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STUDY OF ROOT AND LEAF RACHIS OF Spathelia excelsa: PHYTOCHEMISTRY AND ACTIVITY AGAINST FUNGUS
Moniliophthora perniciosa ASSOCIATED WITH CUPUASSU (Theobroma grandiflorum). The chemical composition of Spathelia
excelsa (Krause) R. S. Cowan & Brizicky was investigated and the limonoids harrisonin (1) and deacetylspathelin (2), alkaloids folinin

and casimiroin mixture (3a,b), plus a further casimiroin (3b) were identified in methanol extract from root. The CH,Cl, extract from
the rachis yielded protolimonoid 3f-angeloyl-21,24-epoxy-7a,21a,230.,25-tetrahydroxy-4a.,4,8,10B-tetramethyl-25-dimethyl-
14,18-cyclo-50., 130,140, 170-cholestane (4), and methanol extract, the limonoids limonin diosphenol (5) and perforatin (6), as well
as the chromone biflorin (7). Harrisonin and biflorin were isolated for the first time in this genus. On the antifungal assay against
witches’ broom (Moniliophthora perniciosa) compound 3b was found to be active.
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INTRODUCAO

O cupuagu € o fruto do cupuaguzeiro [Theobroma grandiflorum
(Willd. ex Spreng.) K. Schum.], familia Sterculiaceae (= Malvaceae)
que, pelas caracteristicas muito agraddveis de sabor 4dcido e aroma
intenso de sua polpa, se tornou um dos frutos nativos mais populares e
consumidos da Amazonia, sendo muito usado na preparacdo de sucos,
sorvetes e outras sobremesas. Devido ao aumento da demanda pela
polpa desse fruto, principalmente na forma congelada, tem crescido
o interesse pelo seu cultivo em muitas dreas da Amazonia brasileira.!
No entanto, nos ultimos anos, t€ém-se observado a reducdo da produ-
tividade nos cultivos da regido amazdnica® devido, principalmente, &
ocorréncia de vassoura-de-bruxa, causada pelo fungo Moniliophthora
perniciosa (Stahel) Aime & Phillips-Mora, cujo principal método de
controle € a poda fitossanitdria. Assim, métodos que envolvam produ-
tos naturais sao alternativas importantes na busca da acdo antagonista
para o controle dessa doenca.

Spathelia excelsa (Krause) R. S. Cowan & Brizicky [sin.
Sohnroyia excelsa K.] é conhecida como Surucucumird, uma
planta hapaxanta ou monocdrpica de ocorréncia no Amazonas que,
similar as demais espécies do género, se caracteriza pelo aspecto
de drvore sem ramifica¢do no tronco (aparéncia de palmeira).’* As
contribuicdes fornecidas para o conhecimento quimico de S. excelsa
sdo referentes aos estudos fitoquimicos do extrato CH,Cl, de raiz e
extrato MeOH de folhas e caule que conduziram a identificacio de
alcaloides, limonoides e cromonas. Tais estudos forneceram subsidios
para o posicionamento do género em Rutaceae, além de permitir a
deteccdo do potencial antiprotozodrio e da atividade larvicida em
Aedes aegypti®’ que consistem nos poucos relatos sobre substincias

*e-mail: mdapaz @inpa.gov.br
#Artigo em homenagem ao Prof. Otto R. Gottlieb (31/8/1920-19/6/2011)

ativas registrados em Spathelia. No presente trabalho descreve-se a
fitoquimica dos extratos MeOH da raiz e CH,Cl,e MeOH do rdquis
foliar e avalia-se a atividade antiftingica sobre M. perniciosa.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Substancias identificadas nos extratos de S. excelsa

O extrato metandlico da raiz de S. excelsa forneceu o isolamento
de B-sitosterol, dos limonoides harrisonina (1), desacetilspathelina
(2), a mistura dos alcaloides folinina e casimiroina (3a,b), além da
casimiroina pura. O extrato CH,Cl, do raquis foliar forneceu um
protolimonoide (4) e, a partir do extrato metandlico, foram isolados
os limonoides limonina diosfenol (5) e perforatina (6), e a cromona
biflorina (7), Figura 1.

