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RESUMO

Atualmente, o agronegdcio brasileiro é responsavel por 34% do Produto Interno Bruto (PIB), e vem
demonstrando a sua importancia para o pais, proporcionando empregos, renda e desenvolvimento. O
modelo agricola desenvolvido na regido do Cerrado utiliza-se de muitos insumos agricolas, sobretudo os
agrotoxicos para controle de fitoparasitas. Grandes prejuizos na producédo, especialmente nas culturas de
alto valor econdmico, séo ocasionados pelo fungo Colletotrichum gossypii var. cephalosporiodes e por
fitonematdides do género Meloidogyne spp. Para ambos, o controle é dependente de quimicos sintéticos os
guais causam muitos impactos negativos. Por conseguinte, pesquisas que busquem métodos de controle
gue sejam menos danosos ecologicamente sdo fundamentais. Estudos demonstraram que plantas sao
fontes de compostos com propriedades antifingicas e nematicidas. Neste contexto, o objetivo deste
trabalho foi prospectar extratos vegetais das espécies Guarea kunthiana A. Juss e Guarea guidonea (L)
Sleumet da familia Meliaceae, ativos sobre C. gossypii e M. incognita a partir do banco de extratos da
Universidade de Brasilia (UnB). Para tanto, extratos de varias partes de ambas as espécies foram
solubilizados em DMSO 100%. A extracdo de ovos de M. incognita foi realizada segundo a metodologia de
Hussey e Barker, os juvenis de segundo estadio (J,) foram obtidos por meio da técnica de funil de Baemann
modificada e a contagem foi processada em laminas de Peters e microscopio 6ptico. Os bioensaios para C.
gossypii foram conduzidos em duplicata usando aliquotas contendo 200pg.pL"1 tendo como controle
negativo DMSO 100% e positivo Nistatina 2000Ul. Bioensaios para M. incognita foram realizados também
em duplicata utilizando aliquotas de 1mg e suspensdes aquosas de 100 J,.mL™ em placas de Petri, tendo
como controle negativo DMSO 1,5% e positivo 4gua destilada. A partir da triagem de quinze extratos, foi
identificado um com efeito nematostatico sobre J,, sendo este oriundo de caule da espécie G. kunthiana.
Nenhum extrato demonstrou atividade sobre C. gossypii. Futuramente, novas triagens serao feitas para
averiguar os efeitos dos extratos sobre M. incognita e C. gossypii objetivando a continuidade da construcao

do banco de extratos defensivos agricolas no Laboratério de Interagdo Molecular Planta-Praga (LIMPP).
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ABSTRACT

Nowadays, Brazilian Agribusiness is responsible for 34% of the Gross Domestic Product (GDP) and is
showing its importance for the country, providing jobs, income and development. The agricultural model
developed in Brazilian Savannah make use of many agricultural drawbacks, mainly pesticides for
phytoparasites control. Extensive losses of production, over all in cultures that have a high economic value,
are caused by Fungi Colletotrichum gossypii var. cephalosporiodes and for root-knot nematodes of the
genus Meloidogyne. For both, the control is dependent on synthetic chemicals, which cause negative
impacts. Research projects searching for less ecologically damaging control methods, are essential.
Phytochemical studies have shown that plants are sources of componds with antifungal and nematicides
properties. In this context the aim of this work was to prospect vegetal extracts from Guarea kunthiana A.
Juss and Guarea guidonea (L) Sleumet species of Meliaceae family from Universidade de Brasilia’s (UnB)
bank extracts active against C. gossypii and M. incognita. Therefore, extracts of many parts of plants were
ressuspended using 100% DMSO. The egg extraction of M. incognita was performed using 0.5% sodium
hypochlorite according Hussey & Barker, the second stadium juveniles (J,) were submitted to the modified
Baermann’s technique and the counting was performed using Peters’ slide and optical microscope. The
bioassays with C. gossypii were carried out in duplicate using 200pg.pL'l aliquots having as negative control
100% DMSO and positive control 2000UI Nistatina. Bioassays for M. incognita were also carried out in
duplicate using 1mg aliquots and aqueous suspensions of 100 J2.mL™ in Petri dishes, having as negative
control 1.5% DMSO and positive control distilled water. From the selection of fifteen extracts, one with
nematostatic activity was identified, being this one from steam of G. kunthiana specie. No extract has shown
activity against C. gossypii. In the future, new selections will be made to investigate activities against M.
incognita and C. gossypii aiming the continuity of construction of the defensive substances’ bank in Plant-

Pathogen Molecular Interaction Laboratory (LIMPP).

Keywords: Brazilian Agribussines Colletotrichum gossypii var. cephalosporioides Meloidogyne

incongita Secondary Metabolites Antifungal peptides Vegetal Extracts



INTRODUCAO

Atualmente, o agronegdcio brasileiro é responsavel por 34% do Produto Interno Bruto (PIB) e vem mostrando a
sua importancia para o Brasil, proporcionando cada vez mais empregos, renda, divisas e desenvolvimento
(BANCO DO BRASIL, 2004).

