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RESUMO

Os nematoides das galhas, pertencentes ao género Meloidogyne, constituem o grupo de
fitonematoides com maior importancia econdmica na agricultura. A constante busca por
métodos de controle desses fitopatdgenos, sem o0 uso de nematicidas, tem provocado um
aumento das pesquisas utilizando extratos vegetais. O objetivo do presente trabalho foi
investigar o potencial do uso de folhas de Calotropis procera no controle de M. incognita raca 2
em tomateiro (Solanum lycopersicum) cv. Carolina e estudar aspectos biol6gicos do
fitonematoide por meio de seis ensaios: (1) avaliar a suscetibilidade de C. procera a M.
incognita; (2) verificar o efeito in vitro do extrato aquoso de folhas de C. procera a5 e 10 %
sobre a eclosdo de juvenis de M. incognita; (3) investigar o efeito in vitro do extrato aquoso de
folhas de C. procera a 5 e 10 % sobre a mortalidade de juvenis de segundo estadio (J2)
considerando o tempo de permanéncia (24 e 48h) dos J2 no extrato e o tempo de
armazenamento das folhas utilizadas no preparo do extrato (1 dia e 62 dias ap0s secagem das
folhas); (4) avaliar a aplicacdo do extrato aquoso de folhas de C. procera a 5 e 10% , por meio
de rega, em solo infestado com M. incognita; (5) investigar o efeito da incorporagéo de folhas
frescas de C. procera em solo infestado com M. incognita, nas dosagens 50 e 100 g de folhas/kg
de solo e (6) avaliar a populacdo de machos em relacdo a populacdo de fémeas e do nimero de
ovos de M. incognita em raizes de tomateiro aos 30, 60, 90 e 120 dias ap06s o inoculagcdo. A
avaliacdo dos ensaios considerou: massa fresca da parte aérea (MFPA), massa seca da parte
aérea (MSPA), altura da planta (AP), massa fresca da raiz (MFR), nimero de galhas (NG),
namero de massas ovos (NMO), nimero de ovos (NO), indice de galhas (IG),indice de massa
de ovos (IMO), fator de reproducdo (FR), reducdo do fator de reproducdo (RFR), reducdo do
parasitismo (RP), nimero de machos (NM) e de fémeas (NF). O delineamento experimental
adotado foi o inteiramente casualizado, com 7 a 10 repeti¢bes, conforme o ensaio, e 0s
resultados das varidveis analisados pelo teste de Tukey a 5%. Com base no 1G (3,8), no IMO
(3,0) e no FR (0,52) obtidos, a espécie C. procera foi considerada resistente ao patdgeno. Os
resultados dos testes in vitro demonstraram que o extrato aquoso a 10 % provocou a maior
inibicdo da eclosdo dos juvenis de M. incognita, registrando-se uma média de apenas 13,2 % de
juvenis eclodidos. Essa mesma diluicdo provocou a mortalidade de 92,2 % dos J2 apds a
permanéncia por 24h no extrato, sendo considerada a melhor combinacgéo de diluigdo e tempo.
O extrato preparado com folhas armazenadas por 1 dia ap6s secagem ocasionou 92,7 % de
morte de juvenis contra 11,0 % de mortalidade de J2 com o extrato obtido de folhas com 62 dias
de armazenamento. A aplicacdo do extrato aquoso ao solo infestado foi eficaz na reducdo do
parasitismo do fitonematoide em tomateiro, tendo sido observado uma RP de 80,05 e 78,14%
com extratos a 5 e a 10 %, respectivamente. A incorporacdo de ambas as doses (50 e 100 g) de
folhas frescas de C. procera promoveram a erradicacdo do M. incognita do solo. Machos foram
observados somente a partir de 60 dias apds a inoculacdo. A relacdo NF:NM foi de 2:1 aos 60
dias, 3:1 aos 90 dias e 1,4:1 aos 120 dias, tendo sido a maior média de NM (770 machos/raiz)
constatada aos 90 dias apds a inoculagdo do nematoide, ocasido em que foi registrada uma
média de 88.956 ovos/raiz. Concluiu-se, neste trabalho, que 0 uso de extratos aquosos e a
incorporagdo de folhas de C. procera sé&o alternativas promissoras para o controle de M.
incognita raga 2 em solo infestado e que, apesar de serem considerados raros, machos foram
abundantes em raizes de plantas de tomateiro cv. Carolina.

Palavras-chave: Nematoide das galhas. Controle alternativo. Solanum lycopersicum L.



ABSTRACT

The root-knot nematodes, belonging to the genus Meloidogyne, constitute the one of the most
important group of nematodes in agriculture. The search for methods of control of these
phytopathogens, without the use of nematicides, has induced ways to manage these pathogens
using vegetal extracts. The objectives of the current study were to to investigate the potential
of use leaves of Calotropis procera in the control of M. incognita race 2 in tomato (Solanum
lycopersicum) cv. Carolina and to study biological aspects of the phytonematoid by means of
six assays: (1) to evaluate the susceptibility of C. procera to M. incognita; (2) to verify the in
vitro effect of aqueous extracts of C. procera leaves at 5 and 10% on the hatching of juveniles
of M. incognita; (3) to investigate the in vitro effect of 5 and 10% C. procera leaves aqueous
extracts on the mortality of second stage juveniles (J2) considering the length of time (24 and 48
hours) of the J2 in the extract and the time of storage of the leaves used in the preparation of the
extract (1 day and 62 days after drying the leaves); (4) to evaluate the application of the aqueous
extract of leaves 5 and 10% of C. procera by irrigation in soil infested with M. incognita; (5) to
investigate the effect of the incorporation of fresh leaves of C. procera in soil infested with M.
(6) to evaluate the population of males in comparison to the population of females and the
number of eggs of M. incognita in tomato roots at 30, 60, 90 and 120 days after
inoculation.Were evaluated:weight fresh of shoot (WFS), dry weight of shoot (DWS), plant
height (PH), fresh weight of root (FWR), galls numbers (GN), egg masses numbers (EMN),
eggs numbers ( EN), gall index (Gl), egg masses index (EMI), reproduction factor (RF),
reduction in the reproduction factor (RFR), parasitism reduction (PR), number of males (NM)
and number of females (NF). The experimental design was the completely randomized design,
with 7 to 10 replicates, according to the assay and the results of the variables analyzed by the
Tukey test at 5%.Based on Gl (3.8), EMI (3.0) and RF (0.52) obtained, C. procera was
considered resistant to the pathogen.The in vitro test results demonstrated that the 10% aqueous
extract caused the greatest inhibition of hatching of the juveniles of M. incognita, with an
average of only 13.2% of juvenile hatched was recorded. This same dilution caused the
mortality of 92.2% of the J2 after stay for 24h in the extract, being considered the best
combination of dilution and time. The extract prepared with leaves stored for 1 day after drying
caused 92.7% killing of juveniles. However, the extract obtained from leaves stored at 62 days,
the J2 mortality percentage was 11.0%.The application of the aqueous extract to the infested
soil was effective in reducing the nematodes parasitism in tomato, with a PR of 80.05 and
78.14% with extracts at 5 and 10%, respectively.The incorporation of both doses (50 and 100 g)
of fresh leaves of C. procera promoted the eradication of M. incognita from soil.Males were
observed only 60 days after inoculation. The NF:NM relation was 2:1 at 60 days, 3:1 at 90 days
and 1.4:1 at 120 days, and the highest average NM (770 males/root) was observed at 90 days
after inoculation, at which time an average of 88,956 eggs/root were recorded. The use of
aqueous extracts and the incorporation of C. procera leaves are promising alternatives for the
control of M. incognita race 2 in infested soil and despite being considered rare, males were
abundant in roots of tomato plants cv. Carolina.

keywords: Root-knot. Alternative control. Solanum lycopersicum L.
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1 INTRODUCAO

O tomateiro (Solanum lycopersicum L.) é uma das hortalicas de maior
importancia econdmica no mundo (FAO, 2017). No Brasil, esta solanacea se destaca tanto em
termos de producdo quanto em valor econémico (IBGE, 2017). Segundo Fontes e Silva
(2005), a versatilidade de uso do tomate, contribui para a sua importancia mundial. Por outro
lado, uma das hortalicas mais suscetiveis ao ataque de pragas e fitopatdgenos, requerendo a
adocdo de medidas fitossanitarias, os quais elevam os custos de producdo (KUROZAWA,
PAVAN, 2005).

Dentre os principais grupos de fitopatdgenos que atacam a cultura do tomateiro,
estdo os nematoides, que sdo considerados como um dos organismos mais numerosos da terra,
tendo sido descritos cerca de 20.000 espécies, sendo que, aproximadamente, 4.000 sdo
parasitas de plantas. Ocorrem nos ambientes mais diversos, em que haja a possibilidade de
vida, e podem ser classificados de acordo com o tipo de habito alimentar (FREITAS et al.,
2008).

Os fitonematoides alimentam-se principalmente de 6rgaos subterraneos de plantas
superiores, como raizes, rizomas, tubérculos, bulbos e frutos hipdgeos, embora também
existam outros que se alimentam de Orgdos aereos, como caules, folhas, flores, frutos e
sementes (NAVES, 2005). Pertencem ao Filo Nematoda, e sdo responsaveis por consideraveis
perdas na produtividade agricola e podem, em condicGes favoraveis, comprometer totalmente
a producdo, visto que afetam grande parte das culturas de importancia econémica mundial
(TIHOHOD, 1993; FERRAZ; MONTEIRO, 2011).

Os nematoides das galhas, pertencentes ao género Meloidogyne, sdo tidos como
0s mais importantes em todo o mundo em razdo de sua ampla distribuicdo geogréfica,
numerosa gama de hospedeiros e por causar grandes danos as culturas (FREITAS et al.,
2008). No Brasil, as espécies que mais se destacam sdo M. incognita, M. javanica, M.
arenaria, M. hapla (MANSO et al., 1994) e, mais recentemente, M. enterolobii (CARNEIRO
et al., 2006).

No mundo, Meloidogyne incognita é considerada a espécie do género que causa 0
maior prejuizo. Este fato é devido possuir ragas fisiologicas, além da sua ampla distribuicdo e
elevado numero de hospedeiros (LORDELLO, 1984).

As principais medidas de controle recomendadas para as fitonematoses séo
rotacdo de cultura, cultivo de espécies antagonistas em plantio intercalado (consorciado ou em

rotacdo), incorporacdo de matéria organica, solarizacdo, variedades resistentes, controle
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bioldgico e controle quimico (FERRAZ et al., 2012; TIHOHOD, 1993). Entretanto, apds a
introducdo e estabelecimento de nematoides parasitas de plantas em uma &rea, seja por mudas
infectadas ou equipamentos contaminados, as praticas de manejo visando sua erradicacdo sdo
consideradas muito complexas (FERRAZ; FREITAS, 2004).

O uso de nematicidas quimicos no manejo dos fitonematoides, frequentemente, é
0 mais utilizado. Entretanto, seu uso vem sendo limitado devido ao alto risco de contaminagéo
ambiental, alto custo, alta toxicidade e reducédo de sua eficacia no controle depois de repetidas
aplicacdes (DONG; ZHANG, 2006).

A constante busca de novas préticas de controle de fitonematoides em substituicao
aos nematicidas quimicos constitui-se uma demanda mundial. O uso de extratos vegetais e
Oleos essenciais de diferentes plantas vém sendo pesquisado como uma alternativa para o
controle de diversos patdgenos (STANGARLIN et al., 2008; MOREIRA et al., 2015), visto
que as plantas sintetizam diversos tipos de metabdlitos secundarios, os quais podem exercer
atividades de defesa a microrganismos, dentre estes, os fitonematoides (TAIZ; ZEIGHER,
2004; FERRAZ et al., 2012).

A vantagem adicional do emprego de extratos naturais € que podem ser
preparados pelo préprio agricultor como alternativa no manejo de fitonematoides em
pequenas areas ou em areas de producdo organica, onde o sistema agricola possibilita a facil
aquisicdo de material vegetal (SCRAMIN et al., 1987; ANDRADE; NUNES, 2001; SILVA et
al., 2005).

Dentre as espécies botanicas que sintetizam compostos eficientes no controle de
fitonematoides estdo Tagetes spp (cravo-de-defunto), Tithonia diversifolia (Hemsl) Gray
(girassol mexicano (FERREIRA et al., 2013a), Azadirachta indica A. Juss (nim) Mucuna
pruriens var. utilis (mucuna), Ricinus communis L. (mamona), Crotalaria spp (crotalaria)
(SILVA; PEREIRA, 2008), Eclipta alba L. Hassk (agrido-do-brejo), Ocimum basilicum L.
(alfavaca), Artemisia vulgaris L. (artemisia), Justicia pectoralis var. stenophylla Leonard
(chambd), Spigelia anthelmia L. (lombrigueira), Chenopodium ambrosioides L. (mastruz)
(MARTINS; SANTOS, 2016) e Calotropis procera (Ait.) R. Br (ciuime) (SANTOS, 2015),
dentre outros.

Calotropis procera tem sido objeto de varias pesquisas envolvendo a
caracterizacdo quimica de seus constituintes, para uso medicinal e também no controle de

pragas e doencgas de plantas, devido a presenca de alcaloides, terpenos, glicosideos cardiacos,
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taninos, flavonoides, esteroides e lipidios (MOSSA et al., 1991; PARIHAR et al., 2011;
FREITAS et al., 2011).

Nesse contexto, 0 presente trabalho teve como objetivo avaliar a suscetibilidade
de C. procera ao M. incognita, investigar o efeito in vivo e in vitro de extratos aquosos, da
incorporagdo de folhas frescas de C. procera no controle de M. incognita em tomateiro cv.
Carolina e aspectos bioldgicos do ciclo de vida desse fitonematoide.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Cultura do Tomateiro

O tomateiro (Solanum lycopersicum L.) pertence & familia Solanaceae, sendo
originario dos Andes, da regido entre o norte do Chile até o Sul do Equador. E uma das
hortalicas mais cultivadas em todo mundo (FONTES; SILVA, 2005; FILGUEIRA, 2008).

Segundo dados da FAO (2017), a China é considerada o principal produtor de
tomate do mundo. O Brasil ocupa o 6° lugar em producdo, 7° em é&rea colhida e 15° em
produtividade. A producdo do pais foi de 3.737.925 toneladas no ano de 2016, em 58.785 ha
de area plantada com produtividade de 63.844 kg/ha. A regido Sudeste foi a responsavel pela
maior producdo de tomate, com aproximadamente 1,8 milhGes de toneladas, seguida pelas
regides Centro-Oeste e Sul. J& a Regido Nordeste, na safra de 2016, ocupou a 42 posi¢do em
producdo, obtendo 378.845 toneladas em 9.253 ha de area plantada, com produtividade de
41.760 kg/ha. O estado do Ceara, por sua vez, na safra de 2016, foi o maior produtor de
tomate da Regido Nordeste, sendo responsavel por 3,29 % da produ¢do nacional, produzindo
122.846 toneladas em 2.532 ha de area plantada, com produtividade de 48.517 kg/ha (IBGE,
2017).

O tomateiro € uma hortalica cultivada em regides tropicais e subtropicais, durante
todo o ano. No Brasil, o cultivo do tomateiro ocorre em quase todas as regides, além de ser
realizado praticamente 0 ano todo, o que propicia condi¢cdes favoraveis ao desenvolvimento
de pragas e patdgenos (LIMA, 2015). O tomateiro, como toda planta da familia Solanaceae, é
sensivel a variacdo extrema de temperaturas. Com excesso de calor, hd abortamento ou
inibicdo da floracdo (CAMARGO et al., 2006).

Taxonomicamente, o tomateiro pertence a classe Dicotyledoneae, ordem
Tubiflorae e familia Solanaceae. Originalmente, de acordo com Linnaeus, o tomateiro foi
inicialmente integrado ao género Solanum, recebendo a denominacdo Solanum lycopersicon
L. Entretanto, em 1754, Miller, reclassificou essa planta, criando um novo género
denominado Lycopersicon, renomeando o tomateiro cultivado como Lycopersicon esculentum
Mill. (ALVARENGA, 2004). Mais tarde, a classificagéo inicial, proposta por Linnaeus, foi
adotada, considerando a possibilidade de cruzamento com Solanum lycopersicum e as
caracteristicas morfolégicas e moleculares, confirmando sua proximidade com Solanum
tuberosum, abrangendo 17 espécies (PERALTA et al., 2005).
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O tomateiro é uma planta herbacea e perene, sendo cultivada como anual, possuli
haste mole e flexivel, ndo suportando o peso dos frutos. A planta possui dois hébitos de
crescimento, determinado e indeterminado, que condicionam a conducéo da cultura (FONTE;
SILVA, 2005)

Segundo Camargo et al. (2006), o cultivo do tomateiro é dividido em segmentos,
0 de mesa para consumo in natura, e o industrial para processamento. Cada um destes
segmentos possui caracteristicas intrinsecas na sua cadeia produtiva, no que se refere a
producdo, beneficiamento, processamento e comercializacao.

As numerosas cultivares de tomateiro plantadas atualmente podem ser
didaticamente reunidas em cinco grupos ou tipos, conforme as caracteristicas do fruto e da
planta, sendo estes: santa cruz, salada, cereja, italiano e agroindustrial (FILGUEIRA, 2008).

O grupo cereja € um novo tipo de cultivares para mesa, introduzida no inicio da
década de 90. Esse grupo é caracterizado pelo pequeno tamanho dos frutos (15-25 @),
biloculares, coloracdo vermelho-brilhante, lembrando uma cereja e de excelente sabor. A
planta possui crescimento indeterminado e é tutorada. As cultivares sdo todas hibridas e
altamente produtivas, com pencas de 20 a 40 frutos (FILGUEIRA, 2008).

O tomateiro do tipo cereja Solanum lycopersicum var. cerasiforme tem se tornado
uma alternativa para grande parte dos agricultores, uma vez que possui boa rusticidade,
tolerancia a pragas e doencas, alto valor de mercado, maior produtividade e boa aceitagéo por
parte dos consumidores (AZEVEDO FILHO; MELO, 2001).

