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Fracionamento de extrato aquoso de sementes de Crotalaria 

espectabilis efetivo no controle de juvenis de segundo estádio (J2) de 

Meloidogyne incognita 

 

 

1. INTRODUÇÃO 

Nos últimos anos, a agricultura vem ganhando destaque na economia mundial, 

respondendo, no ano de 2004, por 8,52% de todos os produtos que foram 

exportados no mundo. No Brasil as cifras são maiores, chegando a 33% do PIB 

nacional (OMC, 2008). 

Previsões recentes estimam a produção brasileira de grãos do ano base 2007/2008 

em 136 milhões de toneladas. Os principais produtos agrícolas são soja, milho, 

cana-de-açúcar, café, algodão e carne bovina (IBGE, 2008; OMC, 2008).  

O cerrado é uma das áreas de produção de maior destaque no país. Essa 

importância foi adquirida com o uso de tecnologias geradas na década de 70, as 

quais até hoje vêm sendo melhoradas e difundidas. Os principais problemas 

superados na região dos cerrados foram a toxidez do solo com alumínio, a 

adaptação de culturas a altituldes e latitudes da região, a mecanização e os adubos 

e defensivos químicos (REZENDE, 2008; EMBRAPA, 1986). Essas melhorias 

levaram a um modelo de exploração agrícola intensivo. Esse sistema agrícola, 

denominado monocultivo, consiste no plantio em vastas áreas fazendo uso de 

poucas espécies vegetais. Isso fornece microclima e substrato para o 

desenvolvimento de pragas e doenças.  

Visando a manutenção de grandes produtividades, e conseqüentemente dos 

grandes lucros, os produtores lançam mão de defensivos agrícolas como a principal 

forma de controle de doenças, plantas espontâneas e pragas. No entanto, em 

muitas situações, esse uso não obedece às recomendações técnicas,

resultando em super dosagens, as quais podem levar a problemas de intoxicação 

humana, contaminação ambiental e resistências dos organismos a serem 

controlados (MEYER et al., 2007; COSTABEBER, 2006; GRISÓLIA, 2005). 

Os principais organismos responsáveis pelo uso massivo de defensivos agrícolas 

são as doenças, plantas espontâneas e as pragas. As plantas espontâneas 

competem com as espécies cultivadas por luz, espaço, nutrientes, água, além de 

serem hospedeiros secundários de inúmeras doenças e pragas. O controle destas 

plantas se dá por meio de catação manual, sistemas consorciados e uso de  
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herbicidas (ALVES et al., 2007; FÁVERO et al., 

2001; ROSÁRIO et al., 2008; FERREIRA NETO et 

al., 2008; MARTINI et al., 2002). 

Com relação às pragas, as principais ordens de 

insetos com potencial de causar danos são: 

Afídeos (ordem Hemíptera - Aphidoidea), 

Percevejos (ordem Hemiptera – Heteroptera), 

besouros (ordem Coleoptera), lagartas, traças 

(Ordem Lepidoptera) e moscas: larvas minadoras 

(ordem Diptera). Causam prejuízos a todas as 

espécies de plantas cultivadas. Os principais 

métodos de controle são o Manejo integrado de 

pragas (MIP), a rotação de culturas, o uso de 

inseticidas e, mais recentemente, o uso de 

metabólitos secundários (GALLO et al., 2002; 

IMENES e IDE, 2002; SOSA e TONN, 2008). 

Os principais agentes causadores de doenças em 

plantas são os vírus, as bactérias, os fungos e os 

nematóides. Tais agentes atacam as plantas em 

todas as suas fases de desenvolvimento, levando 

a grandes perdas, que em alguns casos podem 

alcançar 80% dos campos de produção. Como 

exemplos de culturas atacadas por doenças, 

temos os citrus, a soja, o feijão, o café e o 

algodão (BLUM, 2002; BERGAMIM FILHO et al., 

1995; BERGAMIM FILHO et al., 2005; BALDANI 

et al., 1997). 

Dentre os principais fitopatógenos, os nematóides 

merecem atenção especial. Eles são minúsculos 

vermes filiformes componentes do filo nematoda, 

e estão entre as criaturas mais abundantes do 

planeta (BERGAMIM FILHO et al., 1995). Os 

nematóides podem ser separados em dois grandes 

grupos, os de vida livre e os parasitos. São muito 

difíceis de serem controlados e causam prejuízos 

anuais da ordem de bilhões de dólares, atacando 

um vasto grupo de plantas cultivadas (BAKHETIA 

et al., 2008). 

