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RESUMO

SILVA, Geraldo Humberto. Purificagfio e caracterizagiio de substincias do

metabolismo de fungos téxicas a Meloidogyne incognita. Lavras: UFLA,
2001. 72p. (Dissertagdo - Mestrado em Agroquimica/ Agrobioquimica).

Objetivando o desenvolvimento de novas metodologias de controle de
fitonematdides, este trabalho buscou identificar as substincias nematicidas
produzidas por Cunninghamella elegans, Fusarium moniliforme isolados 2 e 25,
F. oxysporum, Fusarium sp, Paecilomyces lilacinus, P. variotii e Sclerotinia
sclerotiorum. Para tanto, esses fungos foram cultivados em meio liquido
Czapek-Dox durante 15 dias, a 25°C, em agitador orbital. Em seguida, as
misturas foram filtradas, o que permitiu a obtengdo de solugdes que foram
concentradas sob vicuo e submetidas a purificagdo direcionada por testes in
vitro com juvenis de Meloidogyne incognita. Com isso, foi possivel isolar trés
substancias com atividades toxicas a esse fitonematoide, sendo uma de C.
elegans e duas de Fusarium moniliforme isolado 25. Por meio da anélise dos
espectros de massas, de infravermelho e de ressondncia magnética nuclear,
atribuiu-se a estrutura de um ciclopeptideo formado por nove unidades de N-

metilglicina a uma das substéncias isoladas a partir do filtrado de Fusarium

moniliforme isolado 25.

Comité orientador: Denilson Ferreira de Oliveira - UFLA ( Orientador) e

Vicente Paulo Campos - UFLA (co-orientador).



ABSTRACT

SILVA, Geraldo Humberto. Purification and identification of fungi
metabolites toxic to Meloidogyne incognita. Lavras: UFLA, 2001. 72p.
(Master in Science Dissertation in Agrochemistry/Agrobiochemistry).

Searching for new molecules toxic to plant parasitic nematode, procedures
were set up to purify and identify nematode toxic molecules produced by
Cunninghamella elegans, Fusarium moniliforme strain 2 and 25, F. oxysporum,
Fusarium sp, Paecilomyces lilacinus, P. variotii and Sclerotinia sclerotiorum.
Thus, those fungi were grown in Czapek-Dox liquid medium during 15 days. at
25° C, in an orbital shaker. After fungi mycelia removal by filtration, the
solutions were concentrated under vacuum and submitted to purification guided
by in vitro assays with Meloidogyne incognita juveniles. As a result, one
substance toxic to that phytonematode was isolated from C. elegans, and two
from F. moniliforme strain 25. Through mass, infrared, and nuclear magnetic
resonance spectra interpretation, a nine N-methylglycine units cyclopeptide
structure was attributed to one of the substances isolated from the F.

moniliforme strain 25 filtrate.

Guide Committee: Denilson Ferreira de Oliveira - UFLA ( supervisor) and

Vicente Paulo Campos - UFLA.



1 INTRODUCAO

Nematoides sdo organismos filiformes que utilizam fontes variadas de
nutrientes. Aqueles que se alimentam de plantas sdo conhecidos como
fitonematdides, os quais causam extensos danos levando a grandes quedas na
produgdo ( Lordello, 1976; Lambert e Taylor, 1979; Campos, 1992)

Dentre as medidas de controle, pode-se usar substincias toxicas aos
fitonematoides, chamadas de nematicidas, que normalmente sdo resultantes da
industria petroquimica (Campos, Sivaplan e Gnanapragasom, 1990; Campos,
1997). Esses nematicidas contaminam aguas subterraneas, intoxicam o aplicador
e deixam residuos nos alimentos, o que toma altamente atraente a posssibilidade
de uso futuro de substincias bioldgicas menos toxicas ao homem e de menor
impacto sobre o ambiente. Para tanto, uma das alternativas consiste no emprego
de fungos produtores de metabolitos toxicos aos fitonematdides (Mankau, 1979).
Tais substincias podem afetar a mobilidade (Costa, 2000), capacidade de
penetragio na planta, atragio do juvenil pelo hospedeiro e eclosdo do juvenil do
ovo (KERRY, Simonn e Rovira, 1984), podendo atuar como nematostaticas e
nematicidas (Saifullah, 1996; Hallman e Sikora, 1996).

Sabendo do grande potencial dos fungos para o densenvolvimento de
novas metodologias de controle de fitonematdides, Costa (2000) cuitivou 21
isolados fangicos em meio liquido, submetendo seus filtrados correspondentes a
testes in vitro e in vivo contra Meloidogyne incognita. Dentre os filtrados
fiangicos toxicos a M. incognita, destacaram-se os de Cunninghamella elegans,
Fusarium moliforme isolados 2 e 25, F. oxysporum, Fusarium sp, Paecilomyces
lilacinus, P. variotii e Sclerotinia sclerotiorum. Para que tal trabalho tenha
continuidade, faz-se necessario que as substincias responsaveis pela atividade

toxica contra o referido fitonematdide sejam identificadas e caracterizadas.



Desta forma, objetivou-se, neste trabalho, fracionar biodirecionadamente os
filtrados fungicos citados até o isolamento das substincias ativas contra
Meloidogyne incognita, para elucidar suas estruturas por meio de métodos

fisico-quimicos.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Relagées entre nematdides e fungos

Grande numero de metabolitos fingicos bioativos, de estruturas
diversas, tem sido isolado e caracterizado nos iltimos anos. Alguns desses foram
de fundamental importancia para o desenvolvimento de produtos farmacéuticos
e defensivos agricolas. Classicamente, sdo obtidos por varios processos
fermentativos e ultimamente de extratos de frutificagdes de fungos (Stadler e
Sterner, 1998).

Como fungos e nematdides vivem no mesmo habitat ( solos, madeira em
decomposigio, plantas, etc.), pressupde-se uma coevolugdo ao longo do tempo,
o que provavelmente induziu interagSes entre os dois grupos como a predagdo de
nematodides por fungos e alimentagdo de nematbides com fungos. Nessas
interagdes, acredita-se que metabolitos de origem fiingica podem ser de grande
importincia, uma vez que existe a possibilidade de que sejam empregados tanto
no ataque quanto na defesa contra fitonematdides (Stadler, Anke e Sterner,
1993).

No caso dos fungos nematéfagos, que vém recebendo grande atengdo
por formarem um importante grupo de inimigos naturais dos nematoides
(Barron, 1977 e 1992), observou-se que varios deles produzem toxinas que
podem estar envolvidas na imobilizacdo e morte dos nematodides (Barron e
Thom, 1987). De forma analoga, também j4 se tem conhecimento de fungos que,
para ndo serem ingeridos por nematdides, protegem suas hifas com substancias
téxicas a tais animais (Hutchison, Madzia e Barron, 1996; Riffle, 1967 ¢ 1971).
Ha ainda, fungos que aparentemente ndo interagem diretamente com nematoides
fitoparasitas, mas que sdo capazes de produzir substincias com propriedades
nematicidas (Chen, Dickson e Mitchell, 2000).



2.2 Substancias nematicidas isoladas de fungos

Viérias substancias nematicidas tém sido isoladas de fungos,
principalmente dos filos ascomicota e basidiomicota (Stadler, Anke e Stemer,
1994). Como exemplo, pode-se citar a aspyrone (Figura 1), isolada do filtrado
fungico de Aspergillus mellus. Em experimentos in vitro com o nematdide
Pratylenchus penetrans observou-se que tal substiancia promovia mortalidade de
39% e 80,8% nas concentragdes de 100 ppm e 300 ppm, respectivamente
(Kimura, Nakahara e Fujikoka, 1996).

Trabalhando com o fungo Cladobotryum rubrobrunnescens, cultivado
no meio YMG, Wagner, Anke e Stemer (1998) isolaram a substincia
cladobotrin (Figura 1), que apresentou agio nematicida contra Meloidogyne
incognita com DLs, igual a 100 ppm.

Do fungo Pleurotus ostreatus, Kwok et al. (1991) isolaram o acido
trans-2-decenodidico (Figura 1), que também apresentou atividade nematicida,

sendo desta vez ativo contra Panagrellus redivivus quando na concentragio de

300 ppm.
OCH;
7\
X
o
(o)
Cladobotrin
Aspyrone
o\ OH
/c\/\/\/\/\ c/
HO \
Acido trans-2-decenodibico °©

FIGURA 1: Estruturas das substincias aspyrone, cladobotrin e acido

trans-2-decenodidico.



As substincias bursaphelocida A e B (Figura 2), analogas das
destruxinas, foram isoladas de filtrados do fungo imperfeito isolado D1084 da
ordem Mycelia sterilia, por apresentarem atividade nematicida (Kawazu et al,

B s
i

R=H Bursaphelocida A

R=CH, Bursaphelocida B

FIGURA 2 Estruturas das substincias bursaphelocida A e B.

Mayer et al. (1999) observaram que a substincia omphalotin A
(Figura 3), um ciclododepsipeptideo isolado de cultura submersa do
basidiomiceto Omphalotin olearius, proporciona 50% de mortalidade de
Meloidogyne incognita in vitro em 1 hora, na concentragio de 2 ppm. Este fato
levou ao patenteamento de tal substincia (Anke et al., 1997 e 1999).



- -
A

/ ~

Omphalotin A
FIGURA 3 Estrutura da substincia omphalotin A

Dos filtrados fingicos de Arthobotrys conoides e A. oligospora, Anke
et al. (1995) isolaram e identificaram como principal substincia nematicida o
acido linoléico (Figura 4), que teve agdo contra Caenorhabditis elegans e
Meloidogyne incognita.

Do fungo Daldinia concentrica foram identificados os compostos 1-
metoxi-8-hidroxinaftaleno e 1,8-dimetoxinaftaleno (Figura 4), os quais ja tinham
sido relatados por Desembrock (1994). Ambos apresentaram atividade contra
Caenorhabditis elegans (Anke et al., 1995).

