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RESUMO - Muitas substancias quimicas disponiveis na natureza, produzidas por plantas
ou por microrganismos, podem oferecer novas e excelentes oportunidades para diversificar
o controle de pragas na agricultura e na pratica agricola, e, nesse sentido, os fungos podem
contribuir de forma positiva. O objetivo deste trabalho foi caracterizar o potencial inibitorio
na germinacado de sementes e no desenvolvimento de plantulas de duas espécies de plantas
daninhas em relacado aos extratos e substancias quimicas obtidas da biomassa produzida
por Pestalotiopsis guepinii — um fungo endofitico da espécie Virola michelii. Foram desenvolvidos
bioensaios em condicdes controladas de 25 °C e fotoperiodo de 12 horas, para germinacao,
e de 25 °C e fotoperiodo de 24 horas, para desenvolvimento da radicula e do hipocétilo. Os
extratos brutos foram analisados em concentracao de 1,0% (m/v). Os resultados indicaram
os extratos mais polares (MeOH! e MeOH?) como de maior potencial inibitério, porém os
efeitos promovidos pelos extratos hexanicos e acetato de etila foram expressivos,
especialmente em relacdo a germinacdo das sementes. Comparativamente, a germinacao
das sementes das espécies de plantas daninhas se mostrou mais sensivel aos efeitos do
que o desenvolvimento das plantulas. Das espécies receptoras, Mimosa pudica (malicia)
apresentou maior sensibilidade aos efeitos inibitérios dos extratos. Entretanto, na
germinacao de sementes da espécie Senna obtusifolia (mata-pasto), o extrato MeOH-1
apresentou 100% de inibicdo. As substancias ergosterol e peroxido de ergosterol, isoladas
do extrato hexanico, quando testadas isoladamente, apresentaram potencial inibitorio
sempre abaixo dos 35%, nao repetindo o potencial inibitoério do extrato hexanico, de onde
foram isoladas. Quando testadas juntas, nao se verificaram aumentos expressivos na
atividade herbicida, embora acréscimos na atividade inibitoria tenham sido observados.

Palavras-chave: germinagfo, hipocotilo, inibi¢do, radicula, sementes, Virola michelii, Mimosa pudica, Senna
obtusifolia.

ABSTRACT - Many of the chemical compounds found in nature that are produced by plants or
microorganisms can offer new and efficient ways of controlling pests in agriculture and agricultural
practice, withthe help of fungi. The objective of this work is to characterize the inhibitory potential
for seed germination and the plantlet development of two weed species using extracts and compounds
obtained from biomass produced by Pestalotiopsis guepinii, an endophytic fungus ofthe species
Virola michelii. The bioassays were developed under controlled conditions at 25 °C and 12-
hour photoperiod for germination, and at 25 °C and 12-hour photoperiod for root and hypocotyl
development. The crude extracts were analyzed at a concentration of 1.0% (m/v). The results
showed that the more polar extracts (MeOH and MeOH?) have the highest inhibitory potential,
althoughthe hexane and ethyl acetate extract effects were important, especially for seed germination.
Comparatively, weed seed germination was more sensitive to the effects than plantlet development.
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Mimosa pudica was more affected by the inhibitory effects of the extracts. However, for seed
germination of Senna obtusifolia, the extract MeOH-1 showed 100% inhibition. The compounds
ergosterol and ergosterol peroxide showed an inhibitory potential always below 35%, not showing
the inhibitory potential of the hexane extract from whichthey were isolated. When these compounds
were tested together, little increase was observed in the inhibitory activity.
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INTRODUCAO

Nos ultimos anos, tem crescido a preocu-
pacao da sociedade em preservar o ambiente.
Dentre os varios fatores inerentes a essa preo-
cupacao, destaca-se o uso de inseticidas, fungi-
cidas, acaricidas e herbicidas que apresentam
potencial de comprometer a qualidade do am-
biente e da satide humana. Um grande ntimero
de metabolitos primarios e secundarios dis-
poniveis na natureza, sejam eles produzidos
por plantas ou por microrganismos, podem ofe-
recer novas e excelentes oportunidades para
diversificar o controle de pragas na agricul-
tura, reduzindo ou eliminando a contaminacao
do ambiente e, conseqlientemente, preser-
vando os recursos naturais e garantindo o ofe-
recimento de produtos agricolas com qualidade
adequada para a alimentacao (Souza Filho &
Alves, 2002).

