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RESUMO

Os nematoides das galhas, pertencentes ao género Meloidogyne, constituem o grupo de
fitonematoides com maior importancia econdmica na agricultura mundial. A constante busca
por métodos de controle desses fitopatdgenos, que reduzam o uso de nematicidas, tem
provocado um aumento das pesquisas utilizando extratos vegetais. Os objetivos deste trabalho
foram: (1) avaliar o efeito in vitro e in vivo do extrato aquoso de folhas de Chenopodium
ambrosioides sobre a ecloséo e mortalidade de juvenis de Meloidogyne spp.; (2) investigar o
tempo de armazenamento de folhas secas na preservacdo da atividade nematicida do extrato; (3)
avaliar o efeito do extrato aquoso aplicado ao solo e na imersdo de plantas infectadas no
controle de Meloidogyne spp; (4) avaliar o extrato aquoso como indutor de resisténcia em
tomateiro no controle de M. incognita; (5) identificar, através do fracionamento bioguiado,
classes de compostos quimicos presentes em C. ambrosioides com acdo nematicida; (6)
estudar o ciclo de vida e gama de hospedeiros de uma nova espécie do nematoide das galhas,
M. konaensis. Os ensaios realizados in vitro indicaram que o extrato aquoso de C. ambrosioides
nas concentracdes de 5 e 10% inibiram a eclosdo de juvenis de Meloidogyne spp em até 99% e
provocaram a mortalidade de J, de até 99,8%. O extrato preparado com folhas secas
aramazenadas por 70 dias manteve a atividade nematicida. A aplicagdo do extrato aquoso ao
solo e a imersdo de raizes infectadas de tomateiro no extrato vegetal causaram a reducdo da
infeccdo de M. incognita em até 99,3% e 96%, respectivamente. O extrato foliar aquoso de C.
ambrosioides aplicado 24 horas antes da inoculagdo com o nematoide pode ter ativado
mecanismos de defesa de mudas de tomateiro cv. Santa Clara, o que provocou a reducdo da
infeccdo por M. incognita em 43,76%. O fracionamento bioguiado do extrato aquoso de C.
ambrosioides revelou que os compostos ativos contra M. incognita estdo presentes na fracdo
aquosa do extrato e que a concentracdo letal do extrato de C. ambrosioides contra M.
incognita foi de 4.500 ppm. Os estudos sobre os aspectos bioldgicos de M. konaensis
indicaram que a eclosdo de juvenis (J2) e a sua infectividade em tomateiro 'Santa Clara' foram
influenciadas pela temperatura. O ciclo de vida deste nematoide em tomateiro foi de 21 dias e
esta espécie é capaz de infectar espécies das familias Asteraceae, Brassicaceae, Caricaceae,
Curcubitaceae, Fabaceae, Lamiaceae e Solanaceae. As informacdes obtidas nesta pesquisa
confirmaram que o extrato aquoso de C. ambrosioides é considerado um produto natural

promissor no controle de Meloidogyne spp.

Palavras-chave: Meloidogyne. Controle alternativo. Solanum lycopersicum L.



ABSTRACT

The root-knot-nematode belonging to the genus Meloidogyne, constituted by the group of
phytonematoids with greater economic importance in the world agriculture. The objective of
the treatment of phytopathogenesis, the reduction of use of the nematicides, and the demenate
extracts vegetables. The objectives of this work were: (1) to evaluate the in vitro and in vivo
effect of the aqueous extract of C. ambrosioides leaves on hatching and mortality of juveniles
of Meloidogyne spp. (2) investigate the storage time of actions in the preservation of the
nematicidal activity of the extract; (3) to evaluate the effect of the aqueous extract on soil and
immersion of infected plants in the control of Meloidogyne spp; (4) to evaluate the aqueous
extract as a force inducer in the tomato in the control of M. incognita; (5) identify, through
bioguided fractionation, classes of chemical substances present in C. ambrosioides with
nematicidal action; (6) To study the life cycle and host range of a new species of gall
nematode, M. konaensis. In vitro assays indicated the aqueous extract of C. ambrosioides at
concentrations of 5% and caused hatching of juveniles of Meloidogyne spp by up to 99% and
caused a J» rate of 99.8%. The extract prepared with dry leaves stored for 70 days maintained
a nematicidal activity. The application of the aqueous extract to the soil and the immersion of
infected roots of tomato in the vegetal extract caused the reduction of M. incognita infection
in up to 99.3% and 96%, respectively. The aqueous leaf extract of C. ambrosioides was
applied 24 times before inoculation with the nematoid may have activated mechanisms of
protection of tomato plants cv. Santa Clara, which caused M. incognita infection to be
reduced by 43.76%. Bioguided fractionation of the aqueous extract of C. ambrosioides
revealed that the active compounds against M. incognita are present in the aqueous fraction of
the extract and that the lethal concentration of C. ambrosioides extract against M. incognita
was 4.500 ppm. Studies on the biological aspects of M. konaensis have indicated that juvenile
hatching (J2) and its infectivity in 'Santa Clara' tomato can be influenced by temperature. The
life cycle of this nematode in tomato was 21 days and this species is able to infect species of
the families Asteraceae, Brassicaceae, Caricaceae, Curcubitaceae, Fabaceae, Lamiaceae,
Solanaceae. The information obtained in this research confirmed that the aqueous extract of
C. ambrosioides is considered a promising natural product in the control of Meloidogyne spp.