Dentre as cultivares do grupo cereja mais plantadas esta a cv. Carolina,
caracterizada por possuir ciclo de vida de 100 a 115 dias, peso do fruto de 10 a 12 g e
apresentar tolerancia/resisténcia a Verticillium albo-atrum, Verticillium dahliae e Fusarium
oxysporum f. sp. lycopersici raca 1 e 2 (FELTRIN, 2016).

A ocorréncia de doencas é um dos fatores que mais preocupam os tomaticultores
e, certamente, constituem as principais causas para a diminui¢do da producdo (MACEDO,
2016). A cultura do tomateiro possui amplo espectro de patogenos (FILGUEIRA, 2008),
dentre os quais, dezenas de espécies de nematoides. No Brasil, existem pelo menos 43
espécies de fitonematoides distribuidos em 21 géneros associados a cultura do tomateiro
(MANSO et al., 1994; KUROZAWA; PAVAN, 2005), sendo as especies do género
Meloidogyne, as que mais afetam a cultura do tomateiro.
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2.2 Fitonematoides

Os nematoides representam o0 grupo de organismos multicelulares mais
abundantes em ndmero de individuos, no mundo todo. Pertencem ao Reino Animal, Filo
Nematoda, Classes Chromadorea e Enoplea (VIGLIERCHIO, 1991; FERRAZ; MONTEIRO,
2011).

Os nematoides parasitas de plantas sdo de grande importancia para agricultura
mundial devido as perdas significativas que causam em culturas de elevada importancia
econbmica (SANTOS, 2011; FERRAZ; MONTEIRO, 2011; AGRIOS, 2005; FREITAS et
al., 2012). Seu controle é muito dispendioso e eleva significativamente os custos, acarretando
em redugdo dos lucros dos produtores. Perdas anuais causadas a produgdo agricola
internacional sdo estimadas entre US$ 100 e 157 bilhdes (SINGH et al., 2013).

Os nematoides parasitas de plantas sdo descritos como organismos tipicamente
vermiformes, pseudocelomados, ndo segmentados, de simetria bilateral, oviparos, didicos,
com sistema digestivo e reprodutivo completo, medindo 0,5 a 4,0 mm de comprimento e 0,05
a 0,25 mm de didmetro. No caso de fémeas de espécies de alguns géneros, tais como
Meloidogyne, Heterodera, Rotylenchus e Tylenchus, durante o seu desenvolvimento ocorre
um aumento da sua largura, resultando em individuos reniformes, piriformes, globosos, sendo
que estas fémeas sdo incapazes de se locomoverem, vivendo como parasitas. Atacam
principalmente 6rgdos subterraneos, como raizes, bulbos, tubérculos e rizomas, mas também
podem afetar os 6Orgdos aéreos, como caules, folhas e sementes (LORDELLO, 1984;
FIORENTIN, 2010; FREITAS et al., 2012).

Os nematoides, em intima relacdo parasitaria com as plantas hospedeiras, podem
apresentar diferentes acOes sobre estas, tais como: acdo traumatica, provocada por injarias
mecanicas decorrentes do movimento do nematoide nos tecidos; acéo espoliadora, provocada
pelo desvio de nutrientes essenciais; e acdo toxica, provocada por toxinas ou enzimas
secretadas pelo nematoide e que séo prejudiciais a planta (AGRIOS, 2005).

Existem diversas classificacdes possiveis dos fitonematoides como a de Hussey e
Grundler (1998), que os classificam em quatro grupos, de acordo com a relagdo alimentar
com o hospedeiro: ectoparasitas migradores, ectoparasitas sedentarios, endoparasitas
migradores e endoparasitas sedentarios.

Os fitonematoides sdo organismos que pelos seus proprios recursos pouco se
disseminam. A sua distribuicdo em campo ndo é uniforme, e por essa razdo os sintomas sao
observados em reboleiras (LORDELLO, 1984; FREITAS et al., 2008). A acdo do homem ¢é
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importante por meio de introdugdo de mudas infectadas e de implementos agricolas
contaminados (FOGANHOLI, 2012). Também é importante a disseminacéo pelo escoamento
da 4gua da chuva ou de irrigacéo.

A principal medida de controle baseia-se no principio de exclusdo, evitando a
introducgdo desses fitopatdgenos nas areas de cultivo (FERRAZ et al., 2012).

Os sintomas primarios mais comuns resultantes do parasitismo de fitonematoides
sdo lesdes radiculares; galhas nas raizes, tubérculos e bulbos; rachaduras; raizes digitadas;
descolamento cortical; paralisacdo do crescimento do sistema radicular; necrose de Orgaos
aereos e subterrdneos; manchas foliares e sementes anormais. E os sintomas reflexos
comumente observados sdo: murchas nas horas mais quentes do dia, reducdo do crescimento
da planta, deficiéncia mineral, desfolha, amarelecimento, nanismo e diminui¢do da producéo
(FERRAZ; MONTEIRO, 2011; AGRIOS, 2005; FREITAS et al., 2012).

Em geral, o nivel populacional da espécie do nematoide, a suscetibilidade da
variedade utilizada, o tipo de solo e as condi¢fes climaticas determinam os niveis de danos
provocados pelos fitonematoides (RITZINGER; COSTA, 2004).

2.3 Género Meloidogyne

Os nematoides das galhas, pertencentes ao género Meloidogyne Goeldi (1887),
familia Meloidogynidae, ordem Rhabditida, subordem Tylenchina, constituem o grupo de
fitonematoides de maior destaque por afetar seriamente a producdo de numerosas espécies
vegetais. Sua ampla distribuicdo mundial, extensa gama de hospedeiros, a interagdo com
outros organismos patogénicos e seu dificil controle colocam-nos dentre os principais
patdgenos responsaveis pela limitacdo da produtividade agricola mundial (SASSER;
CARTER, 1985; FERRAZ; MONTEIRO, 2011; JONES et al., 2013). O prejuizo de seu
parasitismo decorre de sua acéo sobre o sistema radicular que, por sua vez, altera a absorcéo
de nutrientes, prejudicando a fisiologia e a nutricdo da planta, além de predispor a planta a
doencas e a estresses ambientais (GOMES et al., 2008).

Existem atualmente pelo menos 100 espécies do género Meloidogyne descritas,
parasitando mais de 2.000 especies vegetais (OKENDI et al., 2014; PERRY et al., 2009). No
Brasil, ja foram descritas 20 espécies, sendo estas: M. incognita (Kofoid & White) Chitwood,
M. javanica (Treub) Chitwood, M. arenaria (Neal) Chitwood, M. hapla Chitwood, M.
enterolobii Yang & Eisenback, M. exigua Goldi, M. paranaensis Carneiro, Carneiro,

Abrantes, Santos & Almeida, M. brasiliensis Charchar & Eisenback, M. coffeicola Lordello &
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Zamith, M. ethiopica Whitehead, M. graminicola Golden & Birchfield, M. hispanica
Hirschmann, M. inornata Lordello, M. konaensis (Eisenback) Bernard & Schmitt, M. luci
Carneiro, Correa, Almeida, Gomes, Mohammaddeimi & Karssen, M. morocciensis Rammah
& Hirschmann, M. petuniae Charchar, Eisenback & Hirschmann, M. phaseoli Charchar,
Eisenback, Charchar & Boiteux, M. polycephannulata Charchar, Eisenback, Vieira, Fonseca-
Boiteux & Boiteux e M. pisi Charchar, Eisenback, Charchar & Boiteux (CARNEIRO et al.,
2016).

As espécies M. incognita, M. javanica, M. arenaria, M. hapla e mais
recentemente M. enterolobii, sdo comumente relacionadas a sérios problemas para a
agricultura em diversas regides do pais (FERRAZ; MONTEIRO, 2011; CARNEIRO et al.,
2006). No final da década de 80, as quatro espécies mais comuns M. incognita, M. javanica,
M. arenaria e M. hapla, respondiam por aproximadamente 95 % dos prejuizos atribuidos aos
nematoides das galhas na agricultura mundial (MOURA, 1996), situacdo que parece ser
mantida apesar do elevado nimero de novas espécies registradas (CARNEIRO et al., 2016).

As espécies M. incognita e M. javanica, principalmente no Brasil, representam
sérios problemas a producdo, em diversas regides. As principais causas deste problema sao a
baixa eficiéncia de alguns sistemas de rotagdo de culturas na redugdo populacional destes
parasitas e a evidente caréncia de cultivares resistentes adaptadas as diferentes regiGes do pais
(SILVA, 1998).

Em levantamento de espécies de Meloidogyne, realizado em 11 microrregiées no
estado do Ceard, Silva et al. (2016) relatou que as espécies M. incognita e M. enterolobii
foram as mais comuns nas areas amostradas, afetando cultivos de hortalicas e de fruteiras.

Os nematoides das galhas sdo conhecidos por provocar o engrossamento das
raizes nos pontos de penetracdo do juvenil do segundo estadio, resultante da hipertrofia e
hiperplasia celular no cilindro vascular e no parénquima cortical ao redor do corpo do
nematoide em desenvolvimento. As galhas sdo formadas pela propria planta, como reacdo a
toxinas introduzidas pelos nematoides. A formacdo de galhas nas raizes das plantas
compromete a absor¢do de nutrientes e agua, provocando sintomas secundarios de
subdesenvolvimento, murcha e deficiéncia nutricional ((FERRAZ; MONTEIRO, 2011;
FREITAS et al., 2012).

A ocorréncia dos nematoides das galhas esta quase sempre associada a regides

guentes, entretanto algumas espécies sdo tipicas de clima frio, como a M. hapla. As espécies
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M. incognita, M. javanica e M. arenaria sdo mais frequentes em regides de clima quente,
predominando nas regides tropicais (TAYLOR; SASSER, 1978).

O nematoide das galhas é capaz de se desenvolver em um grande numero de
hospedeiros como fruteiras, hortalicas, plantas silvestres, ornamentais e ervas daninhas
(MANSO et al. 1994). Nas culturas horticolas, estes causam perdas no rendimento e
qualidade, quando estdo presentes nas areas de cultivo (CHOUDHURY, 1998;
KRATOCHVIL et al., 2004).

As perdas ocasionadas pelos nematoides das galhas no Brasil sdo estimadas entre
5 e 15 %, dependendo da cultura (LORDELLO, 1984). Charchar e Aragdo (2003) relataram
que as perdas causadas por espécies do género Meloidogyne em tomateiros cultivados em
campo podem ser de 14 a 24%, e em estufas, as perdas tendem a serem maiores, variando de
15 a 44%, devido a ocorréncia de temperaturas elevadas no interior da estufa. Na cultura da
soja, as perdas na produtividade ocasionadas pelas espécies de Meloidogyne variam de 30 a
90 % (ASMUS, 2004) e, para a cultura da cenoura, perdas de 20 a 100 % podem ser
observadas (PINHEIRO et al., 2010).

A diversidade biologica e genética que ocorre em Meloidogyne spp. é bastante
complexa (MATTOS, 2013). A identificacdo de racas dentro das espécies de Meloidogyne
pode ser realizada empregando-se o teste de hospedeiros diferenciadores estabelecido por
Hartman e Sasser (1985). Ragas fisioldgicas ja foram relatadas nas espécies de M. incognita,
M. arenaria (SASSER, 1980), M. javanica (RAMMAH; HIRSCHMANN, 1990; CARNEIRO
et al., 2003), M. hapla (WOFFORD et al., 1989), M. exigua (SILVA, 2005) e M. chitwoodii
(MOJTAHEDI et al., 1988).

Devido & variabilidade genética, com maior numero de racas, M. incognita, M.
javanica, M. arenaria e a M. hapla sdo as espécies que comumente predominam sobre as
demais espécies do género, infectando varias hortalicas, incluindo o tomateiro, considerado
hospedeiro universal de Meloidogyne spp. (SANTOS, 2008).

Os fitonematoides do género Meloidogyne sdo endoparasitas sedentarios, cujo
ciclo de vida inicia-se com o ovo, o qual poucas horas ap0s a deposi¢cdo comeca a se
desenvolver, passando por divisdes celulares (desenvolvimento embrionario) até que ocorre a
formacéo do juvenil do primeiro estadio (J1). A primeira ecdise ocorre ainda dento do ovo,
transformando-se em um juvenil do segundo estadio (J2). A eclosédo do J2 ocorrera quando as
condi¢Ges ambientais sdo favordveis a sua sobrevivéncia, tais como temperatura apropriada,

disponibilidade de oxigénio e niveis de umidade do solo adequados. O juvenil emerge de um
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orificio feito na parede da casca do ovo por meio de repetidas estocadas do estilete. O J2, apds
eclodir, pode permanecer ou ndo na massa de ovos. Atraido pelos extratos radiculares, o J2
migra em direcdo a raiz e penetra na regido da zona de alongamento celular, visto que nessa
regido ha uma concentracdo da producdo de exsudatos da raiz. Apds a penetracao, o individuo
J2 migra no interior da raiz, atravessa o parénquima cortical, alcangando a regido de
alongamento celular no cortex, onde inicia o parasitismo. O J2 injeta nas céluas, por meio de
seu estilete, secrecdes produzidas em suas glandulas esofagianas as quais causam alteracGes
morfologicas e fisioldgicas.

Com isso, ocorre uma hipertrofia celular no cilindro central e hiperplasia no
periciclo, produzindo conteddo necessario para alimentagdo e desenvolvimento do
fitonematoide (HUSSEY; GRUNDLER, 1998; TIHOHOD, 1993; MOURA, 1996; CURTIS
et al., 2009).

Definido seu sitio de alimentacdo, o J2 aumenta de tamanho e seu corpo adquire
uma forma salsichoide, perdendo sua mobilidade e tornado-se sedentario. Atingindo seu
maximo crescimento, o J2 sofre outras duas ecdises, dando origem aos juvenis do terceiro
estadio (J3) e posteriormente juvenil do quarto estadio (J4). Nestes dois ultimos estadios, o
nematoide ndo se alimenta, pois sdo desprovidos de estilete e seu eséfago se encontra
parcialmente degenerado. Ainda na fase juvenil, j& é possivel distinguir aqueles que se
tornardo machos e fémeas, devido a presenca de células relativas ao sistema reprodutor,
denominadas de primdrdio genital. Finalmente, ocorrera uma quarta e Ultima ecdise, dando
origem aos individuos adultos (macho ou fémea) (LORDELLO, 1984; MOURA, 1996;
FERRAZ; MONTEIRO, 2011).

Apos a ultima ecdise, as fémeas comecam a se alimentar, e permanecem onde
estdo até morrerem dentro das raizes. Os machos, ap6s formados, ndo se alimentam e,
geralmente, deixam a raiz (ESBENSHADE; TRIANTAPHYLLOU, 1990; MOENS et al.,
2009).

A formacdo do macho acontece durante o quarto estadio juvenil (J4), apds uma
rapida metamorfose, onde seu corpo se alonga, adquirindo aspecto fusiforme na quarta ecdise,
e, por fim, emergira completamente desenvolvido, provido de estilete e espiculas. No caso da
fémea, apos a quarta ecdise, seu corpo aumenta de volume até ficar globoso e completa o seu
amadurecimento, que culmina com a postura de ovos, envoltos em uma massa de aspecto
gelatinoso, liberada pelas glandulas retais e que flui pelo anus. Em geral, cada fémea produz
500 a 700 ovos por postura (LORDELLO, 1984; MOURA 1996). As fémeas produzem ovos
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por aproximadamente trés meses e, depois de cessada a producdo, podem viver um pouco
mais, sendo uma fémea capaz de produzir até 2.500 ovos (MOENS et al., 2009).

A reproducdo dos nematoides das galhas ocorre mais comumente por
partenogénese, na qual ndo ha a fecundacédo dos dévulos, podendo ser meidtica facultativa ou
mitética obrigatéria. Em alguns casos, a reproducdo pode ocorrer por anfimixia. Em
condi¢Bes normais, para Meloidogyne spp., € com indice adequado de parasitismo, ha uma
predominancia de individuos adultos fémeas. Um aumento do nimero de machos € verificado
quando a espécie vegetal parasitada € uma ma hospedeira, esta debilitada, velha ou altamente
parasitada, bem como havendo alta competitividade por alimentos dentro da raiz
(LORDELLO, 1984; MOURA, 1996; FERRAZ et al., 2012).

Em condi¢cbes ambientais desfavoraveis como falta de agua, temperaturas
elevadas ou fitotoxidez, os juvenis que se desenvolveriam em fémeas se tornam machos. Tal
processo, denominado reversdo sexual, € um dos mecanismos de sobrevivéncia, resultando
numa diminui¢do da producdo de ovos, em consequéncia disto, o parasitismo sobre a planta
infectada serd reduzido, garantindo a sobrevivéncia de algumas fémeas (FREITAS et al.,
2008).

O ciclo de vida do Meloidogyne, de ovo a ovo, dura, em média, de duas a quatro
semanas, dependendo de vérios fatores, como a planta hospedeira e condi¢des ambientais,
principalmente a temperatura (LORDELLO, 1984; FERRAZ et al., 2012). Moura (1996)
relatou que as espécies M. incognita, M. javanica e M. arenaria, completam, em média, seu
ciclo de vida com 25 dias, em temperaturas proximas a 28° C, em plantas susceptiveis.
Lordello (1984) comentou que em locais com temperaturas préximas a 19° C, o ciclo de M.
incognita, foi completado em 54 dias. Além da duracdo do ciclo de vida das espécies do
género Meloidogyne, Moens et al. (2009) relatou que o surgimento das primeiras fémeas de
M. incognita ocorre de 13 a 15 dias ap6s a penetracdo nas raizes de tomateiro e as primeiras

massas de ovos, apos 19 a 21 dias, em regides com temperatura de 29 °C.

2.4 Meloidogyne incognita

Meloidogyne incognita é considerada uma espécie cosmopolita, polifaga e
comumente encontrada em regides tropicais e temperadas (TRUDGILL; BLOK, 2001;
KARSSEN; MOENS, 2006). No Brasil, em um levantamento realizado por Manso et al.

