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O plano do presente trabalho foi baseado na observagio feita
durante o estudo da acfio do extrato de rizoma de Cyperus rotundus
“ L. (“tiririca”) na germinaco e crescimento de algumas plantas su-
periores. Verificou-se, inicialmente, que sementes germinadas em
placas de Petri contendo extrato de rizoma apresentavam baixo indi-
ce de contaminagdo por fungos (Meguro, I — no prelo). Cromato-
grafado o extrato, foi identificada uma faixa com forte absor¢io na
‘Ultra violeta e que provocava apreciavel inibi¢do no crescimento de
raizes e pélos absorventes de plantas superiores (Meguro, II — no
prelo), assim como de fungos. Procuramos, entdo, estudar com
‘maiores detalhes, o comportamento de alguns fungos em face aos
tratamentos com diferentes concentragdes de extrato bruto e croma-
tografado.

MATERIAIS E METODOS

1 — Os métodos de extragdo e purificacdo foram os mesmos em-
pregados no trabalho anterior (Meguro, II — no prelo) e po-
dem ser resumidos nos seguintes itens:

a — Extracdo a frio (= 39C) em éter recém-distilado de
rizoma previamente congelado e macerado. Proporgio:
100g de rizoma /200 ml de éter.

* Bolsista-estudante da Fundagio de Amparo 4 Pesquisa do Estado de Sio Paulo

no periodo agdsto de 1964 — dezembro de 1965, durante o qual estagiou no
Departamento de Boténica.
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b —
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Concentragdo do extrato bruto obtido & baixa pressdo
e A temperatura nunca superior a 37°C. Volume final obti-
do: 1/20 do inicial.

Purificagio por cromatografia ascendente em papel What-
mann n® 1, previamente lavado em solvente utilizado —
Isopropanol: Amoénia: 4gua:: 8: 1: 1.

2 — Identificagdo da faixa ativa no cromatograma: —

a.__.

b —

Por meio de lampada de luz ultra violeta (Mineral li-
ght — AVS — 11, 115V, 60 cycles — 0,12 A).
Confirmacdo por método bioldgico, inoculando-se fungo
sObre cromatograma dividido em 10 secdes, cobertas com
meio de cultura (Sabouraud-prova) e mantidas em
meio estéril.

3 — O método de aplicagio do extrato bruto e cromatografado em

diversos fungos serd descrito no decorrer do trabalho.

4 — A avaliacio do efeito de aplicagdo do extrato foi feita de 2

maneiras:

a — medida do didmetro da col6nia desenvolvida sObre meio

de cultura com auxilio de uma lupa provida de ocular
milimetrada.

Os resultados foram expressos em porcentagem de inibi-
¢do do crescimento do fungo tratado em relagdo ao nfo
tratado.

determinagdo do péso séco do micélio cultivado em meio
liquido contendo ou nd@o extrato do rizoma. Os resul-
tados foram igualmente expressos em porcentagem de
inibicdo do tratado em relagdo ao ndo tratado.

5 — Fungos submetidos ao tratamentc:
a — Aspergillus niger van Tiegh: — um dos fungos mais fre-

qlientes no laboratério como contaminante de sementes
em germinagdo, culturas de tecidos vegetais, etc. Além
disso, parece ser um dos fungos mais freqiientes nos
diversos tipos de solos (Agnihotri, 1963).

Cylindrosporium sp — isolado do tomateiro var. St?
Cruz cultivado em solugdo nutritiva deficiente em potés-
sio e que apresentou sintomas de doenca de murcha. .

¢ — Botrytis cinerea Pers.
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d — Colletotrichum chardonianum Nolla.
e — Cylindrocladium scoparium Mofgan.
f — Diplodia natalensis P. Evans.

g — Fusarium orthoceras App. et Wr.

h — Fusicoccum amygdali Del.

i — Pestalotia sp.

j — Phytophthora capsici Leon.

Il — Rhizoctonia solani Kiihn.
m — Rosellinia sp.

n — Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) De Bary.
o — Sclerotium rolfsii Sacc.

