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RESUMO:

Os inseticidas e praguicidas sintéticos sado de longa data utilizados no controle de
vetores e pragas agricolas, contudo e apesar do efeito relevante, estes compostos
acabam por contaminar o solo, podendo ainda destruir insetos benéficos, onerar o
plantio e prejudicar a saude humana. Ainda neste contexto, frequentemente &
observada a resisténcia denotada de pragas e vetores ao controle por meio de tais
produtos, tornando-os, pois, menos eficientes. Com efeito, uma alternativa atraente
para os transtornos e problemas supramencionados € o uso de produtos naturais e o
controle bioldgico, podendo garantir desta forma, maior eficiéncia e seguranca no
combate a insetos e pragas nocivas ao homem. O presente trabalho propde a
prospeccao por novos nematicidas/bioinseticidas através da analise de extratos
vegetais etanolicos obtidos de plantas medicinais comuns na regido de Ribeirdo Preto-
SP e na colecao de plantas da Universidade de Ribeirdo Preto: Tithonia diversifolia,
Eclipta alba e Mikania glomerata (Asteraceae); Tabernaemontana catharinensis e
Mandevilla velutina (Apocynaceae); Casearia sylvestris (Salicaceae); Zeyheria montana
(Bignoniaceae), Lippia alba (Verbenaceae), Croton antisyphiliticus (Euphorbiaceae) e
Serjania erecta (Sapindaceae), devidamente selecionadas por suas propriedades
bionseticidas/nematicidas em potencial e originalidade. Ressalta-se aqui, a
padronizacdo de um novo modelo experimental em nossa Unidade de pesquisa, para o
estudo rapido e direto de novos nematicidas, e indireto de bioinseticidas, utilizando para
tanto os helmintos nematdides Pratylenchus zeae e Pratylenchus jaehni, pragas de
relevancia agricola no pais, cuja, a criacdo e manutencdo em nossos laboratorios foram
definidas com sucesso neste trabalho. Nossos resultados apontam atividades

nematicidas significativas para a maioria dos extratos analisados, destacando-se os
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efeitos obtidos com aqueles preparados a partir de Eclipta alba, Tabernaemontana
catharinensis, Casearia sylvestris, Zeyheria montana e Serjania erecta, pertencentes a
familias de plantas tradicionalmente conhecidas como nematicidas. Salienta-se que o
desenvolvimento de acdes de pesquisa no sentido da prospeccédo e avaliacdo de
plantas regionais com atividade nematicida/bioinseticida, de modo direto ou indireto, é
de grande interesse econdmico, epidemiolégico e ambiental, consubstanciando, pois, a
importancia do presente trabalho.

Palavras-chaves: Bioinseticidas/Nematicidas; Extratos vegetais; Pratylenchus jaehni;

Pratylenchus zeae; Vetores e pragas agricolas.
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ABSTRACT:

Synthetic insecticides have been used in the combat and control of the
agricultural plagues and vectors. Even although their efficacy, those compounds can
contaminate the soil, kill valuable insects, burden cultures and harm human health. Also,
it has been observed that the control of plagues and vectors have become less efficient
due to a significant resistance to such products. An appropriate alternative to solve
above mentioned difficulties is the biological control and the use of natural products to
assure higher efficiency and safety in the combat of damaging insects and plagues. The
aim of this work was the prospection for novel and effective nematicides/bioinsecticides
using extracts of medicinal plants native to the region of Ribeirdo Preto or cultured in
the plant collection at the University of Ribeirdo Preto. Tithonia diversifolia, Eclipta alba
and Mikania glomerata (Asteraceae); Tabernaemontana catharinensis and Mandevilla
velutina (Apocynaceae); Casearia sylvestris (Salicaceae); Zeyheria montana
(Bignoniaceae), Lippia alba (Verbenaceae), Croton antisyphiliticus (Euphorbiaceae) and
Serjania erecta (Sapindaceae), were selected for their potential
bioinsecticide/nematicide properties. For the fast and direct study of new nematicides,
and indirect study of bioinsecticides an innovative experimental model was standardized
using the nematodes Pratylenchus zeae and Pratylenchus jaehni, helmintic parasites of
Brazilian agriculture. The development and maintenance in laboratory was successfully
defined in this work. Overal results showed significant nematocide activity of the
majority of extracts analyzed though the nematocide potential of Eclipta alba,
Tabernaemontana catharinensis, Casearia sylvestris, Zeyheria montana and Serjania

erecta was evidenced. Considering that the prospection and evaluation of regional
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plants with nematocide/bioinsecticide activity, in a direct or indirect way, is of great

economic, epidemiologic and environmental interest this work turn out to be of great

relevance.

Key words: Bioinsecticides/Nematocides; Vegetal Extracts; Pratylenchus jaehni;

Pratylenchus zeae; Agricultural Vectors and Plagues



1. INTRODUCAO E REVISAO BIBLIOGRAFICA
1.1. O manejo de pragas e vetores por meios convenc ionais e as novas
alternativas.

Inseticidas e praguicidas, como o diclorodifeniltricloretano e o0 nematicida
Carbofuran, sdo substancias quimicas utilizadas com a finalidade de exterminar ou
repelir insetos e pragas danosas a agricultura e a saude humana. Notadamente, sédo
vantagens requeridas de um dado inseticida/nematicida a sua efichAcia em baixas
concentragdes, isencdo de toxicidade para plantas, homem, animais domeésticos ou de
criagdo, baixo custo, seletividade, aplicagdo ou manipulacdo faceis e seguras
(MARICONI, 1981; SHAALAN et al., 2005).

Os inseticidas e praguicidas derivados de produtos naturais, como 0
alcaldide nicotina, associado a nornicotina e anabasina, foram largamente utilizados até
a década de 40. O surgimento dos compostos sintéticos — desenvolvidos a partir da Il
Grande Guerra Mundial — acabou substituindo por completo os agentes naturais,
particularmente pela promessa de alta poténcia e amplo espectro de atividade
(FERREIRA et al., 2001). Tradicionalmente, os inseticidas e nematicidas mais utilizados
tém sido os organoclorados, organofosforados, piretréides e carbamatos. Quanto aos
de acdo nematicida, destacam-se o Carbofuran e o Aldicarb, caracteristicamente
reconhecidos pela toxidade ambiental e humana, amplo espectro de acdo, ou ainda
quanto aos altos custos e resisténcia de pragas e vetores alvo (DAS et al., 2001;
EPSTEIN & BASSEN, 2003).

Atualmente existem inimeros produtos quimicos utilizados no controle
de pragas, contando com mais de 300 ativos distribuidos em mais de 2.000

formulagbes comerciais, empregados nas mais variadas culturas, finalidades e modos
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de aplicagdo ou uso (LARA & BATISTA, 1992). No entanto, a aplicagcdo desmedida de

praguicidas tem originado repercussdes desastrosas, como o desaparecimento de
algumas espécies de insetos e, consequentemente, aparicdo de novas outras. Além
disso, muitas espécies de insetos tornaram-se resistentes a certos controles, o que
também motivou a busca de novos produtos, respondendo conjuntamente, pois, pela
ampla diversificagdo de produtos no mercado, como anteriormente mencionado

(FLORES et al., 2004).

Estudos tém evidenciado que os praguicidas apresentam alta permanéncia no
ambiente, gerando mudancas ecoldgicas e efeito ambiental indesejavel (SOLOMONS,
1989; ANDREA, 2004). Os praguicidas atingem o solo pela incorporacédo direta na
superficie ou através do tratamento de sementes com fungicidas, ou ainda pelo uso de
herbicidas no controle de plantas daninhas. Esses compostos podem, ainda, atingir o
solo de forma indireta, pela queda de frutos ou folhas que receberam aplicacdo de
agrotoxicos (FLORES et al., 2004). Uma vez no solo, podem ser transportados em
guantidades apreciaveis para aguas superficiais como rios e lagos, espalhando ainda
mais 0s seus danos e atingindo ecossistemas diferentes. Os praguicidas podem
também infiltrar no solo, atingindo as aguas subterrAneas utilizadas para o
abastecimento de residéncias ou para o dessedentar de animais de criagdo (RIGITANO

& BARBOSA, 1994; MOREIRA & CRUZ, 1996).

Muitos compostos organoclorados apresentam, freqlientemente, alta resisténcia a
degradacdo quimica e biologica, bem como, alta solubilidade em lipidios. A baixa
solubilidade em agua e a alta capacidade de adsor¢do nas gorduras corporais levam ao
acumulo desses compostos ao longo da cadeia alimentar atingindo diferentes espécies

e 0 homem (TORRES, 1998). O hexaclorobenzeno ¢ um exemplo de organoclorado
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que, apesar de ser classificado como de persisténcia intermediaria, € bastante estavel
guimicamente, sendo capaz de permanecer no solo por varios anos, fazendo, pois,

persistirem os seus efeitos danosos (BERBERT & CRUZ, 1986).

Os niveis de organoclorados na agua dos oceanos tém causado sérios
transtornos como, por exemplo, a diminuicdo da producgéo de trutas-do-mar no Texas, e
a populacdo da aguia-marinha, no Baltico, por conta da maior fragilidade das cascas de
seus ovos durante a oviposicado (FLORES et al., 2004). Além disso, atualmente tem sido
encontrados golfinhos contaminados com diclorodifeniltricloretano, desde o litoral de
Sao Paulo até regides longinquas na Antartida (FLORES, et al. 2004; CAMPANILLI,

2004).

