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REUMO

Inicialmente buscou-se identificar plantas com extratos meta-
nolicos aivos in vitro contra o nemat6ide Panagrellus redivivus. Das
24 expécies vegetai's estudadas, constatou-se que os melhores resultados
foram obtidos com Leucaena leucocephala, que causou mortdidade de
93% dos individuos expostos ao seu extrato por 24 h. Em seguida,

submeteu-se o referido extrato a fracionamento direcionado pelos testes
invitro com P. redivivus o que possibilitou isolar uma substéncia nema
ticida que, segundo andlises preliminares, correspondia a um acalGide.

Palavras-chave adicionais: nematéide, Panagrellus
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ABSTRACT

Nematocidal plant extractsand purification of activeingredients
of Leucaena leucocephala extract

Initially this work was aimed to identify plant methanolic
extractstoxic in vitro to the nematode Panagrellus redivivus. Among
24 plant species studied, Leucaena |leucocephala afforded the best

results, as 93% of the nematodes were dead after exposure to its
extract during 24 h. Thus, such extract was submitted to a purification
process guided by in vitro assays with P. redivivus. As a result, one
substance active against such nematode was isolated. According to
preliminary anaysis, that seems to be an akaloid.

Os nematéides parasitas de plantas causam
consideraveis reducdes na produtividade agricola, ja que
acarretam perda da ordem de US$ 100 bilhdes anualmente
(Tihohod, 1993). Dentre as taticas de controle desses
fitoparasitas, destaca-se 0 uso de nematicidas sistémicos que,
além de aumentarem os custos de producao, apresentam riscos
a0 homem e ao meio ambiente (Campos et al., 1998). Uma
alternativa de menor impacto ecolégico tem sido o uso de
plantas antagbdnicas, que produzem metabdlitos com
propriedades nematostati cas ou nematicidas, aposapenetracéo
do fitonemat6ide, ou podem té-los constitutivamente. Algumas
dessas substancias sdo excretadas pel as raizes, como no caso
do a-tertienila, produzido por Tagetes erecta Linn. Outros
exempl os de substancias de origem vegetal com propriedades
nematicidas s8o o a cal 6ide monocrotalina, 0 &cido butiricoeo
pirocatecol, isolados de tecidos de Crotal aria spectabilis Roth
e Eragrogtis curvula Nees, respectivamente (Ferraz & Vale,
1997).

Com vistas a contribuir para o desenvolvimento de
novos métodos de controle de fitonematdides, inicialmente,
buscou-se identificar extratos vegetais com atividade
antagbnica in vitro ao nematoide bacteriéfago Panagrellus
redivivusL. Apesar de ndo setratar de um parasitade plantas,
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areferidaespéciefoi utilizadapelo fato depoder ser facilmente
mantida e multiplicada em laboratério, 0 que representa
vantagem sobre as espécies fitoparasitas, que demandam o
cultivo deplantasinfetadas. Além debuscar identificar extratos
vegetai s com propriedades nematicidas, este traba ho também
€ parte de um projeto que visa ao estabel ecimento de métodos
maisféceis de deteccdo de substancias nematicidas, paraserem
empregados em periodos cujas condigdes sejam adversas a
manutencao e multiplicacdo de fitonematoides.

Por ter proporcionado amaior taxade mortalidade deP.
redivivus, o extrato de Leucaena leucocephala (Lam) De Wit
foi submetido a fracionamento, visando a purificacéo e
identificacdo da substéncianematicida.

Obtencdo dosextratosvegetais

Para o presentetrabal ho foram colhidas folhas de todas
as plantas estudadas e flores de Pelargonium hortorum L. H.
Bailey e de Dredanthema grandiflorumKitam, no campus da
Universidade Federal deLavras(Tabelal). Um gramade cada
amogtrafoi picado eimerso em metanol PA. por 48 h. Filtraram-
se as suspensdes resultantes em algoddo e colocaram-se 0s
residuos obtidos em mais metanol. Apés 48 h, procedeu-se a
nova filtragem em algod&o. As fases metandlicas obtidas nas
duasfiltracBesforam reunidas e, em seguida, concentradasem
evaporador rotatorio até secura. O residuo obtido foi solubi-
lizado em 10 ml de solucdo aguosa de Tween 80 [monool eato
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de polioxietileno (20) sorbitan] a1% (g/ml), paraser usado no
testein vitro com P. redivivus.