Os espectros de RMN de 'H dos limonoides 1, 2, 5 e 6 mostraram
sinais tipicos de anel furano na regido de & 7,45-7,40 (H-21), 6,37-
6,33 (H-22) e 7,43-7,39 (H-23). Os singletos referentes ao H-15 em
34,29 (1), 4,16 (2), 4,13 (5) e 4,65 (6) aliados aos sinais de H-17
em 0 5,68 (1€ 6), 5,48 (2) e 5,44 (5) sdo coerentes para limonoide
com anel 14,15-epdxi D lactona. As carbonilas das lactonas do anel
D foram observadas nos espectros de RMN de *C em 8 167,0 (1),
167,4 (2), 166,4 (5) e 167,5 (6) e as carbonilas de éster do anel A
verificadas em & 166,7 (1), 166,0 (2) e 169,1 (5), além da lactona
o, f insaturada em & 160,2 (6). Outros sinais tipicos de carbonilas de
cetona ocorreram em  216,0 (1) e 208,0 (2), diosfenol em & 195,2
(5) e 6 201,8 da carbonila de 6. Os espectros em 2D (COSY, HSQC
e HMBC) confirmaram a estrutura da harrisonina para 1. O HMBC
mostrou a correlagdo do hidrogénio em & 5,07 (C-6-OH) com os car-
bonos em & 88,58 (C-6), 108,28 (C-7), 49,70 (C-10) e do hidrogénio
em 0 3,61 (C-7-OH) com & 108,28 (C-7) e 88,58 (C-6), confirmando
aformacdo dos anéis A e B. Os dados obtidos nos espectros, aliados a
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Figura 1. Substancias obtidas de raiz e rdquis foliar de Spathelia excelsa

comparag¢do com literatura permitiram identificar os limonoides como
harrisonina (1),* desacetilspathelina (2),” limonina diosfenol (5)° e
perforatina (6).'° Harrisonina foi previamente isolada em Harrisonia
abyssinica (Simaroubaceae), sendo este o primeiro registro em
Rutaceae. Os dados dos espectros de RMN de 'H e *C obtidos para
4 foram compativeis com o protolimonoide identificado,” sendo a
presenca do grupo angeloil ligado a C-3 evidenciada pelos sinais de
hidrogénios em 6 5,99 (H-3"), 2,05 (H-5") e 1,95 (H-4").

Os dados de RMN de 'H e "*C permitiram a identificacdo dos
alcaloides folinina e casimiroina (3a,b),'' em mistura, bem como
da casimiroina isolada (3b). Com base nas intensidades dos sinais,
da folinina (8 7,52; 7,06, € 7,01) e da casimiroina (6 7,46 € 6,71), a
folinina € predominante (aprox. 60%) na mistura.

No espectro de RMN de 'H da substéncia 7, o sinal de metila
como dubleto (8 2,36) associado ao sinal de hidrogénio como
quarteto (8 6,08, J = 0,8 Hz) caracterizaram a parte 2-metil-pirona
da molécula. O sinal de hidrogénio aromadtico foi observado como
singleto em & 6,37. Sinais de hidrogénios carbindlicos na regido
entre 6 4,16-3,40, além do sinal em 6 4,85 como dubleto (J =
7,2 Hz) sugeriram a presenca de glicosideo na molécula. Pelo
espectro de RMN de *C foi possivel propor uma unidade 5,7-di-
-hidroxicromona devido & presenca dos sinais em & 162,2 e 165,3.
A comparagio dos dados espectrais obtidos com os da literatura'>!3
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sugere a estrutura da biflorina que se constitui no primeiro registro
de cromona C-glucosilada em Spathelia.