O Brasil detém cerca de 20% da biodiversi-
dade mundial, principalmente na floresta ama-
zonica, a maior do planeta e fonte inestimavel
de matérias-primas nos mais variados seto-
res. Apesar da imensa diversidade biologica,
as espécies que a compdéem e suas relacoes
filogenéticas sao pouco conhecidas, principal-
mente os microrganismos e suas interacoes
com outros seres vivos (Souza et al., 2004).

Uma grande parcela dos microrganismos,
em especial os fungos, habita o interior das
plantas. Sao os chamados fungos endofiticos,
que colonizam os tecidos sadios das plantas,
em algum tempo do seu ciclo de vida, sem lhes
causar danos aparentes (Petrini, 1991).

Os endofiticos sao potencialmente titeis na
agricultura e na industria, podendo ser utiliza-
dos como vetores para introducao de genes de
interesse nas plantas (Fahey, 1998; Murray
etal., 1992), como agente inibidores de pragas
e patogenos (Volksch et al., 1992; Hallmann &
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Sikora, 1996) e como fonte de metabolitos pri-
marios e secundarios de interesse (Marinho
et al., 2005a, b). Os fungos endofiticos produ-
zem substancias com atividades do tipo fungici-
da, herbicida e algicida, entre outras (Santos,
2001).

A quimica de microorganismos endofiticos
tem sido muito pouco estudada, se considerada
a vasta biodiversidade fungica e a especifici-
dade nas colonizacoes das plantas hospedeiras
por fungos. O estudo dessas interacoes entre
plantas e microrganismos, além de contribuir
grandemente para o entendimento de muitos
processos quimicos na natureza e na ecologia,
pode resultar no estabelecimento de fontes al-
ternativas de substancias de interesse para a
humanidade.

Nesse contexto, pretende-se contribuir na
busca de substancias que possam servir de pro-
totipo para elaboracao de bioerbicidas e para
conhecimento da diversidade dos microrga-
nismos da Amazonia, em especial do fungo en-
dofitico Pestalotiopsis guepiniiisolado das folhas
de Virola michelli.

A espécie V. michelli é pertencente a fami-
lia Myristicaceae, morfologicamente conside-
rada uma das mais primitivas Angiospermas.
Diversas atividades farmacologicas sao atribui-
das as plantas dessa familia, principalmente
aquelas pertencentes aos géneros nativos do
continente americano, sendo o género Virola
0 que mais tem contribuido. E, também, utili-
zada na medicina popular como emplasto para
alivio de irritacées causadas por fungos e no
tratamento de infeccoes da pele (Gottlieb &
Yoshida, 1984).

Algumas das espécies de Pestalotiopsis tém
chamado muita atencao por produzir metabo-
litos secundarios importantes, como o diterpe-
noide taxol, uma importante droga
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anticancerigena produzida por Pestalotiopsis
guepiniiisolado de Wollemia nobilis (Summerel
et al., 1998), assim como outras atividades, do
tipo fitotoxica, antifingica e antioxidante
(Strobel et al., 2002).

Estudos fitoquimico (Santos et al., 1996) e
farmacologico (Carvalho et al., 1999) tém de-
monstrado o potencial antiinflamatoério de ex-
tratos brutos e de substancias isoladas das fo-
lhas de V. michelii. Recentemente, extratos e
substancias isoladas das folhas de V. michelii
apresentaram potencial alelopatico significa-
tivo em relacao a plantas invasoras de pasta-
gens (Souza Filho et al., 2006; Santos et al.,
2007).

Este trabalho teve como objetivo caracteri-
zar o potencial inibitorio da biomassa e de subs-
tancias quimicas produzidas pelo fungo endofi-
tico Pestalotiopsis guepinii, isolado das folhas
de V. michelii, sobre a germinacao das semen-
tes e o desenvolvimento da radicula e do hipo-
cotilo de duas espécies de plantas daninhas.