Testein vitrocom P. redivivus

Placas de Petri contendo meio de cultura aveia-agua,
infestadas com P. redivivus, foram lavadas com agua destilada
e esterilizada, originando uma suspensdo de nematoides que
foi imediatamente passada através de peneiras sobrepostas
de 60, 200 e 400 mesh. Em funil de vidro fechado na parte
inferior (Funil de Baermann), contendo &guaepeneirademalha
finacom filtro de papel, foram vertidos os nematGides retidos
na peneirade 400 mesh, usando-sejatos de &gua provenientes
deumapisseta. Apds 30 min, aparteinferior dofunil foi aberta,
0 que permitiu recol her uma suspenséo aquosade nematoides,
quefoi calibradacom aadicdo ou retiradade agua, para20-30
nematoides por 10 m.

Em células de placas tipo Elisa, previamente lavadas
com detergente, dlcool e &guadestilada, foram colocados 10 ni
da suspensdo de nematoides e 240 n daamostraaser testada.
As contagens do nimero de individuos vivos e mortos foram
realizadas com 24, 36 e 48 h, com auxilio de microscépio de
objetiva invertida. Empregou-se como testemunha positiva
solugdo aquosa de Aldicarbe (200 ppm) e como testemunha
negativasolucdo aquosade Tween 80 a1% (g/ml). Empregaram-
se sais repeticdes em todos 0s casos, cujos resultados obtidos
foram transformados para percentagem e submetidos aanalise
devariancia. As médiasforam comparadas pelaaplicacéo do
teste de Tukey (5%). Consideraram-se individuos mortos
aqueles sem movimento.

Fracionamento do extrato deL . leucocephala

O extrato metandlico de 520 g de folhas frescas de L.
leucocephala, obtido conforme descrito anteriormente, foi
concentrado em evaporador rotatério até 1/5 do volumeinicial,
0 gue resultou em suspensdo aquosa. Esta foi, a seguir,
submetidaaextracéo com hexano (2 x 55 ml) e acetato de etila
(2x 55 ml). Obtiveram-se assim, trésfasesliquidas, dasquais
seretiraram aliquotas correspondentes a0,1% dos respectivos
volumes, queforam concentradas em evaporador rotatorio até
securae solubilizadasem 5 ml de Tween 80 a1% (g/ml), para
serem submetidas ao teste in vitro com P. redivivus.

Os 200 ml da fase aquosa, resultantes do processo de
extragdo com hexano e acetato de etila, foram liofilizados,
rendendo residuo com massaigual a 18,34 g. Realizaram-se
sucessivas lavagens de 0,035 g de tal residuo com acetato de
etila(4 ml), metanol (4 ml) edgua (4 ml). Astrésfasesliquidas
resultantes das lavagens foram concentradas em evaporador
rotatorio até secura e dissolvidas em 5 ml de solucdo aquosa
de Tween 80 a 1% (g/ml), para serem submetidas ao teste in
vitro com P. redivivus.

O restante do residuo obtido pelo processo de
liofilizagdo foi lavado varias vezes com metanol (7 x 100 ml).
Todas as fases metandlicas foram reunidas e concentradas
sob vacuo até secura, 0 que originou residuo com massa de
12,82 g. Parte deste (3,08 g) foi fracionadaem colunade3x 17
cm de silica gel 60 (Merck), empregando-se acetato de etila
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(150 ml), metanol (150 ml), &gua (150 ml) eHCl 0,2 M (150 ml),
como eluentes. Aliquotas das quatro fragGes obtidas, corres-
pondentes a0,8% do volume de cada, foram concentradasem
evaporador rotatorio até securaedissolvidasem 5 ml de solugdo
aquosa de Tween 80 para serem submetidas ao teste in vitro
com P. redivivus.