Os nematóides que atacam plantas são parasitos 

obrigatórios e pertecem a duas classes principais, 

os formadores de galha (Meloidogyne spp.) e os 

formadores de cisto (Globodera spp. e Heterodera 

spp.). O controle desses fitopatogenos é feito 

principalmente por meio de defensivos químicos, 

os quais acarretam uma série de danos ao meio 

ambiente. Porém, outras formas de controle vêm 

sendo estudadas com êxito. Podemos citar a 

rotação de culturas, o pousio, o uso de plantas 

antagonistas e o uso de metabólitos secundários 

(BERGAMIM FILHO et al., 1995; CHITWOOD, 

2002; WILLIAMSON, 1998; WILLIAMSON e 

GLEASON, 2003). 

As plantas são fonte de vários compostos 

químicos, que são desenvolvidos durante seu 

metabolismo. Esses compostos desempenham 

papéis variados, que vão desde a defesa até 

atração de polinizadores (VERPOORTE et al., 

2000; YEA e NG, 2005; SOSA e TONN, 2008).  

Uma boa fonte de fitocompostos são as 

sementes, que são constituídas por carboidratos, 

proteínas, lipídios e outras substâncias de extrema 

importância alimentícia para humanos e animais. 

Por ser a responsável pela perpetuação da 

espécie, carregando toda a informação genética 

para a formação de outro ser, a semente também 

é constituída por outros compostos envolvidos na 

sua proteção contra pragas e doenças. Devido a 

todas essas características, também são utilizadas 

como alimento por pragas e agentes infecciosos 

que podem torná-las inférteis e impróprias ao 

consumo humano (FERNANDES et al., 1993). 

Alguns relatos científicos mencionam atividade 

nematostática e nematicida presente em muitos 

vegetais (FERRAZ e FREITAS, 2000). O gênero 

Crotalaria spp. é amplamente distribuído no 

continente americano e tem sido citado como 



fonte de espécies vegetais ativas no controle de 

fitonematóides. Membros importantes deste grupo 

são C. espectabilis (Figura 2), C. paulinea e C. 

juncea. Tais membros apresentam atividade 

supressora de populações de nematóides quando 

usadas em consórcio, rotação de culturas e 

também como fonte de extratos (FERRAZ e 

FREITAS, 2000; AMARAL et al., 2002). 

Seguindo a tendência de busca por moléculas 

vindas de fontes naturais, e que tenham atividade 

contra pragas e doenças de interesse agronômico, 

pesquisas nessa área vêm sendo desenvolvidas na 

Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia. 

Neste trabalho, são apresentadas frações isoladas 

de C. espectabilis que apresentam moléculas com 

atividade contra J2 de M. incognita. 

  

MATERIAL E MÉTODOS 

Material biológico 

Vegetal 

 O material de estudo foram sementes de 

Crotalaria espectabilis, planta pertencente à 

família Leguminosae, subfamília Papilionoideae. 

As sementes foram obtidas junto à equipe 

responsável pela vitrine de tecnologias da 

Embrapa – Sede. 

 

Animal 

Obtenção de Juvenis de segundo estádio 

(J2) de M. incognita 

Plantas de tomate (Solanum lycopersicum) 

foram infectadas aos 20 dias após a germinação 

com J2 de M. incognita e mantidas em casa de 

vegetação até os três meses de idade, momento 

em que as raízes apresentaram número acentuado 

de galhas. Para a obtenção dos ovos, as raízes 

foram seccionadas e trituradas em um 

liquidificador contendo solução de hipoclorito de 

sódio a 0,5%, de acordo com a metodologia 

desenvolvida por Hussey e Barker, (1973). A 

suspensão contendo os ovos de M. incognita raça 

três foi submetida à técnica de funil de Baemann 

modificada, por um período de 48 horas, para a 

obtenção dos J2. Após este passo, os J2 

eclodidos foram centrifugados a 2000g durante 

cinco minutos, e posteriormente contados em 

lâmina de Peters no microscópio óptico. 