Atividade antifiingica in vitro

No ensaio antifiingico in vitro avaliou-se o efeito das diferentes
concentragdes das substancias predominantes (2 ¢ 3b) no extrato
metandlico da raiz de S. excelsa contra o fungo fitopatogénico
isolado de Theobroma grandiflorum. Os niveis de inibi¢do maxima
do limonoide 2 foram de 52,46 e 38,3% para as concentragdes de
200 e 100 ug mL"!, respectivamente, ndo evidenciando antagonismo
promissor contra o fungo nas concentracdes testadas. A casimiroina
(3b) mostrou excelente atividade antifingica (IC,, = 1,3 pg mL™").
Oliva et al.'"* também encontraram alcaloides do tipo quinolona com
potencial antifiingico contra patogénicos de plantas. Os alcaloides
isolados em Ruta graveolens (Rutaceae) mostraram 100% de inibicao
do crescimento de Botrytis cinerea e Phomopsis obscurans a 30 uM.
No entanto, para os fungos Colletotrichum acutatum, C. fragariae e
Fusarium oxysporum a inibi¢do dos alcaloides foi observada entre
50-57% (a 300 uM).

E importante ressaltar a caréncia de estudos na busca de fitocons-
tituintes com agdo sobre M. perniciosa. Silva e Bastos® relatam a
fungitoxicidade de dleos essenciais de quatro espécies de Piper em
vassoura-de-bruxa do cacaueiro. Nao hd relatos prévios da acdo de
substancias volateis e ndo volateis em vassoura-de-bruxa do cupu-
acuzeiro. Assim, o antagonismo revelado pela substancia 3b € con-
siderado promissor para o controle da M. perniciosa de Theobroma
grandiflorum.

PARTE EXPERIMENTAL
Procedimentos experimentais gerais

Os espectros de RMN foram obtidos em espectrometro Bruker
DRX-400, utilizando-se solventes deuterados na dissolu¢do das
amostras e TMS como padrdo interno. Para as cromatografias em
coluna utilizou-se gel de silica (70-230 e 230-400 mesh da Merck)
e Sephadex LH-20 (Sigma). Nas andlises em camada delgada
(CCD) utilizaram-se cromatofolhas de aluminio com silica-gel 60
(Merck), reveladas com luz UV e solucdo alcodlica de vanilina e
dcido sulftrico.

Material vegetal

Partes vegetativas (raiz e raquis foliar) de Spathelia excelsa foram
coletadas na Reserva Florestal Adolpho Ducke, km 26, AM 010, em
29/11/2005. Esta espécie foi previamente mapeada e identificada
pelo Prof. Dr. J. R. Pirani, da Universidade de Sao Paulo, durante
a execugdo do projeto Flora da Reserva Adolpho Ducke. A exsicata
de nimero 4227 utilizada na comparacdo encontra-se depositada no
Herbdrio do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia (INPA).