MATERIAL E METODOS
Coleta e preparo do material botanico

As folhas jovens de Virola michelii foram
coletadas no Campo Experimental da Embrapa
Amazonia Oriental, localizado no municipio de
Belém, Estado do Para, sendo a identificacao
botanica realizada no Laboratorio de Botanica
da mesma instituicao, em cujo herbario en-
contra-se depositada uma exsicata sob o nu-
mero de registro 180621.

Esterilizacao do material vegetal e
isolamento dos endofiticos

O material botanico coletado foi processado
no laboratorio de produtos naturais da Univer-
sidade Federal do Para, dentro de quatro horas
apos a coleta. Foi lavado abundantemente com
agua corrente e detergente neutro, para reti-
rar o excesso de epifiticos. Em seguida, em ca-
mara asséptica, o material foi imerso em al-
cool 70% por um minuto, em hipoclorito de
sodio 3% por quatro minutos e novamente em
alcool 70% por 30 segundos. Finalmente, o
material foi lavado com agua destilada (Pereira,
1993).

Apos a assepsia, pequenos fragmentos fo-
ram plaqueados em meio de batata, dextrose
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e agar (BDA), com 0,2% de extrato de levedura
acrescido de terramicina (1 mg mL!), para
inibir o crescimento bacteriano no decorrer
do processo de isolamento dos fungos endofiti-
cos. As placas de Petri, contendo os fragmen-
tos, foram incubadas a 25 °C.

A partir do sétimo dia de incubacéo, peque-
nos fragmentos de BDA com hifas dos fungos
recém-desenvolvidos foram transferidos para
outras placas contendo meio BDA. Esse proce-
dimento foi repetido por periodo de sete dias.

Apos o isolamento dos endofitos, a purifica-
cao foi feita pela técnica de repiques sucessi-
vos. Os endofiticos isolados foram armazenados
em duplicata, conforme metodologia descrita
por Castellani (1939).

Dentre as 26 linhagens de endofiticos iso-
lados, foi escolhido, para cultivo em grande es-
cala, o fungo Pestalotiopsis guepinii para obten-
cao de sua biomassa e realizacao do estudo
com vista ao isolamento, identificacao de subs-
tancias quimicas e estudos de atividade herbi-
cida. O endofitico P.guepinii foi escolhido para
realizacao deste trabalho por excretar macros-
copicamente um exsudato — fato este nao ob-
servado nas demais linhagens isoladas.

Cultivo em cereal (arroz)

Em cada erlenmeyer de SO0 mL foram adi-
cionados 100 g do cereal (arroz), totalizando
40 erlenmayers; em seguida, adicionaram-se
30 mL de agua destilada. Esse meio foi auto-
clavado por 45 minutos a temperatura de
121 °C. Apoés atingir a temperatura ambiente
em camara asséptica, foram adicionados nos
erlenmeyers fragmentos do fungo desenvolvido
em BDA, posteriormente incubados a 25 °C,
por 30 dias.

Obtencao dos extratos

Apos o periodo de incubacao, foram acres-
centados aproximadamente 400 mL de meta-
nol por erlenmeyers, ficando o sistema em re-
pouso por cinco horas. O metanol, por ser
toxico, destroi os esporos, o que evita o risco
de contaminacao durante o manuseio da
amostra. O sistema foi filtrado com o auxilio
de fraldas de algodao e o extrato metanolico
obtido foi concentrado em evaporador rotativo,
fornecendo o extrato metanélico! (MeOH™).
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Apoés a filtracao, o cereal foi seco em estufa a
45 °C e, em seguida, submetido a extracao por
percolacao com hexano, acetato de etila e
metanol, fornecendo, respectivamente, os
extratos hexanico, acetato de etila (AcOEt) e
metanolico? (MeOH2). A obtencao dos extratos
€ descrita na Figura 1 e o fluxograma da
Figura 2 descreve o processo de isolamento das
duas substancias.