Mayer et al. (1996), trabalhando com um fungo do filo dos ascomicetos

denominado A4990, isolaram e identificaram a substincia nematicida 5-pentil-2-



furaldeido (Figura 4), a qual ja tinha sido encontrada no basidiomiceto Irpex
lactus. Ela apresentou moderada atividade contra Meloidogyne incognita,
Caenorhabditis elegan e Aphlencoides besseyi, sendo a DLg igual a 100 ppm e
200 ppm para M. incognita e A. besseyi, respectivamente.

Uma das substancias ativas de Paecilomyces lilacinus foi relatada por
Djian et al. (1991) como sendo o acido acético (Figura 4).

5 S <

1-metoxi-8-hidroxinaftaleno  1,8-dimetoxinaftaleno Acido acético
0.
5-pentil-2-furaldeido
6]
OH
Acido Inoleico

FIGURA 4: Estruturas das substincias acido acético, acido linoléico, 5-pentil-2-
furaldeido, 1-metoxi-8-hidroxinaftaleno e 1,8-dimetoxinaftaleno, toxicas a

nematoides.

Quaghebeur et al. (1994) isolaram duas substincias com atividade
nematicida do filtrado de Cylindrocarpon  olidium. o  acido

cannabiorcichromenic (CCBC) e o acido 8-chlorocannabiorcichromenic (8-



CCBC), sendo que a mistuara CCBC/8-CCBC (4:1) provocou mortalidade de
50% do nematoéide Heterorhaditis sp. na concentragio de 20 ppm.

OH
90
CHs #
R

R=H acido cannabiorchichromenic
R=Cl acido 8-chlorocannabiorchichromenic
FIGURA §: Estruturas das substéncias isoladas de Cylindrocarpon olidium.

‘De culturas de isolados do ascomiceto Lachnum papyraceum Anke et
al. (1995) identificaram mais de trinta novos metabolitos, sendo varios com
atividade nematicida, como mostra o Quadro 1. A Figura 6 traz as formulas de
algumas desas substincias.

o
Cl
o]
CH;O c
OH
kachnumon
Chloromycorrhizinol
FIGURA 6 Estruturas de algumas das substincias isoladas de culturas de
Lachnum papyraceum.



QUADRO 1 Atividade nematicida de substincias isoladas do fumgo Lachnum

papyraceum
Composto DL, (ppm)
C. elegans M. incognita

Mycorrhizin A 1 100
(1'-E)-dechloromycorrhizin 2 >100
(1'-Z)- dechloromycorrhizin 2 >100
Chloroycorrhizun 1 >100
Mycorrhizin Bl 2 >100
Mycorrhizin B2 5 100
Lachnumol 25 >100
Lachnumol A 5 100

" Lachmamol B1 50 >100
Lachnumol B2 25 ndo testado
Papyracon A 25 >100
Chioromycorrhizinol 100 >100
Ivermectina (controle) 0.1 2

Stadler, Anke e Stemer, (1994) isolaram seis novas substancias
nematicidas e antimicrobianas de extratos obtidos de cultura submersa do
basidiomiceto Cheimonophylium candidissimum (Fig 7). As quais apresentaram
efeito antagonista ao nematdide Caenorhabditis elegans.

Trabalhando com corpos de frutificagda de fungos, com e sem injurias,
Stadler e Stemer (1998) isolaram o isovalleral (Figura 8) de espécies dos
géneros Russula e Lactarius. Tal substincia apresentou DLs, de 10 ppm contra
Caenorhabditis elegans. Os autores também extrairam trés sesquiterpendides

furanosidicos (Figura 8) de corpos de frutificagdo do fungo Lactarius



mitissimus. Para esses, a DLs, foi de aproximadamente 100 ppm para
Caenorhabditis elegans.

G R

FIGURA 7 Estruturas das substincias nematicidas isoladas de culturas de
Cheimonophyllum candidissimum

FIGURA 8 Estruturas das substincias isovalleral € trés sesquiterpendides
furanosidicos
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2.3 - Efeito de filtrados fiingices sobre nematdides

Buscando detectar compostos antagonistas a nematoides, Nitao, Meyer e
Chitwood (1999) observaram que o filtrado fingico de Fusarium equiseti foi
ativo contra o nematéide Meloidogyne incognita. De forma analoga, Hallman e
Sikora (1996) obtiveram filtrados de varios isolados de Fusarium oxysporum
téxicos a nematodides. Estes reduziram a mobilidade de M. incognita em 10
minutos de exposigio, sendo que ap6s 60 minutos, 98% dos juvenis do segundo
estadio (J2) eram inativados. Com exposigdo de 5 horas, 50% dos J2 foram
mortos e em 24 horas ocorren 100% de mortalidade. Astoxinas de F. oxysporum
foram altamente efetivas contra os endoparasitas migradores, porém, menos
efetivas contra os parasitas sedentarios.

Efeitos nematostaticos e nematicidas foram observados nos filtrados de
Verticillium chlamydosporium em meio liquido. Empregando diluigGes de 1:1
(filtrado:agua destilada), observou-se 100% de mortalidade em machos dos
nematéides Globodera pallida ¢ de Panagrellus redivivus, além de forte
contragio muscular, como retragio dos espiculos. Em diluigio de 1:10
(filtrado:agua destilada), os nematoides ficaram paralizados, mas se recuperaram
quando colocados em agua. Diluigdes maiores ndo tiveram efeito (Saifullah,
1996).

A viabilidade de Heterodera glycines expostos a filtrados fingicos foi
avaliada por Chen, Dickson e Mitchell (2000). Filtrados de Fusarium solani,
Neocosmospora vasinfecta, Paecilomyces lilacinus e Stagonospora heteroderae,
mostraram grande atividade nematicida, tendo P. lilacinus sido o mais toxico,
paralisando 47% dos J2 de H. glycines apés 4 horas de exposi¢do. Na diluigdo
1:1 (filtrado: agua), todos os mematdides foram paralisados com 24 horas de
exposigdo. Também se observou 100% de inativacdo de J2 de Meloidogyne
arenaria com filtrados de P. lilacinus (Cayrol, Djian e Pijarowski, 1989). Ja

1



com J2 de Meloidogyne javanica, apenas apos 72 horas de exposi¢do houve
imobilizagio total, tendo alguns nematdides recuperado parcialmente a
mobilidade quando colocados em agua. Inibigdo irreversivel s6 ocorreu-em 47%
a 62% dos nematodides submetidos a esse filtrado (Zaki, 1994).

Também foram observados efeitos toxicos de filtrados fingicos de P.
lilacinus contra Meloidogyne incognita (Khan e Khan, 1992) e M. hapla (Fitters
et al., 1993). Especificamente com M. hapla, os efeitos do filtrado de P.
lilacinus na embriogénese de ovos foram estudados, colocando-se ovos
axenizados em solugdo de.agarose estéril, com ou sem filtrados, numa placa de
microtitulagdo. A seguir, a agarose se solidificou, fixando os ovos
individualmente. Desta forma, pdde-se observar, durante trés semanas, o
desenvolvimento embrionario de ovos em condigdes estéreis. Ovos embrionarios
tratados com filtrados tiveram um retardamento embrionario de 2 a 4 dias e 88%
de morte embrionaria. Contudo, os ovos que ja continham juvenis desenvolvidos
no momento do estabelecimento do ensaio, apresentaram eclosdo de J,, mesmo
quando tratados com filtrados (Fitters et al., 1993).

Filtrados de Rizoctonia selani € de Trichoderma viridae afetaram a
eclosdo de J, de M. incognita, sendo que, ao serem misturados, a toxicidade
relativa dos filtrados ndo foi afetada (Sharma e Saxena,1992).

A mortalidade de juvenis de Meloidogyne spp., quando -expostos a
filtrados de Aspergillus niger, foi de 93,3% quando utilizou-se a diluigdo de 1:20
(filtrado:agua), chegando a alcangar até 100% em concentragdes maiores (Dahya
e Singh, 1985). Tal filtrado também  afetou a eclosdo de juvenis
significativamente em todas as diluigdes testadas tendo ainda, sido capaz de
inibir a eclosdo de juvenis de M. incognita. (Alan, Khan e Saxena, 1973).

Um isolado de Aspergillus niger (designado PD-42), apresentando bons
resultados em laboratdrio, chegou a ser testado em casa-de-vegetagdo e em
campo, para que a sua eficacia no controle de nematéides parasitas ‘de plantas
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fosse medida. Em casa-de-vegetagdo, o filtrado de PD-42 cultivado em meio
liquido adicionado de farinha de aveia reduziu significativamente o nimero de
galhas de Meloidogyne incognita em tomate. Em pimenta, além de reduzir o
nimero de galhas, tal filtrado também proporcionou aumento da produgio.
Quando utilizado diretamente no campo para controle de M. incognita em
tomate e pimenta, reduziu consideravelmente o numero de galhas, mas ndo foi
observado aumento significativo na produgio (Zuckerman, Matheny e Acosta,
1994).

2.4 Métodos para obtengiio de filtrados fangicos

Filtrados fingicos podem ser obtidos pelo cultivo de fungos em frascos
contendo meio de cultura liquido. Os mais utilizados para produgio de filtrados
fungicos com atividade nematicida sdo os meios Richards (Siddiqui e Mahmood,
1994), Czapek ( Zaki, 1994; Jackson et al., 1997; Dahya e Singh, 1981 e Arya e
Saxena, 1993), Gliotoxin (Hallman e Sikora, 1996), PDB ( Nitao, Meyer €
Chitwood, 1999) e extrato de malte (Chen, Dickson-¢ Mitchell, 2000).

O tempo de cultivo tem sido variado. Vadhera, Skukla e Bhatt (1995),
por exemplo, cultivaram os fimgos por sete dias. Ja Hallman e Sikora (1996) e
Chen, Dickson e Mitchell (2000), os cultivaram por -quinze dias. Saifullah
(1996) cultivou os fungos por dezesseis dias, enquanto Arya e Saxena (1993) o
fizeram por vinte dias. Em geral o crescimento filngico tem sido realizado em
incubadoras rotatorias (shaker) a 240 1pm, na temperatura de 25°C ( Siddiqui e
Mahmood, 1993; Zaki, 1994; Hallman e Sikora, 1996). Como indculo fungico
t4m sido empregados discos retirados de placas de cultura de sete dias de idade.