(1994), foi constatado um numero de 256 espécies vegetais hospedeiras de M. incognita.
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A capacidade de parasitar uma ampla gama de plantas e cultivares, se deve a
variabilidade genética de M. incognita, que pode ser observada pela existéncia de quatro ragas
fisioldgicas (SASSER, 1980). A identificacdo dessas racas pode ser realizada por meio de
hospedeiras diferenciadoras. Hartman e Sasser (1985) relataram que todas as racas
reproduzem-se em tomateiro ‘Rutgers’; em melancia ‘Charleston Gray’ e em pimentdo ‘Early
California Wonder’ e, nenhuma delas se multiplica em amendoim ‘Florunner’. Porém,
conforme a raca fisioldgica, as repostas ao fumo ‘NC 95’ e ao algoddo ‘Deltapine 16°, pode
variar com presenca ou auséncia de galhas.

Embora se reproduzam por partenogénese mitdtica, populagdes de M. incognita
apresentam como caracteristicas uma rapida colonizacdo e adaptacdo em ambientes
desfavoraveis e isso, possivelmente, lhes confere vantagens em termo de parasitismo e
capacidade de causar danos em plantas, uma das razdes pelas quais é considerado um dos
mais destrutivos patdgenos do mundo (TRUDGILL; BLOK, 2001)

As fémeas de M. incognita apresentam estilete de 15-16 um de comprimento com
bulbos basais arredondados. Os padrfes perineais tipicos de M. incognita sdo arco dorsal
elevado, anguloso, sulcos laterais ausentes, campo lateral apresentando estrias com
bifurcacdes e interrupges (EISENBACK, 1985; HUNT; HANDOO, 2009). A observagédo
dos padrdes de configuragdo da regido perineal de Meloidogyne spp. foi uma das principais
formas utilizadas na classificacdo de espécies do género. Porém, nas Ultimas décadas, essa
técnica caiu em desuso, devido a ocorréncia de variacdes nas configuracdes perineais, dentro
e entre as espécies, resultando em identificacdes equivocadas, mesmo em populacdes vindas
de uma mesma massa de ovos (FERRAZ; MONTEIRO, 2011; MOURA, 1996; CARNEIRO
et al., 2016). Por exemplo, M. paranensis foi identificada como M. incognita, durante varios
anos no Brasil (CARNEIRO et al., 1996).

A morfologia dos machos é também essencial para o diagnodstico de algumas
espéecies como M. incognita, M. paranaensis e M. konaensis (CARNEIRO et al., 2005). Os
machos sdo vermiformes, ndo sedentarios, e possuem o corpo de comprimento de 700-2.000
um. Tem um elevado disco labial, arredondado e grande, disposto sobre os labios medianos,
podendo ser centralmente céncavo e, geralmente, seus labios laterais sdo ausentes. O
comprimento do estile €, em média, de 23-26 um, e os bulbos podem variar de tamanho e de
forma entre diferentes populagdes (EISENBACK, 1985; HUNT; HANDOO, 2009).
Caracteristicas morfométricas do macho, tais como, comprimento do corpo, do esdfago, da

cauda e largura do corpo séo utilizadas como ferramentas para identificacdo, porém, a regido
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anterior e a morfologia do estilete sdo as fontes de caracteres morfolégicos mais importantes
(ESBENSHADE; TRIANTAPHYLLOU, 1990).

Nas Ultimas décadas, técnicas moleculares e bioguimicas tém sido estudadas e
utilizadas como ferramenta para identificacdo de fitonematoides, dentre elas o uso de PCR
(Polymerase Chain Reaction) e enzimas de esterase (CARNEIRO et al., 2005). Dickson et al.
(1971) foram os primeiros a aplicar a técnica de eletroforese de isoenzimas na diagnose de
especies de Meloidogyne, com base nos padrdes das enzimas esterase, malato-desidrogenase e
a-glicerofosfato desidrogenase. Extrato de proteina bruta de fémeas adultas de M. incognitade
de coloragdo branco leitosa, foi submetido a eletroforese em gel de poliacrilamida e
apropriadamente corado para revelar o fen6tipo de uma enzima. Essas enzimas se mostraram
uteis na identificacdo das quatro espécies (M. incognita, M. arenaria, M. javanica e M. hapla)
mais comuns dos nematoides das galhas (CARNEIRO et al., 2000).

A espécie M. incognita apresenta dois fendtipos para a isoenzima esterase (EST),
denominados 11 e 12, e um fendtipo para malato-desidrogenase (MDH), o N1. Sendo o
fenotipo 11 caracterizado por apresentar uma banda, de igual peso molecular a primeira banda
de M. javanica, que é tida como padrdo de comparacdo. O fendétipo 12 se distingue do 11 por
apresentar uma segunda banda proxima a anterior (ESBENSHADE; TRIANTAPHYLLOU,
1985; CARNEIRO et al., 2000).

Segundo Carneiro et al. (2016), embora o uso de técnicas moleculares ainda seja
restrito a poucas espécies, estas ferramentas sdo consideradas como um dos melhores e mais
precisos méetodos no diagnostico dos nematoides das galhas, visto que o uso de marcadores
moleculares permitem uma identificacdo mais réapida e segura. A identificacdo de espécies de
Meloidogyne por meio de PCR convencional é realizada com sucesso, utilizado marcadores
SCAR (Sequence Characterized Amplifield Region) (CARNEIRO et al., 2016). Dentre as
espécies diagnosticadas, com base na amplificacdo do DNA, M. incognita é uma das espécies

que podem ser identificadas por meio desta técnica (MENG et al., 2004).

2.5 Métodos de controle

Diversos métodos tém sido empregados no controle de fitonematoides, contudo,
nem sempre com éxito. A melhor medida a ser tomada para manejo desses patdgenos, ainda é
a preventiva, evitando a introducdo dos mesmos em areas isentas. Tais medidas fitossanitarias
preventivas que podem ser recomendadas incluem a introducdo de materiais propagativos

sadios, limpeza de implementos e maquinas agricolas e o uso de botas e pneus limpos
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(FERRAZ et al., 2012; SILVA., 2011). A analise prévia do solo e de raizes de vegetacdo
espontanea de areas de historico desconhecido € também um cuidado que deve ser observado.

Uma vez introduzido e estabelecido nas areas de cultivo, o produtor precisa adotar
praticas que mantenham a populacdo de fitonematoides em niveis baixos, de forma que
permita a utilizacdo da &rea, visto que € muito dificil a erradicacdo desses patdgenos, uma vez
estabelecidos num local (TIHOHOD, 1993).

Como para os demais nematoides que afetam raizes, os nematoides do género
Meloidogyne apresentam como principais medidas de controle a rotacdo de culturas, o uso de
plantas antagonistas, as culturas armadilhas, as variedades resistentes, o pousio, a solarizacéo,
a inundag&o, o revolvimento do solo, o controle bioldgico e o controle quimico (FERRAZ et
al. 2012).

O uso da resisténcia genetica € um dos métodos de controle de fitonematoides
mais eficientes e econémicos (ROBERTS, 2002). A utilizacdo desse método apresenta como
vantagens a reducdo dos riscos de contaminacdo do ambiente, supressao da reproducdo dos
nematoides, ndo requer equipamentos especiais para a sua utilizacdo, ndo traz custos
adicionais ao produtor, além do custo de aquisicdo das sementes ser similar ao das cultivares
suscetiveis (COOK; EVANS, 1987; SILVA, 2001). As desvantagens do uso de variedades
resistentes no controle de fitonematoides, porém, se devem ao tempo de pesquisas e aos
ensaios de campo requeridos para sua obtencdo, o que justifica a sua escassez, além do fato de
que as recomendacdes de variedades resistentes podem ser restritas a determinadas regifes
devido ao clima e solo (FREITAS et al., 2008).

O emprego de nematicidas quimicos, durante muitos anos, foi um dos métodos de
controle mais empregados, em razdo da eficiéncia, relativa facilidade de uso e dos bons
resultados obtidos (SILVA, 2011). Embora este tipo de controle represente uma das opc¢des
mais viaveis sob o ponto de vista econdmico apds o estabelecimento da cultura, também tem
demonstrado algumas limitagdes como a acumulo de residuos toxicos no solo, efeito nocivo
sobre o ser humano e a resisténcia dos patdégenos ao nematicida quimico em decorréncia do
seu uso indiscrimindado (CHITWOOD, 2002; STARR et al., 2007).

Outras alternativas de controle que sejam eficientes e garantam a sustentabilidade
dos agroecossistemas tém sido estudadas. O uso de diferentes espécies vegetais com
propriedades nematicidas vem sendo utilizadas como forma de controle por meio da

incorporagdo de suas partes, de extratos vegetais ou de 6leos essenciais, sendo aplicadas ao
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solo (MORILLO; SILVA, 2015; MARTINS; SANTOS, 2016; FERREIRA et al., 2013b;
MOREIRA et al., 2015).

Substancias nematicidas produzidas por varias espécies de plantas empregadas em
rotacdo podem ser liberadas no solo através de exsudacdo das raizes, volatilizacdo, lixiviacao
e decomposicao dos residuos (HALBRENDT, 1996). Quanto ao uso do controle quimico, o
uso de nematicidas estd sendo restringido, em alguns paises, em razdo de sua elevada
toxicidade e permanéncia no ambiente (FERRAZ et al., 2012).

Inicialmente, a incorporagdo de matéria organica ao solo, era uma préatica adotada
visando incrementar a producdo agricola por meio da melhoria fisico-quimica do solo.
Atualmente, tem sido considerado também como um método de controle de doengas de
plantas provocadas por patdgenos de solo, como os fitonematoides, agindo de forma direta
pela liberacdo de substancias nematicidas, e indireta pelo estimulo a populacdo antagonista
presente no solo (SILVA et al., 2011; AKHTAR; MALIK, 2000; FERRAZ et al., 2012).

Em varias espécies vegetais estudadas, foi verificado seu potencial nematicida por
possuirem uma série de componentes, tais como proteinas, alcaloides, &cidos graxos,
isotiocianatos e compostos fenolicos (CHITWOOD, 2002; DEMUNER et al., 2003; CUNHA
et al., 2003). Trabalhos realizados por Mateus et al. (2014), Almeida et al. (2012), Baldin et
al. (2012) e Moreira et al. (2009) tém avaliado e comprovado a eficacia de extratos vegetais
sobre Meloidogyne spp.

Substancias com acdo nematicida foram isoladas de espécies vegetais como
Azadirachta indica (azadiractina, nimbidina e tionemone) (JAVED et al., 2005), Crotalaria
spectabilis (monocrotalina) (SCHAEFFER et al., 1989), Mucuna aterrima (acidos graxos,
alantoina) (BARBOSA et al., 1999), Canavalia ensiformes (canavanina) (ROSENTHAL,;
DAHLMAN, 1986), entre outras. A atividade nematicida existente nos vegetais esta
relacionada com o solvente utilizado na extracdo de seus produtos e da parte da planta
utilizada (FASSULIOTIS; SKUCAS, 1969; BIRCH et al., 1993).

Em ensaios realizados por Franzener et al. (2007) foi demonstrado que a aplicagéo
de extrato aquoso de flores de cravo-de-defunto ao solo, provocou a redugdo no nimero de
galhas, nimero de juvenis no solo, e nimero de ovos de M. incognita em raizes de tomateiro.

Ferreira et al. (2013a) verificaram que 0s extratos aquosos de 10 espécies de
Asteraceae foram eficientes na reducdo da ecloséo de juvenis de M. incognita, in vitro. Em
outro ensaio, Ferreira et al. (2013b) verificaram que a incorporagdo da parte aérea das 10

espécies de Asteraceae ao solo, visando o controle de M. incognita parasitando plantas de
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tomateiro, proporcionou um incremento da massa fresca da parte aérea do tomateiro, além da
reducdo do fator de reproducédo (FR) do patdgeno.

Santos (2015), em ensaios conduzidos in vitro com extratos foliares de Calotropis
procera, constatou-se sua acao nematicida sobre juvenis de segundo estadio de M. enterolobii.
Posteriormente, observou que quando as folhas foram incorporadas em solo infestado com o
nematoide, ocorreu a erradicacdo do mesmo, ndo tendo sido observadas galhas em raizes de
tomateiros cultivados ap0s essa incorporacao.

Silva et al. (2011) afirma que a busca por nematicidas naturais ttm aumentado o
ndmero de pesquisas, com intuito de substituir produtos quimicos considerados nocivos a
natureza e ao homem. Para 0s pequenos produtores, 0 uso de extratos vegetais para o controle de
fitonematoides na agricultura seria uma alternativa viavel, ja que os mesmos nao dispdem de
pouUCOS recursos para a aquisi¢do de nematicidas quimicos no mercado. E para o grande produtor,
se trata de uma conscientizacdo da preservacdo da flora nativas das regifes, uma vez que estas

espécies podem ser, no futuro, fonte de moléculas de nematicidas naturais.

2.6 Calotropis procera

Calotropis procera (Ait.) R. Br. é uma espécie vegetal pertencente a familia
Asclepiadaceae, e popularmente conhecida como ciime, ciumeira, saco velho, algoddo de
seda, leiteiro e queimadeira, no Brasil (RANGEL; NASCIMENTO, 2011; MELO, 2001). E
considerada uma espécie com ampla distribuicdo geografica, especialmente em regifes
tropicais e subtropicais, tendo como centro de origem o continente Africano e Asiatico
(LEAO et al., 2011). E no Brasil, essa espécie foi introduzida como planta ornamental devido
a beleza das flores (LAZARO et al., 2012).

A planta € um arbusto perene, porte ereto, pouco ramificado, podendo atingir
entre 3 a 4 metros de altura. Suas folhas sdo grandes e subcoriaceas, enquanto que, seus frutos
sdo capsulas infladas, globosas, grandes, com sementes cobertas por painas brancas sedosas.
As suas flores séo roxas e dispostas em inflorescéncias fasciculadas terminais. Seus ramos,
folhas, pedunculos e frutos sdo recobertos geralmente por serosidade, principalmente nas
plantas mais jovens (LORENZI; MATOS, 2002).

A ampla distribuigcdo de C. procera deve-se a facil disperséo, que é favorecida por
suas sementes aladas envoltas por uma plumagem, facilitando o seu transporte pelo vento e
alcangando vérios quilébmetros. As sementes possuem um excelente percentual de

germinacdo, uma vez que nao apresentam dorméncia (SOUTO et al., 2008; JOLY, 1979).
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Sdo abundantes em areas de clima quente com baixa pluviosidade, solos arenosos
e alcalinos. Segundo Souto et al. (2008), C. procera é considerada uma espécie ruderal, sendo
observada principalmente em terrenos abandonados ou em pousio, junto a estradas, ruas,
parques, dunas de areia, bem como em campos de cultivo, como vegetacdo espontanea.
Estabelece-se rapidamente e torna-se frequentemente dominante em A&reas fisica e
guimicamente degradadas (GULZAR et al., 2014; MELO, 2001).

Apresenta como caracteristica peculiar uma intensa producdo de latex que flui
abundantemente quando seus tecidos sdo rompidos, principalmente nas partes verdes da
planta (LORENZI; MATOS, 2002). O latex presente em C. procera € uma emulsdo
constituida de proteinas, aminoacidos, carboidratos, lipidios, vitaminas alcaloides, carbonatos,
resinas, taninos e terpenos (MORCELLE et al., 2004; FREITAS et al., 2011). Analises
fitoquimicas do latex e de extrato etandlico de folhas de C. procera mostraram a presenta de
alto contetdo de compostos ativos, tais como glicosideos cardiacos, alcaloides, terpenos,
resinas, lipidos, flavonoides, taninos e esteroides (MOHAMED et al., 2015; MOSSA et al.,
1991).

A abundancia de latex, nas partes verdes da planta, reforca a ideia de que o latex
seja produzido e acumulado como uma estratégia de defesa contra predadores e fitopatdgenos,
visto que foi observada a presenca de proteinas (PR-Proteinas), como glucanases, quitinases e
proteinases e, provavelmente, um inibidor de protease, no latex que podem estar envolvidos
no mecanismo de defesa ativado contra patogenos (RAMOS et al., 2007; LARHSINI et al.,
1997; VAN LOON; VAN STTRIEN, 1999; FREITAS et al., 2007).

Freitas (2006) observou o efeito inseticida de proteinas do latex de C. procera
sobre as pragas agricolas Callosobruchus maculatus, Zabrotes subfasciatus, Anticarsia
gemmatalis e Ceratitis capitata, associado a presenca de um inibidor de atividade proteolitica
do tipo cisteinica, além da presenca de quitinases e elevada atividade proteolitica endogena
provando que a fracdo protéica do latex é um dos fatores constituintes da defesa da planta
contra insetos.

Em ensaio realizado por Santos (2015) foi constatado o efeito nematicida in vitro
e in vivo de C. procera sobre a espécie M. enterolobii. Cavalcante et al. (2016) verificaram o
efeito nocivo do extrato de acetato de etila do latex de C. procera sobre a ecloséo de larvas do
nematoide gastrointestinal Haemonchus contortus.

Diferentes partes da C. procera tém sido utilizadas na fabricacdo de fitoterapicos
com efeitos anti-inflamatério (KUMAR et al., 2011; PARIHAR et al., 2011), antitumoral
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(VAN QUAQUEBEKE et al., 2005), anti-helminticos (IQBAL et al., 2005), nematicidas
(CAVALCANTE, 2015), inseticida (FREITAS et al.,, 2006), alelopaticos (GULZAR;
SIDDIQUI, 2016) antimicrobianos (PRIYA; SANTHIYA, 2011) e antioxidante (YESMIN et

al., 2008).


http://pubs.acs.org/author/van+Quaquebeke%2C+Eric
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3 MATERIAL E METODOS

Com intuito de investigar o efeito de C. procera no controle de M. incognita, e de
avaliar a populagdo de machos de M. incognita em tomateiro, foram realizados seis
experimentos em condi¢fes de casa de vegetacdo e no Laboratorio de Fitopatologia do

Departamento de Fitotecnia, da Universidade Federal do Ceara — Fortaleza/CE.