 

Obtenção do extrato aquoso 

 Dez gramas de sementes de C. espectabilis 

foram trituradas em moedor de café até a 

obtenção de um pó fino. O pó foi então colocado 

em suspensão contra H2O milliQ  (1:6 p/v) e 

mantido sob agitação a 4ºC durante 12 horas. O 

material homogeneizado foi filtrado em gaze e 

subseqüentemente centrifugado a 12000 g 

durante 45 minutos. O pellet foi descartado e o 

sobrenadante com um volume de 60 mL foi 

filtrado em filtro Millipore de 0,45m. Após este 

procedimento, o sobrenadante filtrado foi 

dializado em membrana porosa de 3,5kDa contra 

2L de H2O destilada durante 12 horas, a 4ºC, em 

câmara fria. Duas frações foram obtidas após este 

procedimento, e denominadas dialisado externo 

(DE), fração menor que 3,5kDa, e dialisado 

interno (DI), fração maior que 3,5kDa. As frações 

de DE e DI foram congeladas, liofilizadas e 

estocadas a -80ºC. 

 

Ensaio de atividade 

 Para a avaliação do efeito extrato cru (EC), 

dialisado interno (DI) e do dialisado externo (DE) 

sobre a mortalidade dos nematóides, foram 

utilizadas aliquotas de 500l e 1 mL de EC, DI e 

DE individualmente, contra 100 J2 em volume 



final de 3mL por poço da placa de petri. As placas 

foram mantidas no escuro a temperatura de 28ºC 

durante 24 horas. Após esse período, foi 

processada a contagem de nematóides vivos e 

mortos, usando-se lâmina de Peters e microscópio 

óptico. Os dados referentes à constituição das 

soluções usadas no ensaio de mortalidade estão 

detalhados nas tabelas 1, 2 e 3. Os percentuais 

de mortalidade estão representados pelos 

gráficos: 1, 2 e 3. Para a certificação da morte 

dos J2, estes foram transferidos para tubos de 

1,5mL contendo H2O destilada por um período de 

duas horas. Transcorrido esse período, os J2 

foram transferidos para lâmina de Peters e 

visualizados em microscópio óptico.  

 

Tabela 1. Bioensaio usando diferentes volumes do extrato cru sobre juvenis de segundo estádio (J2) de M. 

incognita. 

Ensaio de atividade extrato cru 

 Qtde de 

extrato 

Nº de nematóides H2O Total 

Extrato cru 500L 100 (260L) 2240L 3mL 

Extrato cru 1000L 100 (260L) 1740L 3mL 

Controle negativo 

(H2O) 

0L 100 (260L) 3000L 3mL 

 

Tabela 2. Bioensaio usando diferentes volumes das frações dialisadas contra juvenis de segundo estádio (J2) 

de M. incognita. 

Ensaio de atividade com frações aquosas de diálise 

 Qtde de 

extrato 

Nº de nematóides H2O Total 

Fração (DE) 500L 100 (260L) 2240L 3mL 

Fração (DE) 1000L 100 (260L) 1740L 3mL 

Fração (DI) 500L 100 (260L) 2240L 3mL 

Fração (DI) 1000L 100 (260L) 1740L 3mL 

Controle negativo 

(H2O) 

0L 100 (260L) 3000L 3mL 

 

Teste in vitro para avaliação da atividade 

biológica do EC, DE e DI sobre J2 de M. 

incógnita 

 
Detectada a atividade no DE, procedeu-se ao 

acúmulo desse material mediante novas extrações, 

que foram reunidas e armazenadas a -20ºC. 

Alíquota do DE contendo 250L de  

material foi carregada em uma coluna Vydac C-18 

TP 512 semi-preparativa. A amostra foi fracionada 

sob fluxo de 2 mL por minuto, utilizando-se um 

gradiente linear 0-100% (p/v) de acetonitrila – 

0,1% ácido trifluoracético (TFA). Todos os picos 

foram coletados separadamente, liofilizados, 

pesados e posteriormente usados em novos 

bioensaios (tabela 3). Esse procedimento foi 

repetido várias vezes para acúmulo de material que 

será usado em novos ensaios. 

 



Tabela 3. Bioensaio usando 2mg das frações obtidas via HPLC. 

Ensaio de atividade com frações provenientes de HPLC 

 Qtde de 

extrato 

Nº de nematóides H2O Total 

Controle H2O 0mg 200 (125L) 1375L 1,5mL 

Controle ACN 330L 200 (125L) 1045L 1,5mL 

Controle Extrato cru 500L 200 (125L) 875L 1,5mL 

Fração 1 2mg 200 (125L) 1370L 1,5mL 

Fração 2 2mg 200 (125L) 1359L 1,5mL 

Fração 3 2mg 200 (125L) 1260L 1,5mL 

Fração 4 2mg 200 (125L) 1356L 1,5mL 

Fração 5 2mg 200 (125L) 1275L 1,5mL 

Fração 6 2mg 200 (125L) 1324L 1,5mL 

Fração 7  2mg 200 (125L) 1304L 1,5mL 

Fração 8 2mg 200 (125L) 1273L 1,5mL 

 