Gracas ao saldo da balanca comercial do agronegécio (US$ 25,8 bilhdes em 2003), o saldo total brasileiro foi
positivo em US$ 24,8 bilhdes. A producao brasileira de grdos vem batendo sucessivos recordes devido ao
incremento das produtividades médias obtidas. Apesar da séria crise por que passa a agricultura brasileira,
dados da Companhia Nacional de Abastecimento (CONAB) apontaram que a producéo nacional de gréos tera
um aumento de 5,3% (119,9 milhdes de toneladas na safra 2005/06) em comparacao com a safra anterior
(113,9 milhdes/t). A produtividade foi o principal fator para a manutencdo desse crescimento, favorecido
especialmente pelas lavouras de milho, algodédo e arroz (CONAB, 2006).

Devido a essas safras, o Brasil atraiu grandes empresas internacionais que contribuiram para melhoria da
produtividade da agroinduastria, em fungdo do aumento da competitividade, até aos padrdes internacionais. Em
2003, o Brasil ja era 0 maior exportador mundial de café, fumo, suco de laranja, aclcar, alcool entre outros
produtos. Também, além de ser um dos maiores vendedores, detinha 38% do mercado de soja-gréo e 44% do
de café solivel (BANCO DO BRASIL, 2004). Investimentos em pesquisas e tecnologias tornaram a soja e
outros produtos brasileiros os mais competitivos do mundo.

A transformacéo da agricultura brasileira aconteceu a partir de meados da década de 1960, quando se iniciou o
processo de modernizacao e desenvolvimento do Pais por meio do Plano de Metas introduzido pelo Governo
de Juscelino Kubitschek.

Inicialmente, foi nas regides do sul e sudeste do pais que a agricultura se desenvolveu de forma intensiva.
Entretanto, devido ao esgotamento de terras disponiveis para a ocupagéo da agropecuaria, e a necessidade de
aumento da produtividade agricola, houve o direcionamento da producgéo para novas areas e a consequente
expansao.

Nesse contexto, a regido dos Cerrados tornou-se estratégica na incorporacao de novas areas, tanto pela sua
posicao geografica, como por suas caracteristicas fisico-ambientais, que propiciaram a expansao da producéo
agropecuaria nos padrfes da nova agricultura moderna.

O Cerrado constitui 0 segundo maior bioma brasileiro e da América do Sul ocupando mais de 2.000.000 km?, o
gue equivale aproximadamente 22% do territério brasileiro (IBGE, 2006) e espalha-se em vérias unidades
federativas: Goias, Tocantins, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Sdo Paulo, Minas Gerais, Bahia, Piauli,
Maranhdo, Rondbnia e Distrito Federal, ocorrendo também em areas disjuntas da regido Norte nos estados do
Amapda, Amazonas, Para e Roraima. (AGUIAR & MONTEIRO, 2005). Esse Bioma é caracterizado por formas
de vegetacado com diferentes fitofisionomias, as quais apresentam camadas herbaceas formadas por
gramineas que recobrem o solo, com altura média de 50 cm, e/ou camadas arbéreas-arbustivas, com arvores
espacadas de médios e pequenos portes (SILVA, 2000). Além disso, ele é considerado o mais rico com relagéo
a biodiversidade. Para alguns grupos, como as plantas, o nivel de endemismo pode chegar a mais de 70%
(FILGUEIRAS 2002, MACHADO et al., 2004).

Dentre os 204 milhdes de hectares, 151 milhdes destes ainda podem ser explorados e cerca de 127 milhdes
tém potencial agricola. No ano de 2000, a area utilizada era de apenas 47 milhes, sendo 35 milhdes com

pastagens cultivadas, 10 milh6es com cultivos anuais e 2 milh6es com culturas perenes e reflorestamentos.



Portanto, o Brasil possui cerca de 70 milhdes de hectares agricultaveis, somente nos Cerrados, ainda por
serem explorados (BANCO DO BRASIL, 2004; AGUIAR & MONTEIRO, 2005).

O modelo agricola desenvolvido nos Cerrados, resultante da modernizacao, utiliza-se de muitos insumos
agricolas, sobretudo os agrotéxicos, para garantir uma alta eficiéncia no processo produtivo e retorno
econdmico. A adogéo desse pacote tecnoldgico, chamado de “Revolugao Verde”, que inclui o uso de
maquinas, equipamentos, fertilizantes, agrotoxicos, sementes e matrizes melhoradas, foi fator determinante na
modernizagdo e expansado do setor agropecuario no pais. Os avangos das pesquisas nas areas da quimica, da
mecéanica e da engenharia genética foram elementos fundamentais nesse processo. A adogdo desse padrao
tecnoldgico permitiu a implantacdo em larga escala de sistemas monoculturais, com emprego intensivo de
fertilizantes para os solos e agrotéxicos para controle de fitoparasitas (AGUIAR & MONTEIRO, 2005). Segundo
a CONAB, os agrotoxicos representam, na composicéo dos custos de producéo, para a regido Centro-Sul,
cerca de 25,4% para o algodao, 10,4% para o arroz, 10,9% para o milho, 19,2% para a soja e 15,7% para o
trigo (CONAB, 2006).