Extraciio e isolamento dos constituintes quimicos

Amostras de raiz (735,0 g) e rdquis foliar (650,0 g), apds secagem
e pulverizagdo, foram individualmente submetidas a maceragao suces-
siva em hexano, diclorometano e metanol (7 dias em cada solvente).
O extrato metandlico (9,87 g) da raiz foi fracionado em coluna (h x
@ =19,0 x 3,5 cm) utilizando-se gel de silica (70-230 mesh), eluida
em CH,Cl,, CH,CL,:MeOH (1:1) e MeOH, gerando 40 fracdes. As
fragdes agrupadas 14-17 (RSM-14) e 23-26 (RSM-23) foram subme-
tidas a novos fracionamentos. RSM-14 (950 mg) foi fracionada em
coluna (h x @ =15,0x 3,5 cm) de gel de silica (70-230 mesh), eluida
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em hexano:AcOEt (5-30%) fornecendo 46 subfracdes, das quais, as
subfracdes 12-14 (RSM-14A), 24-27 (RSM-14B) e 28-34 (RSM-14C)
foram submetidas aos seguintes procedimentos: RSM-14A tratada
em MeOH forneceu o B-sitosterol (18 mg); RSM-14B fracionada
em coluna (h x @ = 18,0 x 2,0 cm) de gel de silica (230-400 mesh)
eluida em CH,Cl,:acetona (2-50%) forneceu 1 (14 mg); RSM-14C
fracionada em coluna de gel de silica (70-230 mesh; h x @ = 18,0 x
2,0 cm), eluida em hexano:AcOEt (5 a 50%), AcOEt e MeOH, for-
neceu 16 subfracdes; as subfracdes 9-10, eluidas em hexano: AcOEt
(6:4), tratadas com MeOH a quente resultaram no isolamento de 2
(33 mg). RSM-23 (3,78 g) foi fracionada em coluna (h x @ = 26,0
x 3,0 cm) empregando-se gel de silica (70-230 mesh), eluida em
CH,(Cl,, CH,Cl,:acetona (10-40%), acetona, acetona:MeOH (10-50%)
e MeOH, obtendo-se 31 fragdes. A subfracio 5, ap6s filtragdo em
Sephadex LH-20, eluida em CH,Cl,:MeOH (95:5) seguida por coluna
(hx @ =28,0x 1,0 cm) em gel de silica (230-400 mesh), utilizando-
-se como eluentes CH,Cl,, CH,Cl,:AcOEt (10-100%), resultou na
obten¢do da mistura 3a,b (12 mg) e no isolamento de 3b (26 mg).

O extrato CH,Cl, (10,34 g) dos rdquis foliar foi fracionado em
coluna de gel de silica (h x @ = 26,5 x 4,7 cm), eluida em hexano,
hex:AcOEt (2 -50%), AcOEt e MeOH, originando 43 fracdes. A
fracdo 40 apds tratamento com acetona resultou no isolamento de 4
(14 mg). O extrato metandlico (75,4 g) foi submetido a fracionamento
em coluna (h x @ = 22,5 x 4,2 cm) de gel de silica (70-230 mesh),
eluida em hexano, hexano:CH,Cl, (10-50%), CH,Cl,, CH,Cl,:AcOEt
(10-50%), AcOEt, AcOEt:MeOH (10-50%) e MeOH, resultando
em 56 fracdes; a fracdo SCHM-43 (43-47; 2,79 g) foi fracionada
em coluna (h x @ = 39,5 x 2,8 cm) de gel de silica (70-230 mesh),
utilizando como eluentes CH,Cl,, CH,Cl,:AcOEt (1-50%), AcOEt,
AcOEt:MeOH (10 a 50%) e MeOH, fornecendo 35 subfragdes:
subfragdo 11-14 (SCHM-43A) cromatografada em coluna (h x @ =
28,0 x 1,0 cm) de gel de silica (230-400 mesh), eluida em CH,Cl,,
CH,Cl,:AcOEt (1-50%), AcOEt, AcOEt:MeOH (1-50%) fornecendo
5 (14 mg) e 6 (5 mg); subfr.27-29 (SCHM-43B) foi fracionada em
coluna (hx @=37,5,x 1,7 cm) de gel de silica (230-400 mesh), eluida
em CH,ClL,, CH,Cl,:AcOEt (5-50%), AcOEt, acetona, acetona:MeOH
(50%) e MeOH resultando no isolamento de 7 (3 mg).

Dados de RMN e algumas caracteristicas das substancias 1-7

Harrisonina (1)