Isolamento das substancias ergosterol e
peroxido de ergosterol

As substancias ergosterol (1) e peroxido de
ergosterol (2) (Figura 3) foram isoladas a partir
de 9,0 g do extrato hexanico obtido da extracao
por percolacdo do meio sélido (arroz). Esse ex-
trato consistiu de duas fases: uma liquida e
uma solida. O solido foi separado por filtracao,
e os cristais resultantes foram analisados
através de técnicas uni e bidimensionais de
RMN 'H e '°C, o que levou a identificacdao do
esteroide ergosterol (1). A fase liquida (filtrado
hexanico) foi fracionada em coluna cromato-
grafica de silica-gel, com o sistema de eluentes
em gradiente crescente de polaridade com he-
xano e acetato de etila (AcOEt). Todas as fra-
coes originadas do fracionamento da fase liqui-
da do extrato hexanico foram submetidas a
analise por RMN 'H e ®C unidimensional. A
fracao hex/AcOEt 60%, por apresentar sinais
de hidrogénios aromaticos no espectro de
RMN 'H, foi trabalhada da seguinte maneira:
submeteu-se a fracao a analise por Cromato-
grafia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) no
modo gradiente, para obtencao de seu perfil
cromatografico; para esta analise cromato-
grafica, foi utilizada uma coluna (250 mm
x 4,60 mm) Synergi Fusion com fase estacio-
naria C18 da Phenomenex, fase moével com-
posta H,0: MeCN, variando B de 5 a 100% em
60 minutos, o tempo do gradiente, fluxo de
1 mL min' e detector de UV, usando para ana-
lise o comprimento de onda de 215 nm. A partir
da analise do cromatograma obtido, utilizou-
se um cartucho analitico seguido de um prepa-
rativo, obtendo-se duas fracoes e o peroxido de
ergosterol (2).

Bioensaios dos extratos

Os extratos hexanico, acetato de etila e
metanolico-2, obtidos a partir do processo de
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extracao por percolacao do arroz, assim como
o extrato metanolico-1, obtido do processo de
eliminacao do fungo Pestalotiopsis guepinii, fo-
ram submetidos aos bioensaios na concentra-
cao de 1% (m/v), para as espécies de plantas
daninhas Senna obtusifolia (mata-pasto) e
Mimosa pudica (malicia) — duas importantes
espécies de plantas daninhas que infestam as
areas de pastagens cultivadas da regiao ama-
zonica — utilizando, como testemunha, agua
destilada.

Bioensaio de germinaciao de sementes

Foi realizado em condicoes controladas de
25 °C de temperatura constante e fotoperiodo
de 12 horas. A germinacao foi monitorada em
periodo de cinco dias, com contagens diarias
e eliminacao das sementes germinadas. Con-
sideraram-se sementes germinadas aquelas
que apresentavam extensao radicular igual ou
superior a 2,0 mm. Para cada placa de Petri
de 9,0 cm de diametro, forrada com uma folha
de papel-filtro qualitativo, colocaram-se 10 se-
mentes.

Bioensaio de desenvolvimento da radicula
e do hipocétilo

Esses bioensaios também foram desenvol-
vidos em condicées controladas de 25 °C de
temperatura e fotoperiodo de 24 horas. Cada
placa de Petri de 9,0 cm de diametro, forrada
com uma folha de papel-filtro qualitativo, rece-
beu quatro sementes pré-germinadas. Ao final
de 10 dias de crescimento, foi medido o com-
primento da radicula e do hipocoétilo.

Em todos os bioensaios, cada placa de Petri
recebeu 3,0 mL do extrato (1% m/v). Apos
evaporacao do solvente, adicionou-se igual vo-
lume de agua destilada, mantendo-se, dessa
forma, a concentracao original. Os extratos fo-
ram adicionados apenas uma vez, quando do
inicio do bioensaio, sendo a partir de entao adi-
cionada apenas agua destilada, sempre que
se fazia necessario.

As sementes das plantas daninhas foram
coletadas em areas de pastagens cultivadas
no municipio de Castanhal, Estado do Para.
Elas passaram por um processo de limpeza e
expurgo e foram tratadas com vista a quebra
de dorméncia (Souza Filho et al., 1998).
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1 - Cultivo em arroz (30 dias)
2 - Adicao de MeOH
3 - Filtragéao

( Filtrado J

Concentragado em
evaporador rotativo

Extrato MeOH-1
157,3 g
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1 - Secagem em estufa a 45°C
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Extrato Hexanico

1 - Extragdo com AcOEt
2 - Filtragéo
3 - Concentragédo
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( Residuo-3 }

1 - Extragdo com MeOH
2 - Filtragédo
3 - Concentragao

Extrato AcOEt
34,3 ¢

( Residuo-4 J

Extrato MeOH-2
135,29

Figura I - Fluxograma de obtengdo dos extratos da biomassa produzida por P. guepinii.