Dentre as patologias de plantas, as causadas por fungos sdo as mais danosas, especialmente nas culturas
estratégicas que possuem um alto valor econdmico. Neste contexto, grandes prejuizos na producdo sao
ocasionados pelo fungo Colletotrichum gossypii var. cephalosporioides causador da ramulose do algodoeiro
(IAMAMOTO, 2003). Essa doenca foi constatada pela primeira vez no municipio de Rancharia, SP, em 1936, e
ja se encontra disseminada praticamente por todas as regides do pais onde se cultiva o algodoeiro.
Atualmente, vem causando problemas sérios nos Estados de Goias, Mato Grosso do Sul, Mato Grosso e em
algumas localidades do Nordeste brasileiro (CIA & SALGADO, 1995; MONTEIRO, 2002).

A principal via de disseminagéo do fungo é a semente, na qual pode ser veiculado externamente, na forma de
conidios, ou internamente, na forma de micélio dormente. O fungo pode ainda sobreviver de um ano para outro
em solo contaminado. Veiculado pela semente ou presente no solo, o indculo primario causa lesbes parciais
em algumas plantas que vao servir como fonte de inéculo secundario. Lesdes secundarias ocorrem nas plantas
adjacentes e o patdgeno, propagando-se radialmente, forma reboleiras (CIA & SALGADO, 1995; MONTEIRO,
2002).

A ramulose pode se manifestar em plantas de qualquer idade, desenvolvendo-se de preferéncia nos tecidos
jovens. Os sintomas diretos aparecem primeiramente nas folhas novas, tanto na haste principal como nas
laterais, na forma de manchas necréticas (Fig 1), ligeiramente circulares quando situadas no limbo entre as

nervuras, e alongadas no sentido longitudinal.
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Figura 1: Antracnose provocada por Colletotrichum spp
(folha) indicada pela seta branca. Fonte:
http://vtgcrec.ifas.ufl.edu Acessado em 26/10/06.

O tecido necrosado tende a cair, formando perfuracdes. As lesdes, principalmente das nervuras, acarretam o
desenvolvimento desigual dos tecidos foliares, ocasionando o enrugamento da superficie do limbo. O fungo
afeta o meristema apical provocando sua necrose, o que estimula o desenvolvimento dos brotos laterais que se
transformam em ‘ramos extranumerarios”, conferindo a planta um aspecto de superbrotamento ou
envassouramento. Plantas doentes ficam com porte reduzido (PAIVA et al., 2001).

Um outro problema enfrentado pelos agricultores é a infestacdo das plantagbes com fitonematdides de galha
do género Meloidogyne spp (Fig. 2). Este género possui uma ampla disseminacdo e um alto poder de
destruicdo, representando um grave problema para a agricultura mundial (DUFOUR et al. 2003).

Figura 2: Juvenil de segundo estadio de Meloidogyne
incognita (J2). Fonte: Laboratério de Interagdo Molecular
Planta-Praga | (LIMPP), Embrapa Cenargen

A meloidoginose (Fig 3), patogenia resultante da interacdo nematdéide-raiz induz a diferenciacdo de focos
celulares, provocando a formacédo de galhas radiculares, o que reduz severamente a produtividade e, em casos
mais graves, podem levar a morte da planta. As perdas anuais provocadas por Meloidogyne incognita a
culturas como algodao, café e cana-de-agUcar atingem patamares de US$ 4,1 bilhdes, US$ 2,6 bilhdes e US$
16,5 bilhdes, respectivamente (DUFOUR et al., 2003).
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di- Vi ]
Figura 3: Galhas radiculares (indicadas pelas setas brancas)
provocadas pelo fitonematdide do género Meloidogyne spp.
Fonte: Laboratorio de Interacdo Molecular Planta-Praga |
(LIMPP), Embrapa Cenargen

As estratégias mais utilizadas no controle de nematéides tém sido o uso de variedades resistentes, rotacédo de
culturas, plantas antagonistas e nematicidas sintéticos (INSUNZA et al., 2001; CHITWOOD, 2002; AMARAL et
al., 2002; DUFOUR et al., 2003).

A utilizacdo de variedades resistentes € uma maneira natural e recomendavel de controlar pragas e doencgas.
Porém, no caso especifico de fitonematoéides, sdo poucas as variedades resistentes disponiveis para o
agricultor e, mesmo assim, a resisténcia geralmente é direcionada a poucas espécies de nematdides
considerados mais relevantes para certas culturas (FERRAZ & FREITAS, 2000; DUFOUR et al., 2003).

Uma alternativa que tem se mostrado atrativa esta relacionada ao uso de plantas antagonistas em esquemas
de rotacdo ou plantio consorciado. Embora esta estratégia propicie beneficios como a diminuicéo de pragas e
doencas, normalmente os produtores se decepcionam com 0s gastos extras, que reduzem significativamente
os lucros esperados, e com a falta de aumento de producdo. Devido a esses gastos extras, o0s agricultores
preferem a utilizacéo de quimicos sintéticos (defensivos agricolas), pois séo de facil aplicagcao, além de existir
uma grande variedade de produtos disponiveis atualmente no mercado. Com isso, 0s agricultores, geralmente,
aplicam doses maiores que o recomendado. Essa ma utilizagcao dos defensivos agricolas acaba por contaminar
0 meio ambiente e animais (FERRAZ & FREITAS, 2000; AMARAL et al., 2002; DUFOUR et al., 2003).