RMN 'H (400 MHz, CDCL,): § 7,42 (m; H-21), 7,41 (m; H-23),
6,33 (dd; J = 1,6 € 0,8 Hz; H-22), 6,02 (d; J = 12,4 Hz; H-1), 5,78
(d; J=12,4 Hz; H-2), 5,68 (s; H-17), 5,07 (s; OH-7), 4,29 (s; H-15),
3,80 (s; OMe), 3,61 (s; OH-6), 3,02 (dd; J = 113,6 ¢ 6,0 Hz; H-9),
1,92 (m; H-11ov), 1,75 (m; H-11B/H-12a), 1,57 (m; H-12), 1,51 (s;
H-19), 1,37 (s; H-29), 1,28 (s; H-18), 1,19 (s; H-28), 1,16 (s; H-30).
RMN BC (100 MHz, CDCL,): 3 216,0 (C-5), 167,0 (C-16), 166,7
(C-3), 153,9 (C-1), 142,9 (C-23), 141,2 (C-21), 123,2 (C-2), 121,0
(C-20), 109,9 (C-22), 108,3 (C-7), 88,6 (C-6), 80,9 (C-4), 78,4 (C-
17), 68,6 (C-14), 57,3(C-15), 52,0 (OMe), 49,9 (C-8), 49,7 (C-10),
46,8 (C-9), 39,5 (C-13), 27,4 (C-29), 26,3 (C-12), 24,1 (C-28), 18,3
(C-18), 17,3 (C-19), 15,2 (C-11), 14,7 (C-30). COSY (400 MHz,
CDCl,): 7,42—6,33; 6,02—5,78; 3,02—1,92/1,75. HSQC (400/100
MHz, CDCl,): texto. HMBC (400/100 MHz, CDCl,): texto.

Desacetilspathelina (2)

RMN 'H (400 MHz, CDCl,): § 7,40 (m; H-21), 7,39 (m; H-23),
6,37 (dd; J=1,6 e 0,8 Hz; H-22), 6,20 (d; J = 12,4 Hz; H-1), 5,81 (d;
J=12,4Hz; H-2), 5,48 (s; H-17), 5,02 (sl; H-7), 4,16 (s; H-15), 3,66
(s; OMe); 3,09 (dl; H-9); 1,87-1,65 (m; H-11); 1,87 -165 (m; H-12);
1,30 (s; H-29), 1,25 (s; H-19), 1,22 (s; H-18), 1,18 (s; H-28) 0,68 (s;
H-30). RMN "*C (100 MHz, CDCL,): § 208,0 (C-6), 1674 (C-16),
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166,0 (C-3), 161,0 (C-1), 143,0 (C-23), 141,0 (C-21), 120,3 (C-20),
118,8 (C-2), 110,0 (C-22), 81,1 (C-7), 78,1 (C-17), 70,8 (C-5), 69,4
(C-4),67,0(C-14),51,8 (OMe), 51,4 (C-15),45,7 (C-9),45,0 (C-10),
44,6 (C-8), 37,8 (C-13), 32,8 (C-12), 29,0 (C-28), 22,6 (C-19), 21,4
(C-11), 20,2 (C-18), 19,7 (C-29), 12,5 (C-30).

Folinina e casimiroina (3a, 3b)

RMN 'H (400 MHz, CDCl,): § 7,52 [dd; J = 8,0 e 1,6 Hz; H-5
(3a)], 7,46 [d; J = 8,4 Hz; H-5 (3b)], 7,06 [t; J = 8,0 Hz; H-6 (3a)],
6,71 [d; J = 8,0 Hz; H-6 (3b)], 7,01 [dd; J=8,0 ¢ 1,6 Hz; H-7 (3a)],
5,97 [s; H-3 (3a)], 5,96 [s; CH,-O (3b)], 5,81 [s; H-3 (3b)], 3,85 ¢
3,83 [s; OMe (3a)]; 3,84 [s; OMe (3b)], 3,81 [s; N-CH, (3a)], 3,76
[s; N-CH, (3b)]. RMN "*C (100 MHz, CDCl,): 8 165,0 (C-2, 3a),
164,1 (C-2, 3b), 162,4 (C-4, 3a), 162,6 (C-4, 3b), 149,9 (C-7, 3b),
148,6 (C-8, 3a), 133,5 (C-8, 3b), 131,4 (C-8a, 3a), 126,5 (C-8a,3b),
122,2 (C-6, 3a), 119,1 (C-4a, 3a), 104,3 (C-6, 3b), 118,5 (C-5, 3b),
115,6 (C-5, 3a), 114,4 (C-7, 3a), 112,9 (C-4a, 3b), 101,0 (CH,-O, 3b),
96,7 (C-3, 3a), 94,5 (C-3, 3b), 34,9 (N-CH,, 3a), 31,9 (N-CH,, 3b).