Bioensaios das substancias isoladas

As substancias ergosterol (1) e peroxido de
ergosterol (2), isoladas do extrato hexanico ob-
tido do meio so6lido (arroz), apos serem
purificadas, foram submetidas aos bioensaios
nas concentracées de: ergosterol 20, 80 e
200 ppm e peroxido de ergosterol 200 ppm,
usando como solvente o cloroférmio e utilizan-
do como testemunha agua destilada, em

relacao as espécies invasoras de pastagens
Senna obtusifolia (mata-pasto) e Mimosa pudica
(malicia). O cloroformio € utilizado apenas co-
mo solvente; em seguida é evaporado, nao in-
terferindo nos testes.

Os bioensaios foram realizados a seme-
lhanca daqueles em que se avaliaram os efei-
tos dos extratos brutos, utilizando-se as mes-
mas temperaturas e fotoperiodo empregados
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Extrato Hexanico

90g¢g

Separacgao dos cristais por catagao

v

v

Cristais Extrato Hexanico
300,0 mg 8,59
RMN 'H d "*C CCVU e RMN 'H
(S1) Hex/AcOEt 60%
100,0 mg 700,0 mg
CLAE
SPE
Hex/AcOEt 60% em H,O:MeCN MeCN 100%
MeCN:H,0 1:1 1:1
v v v
F1 F2 F3
231,0 mg 75,0 mg 56,0 mg
RMN 'H e ®C
S2
56,0 mg

Figura 2 - Fluxograma do isolamento do ergosterol (1) e do peroxido de ergosterol (2).

tanto para a germinacao quanto para o desen-
volvimento da radicula e do hipocétilo. Para a
germinacao de sementes, a diferenca ficou por
conta do numero de sementes, que no presente
caso foi de 30 sementes por placa de Petri; para
o desenvolvimento das plantulas, foram em-
pregadas duas sementes pré-germinadas.

Na concentracao de 200 ppm, além dos
bioensaios com as substancias isoladas, foram
realizados bioensaios com as substancias em
mistura (em par): 200 ppm de cada substancia.
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Cada placa de Petri recebeu 3,0 mL da solucao
de 1 e 3,0 mL da solucao de 2. O ensaio foi
realizado no periodo de cinco dias e nas mes-
mas condicoes anteriormente descritas, visan-
do a inibicdo do desenvolvimento da radicula
e do hipocotilo.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Nos testes envolvendo a utilizacao de
extratos brutos, os efeitos inibitorios variaram
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Figura 3 - Estruturas do ergosterol (1) e do peroxido de
ergosterol (2) isolados da biomassa produzida por
Pestalotiopsis guepinii.

em funcao da polaridade do extrato, da espécie
receptora e do fator das plantas receptoras ana-
lisado. Os extratos MeOH ' e MeOH? apresen-
taram maior potencial inibitorio da germina-
cao e do desenvolvimento da radicula e do
hipocotilo das plantas daninhas malicia e ma-
ta-pasto. Para a espécie malicia, os extratos
MeOH' e MeOH* inibiram a germinacdo em
94 e 80%, respectivamente; e para a espécie
mata-pasto, em 100 e 67%, respectivamente.
No bioensaio de desenvolvimento da radicula,
os extratos MeOH! e MeOH=? apresentaram,
respectivamente, 49 e 48% de inibicao para a
espécie malicia e 51 e 58%, respectivamente,
para a espécie mata-pasto. Em relacio a inibi-
cao do desenvolvimento do hipocotilo, frente a
espécie malicia, os extratos MeOH! e MeOH*
apresentaram, respectivamente, 55 e 51% de
inibicao e, para a espécie mata-pasto, 48 e 43%.
Esses dados indicam que, das espécies recepto-
ras, no conjunto de resultados obtidos, a espé-
cie invasora malicia apresentou maior sensi-
bilidade aos efeitos inibitorios dos extratos.
Entretanto, na germinacao de sementes da es-
pécie mata-pasto, o extrato MeOH! apresen-
tou 100% de inibicao. Estudos por cromatografia
liquida de alta eficiéncia e analises por RMN
de 'H e de '°C dos extratos metanolicos indicam
tratar-se de misturas de antraquinonas, o que,
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de acordo com a literatura (Shimada et al.,
2003), justificaria a elevada atividade desses
extratos. As Tabelas 1 a 3 exibem os resultados
obtidos.