As caracteristicas bio-patoldgicas dos fungos utili-
zados podem ser encontradas em diversas publicacoes,
entre as quais: Alexopoulos — 1962, Giumam — 1950,
Heald — 1926, Lilly — 1951, Stakman and Harrar —
1957, Walker — 1950.

Todos os fungos, menos os dois primeiros, foram forne-
cidos gentilmente pelo Instituto Bioldgico de Sdo Paulo.

6 — Meios de cultura para fungos:
a — Sabouraud-prova foi o mais freqiientemente utilizado.
b — Agar-batata, meio favordvel & maioria dos fungos
citados, mesmo aos de crescimento reduzido em Saboura-
ud-prova.
¢ — Agar-batata acrescido de vitaminas como tiamina e ri-

boflavina para fungos Colletotrichum chardonianum, Di-
plodia natalensis, Sclerotinia sclerotiorum.

d — Meio liquido utilizado em algumas experiéncias: mal-
tose 2% .

RESULTADOS EXPERIMENTAIS

| — Verificacdo do efeito do extrato bruto:

a — Para cada fungo testado foram tomados 12 tubos de en-
saio, 6 dos quais contendo 10 ml de meio de cultura Sa-
bouraud-prova e 6 restantes com igual quantidade de
agar-batata, preéviamente esterizados em autoclave.

b — Cada conjunto de 6 tubos foi dividido em 3 grupos de
2: o primeiro grupo foi tomado como testemhunha; o
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segundo grupo recebeu 0,1 ml de éter puro- (testemunha
para o solvente); o terceiro recebeu 0,1 ml de extrato de
rizoma bruto.

¢ — Apds perfeita evaporacdo do solvente éter, o fungo foi
inoculado e cada conjunto mantido em condigdes nor-
mais de laboratdrio.

d — As observagdes foram feitas apds 3,5 e 7 dias e base-
aram-se no desenvolvimento relativo do micélio na su-
perficie do meio de cultura, atraso ou nfo no processo
de esporulagdo. densidade da mesma, etc. Tddas essas
observacoes estdo concatenadas na tabela n®1. O tra-
tamento com o extrato inibe, de modo geral, o desen-
volvimento de todos os fungos e atrasa sensivelmente o
processo de esporulagdo em alguns. Por outro lado, a in-
tensidade do efeito inibidor varia de fungo para o fungo
assim como do meio de cultura utilizado.

2 — Verificagdo do efeito do extrato cromatografado: identificacdo
da faixa ativa usando o fungo Aspergillus niger.
a — 10 placas de Petri contendo cada uma 2 laminas de vidro

foram esterilizadas.

b — 2 cromatogramas foram preparados: o 1° com aplica¢io
do extrato de cm em cm, em pontos de 10 ul cada; o 29
com aplicagdo de igual quantidade de éter (controle).
Cada cromatograma foi dividido em 10 secdes paralelas
a base.

¢ — Cada secdo do cromatograma com extrato foi colocada
sObre uma das laminas contidas na placa. A 29 ldmina
de cada uma das placas recebeu a faixa correspondente
do cromatograma controle. Em seguida, tddas as secoes
foram cobertas com 0,6 ml de meio Sabouraud-prova

fundido.

d — Sollidificado o meio, o fungo foi inoculado no centro
da preparacdo. As placas foram mantidas em estufa a
23°C = 0,5.

e — As medidas de didmetro das col6nias foram efetuadas

apés 72 h. A tabela n® 2 mostra que a maior inibicdo
ocorreu na faixa 9 seguida de 8, diminuindo na 7. O
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- exame do cromatograma & luz ultra — violeta confirmou
a maior concentra¢do da substincia ativa nas faixas 9 e

8 e uma ligeira cauda na 7.