Apés o crescimento fingico o micélio pode ser separado do meio por
filtragio em papel Whatman n° 1, seguida de centrifugagio (Siddiqui e
Mahmood,1993; Zaki, 1994). Uma altemativa consiste na utilizagdo de
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membranas com poros de 025 pm de didmetro (Nitao, Meyer e
Chitwood, 1999).

2.5 Teste in vitro dos filtrados fiingicos

Em geral, filtrados fiingicos podem ser testados em ovos -ou juvenis do
segundo estidio (J2) dos nematdides. Chen, Dickson e Mitchell {2000)
utilizaram J2 de Heterodera glycines emergidos do cisto apos dois dias de
incubagdo. Para tanto, 0,1 mL de suspensdo aquosa contendo 50 J2 foi colocada
em uma das 24 células de uma placa de cultura, na qual foi colocado 1mL do
filtrado. Varias repeti¢cdes foram realizadas ¢ como controle empregaram-se
agua e meio de cultura. As placas foram mantidas em sala com temperatura
controlada ( 23° a 24°C), sendo a viabilidade dos J2 determinada apds 4, 8, 12,
24, 48 e 72 horas, com a técnica descrita por Chen e Dickson (2000). Essa
técnica consiste na adigiio de duas gotas de NaOH 1M em cada célula, avaliando
a resposta dos J2 apés trés minutos, através de microscopio de lente invertida.
Os juvenis com o corpo reto e imével foram considerados mortos, enquanto
aqueles com o corpo retorcido foram considerados vivos.

Ja em trabalhos realizados por Nitao, Meyer e Chitwood (1999) com
filtrado de Fusarium equiseti, foram empregados ovos para os testes in vitro.
Nesse caso, colocou-se 0,1 mL de suspensdo contendo 215 ovos e 0,9 mL da
amostra a ser testada em cada célula da placa. ‘A Teitura dos J2 eclodidos foi
realizada apos duas semanas-em microscopio de lente invertida.

Para testar seus filtrados fungicos, Hallman e Sikora (1996)
empregaram J, e ovos de nematdides. No primeiro caso, juvenis contidos em
1mL de agua esterilizada foram colocados em 1 mL de solugdo antibiética (150
ppm de penicilina e 150 ppm de estreptomicina), para prevenir o crescimento
bacteriano nos filtrados. Ensaios prévios demonstraram que essa mistura
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antibidtica controlou eficientemente o crescimento bacteriano, sem afetar a
atividade do mematéide. A seguir, colocaram-se os nematdides em placas de
Petri esterilizadas juntamente com 10 mL do filtrado, para serem incubados
entre 25 e 30°C. Durante 48 horas de exposigdo, a mobilidade dos nematoides
foi avaliada. Aqueles aparentemente inativos, isto é, rigidos, com cabega e calda
relaxados, foram considerados imoveis. Para avaliagdo da mortalidade, os
nematoides foram transferidos para peneira com poros de 20 pm e lavados em
agua de tomeira até a remogdo de todo o filtrado. A seguir, foram incubados em
incubadora rotatoria “shaker” durante 24 horas e classificados como mortos ou
nio. Foram considerados controle as placas contendo apenas agua ou o meio de

cultura liquido ndo repicado com os fungos.

2.6 - Separacdo de substincias a partir de processos fermentativos

Segundo Paredes (1998), os métodos mais eficazes que foram
desenvolvidos para a purificagdo de compostos biologicos podem ser
considerados como operagdes seqgilenciais. A caracteristica fundamental dessas
operagbes consiste na passagem da mistura de substincias por varias etapas de
purificagdo.

Especificamente em processos fermentativos, quando o produto
desejado pode ser secretado para o meio de cultura, geralmente ha uma série de
substancias indesejaveis a serem removidas durante o processo de purificagdo
(Calton, Cobbs e Hamman, 1986). No caso em que a molécula pode ser isolada
por meio de extragdo, o desenvolvimento do método ¢ simplificado. Maior
dificuldade é observada na recuperago de misturas complexas com mais de uma
molécula com o mesmo grupo funcional ou retencdo cromatografica

caracteristica. Uma seqiiéncia de operagdes para extragdo e purificagdo de
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produtos de meios fermentativos ¢ apresentada na Figura 9 (Calton, Cobbs e
Hamman, 1987).

Inicialmente, os microrganismos sdo removidos do meio, o que pode ser
feito por centrifugagdo, como apresentado na Figura 9, ou por filtracio em
material apropriado (Paredes, 1996). A seguir, di-se inicio ao processo de
parti¢iio liquido-liquido, o que se faz com CH,Cl,, que € imiscivel com agua e
tem polaridade ralativamente baixa. Isso permite a remog3o de substincias com
caracteristicas apolares da fase aquosa. Também podem ser empregadas em tal
etapa solventes como ¢€ter etilico e acetato de etila.

A fase aquosa resultante €, entio, extraida com um solvente mais polar,
sendo 1-butanol o escolhido pelo autor. Com isso, tém-se, ao final, trés grupos
de substincias com polaridades distintas: apolares (extrato de CH,Cl,; ), semi-
polares ( extrato de 1-butanol ) e polares (residuo aquoso).

As frag3es apolares e semi-polares podem ser diretamente submetidas a
processos cromatograficos usuais, como cromatografia em coluna de silica
(Calton, Cobbs e Hamman, 1986)

Quanto a fase aquosa, em principio ha duas possibilidades. Uma delas
consiste na separagdo dos componentes por tamanho, o que é realizado com
sephadex®, por exemplo. A outra se baseia na utilizagio de resinas basicas e

acidas, que devem reter substincias acidas e basicas, respectivamente.
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FIGURA 9: Esquema de purificagdo de substincias de origem microbiana
excretadas para o meio de cultura (Carrington, Cobbs e

Hamman, 1987)

Em varios casos, o processo inicial de particio pode ndo apresentar a
eficiéncia desejada. Quando isso ocorre, tem-se como alternativa a concentragdo
da fase aquosa até determinada parte do seu volume ou até secura. Assim, a
solubilizagdo de diversos componentes da fase aquosa em varios solventes
orginicos se torna mais facil (Grob, 1983). Para tal concentragdo, o método
mais eficiente consiste na liofilizagio, que permite a remogao de agua a baixas
temperaturas, evitando, assim, a decomposigio de materiais termossensiveis.
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2.6.1 Métedos usades na purificacio de substincias com atividade

nematicida

Para purificagdo da substincia nematicida cladobotrin (Figura 1)
partindo da cultura liquida do fungo Cladoebotryum rubrobrunnescens, Wagner,
Anke e Sterner (1997) inicialmente filtraram-na separando a massa micelial, que
ndo continha nenhuma substancia nematicida. O filtrado foi extraido com resina
de troca idnica a qual, em seguida, foi lavada consecutivamente com agua e
eluida com metanol. Assim, obteve-se o extrato bruto, que foi submetido a
cromatografia com silica .gel, utilizando acetato de etila e cicloexano como
eluente. Mayer et al. (1996) empregaram processo semelhante para isolar a
substincia 5-pentil-2-furaldeido partindo do filtrado fingico, sendo que, nesse
caso, a resina foi lavada seqiiencialmente com agua, metanol e acetona.

Trabalhando com o fungo Aspergillus mellus, Kimura, Nakahara e
Fujikoka (1996) isolaram a substancia aspyrone (Figura 1) de seu filtrado pela
extragdo com acetato de etila e purificagdo por cromatografia. Quaghebeur et al.
(1994) usaram o mesmo processo para isolar duas substancias nematicidas do
filtrado da cultura de Cylindrocarpon olidum. De forma analoga, Kawazu et al.
(1993) obtiveram as substancias nematicidas bursaphelocida A e B (Figura 2) do
filtrado fingico isolado D1084.

Em alguns casos também ¢é possivel isolar a substincia ativa partindo do
micélio, como mostrado por Buchel et al. (1998). Esses autores filtraram 50 L de
cultura de Omphalotus olearius separando o filtrado do micélio, o qual foi
liofilizado e submetido a extragdo com metanol. A fase alcodlica foi concentrada
e submetida a métodos cromatograficos, o que permitiu isolar as substancias
omphalotin B, C, D (Figura 3).
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3 - MATERIAL E METODOS

Notas importantes para todo este item:

1-

Para todas as separagdes cromatograficas em coluna, utilizou-se silica-gel 60
(70 - 230 Mesh - ASTM, Merck).

Para as anilises cromatograficas em camada delgada, utilizaram-se placas
Kieselgel 60 (0,25 mm de silica-gel)

Como reveladores, foram utilizadas solugdes de dcido fosfomolibdico,
p-anisaldeido, permanganato de potassio em meio acido e solugdo de
ninidrina preparadas de acordo com Krebs, Heuser e Wimmewh (1969).
Também se empregou radiagio ultravioleta para visualizagdo das
substancias.

Todas as amostras dissolvidas em solventes organicos foram concentradas
sob baixa pressio, utilizando evaporador rotatério.

A ndo ser quando explicitamente mencionado de outra forma, os seguintes
reagentes apresentavam grau analitico: metanol, diclorometano, éter etilico,
cloroformio, acetato de etila, dimetilsulfoxido, hidréxido de amonio,
hexano, acido cloridrico, hidroxido de sédio.

Os pontos de fusdo foram determinados em aparelho Buchi modelo 535 e
ndo foram corrigidos.

Os espectros no infravermetho foram obtidos em espectrémetro Shimadzu
FTIR 8210 A-Fourier Transform, na faixa de 500 a 4000 cm™, no
Departamento de Quimica da UFLA, Lavras. Os espectros foram obtidos em
pastithas de KBr.