Keywords: Meloidogyne spp. Alternative control. Solanum lycopersicum L.
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1 INTRODUCAO GERAL

O tomate (Solanum lycopersicum L.), originario dos Andes, € a segunda hortalica
mais cultivada em todo o mundo (FAO, 2017; FILGUEIRA, 2008). No Brasil, esta cultura se
destaca, tanto em termos de producdo quanto em valor econdmico (IBGE, 2019). O tomateiro
é¢ uma das hortalicas mais suscetiveis ao ataque de artropodes-praga e fitopatdgenos,
requerendo a adocdo de medidas fitossanitarias eficientes que elevam os custos de produgédo
(KUROZAWA & PAVAN, 2005).

Dentre os principais grupos de patdégenos que atacam a cultura do tomateiro estdo
os fitonematoides (Filo Nematoda), que estdo entre 0s organismos mais numerosos da terra.
Alimentam-se, principalmente, de 6rgdos subterrdneos de plantas superiores, como raizes,
rizomas e tubérculos (NAVES, 2005). Estes organismos sdo responsaveis por causar
consideraveis perdas na produtividade agricola podendo, em condi¢Ges favoraveis,
comprometer totalmente a producéo (TIHOHOD, 1993; FERRAZ & MONTEIRO, 2011).

Os nematoides formadores de galhas, pertencentes ao género Meloidogyne
Goeldi, 1887, constituem o grupo de nematoides fitoparasitas mais importantes ho mundo,
com mais de 100 espécies descritas (AHMED et al., 2013), e mais de 2.000 espécies de
plantas hospedeiras, representando ameaga a producdo agricola mundial (PERRY et al.,
2009). Este patdgeno ocasiona deformacdo, subdesenvolvimento radicular e reducdo na
absorcdo de agua e nutrientes, aliado a formacdo de tumores em todo o sistema radicular,
tendo como consequéncia um menor desenvolvimento da parte aérea, clorose generalizada
nas folhas, reducdo na produtividade e possivel morte da planta (MOURA, 1997; TIHOHOD,
2000; VALE et al., 2013).

No Brasil, as espécies do género Meloidogyne predominantes em cultivo de
tomateiro sdo M. arenaria (Neal, 1889) Chitwood, 1949, M. hapla (Chitwood, 1949), M.
incognita (Kofoid & White, 1919) Chitwood, 1949 (racas 1 a 4) e M. javanica (Treub, 1885)
Chitwood, 1949, sendo as mais frequentemente encontradas M. incognita e M. javanica
(EMBRAPA, 2003). Entretanto, no pais uma outra espécie, M. enterolobii (Yang &
Eisenback, 1983), tem causado sérios prejuizos em diferentes culturas, incluindo o tomateiro.
Essa espécie foi relatada no estado de Sdo Paulo parasitando e causando perdas econdmicas
em hibridos de tomateiro conhecidos como resistentes ao nematoide das galhas (CARNEIRO
et al., 2006). A espéecie M. konaensis Eisenback, Bernard & Schmitt, 1994, recentemente
relatada no Brasil parasitando naturalmente repolho (Brassica capitata L.), maméo (Carica
papaya L.), noni (Morinda citrifolia L.) e canapum (Physalis angulata L.) no Ceara (SILVA,
2014; MONTEIRO et al., 2017), é capaz de infectar plantas de tomateiro em condi¢des casa
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de vegetacdo (EISENBACK et al., 1994; MONTEIRO et al., 2017; FREIRE & SANTOS,
2018), o que representa um risco potencial para a cultura.

