeia alimentar afetado desde
animais como a seres humanos (ELMER,2015).

Diante disso compostos quimicos naturais provenientes do metabolismo
secundario vegetal e com atividade oxidante, que tenham a capacidade de doar
elétrons para o oxigénio molecular, formando espécies reativas de oxigénio
como superoxido (O2), e levando ao estresse oxidativo com subsequente morte
do patégeno (HAMMOND-KOSACK e JONES, 1996), podem surgir como
alternativa para o controle de diferentes pragas, entre as quais os fungos do

género Fusarium sp.
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Assim, o estudo do estresse oxidativo por meio da avaliacdo e
determinacdo das enzimas antioxidantes expressas por microrganismos em
condicOes de estresse, tornou-se uma ferramenta importante para mensurar o
possivel mecanismo de morte e diminuicdo populacional dos patdgenos
expostos aos compostos oxidativos (DARIER et al., 2012).

No que diz respeito as enzimas antioxidantes, estas sao importantes na
protecdo contra diferentes radicais livres, originados durante o metabolismo
celular normal.

Os microrganismos, entre eles os fitopatdogenos, expressam e sintetizam
tais enzimas para agir contra 0s compostos oxidantes como resposta primaria
de defesa. Caso a defesa antioxidante ndo seja suficiente para corrigir e/ou evitar
os danos oxidativos, os fungos podem ter sua populacdo reduzida e até
eliminada do meio.

Estudos recentes demonstram que compostos de origem vegetal, com
atividade oxidativa, podem controlar e/ou eliminar fungos patogénicos oriundos
de diferentes culturas (FIALHO et al., 2014; SIMON, 2016), avaliando
principalmente as condicdes em estresse oxidativo.

Diante do exposto este estudo justifica-se pela importancia de avaliar os
extratos brutos (folhas, caule e raiz) e amidas isoladas de Piper tuberculatum e
Piper arboreum com atividade antifingica sobre a cultura in vitro de fungo
do género Fusarium sp. Justifica-se também por possibilitar a elucidacdo
do possivel mecanismos de acdo antifungica através da atividade oxidativa
dos extratos e compostos isolados destas espécies, agregando
informacdes essenciais para se estabelecer uma estratégia de controle deste

fitopatdgeno, pela utilizacdo de compostos naturais.
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Conclusao

As espécies do género Piper avaliadas neste estudo
apresentaram potencial para inibicdo do crescimento micelial em cultura de
Fusarium sp., avaliadas pelos métodos de crescimento em placa de cultura,
microdiluicdo e fermentacdo submersa. Os extratos, fragbes e amida
demonstraram atividades antifingicas e/ou fungistaticas, sendo a atividade

pro-oxidativa e oxidante possivelmente seu principal mecanismo de agéo.
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