Obtencdo do indculo e identificacdo da raca de M. incognita

A populacéo inicial de M. incognita utilizada nos ensaios, foi obtida a partir de
raizes de tomateiro cv. Carolina, mantidas em casa de vegetacdo, cuja identificacdo do
patdgeno, em nivel de espécie, foi realizada por meio da técnica de eletroforese de isoenzimas
(esterase). Para a identificacdo da raca fisiologica do nematoide, foi realizado o teste de
hospedeiros diferenciadores, inoculando fumo (Nicotiana tabacum L.) cv. NC 95, algodao
(Gossypium hirsutum L.) cv. Deltapine 16 e tomate (Solanum lycopersicum L.) cv. Carolina,
como controle. A raca foi determinada por meio da avaliacdo do sistema radicular das plantas,
60 dias apos inoculacdo do M. incognita, examinado a presenca ou auséncia de galhas,

conforme estabelecido por Hartman e Sasser (1985) (Tabela 1).

Tabela 1 — Reacdo de hospedeiras diferenciadoras para determinacédo de racas fisiologicas de
Meloidogyne incognita.

HOSPEDEIRAS DIFERENCIADORAS

Espécie e racas Algodao Fumo Tomate
de Meloidogyne  Deltapine 16 NC 95 Carolina
M. incognita
Raca 1 - - +
Raga 2 - + +
Raga 3 + - +
Raca 4 + + +

(-) sem galhas; (+) galhas
Fonte: HARTMAN; SASSER (1985).

Sessenta dias apds a inoculacdo das hospedeiras diferenciadoras, para
identificacdo da raga fisiologica de M. incognita, o exame das raizes quanto a auséncia ou
presenca de galhas, de acordo Hartman e Sasser (1985), possibilitou definir que a raga
fisiologica do inoculo detectada foi a raga 2, em razdo de ndo se verificar galhas nas raizes de
algodoeiros cv. Deltapine 16 e pela observacdo de galhas nas raizes de plantas de fumo cv.
NC 95 (Figura 1). O controle positivo (tomate cv. Carolina) também exibiu galhas.
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Figura 1 — Raizes de plantas de fumo cv. NC 95 (A), algod&o cv. Deltapine 16 (B) e tomate
cv. Carolina (C), sessenta dias ap6s inoculacdo com Meloidogyne incognita, para
identificacdo da raca fisioldgica.

Fonte: elaborado pelo autor

Manutencéo da populacéo de nematoides em tomateiros

Apos a identificacdo e determinacdo da raca fisiologica, a populacdo deste
nematoide foi multiplicada em plantas de tomateiro cv. Carolina, em casa de vegetacdo (29 +
4 °C). Para producdo de mudas de tomateiro, a semeadura foi realizada em bandejas de
poliestireno expandido (isopor), com 128 células, contendo a mistura autoclavada de solo e
esterco caprino na proporcdo 2:1. As mudas do tomateiro foram transplantadas no estadio de
duas a trés folhas definitivas para vasos de polietileno (1 L), contendo 0 mesmo substrato da
semeadura.

Para obtencdo do in6culo para os experimentos, foi empregado o método de
Coolen ¢ D’Herde (1972), que consiste em triturar raizes infectadas no liquidificador, na
presenca de agua e hipoclorito de sodio (NaClO) a 0,5 %. A suspensdo obtida, apos passagens
pelas peneiras de 20 e 400 mesh, foi distribuida em tubos de centrifuga e adicionado caulim.
A suspensdo foi centrifugada a 1750 rpm, por 5 minutos. Apds descarte do sobrenadante e
adicdo de sacarose a 45%, os tubos foram novamente centrifugados a 1750 rpm por um
minuto. O sobrenadante foi recolhido em peneira de 400 mesh, lavado com &gua corrente e
transferido para um béquer, onde foi realizada a contagem de ovos em camara de Peters, para
calibracdo da suspenséo.

Para a inoculagdo, foram empregados cerca de 5.000 ovos por planta de tomate
cv. Carolina, com o objetivo de manter as populacbes de M. incognita a serem utilizadas nos

ensaios.
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Obtencéao do extrato aquoso de C. procera

A metodologia para obtencdo do extrato aquoso de C. procera utilizada, foi a
descrita por Dias et al. (2000) e adaptada por Martins e Santos (2016), na qual folhas de
plantas cultivadas em casa de vegetacdo, foram submetidas ao processo de secagem em
estufa, a 60 °C por 2 a 3 dias, seguida de posterior pesagem e imersdo, na forma macerada, em
agua destilada por 24 horas. A proporcao utilizada foi de 1 g de folha seca para 10 mL de
agua. Apds as 24 horas, as folhas foram maceradas manualmente e os extratos filtrados em
gaze e centrifugados durante 10 minutos a 2.000 rpm. O extrato foi obtido na diluicdo a 10%
(p/v) (Figura 2). O extrato aquoso de C. procera foi utilizado nos testes in vitro e no ensaio de

aplicacdo do extrato ao solo.

Figura 2 — Preparo do extrato aquoso de Calotropis procera para utilizacdo nos ensaios in
vitro e de aplicacdo em solo infestado com Meloidogyne incognita. (A) folhas trituradas ap6s
secagem; (B) folhas imersas em &gua destilada por 24 h; (C) maceracdo das folhas e (D)
extrato obtido a 10 %, apds centrifugacéo.

Fonte: elaborado pelo autor

Os seis ensaios realizados foram: (1) Avaliagdo da suscetibilidade de C. procera a
M. incognita raga 2; (2) Efeito in vitro do extrato aquoso de folhas de C. procera sobre a
eclosdo de juvenis de M. incognita; (3) Efeito in vitro do extrato aquoso de folhas de C.
procera sobre a mortalidade de juvenis de segundo estadio de M. incognita; (4) Efeito da
aplicacdo do extrato aquoso de folhas de C. procera em solo infestado com M. incognita; (5)
Efeito da incorporacédo de folhas frescas de C. procera em solo infestado com M. incognita e
(6) Avaliacdo da populacdo de machos em relacdo a populacdo de fémeas e da reproducgéo de

M. incognita em tomateiro.
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3.1 Avaliacéo da suscetibilidade de C. procera a M. incognita raga 2

Para avaliar a suscetibilidade de C. procera quanto a infeccdo de M. incognita, seis
mudas de C. procera com 30 dias de idade, produzidas em casa de vegetacdo (29 + 4 °C),
foram transplantadas para vasos contendo uma mistura autoclavada de solo e esterco caprino
na proporgdo 2:1. Posteriormente, foram inoculadas com 5.000 ovos de M. incognita. Plantas
de tomateiro cv. Carolina foram também inoculadas para constituirem o controle positivo.
Sessenta dias apds a inoculacdo, as plantas de C. procera foram retiradas dos vasos e 0s
sistemas radiculares foram lavados em agua corrente, e realizada a contagem do numero de
galhas (NG) e nimero de massas de ovos (NMO) dos nematoides do sistema radicular de cada
planta/repeticdo, sob microscépio estereoscopio. As variaveis avaliadas para determinacdo da
suscetibilidade foram: indice de galhas (IG), indice de massa de ovos (IMO) e fator de
reproducdo (FR). As médias do IG e do IMO foram determinadas a partir do IG e do IMO de
cada planta/repeti¢do do ensaio, conforme a escala numérica de classificagdo (0 a 5) de Taylor
e Sasser (1978) (Tabela 2). De acordo com Hadisoeganda e Sasser (1982), conforme a média
do IMO, os graus de resisténcia de uma planta seguem a seguinte classificacdo: 0,0 -1,0
Altamente Resistente (AR); 1,1-3,0 Muito Resistente (MR); 3,1-3,5 Moderadamente
Resistente (MR); 3,6-4,0 Levemente Resistente (LR) e 4,1- 5,0 Susctivel (S), permitindo,
desta forma, atribuir o tipo de comportamento da C. procera ao parasitismo de M. incognita.
Oostenbrink (1966) afirma que outra forma de determinar a suscetibilidade de plantas a
Meloidogyne spp. é por meio do fator de reproducdo (FR), onde FR= 0 é imune, FR<1,0 é
resistente e FR>1,0 € suscetivel. O FR é determinado pelo quociente entre a populacdo final e
a populacédo final do patdgeno. A coloracdo das raizes com fucsina &cida foi realizada para
facilitar a contagem de massa de ovos.

Tabela 2 — indices de galhas e de massas de ovos de Meloidogyne spp.

Indice NuUmero de galhas e/ou massas de ovos

0
1-2
3-10
11-30
31-100
>100

Fonte: TAYLOR; SASSER (1978)

g A W N B O
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3.2 Efeito in vitro do extrato aquoso de folhas de C. procera sobre a eclosdo de juvenis de
M. incognita

Nos testes in vitro, duas diluicGes do extrato aquoso de folhas de C. procera
foram testadas, 5 e 10 %. A diluicdo a 5 % foi obtida empregando uma parte do extrato a 10%
e uma parte igual de &gua destilada (1:1). Para avaliar o efeito do extrato de C. procera sobre
a eclosdo de juvenis de segundo estadio (J2), placas de Petri de acrilico de 3,5 cm de diametro
foram utilizadas como camaras de eclosdo. Foram distribuidos 3 mL de cada concentragdo do
extrato a ser testada, por placa, contendo 50 ovos de M. incognita. A testemunha constou
apenas da suspensdo de ovos em agua destilada. As camaras de eclosdo foram mantidas no
escuro e postas em bandejas de polietileno forradas com papel de filtro umedecido
diariamente e mantidas a uma temperatura de 25°+2 C. Decorrido 15 dias, contou-se 0 numero
de J2 eclodidos, com auxilio de microscopio estereoscopio. Os ovos empregados nesse ensaio
foram obtidos utilizando-se o método de extragdo de Coolen ¢ D’Herde (1972).

O delineamento estatistico adotado foi o inteiramente casualizado, com trés
tratamentos (extratos a 5, 10 % e uma testemunha) e 10 repeti¢fes. A parcela experimental

consistiu em uma camara de eclosdo com 50 ovos, totalizando 1.500 ovos nesse ensaio.

3.3 Efeito in vitro do extrato aquoso de folhas de C. procera sobre a mortalidade de
juvenis de segundo estadio de M. incognita

A avaliacdo do efeito nematicida do extrato de C. procera sobre os juvenis de M.
incognita, foi realizada mediante duas avaliagdes considerando o tempo de permanéncia (24 e
48 h) dos juvenis no extrato, e o tempo de armazenamento das folhas utilizadas no preparo do
extrato (01 e 62 dias ap0Os secagem das folhas).

Para avaliacdo da mortalidade de J2, inicialmente, massas de ovos foram retiradas
de raizes de tomateiros infestadas por M. incognita e transferidas para varias placas de Petri,
contendo &gua destilada. Apos 24 horas, foram transferidos 50 juvenis eclodidos com auxilio
de micropipetas, para placas de Petri de acrilico de 3,5 cm de didmetro, contendo 3 mL dos
extratos de folhas de C. procera (5 e 10 %). A testemunha constou apenas da suspensédo de
juvenis em agua destilada.

Na primeira avaliagdo, considerou-se o efeito dos extratos a 5 e 10 % sobre a
mortalidade de juvenis, considerando os individuos imdveis e os ativos apds 24 e 48 h de

permanéncia no extrato. Realizada a contagem ap0s 24 e 48 h no extrato, 0s juvenis imoveis
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foram transferidos para placa de Petri contendo agua destilada para observar a possivel
recuperacdo da mobilidade. Decorridas 24 h em &gua, foi procedida nova contagem dos
juvenis mortos (inativos) e vivos (ativos) em microscopio estereoscopio. Calculou-se, assim, a
porcentagem de mortalidade dos juvenis.

O delineamento estatistico adotado foi inteiramente casualizado, no esquema
fatorial 2 x 3, com seis tratamentos, resultantes da combinagdo dos fatores tempo de
permanéncia no extrato (24 e 48 h) e diluicbes do extrato (5 e 10%) e o controle (agua
destilada), com 10 repeticdes. A parcela experimental consistiu em uma placa de Petri com 50
juvenis, totalizando 3.000 individuos nesse ensaio.

A segunda avaliacdo foi realizada com intuito de se verificar se o tempo de
armazenamento das folhas interfere no efeito do extrato aquoso sobre a mortalidade dos J2 de
M. incognita. Para o preparo dos extratos, foram utilizadas folhas de C. procera armazenadas
por 01 e por 62 dias ap6s secagem (DAS), em estufa 60° C por 2 a 3 dias. A montagem do
experimento foi a mesma descrita nos paragrafos anteriores, sendo que a dilui¢cdo do extrato
empregada nesta avaliacdo foi a de 10 % e o tempo de permanéncia dos J2 nos extratos foi de
24 h. Ao final, foi procedida a contagem de J2 mortos e vivos em microscopio estereoscopio e
calculada a porcentagem de mortalidade dos juvenis.

O delineamento utilizado neste Gltimo ensaio foi inteiramente casualizado, com
trés tratamentos (extrato obtido de folhas armazenadas a 01 e a 62 DAS) e controle (4gua
destilada), com 10 repeticdes. A parcela experimental consistiu em uma placa de Petri com 50

juvenis, totalizando 1.500 individuos nesse ensaio.

3.4 Efeito da aplicacdo do extrato aquoso de folhas de C. procera em solo infestado com
M. incognita

Para avaliacdo do efeito da aplicacdo do extrato de C. procera em solo infestado
com M. incognita, aliquotas da suspensdo contendo 5.000 ovos do nematoide foram
inicialmente distribuidas em trés orificios com 2 cm profundidade, em uma mistura
autoclavada e umida de solo e esterco caprino na proporc¢do 2:1 (v:v), contida em vasos de
plastico com capacidade de 1 L. Apds a distribui¢do do inoculo os orificios foram fechados.
No dia posterior a infestacdo do solo, foi realizada a aplicagdo de 30 mL do extrato aquoso de
folhas secas de C. procera, utilizando as mesmas dilui¢des utilizadas nos testes in vitro (5 e

10%). A aplicacdo do extrato foi realizada na forma de rega sobre toda a superficie do solo,
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previamente umedecido. Para o controle positivo, foram aplicados 30 mL de agua destilada ao
solo. Nas regas dos extratos e da agua foi utilizado um recipiente com tampa plastica
perfurada. O horéario de aplicacdo foi ao final da tarde, a fim de evitar a evaporacdo dos
extratos.

No dia seguinte a aplicagdo do extrato, uma muda de tomate cv. Carolina com
duas a trés folhas verdadeiras foi transplantada para cada vaso com o solo infestado e tratado
com o extrato (Figura 3). Sete e 14 dias ap0s o transplantio das mudas, novamente foi

realizada a aplicacdo de 30 mL do extrato a5 e 10 % de C. procera ao solo.

Figura 3 — Mudas de tomateiro cv. Carolina transplantadas no dia posterior a primeira
aplicacdo do extrato aquoso de Calotropis procera no solo.

Fonte: elaborado pelo autor

Quarenta e cinco dias ap6s o transplantio, as plantas de tomateiro foram retiradas
e guantificadas, massa fresca da parte aérea (MFPA), massa seca da parte aérea (MSPA),
altura da planta (AP), massa fresca da raiz (MFR), nimero de galhas (NG), nimero de massas
ovos (NMO) e nimero de ovos (NO) por planta de tomateiro, e calculado o fator de
reproducédo (FR), reducdo do fator de reproducéo (RFR) e reducéo do parasitismo (RP), onde:
FR = populacéo final/ populacéo inicial
RFR = (FR padréo - FR planta teste)/ FR padréo x 100
RP =100 x (1- T/ C)
T = Média do numero de ovos do tratamento; C = Média do numero de ovos do controle

positivo
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Neste ensaio, para a avaliagdo do NO e do FR, a metodologia empregada na
extracdo de ovos foi uma adaptacdo da técnica Hussey e Barker (1973), modificada por
Boneti e Ferraz (1981) na qual a suspensédo de ovos e raizes foi passada por uma peneira de 20
mesh (abertura 0,84 mm) acoplada a uma peneira de 100 mesh (abertura de 0,15 mm) sobre
outra de 400 mesh (abertura de 0,037 mm), ficando os ovos retidos nessa ultima peneira. A
contagem procedeu-se conforme descrito anteriormente.

O delineamento experimental adotado foi inteiramente casualizado, com seis
tratamentos (plantas inoculadas e tratadas com extrato a 5 e 10 %, plantas ndo inoculadas e
tratadas com extrato a 5 e 10 %, planta inoculada (controle positivo) e planta ndo inoculada
(controle negativo), ambos os controles tratados somente com &gua destilada) e 10 repeticoes.

A parcela experimental foi constituida de um vaso com uma planta de tomateiro.

3.5 Efeito da incorporacdo de folhas frescas de C. procera em solo infestado com M.
incognita

Mudas de tomateiro cv. Carolina com duas a trés folhas verdadeiras foram
transplantadas para vasos de plastico com capacidade de 1 L, contendo o mesmo substrato
utilizado nos ensaios anteriores. Dois dias ap0s o transplantio, foi realizada a inoculacdo de
5.000 ovos de M. incognita, mantendo essas plantas por um periodo de 60 dias. Decorrido
esse periodo, as plantas de tomate foram retiradas e realizada a extracdo de nematoides das
raizes, de acordo com Coolen ¢ D’Herde (1972). No dia seguinte, foram adicionados 5.000
ovos do nematoide a cada vaso, com intuito de aumentar ainda mais a populacdo do patégeno
no solo.