Os espectros de ressonincia magnética nuclear foram obtidos no
Departamento de Quimica da UFV, Vigosa.
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9- O espectro de massas foi registrado em um espectrometro Finningam Mat
JTon Trap, na Central Analitica-do Departamento de Quimica da UFP, Recife,

Pemambuco.
3.1 - Microrganismos utizados nesse trabalho

Os fungos Cunninghamella.elegans, Fusarium moniliforme isolados 2 e
25, F. oxysporum, Fusarium sp, Paecilomyces lilacinus, P. variotii, e
Sclerotinia sclerotiorum, os quais apresentavam maior potencial para a produgdo
de substincias toxicas a Meloidogyne incognita, de acordo com Costa (2000)

3.2 - Obtengiio de indculo, condigdes de cultivo e obtengio dos filtrados.

Os fungos Cunninghamella elegans, Fusarium moniliforme isolados 2 e
25, Fusarium oxysporum, Fusarium sp, Paecilomyces lilacinus, Paecilomyces
variotii, Sclerotinia sclerotiorum, conservados em agua em geladeira no
Laboratorio de Nematologia da Universidade Federal de Lavras, foram
repicados em placas de Petri contendo o meio batata dextrose agar. Apos sete
dias de incubagdo a 27°C, discos de 5 mm de didmetro dessas culturas foram
colocados em frascos de 500 mL contendo 200 mL de meio liquido Czapek-
Dox (0,5 gde KCl, 1 g de KH,PO,, 2g de NaNOs, 30 g de sacarose, 0,01 g de
FeS04H,0 e 0,5 g de MgS0,.7 H,0 por 1000 mL de agua destilada), tendo o
meio sido previamente esterilizado a 120°C por 20 minutos. Inoculou-se, em
cada frasco, seis discos de cada cultura. Esses foram incubados a 25°C em
incubadora com agitagdo orbital por 15 dias. Apos esse periodo, a cultura foi
filtrada em papel Whatman n° 1 doas vezes, com o auxilio de uma bomba de
vacuo, obtendo-se, assim, as fases liquidas denominadas de filtrados fiingicos.
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Cerca de 1L de cada filtrado foi liofilizado e mantido sob refrigeragdo a 4°C, até
sua utilizagdo.

3.3 Fracionamento dos filtrados fiingicos

3.3.1 Fracionamente dos filtrados obtidos de culturas de Cunninghamella

elegans, Fusarium sp, Paecilomyces lilacinus e P. variotii

Para o fracionamento, optou-se inicialmente pela parti¢io liquido-
liquido. Assim sendo, buscou-se reduzir o volume dos filtrados para aumentar a
eficiéncia da extragio, o que foi feito por meio de liofilizagdo seguida de
solubilizagdo dos residuos correspondentes em volume de agua menor do que o
inicial. Para isso, solubilizaram-se, em 30 mL de H,0, os residuos da liofilizagdo
de aproximadamente 1 L dos filtrados fungicos de Cunninghamella elegans,
Fusarium sp, Paecilomyces variotti e P. lilacinus, o que deu origem a solugdes
que foram submetidas quatro vezes a extragdo com acetato de etila (AcOEt; 4 x
20 mL). As fases de AcOEt de cada fungo foram combinadas, formando, assim,
80 mL de uma solugio que foi tratada com Na;SO4 anidro. Aliquotas de 11,3
mL, retiradas das solugdes de AcOEt resultantes, foram concentradas em
evaporador rotatério sob vacuo e reconstituidas em 50 mL de Tween 80 a 1%
para os testes in vitro (3.4.2 e 3.4.3). As fracbes aquosas dos quatros filtrados
fingicos foram novamente liofilizadas e extraidas com 80 mL de metanol. Doze
mililitros das fragdes metandlicas foram concentrados em evaparador rotatorio e
reconstituidos em 50 mL de Tween 80 a 1%, para realizagdo de testes in vitro
(3.4.2 ¢ 3.4.3) com M. incognita. A Figura 10 resume as operagdes:
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1 L de filtrados
fungicos

Liofilizagéo

Filtrado liofilizado
1) 30 mL de H,O

2) Exiragdo com
' AcOEt (4 x20 mL)

| |

Fragdes ACOEt FracOes aquosas
(80 mL)

liofifizacido
liofitizado
l extragdo com metanol

Fracdes metandlicas

FIGURA 10 Fluxograma da extragio dos filtrados fingicos de Cunninghamella

elegans, Fusarium sp, Paecilomyces lilacinus e P. variotii.

No caso especifico de C. elegans, ao se adicionar AcOEt a solucdo
aquosa do residuo da liofilizagdo do filtrado, houve a formagdo de
precipitado (Al) que foi separado por centrifuga¢do. Apos a separagdo do
precipitado (A1), o sobrenadante foi extraido conforme o processo descrito para
os outros filtrados. O precipitado Al, um soélido amarelado, foi
consecutivamente lavado com cloroformio, metanol ¢ HClI 2M. Apos



concentrago das fragdes clororoférmicas e metanélicas sob vacuo, solubilizou-
se 1 mg de cada um dos residuos correspondentes em 2 mL de Tween 80a1%
para serem submetidos aos testes in vitro (3.4.4). Quanto a fragdo acida aquosa,
foi alcalinizada com NH,OH concentrado, dando lugar a formagdo de um novo
precipitado (A2), que foi separado por centrifugacio. Um miligrama de A2 foi
solubilizado em 2 mL de HCl 10° M, para ser submetido ao teste in vitro
(3.4.4 ). No trabalho com C. elegans, apenas o precipitado A2 apresentou
toxidez a J2 de M. incognita.

33.1.1 Purificacio do extrato acetato de etila obtido do filtrado de

Fusarium sp

Por ter apresentado atividade contra Meloidogyne incognita, o extrato de
acetato de etila obtido a partir de 4 L de filtrado de Fusarium sp conforme
descrito em 3.3.1, foi submetido a cromatografia em coluna com 2 x 20 cm de
silica. Os solventes utilizados na eluigio da coluna foram hexano, acetato de
etila e metanol. Coletaram-se 51 fragdes, que foram combinadas de acordo com
o observado por cromatografia de camada delgada. Com isso, ao final havia 12
fragdes: D1, Fs1-Fs11. As fragSes (40-50) sairam muito impuras, por isto foram
combinadas, formando a nova Fragio D1 que foi submetida a nova

cromatografia. A Figura 11 mostra as operagGes realizadas:
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Por acreditar que a substincia ativa pudesse estar presente na amostra
DI, esta foi submetida a nova cromatografia em coluna com 2 x 20 cm de
silica. Os solventes utilizados para eluigdo foram cloroformio e metanol
contendo hidroxido de aménio. Coletaram-se 24 fragdes, que foram combinadas
de acordo com os resultados das analises por cromatografia em camada fina

(Figura 12).

Extrato
Cromatografia em coluna de sflica

50 mL 50 mL 100 mL 50mL 100 mL 100 L
CHClyY CHCly CHCly/ CHCly/ CHCY/ ”
MeOH/ MeOH ¢/ MeCH cf MeOH ¢/ MeOH ¢/ mm% NI-hOH|
NHCHconc. | 10% NHOR 10% NH,OH 10% NHOH 10% NH,OH

(9:1:0,1) (7:3:0,3) (32 (1:1) (37

3 3 3 3 é

Fs10(1 a 5) Fs11(6) F12s{7a10) Fs13(11a23) Fs14(24)

FIGURA 12 Fluxograma do fracionamento da amostra D1 por cromatografia

em coluna.

Todas as amostras foram evaporadas em evaporador rotatorio. Para o
teste in vitro (3.4.4), solubilizou-se 1 mg de cada amostra em 2 mL de Tween 80
a 1% ou HC1 10° M, da seguinte forma:
Amostras: Fs1, Fs2, Fs3, Fs4, Fs5, Fs6, Fs7, Fs8, Fs9, Fs10 - Tween 80 a 1%
Amostras: Fs11, Fs12, Fs13, Fs}4 - HC1 10°M
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3.3.2 Fracionamento biodirecionado de Fusarium oxysporum, Fusarium

moniliforme isolades 2 e 25 e Sclerotinia sclerotiorum.

Visando a simplificagio da etapa inicial de fracionamento das
substincias nematicidas presentes nos filtrados fungicos de Fusarium
moniliforme isolado 2 e 25, Fusarium oxysporum e Sclerotinia sclerotiorum,
apos a liofilizagdo desses filtrados foi feita a lavagem dos residuos obtidos com
metanol/acetato de etila (1:1) (MeOH/AcOEt 1:1). Optou-se por estes solventes
por julgar que assim seria evitada a solubilizagio de grande quantidade de
agacar residual do caldo fermentado, que no fora metabolizado pelos fungos.

Aos residuos obtidos da liofilizagio de 1L de cada filtrado fimgico
foram adicionados 100 mL de metanol e, ap6s agitagdo por alguns mimutos, 100
mL de acetato de etila. Filtraram-se as misturas em algodiio, o que deu origem a
solugdes das quais foram removidas aliquotas de 10 mL para serem
concentradas em evaporador rotatorio até a retirada de todos os solventes. Os
materiais insoliveis na mistura metanol/acetato de etila (1:1) foram
solubilizados em 50 mL de agua, resultando nas fragdes residuais aquosas.
Destas retiraram-se aliquotas de 2,5 mL, as quais foram adicionados 47,5 mL de
agua para realizacdo dos testes in vitro (3.4.3). As solugdes restantes foram
armazenadas em refrigerador.