Devido a ampla utilizacdo e toxicidade, os organofosforados podem apresentar
Sérios riscos a saude humana e animal, sobretudo, quando presentes em quantidades
abusivas, seja na agua, no ar, no solo, nos alimentos ou mesmo por manejo
desprotegido ou acidental para quando dos muitos casos de intoxicacdo humana (LIMA
et al., 2001). Embora muitos dos quais estando proibidos ou restritos para o uso, como
0os organoclorados, a partir da década de 90, verificou-se um novo aumento no
emprego de organofosforados na agricultura brasileira, em que pese o esforco e agéo
esclarecedora das entidades oficiais. Amplamente empregados em todo o pais para
protecdo de diferentes culturas, ja foram registrados casos de uso abusivo e
indiscriminado em diversas partes do pais (MOREIRA, 1995).

Os piretréides sao derivados das piretrinas naturais, levando ao aumento da
letalidade para os insetos, melhoras das propriedades fisico-quimicas, aumento da
estabilidade a luz e calor, além de menor volatilidade, apesar de sua periculosidade

persistente para 0 homem ainda ser relevante. Introduzidos no mercado em meados da
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década de sessenta, sua principal desvantagem sao os custos. Atualmente, 0s mesmos
tém emprego mais alargado nas politicas de saude publica e em alguns setores da
agricultura. Isto resulta de suas eficiéncias, sendo necessarias menores quantidades de
produto, o que contribui para uma menor contaminagcdo nas aplicacbes, levando

gradativamente a substituicdo dos organofosforados (SUCEN, 2002).

Os primeiros carbamatos foram distribuidos para comercializagdo por volta de
1950. Apresentam atividade inseticida, nematicida, fungicida e herbicida, sendo
derivados organicos do &acido carbamico. Os carbamatos usados como inseticidas e
nematicidas sao derivados do éster de acido carbamico. Em geral, sdo compostos
instaveis, particularmente quando expostos a umidade, temperaturas elevadas e luz.
Sao inibidores da enzima colinesterase, embora por mecanismo diferente dos
organofosforados, 0 que n&do o0s tornam necessariamente seguros aos homens e
ambiente (SUCEN, 2002).

Um dos grandes incentivos a busca por novos agentes naturais tem sido a
percepcdo de autoridades cientificas ou mesmo opinido publica de que os produtos
naturais podem, na maioria das vezes, trazer grandes vantagens em relacdo aos
inseticidas e nematicidas sintéticos. De modo geral, estes produtos afetam menos o
meio ambiente e a salude humana, por serem, muitas vezes, biodegradaveis
(FERREIRA et al., 2001; BOGORNI & VENDRAMIM, 2003; DHARMAGADDA et al.,
2005). Os agentes naturais sdo uma boa escolha para substituicdo de inseticidas e
praguicidas sintéticos, podendo ser utilizados na producdo de organicos ou ainda
representar grandes alternativas na producdo agricola e controle de vetores a mais
baixos custos (ISMAN, 2006). Aliam-se neste escopo a necessidade crescente pela

busca de novos inseticidas/praguicidas, de diferentes naturezas quimicas e fontes
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biolégicas, para corre¢cdes de poténcia, resisténcia e economia, em relacdo ao arsenal
quimico ora empregado no controle de pragas e vetores (ISMAN, 2006; SHAALAN et
al., 2005).

Considerando as informacdes supracitadas, o presente trabalho avaliou o potencial
nematicida direto, e bioinseticida indireto, de extratos vegetais de plantas medicinais
comuns em nossa regido, na colecdo de plantas medicinais da Universidade de
Ribeirdo Preto, nos trabalhos ja executados ou em andamento do laboratério de
Quimica de Produtos Naturais (UNAERP/Biotecnologia), por meio de triagem biolégica
em modelo animal, desenvolvido e padronizado em nossa Unidade, garantindo de tal

forma a prospeccao por ativos naturais de interesse econémico e epidemiolégico.

1.2. Pragas agricolas e vetores de doencas no Brasi  |.
1.2.1. Doengas e Vetores.

O meio ambiente assume papel relevante na distribuicAo das doencas
transmitidas por vetores. Agua, temperatura e outros fatores como a umidade,
densidade da vegetagcdo nativa ou agricola, condicdes de saneamento, habitacdo e
cultura podem ser criticos para a sobrevivéncia de diferentes espécies de vetores
transmissores de doengas, comuns em paises mais pobres, que acabam por contribuir
com o circulo vicioso de pobreza-doenca (LOPES, 1997; NEVES, 1998).

O Gerenciamento Ambiental para o Controle de Vetores — (“Environmental
Management for Vector Control” - EMVC) é uma das estratégias utilizadas pela
Organizacdo Mundial da Saude (OMS) e de muitas outras agéncias na administracao
integrada e controle de insetos vetores, com 0 objetivo de reduzir a incidéncia das
doencas causadas pelos mesmos. Entretanto, apesar do esfor¢co, 0S insetos

transmitem, no mundo, doencas para cerca de 700 milhGes de pessoas/ano, vitimando
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cerca de trés milhdes de doentes, a maioria composta por criangas. Destacam-se como
doencas transmitidas por vetores a dengue, malaria, febre amarela, leishmanioses,
filariose e doenca de Chagas, comuns no Brasil e no mundo (NEVES, 1998; ELSTON,
2004).

A situacdo do Brasil em relacdo a dengue e ao risco de reurbanizacdo da febre
amarela tem se agravado cada vez mais nos ultimos anos. Essa situacdo constitui-se,
igualmente, num dos mais expressivos problemas de saude publica em varios outros
paises, exigindo avan¢os na busca de solu¢des e obtencédo de resultados satisfatérios
nos programas de controle dos vetores, principalmente (FRANCO, 1969; GLASSER et
al., 1999; TOMORI, 2004).

A Dengue foi relatada & alguns séculos, tendo ocorrido epidemias na Asia, na
América do Norte e na Africa, indicando que ha mais de 200 anos, tanto o vetor como
as populagbes de virus apresentavam ampla distribuicdo pelos tropicos (PDAMED,
2006). Durante a década de 1980, ocorreram surtos epidémicos na Colémbia,
Venezuela, Guiana, Suriname, Guiana Francesa, Belize, Honduras, El Salvador,
Guatemala e México, levando a grandes mazelas humanitarias e prejuizos de suas
respectivas economias. Houve, também, ocorréncia de epidemias em paises, até entao,
nao atingidos, como: Bolivia (1987), Paraguai (1988), Equador (1988), Peru (1990) e
Panama e Costa Rica (1993). Em 1994, o sorotipo 3 do virus foi reintroduzido no
Panama, Nicaragua e México, demonstrando, pois, as varias reincididas e expansfes
da doenca ao longo dos tempos (PDAMED, 2006). Em relacdo ao dengue hemorragico,
pela primeira vez, ocorrida fora dos limites do Sudeste Asiatico e Pacifico Ocidental,
afetou Cuba (1981). Entre 1981 e 1996, foram notificados, em 25 paises, 42.171 casos

de dengue hemorragicos. No Brasil, a primeira epidemia cientificamente documentada
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ocorreu em 1982, em Roraima, com circulacdo dos sorotipos 1 e 4. A partir de 1986,
foram registradas epidemias em diversos estados do pais, com agravamento do quadro
epidemiologico e a introdugdo e expansdo, em varias regides do pais, do sorotipo 2, na
década de 90 (PDAMED, 2006). Em 1997, 1998 e 1999 foram notificados,
respectivamente, 254.987, 543.507 e 213.405 casos (Fundacdo Nacional de Saude —
FNS, 1999). Nos anos de 2001 e 2002, foi detectado um aumento no total de casos de
febre hemorragica da dengue, potencialmente refletindo a circulagdo simultanea de
sorotipos de virus. As maiores epidemias detectadas foram nos anos de 1998 e 2002,
com cerca de 530 mil e 800 mil casos notificados, respectivamente, sendo a letalidade
por febre hemorragica mantida em torno de 5% no periodo de 2000-2003. (PDAMED,
2006).

Outra doenca de relevancia transmitida por vetores € a Maléria, que tem como
agentes etiologicos, no Brasil, o Plasmodium malariae, Plasmodium vivax e
Plasmodium falciparum (PDAMED, 2006). Estima-se que mais de 40% da populacao
mundial esteja exposta ao risco da maléria, particularmente distribuida nas regides
tropicais e subtropicais. A malaria é endémica em 53 paises na Africa, em 21 paises
nas Américas, 04 paises na Europa e 14 na regido leste do Mediterraneo e no sudeste
Asiatico (PDAMED, 2006). A cada ano ocorrem 300 a 500 milhdes de casos, com cerca
de um milhdo de ébitos no mundo. Dos 27,5 milhdes de pessoas que viajam para areas
endémicas, cerca de 20 mil contraem a doenca. No Brasil, a area endémica é
conhecida como Amazoénia Legal, atingindo, pois, 10 de nossos Estados (PDAMED,
2006). De acordo com dados da Sucen, no Brasil, em 1990, foram notificados cerca de
560.400 casos de malaria, onde cerca de 1.800 destas ocorriam no estado de Sé&o

Paulo. Em 2002, as notificagdes no Brasil cairam para cerca de 389.800, sendo 230 em
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Sdo Paulo. O Brasil no ano de 2003 registrou 407.652 casos de malaria, sendo a
espécie P. vivax responsavel por 78,5% dos casos. A Regido da Amazbnia Legal
concentra 99,5% dos casos, tendo sido identificados nesta regido 71 municipios como
sendo de alto risco para a maléria, ratificando o famigerado ciclo de pobreza-doenca
(PDAMED, 20086).