Tanto para a ramulose quanto para a meloidoginose, o controle, atualmente, depende de fungicidas e
nematicidas sintéticos, respectivamente. Esses quimicos causam grandes riscos ao meio ambiente, como
contaminag®es de solos e dguas subterraneas, danos a salide humana e animal, a organismos néo alvos e
casos comprovados de desenvolvimento de organismos resistentes. Além disso, vem ocorrendo uma crescente
pressao sobre as grandes redes de varejo para a oferta de produtos que sejam mais seguros tanto aos
consumidores quanto ao meio ambiente (AGRIANUAL, 2001; TAMAI et al., 2002). Esses problemas expressam
claramente a importancia e a necessidade de pesquisas para a busca de alternativas menos danosas

ecologicamente, eficientes e mais especificas para o controle de fitopatégenos.

Neste contexto de busca de alternativas naturais, existem indmeros trabalhos descritos na literatura sobre a
utilizacdo de extratos de plantas como fontes em potencial de compostos com propriedades antifingicas e
nematicidas e/ou nematostéticas, principalmente de folhas raizes e sementes (CHITWOOD, 2002; AMARAL &
BARA, 2005 ROCHA et al., 2006a). Esses efeitos tém sido relacionados a presenca de peptideos/proteinas
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como, por exemplo, defensinas e lectinas (PELEGRINI et al., 2006) e metabolitos secundarios (MOLAN et al.,
2000, GUERREIRO et al., 2005, DINIZ et al, 2006).
Defensinas sdo proteinas de baixo peso molecular que provavelmente estdo relacionadas com a inibicédo do
crescimento de fungos por meio de uma interacdo direta com os esfingolipidios da superficie da membrana da
célula (PELEGRINI et al., 2005). Outra familia de proteinas conhecidas como proteinas de transferéncia lipidica
(LTP), também com baixo peso molecular e extremamente estabilizada por quatro pontes dissulfeto, exercem
efeitos de inibi¢cdo no crescimento fungico provavelmente por agirem no trafico de fosfolipidios que atravessam
as membranas (CAMMUE et al., 1995, PELEGRINI et al., 2006).
As lectinas sdo amplamente encontradas na natureza, especialmente em leguminosas. Essas sao
glicoproteinas que se ligam reversivelmente a um mono ou oligossacarideo especifico (MARBAN-MENDONZA
et al., 1992). Varios papéis bioldgicos sdo atribuidos as lectinas, dentre eles atividades inseticidas, fungicidas e
nematicidas. Essas proteinas tém sido associadas ao bloqueio de quimioreceptores de nematéides, o qual
dificulta a mobilidade e a localizacédo da planta por parte do parasita (SILVA et al., 2002).
As plantas séo fontes de um amplo espectro de mais de 100.000 produtos naturais de baixo peso molecular,
conhecidos como substancias vegetais ou metabdlitos secundarios (DIXON, 2001; COELHO et al., 2006). Nos
vegetais, estes compostos podem estar associados a diferenciacdo celular, regulacao do crescimento, a
mediacéo das interacdes entre plantas e outros organismos e, principalmente, protecdo (VERPOORTE e
MEMELINK, 2002, TAIZ & ZEIGER, 2004).
Dentre os metabdlitos secundarios, destacam-se os polietienos encontrados em Tagetes, isotiocianatos e
glicosinolatos oriundos de Brassica e outros compostos isolados de diferentes familias vegetais, como
glicosideos cianogénicos, poliacetilenos, alcaldides, compostos fendlicos entre outros (VERPOORTE e
MEMELINK, 2002; TAIZ & ZIEGER, 2004; DIXON, 2005).
Adicionalmente, extratos vegetais possibilitam, por exemplo, a obtencao de novos produtos, 0s quais as pestes
ainda nao podem inativar, sao rapidamente biodegradados além de apresentar varios modos de acgao, tornando
possivel um vasto espectro de uso enquanto retém uma agao seletiva dentro de cada classe de peste, e por
fim, sdo derivados de recursos renovaveis, diferentemente dos materiais sintéticos (FERRAZ & FREITAS,
2000).
Utilizando extratos vegetais, véarios trabalhos demonstraram que espécies da familia Meliaceae séo fontes
importantes de metabdlitos secundarios com diversas propriedades, dentre elas bactericida (NAGALAKSHMI et
al., 2003), inseticida (GONCALVES-GERVASIO & VENDRAMIM, 2004) e fungicida (HASIMOTO E SOUZA et
al., 2002). Estudos preliminares utilizando plantas desta familia do género Guarea spp., provenientes do Bioma
Cerrado, demonstraram resultados motivadores. As espécies Guarea kunthiana A. Juss e Guarea guidonea (L)
Sleumet mostraram ser fortes candidatos para o controle de protozoéarios causadores de doencas tropicais
como, por exemplo, a Leishmaniose (MESQUITA et al., 2005).
Pesquisas em andamento na Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia no Laboratério de Interacao
Planta-Praga | (LMPP), demonstraram resultados inovadores, como atividade nematicida especifica, de uma
substancia vegetal extraida de uma espécie da familia Leguminosae. Sendo assim, a busca de substancias
vegetais com atividade especifica sobre fitoparasitas é fortemente estimulada, principalmente de espécies da
familia Meliaceae, uma vez que os extratos dessa familia constituem fontes notaveis de moléculas bioativas
(HASIMOTO E SOUZA et al., 2002; DUFOUR et al. 2003; COELHO et al., 2006).