De acordo com Alvarenga (2004), plantas de tomateiros quando atacadas severamente
por Meloidogyne spp, apresentam o sistema radicular completamente desorganizado, com
poucas raizes funcionais. No inicio da cultura, as altas infestaces desses nematoides podem
levar a morte de mudas no campo, e nas plantas sobreviventes, a producdo é fortemente
afetada em relacéo a quantidade e qualidade dos frutos.

As perdas causadas por esses nematoides a producdo de frutos de tomateiros
cultivados em sistema protegido podem variar de 14 a 44% (CHARCHAR & ARAGAO,
2003). Em campo, quando presente em altas infestagcdes, Meloidogyne spp. pode inviabilizar
areas produtivas de tomateiro (SIKORA & FERNANDEZ, 2004).

Apbs a introducdo e estabelecimento de nematoides parasitas de plantas em uma
area, seja por mudas infectadas ou equipamentos contaminados, as praticas de manejo visando
sua erradicacdo sdo consideradas muito complexas (FERRAZ & FREITAS, 2004). Os
métodos de controle mais utilizados para as fitonematoses sdo: a rotacao de cultura, o cultivo
de espécies antagonistas em plantio intercalado (consorciado ou em rotacdo), a incorporacao
de matéria organica, a solariza¢do, o uso de variedades resistentes, o controle biol6gico e o
controle quimico (TIHOHOD, 1993; FERRAZ et al., 2012). Este ultimo, que consiste do uso
de moléculas com ac¢do nematicida, € 0 mais impactante ao meio ambiente, além de ser toxico
a animais e ao homem. Atualmente, seu emprego vem sendo mais limitado devido ao alto
risco de contaminacdo ambiental, alto custo, alta toxicidade e reducdo de sua eficacia no
controle depois de repetidas aplicacbes (DONG & ZHANG, 2006).

A constante busca de novas préticas de controle de fitonematoides em substitui¢do
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 fitonematoides (FANCELLI, 2005; STANGARLIN et al., 2008; GARDIANO et
al., 2009; MOREIRA et al., 2015), visto que as plantas sintetizam diversos tipos de
metabolitos secundarios, os quais podem exercer atividades de defesa a microrganismos,
incluindo os nematoides fitoparasitas (TAIZ & ZEIGHER, 2004; FERRAZ et al., 2012).

Vaérias espécies botanicas medicinais e ornamentais sintetizam substancias toxicas
a nematoides como alcaloides, terpenos, glicosideos cardiacos, taninos, flavonoides,
esteroides e lipidios (MOSSA et al., 1991; PARIHAR et al., 2011; FREITAS et al., 2011).

A espécie medicinal Chenopodium ambrosioides L., tem sido objeto de varias

pesquisas envolvendo a caracterizacdo quimica de seus constituintes, para fins de uso
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medicinal e também para emprego no controle de pragas e doencas de plantas (MARINS et
al., 2011), devido a presenca de compostos quimicos como flavonoides, alcaloides, saponinas
e terpenos.

A vantagem adicional do emprego de extratos naturais € que estes podem ser
preparados pelo préprio agricultor como alternativa no manejo de fitonematoides em
pequenas areas ou em areas de producgdo organica, onde o sistema agricola possibilita a facil
aquisicdo de material vegetal (SCRAMIN et al., 1987; ANDRADE & NUNES, 2001; SILVA
et al., 2005). Ressalta-se que o0 estudo da aplicacdo destes extratos via solo tem resultados
significativos no controle de fitonematoides (GARDIANO et al., 2008).