A Febre Amarela é transmitida pelo virus amarilico, arbovirus da familia
Flaviviridae via vetores. A regido amazobnica no Brasil, e a bacia hidrografica do Rio
Congo, na Africa, sdo as principais areas endémicas de febre amarela no planeta (FNS,
1999). Entre os anos de 1986 e 1988, ocorreram mais de 30.000 casos na Nigéria com
cerca de 10.000 6bitos. Surtos menores também foram relatados em Camardes (1990),
Gana (1993-1994), Libéria (1995), Gabado (1994), Senegal (1995) e Benin (1996).
Segundo dados da OPAS (Organizagdo Pan-Americana de Saude), no periodo de 1990
a 1998, foram registrados 373 casos de febre amarela silvestre no Peru e 1.050 na
Bolivia, respectivamente. A doenca tem sido detectada em todos os paises do
continente americano desde o México até a Argentina, com excec¢do de El Salvador,
Uruguai e Chile. Embora casos esporadicos ocorram todos os anos, seu perfil
epidemioldgico se caracteriza por apresentar-se em surtos que se manifestam de forma
ciclica, consequente a epizootias em macacos (FNS, 1999).

Dados os fatos alarmantes sobre a incidéncia, prejuizos so6cio-econémicos de
algumas das principais doengas transmitidas por vetores, fica evidenciado que estudos
sobre habitos, ecologia, comportamento, dindmica de populacdo, bloqueio da interacdo
parasito-vetor, bem como informacgéao, vigilancia, colaboracdo da populacao, e ainda o
desenvolvimento de bioinseticidas mais seguros e potentes sdo fundamentais para o

sucesso do controle de vetores e entdo ao controle das doencas, aliado ao avango da
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terapéutica curativa, ainda bastante irregular (CAMPANHOLA et al. 1995; GIANESSI &

CARPENTER, 1999; VINCENT et al., 2003; ISMAN, 2006).
1.2.2 Pragas agricolas e nematoides.

Grandes e pequenos agricultores tém um problema em comum: as pragas
agricolas que por vezes dizimam toda uma lavoura. Os danos econémicos causados
por esse problema sdo quase sempre relevantes e expressivos (NAKANO et al., 1981,
ZUCCHI et al., 1993; HUSSEY & GRUNDLER, 1998). A sustentabilidade ecoldgica de
sistemas agricolas, face as extensivas areas de monocultivos, tem-se tornado uma
preocupacao crescente dos setores envolvidos, principalmente os de pesquisa e
desenvolvimento tecnoldgico, de assisténcia técnica, de organizacfes governamentais
e mais recentemente da sociedade em geral.

Pesticidas de sintese quimica, comumente empregados para a resolugcdo do
problema das pragas agricolas, amenizam parcial e momentaneamente alguns dos
danos mais expressivos, contudo, de certa forma contribuiram também para o
aparecimento de novas pragas e outros transtornos (CAMPANHOLA, 1990; ANDREI,
1999). Segundo a organizacdo FAO (Food and Agriculture Organization of the United
Nations), em 1965, ha apenas duas décadas do inicio do atual modelo intensivo de
agricultura, encontravam-se registradas 182 pragas agricolas no mundo, em 1977 o
namero ascendia a 364. Atualmente, o numero de espécies de pragas resistentes aos
praguicidas supera as 500. Ainda baseando-nos nos dados da FAO, em 1945 as
perdas causadas pelas pragas alcancavam 7% das colheitas, j& em 1989 afetavam
13%.

Os nematodos ou nematoides (filo Nematoda) sdo vermes filiformes que vivem

no solo, agua doce ou salgada e que parasitam plantas e animais. Os que atacam
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plantas, bem menos numerosos que os de vida livre, quase sempre se encontram nas
raizes, sendo facilmente encontrados parasitando cafeeiros, algodoeiros, tomateiros,
alface, feijdo, fumo, cana de acucar, entre muitas outras lavouras importantes no Brasil
e no mundo (MARICONI, 1981; HUSSEY & GRUNDLER, 1998). Quanto a biologia, os
nematoéides sado cilindricos, alongados, de tamanho variavel, tubo digestivo completo,
sexo em geral separados (dibicos), e gbnadas, em geral, tubulares (NEVES, 1998). A
reproducdo geralmente é didica, podendo ser ainda por partenogénese ou
hermafroditismo. Os ovos, em seu aspecto mais tipico, apresentam trés envoltérios, e
no seu interior pode-se encontrar ora uma celula-ovo, ora um embrido mais ou menos
desenvolvido e ora uma larva completamente formada (REY, 2001). No
desenvolvimento pds-embrionario, o0 nematdide passa por cinco estagios. O embrido
qgue se forma dentro do ovo € a larva de primeiro estadio, e para completar o ciclo pode
fazé-lo direta ou indiretamente. No ciclo direto, ndo ha necessidade de hospedeiro
intermediario. Geralmente completa-se o ciclo quando instalado em seu hospedeiro
(NEVES, 1998).

Os nematdides que sejam pragas agricolas globalmente distribuidas sé&o
representados por varias espeécies como Meloidogyne, Heterodera (Cisto da
soja/Heterodera glycines), Globodera, Pratylenchus (Em varias lavouras, incluindo a do
café/Pratylenchus spp), Radopholus (Das lavouras de banana/Radophulus similis),
Rotylenchulus (Das culturas algoddo e maracuja/Rotylenchulus reniformis), Nacobbus,
Tylenchulus (Dos Citros/Tylenchulus semipenetrans), que congregam espeécies
produtoras de toxinas e sempre caracterizadas pela destruicdo mecénica de raizes,

levando a desnutricdo da planta e diminuicdo da producdo agricola e aumento de
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custos com insumos fertilizantes (HUSSEY & GRUNDLER, 1998; CAMPOS, 2002;

DAVIS & MITCHUM, 2005).

Postula-se que cerca de 10% de toda a producdo agricola mundial seja
inutilizada devido ao ataque de nematdides. Atualmente, existem cerca de 15 mil
espécies descritas mundialmente (FAPEMIG, 2006). Calcula-se que estes possam
causar prejuizos na ordem de 100 milhées de ddlares, principalmente nas culturas de
café além de outros cultivos tropicais economicamente importantes, como as de soja,
feijdo, hortalicas e as fruteiras (EMBRAPA, 2003). A infestacdo por nematdides, em
especial das raizes, pode ocasionar o aparecimento de mas formagdes, alteracdes de
cor, necrose extensiva e infeccdo por organismos secundarios. Os sintomas diretos
causados nos sistemas radiculares levam com freqiéncia a manifestacdo subsequente
de sintomas indiretos nas partes aéreas das plantas, decorrentes principalmente de
maiores dificuldades na tomada e no transporte de agua e nutrientes disponiveis no
solo. Além disso, muitas vezes os nematoéides espoliam fotoassimilados, utilizando-os
para o0 seu desenvolvimento e reprodugdo, o que contribui para reduzir, de modo
apreciavel, o crescimento da planta. Os ataques costumam ocorrer em areas mais
definidas dentro da cultura, chamadas de manchas ou reboleiras (Figura 1) nas quais
se observam plantas pouco desenvolvidas, de tamanho irregular, muitas vezes
amarelecidas, que pouco produzem. As perdas agricolas devidas a nematéides podem
variar muito, dependendo da espécie e da cultura hospedeira envolvidas na associacéo,
das condi¢cdes de solo e clima, do tipo de manejo e outras variantes (HUSSEY &
GRUNDLER, 1998; CAMPOS, 2002; WILLIAMSON & GLEASON, 2003; DAVIS &
MITCHUM, 2005). Sendo detectado pela primeira vez nas llhas Fiji (1891), o

Radopholus similis se espalhou pelo mundo e é causador de enormes prejuizos nos
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bananais do norte mineiro e em outras regides tropicais ou subtropicais, onde se
cultivam estas frutas. Além de espoliar e enfraquecer toda a planta, este verme
migrador, facilita a contaminagdo por outras pragas, como o Mal do Panama.
Frequientemente, as plantas ndo suportam agédo do vento ou o peso do préprio cacho,
vindo a tombar. Uma vez introduzido em uma &rea agricola, é praticamente impossivel
sua erradicagdo pelos meios convencionais de controle quimico ou bioldgico. O
nematoéide Tylenchulus semipenetrans reduz ao redor de 12% a producao mundial de
citros/ano (CAMPQOS, 2002). No Brasil, as perdas variam, também segundo estimativas,
de 5 a 35%, em média, para os diferentes tipos de culturas (anuais, semi-perenes e
perenes), sendo impossivel cultivar, de modo economicamente viavel, certas plantas
em areas infestadas sem que rigorosas e sisteméticas medidas de controle venham a

7z

ser implementadas. Este € o caso da cenoura em area infestada por espécies de
Meloidogyne e de algoddo em glebas infestadas por Rotylenchulus reniformis e de

tantos outros (CAMPOS, 2002).

Figura 1: Reboleira em cultura de soja, causada pelo nematoide Heterodera glycines. www.nematode.unl.edu
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1.2.3. Pratylenchus ssp

As espécies de Pratylenchus, objetos fim de nossos estudos, sdo endoparasitos
migradores responsaveis por lesBes radiculares ocasionadas pela entrada e
movimentagdo destes no interior das raizes, tendo como consequéncia lesbes
necréticas quase sempre provocadas pela acdo direta da alimentacdo, liberacdo de
compostos fendlicos, ou por fungos que penetram nas raizes devido aos ferimentos
provocados por estes organismos (Figura 2). Plantas severamente infectadas tém o
sistema radicular debilitado e séo cloréticas (EMBRAPA, 2000). Por consequéncia,
provocam enormes prejuizos a diferentes tipos de lavouras, como as de cana-de-

acucar, café e milho, bastante comuns na regiao de Ribeirdo Preto-SP.

| Nematode

i invading
| root

J——=="""-_ Root system of | cortex
g d U healfhy plant

- Nematode pe_ﬁanutES
) root directly

\ Y

-:;\- \ £ / 1
A
() Invaded
\" Alarvae and adults Some nematodes . tissues

leave the lesion
i ﬁ/ attack roots and attack ofher
molt -~ , roots '
e !
5 e
)
TSt 5 o oo rR o

P V : Redruoad roé)tl .
- ssystem and lesions
: ¥ oh roots of infected
. ?ﬁ\ plant

I St . ) /T Nematodes reproduce /
7y end mas R R ; ! /% ond migrate within
7 \ e ) A ! %1 3 the root _
‘ISt © S\Nematodes leave =

\ decaying ;aofs , ’/
i and attack new roots . \-\'

: L]
- ﬁ*r It
ISt | \i W

Young roots may be
i girdied, and their

Eqgs are laid or .. | distal portions killed
\ released in soil 7 T ;
1 5tage larva i il |
Egee” T——( NG || e

ll'.