Os residuos, por apresentarem os melhores resultados, foram submetidos
ao processo seguinte de fracionamento. Para tanto, optou-se por solubiliza-los
em agua e variar o pH das solugGes resultantes para forgar a precipitagao de
algum material. Observou-se que tal precipitagdo ocorria quando se elevava o
pH, o que era feito pela adigdo de NaOH 2M. Assim, obtiveram-se precipitados
(precipitado P1), que foram separados por centrifugagdo. Descartaram-se os
sobrenadantes, enquanto os residuos foram lavados com hidréxido de aménio e
secos em liofilizadora.
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Lavaram-se esses residuos com 15 mL de metanol, sendo que as fragoes
metandlicas foram concentradas sob vacuo até a retirada de todo o solvente.
Tanto as fragdes soliveis quanto as insoliveis nesse solvente foram submetidas
a testes in vitro (3.4.4). Para isso, solubilizou-se 1 mg de cada amostra em 2 mL
de HCl 10”° M, obtendo-se assim uma concentragdo de 500 ppm. A Figura 13
resume as operagoes:

filtrado
Liofilizado

exiragio com metanol/
acetato de etita (1:1)

| ' |

Extrato residuo 1
metanol/acetato de etila 1) 4gua l 0
evaporador 2) NaOH2M
rotatério ~ Solugdo para teste
in vitro
Extrato seco
solubilizagio em HCL 10°M  precipitado P1 solivel
ou Tween 80 a 1% lavagem com l
solugdo metanol descartada
para teste in vtro o
evaporador
rotatdrio
Substancias Substancias
soltiveis em metanol insoliveis em metanol
solugéo a %00 ppm solugdo a %00 ppPmM
emHCI110°M para emHCI10°M para
teste in vitro teste in vtro

FIGURA 13 Fluxograma das operagdes de extragdo utilizadas nos filtrados de
Fusarium oxysporum, Fusarium moniliforme isolados 2 e 25

Sclerotinia sclerotiorum.
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3.3.2.1 Purificaciio da fracdo seliivel em metanel obtida do precipitado P1

de Fusarium moniliforme isolado 25

Uma vez que apenas com Fusarium moniliforme isolado 25 foi possivel
separar a substincia ativa da grande quantidade de agucar residual, tal fungo foi
novamente cultivado em maior quantidade de meio liquido Czapek-Dox, para
ser submetido a0 mesmo procedimento até aqui descrito.

A fragdo P1 solivel em metanol, obtida de 3 L do filtrado do fungo
Fusarium moniliforme isolado 25, conforme descrito em 3.3.2, foi submetida a
fracionamento em coluna de 2 x 20 cm de silica. Os solventes utilizados na
eluicdo das substincias foram diclorometano, metanol, agua e HCI 0,1 M. Das
fragOes coletadas prepararam-se solugdes aquosas a 1000 ppm para serem
submetidas aos testes in vitro (3.4.4 ¢ 3.4.5)

Extrato
Cromatografia em coluna
de silica

75 mL de 75 ml de 80 mi de 100 mL de 100 mL de

dicloro/ dicloro/ MeOH H0 HC10,1M

MeOH MeOH

(211) (111)
Fm1 Fm2(22mg) Fm4(120mg) Fm6(81mg) FM7 (17mg)
(16 mg) Fm3(45mg) Fmb (359 mg)

FIGURA 14: Cromatografia em coluna da fragdo solavel em metanol obtida
do precipitado P1.

As amostras foram solubilizadas em veiculos aquosos da seguinte forma:
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Amostras: Fm1, Fm2, Fm3 em tween 80 a 1% (v/v).
Amostras: FmS, Fm6, Fm7 em HCI 10°M

As amostras Fm3 e Fm6, que apresentaram os melhores resultados nos
testes in vitro, estavam homogéneas segundo analise por cromatografia em
camada fina, ndo sendo submetidas a nenhum outro processo de separacao.

3.4 Teste in vitro dos extratos e fracdes
3.4.1 Obtenciio de ovos de Meloidogyne incognita

Ovos de M. incognita foram obtidos de raizes de tomate pela técnica de
Hussey e Barker (1973), modificada por Bonneti e Ferraz (1981), que consiste
em triturar raizes picotadas em liquidificador por 20 segundos, a baixa rotagao,
em solugdo de hipoclorito de sédio a 0,5%. A seguir, a suspensdo obtida foi
vertida em peneira de 0,075 mm de abertura, sobre outra de 0,025 mm, sendo
lavada com agua para eliminar o hipoclorito. As raizes foram expostas ao
hipoclorito por tempo total inferior a 4 minutos. O material retido na peneira de
0,025 mm foi recolhido com o auxilio de jatos de agua, em um béquer. Deixou-
se a suspensio de ovos decantar por 30 minutos e, a seguir, eliminou-se parte do
sobrenadante para realizar a desinfestagdo superficial pela técnica de Coolen e
D'Herde (1972). Os ovos desinfestados foram contados em caixa plastica
colocada em microscopio de objetiva invertida e a suspensdo resultante foi
calibrada para 300 ovos/mL.
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3.4.2 - Teste de mobilidade de juvenis do segundo estidio (J2) de
Meloidogyne incognita em placa de Petri

Os ovos obtidos foram colocados em uma cimara de eclosio formada
com tela e papel de espessura fina, colocados em béquer esterilizado, sem
aeragdo, evitando contaminagdo. Os juvenis (J2) obtidos a cada 24 horas eram
contados até a obtengio de um numero suficiente para a montagem do
experimento. Em placa de Petri de 4,5 cm de didmetro foi colocado 1 mL de
suspens3o contendo 100 J2 de M. incognita e 5 mL do tratamento. Exceto para
os extratos de acetato de etila/metanol e as fragdes residuais obtidos de
Fusarium oxysporum, Fusarium moniliforme isolados 2 e 25 e Sclerotinia
sclerotiorum, para os quais foram feitas trés repetigdes, em todos os outros casos
empregram-se cinco repeticdes em delineamento inteiramente casualizado
(DIC), sendo testemunhas os veiculos aquosos empregados nas solubilizages
das amostras. As avaliagdes de mobilidade foram realizadas com 24 e 48 horas
de exposig¢do do J2 as amostras.

343 Teste de mortalidade de juvenis do segundo estidio (J2) de
Meloidogyne incognita em placa de Petri.

O teste de mortalidade foi conduzido como descrito no item 3.4.2, sendo
que ap6s a Gltima avaliagdo de mobilidade, os J2 foram transferidos para dgua
com o auxilio de uma peneira de 0,025 mm. Foram entdo, lavados com agua
corrente até a retirada da amostra e colocados novamente nas placas de Petri.
Apos 24 horas, foi realizada a avaliagio de mortalidade. Todas as contagens
foram feitas em microscopio de objetiva invertida, sendo os nimeros obtidos
transformados em percentagem para serem submetidos 3 analise estatistica.
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3.4.4 Teste de mobilidade de juvenis do segundo estidio (J2) de Meloidogyne

incognita em placa Elisa

Aliquota de 20 pL da suspensdo aquosa contendo 25 J2, obtidos
conforme descrito em 3.4.2, e 100 uL da amostra a ser testada foram colocados
em células de placa Elisa. Empregaram-se cinco repetigSes, sendo utilizadas
como controles as solugdes aquosas empregadas na dissolugdo das amostras. As
avaliagbes consistiram na contagem de J2 méveis e iméveis com o auxilio de
microscopio de objetiva invertida. Os dados foram transformados para
percentagem e submetidos a analise de varidncia.

Com as amostras provenientes de Fusarium sp, as avaliagbes foram
efetuadas com 24, 48 e 72 horas. Para as amostras de C. elegans, as avaliagdes
foram realizadas com 24, 36 e 48 horas; ja com as amostras de Fusarium

moniliforme isolado 25, as avaliagdes foram feitas com 24, 36, 48 e 60 horas.

3.4.5 Teste de mortalidade de juvenis do segundo estidio (J2) de

Meloidogyne incognita em placa Elisa.

Apos 72 horas de exposigio dos J2 de M. incognita as amostras (3.4.4),
foi realizado o teste de mortalidade pela adigio de uma a duas gotas de NaOH
0,1M a cada célula, conforme metodologia descrita por Chen e Dickson (2000).
Consideraram-se mortos os nematoides retos e imoveis, € vivos os retorcidos. A
contagem foi realizada em microscépio de objetiva invertida, sendo os
resultados transformados em percentagem para serem submetidos a analise
estatistica. Empregaram-se cinco repetigdes, sendo utilizados como controles as

solugdes aquosas empregadas na dissolugao das amostras.
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3. 5 Analises fisico-quimicas das substinecias ativas

3.5.1 Andlise da substincia ativa de Cunninghamella elegans,
precipitado A2

Rf: 0,47 (SiO, ,CH,Cl, / MeOH = 2:1, ninidrina)
Ponto de fusdo: 195°C (dec.)
IV(KBr): bandas 3330, 1654, 1402, 1082, 1008, 887, 565 e 540 cm™ (anexo B)

3.5.2 Anilise das substéncias ativas de Fusarium moniliforme isolado 25

Fragdo Fm3 apresentou as seguintes caracteristicas:

Rf: 0,8 (S§i0, ,CH,Cl, / MeOH = 3,5:1, iodo) ndo revelando com ninidrina.
Ponto de fusdo: 145°C (dec.)

IV (KBr): Bandas em 3460, 1629, 1544, 1458, 1417, 1384, 1340 cm™ (anexo B)
Massas (m/z): 624, 623, 484, 467, 443, 425, 283 (anexo B)

RMN *H (DMSO, 300 MHz): 1,72 (s, 3H), 3,5 (s, 2H) ppm (anexo B)

RMN ®C (DMSO, 75 MHz): 178,4 (C=0), 63,4 (CHy) e 25,0 (CH;) ppm

(anexo B)

Fragdo Fm 6 apresentou as seguintes caracteristicas:

Rf: 0,53 (SiO, , MeOH , p/ anisaldeido)

Ponto de fusdo: 135°C (dec.)

IV (KBr): 3400, 1633, 1182, 1109, 1067, 620 cm™ (anexo B)
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

41 Fracionamento biodirecionade de filtrados de culturas de
Cunninghamella elegans, Fusarium sp, Paecilomyces lilacinus e P.

variotii.