No dia posterior a adi¢do de 5.000 ovos ao solo, folhas frescas de C. procera
foram trituradas com faca e pesadas, obtendo-se as dosagens 50 e 100 g de folhas, sendo em
seguida incorporadas ao solo infestado, contido em vasos com 01 kg de capacidade. Apos a
incorporagdo, os vasos foram mantidos em casa de vegetacdo (29 + 4°C) por um periodo de
30 dias, com o solo na capacidade de campo. Trinta dias ap0s a incorporacdo, uma muda de
tomateiro cv. Carolina com duas a trés folhas verdadeiras foi transplantada para cada vaso. As
testemunhas foram representadas por tomateiros cultivados em solo infestado e tomateiros
cultivados em solo ndo infestado, sendo que para ambas as testemunhas, ndo foram
incorporadas ao solo o material vegetal (Figura 4 e 5). Quarenta e cinco dias apos o
transplantio das mudas foi realizada a avaliagdo da massa fresca da parte aérea (MFPA),
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massa seca da parte aérea (MSPA), altura da planta (AP), massa fresca da raiz (MFR),
namero de galhas (NG), nimero de massas ovos (NMO) e numero de ovos (NO), por planta
de tomateiro, para calculo do fator de reproducdo (FR), da reducdo do fator de reproducéo
(RFR) e da reducdo do parasitismo (RP).

Neste ensaio, a metodologia empregada na extracdo de ovos das plantas infectadas

foi a mesma descrita no ensaio anterior (item 3.4), no qual empregaram-se apenas peneiras.

Figura 4 - Etapas da montagem do ensaio de incorporacdo de folhas de Calotropis procera
em solo infestado com Meloidogyne incognita. (A) folhas frescas trituradas de C. procera; (B)
folhas incorporadas ao solo infestado; (C) solo ap6s 30 dias da incorporagéo.

Fonte: elaborado pelo autor

Figura 5 — Tomateiros cv. Carolina transplantados para os vasos 30 dias ap0s a incorporagédo
de folhas frescas de Calotropis procera.

Fonte: elaborado pelo autor
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O delineamento experimental adotado foi inteiramente casualizado, com seis
tratamentos (incorporacdo de 50 e 100 g de folhas de C. procera em solo infestado,
incorporacdo de 50 e 100 g de folhas de C. procera em solo ndo infestado, planta em solo
infestado sem incorporacdo (controle positivo) e planta em solo ndo infestado sem
incorporagdo (controle negativo) e 10 repeti¢bes. A parcela experimental foi constituida de

um vaso com uma planta de tomateiro.

3.6 Avaliacdo da populacdo de machos em relacdo a populacdo de fémeas e da

reproducdo de M. incognita em tomateiro

Nesse ensaio, mudas de tomateiro cv. Carolina com aproximadamente 30 dias e
apresentando duas a trés folhas verdadeiras foram transplantadas para vasos com capacidade
de 1 L, contendo o mesmo substrato utilizado nos ensaios anteriores. As plantas foram
inoculadas com uma suspensdo de 5.000 ovos de M. incognita, obtidos pelo método de
extragdo de Coolen e D’Herde (1972). Plantas inoculadas e ndo inoculadas (controle)
permaneceram em casa de vegetacdo (29 + 4°C) por um periodo de 30, 60, 90 e 120 dias,
contados a partir a data da inoculagdo dos tomateiros (Figura 6), ao término dos quais foram

retiradas do solo para andlise das variaveis.

Figura 6 — Tomateiros cv. Carolina 60 dias apds inoculacdo de Meloidogyne incognita raca 2.

Fonte: elaborado pelo autor

Decorridos esses intervalos, as plantas de tomateiro foram retiradas dos vasos para
avaliacdo de massa fresca da parte aérea (MFPA), massa seca da parte aérea (MSPA), altura
da planta (AP) e massa fresca da raiz (MFR), de cada planta. As raizes foram imersas em agua

para remocédo do solo aderido e, com isso, possibilitar melhor observacdo para contagem do
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namero de galhas (NG). Foi realizada também a contagem do nimero de machos (NM),
namero de fémeas (NF), nimero de massas ovos (NMO) e numero de ovos (NO) de cada
planta de cada tratamento.

Para contagem do NF, NM e NO foi realizada a extracdo de nematoides das raizes
utilizando-se o método de Coolen e D’Herde (1972). Em seguida, procedeu-se a contagem de
todos machos e fémeas presentes em trés aliquotas de 500 pL da suspensdo, obtendo-se uma
média do NF e do NM. Ja para a obtencdo da média do NO, procedeu-se a contagem do NO
presentes em trés aliquotas de 50 pL da mesma suspensdo. Todas as contagens foram
realizadas em camara de Peters sob microscépio esteresocépio.

O delineamento experimental adotado foi inteiramente casualizado, no esquema
fatorial 2 x 4, resultantes da combinacdo inoculacdo (plantas inoculadas e ndo inoculadas) e
tempo de avaliacdo apoOs a inoculacdo (30, 60, 90 e 120 dias), obtendo-se, assim, oito
tratamentos com sete repeticfes. A parcela experimental consistiu em um vaso com uma

planta de tomateiro.

Anélises estatisticas

Os dados obtidos foram submetidos a andlise de variancia e ao teste de comparacao
de média de Tukey a 5 % de probabilidade. A analise estatistica foi realizada utilizando-se o
programa estatistico Assistat versdo 7.7. (SILVA, 2017).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Avaliacéo da suscetibilidade de C. procera a M. incognita
O sistema radicular de plantas de C. procera observado 60 dias apds a inoculacéo

com M. incognita raga 2, apresentou galhas que mediam de 0,3 a 0,5 mm (Figura 7).

Figura 7 — Reacdo de Calotropis procera a Meloidogyne incognita raca 2, aos 60 dias apds
inoculagéo.

Fonte: elaborado pelo autor

O NG obtido em raizes de C. procera variou de 28 a 124 galhas/raiz, gerando,
assim, um IG de 3,8, conforme escala de Taylor e Sasser (1978). Considerando a contagem
das massas de ovos em cada planta, constatou-se uma variagdo de 13 a 27 massas de ovos/
raiz. O IMO obtido foi de 3,0, segundo escala de Taylor e Sasser (1978), sendo a planta
classificada como muito resistente (MR), de acordo com os critérios de Hadisoeganda e
Sasser (1982). Para o FR, o valor médio observado para as raizes infectadas foi de 0,52,
sendo, segundo Moura (1997), considerada resistente visto que FR<1,0.

As raizes de tomateiro cv. Carolina, que foram utilizadas como controle positivo,
apresentaram médias do NG de 326/raiz e NMO de 68 /raiz, comprovando a qualidade do
indculo utilizado, uma vez que esta espécie é conhecida como suscetivel a M. incognita.

Resultado semelhante ao obtido neste ensaio foi constatado por Santos (2015),
que ao estudar a hospedabilidade de dez espécies de plantas a M. enterolobii, dentre estas C.
procera, verificou um NG médio de 79,2 galhas/raiz, NMO de 33,7 obtendo um IMO de 3,4,
classificando seu comportamento como moderadamente resistente (MOR), e FR de 0,3,

sendo, portanto, considerada resistente.
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4.2  Efeito in vitro do extrato aquoso de folhas de C. procera sobre a ecloséo de juvenis
de M. incognita

Com base nos resultados obtidos ao término do ensaio (15° dia), foi observado um
efeito nocivo do extrato aquoso de C. procera, tanto a 5 quanto a 10 %, sobre a eclosdo de
juvenis de M. incognita. O extrato a 10 % foi 0 que provocou 0 menor percentual de eclosdo
de J2, apresentando somente 13,2 % de eclosdo, com média de 6,6 J2 eclodidos/placa,
diferindo significativamente em relacdo ao controle (agua) na qual a eclosdo dos J2 alcancou
95,4 % (Tabela 3 e Figura 8).

Tabela 3 — Valores médios e percentual de eclosdo de juvenis de segundo estadio (J2) de
Meloidogyne incognita submetidos ao extrato aquoso de Calotropis procera a 5 e 10 %
durante 15 dias.

Tratamentos J2 Eclodidos
Extrato de ciime a5 % 151b
Extrato de ciime a 10 % 6,6 C
Agua (controle) 47,7 a
CV (%) 18,81

Meédia de dez repeticbes com 50 ovos/placa.

Fonte: elaborado pelo autor

Figura 8 — Percentual de eclosdo de juvenis de segundo estadio de Meloidogyne incognita
submetidos ao extrato aquoso de Calotropis procera a5 e 10 % durante 15 dias.

100% 05 4%

S0%

30,2%
13.2%

“ ﬂfo -

Extrato de citune Extrato de cinune Agua (controle)
as5% al0%

Fonte: elaborado pelo autor
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O extrato de C. procera a 5 % tambeém inibiu de ecloséo de J2 de M. incognita,
entretanto, este diferiu estatisticamente do tratamento a 10 %, apresentando uma média de
eclosdo de 15,1 J2 eclodidos/placa e percentual de eclosdo de 30,2 %. Este tratamento
também diferiu significativamente do controle (agua), que obteve meédia de 47,7 J2
eclodidos/placa (Tabela 3 e Figura 8).

Cavalcante et al. (2016) ao avaliar o efeito in vitro do extrato de acetato de etila do
latex de C. procera sobre a eclosdo de larvas do nematoide gastrointestinal Haemonchus
contortus, obteve um percentual de inibicdo da ecloséo de 91,8 %, com a concentracédo de 4
mg/ml.

Resultados préximos ao obtido neste trabalho com o extrato aquoso de C. procera
a 10 % foram observados por Morillo e Silva (2015) que verificaram que o extrato aquoso de
sementes de feijao-de-porco (Canavalia ensiformis (L.) DC) a 1, 2, 4 e 8 % (p/v) sobre a
eclosdo de J2 M. enterolobii, apresentou percentuais de eclosdo inferiores a 10 % para as
diferentes concentracgdes testadas.

Moreira et al. (2009) ao avaliar o efeito dos 6leos essenciais de alecrim pimenta
(Lippia sidoides Cham.), alfavaca (Ocimum gratissimum L.), capim citronela (Cymbopogon
winterianus Jowitt), capim santo (Cymbopogon citratus D. C. Strapf.), cidreira (Lippia alba
Mill) e eucalipto (Eucalyptus terenticornis Sm.) sobre a eclosdo e mortalidade de J2,
verificou que os 6leos de alecrim pimenta e capim citronela nas concentragdes de 0,625,
1,25, 2,5, 5,0 e 10,0 (mL/L) foram os mais eficientes, inibindo 100 % da eclosdo de J2 de
M. incognita raca 2.

Adegbite (2011) verificou o efeito inibidor de extratos foliares de 13 espécies
vegetais sobre a eclosédo de juvenis de M. incognita raca 2, sendo 0s extratos de nim
(Azadirachta indica A. Juss), erva-do-sido (Chromolaena odorata (L.) R.M.King & H.Rob) e
tabaco (Nicotiana tabacum L.) os que apresentaram melhores resultados com percentuais de
inibicdo da ecloséo de J2 de 93,30 %, 91,50 % e 90,50 %, respectivamente.

Ferreira et al. (2013a) avaliando a atividade nematicida dos extratos aquosos a
10% (p/v) de vedélia (Sphagneticola trilobata (L.) Pruski), erva-de-touro (Tridax procumbens
L.), cravo-de-defunto (Tagetes patula L.), girassol mexicano (Tithonia diversifolia (Hemsl)
Gray), botéo de ouro (Unxia suffruticosa (Baker) Stuessy) e zinia (Zinnia peruviana (L.) L.)
sobre a ecloséo de juvenis de M. incognita, observaram percentuais de reducdo da eclosédo
variando de 89,96 a 97,48 %, quando comparados a testemunha, sendo o extrato de zinia o

que obteve o melhor resultado na inibi¢do da ecloséo dos juvenis.
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Ao avaliar o efeito in vitro do extrato aquoso de raizes de mandioca (Manihot
esculenta Crantz) sobre a ecloséo de juvenis de M. incognita, Mazzonetto et al. (2015)
obtiveram um percentual de eclosdo de 55 % e 29 %, para 0 extrato nas concentracGes de 5 e
10 %, respectivamente. Somente quando os extratos estavam nas concentracdes 15, 20, 25 e
30 % é que inibiram 100 % da eclosao dos J2.

Amaral et al. (2002) avaliaram o efeito dos extratos aquosos e metanolicos a 4%
de 12 espécies vegetais: guandu (Cajanus cajan (L.) Mill.), crotalaria (Crotalaria juncea L.),
figueira (Ficus elastica Roxb.), arruda (Ruta graveolens L.), estilosantes (Stylosanthes
guianensis (Aubl.) Sw.), leucena (Leucaena leucocephala (Lam.) Dewit.), roma (Punica
granatum L.), cebola (Allium cepa L.), alho (Allium sativum L.), braquiéria (Brachiaria
decumbens Stapf.), vinca (Catharantus roseus G. Don.) e cravo-de-defunto (Tagetes minuta
L.) sobre a eclosao de juvenis de M. exigua e observaram que todos 0s extratos apresentaram
efeito toxico sobre o nematoide, porém, os melhores resultados foram obtidos para arruda e
cebola, com percentuais de eclosdo de J2 de apenas 2 e 3 % para 0S extratos aquosos, e com
percentuais de eclosdo de 4 e 1 %, para os extratos metandlicos, respectivamente.

Em ensaio in vitro realizado por Bharadwaj e Sharma (2007), foram avaliados
extratos aquosos de folhas de nim (Azadirachta indica A. Juss), de mamao (Carica papaya
L.), de manjericdo santo (Ocimum sanctum Linn.), de mamona (Ricinus communis L.) e de
flores e folhas de cravo-de-defunto (Tagetes patula L.) sobre a ecloséo de juvenis de M.
incognita. Foi observado elevado percentual de inibicdo da eclosdo, ap6s 48 h, em todos os
extratos testados, com valores inferiores a 1 %, sendo zero para o extrato das folhas de
manjericdo santo.

Neves et al. (2005) constataram a reducdo em 95,3 e 99,3 % da ecloséo de juvenis
de M. javanica e M. incognita, respectivamente, em teste in vitro utilizando o extrato aquoso
de sementes de mamao (Carica papaya L.) a 10 %.

Em outro estudo realizado por Neves et al. (2010), foram avaliados os efeitos dos
extratos aquosos a 10 % de citronela (Cymbopogon winterianus Jowitt), samambaia
(Pteridium aquilinum (L.) Kuhn.) e maria-mole (Senecio brasiliensis (Spreng.) Less.) sobre a
eclosdo de juvenis de M. javanica e M. incognita. O extrato de samambaia provocou a maior
reducdo da eclosdo de M. incognita e M. javanica, de 90,4 e 80,7 %, respectivamente, quando
comparados a testemunha. Os demais extratos ndo diferiram da testemunha.

As plantas, comumente, produzem diversos tipos de compostos organicos 0s quais

ndo possuem uma funcdo direta no seu crescimento ou desenvolvimento. Tais compostos,
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denominados metabdlitos secundarios, sdo sintetizados pelas plantas e podem atuar na
protecdo contra microrganismos, entre eles os fitonematoides (TAIZ; ZEIGHER, 2004;
FERRAZ et al., 2012).

Plantas medicinais e aromaticas sdo bastante estudadas no controle de
fitonematoides por produzirem uma série de substancias com propriedades nematicidas.
Algumas destas substancias ja foram isoladas de espécies vegetais como Azadirachta indica
A. Juss (azadiractina, nimbidina e tionemone), Crotalaria spectabilis (monocrotalina),
Mucuna aterrima Piper & Tracy (&cidos graxos, alantoina), Ocimum basilicum L. (linalol,
metilcavicol), Tagetes spp (politiofenos, alfatertienil), entre outras (CHITWOOD, 2002;
FERRAZ et al., 2012).

Altos conteudos de compostos ativos ja foram constatados em folhas de C.
procera, tais como glicosideos cardiacos, alcaloides, terpenos, resinas, lipidos, flavonoides,
taninos, esteroides e saponinas (MOHAMED et al., 2015; MOSSA et al., 1991; MOUSTAFA
et al., 2010), sendo comprovado em estudos realizados por Santos (2015) e Cavalcante et al.
(2016), que o uso de extratos aquosos desta espécie possui efeito nematicida sobre os
nematoides do género Meloidogyne e do nematoide gastrointestinal Haemonchus contortus.

Resultados positivos obtidos por diversos autores ao testarem o efeito de diversos
extratos vegetais sobre fitonematoides devem servir como base para realizagcdo de estudos
subsequentes, visando determinar a melhor forma de aplicagdo desses extratos in vivo, s
assim estes resultados poderdo ser adotados em um programa de manejo e transmitidos aos
produtores agricolas, contribuindo para uma agricultura sustentavel e minimizando os efeitos

NoCivos aos agroecossistemas ocasionados pelo homem.

4.3  Efeito in vitro do extrato aquoso de folhas de C. procera sobre a mortalidade de
juvenis de segundo estadio de M. incognita

Os resultados apresentados na Tabela 4 indicam que houve interagéo significativa
entre os fatores, indicando que a diluicdo do extrato aquoso de C. procera e o tempo de
permanéncia dos juvenis de segundo estadio (J2) nos extratos exercem influéncia entre si.

Os J2 apds permanecerem 24 e 48 h em extratos aquosos de C. procera na
diluicdo de 10 % apresentaram as maiores médias de J2 imoveis, que foram de 46,10 e 43,90
J2 imoveéis/placa, correspondendo a um percentual de 92,2 e 87,8 %, respectivamente (Tabela

4, Figura 9). No extrato a 5%, a média de J2 imoveis foi mais elevada no tempo de 48 h
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(44,30 J2 imovéis/placa) obtendo-se 88,6% de imobilidade de J2 (Tabela 4 e Figura 9). Estes

resultados indicaram que estas interacdes foram as que apresentaram os melhores resultados.

Tabela 4 - Numero de juvenis de segundo estadio (J2) de Meloidogyne incognita imdveis
contados apds 24 e 48 horas no extrato aquoso de Calotropis procera.

Tempo de permanéncia no extrato

Diluigdes - 24,h - - 48,h p
J2 imoveis apos J2 imovéis apoés
24h no extrato 48h no extrato
Extratoa 5 % 33,90*b B 4430a A
Extrato a 10 % 46,10a A 4390a A
Agua (controle) 0,40 c A 0,50 b A
CV % 8,93

Média de dez repeti¢cdes com 50 juvenis/placa. *Médias seguidas pela mesma letra mindscula na coluna e
maidscula na linha ndo diferem estatisticamente entre pelo Teste de Tukey (p<0,05).