Invaded cortical
fissues collopse
and break down

Figura 2: Ciclo de vida dos nematoéides do género Pratylenchus.
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Nas lavouras supracitadas, Pratylenchus zeae Graham representa enorme
transtorno, devido a patogenicidade, a distribuicdo, a dificuldade de controle e a alta
densidade populacional (CAMPOS, 2002; GARDIM, 2004; KUBO et al.,, 2004). O
Pratylenchus zeae (Figura 3) foi descrito por Graham em 1951. Possui corpo delgado,
levemente marcado por anéis, campo lateral com quatro incisbes que se estendem ao
longo da cauda. Na regido anterior encontra-se o estilete, estrutura responsavel pelas
lesbes radiculares. Ovoduto indistinto, Gtero curto, espermateca redonda e pequena. A
posi¢do da vulva corresponde a cerca de 68-76% do comprimento do corpo, o intestino
com extensao retal curta localiza-se dorsalmente. Os machos sdo mais raros, por néao
serem essenciais para reproducdo, uma vez que esta pode ser também por
partenogénese. Fatores como temperatura, umidade, solo e hospedeiro séo
determinantes em seu ciclo de vida, como exemplo, em temperaturas por volta de 30°C
sua sobrevivéncia é de cerca de 3 semanas, jA em temperaturas em torno de 15°C esse
periodo se estende por até 12 semanas (UEM, 2007). Esta espécie se destaca por ser
uma das mais disseminadas. Estima-se que os danos causados por ela em cana-de-
acucar superem os 20% da producgdo. Eles danificam o sistema radicular das plantas,
comprometendo a absor¢cdo de &gua e nutrientes, tendo como conseqiiéncia, menor
desenvolvimento da planta. Além disso, os danos causados por esses fitonematbides
podem inviabilizar a utilizacdo dessas areas para novos cultivos, tornando assim,
impréprias para exploragdo de outras culturas nestas areas contaminadas.

Resultados demonstram que o controle quimico de nematdides na cultura do
milho permitiu o aumento da producdo de grdos em 39%, em area naturalmente

infestada por Pratylenchus zeae e Helicotylenchus dihystera (CAMPOS, 2002). Ha
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trabalhos ainda demonstrando um aumento de produtividade de 699 kg/ha. de gréaos de
milho, em parcelas experimentais, devido ao controle ainda que quimico de
Pratylenchus sp e Helicotylenchus sp, justificando desta forma a busca por mecanismos
ainda mais eficientes para seu imediato controle (CAMPOS, 2002; SASSER &
FRECKMAN, 1987).

O Pratylenchus jaehni tem como alvo principal as radicelas, responsaveis pela
absorcdo de &gua e nutrientes, potencializando os danos causados a planta
hospedeira. Ele penetra nestas radicelas e se desloca dentro das raizes, liberando
ovos, perfurando células e matando os tecidos (FUNDECITRUS, 2004). Devido a isso,
leva a reducdo do vigor e pouca resisténcia a seca as plantas atingidas (Figura 4). As
raizes, neste caso, se mostram engrossadas e com alto grau de sujidade. A
sintomatologia nas partes aéreas surge em longo prazo e séo diretamente relacionadas
ao grau de infeccdo das raizes, devendo ser superior a 1500 fémeas por grama de
raizes frescas. Geralmente, as plantas infectadas apresentam reducdo no tamanho das
folhas e raizes e diminuicdo de até 20% na producdo. Outro agravante, € que além do
dificil controle, o P. jaehni pode sobreviver no solo a temperaturas elevadas (45°C) por
algumas horas (EMBRAPA, 2003).

Desde sua descricdo no municipio de Itapolis-SP (1995) o P. jaehni avancou
rapidamente para pelo menos outros 18 municipios paulistas até 2004 e atualmente foi
registrado em 29 municipios paulistas, 02 mineiros e 03 paranaenses (CALZAVARA et
al., 2006). Essa espécie de nematdide € pouco conhecida, mas ja € tratada como a
mais danosa para a citricultura, o que de certa forma justifica sua escolha em nosso

trabalho (FUNDECITRUS, 2004).
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Figura 3: Pratylenchus zeae, em microscopia. Figura 4: Citrus apresentando sintomas causados pela infesta¢éo
www ars 1isda aov/Main/docs htm?docid=987 do Pratvlenchis iaehni. www fiindecitriis com hr

Embora nem sempre eficiente uma das possibilidades de controle dos
nematoéides é a rotagcdo com culturas resistentes ou a utilizacdo de coberturas verdes.
Este tipo de alternativa demanda planejamento, tempo e investimento financeiro
(REHAGRO, 2007). Uma estratégia cada vez mais atraente € o de controle biolégico.
No entanto, maiores estudos de duracao prolongada sao requeridos. Atualmente e em
gue pese seus inuameros problemas, a alternativa mais comumente utilizada, é o
controle quimico, notadamente pelo uso de Carbofuran e Aldicarb, referidos como

nematicidas, cuja problematica foi anteriormente mencionada (REHAGRO, 2007).

1.3. Plantas com atividade bioinseticida/nematicida

Repelentes, estimulantes ou inibidores de eclosdo e nematotoxicos sao
exemplos de compostos envolvidos nas interacdes planta-nematéide, que podem ser
constituidos ou formados devido a presenca de nematéides. Estas interacdes tém

recebido maior atencdo nas Ultimas décadas devido ao avancar da aleloquimica
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(STIRLING, 1991).

Devido a capacidade do reino vegetal em produzir uma incrivel variedade de
compostos farmacologicamente ativos, muitas pesquisas também vém sendo realizadas
levando-se em conta as intera¢gfes alelopaticas, buscando substancias nematicidas em
partes de plantas que ndo estdo envolvidas nas interacdes planta-nematdide, como, por
exemplo, folhas e flores (RUESS et al. 1998). A literatura cientifica € repleta de
trabalhos demonstrando a atividade inseticida de compostos naturais, sejam extratos
brutos obtidos com o uso de solventes polares ou apolares, suas fracdes, ou até
mesmo Oleos essenciais e compostos isolados (RONGSRIYAM, et al., 2006; ROJAS, et
al., 2006).

Algumas das familias de plantas selecionadas neste trabalho sdo largamente
estudadas e descritas como tendo atividade inseticida. Neste contexto, na familia
Apocynaceae, 0 extrato etandlico de Nerium indicum foi avaliada contra larvas em
terceiro estadio de Anopheles stephensi, apresentando valores de DLsg iguais a 185.99
e 148.05 ppm apods 12h e 24h de exposicao, respectivamente (SHARMA et al., 2005).
O extrato etandlico das folhas de Nerium oleander apresentou atividade inseticida
contra o segundo estadio larval da mosca Muscina stabulans (Diptera: Muscidae) (EL-
SHAZY et, al.,, 1996), destacando-se brevemente o potencial biotecnolégico desta
familia.

Para a familia Bignoniaceae, a atividade inseticida contra larvas de Aedes
aegypti do extrato hexanico do caule de Cybistrax antisyphilitica, foi demonstrada por
RODRIGUES et al., 2005 que obteve valor de DLsp igual a 26.3 ppm.

Na familia Euphorbiaceae, o 0leo essencial de Croton zenhtneri foi avaliado

contra larvas de Aedes aegypti e mostrou importante atividade larvicida com DLs, igual
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a 28ppm (MORAIS et al., 2006). O extrato etandlico das partes aéreas e da raiz de
Phyllanthus amarus contra Tribolium castaneum foi apresentado por KHANNA et al.,
2003. Seis compostos fendlicos obtidos a partir do extrato etandlico das folhas de
Alchornea glandulosa mostraram atividade larvicida contra Spodoptera frugiperda
(URREA-BULLA et al., 2004).

Ja na familia Verbenaceae, o 6leo essencial de folhas e flores Lanata camara
mostraram atividade inseticida contra larvas em terceiro estadio de Musca domestica
(ABDEL-HADY et al., 2005). Para testes bioinseticidas contra larvas em terceiro e
quarto estadio de Aedes aegypti foram testados 0Oleos essenciais extraidos de folhas
secas de Lippia multiflora, o que apresentou resultados satisfatorios (BASSOLE et al.
2003).

Para as Sapindaceaes, fracoes isoladas de Magonia pubescens foram testadas
contra larvas em terceiro estadio de Aedes aegypti mostrando atividade larvicida com
valor de DLsg igual a 3.1ppm (SILVA et al., 2004). MACEDO, 2003 relata a atividade
inseticida da lectina N-acetilglucosamina purificada de sementes da espécie Koelreuteia
paniculata contra larvas em desenvolvimento de Callobruchus maculatus e Anagasta
kuehniella.