TABELA N° 1
meio de Desenvolvimento relat. Observagdes no tra-
Fungo " cultura Contr. Cteter Ext. Cy tado — 3, 5, 7 dias
Aspergillus (s) 4+ ++++ ++ Esporulagido retarda-
niger (a)  +++ ++ + da mas muis densa.
Botrytis (s) ++ ++ - Esporulagao retar-
cinerea (a) +++ ++ * dada.
Colletotrichum (;) +++ +++ ++ Espﬁulaqéo retar-
chardonianum (a) +++ +4++ ++ dada.
Cylindrocladium (s)y ++ @ ++ +
scoparium (a) +++ +++ +=*
Cylindrosporium sp. (s)  ++++  ++++ T4+  Hifas curtas e com-
(a) ++ ++ + pactas.
Diplodia (s) ++ O+
natalensis (a) ++++ ++++ ++
Fusarium (s) A+ * Hifas ralas.
orthoceras (a) ++++ ++++ ++
Fusicoccum (s) + + - maior tempo de in-
amygdali (a) +* + - cubagio necessério.
Pestalotia sp. (s) +4++ +++ ++ Hifas menos densas
(a) 44+ ++++ ++ e esporulacio retard.
Phytophthora (s) ++ += + micélio baixo e ge-
capsici (a) +++ +++ + latinoso. Alto no
contr.
Rhizoctonia T (s) A+ -
solani (a) ++++ ++++ +
Rosellinia sp. (s) ++ ++ + Micélio rarefeito e
(a) + + B colénia + achatada.
Sclerotinia (s) ++ ++ - maior tempo de in-
sclerotiorum (a) ++ ++ - cubagio mecessdrio.
Sclerotium (s) +++ +++ +* Hifas + curtas e
rolfsii (a) ++++ ++++ ++ formagio do escle-
rotio retardada.
Convengdes: ++++ desenvolv. muito grande. + desenvolv. reduzido.
+++  desenvolv. grande. * desenvolv. insignificante.
++ desenvolv. moderado. — desenvolv. nulo.
(s) = Sabouraud-prova. (a) = Agar-batata.
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TABELA N° 2

N° das diimetro da colonia em mm

faixas Controle Extrato 20 ul % de inibi¢io
1 8,0 8,0 —
2 8,0 8,0 —
3 8,0 8,0 —
4 9,0 8,0 11,1
5 8,0 8,0 —
6 6,5 6,5 —
7 8,0 6,5 18,7
8 8,0 6,0 25,0
9 6,5 4,5 30,7

10 7,0 7,0 —

3 — Efeito do extrato cromatografado no desenvolvimento de diver-
sos fungos.

a — Apds a identificagdo da faixa ativa pela exposicdo do
cromatograma a luz U.V., a mesma era dividida em
secdes de cérca de 2 x 5 cm, contendo 10, 20 e 30 ul de
extrato. Tais se¢des foram preparadas da mesma maneira
que na experiéncia do item anterior, tendo sido coloca-
das em placas de Petri esterilizadas ao lado de respectivas
secoes do cromatograma controle e cobertas com 0,6 ml
de meio de cultura fundido.

b — Inoculado o fungo, o conjunto era mantido numa estufa

4 temperatura de 23°C = 0,5 e observacdes efetuadas
apbs 42 horas em periodos determinados. Em alguns fun-
gos de desenvolvimento mais lento, os periodos de obser-
vagdo foram prolongados.

A tabela n® 3 representa os resultados de uma das experiéncias
feitas com Aspergillus niger, com 10 repeti¢des (para cada concen-