A motilidade de juvenis do segundo estadio (J2) de Meloidogyne
incognita s6 foi reduzida (P < 0,05) no extrato de acetato de etila (AcOEt) do
filtrado concentrado de Fusarium sp. Tanto os extratos de acetato de etila dos
outros filtrados concentrados quanto os extratos metandlicos apresentaram
valores estatisticamente idénticos aos das testemunhas (Tabela 1). Com acetato
de etila, Nitao, Meyer e Chitwood (1999), Kimura, Nakahara e Fujikoka (1 996),
Kawazu et al. (1993) e Quaghebeur et al. (1994) também conseguiram recuperar
substéincias nematicidas de filtrados fungicos.

O aumento do tempo de exposigio ao extrato de acetato de etila de
Fusarium sp (Tabelal) diminuiu ainda mais a motilidade, o que esta de acordo
com os resultados obtidos por Hallman e Sikora (1996), os quais utilizaram
filtrado de Fusarium oxysporum contra M. incognita. A mortalidade s6 foi
estatisticamente diferente das testerumhas (P < 0,05) no extrato de acetato de
etila de Fusarium sp. Para os demais extratos, o emprego de acetato de etila e
metanol nio se mostrou eficiente (Tabela 1). Resultado semelhante foi obtido
por Nitao, Meyer e Chitwood (1999), que utilizou acetato de etila para extrair
uma substincia nematicida do filtrado de Fusarium equiseti.

No caso especifico de Paecilomyces lilacinus, cujo filtrado promoveu até
99% de mortalidade de J2 de Meloidogyne incognita em trabalho realizado por
Costa (2000), o acido acético ja tinha sido caracterizado como a substancia
responsavel por tal atividade (Djian et al, 1991). Como tal substincia é
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relativamente volatil, provavelmente foi perdida durante a etapa de liofilizacdo
(Tabela 1). Talvez o mesmo tenha ocorrido com P. variotii, cujo filtrado
também apresentava atividade contra M. incognita no trabalho realizade por
Costa, (2000).

A tentativa de extragdo da substancia toxica a M. incognita do fungo
Cunninghamella elegans pelo acetato de etila proporcionou um precipitado Al,
o que talvez tenha ocorrido devido a retirada de substancias sulfactantes por este
solvente. Os extratos em acetato de etila e metanol obtidos do sobrenadante
testados ndo afetaram a motilidade de J2 (Tabela 1).

TABELA 1- Efeito de extratos fimgicos em metanol e acetato de etila na
motilidade e mortalidade de juvenis do segundo estadio (J2) de

Meloidogyne incognita.
(%) J2 méveis (%) 32 vivos

Tratamento 24 horas 48 horas 72 horas
Extratos em acetato de etila de:
Cunninghamella elegans 84b 83b 81b
Fusarium sp 56a 5a 12a
Paecilomyces lilacunus 94 b 90b 84b
Paecilomyces variotii 9% b 82b 85b
Extratos em metanol de:
Cunninghamella elegans 91b 80 .87b
Fusarium sp 90b 9 b 90b
Paecilomyces lilacunus 91b 770b 88Db
Paecilomyces variotii 92b 78b 93b
Testemunhas
agua 93b 91b 87b
Tween 802 1% 9 b 87b 87b

Médias segnidas da mesma letra, nas colunas, nio diferem entre si pelo teste de Tukey a
5% de probabilidade.
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Nos testes com as fragdes obtidas do precipitado Al de Cunninghamella
elegans, o precipitado A2 testado nas concentragdes de 500 ¢ 250 ppm,
promoveu redugo significativa na motilidade dos J2 de M. incognita com 36e
48 horas, respectivamente (P < 0,05; Tabela 2). Com 36 horas A2 na
concentragio de 500 ppm reduziu o nimero de J2 moveis a apenas 8%, e com 48
horas este valor passou para 1%. Na concentragdo de 250 ppm, observou-se
menor motilidade dos J2 apés 36 horas; mas, apds 48 horas de exposi¢do ao
extrato, as diferentes da concentragdes do extrato ndo diferiram
significativamente (P < 0,05). O aumento do tempo de exposicdo de A2 nas duas
concentragdes testadas reduziu significamente a motilidade (Tabela 2). O efeito
nematicida observado nesta fragio confirma os resultados obtidos por Costa
(2000), que encontrou efeito toxico a M. incognita no filtrado deste fungo.

A mobilidade de J2 foi levemente reduzida apos 48 horas de contato com
o extrato metandlico do precipitado Al (P < 0,05; Tabela 2), indicando pequena
capacidade desse solvente em solubilizar a substincia toxica a M. incognita

produzida por C. elegans.

TABELA 2 Efeito das fragdes obtidas do precipitado Al de filtrado de
Cunnninghamella elegans na motilidade de juvenis do segundo
estadio (J2) de Meloidogyne incognita

(%)-de J2 méveis

Tratamento 24 horas 36 horas 48 horas

Testemunhas

HC110°M 94 2a 93¢ 91c¢

Tween 80 a 1% 95a 92¢ 90 ¢
_Agua 96 a 95¢ %c

Fragdes de C. elegans

Precipitado A2 500ppm 9% a 8a la

Precipitado A2 250ppm 93a 54b 6a

Extrato MeOH de Al a 500ppm 92 a 92¢ 78b

Extrato CHCl;de Al a 500ppm 93 a 92¢ 92¢

Médias seguidas da mesma letra, nas colunas nio diferem entre si, pelo teste de Tukey, a
5%.
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Nenhuma das frages obtidas por cromatografia em coluna de silica do
extrato de acetato de etila de Fusarium sp. reduziu a motilidade de J2 de M.
incognita (Tabela 3), indicando a instabilidade da substincia toxica a esse
nematdide nas condigdes empregadas. Nitao, Meyer e Chitwood (1999), ao
contrario, obtiveram resultados positivos utilizando silica para fracionamento de
um extrato em acetato de etila obtido de filtrado de cultura fingica de Fusarium
equiset].

TABELA 3 Efeito das fragdes obtidas por cromatografia em coluna de silica de
extrato em acetato de etila do filtrado de Fusarium sp na
motilidade de juvenis do segundo estidio (J2) de Meloidogyne

incognita.
(%) J2 moveis

Tratamento 12 horas 24 horas 48 horas 72 horas
Testemunhas
agua 97 a 94 a 94 b 92 a
tween 80a 1% 95a 95a 86ab 84 a
HC1 10°M 942 93a 87ab 86 a
Fragbes obtidas por cromatografia
17 coluna
Fs1 95a 95 a 86ab 8 a
Fs2 9a 92a 89abd 88 a
Fs3 92a 95a 85ab 83 a
Fs4 91a 9a 78 ab 74 a
Fs5 Na 91a 82ab 76 a
Fsé6 9a 9 a 86ab 78 a
Fs7 9% a 95a 94b 92a
Fs8 96 a 95a 93ab 83 a
Fs9 96 a 9 a 86ab 86 a
2° coluna
Fs10 942a 91a 80ab 80 a
Fs11 93a 93a 8lab 80 a
Fs 12 98a 92a 77 a 77 a
Fs 13 94 a 90 a 88ab 80 a
Fs 14 92a 95 a 82ab 77 a

Médias seguidas da mesma letra, nas colunas, nfio diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade.
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4.1.1 Anilise da substincia ativa de Cunninghamella elegans

O precipitado A2, obtido do filtrado de C. elegans conforme processo
descrito em 3.3.1 e discutido em 4.1, foi considerado puro, uma vez que se
apresentava homogéneo quando analisado por cromatografia em camada fina.
Buscou-se corroborar tal interpretagdo dessa analise cromatografica por meio do
ponto de fusdo de A2, mas isso ndo foi possivel, pois A2 comegou a decompor-
se antes de fundir.

O fato desse material ser solivel em solugdes aquosas fortemente acidas
e insolivel naquelas com pH acima de 5, indica que possui atomos de
nitrogénios cujos pares de elétrons niio se encontram tio disponiveis como em
uma amina simples, que geralmente n3o precisa de valores de pH t&o baixos para
ser solubilizada em solugdes aquosas (Shriner et al., 1983). A presenca de um
atomo de nitrogénio é uma proposta amparada na revelago de A2 com ninidrina
durante as analises por cromatografia em camada fina, ja que isso é o que tende
a ocorrer quando a substincia analisada possui grupamentos NH, (Shriner et al,
1983).

Quanto ao espectro de infravermelho, vale destacar as bandas em 1654
cm’, que podem ser provenientes de ligagdes C = O de grupo amida. Esta
suposicdo ¢ suportada pela banda em 1082 cm”, que pode ser decorrente de
ligagio C—N. Também se deve mencionar a banda em 565 cm’, que indica
presenga de um atomo de cloro na molécula (Lambert et al., 1998).

Ainda é importante relatar que A2 se mostrou insolivel em metanol,
diclorometano, éter etilico, acetato de etila, piridina, acido acético, acetona,
cloroformio e dimetil sulfoxido, o que é uma caracteristica relativamente
comum de bases purinicas ou pirimidinicas sem ou com substituintes pequenos
(Harbomne, 1998).
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4.2 Fracionamento biodirecionado dos filtrades de culturas de Fusarium
moniliforme isolados 2 e 25, F. oxysporum e Sclerotinia sclerotiorum.

As substancias insoliveis na mistura de metanol/acetato de etila (1:1),
oriundas dos filtrados liofilizados, reduziram drasticamente a motilidade de J2
quando comparadas com as testemunhas (Tabela 4). J& com as substincias
soluveis em metanol/acetato de etila (1:1), houve redugio significativa na
motilidade para aquelas provenientes dos fungos Fusarium moniliforme isolados
2 e 25 e Sclerotinia sclerotiorum (Tabela 4; P < 0,05). No entanto, mesmo apds

48 horas, os valores de J2 moveis ainda estavam em tomo de 40%.