HIPOTESE
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O Bioma Cerrado possui plantas como fontes de metabdlitos secundarios e proteinas e/ou peptideos com
propriedades antifingicas e nematicidas/nematostaticas em potencial como novos defensivos agricolas

naturais.

JUSTIFICATIVA
As metodologias descritas atualmente para o controle de fitoparasitas séo varias, dentre elas estéo a rotacao
de culturas, o uso de variedades resistentes, a utilizagao de plantas antagonistas e o controle biolégico
(DUFOUR et al., 2003; AMARAL et al., 2002; INSUNZA et al., 2001; FERRAZ & FREITAS, 2000). Apesar das
diversas possibilidades em termos estratégicos, atualmente o controle de fitoparasitas esta centrado
principalmente no uso de nematicidas.
No Brasil, o controle de pragas e doencas de plantacdes cultivadas em campo aberto é feito quase
exclusivamente com produtos quimicos sintéticos. Este fato ocorre devido a tradicdo do uso desses produtos
junto aos produtores, facilidade de aplicacdo e disponibilidade de equipamentos e servicos no mercado (TAMAI
et al., 2002).
A utilizacdo de quimicos sintéticos para controlar doencas causadas por fitopatdégenos acarreta riscos ao meio
ambiente como, contaminacdes de solos e aquiferos, danos a satde humana e a organismos nao alvos, além
de casos comprovados de desenvolvimento de resisténcia e elevados custos (FERRAZ & FREITAS, 2000;
AGRIANUAL, 2001; DIXON, 2001; TAMAI et al., 2002; DUFOUR et al., 2003).
Dessa forma, a necessidade de se encontrar outras alternativas viaveis e eficientes por meio de pesquisas
para o controle de fungos fitopatogénicos e fitonematoéides torna-se importante.
Os estudos fitoquimicos confirmaram que extratos de muitas plantas sédo fontes potenciais de metabdlitos
secundarios (COELHO et al., 2006). Além disso, extratos vegetais provenientes da familia Meliaceae
demonstraram ser fortes candidatos com atividades especificas que podem ser usadas para a obtencao de
novos produtos para o controle de patologias vegetais causadas por fitoparasitas (HASIMOTO E SOUZA et al.,
2002; ADEKUNLE et al., 2003; GON(;ALVES-GERVASIO & VENDRAMIM, 2004).

OBJETIVOS
Objetivo Geral
Avaliar a atividade de extratos de diferentes partes de plantas da familia Meliaceae com efeito nematicida e
fungicida.
Objetivos Especificos

e Testar extratos de raiz, caule, folha e fruto de Guarea kunthiana e Guarea guidonea contra C. gossypii.

e Testar extratos de raiz, caule, folha e fruto de Guarea kunthiana e Guarea guidonea contra Juvenis de

segundo estadio (J,) de M. incognita;

MATERIAL E METODOS

Material bioldgico

Plantas
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Os extratos das plantas pertencentes a familia Meliaceae foram gentilmente cedidos pela Dr? Laila Salmen
Espindola, coordenadora do Laboratério de Farmacognosia da Universidade de Brasilia (UnB), e mantidas em

freezer a -80°C.

Fungo
O fungo Colletotrichum gossypii var. cephalosporioides foi gentilmente cedido pelo Dr. Nelson Dias Suassuna
da Embrapa Algodao Campina Grande — PB. Os esporos foram mantidos em microtubos de 1,5 mL contendo

silica e armazenados na camara fria a 4°C do Cenargen.

Nematoides
A manutencéo de cole¢des de nematdides constitui um trabalho rotineiro na Embrapa Recursos Genéticos e
Biotecnologia. Plantas de tomate (Lycopersicum esculentum) com trés meses séo infestadas com 10.000

Juvenis de segundo estadio (J,) e cultivadas em casa-de-vegetagdo por trés meses do Cenargen.

Extracéo e obtencdo do material biolégico

Extratos

Foram utilizadas duas espécies de Guarea spp. pertencentes a familia Meliaceae: Guarea. Kunthiana A. Juss e
Guarea. Guidonea (L) Sleumet. No quadro 1 esta a relacdo das partes vegetais utilizadas de ambas as
espécies e o respectivo solvente utilizado para extragdo. Os nimeros entre parénteses e 0s asteriscos se
referem aos extratos utilizados nos bioensaios contra C. gossypii e M. incognita, respectivamente.