tragdo). O

mesmo critério foi adotado para todos os fungos estuda=

dos, obtendo-se, dessa maneira, cérca de 120 tabelas semelhantes das
quais serdo apresentados apenas os resultados em térmos de porcen-
tagem de inibicdo, dos mais representativos (Tabelas n® 4, 5 ¢ 6).
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TABELA N° 3
N° de didmetro da col6nia em mm
placas Controle Tratado 20 ul % de inibigao
1 14,0 9,0 35,7
2 12,0 9,0 25,0
3 12,0 9,0 25,0
4 14,0 9,0 35,7
5 15,0 9,0 40,0
6 14,0 9,0 357
7 13,0 9,0 40,0
8 15,0 9,0 40,0
9 15,0 9,0 40,0
10 14,0 9,0 35,7
Médias 14,0 + 0,3 90 = 0,0 353 + 138
TABELA N° 4
% de inibicao
Fungo (42-48 h) 10 ul 20 ul 30 ul
Aspergillus niger (s) 25,3+1,8 35,3+1,8 44,2+1,2
Botrytis cinerea (s) 35,3+1,9 32,6+4,6 59,4+24
Colletotrichum chardonianum (a*) + + +
Cylindrocladiumm  scoparium (a) 42,7+1,7 75,6+0,2 87,7+6,1
Cylindrosporiur: sp. (s) 36,0+2,6 45,6+1,3 42,8+19
Diplodia natalensis (a*) 413+48 54,2+4,1 63,6+3,0
Fusarium orthoceras (s) — 46,4+53 56,5+5,6
Fusicoccusm amygdali (a*) + + +
Pestalotia sp. (s) 40,941 —_ 64,7425
Phytophthora capsici (s) 69,0+2,8 100,0+0,0 100,0+0,0
Rhizoctonia solani (s) 38,9+5,1 50,6+3,2 64,6+1,7
Rosellinia sp. (s) 55,8 80,9 82,9
Sclerotinia sclerotiorum (a) 100,0+0,0 100,0+0,0 100,0+0,0
Sclerotium rolfsii (a*) 49,7+10,1 49,0+5,2 98,3+1,7
(s) = sabouraud-prova como meio de cultura.
(a) = agar-batata.
(a*) = agar-batata 4 tiamina e riboflavina.

O desenvolvimento lento dos micélios dos fungos Colletotrichum
e Fusicoccum nao permitiu a realizacdo da medida nos mesmos no pe-
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riodo de 42-48 horas. Rosellinia por sua vez, apresentou um cresci-
mento muito irregular e desvios da média muito altos o que compro-
mete a apreciacdo quantitativa das medidas.

Na tabela n® 5 estdo expostos os resultados das medidas efe-
tuadas no perfodo 66-72 horas.

O periodo de observagdo dos fungos Colletotrichum, Rosellinia
e Sclerotium foi prolongado até 93-96 horas (Tabela n® 6) . Fusicoc-
cum foi abandonado para fins de medidas quantitativas uma vez que
apresentava crescimento extremamente irregular. Qualitativamente,
no entanto, foi possivel verificar o efeito inibidor do extrato no cres-
cimento désse fungo.

TABELA N° 5

% de inibigio

Fungo (66-72 h) 10 ul 20 ul 30 ul
Aspergillus niger —_ —_ —
Botrytis cinerea 454429 50,2+2,2 64,7+2,8
Colletotrichum chardonianum 65,3+9,7 100,0+0,0 100,0+0,0
Cylindrocladium scoparium 25,8+1,7 74,1413 88,4+5,6
Cylindrosporium sp. 42,84+2,2 50,7%+1,5 53,5+1,2
Diplodia natalensis 22,242,0 36,8+3,8 51,6+3,7
Fusarium orthoceras — 43,343,6 50,0+2,3
Fusicoccum amygdali + + +
Pestalotia sp. — — 68,8+1,9
Phytophthora capsici 62,0+2,4 93,8+2,6 100,0+0,0
Rhizoctonia solani 32,9427 50,4+1,6 63,8+1,6
Rosellinia sp. + + +
Sclerotinia sclerotiorum 99,8+0,2 100,0+0,0 100,0+0,0
Sclerotium rolfsii — — —_—
TABELA N° 6

% de inibi¢io

Fungo (93-96 h) 10 ul 20 ul 30 ul
Colletotrichum chardonianum 19,1+27 90,3+6,9 100,0+0,0
Rosellinia sp. 64,794 81,1+9.8 94,8+5,1

Sclerotium rolfsii 10,5+2,4 43,4+7,1 89,7+6,7
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Afim de se obter uma visdo global do comportamento dos di-
versos fungos em fungdo dos tratamentos assim como do efeito do
extrato no decorrer do tempo, os dados dag tabelas 4, 5 e 6 foram
transportados para a figura n® 1.

- Pode-se verificar, em primeiro lugar, que o grau de inibicdo
varia com a espécie do fungo tratado. Entre as mais sensiveis estdo:
Sclerotinia sclerotiorum apresentando 100,0% de inibicgo a partir de
10 ul do extrato cromatografado. Phytophthora capsici e Colletotri-
chum chardonianum com praticamente 100,0% de inibigdo a partir
de 20 ul; Cylindrocladium scoparium, Rosellinia sp. e Sclerotium
rolfsii. Entre as menos sensiveis podem ser citadas Aspergillus niger
e Cylindrosporium sp. A inibigdo, mesmo nas duas dltimas, atingiu
valores superiores a 40% nas concentracGes mais altas de extrato.