No caso da Asteraceae, TIAN et al., 2006 descreve a atividade inseticida de
xantopapinas provenientes da Xanthopappus subcaulis em larvas de quarto estadio do
mosquito Aedes albopictus. O extrato bruto obtido através de extracbes frias e de
refluxo com aparelho de “soxhlet” das folhas de Artemisia annua Linn e Azadirachta
indica apresentam atividade contra a larva em terceiro estadio de Anopheles stephensi
(TONK et al., 2006). O oleo essencial extraido de folhas de Artemisia princes e das

sementes de Cinnamomum camphora apresentaram acao inseticida contra Sitophillus
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oryzae L. e Bruchus rugimanus Bohem em concentracdo de 1000 ug/g (LIU et al.,
2006). Finalmente, Tagetes spp. foi descrita, em 1938, como controladora de
fitonematodides, principalmente para as espécies dos géneros Pratylenchus e
Meloidogyne. As espécies de Tagetes mais utilizadas para este fim sdo a T. patula, T.
erecta e T. minuta (CHITWOOD, 2002).

Esta breve revisdo da literatura serve para apresentar o grande potencial das
familias escolhidas neste trabalho para o desenvolvimento de novos bioinseticidas e
nematicidas em potencial. A identificacdo de compostos fitoquimicos com atividade
nematicida/bioinseticida pode gerar grandes beneficios biotecnologicos, seja pela
utilizacado cuidadosa e direta de extratos propriamente ditos ou ainda de compostos
isolados desenvolvidos diretamente para o uso ou que sirvam de modelo para o
desenvolvimento de derivados sintéticos, com atividade nematicida/bioinseticida
potencialmente realcada e menos prejudicial ao meio ambiente e saude humana/animal

(CHITWOOD, 2002).
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2. OBJETIVO.

O objetivo geral do presente trabalho € o de realizar a prospec¢do por novos
agentes bioinseticidas/nematicidas a partir de extratos vegetais, além de padronizar um
novo tipo de bioensaio em nossa Unidade de Biotecnologia (UNAERP) para a atividade
fim.

Dos obijetivos especificos deste trabalho:

1. Padronizar a criacdo e manutencdo das culturas de P. zeae e P. jaehni na

Unidade de Biotecnologia da universidade de Ribeirdo Preto-SP (UNAERP);

2. Realizar o bioensaio “in vitro” para a avaliacdo direta de extratos vegetais

com atividade nematicida em potencial Tithonia diversifolia, Eclipta alba e
Mikania glomerata (Asteraceae); Tabernaemontana catharinensis e
Mandevilla velutina (Apocynaceae); Casearia sylvestris (Salicaceae);
Zeyheria montana (Bignoniaceae) e Lippia alba (Verbenaceae), Serjania
erecta (Sapindaceae) e Croton antisyphiliticus (Euphorbiaceae) contra os
nematodides supracitados, estabelecendo os valores de DLsg, doses efetivas
minimas e maximas em tempos de exposicéo definidos (12 e 24 horas);

3. Prover a analise fitoquimica preliminar dos extratos por meio de Cromatografia

em Camada Delgada.
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3. MATERIAL E METODOS.
3.1. Obtengé&o dos Extratos Vegetais.

Para preparacdo dos extratos etanodlicos vegetais foram utilizados 200 g de
folhas secas e moidas de cada uma das 10 espécies das plantas estudadas. O material
moido foi submetido a maceracdo em 1L de etanol absoluto, por 24h, e em mesa
giratéria, seguida de filtracdo. O filtrado foi rotaevaporado e novamente submetido a
maceragcao em etanol absoluto por mais 24 horas. O procedimento foi repetido no total
de trés vezes, e por fim, cada material obtido foi liofilizado até utilizagcdo posterior.

3.2. Analises Fitoquimicas Preliminares: Cromatogra fia em Camada Delgada
(CCD).

A CCD foi realizada em placas de vidro medindo 10 cm X 10 cm, cobertas por
uma fina camada de silicagel (Sigma). Uma amostra de cerca de 0,5 mg de cada um
dos extratos foi diluida em aproximadamente 1 mL de metanol absoluto, e aplicada
paralelamente em quatro placas cromatograficas distintas. Duas das placas foram
colocadas em uma cuba saturada contendo Cloroférmio/Metanol 8:2,v/v e as outras
duas placas colocadas em cuba saturada com BAW (Butanol /acido acético/agua 6:1:2
v/v). No momento em que as fases moveis alcancaram o nono centimetro das placas,
as mesmas foram retiradas das cubas e levadas para revelacdo. Duas das placas, uma
da cuba com cloroférmio/metanol 8:2, v/v (Figura 7) e uma da cuba com BAW (Figura 9)
foram reveladas com solu¢cdo NP/PEG (Difenilborato de aminoetanol) e as outras duas

placas (Figuras 8 e 10) reveladas com vanelina sulfdrica e depois aquecidas em chapa

quente. Apoés a revelagéo, as placas foram expostas a raios UV (A=365nm).
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3.3. Multiplicagéo das sub-populagdes de  P. zeae e P. jaehni.

As sub-populacbes de P. zeae e P. jaehni utilizadas no estudo foram
multiplicadas “in vitro” utilizando-se de cilindros de cenoura. As cenouras selecionadas
eram frescas, livres de agrotdxicos, manchas ou contaminagdo microbiologica visivel,
apresentando diametro aproximadamente constante de 3-5 cm. A quantidade de
cenouras empregada variou de acordo com seu comprimento e da quantidade de
inoculo que se pretendeu obter.

Inicialmente providenciou-se a desinfecgdo do material, lavando-se as cenouras
com detergente e agua corrente, mergulhando-as em seguida em solucéo de hipoclorito
de sédio 0,05% (v/v) por 30 minutos. Apds secagem, as extremidades foram
descartadas. Na camara de fluxo laminar, as cenouras foram cortadas em 03 grandes
por¢cBes, sendo que cada fragmento foi mergulhado em &lcool comercial e rapidamente
flambado, depois colocado na posicao vertical e perfurado com o auxilio de um furador
de meio, retirando o cilindro de aproximadamente 4,0 x 2,0 cm e descartando as partes
externas (Figura 5). Tais cilindros foram armazenados em recipientes de vidro
fechados, previamente autoclavados, e acondicionados por 03 a 04 dias em incubadora

B.0.D. a 25T e umidade aproximada de 40% até a ino culacao.

Figura 5: Preparacéo para multiplicag&o utilizando cenouras em Fluxo Laminar.
Fonte: Arquivo Pessoal.
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3.4. Multiplicacao inicial dos Nematbdides  P. zeae e P. jaehni.

A primeira cultura e a formacdo de nossa primeira colbnia permanente das
espécies P. zeae e P. jaehni foi realizada conforme a obtencédo dos espécimes cedidos
pelo Prof. Dr. Jaime Maia dos Santos (Departamento de Fitossanidade da Unesp de
Jaboticabal-SP), nos primeiros 03 meses, dai em diante, a cultura foi mantida em
nossas dependéncias, garantindo o aporte irrestrito de nematoides.

3.5. Extracdo e axenizagdo e inoculacdo dos nematéi  des.

Os nematébides extraidos dos cilindros de cenouras previamente inoculados e
mantidos em BOD foram utilizados tanto para os bioensaios “in vitro”, descritos abaixo,
quanto para o repique e inoculacdo de novos cilindros de cenoura para manutencao da
cultura. Nestes casos, o tempo médio de inoculagdo era de 90-100 dias, 0 que
corresponde ao quarto estagio de desenvolvimento de P. zeae e P. jaheni.

O cilindro de cenoura contendo os nematdides foi acrescido de agua destilada e
submetido a homogeneizagcdo em um liquidificador comum. O homogeneizado foi
filtrado por um conjunto de tamises sobrepostos (60 e 500 mesh, aberturas de 0,250 e
0,025mm respectivamente). Os nematdides coletados em suspensdo aquosa do tamis
de malha menor foram centrifugados, acrescidos de Caulim a 0,1% (p/v), a 1750 rpm
por 5 minutos. Homogeneizou-se entdo o precipitado em solugéo de sacarose 53,3%
(p/v), seguido de nova centrifugacdo a 1750 rpm, agora por 1 minuto, e filtracdo em
tamis (500 mesh) lavado com &gua destilada. A suspensdo contendo os nematoides
axenizados foi entdo transferida para recipientes adequados, e mediante o auxilio de
lupa e estilete adequado foram coletados um a um, transferindo-os entdo para

recipientes contendo agua autoclavada (Figura 6).
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Como salientado, os nematdides assim obtidos foram empregados nos

bioensaios ou novamente inoculados em novas cenouras.

Para inoculacdo, os nematoides foram agrupados em recipientes especiais, tipo
BPI, e acrescidos de Ampicilina (0,1%, p/v) por 10 minutos para desinfestacdo. Retirou-
se entdo o excesso de antibiético e adicionou-se novamente agua autoclavada por
novos 05 minutos, seguido da retirada da &gua e nova imersdo em solucdo de

ampicilina (0,1% p/v) por 10 minutos.

Na camara de fluxo laminar, substituiu-se novamente o antibiético pela agua
autoclavada, coletando os nematdides e aplicando-os na extremidade superior do
cilindro de cenoura previamente preparado e ja acondicionado em frasco de vidro pelos
03 a 04 dias supramencionados. Ao final do procedimento o material foi levado para
incubacéo em B.O.D. a 25T e umidade de 40% pelo pe riodo de 03 meses, onde nova

safra de nematdides foi obtida.

3.6. Bioensaios com 0s extratos vegetais.

Os ensaios foram realizados colocando-se 20 nematbides por recipiente
especial, tipo BPI, num total de sete recipientes por experimento, onde um foi utilizado
como controle positivo, um como controle negativo e os restantes para as diferentes
concentracOes do extrato vegetal. Os experimentos foram repetidos por trés vezes para
cada extrato em esquema de duplo-cego. Como controle positivo fez-se uso de solugéo
de Carbofuran (Furadan®) na concentracdo de 700ppm, e para controle negativo, agua
destilada autoclavada.