A fragdo de HCI 0,1 M foi concentrada sob vécuo até
Secura, 0 queoriginou residuo semi-sdlido, com massade 0,179
0. Este, mais uma vez, foi fracionado por cromatografia em
colunade 3 x 15 cmdamesmasilica. Paratanto, empregaram-se
150 ml de cadaumadas solugBes: acetato deetilal &cido acético
(10:3); acetato deetilal metanol/ &cido acético (8,5:1,5:3); acetato
deetilal metanol/ &cido acético (8:2:3)/ acetato de etilal metanaol/
acido acético (6,7:3,3:3) e acetato de etila/metanol /&cido acético
(5:5:3), como eluentes. Obtiveram-se 60 fragdes, que foram
combinadas de acordo com resultados de andlise por
cromatografiaem camadafina (CCF) e por espectrometriano
infravermelho. Comisso, ao final haviadez fragBes combinadas.
1-12,13-19,20-22, 23-27, 28-29, 30-35, 36-52, 53-54, 55-57 € 58-
60. Aliquotas correspondentes a5% do volume de cadaforam
concentradas em evaporador rotatério até securae dissolvidas
em 5 ml de solucéo aquosa de Tween 80 a 1% (g/ml), para
serem submetidas ao teste in vitro com P. redivivus. Apés
concentragao, afracdo combinada58-60 foi analisadapor CCF,
com placas de silica gel. Para a revelacdo, empregaram-se
solucdo etandlica de acido fosfomolibdico e reagente de
Dragendorf (Wagner et al., 1983). Em ambos 0s casos,
observou-se que tal fragdo era composta por apenas uma
substéncia que tinha Rf (distanciapercorridapelasubstancia/
distancia percorrida pelo eluente) igual a 0,25 quando se
empregavaacetato de etila/metanol /acido acético (5:5:3) como
eluente. Ap6s total remocdo dos solventes da fragdo 58-60
sob vécuo, obteve-se um sdlido com massa de 0,02 g.

Das 24 espéciesvegetaistestadas (Tabela 1), obtiveram-
se resultados mais promissores com 0s extratos de L.
leucocephala e Paspalum notatum Fliiggé, que induziram
98,69% e 94,43% de mortalidade de P. redivivus, respecti-
vamente (Tabela2). No caso especifico deL. leucocephal a, os
dados apresentados corroboram os resultados de Gonzaga
(1992) que, emtestesin vivo, conseguiu reducdo do niimero de
galhas de Meloidogyne incognita (Kofoid & White) Chitwood
em plantas indicadoras cultivadas ap6s L. leucocephala.
Ademais, esté de acordo com resultados de testes in vitro
realizados com juvenis do segundo estédio (J2) deM. incognita
e de Meloidogyne exigua Goeldi. Em ambos 0s casos, 0 extrato
de L. leucocephala provocou dtas taxas de mortalidade de J2
(Costa, 1999; 2000). Em relagdo aP. notatum, Rodriguez-K&ana
& Canullo (1992) comprovaram bonsresultados destagraminea
no controle de Meloidogyne arenaria Neal e Heterodera
glycines|chnohe, eacaracterizaram como n&o hospedeiradesses
nematdides. O fato de o extrato ter apresentado atividade contra
P. redivivusfoi umindicio de que umadas suasformas de acao
contra fitonematéides pode basear-se na producdo de
substéncias nematicidas.

Para vérias das outras plantas testadas, esperava-se a
obtencdo de resultados confirmando a atividade nematicida,
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uma vez que havia relatos na literatura demonstrando que
podiam produzir substancias ativas contra fitonematoides
(Ferraz & Valle, 1997). Tageteserecta Linn, por exemplo, da
qual ja foram isoladas substancias toxicas a nematoides,
forneceu resultado estati sticamente idéntico ao datestemunha
agua. De forma andloga, pode-se mencionar Zinnia elegans
Jacq, cujo extrato tem consideravel acdo contra M. incognita
(Bano et al., 1986). Aindaépossivel citar Crotalariajunceal.
(Silvaetal., 1990), Ricinu scommunisL. (Rodriguez-K dbana
& Canullo, 1992), Stylosanthes gracilis H. B. K. (Gonzaga,
1992) e Catharanthusroseus G Don (Krishnamurthy & Murthy,
1993), que apesar de se mostrarem ativas contrafitonematdides,
n&o tiveram nenhum efeito sobre P. redivivus.