O efeito inibidor varia com a concentra¢ao do extrato utilizado.
De modo geral, a porcentagem de inibicdo foi tanto maior quanto
maior a concentragdo. Em alguns fungos como Aspergillus niger,
Diplodia ratalensis e Rhizoctonia solani verificou-se uma proporcio-
nalidade perfeitamente linear.

O efeito inibidor pode variar ou ndo segundo o tempo de trata-
mento. Em determinados fungos como Botrytis cinerea, Cylindros-
porium sp. e Rosellinia sp., a porcentagem de inibicdo aumentou
com o decorrer do tempo (de 42-48h a 66-72h ou até 93-96h). Em
Colletotrichum chardonianum, Phytophthora capsici, Rhizoctonia so-
lani e Sclerotinia sclerotiorum, a porcentagem de inibicdo manteve-se
quase que constante, ao passo que em outros, como Diplodia nata-
lensis, Fusarium orthoceras e Sclerotium rolfsii houve reducio do
efeito. A concentracdo de 10 ul, o efeito do extrato tende a decres-
cer com o tempo. O fato de que a porcentagem de inibicio aumenta
ou se mantem mais ou menos constante mostra que a substincia inibi-
dora ndo degrada no decorrer do tempo. Por outro lado, a diminui-
¢do em alguns casos e principalmente nas baixas concentra¢des do
inibidor, pode ser explicada pela capacidade de adaptagdo do fungo
ao tratamento, contrabalancando de alguma maneira o efeito, talvez
causando uma degradagdo bioldgica da substéncia.
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4 — Determinagdo do péso séco do micélio cultivado em meio li-
quido contendo ou ndo extrato de Cyperus. Trés tipos de ex-
tratos foram utilizados: extrato bruto, extrato contido na faixa
ativa do cromatograma e extrato cromatografado e eluido.

‘a —

20 erlenmeyers de capacidade igual a 25 ml foram este-
rilizados. Em 10 colocamos cérca de 0,1 ml de extrato
bruto € nos 10 restantes, 10 ml de éter puro. Apds eva-
porado o solvente, foram colocados 20 ml de solugio
2% de maltose. Nésse meio foram inoculadas pequenas
colonias de A. niger préviamente desenvolvidas (24 h)
em placas de Petri contendo o mesmo meio. Todos os
frascos foram mantidos em condicGe sambientes. Apds
3 semanas, os micélios foram filtrados em discos de pa-
pel de filtro préviamente sécos e de pésos determinados.
O conjunto foi colocado numa estufa a 70-80 °C duran-
te 24 horas e péso séco determinado. (péso séco do con-
junto — o péso inicial do papel). Os resultados estdo
expostos na tabela n® 7,

Se¢des de cromatograma contendo cérca de 50 ul de ex-
trato cada foram colocadas em 7 erlenmeyers de 125 ml
esterilizados. Em outros 7 foram colocadas segdes cor-
respondentes de cromatograma corrido em branco (con-
trole) . 100 ml de maltose 2% foram distribuidos em ca-
da um dos frascos e pequenas colonias de 4. niger ino-
culadas. Apds 3 semanas, os pésos sécos foram determi-
nados (Tabela n® 8).

Cérca de 50 ul de extrato eluido da faixa ativa do croma-
tograma foram distribuidos em 10 erlenmeyers de 25 ml
esterilizados. Evaporado o solvente éter, foram adicio-
nados 20 ml de maltose 2% . Nos erlenmeyers controles
foram colocados igual quantidade de éter utilizado na
lavagem da faixa correspondente a ativa do cromatogra-
ma corrido em branco. Inoculado A. niger nésses fras-
cos, foram determinados os pésos sécos dos micélios apds
8 dias (Tabela 9).
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A analise dos resultados apresentados nas tabelas mostram haver,
também, uma reducdo no péso séco dos micélios de fungo tratado
com o extrato. Embora sendo um método interessante de avaliagdo
do efeito do extrato, nfo persistimos nésse tipo de experiéncia em
virtude da grande variabilidade do desenvolvimento apresentado pe-
los fungos no meio liquido. A avaliacdo do efeito inibidor pelo méto-
do da medida dos didmetros das colOnias apresentou-se mais rapida,
simples e com resultados mais homogéneos.