Tabela 1 - Efeitos potencialmente alelopaticos de extratos brutos
(1% m/v) obtidos a partir da biomassa do fungo endofitico
P. guepinii sobre a germinacdo de sementes de plantas
daninhas. Dados expressos em percentual de inibig¢do, em
relagdo ao tratamento testemunha, agua destilada

Planta receptora
Extrato testado -
Malicia Mata-pasto
Hexanico 34,0 Cb 66,0 Ba
AcOEt 14,0 Db 66,0 Ba
MeOH-1 94,0 Ab 100,0 Aa
MeOH-2 80,0 Ba 67,0 Bb

Médias seguidas de letras iguais, maitsculas na coluna e minusculas
na linha, ndo diferem pelo teste de Tukey (5%).

Tabela 2 - Efeitos potencialmente alelopaticos de extratos brutos
(1% m/v) obtidos a partir da biomassa do fungo endofitico
P. guepinii sobre o desenvolvimento da radicula de plantas
daninhas. Dados expressos em percentual de inibigdo, em

relacdo ao tratamento testemunha agua destilada

Planta receptora
Extrato testado -
Malicia Mata-pasto
Hexanico 18,0 Ca 7,0 Db
AcOEt 44,0 Ba 12,0 Cb
MeOH-1 49,0 Aa 51,0 Aa
MeOH-2 48,0 Aa 38,0 Bb

Médias seguidas de letras iguais, maitsculas na coluna e mintsculas
na linha, ndo diferem pelo teste de Tukey (5%).

Tabela 3 - Efeitos potencialmente alelopaticos de extratos brutos
(1% m/v) obtidos a partir da biomassa do fungo endofitico
P. guepinii sobre o desenvolvimento do hipocétilo de plantas
daninhas. Dados expressos em percentual de inibig¢do, em
relacdo ao tratamento testemunha agua destilada

Planta receptora
Extrato testado
Malicia Mata-pasto
Hexanico 35,0Ca 3,0Db
AcOEt 51,0Ba 24,0Cb
MeOH-1 55,0Aa 48,0Ab
MeOH-2 51,0Ba 43,0Bb

Médias seguidas de letras iguais, maiisculas na coluna e minusculas

na linha, ndo diferem pelo teste de Tukey (5%).
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Embora em menor magnitude, os extratos
apolares (hexanico) e de polaridade interme-
diaria (acetato de etila) também apresentaram
potencial para inibir os fatores das plantas
analisados, com destaque para os efeitos inibi-
torios promovidos sobre a germinacao de se-
mentes da espécie mata-pasto, com 66,0% de
inibicao efetivado pelos dois extratos (Tabela 1).
Quanto aos efeitos verificados sobre o desenvol-
vimento da radicula (Tabela 2) e do hipocétilo
(Tabela 3), o extrato bruto acetato de etila ten-
deu a promover inibicao de maior magnitude,
tanto para malicia como para mata-pasto.

Embora o extrato bruto hexanico tenha
apresentado potencial inibitorio inferior ao dos
extratos mais polares, ele apresentou-se mais
puro; a partir dele foram isolados o ergosterol
(1) e o peroxido de ergosterol (2) em quantidade
suficiente para a realizacao dos bioensaios.