Fonte: elaborado pelo autor

Figura 9 - Percentual de juvenis de segundo estadio (J2) de Meloidogyne incognita imdveis
apos 24 e 48 horas no extrato aquoso de Calotropis procera a5 e 10 %.

100 9229
88,6% w97 50,
=
> 67,8%
0, 50 = J2 imovéls apés24hno
extrato
J2Zimovéisapas 4Shno
24 extrato
0.8% 1.0%
0 —
Extrato 5% Extrato 10 ®o Agua
(controle)

Fonte: elaborado pelo autor

As médias de J2 imovéis do tratamento controle (dgua) diferiram
significativamente dos demais tratamentos, e suas médias para 24 e 48 h de permanéncia na
agua foram de 0,40 e 0,50 J2 imovéis/placa correspopndendo a percentuais de J2 imoveis de
0,8 e 1,0 %, respectivamente (Tabela 4 e Figura 9).

Resultados apresentados por diversos autores comprovam gue € imprescindivel a
passagem dos juvenis na dgua ap0s permanéncia no extrato, uma vez que dependendo das

especies vegetais empregada no preparo do extrato, estas podem apresentar substancias com
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efeito nematostatico. Essa condi¢do pode ser revertida, ou seja, o efeito sobre a mobilidade
dos juvenis ndo implica que tenham efeito nematicida (DIAS et al., 2000; COIMBRA et al.,
2006).

Apdbs os J2 serem transferidos para agua, observou-se que as maiores medias de
mortalidade ocorreram nos tratamentos com os extratos de C. procera a5 % por 48 he a 10
% por 24 h, com 43,1 (86,2%) e 46,1 (92,2%) J2 mortos/placa, respectivamente, confirmando
que os extratos exerceram um efeito nematicida sobre os J2 e que houve interacdo

significativa entre os fatores (Tabela 5 e Figura 10).

Tabela 5 - Numero de juvenis de segundo estadio (J2) de Meloidogyne incognita mortos,
contados depois de transferidos dos extratos aquosos de Calotropis procera para agua,
permanecendo por 24 horas em agua para recuperacao.

Tempo de permanéncia de J2 no extrato

Diluicdes 24h p 48 h -
J2 mortos apos J2 mortos apos
24h na agua 24h na agua
Extrato a 5 % 2950b B 43,10a A
Extrato a 10 % 46,10a A 41,20aB
Agua (controle) 1,40 c A 1,20 b A
CV % 11,14

Média de dez repeti¢cdes com 50 juvenis/placa. *Médias seguidas pela mesma letra mindscula na coluna e
maidscula na linha ndo diferem estatisticamente entre pelo Teste de Tukey (p<0,05).

Fonte: elaborado pelo autor
Figura 10 - Percentual de mortalidade de juvenis de segundo estadio (J2) de Meloidogyne

incognita provenientes dos extratos aquosos de Calotropis procera a 5 e 10 % apds passagem
na gua para recuperagao.
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Fonte: elaborado pelo autor
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No tratamento controle (J2 na &gua), as médias de mortalidade foram de 1,40
(24h) e 1,20 (48h) J2 mortos/placa, correspondendo a 2,8 e 2,4%, respectivamente (Tabela 5).

Coimbra et al. (2006) ao avaliar o efeito dos extratos aquosos de bulbilhos de alho
(Allium sativum L.), folhas de mandioca (Manihot esculenta Crantz), folhas e sementes de
mamdo (Carica papaya L.), folhas de horteld (Mentha piperita L.) e casca de gliricidia
(Gliricidia sepium (Jacg.) Steud.) sobre a mortalidade de juvenis e adultos de Scutellonema
bradys, observaram que todos 0s extratos testados apresentaram altos percentuais de
imobilidade dos juvenis apds 24 h de exposicdo no extrato, que variaram de 94 a 100 %.
Entretanto, 0 mesmo néo foi observado em relacdo ao percentual de mortalidade, pois houve a
recuperacdo da mobilidade dos juvenis apds passarem 24 h na agua, obtendo um percentual
variando de 33,5 a 67, 2 %. O extrato de sementes de mamao foi 0 que provocou o maior
naimero de mortes dos juvenis de adultos de S. bradys.

Rocha et al. (2006) avaliando o efeito nematicidada de extratos aquosos de
sementes branca, vermelha e preta de feijdo-fava (Phaseolus lunatus L.), sementes de lobeira
(Solanum lycocarpum St. Hil.), sementes de pau-mocé (Luetzelburgea auriculata (Aleméo)
Ducke) e sementes de feijao (Phaseolus spp) sobre J2 de M. incognita, observou-se um
percentual de mortalidade de 100 % no tratamento com extrato de sementes de pau-moco
seguido por semente branca de feijdo-fava com 68,5 %, apds 24h no extrato.

Santos (2015) constatou o efeito nematicida in vitro do extrato aquoso a 10 e 5 %
de folhas ciume (Calotropis procera (Ait.) R. Br), timbatba (Enterolobium contortisiliquum
(Vell.) Morong), estram6nio (Datura stramonium L.) e metel (D. metel L.) sobre J2 de M.
enterolobii, provocando 100 % de mortalidade dos J2 ap6s 48 h nos extratos, para todas as
espécies testadas.

Em estudos realizados por Martins e Santos (2016), testando o efeito de extratos
vegetais de agrido-do-brejo (Eclipta alba L.), alfavaca (Ocimum basilicum L.), artemisia
(Artemisia vulgaris L.), capim citronela (Cymbopogon winteranus Jowitt), chamba (Justicia
pectoralis var. stenphylla Leonard), confrei (Symphytum officinalle L.), horteld (Mentha x
vilosa Huds), lombrigueira (Spigelia anthelmia L.), mastruz (Chenopodium ambrosioides L.)
e menta (Mentha arvensis L. var. piperascens Holme), obtidos por maceragéao, foi observado
que os extratos de lombrigueira, agrido-do-brejo e mastruz ocasionaram 100 % de mortalidade
dos J2 de M. incognita racga 2, apos passagem por 48 h nos extratos.

Freire (2016) obteve resultados semelhantes ao deste ensaio em relacdo ao

percentual de mortalidade, ao avaliar a eficacia dos extratos aquosos foliares a 10 % de
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zabumba (Datura stramonium L.), louco (Plumbago scandens L.) e mamona (Ricinus
communis L.), nos quais 0s juvenis, apds 48h imersos nos extratos, apresentaram um
percentual de mortalidade de 86,0, 84,6 e 86,4 %, respectivamente.

Em relacdo ao tempo de armazenamento das folhas utilizadas no preparo dos
extratos aquosos de C. procera a 10 %, observou-se que no tratamento utilizando folhas
armazenadas por 1 DAS, a média de J2 imoveis apds 24 h no extrato e J2 mortos apds 24 h na
agua foi a mesma, 46, 83/placa (92,7 %) (Tabela 6). Quando o extrato foi obtido de folhas de
C. procera armazenadas a 62 DAS, observou-se que o percentual de J2 imoveis foi de 90,7 %
com média de 45,33/placa, ap6s 24 h no extrato. Porém, ap0s passagem pela agua, o
percentual de mortalidade de J2 foi de apenas 11 % com média de 5,50 de juvenis

mortos/placa (Tabela 6 e Figura 11).

Tabela 6— Numero de juvenis de segundo estadio (J2) de Meloidogyne incognita imoveis
apos 24 horas no extrato aquoso de Calotropis procera a 10 %, e de juvenis mortos apos 24
horas em agua para recuperacdo, preparados a partir de folhas armazenadas durante 62 dias e
1 dia apds a secagem (DAS).

J2 imdveis apods J2 mortos ap0ds

Tratamentos 24h no extrato 24h na agua
Folhas armazenadas 62 DAS* 45,33 a 5,50 b
Folhas armazenadas 1 DAS 46,83 a 46,83 a
Agua (controle) 0,00 b 0,00 ¢
CV (%) 6,84 8,15

Meédia de 10 repetices com 50 juvenis/placa. *DAS=dias apds a secagem.

Fonte: elaborado pelo autor

Figura 11 — Percentual de juvenis de segundo estadio (J2) de Meloidogyne incognita iméveis
apos 24 horas no extrato aquoso de Calotropis procera a 10 %, e de juvenis mortos apos 24
horas em &gua para recuperacao, preparados a partir de folhas armazenadas durante 62 dias e
1 dia ap6s a secagem (DAS).
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Fonte: elaborado pelo autor
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Estes resultados indicam que extratos preparados a partir de folhas de C. procera
armazenadas por um longo periodo tém o seu efeito nematicida reduzido, mantendo o efeito
nematostatico. Portanto, o uso de folhas secas de C. procera armazenadas por longo periodo,
ndo é recomendado para preparo de extratos aquosos a serem utilizados no controle de M.
incognita, pois ndo provoca mortalidade em niveis desejados. Considerou-se, assim, que
avaliar o tempo de armazenamento de folhas empregadas em extratos naturais é fundamental
para se obter uma maior eficiéncia da acéo dos extratos sobre os fitonematoides.

Os metabolitos presentes em folhas secas podem sofrer alteracbes ao serem
armazenados. Assim importancia deve ser dada a varios fatores relacionados a planta da qual
se obterd os extratos a serem utilizados no controle de fitonematoides. Dentre os principais
fatores que influenciam a dindmica dos metabdlitos estdo os ciclos sazonais, circadianos e
fenoldgicos, altitude, longitude, disponibilidade hidrica e de nutrientes, temperatura, nivel de
radiacdo, poluicdo atmosférica, indugdo por estimulos mecénicos, herbivora e ataque por
patdgenos, entre outros. A idade e o desenvolvimento da planta, bem como dos diferentes
Orgdos vegetais, também sdo de consideravel importancia e podem influenciar a quantidade
total de metabolitos produzidos (GOBBO-NETO; LOPES, 2007),

Dias et al. (2000) avaliaram ap6s 24 h, o efeito dos extratos aquosos de 15
espécies de plantas medicinais sobre a mortalidade de J2 de M. incognita. Os autores
realizaram dois ensaios em periodos diferentes e com o material vegetal coletado em duas
épocas distintas. Verificou-se que houve diferenca entre o percentual de juvenis inativos e
mortos, entre os dois ensaios realizados. O extrato de meldo S8o Caetano (Momordica
charantia L.) foi o que apresentou maior diferenca entre os resultados nos dois ensaios,
havendo 100% de morte de juvenis no primeiro ensaio e de apenas 17 % de mortalidade no
segundo, realizado apds um intervalo de 60 dias. Isso indica que resultados diferentes podem
ser obtidos dependendo da época da coleta de material vegetal a ser usado na producdo de
extratos.

O conhecimento da composicdo quimica de extratos e 0leos essenciais pode levar
a sintese de moléculas dando origem a nematicidas naturais, em substituicdo aos nematicidas
convencionais (SILVA, 2011). Neste sentido, o efeito comprovado in vitro sobre a
mortalidade dos juvenis das espécies do género Meloidogyne, deve ter uma continuidade, a
fim de se testar seus efeitos em areas de plantio infestadas pelos nematoides das galhas,

permitindo que, especialmente, o pequeno produtor possa controlar este fitopatdgeno
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utilizando recursos da propria propriedade, e consequentemente, ird reduzir seus custos de

producdo, ao deixar de adquirir nematicidas quimicos.

4.4 Efeito da aplicagdo do extrato aquoso de folhas de C. procera em solo infestado com
M. incognita

As medias da massa fresca da parte aérea (MFPA) dos tomateiros cv. Carolina nos
tratamentos em que foram aplicados os extratos de C. procera (5 e 10%), independente da
inoculacdo, ndo diferiram entre si, apresentando valores variando de 25,9 g a 31,4 g. O
mesmo foi verificado para a massa seca (MSPA) com valores que ficaram entre 3,9 g a 4,6 g.
Essas duas varidveis analisadas ndo diferiram do controle negativo (planta ndo inoculada e
sem extrato) que foram de 27,5 g e 3,9 g para MFPA e MSPA, respectivamente, porém
diferiram do controle positivo (planta inoculada sem extrato) o qual apresentou as menores

médias para massa fresca (13,2 g) e seca (1,9 g) da parte aérea (Tabela 7).

Tabela 7 — Médias da massa fresca da parte aérea (MFPA), massa seca da parte aérea
(MSPA), altura da planta (AP) e massa fresca da raiz (MFR) de plantas de tomateiro cv.
Carolina cultivadas em solo infestado com Meloidogyne incognita e tratado com extrato
aquoso de Calotropis procera.

Tratamentos MFPA MSPA AP MFR
Planta inoculada + extrato a 5 % 259a 4,2 a 51,6 a 7,3a
Planta inoculada + extrato a 10 % 28,4 a 4,5a 494 ab 75a
Planta ndo inoculada + extrato a 5 % 3l4a 46a 53,5a 79a
Planta ndo inoculada + extrato a 10 % 26,7 a 39a 46,2 ab 7.6a
Controle negativo (planta ndo inoculada s/ extrato) 275a 39a 40,8 b 48b
Controle positivo (planta inoculada s/ extrato) 13,2 b 19b 319c¢ 74 a
CV (%) 17,87 15,93 10,74 16,35

*Meédias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P<0,05).

Fonte: elaborado pelo autor

Para altura da planta (AP), em todos os tratamentos em que foram aplicados os
extratos de C. procera (5 e 10%) e o controle negativo, as plantas apresentaram médias de

altura (40,8 a 53,5 cm) significativamente superiores a das plantas do controle positivo (31,9
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cm) (Tabela 7). Constatou-se ainda que o crescimento das plantas foi mais acentuado nos

tratamentos em que foi aplicado ao solo os extratos a 5 e 10 % (Tabela 7 e Figura 12).
Ressalta-se que os extratos de C. procera a5 e a 10 % ndo provocaram fitotoxidez

nos tomateiros cv. Carolina, uma vez que nem o crescimento das plantas e nem a coloracéo

das folhas foram afetados.

Figura 12 — Plantas de tomateiro cv. Carolina 45 dias ap0s o transplantio, avaliadas quanto a
eficiéncia da aplicacdo do extrato aquoso de Calotropis procera em solo infestado.

TRAT 1 = Planta inoculada + extrato a 5 %; TRAT 2 = Planta inoculada + extrato a 10 %; TRAT 3= Controle
negativo (planta ndo inoculada s/ extrato); TRAT 4 = Planta ndo inoculada + extrato a 5 %; TRAT 5 = Planta
ndo inoculada + extrato a 10 %; TRAT 6= Controle positivo (planta inoculada s/ extrato).

Fonte: elaborado pelo autor

Resultados semelhantes ao deste ensaio para MFPA foram obtidos por Ferreira et
al. (2013a) por meio da aplicacdo no solo de extratos foliares de seis espécies vegetais da
familia Asteraceae: botdo de ouro (Unxia suffruticosa (Baker) Stuessy), cravo-de-defunto
(Tagetes patula L.), erva-de-touro (Tridax procumbens L.), girassol mexicano (Tithonia
diversifolia (Hemsl) Gray), vedélia (Sphagneticola trilobata (L.) Pruski) e zinia (Zinnia
peruviana (L.) L.) visando o controle de M. incognita em tomateiro cv. Santa Cruz Kada
Gigante, cujas médias de MFPA de todos os tratamentos ndo diferiram significativamente em
relacdo ao controle negativo.

Em trabalho realizado por Mateus et al. (2014), os autores constataram maior
altura das plantas de tomateiro cv. Santa Clara nos tratamentos em que foram aplicados
extratos aquosos de gervao (Verbena officinalis L.), mulungu (Erythrina mulungu Mart. ex
Benth.), pau-amargo (Quassia amara L.) e tansagem (Plantago lanceolata L.) para o controle
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de M. incognita, em relacdo a testemunha do ensaio, ndo se observando 0 mesmo para extrato
de picdo-preto (Bidens pilosa L.).

Gardiano et al. (2009) ao testarem a eficiéncia do extratos aquosos de 20 espécies
vegetais de 14 familias botanicas no controle de M. javanica em plantas de tomateiro,
aplicados no solo, verificaram que 17 dos extratos testados promoveram um aumento da
altura das plantas quando comparados a testemunha.

Para a variavel massa fresca da raiz (MFR), os tratamentos com aplicacdo de
extrato de C. procera a5 e 10 % e o controle positivo ndo diferiram entre si, entretanto todos
estes diferiram do controle negativo, que apresentou a menor média de MFR (4,8 g). O
tratamento planta ndo inoculada e com aplicacdo de extrato a 5 %, foi 0 que obteve a maior
média de peso fresco da raiz (7,9 g) ainda que ndo tenha diferenca estatistica em relacdo aos
demais (Tabela 7).

Morillo e Silva (2015) observaram que ndo houve diferenca estatistica entre as
médias de MFR de plantas de tomateiro cv. Santa Cruz Kada Gigante em que foi aplicado
extrato aquoso de sementes de feijdo-de-porco (C. ensiformes) em solo infestado com M.
enterolobii quando comparada com plantas da testemunha (planta inoculada sem aplicacédo do
extrato), resultados semelhantes aos obtidos nesse ensaio.

Da mesma forma, Franzener et al. (2007) avaliando o efeito protetor do extrato
aquoso obtido, isoladamente, de folhas, flores e raizes de Tagetes patula L. em tomateiro cv.
Santa Cruz Kada em relacdo a infeccdo por M. incognita, observaram que o MFR dos
tratamentos em que houve aplicacdo via solo dos extratos aquosos de folhas e de raizes de T.
patula, ndo diferiu estatisticamente da testemunha (planta inoculada sem aplicacdo de
extrato).

Neste trabalho, observou-se que as médias de AP e o MFR das plantas na
presenca do extrato de C. procera a 5% foram sempre superiores aquelas observadas nas
plantas de controle negativo, sugerindo que nessa concentracdo de extrato teria ocorrido
alguma absorcdo de substancias estimuladoras do crescimento ora presente nas folhas do
ciime (Tabela 7).