Os extratos vegetais liofilizados foram resuspendidos em &gua destilada
autoclavada e utilizados nas concentracdes finais de 1000ppm, 500ppm, 250ppm,

125ppm e 62,5ppm. A avaliacdo da acdo dos extratos foi realizada 12h e 24h de
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exposicdo. A acdo nematicida foi avaliada pela auséncia de mobilidade dos nematdides
quando comparados aos controles positivo e negativo. Os valores de DLsy foram
calculados no programa Microsoft Office Excel 2003 onde a média dos valores em
triplicada, representados em porcentagem, para cada condicdo foi utilizada para

célculo. A andlise estatistica dos dados foi feita pelo teste t Student (p<0.05 e p< 0,01).

Figura 6 : Coleta de nematoides vidros tipo BPI com auxilio de lupa e
vareta. Fonte: Arativo nessoal.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO.

O método de cultivo de nematdides na Unidade de Biotecnologia foi estabelecido
com bastante sucesso, pois a partir de uma pequena amostra de individuos preparada
adequadamente, obteve-se grande oferta destes apos trés meses de incubacao, o que
indica que o procedimento € eficaz e obedece aos prazos previstos. Os indices de
contaminac¢do microbiologica foram baixos, 0 que garantiu a sobrevivéncia das culturas
e provou mais uma vez sua eficacia. Atualmente, nossa cultura mostra-se bem
estabelecida e capaz de fornecer boa oferta de nematdides e de uma maneira
continuada. Durante o periodo correspondente a este trabalho, muito esforco fora
também empenhado na manutencdo das coldnias afim de que ensaios futuros possam
ser realizados.

A escolha das espécies de P. zeae e P. jaehni para nossos bioensaios deveu-se
ao interesse agricola imediato, facilidade de obtencdo ou manipulagdo e devido a
rapida reproducdo, servindo ainda como modelos importantes para a obtencdo de
drogas ativas contra outros tipos de nematdides, e muita ainda pela rapidez de
execucao dos experimentos “in vitro”, tornando o método perfeitamente adequado para
0 acompanhamento da purificagdo de fraces até o ativo isolado. Salienta-se ainda, que
as concentracoes de ativos ou extratos usadas no protocolo experimental atingem no
maximo a ordem do ppm, explicitando, pois, uma outra grande vantagem do modelo
proposto, ou seja, a baixa quantidade de material para teste, além da referida rapidez
de execucdo.

A escolha das plantas empregadas neste trabalho esta de comum acordo com
suas potenciais propriedades bionseticidas/nematicidas e originalidade. Neste caso, a

selecdo compreende a facilidade de obtencdo e ampla distribuicdo no territorio
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nacional, analise da caracterizacdo fitoquimica, tendo como premissa a presenca de
classes de compostos conhecidamente ativos contra insetos e nematdéides, analise do
potencial inseticida/nematicida de outros membros da familia e género de plantas, bem
como quanto ao seu uso popular para a atividade fim. As faixas de concentracoes
escolhidas foram de tal modo as menores possiveis e abalizadas por testes
preliminares ou de acordo com a literatura corrente (DATTA & SAXENA, 2001; ZIA, et
al. 2001).

De acordo com HUANG, et al., 2004, sesquiterpenos (como hirsutano, dicomitol
e dicomitona), possuem atividade nematicida contra Bursaphelenchus xylophilus. Ainda,
de acordo com KUO et al, 1998, folhas da planta Tithonia diversifolia (Asteraceae) séo
ricas em lactonas sesquiterpénicas, o que valida desta forma sua presenca na triagem
biologica. Outras espécies, pertencentes a mesma familia da Tithonia diversifolia,
também trabalhadas e disponiveis no laboratério de Quimica de Produtos Naturais e
em nossa colecdo de plantas, sdo a Eclipta alba e a Mikania glomerata, justificando
assim suas inclusbes. Ainda neste contexto, diversas outras plantas da familia
Asteraceae séo fontes valorosas de inseticidas boténicos, corroborando a relevante
potencialidade das plantas selecionadas (HITMI et al., 2000).

Terpendides apresentam amplas atividades inseticidas, destacando-se o0s
limonoides (tetranortriterpenos) (FERREIRA et al., 2001). Folhas de Lippia Alba (Mill)
sao ricas em tais compostos, justificando assim sua inclusao (DO VALE et al., 2002).
Outra vantagem é que o0 mesmo material sera objeto de estudos neuroquimicos junto
ao Laboratério de Bioquimica e Gendmica Funcional de nossa Unidade. Da mesma
forma outras plantas presentes em nossa colecdo, como a Zeyheria montana, que

apresenta terpenos e alcaloides, ou a Casearia sylvestris e exemplares da espécie
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Croton antisyphiliticus, ricas em diterpenos, foram inclusas na triagem bioldgica
(BLOCK, et al., 2005; BAGHDIKIAN, et al., 1999; MACHADO, et al., 2006).

Algumas espécies do mesmo género das plantas estudadas foram descritas
apresentando flavondides em sua composicao fitoquimica. Entre elas, pode-se citar a
Casearia ilicifolia, Casearia esculenta, Croton schiedeanus, Croton cajucara, Croton
hemiargyreus entre outras (CHOUDHURY & BASU, 1967; WENIGER, et al., 1982;
CARBONELL, et al.,, 2000; MACIEL, et al., 2000; GUERRERO, et al.,, 2002).
Flavondides também sdo mencionados como tendo atividade anti-helmintica inibindo o
crescimento de larvas de Caenorhabditis elegans (YOON et al. 2006).

A familia Apocynaceae apresenta espécies com propriedades inseticidas (EL-
SHAZLY, et al., 1999; SARAVANAN, et al.,, 2004). Pertencentes a esta familia
engquadram-se as plantas Tabernaemontana catharinensis e Mandevilla velutina.

A presenca de classes de compostos fitoquimicos, como flavandides, taninos e
alcaloides, que de acordo com a literatura cientifica validam a potencialidade
nematicida ou inseticida das folhas de plantas selecionadas neste trabalho sao
demonstradas nas figuras 7, 8, 9 e 10 e na tabela Y. A coloragdo amarela presente nas
placas reveladas com NP/PEG (Figuras 7 e 9), demonstram a presenca de flavondides.
As coloragcdes marrom-avermelhadas conferem a presenca de taninos nas placas
reveladas com vanelina sulftrica (Figuras 8 e 10), assim como a coloragdo azul se

refere a alcaldides.
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Figura 7: Placa cromatografica com fase mével
Cloroférmio/Metanol 8:2 revelada com NP/PEG.

Figura 8: Placa cromatografica com fase mével
Cloroférmio/Metanol 8:2 revelada com Vanelina
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Figura 9: Placa cromatografica com fase mével BAW
revelada com NP/PFG.
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Tabela 1: Andlise fitoquimica preliminar dos extratos etandlicos das folhas de plantas

selecionadas no estudo.

Flavonoides Taninos Alcaloides Cumarinas

Casearia

sylvestris

Croton

antisyphiliticus

Eclipta alba + - - -
Lippia alba - - - -

Mandevilla

velutina

Mikania

glomerata

Serjania erecta + + - -

Tabernaemontana

catharinensis

Tithonia

diversifolia

Zeyheria montana + - - -

+ + - -

+ + - -

A padronizacao inicial dos bioensaios foi realizada em triplicata utilizando-se 20
nematoides por BPI em solucdo de Carbofuran (nematicida comercial largamente
empregado no combate a nematodides) em cinco concentracdes diferentes (3ppm,
11ppm, 44ppm, 175ppm e 700ppm) e controle negativo (agua destilada autoclavada),
em tempos de exposicado de 12h e 24h, estabelecendo-se assim uma curva de dose-
resposta (Tabela 2). Os resultados desta padronizacdo demonstram que o método €
reproduzivel e eficaz, aléem de confirmar a atividade ja conhecida do Carbofuran, que
sera utilizado em experimentos subseqiientes como controle positivo, na concentracao
final de 700 ppm. A visualizacdo dos nematoides por meio de lupas, ndo deixa davida
quanto a paralisia/morte dos helmintos, que uma vez vivos apresentam grande

mobilidade.
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Tabela 2 — Média da porcentagem (+ EP) de mortalidade/paralisia do Pratylenchus
zeae nos ensaios com Carbofuran. Dados representativos de trés experimentos

independentes, contendo 20 nematoides por grupo. * = p < 0,05; **= p< 0,01.

Agua
Carbofuran destilada 3ppm 11lppm 44ppm 175ppm 700ppm
autoclavada
12h 0,00+0,00 20,0045,00* 31,67+10,41* 31,6745,77* 46,67+10,41* 70,00+10,00*
24h 10,0040,00  50,00+5,00** 55,004+5,00** 63,33+7,64** 95,00+5,00** 100,00+0,00**

Os resultados apresentados na tabela anterior ou nas subsequentes séao
representados pela média da porcentagem (x EPM) de mortalidade/paralisia dos
ensaios realizados em triplicata, sendo o Carbofuran 700ppm o controle positivo e a
agua destilada autoclavada o controle negativo.