TABELA 4 Efeito das substincias soliveis € insohiveis em metanol/acetato de
etila (1:1), oriundas dos filtratos fiingicos, sobre a motilidade de
Juvenis do segundo estadio (J2) de Meloidogyne incognita

(%) de J2 méveis

Tratamento 24 horas 48 horas
Testemnnhas

agua 91d 8lc
Czapek 74bc 74 ¢
Soliveis em MeOH/ACOEt (1:1)

Fusariuwm moniliforme 2 68b 38b
Fusarium oxysporum 70bc 73 ¢
Fusarium moniliforme 25 91d 400
Sclerotinea sclerotiorum 8lcd 40b
Insohiveis em MeOH/AcOEt (1:1)

Fusarium moniliforme 2 10a 10a
Fusarium oxysporum 10a 10a
Fusarium moniliforme 25 1,0a 10a
Sclerotinea sclerotiorum 1,0a 10a

Médias seguidas da mesma letra, nas colunas, nfio diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade.

38



Dos residuos ativos contra M. incognita (Tabela 4) obtevese o
precipitado P1, insolivel em NaOH 2M, cujas fragSes soluveis e insoluveis em
metanol também foram submetidas aos testes in vitro (Tabela 5). Apenas a
frago solivel em metanol obtida do filtrado de Fusarium moniliforme isolado
25 reduziu (P < 0,05) a mobilidade de J2 de M. incognita, indicando que as
substéncias ativas contra Meloidogyne incognita presentes nos filtrados fimgicos
de Fusarium moniliforme 2, Fusarium oxysporum e Sclerotinia sclerotiorum
estavam sendo decompostas durante o processo ou ndo precipitaram com a

variagdo de pH.

TABELA 5 - Efeito das fragdes soliiveis e insoliveis em metanol, obtidas dos
precipitados P1 dos fungos Fusarium oxysporum, F.
moniliforme isolados 2 e 25 e Sclerotinia sclerotiorum na

motilidade de juvenis do segundo estadio (J2) de M. incogrita.

(%) J2 méveis

Tratamento 24 horas 48 horas
Fragdio soliivel em metanol de:

Fusarium moniliforme 2 93b 80b
Fusarium moniliforme 25 1,0a 1,0a
Fusarium oxysporum 91b 89b
Sclerotinea sclerotiorum 91b 89b
FracZo insoliivel em metanol de:

Fusarium moniliforme 2 91b 90b
Fusarium moniliforme 25 9%b 83b
Fusarium oxysporum 97b 93b
Sclerotinea sclerotiorum 91b 83b
Testemunhas

HC1 10°M 9% b 92b
_agua 97b 9% b

Médias seguidas da mesma letra, nas colunas, nfio diferem entre si pelo teste de Tukey a
5% de probabilidade.
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Através da cromatografia em coluna, obtiveram-se sete fragSes, partindo
da amostra de Fusarium moniliforme isolado 25 insolivel em NaOH e solivel
em metanol. Dessas, apenas as fragGes 2, 3 e 6 reduziram (P < 0,05) a motilidade
de J2 de M. incognita (Tabela 6), destacando-se a fragio 6, desde 24 horas de
contato com os J2.

De fato, com 24 horas de experimento, a fragio 6 apresentava 70%-de J2
moveis, 0 que ja era um valor estatisticamente diferente dos observados para as
testemunhas. Aumentando-se o tempo de exposi¢do, a percentagem de J2
moveis diminuiu, chegando a apenas 1% apés 60 horas. Com 72 horas
observou-se que 89% dos J2 estavam mortos, o que corroborou os resultados de
motilidade (Tabela 6). Quanto & fragdo 3, mesmo apds 48 horas continuava a
fornecer valores estatisticamente idénticos aos das testemunhas. No entanto, é
interessante mencionar que, desde 24 horas de exposigdo, a movimentagdo de J2
ja parecia ser diferente da observada para as testemunhas. Apés 60 horas, tal
fragdo reduziu (P < 0,05) o namero de J2 de M. incognita moveis a 21% e, com
72 horas, provocou a morte de 89% deles. Hallman e Sikora (1996), de forma
analoga, obtiveram melhores resultados trabalhando com filtrado de Fusarium
oxysporum contra M. incognita quando aumentavam o tempo de exposigio. A
fracdo 2 também apresentou redugdo significativa (P < 0,05) na motilidade dos
J2 de M. incognita com 60 horas de exposicdo, mas todos os J2 de M. incognita
se apresentaram vivos no teste de mortalidade apos 72 horas de exposigio.

Como as fragSes 3 e 6 se apresentaram homogéneas segundo analise por
cromatografia em camada fina, considerou-se que correspondiam a substéncias
puras e, em decorréncia, ndo foram mais submetidas a nenhum outro tipo de

fracionamento.
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TABELA 6 - Efeito das fragdes obtidas por cromatografia em coluna de silica
do material solivel em metanol, oriundo do precipitado P1 de
Fusarium moniliforme isolado 25, na motilidade e mortalidade
juvenis do segundo estadio (J2) de Meloidogyne incognita.

(%) J2 moveis % J2 vivos
Tratamento 24 horas 36horas 48horas 60horas | 72 horas
Fragdes obtidas por cromtografia
Fm1 9% b 95b 95b 90 c 90 bc
Fm?2 100b 990 100b 34b 99 ¢
Fm3 100b 100b 95 b 21b 11 a
Fm 4 99 b 98 b 85b 8¢ 8 b
Fm5 87ab 88b 82 b 8lc -81 ¢
Fm 6 T0a 26a 10a 1,0a 11 a
Fm 7 100 b 100 b 94 b 93 ¢ 83 be
Testemunhas
Tween 80 a 1% 98 b 98 b 90 95 ¢ 9Sbc
HC110° M 97b 96 b 97 b 97 ¢ 85bc
Agua 98 b 97b 97 b 96 ¢ 95bc

Médias seguidas da mesma letra, nas colunas, nfo diferem entre si pelo teste de Tukey a
5% de probabilidade.

4.2.1 Anilise das fracdes ativas obtidas de Fusarium moniliforme isolado 25

O solido Fm3 (item 3.3.2.1), correspondente a fragdo 3 do item 4.2, se
mostrou homogéneo pela analise por cromatografia em camada fina, sendo
assim, considerado puro. De forma analoga ao precipitado A2, este se decompds
antes de fundir.

Como o sélido Fm3 se mostrou soliivel em solugdes aquosas acidas, mas
ndo formou qualquer coloragdo quando submetido a reagdo com ninidrina,
pdde-se supor que possui um itomo de nitrogénio, mas que este ndo deve
corresponder a um grupo NH; (Shriner et al., 1983).
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No espectro d¢ RMN “C foram observados trés atomos de carbono
diferentes: uma carbonila, a qual pareceu ser de grupamento amida (178 ppm);
um grupo CH,, que, por estar em tomo de 63,4 ppm, deveria estar ligado a
heteroatomos; e um grupo CH;, que se encontrava em campo um pouco mais
baixo do que o esperado para um sistema alifatico (Lambert et al., 1998)

O resultado acima esta de acordo com o espectro d¢ RMN 'H. Neste,
observa-se que o grupo CH; produz um singleto em 1,72 ppm, enquanto o.CH,
acarreta outro singleto em 3,5 ppm.

Como o espectro de massas de Fm3 tinha relagGes massa/carga até 624,
a umica proposta razoavel consistia em um peptideo ciclico contendo apenas
unidades da N-metilglicina. No entanto, como ndo foi possivel montar tal
peptideo com massa molecular igual a 624, propds-se que esse valor de
massa/carga nio deveria corresponder ao pico do ion molecular (M™),. mas
aquele proveniente da perda de um grupo CH; (M™ -15) (Lambert et al., 1998).
Com isso, chegou-se a proposta para a formula estrutural apresentada na

Figura 15.
/\ﬂ/ RMN "¢ RMN 'H
/—( (ppm) (ppm)
/3

(\O 2 634 35
N 3 250 1,72
\<o

/ )L/ \

FIGURA 15 Formula estrutural do sélido Fm3 (ciclonona-N-metilglicina).
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O espectro de infravermelho também esta de acordo com a proposta
acima. Observou-se uma banda em 1629 cm™ que foi atribuida a carbonila de
amida (Lambert et al., 1998).

i Quanto a0 pico em 425 (m/z), propde-se que seja devido a perda de trés

/

/( unidades de aminoacido mais um atomo de hidrogénio, como demonstrado na
/' Figura 16. Tal proposta esti de acordo com Lambert et al. (1998), que citam a

transferéncia de hidrogénio durante a quebra de peptideos.
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O solido Fmé também se mostrou homogéneo pela andlise em
cromatografia em camada fina, sendo assim, considerado puro. Da mesma forma
que Fm3, esse solido decompds-se antes de fundir.

m—— O solido Fm6, ao contrario das substincias anteriores, mostrou-se
solivel em agua, o que sugere uma estrutura bastante polar.

Quanto ao espectro de infravermetho, vale destacar as bandas em 1633
cm”, que podem ser provenientes de ligagdes C = O de grupo amida. Esta
suposigdo esta de acordo com a banda em 1109 cm’, que pode ser decorrente de
ligagio C—N. Este espectro também fomece uma banda larga em 3400 cm’”,
que pode ser proveniente de grupamentos O-H, ja que este composto revelou-se
muito bem com p-anisaldeido durante as analises por cromatografia em camada

fina, 0 que ¢ muito comum com os agucares (Krebs, Heuser e Wimner, 1969).
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5 CONCLUSOES

As substancias ativas produzidas por Paecilomyces lilacinus e P. variotii sio

instaveis ou volateis.

Nio foi possivel isolar a substincia toxica a Meloidogyne incognita
produzida por Fusarium sp por meio de cromatografia em coluna de silica.

Cunninghamella elegans produz uma substincia com atividade nematicida,
solivel em solugdes fortemente acidas e inschivel em H;O, H,O/NaOH,
MeOH, AcOEt, éter etilico, diclorometano, cloroférmio, hexano,
dimetilsufoxido e acido acético.

Fusarium oxysporum, Fusarim moniliforme isolado 2 e Sclerotinia
sclerotiorum produzem substincias nematicidas de alta polandade.