A aplicacdo do extrato aquoso de C. procera a 5 e 10%, reduziu o nimero de
galhas (NG), o numero de massas de ovos (NMO), o nimero de ovos (NO) e o fator de
reproducdo (FR), em relacdo a testemunha (controle positivo), indicando a eficiéncia da
aplicacdo desse extrato vegetal no controle de M. incognita na forma de rega do solo (Tabela
8).
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As médias do NG, para ambas as dilui¢cdes testadas do extrato (5 e 10 %) no
controle de M. incognita em tomateiro, ndo diferiram entre si, mas diferiram
significativamente do controle positivo. As médias do NG dos tratamentos com os extratos a
5 e 10 % foram 259,7 e 126,4 galhas/raiz, respectivamente, representando uma reducéo de
62,5 e 81,7 %, respectivamente. O controle positivo apresentou uma media de NG de 692,7
galhas/raiz (Tabela 8 e Figura 13). Esse resultado indica que a aplicacdo do extrato ao solo

foi eficiente no controle do patégeno.

Tabela 8 — Médias do numero de galhas (NG), nimero de massas de ovos (NMO), nimero de
ovos (NO), fator de reproducéo (FR), reducdo do fator de reproducdo (RFR %) e reducdo do
parasitismo (RP %) de plantas de tomateiro cv. Carolina cultivadas em solo infestado com
Meloidogyne incognita e tratado com extrato aquoso de Calotropis procera.

RFR RP
% %

Planta inoculada + extrato a 5 % 259,7a(62,5%) 29,2a 1483,3a 0,29a 80,4 80,05
Planta inoculada + extratoa 10 %  126,4a(81,7%) 12,6a 1624,4a 0,33a 77,7 78,14

Tratamentos NG NMO NO FR

Controle positivo (Planta inoculada  692,7 b (0,0 %) 105,7b 7433,2b 1,48b - -
s/ extrato)

CV (%) 32,47 42,44 4161 41,68
*Médias seguidas pela mesma letra na coluna néo diferem entre si pelo teste de Tukey (P<0,05).

Fonte: elaborado pelo autor

Figura 13 — Sistemas radiculares de tomateiros cv. Carolina apds aplicacdo de extrato aquoso
de Calotropis procera em solo infestado com Meloidogyne incognita. (A) extrato a 5 %, (B)
extrato a 10 % e (C) controle positivo (agua).

Fonte: elaborado pelo autor
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Mateus et al. (2014) ao aplicar extratos de gervao (Verbena officinalis L.),
mulungu (Erythrina mulungu Mart. ex Benth.), pau-amargo (Quassia amara L.), picdo
(Bidens pilosa L.) e tansagem (Plantago lanceolata L.) em solo infestado por M. incognita,
observaram que houve uma reducdo do NG de galhas quando comparados a testemunha
(dgua), com um percentual de reducdo variando de 30,0 a 44,4 %, sendo que o extrato de
gervdo foi o que apresentou o melhor resultado.

Em ensaio realizado por Silva et al. (2011), extratos vegetais a 10 % obtidos da
casca e de folha de tamboril (Enterolobium contortisiliquum Vell.), goncalo-alves (Astronium
fraxinifolium Schott.), jatoba (Hymenaea courbaril L.) e jurema-preta (Mimosa tenuiflora
(Wild) Poir.) foram avaliados em relagéo ao efeito sobre o parasitismo do nematoide M.
incognita raca 3 no algodoeiro (Gossypium hirsutum) cv Delta Opal. Os extratos obtidos da
folha de tamboril e da casca de jatoba foram os mais eficientes na reducdo do NG, com
percentuais de 65 e 97 %, respectivamente, quando comparados a testemunha (planta
inoculada e sem extrato).

Natarajan et al. (2006) verificaram que houve reducdo do NG em plantas de
tomateiros cv. PKM-1, que foram tratadas com extrato aquoso de plantas inteiras de Tagetes
erecta L., com 40 e 70 dias de idade aplicados ao solo para o controle de M. incognita,
obtendo resultado semelhante ao nematicida carbofuran, utilizado como controle.

Em relacdo ao NMO, constatou-se que os tratamentos com aplicacdo dos extratos
de C. procera a 5 e 10 % ndo diferiram estatisticamente entre si, apresentando médias de
NMO de 29,2 e 12,6 massas de ovos/raiz, respectivamente. A média de NMO do controle
positivo foi de 105,7 massas de ovos/raiz, diferindo significativamente dos tratamentos com
extratos (Tabela 8).

Ao aplicar o extrato aquoso a 10 % de agrido-do-brejo (Eclipta alba L. Hassk),
alfavaca (Ocimum basilicum L.), artemisia (Artemisia vulgaris L.), chamba (Justicia
pectoralis var. stenophylla Leonard), confrei (Symphytum officinalle L.), lombrigueira
(Spigelia anthelmia L.), e mastruz (Chenopodium ambrosioide L.) para controle de M.
incognita em tomateiro cv. Santa Clara, Martins (2009) obteve reducdo do NG variando de
61,5 a 97 %, e percentual de reducdo de NMO variando de 61,2 a 98,3 %. O extrato de
mastruz foi o que apresentou o melhor resultado na reducgéo de galhas e de massas de ovos de
M. incognita em raizes de tomateiro.

Para a variavel NO, observou-se que ndo houve diferenca entre os tratamentos

com aplicagdo dos extratos a 5 e 10 % com medias de NO 1483,3 e de 1624,4 ovos/raiz,
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respectivamente. J& o controle positivo diferiu significativamente desses tratamentos,
apresentando uma média de NO de 7433,2 ovos/raiz (Tabela 8).

Segundo ensaio realizado por Franzener et al. (2007), onde os autores avaliaram o
efeito protetor do extrato aquoso de folhas, flores, e raizes de T. patula em tomateiro cv. Santa
Cruz Kada a M. incognita,verificou-se que o extrato puro de flores de T. patula quando
aplicados ao solo promoveu a reducdo do NG em 62,2 % e do NO em 52,8 %, em relacdo a
testemunha (tomateiro inoculado sem aplicacao de extrato).

Considerando o FR, os tratamentos com 0s extratos promoveram a reducdo desta
variavel, quando comparados ao controle positivo (Tabela 8). N&o houve diferenca
significativa entre os extratos a 5 e a 10 % de C. procera quando aplicados ao solo para
controle de M. incognita em tomateiro, ambos menores que 1, sendo que o FR obtido no
tratamento com extrato a 5 % foi de 0,29, e no extrato a 10 % foi de 0,33. O FR da
testemunha foi de 1,48, a qual diferiu significativamente dos dois tratamentos.

Para a variavel RFR, o tratamento com extrato a 5 % apresentou um percentual de
80, 4 %, enquanto que o tratamento utilizando o extrato aquoso de C. procera a 10 % o RFR
foi de 77, 7 %. Portanto os dois extratos provocaram reducfes proximas na reproducdo do
patégeno (Tabela 8).

O percentual médio de reducdo do parasitismo (RP) obtido no ensaio com 0s
extratos foi de 80, 05 % para o tratamento utilizando extrato de C. procera a 5 %, e de 78,14
% para o extrato na diluicdo de 10 %, sendo que o célculo desta variavel foi realizado com
base na média do NO dos tratamentos e do controle positivo (Tabela 8).

Freire (2016) observou resultado préximo ao encontrado neste trabalho em
relacdo ao RP, ao aplicar no solo extrato aquoso de mamona visando o controle de M.
enterolobii, obtendo RP de 83,77 %.

Olabiyi (2008) verificou que a aplicacdo via solo de extratos aquosos obtidos a
partir de raizes de cravo-de-defunto (Tagetes erecta L.), betonia (Hypis suaveolens (Poit)) e
manjericdo (Ocimum gratissimum L.) provocou a reducdo do fator de reproducdo de M.
incognita parasitando raizes de tomateiro cv. DT 69/257.

Extratos botanicos apresentam algumas vantagens sobre pesticidas sintéticos, tais
como: oferecem novos compostos que as pragas ainda ndo podem inativar, sdo de rapida
biodegradacdo, podem possuir multiplos modos de acdo e sdo derivados de recursos
renovaveis (QUARLES, 1992).
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Os resultados obtidos neste ensaio indicam que 0 uso de extrato aquoso de C.
procera aplicado no solo pode ser considerado promissor, uma vez que reduz a infec¢do na
planta, e também vidvel no controle de M. incognita, considerando o0 baixo custo e a
facilidade do preparo do extrato aquoso.

Entretanto, mais pesquisas serdo necessarias a fim de investigar os compostos
ativos presentes nas folhas de C. procera com efeito nematicida, que poderdo gerar produtos

eficientes no controle de nematoide das galhas.

4.5 Efeito da incorporacdo de folhas frescas de C. procera em solo infestado com M.

incognita

Em geral, observou-se que os tratamentos que receberam a incorporagéo de folhas
de C. procera (50 ou 100 g), juntamente com 0s controles negativo e positivo, apresentaram
valores de massa fresca da parte aérea (MFPA) semelhantes entre si (Tabela 9). O tratamento
solo infestado e incorporado com 100 g de folhas, porém, destacou-se dos demais com a
maior média de MFPA (37,3 g), diferindo significativamente do controle positivo (planta em
solo infestado s/ incorporacdo) com média de 27,6 g, fato ndo observado para os demais

tratamentos (Tabela 9).

Tabela 9 — Médias da massa fresca da parte aérea (MFPA), massa seca da parte aérea
(MSPA), altura da planta (AP) e massa fresca da raiz (MFR) de plantas de tomateiro
cultivadas em solo infestado com Meloidogyne incognita e incorporado com folhas frescas de
Calotropis procera.

Tratamentos MFPA MSPA AP MFR
Solo infestado + 50g de folhas incorporadas 33,8ab 3,4a 59,5 ab 21a
Solo infestado + 100g de folhas incorporadas 37,3a 3,7a 68,8 a 2,7a
Solo néo infestado + 50g de folhas incorporadas 33,3 ab 28a b5741ab 26a

Solo néo infestado + 100g de folhas incorporadas 29,08ab 3,1a 57,0ab 2,7a
Controle negativo (planta em solo ndo infestado

s/incorporacéo) 339ab 33a 56,7ab 2,7a
Controle positivo (planta em solo infestado s/

incorporagdo) 27,6 b 2,8a 525D 2,3a
CV (%) 14,75 2486 1479 34,96

*Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P<0,05).

Fonte: elaborado pelo autor
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Ferreira et al. (2013b) ao avaliar o efeito da incorporagdo ao solo de parte aérea, seca
a sombra, de 10 espécies vegetais da familia Asteraceae sobre o crescimento de tomateiro cv.
Santa Cruz Kada Gigante em casa de vegetacdo, verificou o aumento da MFPA das plantas,
pois todos os tratamentos diferiram estatisticamente do obtido no controle (solo sem
incorporacao).

Com relagdo as médias de massa seca da parte aérea (MSPA) de todos os tratamentos
e controles, constatou-se que os valores (2,8 a 3,7 g) foram estatisticamente semelhantes ao
nivel de 5 % de probabilidade (Tabela 9).

Para altura da planta (AP), as médias se comportaram de maneira semelhante as
médias de MFPA, onde o tratamento solo infestado com 100g de folhas de C. procera
incorporado ao solo foi o que apresentou a maior média de AP com 68,8 cm, diferindo
significativamente do controle positivo com altura média de 52,5 cm (planta em solo
infestado s/ incorporagdo). Os demais tratamentos n&o diferiram significativamente de
nenhum destes dois casos (Tabela 9 e Figura 14).

Figura 14 — Plantas de tomateiro cv. Carolina 45 dias ap0s o transplantio, avaliadas quanto a
eficiéncia da incorporagdo de folhas frescas de Calotropis procera em solo infestado com
Meloidogyne incognita.

TRAT 1 = Solo infestado + 50g de folhas de C. procera incorporadas; TRAT 2 = Solo infestado + 100g de
folhas de C. procera incorporadas; TRAT 3 = Controle positivo (planta em solo infestado s/ incorporagéo);
TRAT 4 = Solo néo infestado + 509 de folhas de C. procera incorporadas; TRAT 5 = Solo ndo infestado + 100g
de folhas de C. procera incorporadas; TRAT 6 = Controle negativo (planta em solo ndo infestado s/
incorporacgdo).

Fonte: elaborado pelo autor
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Ao avaliar o desempenho agronémico da cultura do rabanete (Raphanus sativus L.)
em canteiro com incorporacdo de parte aérea seca de C. procera, Silva et al. (2017)
observaram que houve um efeito significativo na altura de plantas do rabanete com o aumento
das quantidades de biomassa incorporada.

Para a variavel massa fresca da raiz (MFR), observou-se que ndo houve diferenca
estatistica entre as médias dos tratamentos, variaram de 2,1 a 2,7 g (Tabela 9).

Lopes et al. (2008) ao avaliarem o efeito da incorporacéo ao solo de folhas secas de
C. procera, crotalaria (C. spectabilis), falso-boldo (Plectranthus barbatus (Andr.) Benth) e
feijdo-de-porco (C. ensiformis) no controle de M. javanica, verificaram que a incorporagao de
folhas de crotalaria promoveram o maior aumento da massa fresca das raizes de tomateiro
cv.Santa Cruz Kada, seguido pelo falso-boldo e C. procera. No presente estudo ndo foram
conduzidos ensaios com folhas secas de C. procera.

De acordo com a avaliacdo do sistema radicular das plantas de tomateiro cultivadas
em vasos com solo infestado e incorporado com ambas as doses de folhas frescas de C.
procera, pela auséncia de galhas nas raizes, constatou-se que ndo houve infeccdo do
nematoide em nenhuma das plantas (Figura 15). Com isso pode-se concluir que a
incorporacdo de folhas de C. procera promoveu a reducdo de 100 % da populagéo de M.

incognita existente no solo.

Figura 15 — Sistemas radiculares de tomateiros cv. Carolina ap6s a incorporacdo de folhas
frescas de Calotropis procera em solo infestado com Meloidogyne incognita. (A) 50g de
folhas incorporadas, (B) 100g de folhas incorporadas (C) controle positivo (planta em solo
infestado s/ incorporacao).

Fonte: elaborado pelo autor
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O controle positivo, ou seja, as plantas de tomateiro cultivadas em solo infestado e
ndo incorporado com folhas de C. procera, apresentaram medias de NG de 166,8, médias de
NMO de 8,2, médias de NO de 2.086,7. Esses dados comprovaram que 0 solo dos vasos
utilizados no ensaio estava inicialmente infestado com o patégeno e que néo foi a auséncia de
plantas requerida nos vasos durante os 30 dias 0 que provocou a elimina¢do do nematoide do
solo, mas sim a incorporacéo das folhas de C. procera.

Santos (2015) obteve resultados semelhantes ao obtido neste trabalho, ao avaliar o
efeito da incorporacdo de folhas de C. procera, timbauba (Enterolobium contortisiliguum
(Vell) Morong), alface (Lactuva sativa L.), estramonio (Datura stramonium), metel (D.
metel), trigo mourisco (Fagopyrum esculentum Moench), milheto (Pennisetum glaucun L.)
em solo infestado com M. enterolobii, onde observou que apds 60 dias, as raizes das plantas
de tomateiro cv. Santa Clara que foram transplantadas para o solo ap0s incorporacdo, nao
apresentavam galhas, obtendo 100 % de controle do nematoide.

Em ensaio desenvolvido por Lopes et al. (2008), resultados diferentes ao verificado
neste trabalho foram obtidos ao avaliarem o efeito da incorporacédo ao solo de folhas secas de
C. procera no controle de M. javanica. Foi verificado que houve uma reducdo de 53 % da
reproducdo do nematoide tomateiro cv Santa Cruz Kada. Os autores recomendaram o uso da
incorporacdo de forma integrada com outras formas de manejo, como solarizacéo e controle
bioldgico, a fim de permitir o controle mais eficiente do nematoide.

Rao et al. (1996) ao estudar o efeito resultante da incorporacdo de C. procera e
inoculacdo do fungo micorrizico Glomus fasciculatum no manejo de M. incognita em mudas
de tomateiro cv. Pusa Ruby, os autores constataram um efeito sinérgico positivo sobre o
crescimento das mudas, além de observarem a reducdo significativa do nimero de galhas,
nimero de ovos e massas de ovos provocados pela interacdo entre C. procera e o fungo.

Hussain et al. (2011) ao estudarem o efeito nematicida resultante da incorporacédo de
folhas secas de quatros plantas medicinais: nim (A. indica,) C. procera, estramoénio (D.
stramonium ) e cravo-de-defunto (Tagetes erecta L.) no controle de M. incognita, verificaram
que as plantas de quiabo (Abelmoschus esculentus (L.) Moench.) cv. Punjab cultivadas nos
vasos com solo incorporado com as espécies vegetais nim e C. procera foram responsaveis
pelas maiores redugdes do nimero de ovos e fator de reproducdo do nematoide.

Lugo et al. (2010) realizaram um estudo com intuito de verificar o efeito da
solarizacdo e de incorporacdo de folhas de C. procera isolados e combinados, no controle de

M. incognita na cultura do meldo. A combinacéo resultante da solarizagdo do solo por 30 e 60
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dias com a incorporacdo de 5.000 kg/ha de C. procera proporcionou a maior reducdo do
indice de galhas das raizes e incrementou o rendimento da producéo do mel&o.

Silva et al.(2006), avaliaram o efeito da incorporacéo de residuos foliares secos de
pimenta de macaco (Piper aduncum L.) ao solo sobre o parasitismo de M. incognita em
tomateiro. Os resultados obtidos verificaram que a adi¢do de residuos de pimenta de macaco
ao solo reduziu a reproducdo de M. incognita no tomateiro.