RESULTADOS E DISCUSSÃO  
 

 

 O teste da atividade do extrato cru obtido a 

partir de sementes de C. espectabilis se deu por 

meio de bioensaios nos quais foram utilizadas as 

quantidades de 500L e 1000L do extrato cru 

sobre 100 J2 de M. incognita. (Figura 1) O ensaio 

apresentou mortalidade de todos os 100 J2 em 

ambas as concentrações usadas, após exposição de  

24h. Este resultado está em consonância com os 

dados da literatura especializada, segundo as quais 

a rotação de culturas, a incorporação de biomassa e 

a incorporação de sementes ao local de cultivo 

resultaram em diminuição da população de 

nematóides (SILVA et al., 2002; AMARAL et al., 

2002). 
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Figura 1. Bioensaio exibindo efeito nematicida para diferentes volumes do extrato cru sobre juvenis de 

segundo estádio (J2) de M. incognita. 

 



Após a confirmação de atividade do extrato cru, 

este foi submetido a fracionamento por diálise em 

membrana de 3,5 kDa, durante 12 horas. Foram 

obtidas duas frações, o DI e o DE. As duas 

frações foram submetidas a novo bioensaios 

contra J2. O resultado mostrou que a atividade 

nematicida estava somente na fração contendo 

moléculas menores que 3,5 kDa, ou seja, no DE 

(Figura 2). Vale ressaltar que os J2, após o 

tratamento, foram colocados em H2O destilada 

durante 2 horas e continuaram imóveis, 

confirmando o efeito nematicida.   

 

0

20

40

60

80

100

0,5mL 1mL 0,5mL 1mL

Controle negativo Dialisado interno Dialisado externo

Tratamento

M
o

rt
a
li

d
a
d

e
 (

%
)

 

Figura 2 – Bioensaios mostrando efeito nematicida das diferentes frações dialisadas em diferentes volumes 

de cada fração. 

 

Fracionamento do DE por HPLC 

 A analise por HPLC em coluna semi-

preparativa, condicionada a gradiente linear de 

acetonitrila 0-100% do DE, mostrou a presença 

de 8 picos majoritários (Figura 3). Os resultados 

do bioensaio mostraram atividade nematicida para 

os picos 3 e 4, e nematostática para o pico 5 

(figura 4). Vale ressaltar que acetonitrila e extrato 

cru de DE foram usados como controles positivos, 

e H2O destilada como controle negativo (Figura 

4).  
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Figura 4 – Bioensaio usando 2mg das frações obtidas em HPLC mostrando atividade nematicida para os 

picos 3 e 4 e nematostática para o pico 5. 

 

A visualização por microscopia de luz do 

efeito causado pelos compostos presentes nas 

frações 3 e 4 sobre J2 de M. incógnita revelou a 

formação de vesículas no corpo do nematóides 

(Figura 5). 

 

Figura 3 – Cromatograma de HPLC mostrando as 8 frações majoritárias de DE  

usadas nos ensaios. 

 



 

 

 

 

 

 

 

As 8 frações obtidas por HPLC, ao serem 

concentradas, apresentaram colorações distintas 

umas das outras. Tal fato sugere que 

possivelmente elas pertençam a diferentes classes 

de compostos (Figura 6). 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6 – Diferentes colorações encontradas em frações provindas do HPLC. 

 

 

 

CONCLUSÕES 

 O Presente trabalho mostrou que existem em 

C. espectabilis moléculas ativas contra 

nematóides. Essa atividade pode ser dividida em 

nematicida e nematostática. As diferentes 

colorações relativas às frações obtidas por HPLC 

indicam que essas moléculas pertencem a 

diferentes classes de compostos. Análises 

microscópicas revelaram a presença de grandes 

vesículas no interior do corpo do nematóide, 

sugerindo a ruptura de seu intestino. Estudos 

posteriores determinarão a eficiência do uso de 

tais substâncias no controle de nematóides, o que 

poderá ser uma alternativa natural e biodegradável 

aos atuais métodos, os quais vêm se mostrando 

danosos ao meio ambiente e ao homem. 

 

PERSPECTIVAS  

 Os próximos passos do trabalho serão a 

continuação do processo de purificação, 

realização de testes de citotoxicidade e 

termoestabilidade e, por fim, a elucidação da 

estrutura da molécula por Ressonância magnética 

nuclear (RMN). 
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