Fusarium moniliforme isolado 25 produz duas substincias nematicidas,
sendo que uma delas corresponde a ciclonona-N-metilglicina, um peptideo

com nove unidades de N-metilglicina.
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TABELA 1A - Resumo da analise de varidncia dos dados relativos ao efeito de
extratos fingicos em metanol e acetato de etila na motilidade e
mortalidade de juvenis do segundo estadio (J2) de Meloidogyne

incognita.

Motilidade 24-horas
FV GL SQ QM Fc Pr>Fc*
Estratos MeOH e AcOEt 9 6220.48 691.16 200 0.0000
Repetices 4 313.48 78.37
Erro 36 1238.92. 3441
Total 49 7772.88
Média geral: 86.32 CV (%)=6.80 DMS: 12,5

Motilidade 48 horas
Fonte de variagdo GL SQ QM Fc  Pr>Fc*
Estratos MeOH e AcOEt 9 30592.72  3399.19 407 000
Repeticies 4 404.72 101.18
Ermro 6 3005.68 83.49

Total 49  34003.12
CV (%) =11.68 Média geral:78.24 DMS: 19,47

Mortalidade 72 horas
Fonte de variagdo GL SQ QM Fc Pr>Fc*
Estratos MeOH e AcOEt 9 2644832 293870 1225 0.00
RepeticGes 4 94.32 23.60
Emo 36 863.28 2398
Total 49 2740592
CV (%)=6.12 Média geral:80.04  DMS: 10,43

*P< 0,05
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TABELA 2A - Resumo da analise de variancia dos dados relativos ao efeito das
fragbes obtidas do precipitado Al de filtrado - de
Cunmninghamella elegans na motilidade de juvenis do segundo
estadio (J2) de Meloidogyne incognita.

Motilidade 24 horas
Fonte de variagdo GL SQ oM Fc Pr>Fc*
Fragles 6 283.26 4721 1.7 0.01
Repetigbes 6 45412 7568
Erro 36 1001.87 27.82
Total 48 1739.26
CV (%)=5.68 Média geral:92.8 DMS: 88
Motilidade 36 boras
Fonte de variagio GL SQ oM Fc Pr>Fc*
Precipitados 6 45538.28 7589.71 524.2 0.0
Repetiches 6 74.57 12.42
Emo 36 521.14 14.47
Total 48 46134.00
CV (%)= 5.06 Média geral: 75.14 DMS: 6,34
Motilidade 72 horas
Fonte de variagio GL SQ QM Fc. Pr>Fc*
Precipitados 6 76017.83 12669.63 266.79 0.00
Repetigbes 6 122.69 20.44
Erro 36 1709.59 4748
Total comrigido 48 77850.12
CV (%)= 10.53 Média geral: 65.44 DMS: 11,49

*P< 0,05
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TABELA 3A - Resumo da analise de variancia dos dados relativos ao efeito das
fragdes obtida durante cromatografia em coluna de silica de
extrato acetato de etila do fungo Fusarium sp na motilidade de
juvenis do segundo estadio (J2) de Meloidogyne incognita.

Motilidade 12 horas
Fonte de variagio GL SQ QM Fc Pr>Fc*
Fragdes 16 379.17 2369 23 0.0073
Repetigdes 4 120.98 30.24
Erro 64 635.41 9.92
Total carrigido 84  1135.57 '
CV (%)= 335 Média geral: 9407 DMS: 7,17 -
Motilidade 24 horas
Fonte de variacio GL SQ QM Fc Pe>Fc*
Fracbes 16 1273.81 7961 5.39 0.00
Repeticdes 4 151.48 37.87
Erro 64 943.71 14.74
Total cornigido 84 2369.01
CV (%)= 411 Média geral: 9344 DMS: 8,7
Matilidade 48 horas
Fonte de variagio GL SQ QM Fc Pr>Fc*
Fragoes 16 226395 14149 2.68 0.0027
Repeticdes 4 164.94 4123
Erro 64 337745 52.77
Total 84 5806.35
CV (%)= 846 Média geral: 85.82 DMS: 16,54
Motilidade 72 horas
Fonte de variagdo GL SQ QM Fc Pr>Fc*
Fragoes 16  6509.01 406.81 453 0.00
Repeticdes 4 615.36 153.84
Erro 64 5740.63 89.69
Total 84  12865.01
CV (%) =11.63 Meédia geral: 81.44 DMS: 21,57
*P< 0,05
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TABELA 4A - Resumo da analise de varidncia dos dados relativos ao efeito das
substincias soliveis e insoliveis em AcOEt/metanol (1:1),
oriundas de filtrados fingicos, sobre a motilidade de juvenis do
segundo estadio (J2) de Meloidogyne incegnita

Motilidade 24-horas
Fonte de variacio GL SQ QM Fc Pr>Fc*
Extrato em AcOEt/MeOH 9 4559536 5066.15 317.14 0.00
Repetiges 2 9.30 4.90
Erro 18 287.53 15.97
Total 29  45892.70
CV (%)= 8.34 Média geral: 47.90 DMS: 11,70

Motilidade 48 horas
Fonte de variagio GL SQ QM Fc Pr>Fc*
Extrato em AcOEt/MeOH 9 2939480 3266.08 99.20 0.60
Repeti¢des 2 290.06 145.03
erro 18 59260  32.922
Total 29 3027746
CV (%)= 16.33 Média geral: 35.13 DMS: 16,80

*P< 0,05
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TABELA 5A - Resumo da analise de variancia dos dados relativos ao efeito das

fragdes soliveis e insoliveis em metanol, obtidas  dos
precipitados P1 dos fungos Fusaium oxysporum, F. moniliforme
isolados 2 e 25 e Sclerotinia sclerotiorum na motilidade de
juvenis do segundo estadio (J2) de M. incognita.

Motilidade 24 horas
Fonte de variagio GL SQ QM Fc Pr>Fc*
Precip. sol. einsol. en MeOH 9 3101222 344580 279.66 0.00
Repetices 3 48.07 16.02
Erro 27 332.67 12.32
Total 39 3139297
CV (%)= 417 Meédia geral: 8422 DMS: 85
*P< 0,05

Motilidade 48 horas
Fonte de variagdo GL SQ QM Fc Pr>Fc*
Precip. sol. einsol. em MeOH 9  29034.50 3226.05 71.96 0.00
Repeticdes 3 2.70 0.90
eITo 27 1210.30 44 82
Total 39  30247.50

CV (%)= 8.34 Média geral: 8025 DMS: 16,28

*P< 0,05
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TABELA 6A - Resumb da analise de varidncia dos dados relativos ao efeito das
fragdes obtidas por cromatoprafia emr coluna de silica do
material sohivel em metanol, oriindo do precipitado de
Fusarium moniliforme isclado 25, na motilidade e mortalidade
Jjuvenis do segundo estadio (J2) de Meloidogyne incognita.

Motilidade 24 horas
Fonte de variagdo GL SQ QM Fc Pr>Fc*
Fragbes ext. MeOH do precip. 9 3957.68 43974 111 0.00
Repetigdes 4 49148 122.87
erro 36 222452 61.79
Total 49  6673.68
CV (%) = 8.36 Média geral: 94.08 DMS: 16,75

Motilidade 36 horas
Fonte de variacio GL SQ QM Fc Pr>Fc*
Fragdes ext. MeOH do precip. 9 23250.10 258334 42.18 0:00
Repeticdes 4 153.60 38.40
efro 36 2204.80 61.24
Total 49 25608.50

CV (%)= 8.74 Média geral: 89.50 DMS: 16,67

Motilidade 48 horas
Fonte de variagio GL SQ QM Fc  Pr>Fc*
Fragoes ext. MeOH do precip. 9 33822.02 3758.00 61.19 0.00
Repeticdes 4 82052 205.13
Erro 36 2210.68 61.40
Total 49 36853.22
CV (%) =9.15 Média geral: 85.66 DMS: 16,708

*P< 0,05
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Continuac¢do Tabela 6A

Motilidade 60 horas
Fonte de variagio GL SQ oM Fc Pr>Fc*
Fragoes ext. MeOH doprecip. 9 5891792 654643 84.04 0.00
Repetiches 4 179.12 4478
erro 36 2804.08 717.891
Total 49  61901.12
CV (%) =12.75 Média geral: 69.24 DMS: 18,80
Mortalidade 72 horas
Fonte de variagio GL SQ oM Fc Pr>Fc*
Fragdes ext. MeOH do precip. 9 4978770 553196 59.59 0.00
Repetigdes 4 444 .63 111.15
Erro 36 3341.59 92.82
Total 49  53573.93
CV (%)= 13.25 Média geral: 72.72 DMS: 20,53

*P< 0,05
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ANEXOB

Meios de cultura

Empregaram-se os codigos de uso internacional para evitar equivocos.

CZAPEK-DOX
FeS0,.7H,0 001g CZAPEK
KCl 05g FeS0,.7H,0 0,0l1g
K,HPO, lg KCl1 05g
MgS0,.7H,0 05g K2HPO4 S 1g
NaNO; 2g MgS0,.TH;0 05¢g
Sacarose 30g NaNO; 3g

_Agua 1000 mL Sacarose 30g

Apna 1000 mL

PDA(POTATO-DEXTROSE-

AGAR,

BATATA-DEXTROSE-AGAR) EXTRATODE MALTE. .

Batata 20g Extrato de malte 20g

Glicose 20g Agua 1000 m L

Agar 13g

Agua 1.000 mL

RICHARD SOLUTION

FeCl, 0,02g

mzPO4 5 g

KNO; 10g

MgS0,.7H,0 25g

Sucrose 50g

Agua 1.000 mL
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ANEXO C

Espectros das substancias purificadas

Espectro de Infravermelho (pastilha de KBr) da substincia A2
Espectro de Infravermelho (pastilha de KBr) da substincia Fmé6
Espectro de Infravermelho (pastilha de KBr) da substincia Fm3
Espectro de massas da substéncia Fm3

Espectro de RMN 'H (DMSO, 300 MHz) da substéncia Fm3

Espectro de RMN *C (DMSO, 75 MHz) da substéncia Fm3

DEPT 90° (DMSO, 75 MHz) da substancia Fm3
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