Ao avaliar o efeito nematicida de algumas espécies de gramineas forrageiras
incorporadas ao solo para o controle de M. incognita e M. javanica, Dias-Arieira et al. (2003)
observou que os tratamentos com espécies do género Brachiaria (B. brizantha e B.
decumbens.) eliminou quase totalmente as duas espécies de nematoides utilizadas no
experimento.

Moraes et al. (2006) avaliando a influéncia de leguminosas: mucuna-preta
(Stizolobium aterrimum Piper & Tracy), feijao-de-porco (C. ensiformis) e crotaléaria
(Crotalaria juncea L.) no controle de Helicotylenchus dihystera, M. javanica e M. incognita
na cultura da alface americana (Lactuca sativa L.) e do repolho (Brassica oleracea L. var.
capitata), verificaram que a incorporacdo das leguminosas mucuna-preta e crotalaria, reduziu
as populagdes de Meloidogyne spp em canteiros.

Neves et al. (2012), avaliaram a incorporagdo ao solo de farinha de semente de
mamao (Carica papaya L.) para o controle de M. javanica em tomateiro cv. Santa Clara. A
incorporacdo reduziu o numero de galhas em até 100 %, e também promoveu um aumento da
massa fresca da parte aérea das plantas quando comparadas a testemunha sem incorporacao.

A incorporacdo de residuos organicos ao solo é uma prética cultural tradicional que
provoca uma melhora na fertilidade e estrutura do solo, como também ¢é utilizado como
método de controle de fitopatdgenos presentes no solo, entre eles os nematoides parasitas de
plantas (FERRAZ et al., 2012). Esta préatica pode atuar sobre os fitonematoides por meio de
diferentes formas: pela acao direta ao liberar ou produzir substancias nematicidas durante o
processo de decomposic¢édo no solo, ou pela a¢do indireta ao estimular a populagdo microbiana
antagonista presente no solo (OKA, 2010).

Segundo Oka (2010) Um dos problemas associados ao uso da incorporagdo de
material vegetal como método de controle dos fitonematoides é a variacdo que pode existir no
efeito resultante desta pratica, influenciada pelo tipo de residuo organico, espécie vegetal

utilizada, época do ano, quantidade de material incorporado, tipo de solo, entre outros.
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Portanto, compreender os mecanismos envolvidos na supressao destes patdgenos em solos
onde houve a incorporacao € essencial para se obter a méxima eficdcia de controle.

A quantidade de matéria organica utilizadas para promover a supressdo dos
fitopatdgenos € muito varidvel, pois, além da dependéncia das interacGes patdgeno-hospedeiro
e condi¢Ges ambientais versus cultura, dependem também do nivel populacional da espécie e
de sua correta identificacdo (RITZINGER; FANCELL, 2006).

Dentre as pesquisas que vém sendo realizadas com intuito de desenvolver e
aprimorar os métodos de controle de fitonematoides, a incorporacdo de residuos vegetais ao
solo tem obtido resultados positivos no controle destes patdégenos.

Tendo em vista as vantagens que o uso deste método pode oferecer como reducgéo
dos custos de producdo e por apresentar baixo impacto sobre os agroecossistemas, este
método de controle torna-se aplicavel tanto em sistemas de agricultura sustentavel como
também em sistemas convencionais. A espécie C. procera pode vir a ser uma dessas plantas

recomendadas para o controle de nematoides, especialmente o nematoide das galhas.

4.6 Avaliacdo da populacdo de machos em relacdo a populacdo de fémeas e da
reproducdo de M. incognita em tomateiro

As médias das variaveis analisadas apresentadas na Tabela 10 indicaram que ocorreu

uma interacdo significativa entre os fatores combinados, indicando que a inoculagdo de M.

incognita juntamente com o tempo de avaliacdo apos a inoculacdo do patdgeno exerceram

influéncia entre si.

Tabela 10 — Médias da massa fresca da parte aérea (MFPA), massa seca da parte aérea
(MSPA), altura da planta (AP) e massa fresca da raiz (MFR) de plantas de tomateiro cv.
Carolina inoculadas e ndo inoculadas com Meloidogyne incognita apés 30,60, 90 e 120 dias
apos a inoculacéo.

Tempo de Plantas Inoculadas Plantas Sem Inoculacéo
avaliacdo

MEPA  MSPA AP MER MFEPA  MSPA AP MER
30 dias 39,6 aA* 53cA 521aA 9,6aA 36,0cA 48cA 514aA 864aA
60 dias 488aB 7,6bB 80,2aA 30,2aA 59,2bA 9, 7bA 822aA 23,0aA
90 dias 465aB 10,3aB 90,5aA 49,0aA 72,7aA 128aA 103,6 aA 40,3aA
120dias  442aB 112aB 943aA 244aA 732aA 135aA 1016aA 155aA

CV % 16,21 13,95 9,79 24,9 16,21 13,95 9,79 24,9
*Médias seguidas pela mesma letra mindscula na coluna e maitiscula na linha ndo diferem estatisticamente entre
pelo Teste de Tukey (p<0,05).

Fonte: elaborado pelo autor
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Verificou-se que para médias de massa fresca da parte aérea (MFPA), tanto de
tomateiros cv. Carolina inoculados como ndo inoculados (controle) decorridos 30 dias da
realizacdo da inoculacéo, ndo houve diferenca significativa, obtendo-se os valores de 39,6 e
36,0 g para plantas inoculadas e ndo inoculadas, respectivamente. Plantas retiradas dos vasos
aos 60, 90 e 120 dias, suas médias diferiram estatisticamente em relacdo ao fator inoculaco
(Tabela 10).

Em relacdo ao tempo de avaliacdo apos a inoculagcdo (30, 60, 90 e 120 dias), as
médias de MFPA para plantas ndo inoculadas diferiram significativamente entre si, sendo que
nos tempos de avaliacdo de 90 e 120 dias, ocorreram as maiores médias de MFPA com 72,7 e
73,2 g, respectivamente. Essa diferenca se deve ao desenvolvimento da planta com o tempo.
Para as plantas inoculadas, no entanto, ndo houve diferenca estatistica entre as médias de
MFPA das plantas em nenhum dos quatro tempos utilizados para a avaliacdo neste ensaio
(Tabela 10).

As médias da massa seca da parte aérea (MSPA) apresentaram 0S mMesmos
comportamentos quanto a significancia da interacdo das suas médias em relacdo a variavel
MFPA. Para essa variadvel, tanto de tomateiros inoculados como ndo inoculados (controle) as
plantas retiradas aos 30 dias ndo apresentaram diferenca significativa entre as médias (5,3 e
4,8 g), sendo observada, porém, diferenca estatistica entre as médias de MSPA referentes aos
demais intervalos de tempo de avaliagdo (60, 90 e 120 dias) (Tabela 10).

Quanto as médias de altura da planta (AP) e massa fresca da raiz (MFR), ndo houve
interacdo significativa entre os fatores, ou seja, a inoculacdo das plantas com M. inocognita e
0s quatro tempos de avaliacdo ndo exerceram influéncia entre si para esta variavel (Tabela
10).

Com relacdo as variaveis relacionadas com a infeccdo, verificou-se que as plantas
com 60 dias de inoculadas apresentaram a maior média de NG que foi de 2.499,4 galhas/raiz.
Uma reducdo no NG foi observada aos 90 dias e 120 dias apds a inoculagdo, com medias de
1.763,4 e 1.770,6 galhas/raiz, respectivamente, valores semelhantes estatisticamente. Plantas
com 30 dias de inoculadas obtiveram o menor NG, com média de apenas 200,4 galhas/raiz
(Figura 16 e 17).
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Figura 16 — Médias do nuimero de galhas (NG) e nimero de massas de ovos (NMO) de
plantas de tomateiro cv. Carolina aos 30, 60, 90 e 120 dias inoculadas com Meloidogyne

incognita.
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Fonte: elaborado pelo autor

Figura 17 — Raizes de tomateiro cv. Carolina aos (A) 30, (B) 60, (C) 90 e (D) 120 dias ap6s
inoculacdo com Meloidogyne incognita.

Fonte: elaborado pelo autor

Em relacdo ao nimero de massas de ovos (NMO), as médias dos tratamentos com

plantas de tomateiro com 60, 90 e 120 dias de inoculadas ndo diferiram entre si

significativamente, apresentando valores de 358,6, 578,4 e 547,8 massas de ovos/raiz,

respectivamente. Ja as plantas com 30 dias de inoculadas obtiveram a menor média de NMO

(52 massas de ovos/raiz) (Figura 16).
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Morillo e Silva (2015) verificaram que 35 dias ap6s a inoculacdo de M. enterolobii
em plantas de tomateiro cv. Santa Cruz Kada Gigante, a média do NG foi de 100 galhas/raiz,
valor inferior ao observado neste trabalho, com M. incognita, que aos 30 dias apo6s a
inoculacdo a média do NG foi de 200,4 galhas/raiz, enquanto que para a varidvel NMO, a
média obtida pelos autores foi de 88,71 massas de ovos/raiz, valor superior ao obtido neste
trabalho, que foi de 52 massas de ovos/raiz.

As medias do nimero de ovos (NO) de M. incognita em raizes de plantas de
tomateiro comportaram-se de modo crescente, ou seja, 0 NO aumentou com o decorrer dos
dias ap0s a inoculacdo, apresentando a maior média de NO em plantas com 120 dias da
inoculagdo. Entretanto, esta média ndo diferiu da média das plantas dos tratamentos com 60 e
90 dias de inoculadas. E como esperado, baseado no comportamento das outras variaveis
avaliadas, plantas com 30 dias inoculadas foram as que apresentaram a menor media de NO,

com 4.878,2 ovos/raiz (Figura 18).

Figura 18 — Médias do numero de ovos (NO) de plantas de tomateiro cv. Carolina os 30, 60,
90 e 120 dias inoculadas com Meloidogyne incognita.
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Fonte: elaborado pelo autor

O numero de fémeas (NF) de M. incognita foi crescente nas raizes de tomateiros,
sendo a média de 52 fémeas/raiz aos 30 dias, 1.321,8 aos 60 dias, atingindo a média maxima
de 2.455 fémeas/raiz aos 90 dias apds a inoculacdo (Figura 19). Em seguida, houve uma

reducdo significativa do NF ao chegar aos 120 dias apds a inoculacéo, com 956 fémeas/raiz.



67

Figura 19 - Médias do numero de fémeas (NF) e do numero de machos (NM) de plantas de

tomateiro cv. Carolina os 30, 60, 90 e 120 dias inoculadas com Meloidogyne incognita.
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Em relacdo ao numero de machos (NM), em raizes de plantas com 30 dias de

inoculadas ndo se observou a presenca desses individuos. A partir do tratamento em que as

plantas estavam com 60 dias de inoculadas foram encontrados machos de M. inocgnita

(Figura 20), com média de 664 machos/raiz. Aos 90 dias o0 NM foi de 770 machos/raiz e aos

120 dias o NM foi de 664 machos/raiz, ndo diferindo significativamente o0 NM nas plantas

desses trés tratamentos (Figura 19). Ndo foi realizada extracdo de nematoides do solo,

portanto, machos presentes no solo ndo foram contabilizados.

Figura 20 — Individuos de Meloidogyne incognita obtidos apds extracdo das raizes de
tomateiro infectadas cv. Carolina. (A) machos antes da emergéncia (B) macho apds a
emergéncia e (C) fémea.
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Fonte: elaborado pelo autor
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A propor¢do do NF para NM em plantas com 60 dias de inoculadas foi de 2:1,
enquanto gque no tratamento com plantas aos 90 dias de inoculadas a razéo foi 3:1 e para
plantas com 120 dias de inoculadas, a proporcédo foi de 1,4:1. Observou-se um percentual de
33,4, 23,8 e 40,98 % de machos em relagdo ao total aos 60, 90 e 120 dias, respectivamente.
Nessas ocasides, as médias de NO foram de 23.080, 88.956 e 97.666, para 60, 90 e 120 dias,
quantidade de ovos, 4, 17,7 e 19 vezes superior ao inéculo inicial, respectivamente,
demonstrando que as raizes do tomateiro cv Carolina estavam em boas condicBGes para o
parasitismo.

Ao estudar o ciclo biolégico de M. enterolobii (=M. mayaguensis) e M. javanica em
porta-enxertos de tomateiros cv. Magnet e Helper M, resistentes a meloidoginose, Westerich
(2010) constatou a presenca de todos os estadios de desenvolvimento, incluindo os machos,
apenas em raizes infectadas por M. enterolobii em ambos porta-enxertos testados, aos 24 dias
apos a inoculacdo, periodo que completou seu ciclo, sendo que a porcentagem de machos
dentre os individuos ndo diferiu entre os porta-enxertos de tomateiro, sendo 0,80 e 0,72 %
para as cv. Helper M e Magnet, respectivamente.

Charchar et al. (2006) avaliando métodos de extracdo de Meloidogyne spp, observou
a presenca de machos de M. incognita raca 1 em raizes em tomateiro cv. Rutgers com mais de
80 dias da inoculacdo realizado com 6.000 ovos/planta. Os autores obtiveram uma média do
nimero de machos de 3.663, correspondente a um pouco mais da metade do numero de
fémeas (7.100) nas mesmas raizes. O nimero médio de ovos registrado nessa extracdo foi de
812.400.

De acordo com Lordello (1984), o niamero de machos numa populacdo dependera de
diversos fatores tais como a disponibilidade de nutrientes. Havendo abundancia a maior parte
de juvenis originara fémeas e na escassez, resultante de alta infestacdo, ocorrerd a formacao
de machos em grande quantidade.

As fémeas predominam em condi¢des normais, ocorrendo 0 aumento na populacéo
de machos com a alta competitividade por alimentos na raiz, ou em plantas altamente
parasitadas, debilitadas ou velhas (MOURA, 1996).

Segundo Karssen e Moens (2006), a proporcao de machos varia de acordo com o tipo
de reproducdo da espécie. Em espeécies de fertilizacdo cruzada (M. carolinensis, M. spartinae)

a propor¢do de macho/fémeas geralmente é de 1:1. J& em espécies que se reproduzem por
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partenogénese facultativa ou obrigatoria (M. incognita, M. hapla) ocorre variacdo nessa
proporcédo sexual.

Dependendo das condi¢bes do ambiente, machos podem estar ausentes, raros ou
abundantes. Em condic¢des adversas de desenvolvimento, a oferta de alimento pode ser fator
determinante para a abundancia de machos na raiz. Em condi¢fes desfavoraveis, fémeas
jovens podem se tornar machos adultos, reversdo sexual. E, algumas vezes, nos machos
revertidos sexualmente podem aparecer uma a duas goénadas de tamanhos variaveis. Para M.
incognita temperaturas 6timas variam de 25 a 30°C (LORDELLO, 1984).

Moura (1996) diz que plantas mas hospedeiras sdo um dos fatores que favorecem o
aumento do numero de machos presentes em uma raiz parasitada pelos nematoides das galhas.

De acordo com Ferraz e Monteiro (2011), tanto M. incognita quanto M. javanica, em
que ha reproducdo por partenogénese mitética obrigatoria, as popula¢ées do nematoide sao
compostas basicamente por fémeas, surgindo machos somente em condigdes especiais.

Os resultados obtidos neste trabalho com relacdo ao nimero de machos diferem das
afirmacdes de diversos autores, pois o ensaio foi desenvolvido em ambiente de casa de
vegetacdo com temperaturas e 29+ 4°C e o tomateiro € considerado um bom hospedeiro das
espécies do género Meloidogyne, fato comprovado em trabalhos realizados por varios autores
(KAMRAN et al., 2001; LOPES et al., 2008; FERREIRA et al., 2013a). As plantas de tomate
com 60 e até 120 dias de inoculadas apresentavam raizes parasitadas, mas em bom estado sem
indicios de qualquer decomposi¢do (Figural7). Com o tempo, 0 numero de ovos continuou a
aumentar alcancando o maior nimero em 120 dias, sugerindo que a raiz ainda possibilitava a
alimentacdo dos nematoides.

O tipo de reproducdo mais comum de muitas espécies de Meloidogyne €é a
partenogénica. A partir desta afirmacdo infere-se que a presenca dos machos nao se faz
necessaria para completar o ciclo de vida, e ovos viaveis podem ser produzidos pelas fémeas
sem que ocorra fertilizacdo. Por essa razdo, os machos podem considerados raros em algumas
especies e encontrados somente quando a populagdo dos nematoides estiver sujeita a algum
tipo de estresse ambiental (MITKOWSKI; ABAWI, 2003).

Calotropis procera é considerada uma espécie ruderal, portanto facilmente
encontrada nas mais diversas regides, e tendo em vista que neste ensaio o uso do extrato foliar
desta planta inibiu a ecloséo e provocou mortalidade de juvenis de M. incognita in vitro e in
vivo, como também afetou o patdgeno por meio da incorporagdo de suas folhas em solo

infestado, sua utilizacdo no manejo desse fitonematoide pode se tornar uma alternativa viavel,
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barata e promissora quando comparada ao uso de nematicidas quimicos, reduzindo desta

forma os possiveis danos que venham a ser provocados por esse fitopatdgeno nas culturas.
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5 CONCLUSOES

A espécie vegetal Calotropis procera é considerada resistente a infeccdo por M.
incognita raca 2.

O extrato aquoso de C. procera inibiu a ecloséo de J2 de M. incognita in vitro.

O extrato de C. procera apresentou elevada acdo nociva sobre os juvenis de segundo
estadio (J2) de M. inocgnita, ocaiosnando a mortalidade destes in vitro.

Extrato de C. procera preparado a partir de folhas apds um dia da secagem foi mais
eficiente sobre a mortalidade de J2 de M. inocgnita in vitro que de folhas armazenadas.

A aplicacdo do extrato de C. procera em solo infestado foi eficaz na reducdo do
parasitismo do fitonematoide em tomateiro cv. Carolina.

A incorporacdo de folhas frescas de C. procera em solo infestado com M. incognita
promoveu a erradicagédo deste fitonematoide no solo.

Apesar de serem considerados individuos raros, machos de M. incognita raca 2,

foram encontrados em elevado nimero em raizes de plantas de tomateiro cv. Carolina.
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