Neste contexto, considerando a importancia do tomateiro, os problemas gerados
pelo parasitismo de Meloidogyne spp. e a necessidade de se buscar alternativas de controle
sustentaveis que possam contribuir no manejo do nematoide das galhas, o objetivo deste
trabalho foi avaliar o efeito in vitro e in vivo do extrato aquoso de C. ambrosioides no
controle do nematoide das galhas em tomateiro, identificar, através do fracionamento
bioguiado, classes de compostos quimicos em C. ambrosioides com acdo nematicida como
também estudar o ciclo de vida e gama de hospedeiros da nova espécie do nematoide das

galhas, M. konaensis.
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2 REVISAO DE LITERATURA
A cultura do tomateiro
Caracteristicas gerais do tomateiro

O tomateiro (Solanum lycopersicum L.) pertencente a familia Solanaceae e ao
género Solanum, originou-se da espécie silvestre Solanum lycopersicum var. cerasiforme
(TAYLOR, 1986) na América do Sul, na regido dos Andes, que compreende a area entre o
norte do Chile até o Sul do Equador. Provavelmente foi domesticada pela primeira vez no
México e, posteriormente, foi disseminada da Europa para a Asia meridional e oriental, Africa
e Oriente Médio (PRANCE & NESBITT, 2005; FILGUEIRA, 2008). No Brasil, o tomateiro
foi introduzido por imigrantes europeus no final do século XIX (ALVARENGA, 2000).
Tornou-se uma das hortalicas mais cultivadas, sendo a segunda mais produzida em todo o
mundo e é plantada praticamente em todas as regifes geograficas do planeta sob diferentes
sistemas de cultivo e diferentes niveis de manejo cultural (LOPES & STRIPARI, 1998).

Taxonomicamente, o tomateiro pertence a classe Magnoliophyta, ordem Solanales
e familia Solanaceae. De acordo com Linnaeus, o tomateiro foi classificado no género
Solanum, recebendo a denominacdo Solanum lycopersicum L. Contudo, em 1754, Miller,
reclassificou essa planta, em um novo género denominado Lycopersicon, renomeando 0
tomateiro como Lycopersicon esculentum Mill. (ALVARENGA, 2004). Atualmente, baseado
em estudos moleculares e morfol6gicos mais aprofundados, a classificacéo inicial, proposta
por Linnaeus, foi adotada novamente, confirmando sua proximidade com a batata, Solanum
tuberosum (PERALTA et al., 2005; JONES, 2008).

O tomateiro é uma planta herbacea, perene e autopolinizavel, contudo, é cultivada
como anual. Possui caule piloso e flexivel quando jovem, tornando-se fibrosa com o passar do
tempo, as folhas sdo alternadas e compostas. O fruto é uma baga de tamanho e formato muito
variaveis, internamente os frutos sdo divididos em l6culos, nos quais as sementes encontram-
se imersas na mucilagem placentéaria (FILGUEIRA, 2008; BRITO JUNIOR, 2012).

O fruto do tomateiro € fonte de diversas vitaminas (A, B e C) e sais minerais,
como fadsforo, ferro, potassio e magnésio, além de possuir excelente palatabilidade (KEIKO,
1980). Possui, em sua composi¢do 93 a 95% de agua e 5 a 7% de compostos inorganicos
(FILGUEIRA, 2008). Além disso, possui baixo valor calorico, baixo teor de massa seca e rico
em licopeno, que é um composto bioativo com propriedades antioxidantes, importantes na
prevencdo de doencas cronicas, especialmente cénceres e doencas cardiacas
(ANDREUCCETTI et al., 2005; SHIRAHIGE et al., 2010; CRUZ et al., 2012).
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O ciclo de cultivo do tomateiro pode variar de 4 a 7 meses, incluindo-se de 1 a 3
meses de colheita. Em casa de vegetagéo, o ciclo e a colheita podem prolongar-se ainda mais.
A floracéo e a frutificacdo ocorrem juntamente com a vegetacdo. A planta possui dois habitos
de crescimento, determinado e indeterminado, que condicionam a conducdo da cultura
(FONTE & SILVA, 2005).

O habito de crescimento indeterminado é aquele que ocorre na maioria dos
cultivares de mesa, destinadas ao consumo in natura que séo tutoradas e podadas, com caule
atingindo mais de 2,5 m de altura. Ocorre dominancia da gema apical sobre as gemas laterais,
que se desenvolvem menos. O crescimento vegetativo da planta é vigoroso e continuo,
ocorrendo juntamente com a producéo de flores e frutos (FILGUEIRA. 2008).

O habito de crescimento determinado ocorre nas cultivares melhoradas ou
desenvolvidas especialmente para cultura rasteira, com a finalidade agroindustrial. As hastes
podem atingir apenas 1 m, apresentando um cacho de flores na extremidade. O crescimento
vegetativo é menos vigoroso e as hastes crescem mais uniformemente e a planta assume a
forma de uma moita. Cada um destes segmentos possui caracteristicas intrinsecas na sua
cadeia produtiva, no que se refere a producdo, beneficiamento, processamento e
comercializacdo. (FILGUEIRA, 2008).