Os bioensaios com o ergosterol (1) e com o
peroxido de ergosterol (2) isoladamente ou em
associacao, promoveram inibi¢cées que nao ul-
trapassaram 32,5%, bem abaixo dos efeitos pro-
movidos pelo extrato bruto hexanico, embora
aqui se deva considerar a concentracao das
substancias puras (na ordem de ppm) e a dos
extratos (na ordem de 1,0% m/v). A substancia
1, testada para a espécie malicia, indicou per-
centual de inibicdo de apenas 3 e 19% nas
concentracées de 20 e 80 ppm, respectivamen-
te, no teste de inibicao da germinacao
(Tabela 4). Em relacdo a espécie mata-pasto,
os efeitos estiveram bem proximos, com 3 e
16%, respectivamente para as duas concen-
tracoes. Nos estudos envolvendo o desenvolvi-
mento daradicula (Tabela 5) foram usadas so-
lucées nas concentracées de 20, 80 e 200 ppm,
levando a um percentual de inibicao de 5,8,
8,6 e 11,7% sobre a espécie maliciae de O, 1 e
32,5% sobre mata-pasto, respectivamente.

Os efeitos verificados sobre o desenvolvi-
mento do hipocétilo (Tabela 6) indicaram per-
centuais de inibicdo da ordem de 0, 1 e 3%
para a espécie malicia e de apenas 1, 1 e 1%
para mata-pasto, respectivamente para as
mesmas concentracoes (20, 80 e 200 ppm).

A substancia 2, por ser isolada em menor
quantidade, foi testada somente na concentra-
cao de 200 ppm. Visando a inibicao da germina-
cao das sementes e o desenvolvimento da radi-
cula e do hipocotilo da espécie malicia, os
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Tabela 4 - Efeitos do ergosterol (1) sobre a germinacdo de
sementes de duas plantas daninhas. Dados expressos em
percentual de inibigdo, em relagdo ao tratamento testemunha

agua destilada
Concentracdo Planta daninha
(ppm) Malicia Mata-pasto
20 3,0 Ba 3,0 Ba
80 19,0 Aa 16,0 Ab

Médias seguidas de letras iguais, maitsculas na coluna e mintsculas
na linha, ndo diferem pelo teste de Tukey (5%).

Tabela 5 - Efeitos do ergosterol (1) sobre o desenvolvimento
da radicula de duas plantas daninhas. Dados expressos em
percentual de inibi¢cdo, em relagdo ao tratamento testemunha

agua destilada
Concentragdo Planta daninha
(ppm) Malicia Mata-pasto
20 5,8 Ba 0,0 Bb
80 8,6 Aa 1,0 Ba
200 11,7 Ab 32,5 Aa

Médias seguidas de letras iguais, maiisculas na coluna e minusculas
na linha, ndo diferem pelo teste de Tukey (5%).

Tabela 6 - Efeitos do ergosterol (1) sobre o desenvolvimento
do hipocotilo de duas plantas daninhas. Dados expressos
em percentual de inibi¢do, em relagdo ao tratamento
testemunha agua destilada

Concentragdo Planta daninha
(ppm) Malicia Mata-pasto
20 1,0 1,0
80 3,0 1,0
200 1,0 1,0

Médias seguidas de letras iguais, maitsculas na coluna e mintsculas
na linha, ndo diferem pelo teste de Tukey (5%).

potenciais obtidos foram de 4, 11,7 e 3%, res-
pectivamente; para a espécie mata-pasto, os
percentuais de inibicdo foram de 14, 1 e 1%,
parainibicao da germinacao e desenvolvimen-
to daradicula e do hipocotilo, respectivamente.

Apesar dos baixos percentuais inibitorios
apresentados pelas substancias 1 e 2, quando
testadas isoladamente, nos bioensaios em
mistura 1:1 das substancias (na concentracao
de 200 ppm de cada substancia), para a espécie
malicia, houve inibicao do desenvolvimento da
radicula da ordem de 22% e do hipocotilo de
13% (Tabelas 7 e 8). Ja para a espécie mata-
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Tabela 7 - Efeitos do ergosterol (1) (200 ppm), peroxido de
ergosterol (2) (200 ppm) e mistura de 1 (200 ppm) + 2
(200 ppm) sobre o desenvolvimento da radicula de duas
plantas daninhas. Dados expressos em percentual de
inibi¢do, em relagdo ao tratamento testemunha agua
destilada

N Planta daninha
Substancia -
Malicia Mata-pasto
Ergosterol 11,7Bb 32,5Aa
Peroxido de Ergosterol 11,7Ba 1,0Cb
Ergosterol + Peroxido 22,0Ab 27,5Ba

Médias seguidas de letras iguais, maitsculas na coluna e minusculas
na linha, ndo diferem pelo teste de Tukey (5%).