TABELA N° 7
N° de péso séco do micélio em mg
frascos Controle Tratado % de inibigao
1 o 9,0 4,5 50,0
2 9,5 5,5 42,1
3 11,0 6,5 40,9
4 11,5 9,5 17,4
5 11,5 10,0 13,0
6 12,5 10,5 16,0
7 14,0 10,5 25,0
8 15,5 11,0 . 29,0
9 16,5 12,0 27,3
10 17,0 12,3 26,5
Médias 12,8 = 0,9 9,2 &= 1,1 28,7 + 38

Tratamento: 0,1 ml de extrato bruto em 20 ml maltose 2%.

TABELA N° 8

N° de péso séco do micélio em mg
frascos Controle Tratado % de inibigao
1 66,5 475 271
2 70,5 50,5 28,4
3 87,5 58,0 33,7
4 91,0 68,0 25,3
5 93,0 79,5 14,5
6 97,0 80,0 17,
7 104,5 90,0 13,9
Médias 87,1 = 5,2 67,6 %+ 6,1 229 =29

Tratamento: 50 ul de extrato cromatografado e ndo eluido em 100 ml de mal-
tose 2%.
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TABELA N° 9

N° de péso séco do mieélio em mg
frascos Controle Tratado % de inibi¢do
1 20,5 16,5 19,5
2 21,0 17,0 19,0
3 21,5 17,0 20,9
4 22,5 17,5 22,2
5 23,0 19,0 174
6 23,0 19,0 17,4
7 24,0 21,5 10,4
8 27,0 25,0 7,4
9 34,5 28,0 18,8
10 — —
Médias 241 = 1,4 20,1 =13 17,0 = 1,6

Tratamento: 50 ul de extrato eluido da faixa ativa do cromatograma em 20 ml de
maltose 2%.

DISCUSSAO e CONCLUSOES

A substancia inibidora de crescimento presente no extrato de ri-
zoma de Cyperus rotundus pode interferir em maior ou menor escala
no desenvolvimento de diversos fungos patogénicos. Segundo os re-
sultados experimentais, os principais efeitos de aplicacdo do inibidor
sdo: retardamento nos processos de germinagdo e crescimento inicial
das hifas; retardamento da esporulagdo, uma provavel conseqiiéncia
do efeito anterior; menor desenvolvimento total do micélio verificado
tanto pela medida dos didmetros das col6nias como pela determina-
¢do do péso stéco em relacdo ao controle; inibicdo total de desenvol-
vimento nas espécies mais sensiveis.

Embora o mecanismo de acdo do inibidor nio tenha sido inves-
tigado no presente trabalho, devemos discutir alguns dos aspectos re-
lativos a importancia de compostos dessa natureza nos vegetais, con-
tra infeccdes de fungos, bactérias e virus, assim como no desenvol-
vimento da microflora do solo. Na Patologia, a presen¢a de com-
postos, principalmente fendlicos, seus derivados e taninos, é freqiien-
temente associada a resisténcia e a imunidade nas plantas, embora se-
ja um fato dificil de ser demonstrado (Smith, I — 1960) . Podem ser
citadas, como exemplos, as variedades resitentes de batatinha contra
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Phytophtora infestans, cujas folhas possuem substincias com ativida-
de fungicida e variedades de macas resistentes & Sclerotinia fructigena.
Os compostos fendlicos identificados com maior freqiiéncia sdo o 4cido
clorogénico e seus isdmeros, entre os quais o dcido isoclorogénico.
Byrde e colaboradores (1960) verificaram que acido clorogénico, d-
catequina e l-catequina eram mais ativos quando auto-oxidados. Schaal
e Johnson (cit. in Rice, 1965) relacionaram a atividade inibidora dos
compostos fendlicos oxidados a quantidade de quinonas resultantes
dessa oxidacdo.