As tabelas abaixo representam, em separado, a realizagcdo de experimentos em
triplicata dos diferentes extratos etandlicos contra P. zeae ou P. jaehni com tempos de
exposicdo de 12 ou 24 horas, sendo que cada grupo controle ou experimental era
representado por uma colecdo de 20 nematdides por pogco BPI. A concentragdo do
Carbofuran (controle positivo-700ppm) foi selecionada tendo por base os resultados

obtidos na Tabela 2.
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Tabela 3 - Média da porcentagem (+ EP) de mortalidade/paralisia do Pratylenchus zeae nos ensaios com extratos etandlicos

resuspendidos em agua destilada autoclavada apds 12 horas de exposicdo. Dados representativos de trés experimentos

independentes, contendo 20 nematoides por grupo. *p < 0,05; **p< 0,01.

Carbofuran 700 Ag_ua
12h m destilada 62,5 ppm 125 ppm 250 ppm 500 ppm 1000 ppm DLso (ppm)
PP autoclavada

gjj:;rr'g 73.33+104  8,33+2.89  26,67+10,41 36,67+10,41* 53.33+7,64*  73.33+2,89%*  86,67+2,89* 198,05
Tabernaemontana  g; o2.975 10004500 31,67+104*  3500£15,00% 48334577  66,674577*  83,.33+2,89 215.26
catharinensis

Eclipta alba 76.67+2,80  833+2.89  2333+7.64* 31,67+1041* 3833+1155* 5333+16,07* 81,67+2,89* 304,08
Serjania erecta 76.67+5,77  6,67+2.89  20,0048,66  35004500* 66,67+7.64*  81,67+2,89% 96 67+2,89% 178,74
Zeyheria montana  76,67+2,89  11,67+2,89  30,0045,00%  41,6745,77*  56,67+577*  78,33+2,89%  90,00+0,00** 166,43
Lippia alba 80,00+0,00  5,00+500  13,33+7.64*  16.67+577*  2500+500¢ 2833+577* 31 67+7,64* > 1000
Mandevilla . o - - -

el 78.33+2,89 5004500  30,00+0,00+  35,00+0,00  4333+2.89 51,67+2,89 61,67+2,89 406,01
gl'\tgcr’gl'% ia 78,3342,89 5004500  36,67+2,89*  43,33+2.89*  53,33+7.64* 61.67+2,89%*  68,33+2,89% 199,69
Mikania glomerata  76,67+2,89  1,67+2,89 0,00+0.00 15.0045,00¢* 15,0045 00  2500+10,00% 41 67+2,89% >1000
Croton 80,00+0,00  3,33+2,89  20,00£500  23,33+7,64  31.67+2,89%  41,67+2,89*  50,00+10,00* >1000

antisyphiliticus
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Tabela 4 - Média da porcentagem (+ EP) de mortalidade/paralisia do Pratylenchus zeae nos ensaios com extratos etandlicos

resuspendidos em agua destilada autoclavada apds 24 horas de exposicdo. Dados representativos de trés experimentos

independentes, contendo 20 nematoides por grupo. *p < 0,05; **p< 0,01.

Carbofuran 700 Agua
24h m destilada 62,5 ppm 125 ppm 250 ppm 500 ppm 1000 ppm DLso (ppm)
PP autoclavada
gj\fgg{:g 100,00+0,00 18,33+2.89 51.67+1041* 63,3+16,07* 83.,33+2,80%*  96,67+2,89* 100,00+0,00* 56,94
Tabernaemontana 44 00,000  16.6742,89 53,33+16,07  60,00417,32  75,00£0,00¢ 85004500  100,0£0,00** 60,04
catharinensis
Eclipta alba 100,0040,00 11,67+2,89 51,67+577*  63,33+7,64*  76,67+577**  90,0040,00* 96 67+2,89* 55,32
Serjania erecta 100,0040,00 11,67+2,89 40,00+10,00* 75,00+0,00*  96,67+2,89*  98,33+2,89**  100,00+0,00* 74,12
Zeyheria montana  100,00:0,00  13,33+2,89  55,00+5,00%  75,0040,00*  83,33+2,89*  08,33+2,89**  100,00+0,00* 34,08
Lippia alba 100,0040,00 6,67+2,89  21,67+10,41  30,00+13.23 36,67+10,41* 40,00+13.2* 45 00+13,23* > 1000
Mandevilla . N x ok x
Veluting, 100,0040,00  6,67+2,89  40,0045,00 50,0045,00* 56,67+2,89 61,67+2,89 81,67+2,89 145,02
gi'\t/r;?;'% ia 100,0040,00  6,67+2,89  65,00+0,00*  66,67+2,89**  71,67+2,89%  76,67+2,89*  81,67+2,89% 7.68
Mikania glomerata 100,00£0,00  5,00£0,00  10,00+8,66 20,0045,00 23,33+7,64  350048,66* 70,00+10,00% 553,78
Croton 100,0040,00  6,67+2,89  28.33+2,89*  3833+2,89* 50.00+10,00* 58,33+12.5*  65,00+10,00* 289,37

antisyphiliticus
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Tabela 5 - Média da porcentagem (x EP) de mortalidade/paralisia do Pratylenchus jaehni nos ensaios com extratos etandlicos

resuspendidos em agua destilada autoclavada apds 12 horas de exposicdo. Dados representativos de trés experimentos

independentes, contendo 20 nematoides por grupo. *p < 0,05; **p< 0,01.

12h Carbofuran 700 Agua destilada
opm autoclavada 62,5 ppm 125 ppm 250 ppm 500 ppm 1000 ppm DLso (ppm)

Casearia . - "

sylvestris 81,67+2,89  11,67+#2,89  20,00+5,00 28.33+2,89  40,0045,00*  43,33+2,89 55,0045,00 747.98
Tabernaemontana oo ov.53 09 200£1000 18,33:1041  25,00+13.23  30.00£8,66*  30,00£0,00%  56,67+2.89* 825.44
catharinensis

Eclipta alba 83,33+2,89  10,0040,00  16,67+2,89  28,33+577*  3500+£500%*  40,004500%*  50,005,00% >1000
Serjania erecta 75,004500  10,00#5,00  20,00#5,00  20,00#5,00*  3500+0,00* 38,33+2,89%* 56 67+14.43* 689.24
Zeyheria montana  63,33+16,07  6,67+2,89  21,67+7,64  21,67#577*  20,00+0,00*  36,67+2,89*  45,00+15,00* >1000
Lippia alba 75+5.00 13,33+2,89  11,67+2,89 21,67+2,89 23,33+2,89 26,67+2,89*  33,33+2,89* >1000
Mandevilla . . - . -

Veluting 73,33+577  13,33+2.89  26,67+2.89 30,0048,66*  35,0045,00 45,0045,00*  50,00+5.00 995.15
gi'\t/r;?;'% i 83,33+2,89  11,67+2,89  23,33+2,89*  30,00+0,00*  36,67+2,89*  4500+500%*  55,00+5,00* 715.25
Mikania glomerata  85,00£5,00  8,33+2,89 15,0045,00  23,33+2,89*  31,67+2,89*  38,33+2.89* 50,0045 00 >1000
Croton 73334577  13.33+2,89 16.67+2,89*  26.67+2,80¢ 36,67+2,89**  43,33+2.89% 50,0045 00* 884.42

antisyphiliticus
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Tabela 6 - Média da porcentagem (x EP) de mortalidade/paralisia do Pratylenchus jaehni nos ensaios com extratos etandlicos

resuspendidos em agua destilada autoclavada apos 24 horas de exposicédo. Dados representativos de trés experimentos

independentes, contendo 20 nematoides por grupo. *p < 0,05; **p< 0,01.

Carbofuran 700 Agua
24h m destilada 62,5 ppm 125 ppm 250 ppm 500 ppm 1000 ppm DLso (ppm)
PP autoclavada

Scjjggtrr'g 100,00¢0,00 21.67+2.89  33.33+2.89  38.33+2.89  50.00¢500  55.0045.00  73.33%5.77* 322.98
Tabemaem(_)ntana 100,00+0,00 20.00+10.0 31.67+7.64 35.00+13.23 38.33+7.64 41.67+11.55 70.00+5.00* 376.60
catharinensis

Eclipta alba 100,0040,00 20.0045.00 28.33+2.89*  45.0045.00* 51.6745.00* 61.67+2.89%  76.67+2.89** 212.82
Serjania erecta  100,00:0,00 23.3+1258  30.00:0.00  28.33:7.64*  41.6742.80%  48.33:7.64*  76.67+2.80" 249.50
Zeyheria montana 100,00+0,00 18.33+2.89 25.00+10.00 28.3348.16 26.67 £7.64* 56.67+10.41* 63.33+17.56* 427.34
Lippia alba 100,00+0,00 18.33+2.89  23.33:+2.89  28.33+2.80  30.0:00.00*  36.67+2.89*  41.67+2.89% >1000
Malmtc_ievilla 100,00+0,00 21.67+2.89 33.33+2.89 36.67+5.77 43.33+2.89* 56.67+2.89** 63.33+2.89** 330.24
velutina

g_ithon_ifa i 100,00+0,00 17.50+5.00 30.00+2.89 42.50+2.89* 47.5045.00* 62.50+2.89** 75.0045.77** 228.27

iversifolia

Mikania glomerata 100.00£0,00  18.33+5.77  21.6745.77  33.33:2.80*  4167:2.80* 48.33t2.80%  61.67+2.80" 467.05
Croton 100,00+0,00 16.67+2.89 26.67+2.89 36.67+2.89* 45.00+0.00** 51.67+2.89** 61.67+2.89** 396.01