Quadro 1: Relagéo das partes vegetais utilizadas de cada espécie de Guarea spp. Os nimeros e 0s
asteriscos se referem aos extratos utilizados nos bioensaios contra C. gossypii € M., incognita,
respectivamente. (M+C corresponde a Madeira+Casca).

Espécie Parte vegetal Solvente

G. Kunthiana A. Juss* (1) Fruto Hexano

G. Kunthiana A. Juss* (2) Fruto Etanol

G. Kunthiana A. Juss* (3) Folha Hexano

G. Kunthiana A. Juss* (4) Folha Etanol

G. Kunthiana A. Juss* (5) Caule (M+C) Etanol

G. Kunthiana A. Juss* Caule (M+C) Hexano

G. Guidoea (L) Sleumet* (6) Raiz (M+C) Hexano

G. Guidonea (L) Sleumet* (7) Raiz (M+C) Etanol

G. Guidonea (L) Sleumet* (8) Caule (M+C) Etanol

G. Guidonea (L) Sleumet* (9) Caule (M+C) Hexano

G. Guidonea (L) Sleumet* (10) Folha Etanol

G. Guidonea (L) Sleumet* Folha Hexano

G. Kunthiana A. Juss* (11) Raiz (M+C) Hexano

G. Kunthiana A. Juss* (12) Raiz (M+C) Diclorometano
G. Kunthiana A. Juss* (13) Caule (M+C) Diclorometano

As partes vegetais foram separadas, dessecadas e a extragdo dos compostos foi feita a partir da pulverizagéo

do material e maceracdo em diferentes solventes (hexano, diclorometano e etanol) durante uma semana. Em
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seguida as amostras foram filtradas, os solventes retirados por evaporacao rotativa, o material foi concentrado
pela mesma técnica e estocado a -20°C. As amostras foram ressuspendidas utilizando o solvente organico

Dimetil Sulféxido (DMSO) na concentracdo de 100% para a realizacao dos bioensaios.

Obtencéao de Juvenis de segundo estadio (J,) de M. incognita

As plantas de tomateiro (Lycopersicum esculentum) previamente infectadas durante trés meses com o0s
Juvenis de segundo estadio de M. incognita foram selecionadas. Para a obtencdo dos ovos, as raizes dessas
plantas tiveram suas galhas seccionadas e trituradas em um liquidificador contendo uma solug&o de hipoclorito
de sddio a 0,5%, de acordo com a metodologia desenvolvida por HUSSEY & BARKER, (1973). A suspensao
contendo os ovos de M. incognita foi submetida a técnica de funil de Baemann modificada para a obtencao Js.
Em seguida, esta suspenséo foi colocada em uma camara de eclosédo e, apés 48 horas, os J, foram contados
utilizando lamina de Peters e microscopio 6tico.

Germinagao dos esporos de Colletotrichum gossypii
Os esporos de C. gossypii foram colocados sobre o meio Batata Dextrose Agar (BDA) Difco em placas de Petri

de 90mm x 15mm e incubadas & 28°C por 24 horas.
Ensaios biolégicos

Teste in Vitro da atividade dos extratos sobre C. gossypi

A inibicdo do crescimento da hifa foi feita transferindo o fungo crescido para uma nova placa de Petri com meio
BDA e utilizando discos de papel estéreis contendo aliquotas de 200ug.ul™ de cada extrato. Os ensaios foram
realizados em duplicata e foi utilizado como controle negativo DMSO 100% e controle positivo Nistatina

2000UlI. A medicao do halo foi feita utilizando uma régua milimetrada todos os dias durante uma semana.

Testes in Vitro da atividade dos extratos sobre M. incognita

Para avaliar o efeito dos extratos sobre a mortalidade dos nematoéides, foram utilizadas aliquotas contendo 1mg
de cada extrato para uma suspensao de J2 na propor¢éo de 100 J2.mL-1, ajustando o volume final para 1ml
por placa de cultura de tecido. As placas foram mantidas a 26°C e, apds 24hrs, os J2 mortos e vivos foram
contados com o auxilio de lamina de Peters e microscopio 6tico. Os ensaios foram realizados em duplicata
tendo como controle positivo 4gua destilada e controle negativo DMSO a 1,5%.

A mortalidade dos J2 foi certificada centrifugando a solucdo dos nematéides a 4000 rpm por 10 minutos,
transferindo os Juvenis tratados, aparentemente mortos, para uma placa de Cultura de Tecido contendo 1mL

de 4gua destilada e examinando-os apds um periodo de 10 horas.

Os dados foram analisados com o auxilio do programa Windows Excel.
Anélise de dados

Foram aplicadas analises estatisticas descritivas tais como média e desvio padrao com o auxilio do programa

Windows Excel.
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RESULTADOS E DISCUSSAO
Ensaios bioldgicos para avaliar a atividade dos extratos sobre o crescimento do fungo C. gossypii
Dos 13 extratos utilizados para este ensaio, nas condi¢des e concentracdes estipuladas, nenhum foi capaz de

inibir o crescimento do fungo causador da ramulose. Os extratos se apresentaram semelhantes ao controle
negativo (Figura 4 A-D).