Por outro lado, plantas ndo vasculares como liquens podem cons-
tituir fontes de materiais antibidticos, inibidores de fungos e de plan-
tas superiores. Miller e colaboradores (1965) isolaram do liquem
Umbilicaria papulosa, dois inibidores: um na fragdo aquosa do ex-
trato ativo no crescimento de raizes de plantulas de Cucumis
(Cucumber test) e outro na fragdo em éter ativo no crescimento de
vérios fungos. Entre os fungos submetidos ao tratamento por Miller
estdo: Botrytis cinerea, Diplodia natalensis e Scerotinia sclerotiorum,
respectivamente com 100,0%, 52% e 100,0% de inibi¢do no cres-
cimento do didmetro das col6nias em relagdo ao contrdle, a 20°C,
no perfodo de uma semana. Essas espécies foram as mesmas que se
mostraram bastante sensiveis ao extrato de Cyperus. Miller e cola-
boradores compararam, ainda, o efeito fungicida dos extratos de li-
quem com o de sulfato de cobre, confirmando a grande poténcia da
fracdo contida em éter. Nessa fracdo foram identificados cristais de
etil-orcelato e orcinol, comumente encontrados como produtos de
degradagdo de dépsides (ésteres de oxidcidos aromdticos entre si,
em que a carboxila de uma molécula esterifica com a oxidrila fend-

ica da outra), componentes bdsicos dos liquens (Fieser y Fieser,
1948; Shibata, 1958) .

A substincia inibidora presente no extrato de Cyperus parece
ser um derivado de indol e ndo 4cido clorogénico ou seus congéne-
res, como mostraram os resultados de anélises espectrofotométricas,
Rf nos cromatogramas e reagdes quimicas. Apresenta ainda, certa
interacdo com 4cido 3-indolil acético no crescimento de raizes de
Orysa, antagonizando o efeito da auxina nas concentra¢Ges muito
altas (Meguro, II — no prelo) . Este fato lembra o efeito de certos
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inibidores como Hidrazida maleica, 2, 3, 5-tri-iodo benzdico, indo),
cumarina, derivados ftalamicos e acidos dicarboxilicos, etc., que
apresentam atividade sinergistica no limite de determinadas concen-
tracoes .

Embora estejam em uso numerosos fungicidas potentes, muitos
dos quais sais de metais pesados altamente téxicos, as investigacdes
em tébrno de compostos naturais como possiveis fungicidas, sistémi-
cos ou nio, oferecem interesse tedrico e pratico. O grau de ativida-
de, facilidade na absorgdo, translocagdo, a relativa estabilidade, o
grau de fitotoxidez e toxidez contra animais sdo alguns dos pontos
importantes na pesquiza de inibidores, assim como a elucidagdo do
mecanismo de acdo dos mesmos. No caso particular de Cyperus, a
presenca de um composto com atividade fungicida e, conseqliente-
mente, uma possivel resisténcia contra infecgdes, niao oferece, a pri-
meira vista, interesse pratico por se tratar de uma planta daninha.
Pode, no entanto, constituir fonte ou ponto de partida para a elabo-
racdo de compostos similares para fins fungicidas. O inibidor pre-
sente no extrato de Cyperus apresenta considerdvel fitotoxidez, prin-
cipalmente s6bre plantas jovens (Meguro, I e II — no prelo), o
que ndo impede o seu uso como protetor externo, por exemplo, de
produtos armazenados. Consideragdes de ordem prética devem ser
limitadas no presente trabalho, uma vez que os resultados obtidos
ndo permitem entrar no mérito da questdo, mas apenas indicam cer-
tas possibilidades.