3B-angeloil-21,24-epoxi-7a,21a,23a,25-tetra-hidroxi-
da,4p3,80, 10B-tetrametil-25-dimetil-14, 18 -ciclo-5a, 13a, 14a,17a-
colestano (4)

RMN 'H (400 MHz, C;D,N): § 5,99 (dq; J=7,2 ¢ 1,2 Hz; H-3"),
5,87 (sl; H-21),4,84 (dd; J=11,6 e 4,8 Hz; H-3), 4,50 (sl; H-23), 4,11
(sl; H-24), 3,93 (sl; H-7), 2,50 (m; H-5), 2,43 ¢ 1,79 (m; H-2), 2,30
(m; H-20), 2,14 ¢ 2,01 (m; H-22), 2,05 (dd; H-5"), 1,95 (t; H-4"), 1,90
e 1,68 (m; H-12), 1,90 (m; H-17), 1,79 ¢ 1,66 (m; H-15), 1,75¢ 1,68
(m; H-6), 1,68 (m; H-16), 1,56 (s; H-27), 1,54 (s; H-26), 1,45 (m;
H-1), 1,38 (m; H-9), 1,28 ¢ 1,13 (m; H-11), 1,15 (s; H-30), 1,00 (s;
H-28), 0,95 (s; H-19), 0,92 ¢ 0,63 (d; 5,6 Hz; H-18), 0,86 (s; H-29).
RMN "C (100 MHz, C;D,N): § 167,6 (C-1°), 137,3 (C-3"), 128,9
(C-2%),94,2 (C-21),80,9 (C-3),74,1 (C-7),73,3 (C-25),73,2 (C-24),
66,4 (C-23), 47,8 (C-20), 46,2 (C-17), 44,5 (C-9), 39,3 (C-14), 39,0
(C-5), 38,5 (C-1), 37,7 (C-8), 37,3 (C-4), 37,3 (C-10), 31,5 (C-22),
28,4 (C-16), 28,1 (C-27), 28,0 (C-28), 27,7 (C-2), 27,6 (C-13), 27,1
(C-26), 26,4 (C-12), 25,6 (C-15), 24,1 (C-6), 20,9 (C-4’), 20,2 (C-
30), 17,3 (C-11), 17,3 (C-19), 16,2 (C-29), 16,0 (C-5"), 15,3 (C-18).

Limonina diosfenol (5)

RMN 'H (400 MHz, CDCl,): 8 7,41 (dd; J= 1,6 € 0,8 Hz; H-21),
7,40 (tl; J=1,6 Hz; H-23), 6,34 (dd; J=2,0 e 0,8 Hz; H-22), 6,26 (s;
OH), 5,44 (s; H-17), 4,65 (m; H-19), 4,13 (s; H-15), 4,09 (tl; H-1),
2,98 (dd; J=18,0e 2,8 Hz; H-2) ¢ 2,85 (dd; J = 18,0 e 4,4 Hz; H-2),
2,68 (dd; J=12,8 ¢ 2,0 Hz; H-9) 1,86-1,80 (m; H-11), 1,72-1,69 (m;
H-12), 1,55 (m; H-29), 1,50 (s; H-28), 1,16 (s; H-30), 1,05 (s; H-18).
RMN "*C (100 MHz, CDCl,): 195,2 (C-7), 169,1 (C-3), 166,4 (C-16),
143,3 (C-23), 141,1 (C-21), 140,2 (C-5), 139,4 (C-6), 119,8 (C-20),
109,6 (C-22), 81,8 (C-4), 79,2 (C-1), 77,7 (C-17), 68,6 (C-19), 65,3
(C-14),52,1 (C-15), 48,4 (C-10), 46,8 (C-8),46,4 (C-9),37,4 (C-13),
34,8 (C-2), 31,7 (C-12), 25,7 (C-29), 25,2 (C-28), 20,6 (C-11), 20,5
(C-18), 18,1 (C-30).