Figura 4 A-D: Bioensaio utilizando extratos da familia Meliaceae sobre Colletotrichum gossypii var.
cephalosporioides. De acordo com os resultados, os extratos apresentaram semelhantes ao controle
negativo, indicando que os mesmos nao possuem efeitos fungicidas para a concentragdo de 200pg.uL'1. +
(controle positivo), - (controle negativo), 1-13 (extratos).

A razéo pela qual ndo se observou efeito fungicida dos extratos pode estar relacionado a concentragao
utilizada (200ug.uL™). De acordo com estudos preliminares para qualquer composto testado, valores acima de
200pg.uL™ faz com que o material em questdo n&o seja eficiente para ser um produto novo e diferente dos
atuais no mercado (PELEGRINI et al., 2006). E possivel ainda que a triagem feita para as partes vegetais das
duas espécies selecionou metabdlitos ou proteinas que ndo apresentam atividade antifingica.

N&o existem relatos sobre o efeito fungicida das espécies em estudo contra a ramulose ou outros fungos

fitopatogénicos. A escassez de estudos com relagdo a extratos de plantas do Bioma Cerrado € o principal fator.

16



Contudo, existem varios relatos na literatura sobre extratos vegetais da familia Meliaceae, principalmente 6leos
essenciais, que sdo capazes de inibir crescimento de organismos, tanto patogénicos quanto fitopatogénicos.
Nagalakshmi et al., (2003) constataram que os 6leos essenciais de Melia dubia Cav e; Chukrasia tabularis Adr.
Juss foram capazes de inibir o crescimento de Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae, Fusarium oxysporum, Candida albicans, Proteus vulgaris e Fusarium oxysporum, causadores de
infeccdes mais frequentes em humanos.

O dleo essencial de Khaya ivorensis demonstrou efeitos satisfatérios no controle de Botrytis cinerea Pers
(ABDELGALEIL et al, 2005), fungo fitopatogénico causador da podriddo cinzenta de varias culturas importantes
para o Brasil, como algodéo e soja. Adekunle et al., (2003) observaram que o extrato bruto da planta acima
citada também foi capaz de inibir o crescimento de Aspergillus flavus, A. fumigatus, A niger, Candida albicans,
Microsporum audonii, Trichoderma viride e Trichophyton mentagrophytes.

Os extratos de algumas espécies, inclusive de plantas do Cerrado, demonstraram resultados motivadores.
Varios autores constataram que plantas da familia estudada neste trabalho possuem atividades contra
moluscos (PEREZ et al., 1998), larvas de insetos (VINAUD et al., 2005), insetos (SOUZA E VENDRAMIN,
2001), protozoarios (MESQUITA et al., 2005) bactérias e fungos patégenos de humanos (HASIMOTO E
SOUZA et al., 2002).

Os resultados obtidos ndo confirmaram a hipétese da existéncia de metabdlitos secundarios ou proteinas das
espécies G. kunthiana e G. guidonea com atividade antifingica. Entretanto, como trabalhos futuros, novas

triagens podem ser feitas e testadas para verificar atividade fungicida contra a ramulose do algodoeiro.

Ensaios biolégicos para avaliar a atividade dos extratos sobre M. incognita

Os resultados obtidos nos bioensaios mostraram uma atividade sobre J, para o extrato de nimero 15,
correspondente ao extrato do Caule (Madeira+Casca) da espécie Guarea kunthiana A. Juss, extraido com
diclorometano. Neste, os nematéides se apresentaram totalmente paralisados indicando uma atividade

nematostatica.

Os demais extratos se mostraram semelhantes ao controle negativo (Fig 5).
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Figura 5: Efeito dos extratos de G. kunthiana e G. guidonea provindas da familia Meliaceae sobre os Juvenis de
segundo estadio (J2) de M. incognita. Nota-se uma atividade para o extrato de nimero 15.

A presenca da atividade no extrato de caule indica a existéncia de metabdlicos primérios e secundéarios em
diferentes partes das plantas com atividade especifica e ndo somente em raiz, como era esperado (HASIMOTO
E SOUZA et al., 2002; JOURAND et al., 2004; COELHO et al., 2006).

Para o teste de validagdo do experimento e confirmacgdo da mortalidade, efetuou-se o retorno dos nematoides
para a agua destilada, na qual eles recuperaram a mobilidade (Fig 6). Isto demonstra que o extrato nao possui

efeito nematicida, e sim um efeito nematostatico.
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Figura 6: Teste de validagéo e confirmacao do tipo de atividade do extrato de niumero 15 sobre os
Juvenis de segundo estadio (J,), no qual foi demonstrado que o efeito € nematostatico.

Assim como para a ramulose, s&o poucos os estudos acerca dos efeitos dos extratos da familia Meliaceae
sobre os Juvenis de segundo estadio (J,) de M. incognita. Ferraz & Freitas (2000) relataram que um bom
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controle para M. incognita foi conseguido mergulhando as raizes de tomateiros em extratos de plantas como

Azadirachta indica e Melia azedarach, ambas pertencentes a familia Meliaceae, ndo nativas do Cerrado.