Por outro lado, deve ser lembrada a influéncia da substincia
inibidora da planta na composi¢io da microflora do solo: patdgenos
causadores de doencas dos sistemas radiculares, microorganismos de
importancia nos diversos processos biolégicos que tém lugar na ri-
zosfera, etc. Estudos dessa natureza j& foram efetuados por Rice
(1965) em térno de 20 espécies de plantas de certa importincia na
sucessdo de campos abandonados de Oklahoma. Demonstrou Rice
que cérca de 16 espécies apresentavam substincias capazes de re-
tardar a atividade das bactérias nitrificantes e fixadoras de nitrogé-
nio. Trés espécies pioneiras das mais ativas foram analizadas, iso-
lando-se 4cido clorogénico, seus isdmeros e gallotaninos. O meca-
nismo de agdo dessas substancias ndo foi esclarecido, mas o autor
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chama a atengdo para a importincia ecoldgica do fato, em vista da
larga distribui¢do de compostos com atividade inibidora, fendlicos
cu ndo, entre os vegetais. (Evenari, 1961; Hemberg, 1961; Smith,
I — 1960).

RESUMO:

O presente trabalho estuda o efeito inibidor do extrato de rizoma
de Cyperus rotundus L. no desenvolvimento de alguns fungos: A4s-
pergillus niger, Botrytis cinerea, Colletotrichum chardonianum, Cylin-
drocladium scoparium, Cylindrosporium sp ., Diplodia natalensis, Fu-
sarium orthoceras, Fusicoccum amygdali, Pestalotia sp., Phytophtho-
ra capsici, Rhizoctonia solani, Rosellinia sp., Sclerotinia sclerotiorum
e Sclerotium rolfsii .

O efeito inibidor foi avaliado, medindo-se os didmetros das co-
l6nias ou determinando-se os pésos sécos dos micélios (em A4 . niger)
e expresso em porcentagem do controle. Foi também observada a ve-
locidade de esporulagéo.

O grau de inibi¢do varia com a espécie do fungo submetido ao
tratamento, atingindo 100,0% nas mais sensiveis como Scleorotinia
sclerotiorum, Phytophthora capsici e Colletotrichum chardonianum .
A porcentagem de inibi¢do, mesmo nas espécies menos sensiveis co-
mo A. niger e Cylindrosporium sp., atingiu valores superiores a
40% nas concentragdes mais altas.

O efeito inibidor foi tanto maior, quanto maior a concentracio
do extrato utilizado, observando-se em virios casos, uma proporcio-
nalidade perfeitamente linear. As concentragdes usadas foram: 10, 20
e 30 ul do extrato bruto ou cromatografado (100 g do material fres-
co préviamente congelado em 200 ml de éter recém distilado e re-
duzido a 1/20 do volume inicial) .

O efeito inibidor pode variar segundo o tempo de tratamento.
Em determinados fungos como Botrytis cinerea, Cylindrosporium sp.
e Rosellinia sp ., a porcentagem de inibigdo aumentou no decorrer do
tempo; em Diplodia natalensis, Fusarium orthoceras e Sclerotium
rolfsii houve redugio; nos demais, os valores se mantiveram mais ou
ynenos constantes. A concentragio mais baixa (10 ul), o efeito de-
cresceu com o tempo na maioria dos casos.
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O processo de esporulagdo foi, de modo geral, retardado.

Foram discutidos alguns dos aspectos relativos & importancia da
ocorréncia de numerosos compostos com atividade inibidora entre
os vegetais.

SUMMARY

This paper studies the inhibitory affect of the extract of rhizo-
mes of Cyperus rotundus 1.. (Cyperaceae) on the development of
some fungi: Aspergillus niger van Tiegh., Botrytis cinerea Pers.,
Colletrotrichum chardonianum Nolla, Cylindrocladium scorparium
Morgan, Cylindrosporium sp., Diplodia natalensis P. Evans, Fusa~
rium orthoceras App. et Wr., Fusicoccum amygdali Del., Pesta
lotia sp., Phytophthora capsici Leon., Rhizoctonia solani Kiihn,
Rosellinia sp., Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) De Bary, Sclerotium
rolfsii Sacc.

All the assays were done using 10, 20 or 30 ul of crude or
chromatographed extract obtained from 100 g fresh material poured
in 200 ml ether and concentrated to 1/20 its initial volume.

The degree of the inhibition varies with the concentration of
the extract and with the species, being the most sensitive: Sclerotinia
sclerotiorum, Phytophthora capsici and Colletotrichum chardonianum
with 100% inhibition (30 ul). Aspergillus niger is the less sensi-
tive, with 44% inhibition (30 ul).
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