Perforatina (6)

RMN 'H (400 MHz, CDCL,): § 7,45 (m; H-21), 7,43 (t; J = 1,6
Hz; H-23), 6,94 (d; J = 9,6 Hz; H-1), 6,43 (s; OH), 6,33 (m; H-22),
5,91 (d; J = 9,6 Hz; H-2), 5,68 (s; H-17), 4,65 (s; H-15), 3,16 (dd; J
=12,8¢e9,6 Hz; H-9), 1,41 (s; H-28), 1,39 (s; H-18), 1,32 (s; H-29),
1,29 (s; H-30), 1,20 (s; H-19). RMN "*C (100 MHz, CDCl,): 201,8
(C-6), 167,5 (C-16), 160,2 (C-3), 150,1 (C-1), 143,2 (C-23), 141,3
(C-21), 120,6 (C-20), 119,1 (C-2), 109,7 (C-22), 99,1 (C-7), 88,8
(C-4), 80,5 (C-5),76,7 (C-17), 70,2 (C-14), 58,3 (C-15), 51,6 (C-8),
44,1 (C-10), 39,8 (C-13), 35,4 (C-9), 27,8 (C-28), 27,6 (C-29), 25,2
(C-12), 19,7 (C-30), 19,3 (C-18), 15,5 (C-11), 15,1 (C-19).
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Biflorina (7)

Sélido cristalino, pf 287-290 °C. RMN 'H (400 MHz, MeOD):
4 6,37 (s; H-8), 6,08 (q; J = 0,8 Hz; H-3), 4,85 (d; J = 7,2; H-1"),
4,16 - 3,40 (m; H-2’aH-6"), 2,36 (d; J = 0,8 Hz; Me) RMN “C (100
MHz, MeOD): 184,2 (C-4), 169,3 (C-2), 165,3 (C-7), 162,2 (C-5),
159,3 (C-8a), 109,2 (C-6), 109,1 (C-3), 104,9 (C-4a), 95,3 (C-8),
82,7 (C-5%), 80,2 (C-3"), 75,3 (C-1"), 72,6 (C-2°), 71,8 (C-4"), 62,9
(C-6"), 20,3 (Me).

Ensaio antifiingico

O fungo M. perniciosa foi obtido da vassoura-de-bruxa seca do
cupuacuzeiro (Theobroma grandiflorum), cujos esporos foram ger-
minados a partir de basidiocarpos crescidos no campo experimental
da EMBRAPA Ocidental (AM-010, km-29). A cultura fungica
obtida em batata-dextrose-agar (BDA) € conservada em solucdo de
glicerol 70% e batata-dextrose (1:1). Para avaliacdo da atividade
antifiingica, aliquotas em quantidades apropriadas para diferentes
concentragdes (200 e 100 ug/mL da substancia 2; 100 a 0,5 ug/mL de
3b, solubilizadas em DMSO) foram incorporadas separadamente no
meio de cultura BDA fundente. As amostras foram vertidas em placa
de Petri de 9,0 cm e apds a solidificacdo do meio, discos miceliais
(0,8 cm de diametro) foram removidos da borda da cultura fingica
e colocados no centro da placa de Petri. As placas foram incubadas
em camara de crescimento B.O.D. a 25 °C e na auséncia de luz, até
que o crescimento das placas do controle (sem substancias) atingis-
sem toda a superficie do meio (17 dias). As placas foram preparadas
em triplicata para cada tratamento. A porcentagem de inibi¢do do
crescimento micelial (PIC)!¢ foi calculada com base no crescimento
da placa controle utilizando-se a seguinte férmula:

PILC.=[C-T)/C] X 100,

onde C e T referem-se ao crescimento (mm) do fungo nas placas do
controle e tratamento, respectivamente.
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