Nos casos de Bougainvillea glabra Choisy e Carica
papaia L., apesar dos baixos valores obtidos, os extratos
correspondentes apresentaram efeitos contra P. redivivus, o
gue esta de acordo com dados da literatura que relatam tais
plantas como antag6nicas a fitonematdides (Rao & Reddy,
1992; Siddiqui et al., 1992).

Quanto aos extratos de Allium sativum L. e de Allium
cepa L., que sdo ativos contra fitonemat6ides (Costa, 2000),
observou-se que a percentagem de P. redivivus mortos apos
24 h estava proximadaquel aobtida para o extrato deP. notatum.

Os dados obtidos indicam que ndo ha uma relagéo
simples entre o comportamento de P. redivivus e de fitone-
matdides frente a substancias de origem vegetal . Apenas para

TABELA 1 - Espécies vegetais col etadas para a obtengao dos extratos
vegetais empregados nos testes in vitro com Panagrellus redivivus

Nome cientifico Familia Nome comum
Allium cepa L. Poaceae cebola

A.sativum L. Poaceae alho

Aspargus densiflorus Myersii Liliaceae aspargo ornamental
Bougainvillea glaba Choisy Nyctaginaceae  buganvile
Brachiaria decumbens Stapf Poaceae capim-Braquiaria
Carica papaya L. Caricaceae Mamao

Catharanthus roseus G. Don Apocynaceae vinca

Clerodendrum thomsonae Balf Verbenaceae clerodendro trepador

Coffea arabica L.

Crotalaria juncea L.

Dredanthema grandiflorum Kitam
Eucaliptos sp

Euphorbia pulcherrima Willd
Ficus carica L.

Leucaena leucocephala(Lam) De Wit
Leucaena sp

Mangifera indica L.

Paspalum notatum FIUggé
Pelargonium hortorum L. H. Bailey
Plumeria rubra Linn

Ricinus communis L.

Stylosanthes gracilis H. B. K.
Tagetes erecta Linn

Zinnia elegans Jacq

Rubiaceae
Leguminosae
Compositae
Myrtaceae
Euphorbiaceae
Moraceae
Leguminosae
Leguminosae
Anacardeaceae
Poaceae
Geraniaceae
Apocynaceae
Euphorbiaceae
Leguminosae
Compositae

Compositae

Café

Crotaléria
Crisntemo
eucalipto
bico-de-papagaio
figo

leucena
Arvorede leucena
manga
grama-batatais
Geranio
jasmim-manga
mamona
stilosantes
cravo-de-defunto

Zinia

Coletaram-se folhas de todas as plantas e flores de P. hortorum e D.

grandiflorum
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alguns dos extratos empregados, como os de A. cepa, A.
sativum, B. glabra, C. papaia L. leucocephala e P. notatum,
parece possivel empregar 0 nematoide devidalivre paratestes
iniciais. No entanto, como esse resultado € decorrente de
comparagdes com dados da literatura, obtidos em condi¢des
gue ndo seguem ametodol ogiaaqui descrita, faz-se necessario
estudar o problema de forma mais minuciosa. De qual quer
forma, como o maior percentua de mortalidade deP. redivivus
nos testes in vitro foi observado para o extrato de L.
leucocephala que, como mencionado anteriormente, tem
atividade contrafitonemat6ides, selecionou-seareferidaplanta
paraaetapade purificacdo de substancias nematicidas. Sendo
assim, submeteu-se o respectivo extrato metandlico
concentrado a particéo liquido-liquido, o que permitiu obter
trés conjuntos de substancias distintas. apolares (fase de
hexano), semipolares (fase de acetato de etila) e polares (fase
aquosa) (Harborne, 1998). Verificou-se que apenas a fase
aquosa apresentava atividade contraP. redivivus, o que deixou
evidente que asubstancianematicidaproduzidapor tal planta
eraconsideravelmente polar.