O fato de existirem plantas da familia citada acima que demonstraram bons resultados no controle de
nematéides é um étimo indicativo da existéncia de possiveis candidatos para controle de fitonematoéide
utilizando extratos de plantas do Cerrado, um Bioma pouco estudado e com varios representantes desta familia
(MACHADO et al., 2004, HASIMOTO E SOUZA et al., 2002).

Adicionalmente, existem muitos trabalhos relatando o efeito nematicida ou nematostético de extratos de varias
partes das plantas de familias como Leguminosae (FERRAZ & FREITAS, 2000; SILVA et al., 2002; DEMUNER
et al., 2003; ROCHA et al., 2006), Asteraceae (CHITWOOD, 2002), Fabaceae (JOURAND et al., 2004), dentre
outras. Normalmente, esta atividade esta relacionada a presenca de compostos como metabdlitos secundarios,
peptideos ou proteinas com atividades especificas (CHITWOOD, 2002; SILVA et al., 2002; DEMUNER et al.,
2003;).

Os metabdlitos secundarios sdo mais comuns em plantas e fungos e podem atuar como componentes
estruturais, defesas contra herbivoros e patégenos, (TAIZ & ZIEGER, 2004). Na literatura sdo descritos varios
tipos de metabdlitos secundarios com a capacidade de controlar fitonematdides. Trabalhos fitoquimicos
confirmaram que extratos de muitas plantas sao fontes potenciais de metabdlitos secundarios, que sdo
nematicidas constituidos principalmente por alcaléides, terpenos, taninos, flavanéides e glicosideos dentre
outros (GONQALVES-GERVASIO & VENDRAMIM, 2004; TAIZ & ZEIGER, 2004; GUERREIRO et al., 2005).

CHITWOOD (2002) cita, em sua reviséo, diferentes tipos de metabdlitos secundarios extraidos de varias
plantas, dentre elas, polietilenos em cravo-de-defunto (Tagetes spp), alcaléides em Crotalaria spectabilis, uma
planta bastante conhecida e utilizada pela populacdo no combate a formigas e triterpendides de Azadirachta
indica, mas comumente conhecida como nim.

Os efeitos das lectinas (glicoproteinas) sdo bastante descritos na literatura (CARLINI E GROSSI-DE-SA, 2002;
SILVA et al., 2002). Zuckerman (1983) constatou inicialmente que as lectinas blogueiam as reagfes do sistema
guimioreceptor de nematoéides, o que altera o quimiotropismo e, conseqiientemente, a mobilidade e a
localizagdo da planta pelo fitonematoide. Para verificar essa possivel acao do extrato de G. kunthiana, seria
necessario a re-inoculacéo destes nematodides tratados com o extrato em tomateiros e verificar a formagéo de
galhas radiculares ap4s um periodo de trés meses.

Apesar do grande numero de trabalhos publicados indicando a atividade de diversos extratos, pouco se sabe a
respeito das moléculas atuantes, muito menos sobre o0 mecanismo de a¢éo delas. A presenc¢a de compostos
com atividade em extratos de plantas, especialmente dentro da familia Meliaceae, evidencia a importancia dos
estudos na area de prospeccédo de possiveis moléculas ativas contra M. incognita.

Até a conclusao deste trabalho, o tipo de molécula ativa responséavel pela paralisacdo dos nematoides (protéico
ou composto secundario) néo foi identificado. Todavia, estes resultados confirmam a hip6tese de que plantas
nativas do Cerrado da espécie G. kunthiana, pertencente & familia Meliaceae, tem atividade nematicida ou
nematostética. Como trabalhos futuros, assim como para a ramulose, novas triagens podem ser feitas para

averiguar possiveis atividades sobre os Juvenis de segundo estadio (J,) de M. incognita.

CONCLUSAO
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e Os treze extratos das plantas G. kunthiana e G. guidonea ndo possuem atividades antifingicas para
Colletotrichum gossypii;

e Dos quinze extratos testados, somente um apresentou atividade sobre os Juvenis de segundo estadio (J,)
de M. incognita; este corresponde ao extrato de G. kunthiana, Caule (M+C) extraido com diclorometano;

e O extrato de G. kunthiana pode ser um candidato em potencial de metabdlitos secundarios ou proteinas

para um novo defensivo agricola.

PERSPECTIVAS

Informagbes acerca da natureza bioquimica e estrutural das moléculas com atividade nematostatica, obtidas do
extrato de caule (M+C) da espécie G. kunthiana, permitirdo o entendimento dos mecanismos efetivos sobre os
fitoparasitas. Portanto, as préximas etapas deste trabalho consistem em testar o nivel de citotoxicidade do
extrato ativo, assim como testes de termoestabilidade; iniciar processos de purificacdo por meio de dialises
seguidas por Cromatografia Liquida de Alta Performance (HPLC); testar a especificidade da molécula. Fazer
triagens de novas plantas da familia Meliaceae e continuar a constru¢do do banco de moléculas defensivos
agricolas no LIMPP.

Estes resultados contribuirdo para o enriquecimento do conhecimento cientifico brasileiro aplicdvel, assim como

para o conhecimento acerca das espécies nativas do Bioma Cerrado.
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