Tabela 8 - Efeitos do ergosterol (1) (200 ppm), peroxido de
ergosterol (2) (200 ppm) e mistura de 1 (200 ppm) + 2
(200 ppm) sobre o desenvolvimento do hipocotilo de duas
plantas daninhas. Dados expressos em percentual de
inibi¢do, em relagdo ao tratamento testemunha agua
destilada

.. Planta daninha
Substancia -
Malicia Mata-pasto
Ergosterol 10,0 Ba 1,0 Ba
Peroxido de Ergosterol 3,0 Ca 1,0 Ba
Ergosterol + Peroxido 13,0 Aa 10,0 Ab

Médias seguidas de letras iguais, maitsculas na coluna e minusculas
na linha, ndo diferem pelo teste de Tukey (5%).

pasto o percentual de inibicao da mistura para
o desenvolvimento da radicula foi de 27,5% e
do hipocotilo de 10%. Esses resultados, quando
comparados aos efeitos promovidos pelas subs-
tancias isoladamente, apontam tendéncia de
aumento na atividade inibitoria, sendo em al-
guns casos (efeitos sobre o desenvolvimento
daradicula da espécie malicia) de quase 100%.
Entretanto, em valores absolutos, a atividade
das duas substancias em associacao nao ultra-
passou o valor de 27,5% de inibicao, o que limi-
ta essa possibilidade.

Efeitos semelhantes aos do presente traba-
Iho sao encontrados na literatura (Vokou et al.,
2003; Einhellig, 1995; Weidenhamer et al.,
1994), nos quais as substancias quimicas,
quando em combinacdo aos pares, tendem a
evidenciar maior potencial inibitorio do que
quando testadas isoladamente. Muitos autores
atribuem esses efeitos a existéncia de siner-
gismo entre as substancias testadas aos pares;
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entretanto, para os resultados deste trabalho,
o termo “acao aditiva” € mais apropriado, pois
a concentracao, no caso das substancias anali-
sadas em combinacao (em par), dobra em rela-
cao aquela de cada substancia isoladamente.

A atividade biologica de um dado aleloqui-
mico depende tanto da concentracdao como do
limite de resposta da espécie afetada. O limite
de inibicdo para uma substancia nao é cons-
tante, porém esta intimamente relacionado a
sensibilidade da espécie receptora, aos proces-
sos da planta e as condicoes ambientais. No
presente trabalho, o fator concentracao foi deci-
sivo para a magnitude das inibicoes obtidas,
com excecao dos efeitos observados sobre o de-
senvolvimento do hipocétilo. No mesmo senti-
do, as plantas daninhas utilizadas com o recep-
toras apresentaram diferentes sensibilidades
aos dois semioquimicos testados, sendo, no
geral, a espécie malicia mais sensivel aos efei-
tos.

As duas substancias isoladas do fungo
Pestalotiopsis guepinii foram obtidas a partir do
extrato bruto hexanico. Entretanto, ao compa-
rar os efeitos inibitorios efetivados pelo extrato
bruto sobre a germinacao de sementes
(Tabela 1) e sobre o desenvolvimento da
radicula (Tabela 2) e do hipocoétilo (Tabela 3),
observa-se que a intensidade dos efeitos do ex-
trato bruto foi maior que a daqueles promovi-
dos pelas duas substancias isoladamente ou
ao par, indicando que muito provavelmente
outros metabolitos estejam associados aos
efeitos dos extratos brutos que nao as duas
substancias isoladas e identificadas. Dessa
forma, é de se esperar que outros metabolitos
mais efetivos em relacdo a inibicao da germi-
nacao de sementes e do desenvolvimento da
radicula e do hipocoétilo possam estar presentes
no extrato bruto hexanico, os quais devem ex-
plicar melhor a magnitude dos efeitos promovi-
dos pelo extrato bruto.
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