TABELA 2 - Mortdidade de Panagrellus redivivus por extratos de
diferentes plantas e por Aldicarbe a 200 ppm

Panagrellus redivivus mortos (%)

Tratamento

24 h 48 h
Carica papaia 0,00 a 15,36 b,c
Pelargonium hortorum 0,00 a 0,00 a
P, hortorum (flores) 0.00a 041 a
Aspargus densiflorus 033a 0,90 a
Euphorbia pulcherrima 036a 036a
Ficus carica 0,39a 0,91 a
Eucaliptos sp 0,46 a 0,39 a
Brachiaria decumbens 0,62 a 11,054 b
Dredanthena grandiflorum (flores) 0,87 a 5,05a
Zinia elegans 1,29a 5,98 a,b
Stylosanthes gracilis 222a 1,90 a
Tagetes erecta 245a 1,19a
Plumeria rubra 3,07 a 3,07a
Catharanthus roseus 3,18a 5,40 a,b
Clerodendrum thomsonae 3,55a 4,78 a
Crotalaria juncea 3,59a 441 a
Ricinus communis 385a
Leucaena sp 39 a 29,75 ¢
Mangifera indica 496 a 26,43 ¢
Dredanthe ma grandiflorum 529a 36,33 ¢
Coffea arabica 5,40 a,b
Bougainvillea glabra 10,02 b 23,39 ¢
Allium sativum 18,00 b,c
A. cepa 27,83 ¢
Paspalum notatum 31,97 ¢ 94,43 d
Leucaena leucocephala 93,26 d 98,69 d
Testemunha agua 0,57 a 0,98 a
Aldicarbe 100,00 d 100,00 d

*Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem significativa-
mente entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. Coeficiente de
variacdo igual a 5,63% e 12,23% para leituras com 24 h e 48 h,
respectivamente
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Como afase aguosaeraauinicaapresentando atividade
contra P. redivivus, foi liofilizada e submetida ao préximo
processo de fracionamento. | nicialmente, uma pequenaaliquota
do residuo obtido foi subseqiientemente lavada com acetato
deetila, metanol e &gua, o que gerou trésfasesliquidas. A mais
ativaeraafase metandlica, com mortalidade semelhante (P£
0,01) ao Aldicarbe. Tal resultado indicava que asolubilidade
dasubsténciaativaem acetato de etilaeramuito baixae altaem
metanol. Somando-seisto ao fato da massa da fase de acetato
deetila, apds remocao do solvente sob vacuo, ser visuamente
desprezivel perante a massa da fase de metanol, optou-se por
lavar o residuo da liofilizagdo varias vezes com metanol.
Acreditava-se que com isso, toda a substéncia ativa seria
dissolvidaem metanol.

Apbs concentracdo da solucao metandlica, submeteu-
se parte do residuo obtido ao fracionamento em coluna de
silicagel, o que resultou em quatro fragdes. Destas, apenas a
deHCI 0,1 M semostrou aivacontraP. redivivus, o quetambém
é indicativo de alta polaridade por parte da substancia
nematicida.

A fracdo de HCI 0,1 M foi concentrada sob vécuo e
submetida aoutro processo cromatogréfico, o queresultou na
obtencdo de 60 fragdes. Ao serem combinados, osnimerosde
fragbesfoi reduzido paradez, das quais apenasascinco Ultimas
a eluirem da coluna se mostraram ativas contra P. redivivus
(Tabelal)

As cinco fragOes ativas do Ultimo processo croma:
tografico foram submetidas a analise por cromatografia em
camadafina, masso foi possivel notar algumamanchano caso
dafracéo 58-60. Para esta, observou-se que haviaapenasuma
substanciagquando se utilizavao reagente de Dragendorf como
revelador. Este resultado indicava que a substancia presente
nafracdo 58-60 continha pel o menos um &omo de nitrogénio
na sua estrutura (Wagner et al., 1983), o que esta de acordo

TABELA 3 - Mortadidade de Panagrellus redivivus apos incubagdo
por 36 h em fragdes resultantes da cromatografia em coluna da fragéo
de HCI do extrato de Leucaena leucocephala.

Fracio Panagrellus redivivus mortos (%)*
lal2 1,95 d
13a19 2,19 d
20a22 7,11 d
23a27 59 d
28a29 691 d
30a35 78,08 be
36a52 71,49 ¢
53¢ 54 79,07 be
55a57 87,56 ab
58 a 60 93,37 a
Testemunha agua 6,27 d
Aldicarb 100,00 a

*Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem
significativamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
Coeficiente de variagéo igual a 18,45%.

com dados da literatura que sugerem que a substancia
nematicida produzida por L. leucocephala sejaum alcaléide
(Villasefior et al., 1997).
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