antisyphiliticus




Os resultados apresentados acima demonstram excelente eficacia nematicida
dos extratos etandlicos quando comparado ao controle positivo e negativo, ou
mesmo em alguns casos quando comparados a outros extratos e compostos
purificados destacados na literatura cientifica corrente (ARA et al., 2005; DATTA &
SAXENA 2001; ZIA et al., 2001). Na maioria dos casos o efeito nematicida é dose e
tempo dependente. Em 12h de exposigéo, a porcentagem de mortalidade/paralisia
apresentada pelos extratos na dose de 1000 ppm foi algumas vezes maior que o
proprio controle positivo. Nota-se também a baixa mortalidade/paralisia do controle
negativo em todos os ensaios, 0 que garante a confiabilidade dos resultados
apresentados. Muito embora todos os extratos analisados tenham apresentado
atividade nematicida, destacam-se o0s extratos: Eclipta alba, Tabernaemontana
catharinensis, Casearia sylvestris, Zeyheria montana e Serjania erecta, pertencentes
a familias tradicionalmente conhecidas como nematicidas. Em relacdo aos valores
de DLsp, a Zeyheria montana e a Serjania erecta apresentaram os melhores
resultados ap6s 12h de exposi¢do, 166,43ppm e 178,74ppm respectivamente. A
Tithonia diversifolia apresentou menor valor apés 24h de exposi¢cdo, 7,68ppm. As
espécies Eclipta alba, Casearia sylvestris, Tabernaemontana catharinensis e
Serjania erecta também apresentaram excelentes resultados em relacéo a DLsp ap0s
a exposicdo de 24h, com valores iguais a 55,32ppm, 56,93ppm, 60,04ppm e
74,12ppm respectivamente. As espécies Mikania glomerata, Croton antisyphiliticus e
Lippia alba apresentaram valores de DLsy maiores que 1000ppm apdés 12h de
exposicao, mas somente a Lippia alba apresentou esse valor relativamente alto apos
24h. Denota-se também a grande poténcia dos extratos, tendo em vista 0 uso na
faixa do ppm. A titulo de comparacéo, os valores de DONG, et al. 2005 demonstra

que a gliocadina C, composto fracionado do extrato alifatico da fermentagéo do
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fungo Gliocadium roseum, apresentou DLs; maior que 400 ppm, apés 24h de
exposicao, contra a espécie Bursaphelenchus xylophilus, nematdide fitopatdégeno do
pinho. Embora o resultado apresentado por DONG et al., 2005, n&do seja de fragédo
proveniente de fonte vegetal, e sim microbiolégica, é valido pelo fato de provir de
uma fonte igualmente natural, Gtil na comparacdo de poténcias. DATTA & SAXENA
2001 apresentaram a acdo nematicida para Meloidogyne incognita da fracédo
anhidropartinina, lactona sesquiterpénica, presente na Parthenium hysterophorus,
com DLsgigual a 585ppm. Apés 48h de exposicdo dos nematoides a fracdo também
demonstram que os valores de DLs apresentados apos 24h de exposicao de todas
as 12 fracdes provenientes da P. hysterophorus analisados, incluindo a partenina,
foram maiores que 1000 ppm. A porcentagem de mortalidade descrita por ZIA et al.
2001 relacionada ao extrato cloroférmico da Trigonella foegun-graceum, na
concentracdo de 1000ppm apds 24h de exposicdo, foi de 38% para Meloidogyne
javanica. BEGUM, et al., 2000 descreveu atividade nematicida da fragédo lantanosida,
proveniente da espécie vegetal Lantana camara, apos 24h de exposicdo contra o
nematoide Meloidogyne incognita. A concentracdo utilizada foi de 10.000ppm e a
mortalidade apresentada foi de 90%. WILLIAMS et al., 2003 demonstraram que o
extrato hexanico bruto de Cleome viscosa possui atividade nematicida contra
Meloidogyne incognita de 72,69% na concentracdo de 500ppm apds 48h de
exposicdo. ARA, et al.,, 2005 demonstraram a mortalidade da espécie Meloidogyne
javanica em fracdo oleosa (SA-V) do extrato etandlico de Spatoglossum asperum na
concentracdo de 1000ppm apos 24h de exposicao igual a 58%.

Como consideracgdes finais e como supraconsiderado, nematdides e insetos
sdo em alguns casos problemas agricolas e médico-epidemioldgicos relevantes, cujo

controle depende essencialmente de progressos biotecnolégicos que garantam o
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melhor manejo por meio de compostos naturais, controle biolégico ou mesmo
saneamento basico e educacdo (OLIVEIRA, et al., 2005; CARVALHO, 2004). A
modernizacdo da agricultura acrescentou ao processo de producgéo de alimentos a
utilizacdo de maquinas e equipamentos agricolas, além de fertilizantes e pesticidas
quimicos, tornando o sistema altamente dependente de recursos (insumos agricolas)
externos as propriedades rurais. A aplicacdo dessa tecnologia acarreta o aumento
dos custos de produgdo com conseqiente aumento dos pregos dos alimentos,
inviabilizando freqientemente as producgfes agricolas (ALMEIDA et al., 2004). Com
esse sistema vieram também muitos casos de intoxicagfes de operadores, aumento
da mortalidade de animais domeésticos e silvestres, contaminacdo dos solos, das
aguas e dos alimentos, aparecimento de pragas resistentes, um conjunto de
ocorréncias que afeta direta ou indiretamente, a salde das comunidades envolvidas
na producdo e consumo de alimentos (JUNIOR et al., 2002). Os enormes custos
sociais, ambientais, epidemiol6gicos e econdmicos envolvendo o uso de inseticidas
e nematicidas sintéticos tém movido a pesquisa multidiciplinar por novas alternativas
no controle de vetores e pragas agricolas, como a prospec¢cdo por novos
bioinseticidas e controle biolégico, devido as suas vantagens em potencial como
supramencionado no delongo da seccéo introdutoria (FERRAZ & FREITAS, 2007).
Dentro deste contexto, € nossa proposta avaliar a efichcia de extratos
vegetais ndo somente contra nematdides, pragas agricolas relevantes, de um modo
direto através do modelo proposto, mas também contra vetores (ovos, larvas, pupas
e adultos de Anofelinos e Aedes aegypti) por meio da colaboracdo de nosso
laboratério com o Instituto de Pesquisas em Patologias Tropicais de Ronddnia
(IPEPATRO), sob coordenacdo do Prof. Dr. Luiz Hildebrando Pereira da Silva.

Assim, extratos, e ativos que sejam produzidos ou isolados em ambas Instituicdes
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poderdo ser permutados para testes, de tal modo a cumprir a aproximacdo de
grupos de pesquisa, diminuicdo de custos, permuta de espécies de biomas distintos,
e melhoria da estratégia de projeto, de modo a atrelar a preocupacao financeiro-
agricola (nematoides) ao viés médico-epidemiologico (vetores). Justifica-se neste
caso, que muito embora os nematdides ndo sejam classificados como insetos,
muitos de seus sistemas bioldgicos, preferencialmente enzimaticos, podem ser
vezes similares aqueles encontrados em diferentes classes de insetos, de modo que
a permuta de extratos se reflita como logica e vantajosa (NEVES, 1998; REY, 2001).
Neste caso, um método rapido e que necessite de pouca quantidade de ativo, como
€ 0 proposto neste projeto, é de grande valia na selecdo inicial de extratos com
grande potencial aplicavel. Neste interim, fica claramente explicitada a preocupacéo
de nosso grupo, no delongo deste texto, em nao distinguir a discussdo de
nematicidas e inseticidas, dado ao interesse mais alongado e colaborativo de nossa
proposta. Salienta-se ainda, que é de nosso intuito a selegdo, dentre os extratos
propostos, daquele que se mostre mais vantajoso no quesito poténcia/toxidade, nos
diferentes sistemas de testes, para iniciar a caracterizagdo fitoquimica mais
acentuada, purificacdo de ativos e elucidacao estrutural, afim de que talvez possam
ser conhecidas/reconhecidas e desenvolvidas mais classes de ativos contra
nematéides e insetos, e entdo novos compostos de interesse epidemioldgico e
econdmico.

Denota-se, finalmente, que o desenvolvimento de agbes de pesquisa no sentido
da prospeccdo e avaliagdo de plantas regionais com atividade
bioinseticida/nematicida, em variadas espécies de importancia agricola ou
epidemiolégica, € de grande importancia econbmica, assim como para a

conservagdo ambiental dos ecossistemas e satude animal ou humana.
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5. CONCLUSOES.

A padronizacé@o e manutencao da criagdo de nematoides (P. zeae e P. jaehni)
em nossos laboratorios foi bastante satisfatoria, bem como a padronizagédo de um
novo bioensaio Util na prospeccdo direta ou indireta de novos nematicidas ou
bioinseticidas. Destacam-se como vantagens: a grande oferta de nematoides
para os testes em batelada, bem como sua rapida execugdo, dependéncia de
baixas quantidades de material em teste (ppm), além de sua alta
reprodutibilidade e confianca;

Todos o0s extratos testados apresentaram significativas atividades
nematicidas, na maioria dos casos de maneira dose e tempo dependentes,
destacando-se os extratos de Eclipta alba, Tabernaemontana catharinensis,
Casearia sylvestris, Zeyheria montana Serjania erecta e Tithonia diversifolia, que
apresentou os menores valores de DLsy, consubstanciando, pois, o potencial
biotecnolégico das familias estudadas no desenvolvimento de novos
bioinseticidas/nematicidas. Destaca-se que os valores obtidos sdo comparaveis
aqueles de literatura e demonstram o grande potencial destes extratos na
confeccdo de novos  fitocompostos de interesse  biotecnologico
(nematicida/bioinseticida);

Salienta-se, finalmente e novamente, que a prospeccao e avaliacdo de novos
compostos ou extratos com atividade bioinseticida/nematicida é de relevancia
econdmica ou epidemioldgica, de modo a amenizar os custos de producdo ou
ainda com vistas a conservacdo ambiental dos ecossistemas e cuidados com a

saude humana e animal.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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