O tomateiro possui numerosas cultivares que sdo didaticamente reunidas em cinco
grupos, os quais sdo divididos conforme as caracteristicas do fruto e da planta, sendo estes:
Santa Cruz, Salada, Cereja, Italiano e Agroindustrial (FILGUEIRA, 2008). O grupo Santa
Cruz, representado pela cultivar Santa Clara, que foi a cultivar mais plantada na década de
1990, é o que predomina na cultura tutorada pela notavel resisténcia dos frutos ao manuseio.
O tomateiro do tipo cereja Solanum lycopersicum var. cerasiforme tem se tornado uma boa
alternativa para os agricultores, uma vez que possui maior rusticidade, tolerancia a pragas e
doencas, alto valor de mercado, maior produtividade e boa aceitacdo por parte dos
consumidores (AZEVEDO FILHO & MELO, 2001).

Importancia econémica da cultura do tomateiro

Mundialmente, o tomate é a segunda hortalica mais cultivada, sendo a China o
maior produtor mundial, seguida da India e dos Estados Unidos. Atualmente, o Brasil é o
maior produtor da América Latina e ocupa o nono lugar no ranking da produgdo mundial,
com a producdo de 4,1 milhdes de toneladas, plantadas em uma &rea de 59.738 hectares
(IBGE, 2019). Em 2017, a regido Centro-Oeste foi a responsavel pela maior producdo de
tomate, com aproximadamente 1,8 milh&o de toneladas, sendo o estado de Goias o principal
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produtor, seguida pelas regides Sudeste e Sul. A regido Nordeste, na safra de 2017, ocupou a
42 posicdo 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, ocupa a 9% posicao no ranking
nacional de producdo de tomate e, na safra de 2017, foi responsavel por 3,29 % da producéo
nacional, produzindo 123.451 toneladas em 2.532 ha de &rea plantada, com produtividade de
48.517 kg/ha (IBGE, 2019).

O tomate € uma hortalica importante, tanto pelos aspectos socioecondmicos
quanto pelo teor nutricional e nos ultimos anos a producdo de tomate para 0 consumo in
natura tem passado por grandes transformacgdes tecnoldgicas. A crescente demanda por
hortalicas de qualidade tem impulsionado alteracbes nas técnicas de producdo. Verifica-se
gradual substituicdo do plantio de hortalicas em solo para o cultivo em substrato,
principalmente quando a presenca de patdgenos no solo impossibilita sua exploracéo
(FERNANDES, 2006). Devido a importancia que essa cultura representa, o cultivo em
ambiente protegido e a utilizagdo de cultivares de elevada produtividade tem sido buscado
como alternativas para aumentar a producdo e minimizar os problemas comumente
encontrados no cultivo convencional (SELEGUINI, 2005; BRITO JUNIOR, 2012).

O cultivo de tomate é considerado uma atividade de alto risco, principalmente
pela grande susceptibilidade da cultura ao ataque de pragas e doengas, oscilacdes nos pregos
de mercado e exigéncias de insumos e servicos (FERNANDES et al., 2007). A ocorréncia de
doencas € um dos fatores que mais preocupam os tomaticultores e, certamente, constituem as
principais causas para a diminuicdo da producdo (MACEDO, 2016). A cultura do tomateiro é
afetada por um amplo espectro de patégenos (FILGUEIRA, 2008), incluindo 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), apresentando importancia variada, sendo as espécies do

género Meloidogyne as que mais afetam negativamente a cultura.

O género Meloidogyne
Caracteristicas gerais

O primeiro relato de plantas infectadas por nematoides em raizes data de 1855,
quando Berkeley, trabalhando na Inglaterra descobriu que havia uma associagdo entre um
pequeno verme do solo com a formacdo de nddulos nas raizes de pepino (MOURA, 1996).
No Brasil, tumores em raizes foram constatadas pela primeira vez em 1877 por C. Jobert em

cafezais apresentando declinio, na entdo Provincia do Rio de Janeiro (FERRAZ &
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MONTEIRO, 1995). A referéncia ao género Meloidogyne foi feita pelo zo6logo suico Emilio
Goeldi, em 1887, em raizes de cafeeiro que apresentavam pequenas e numerosas estruturas as
quais foram denominadas de galhas. Estas continham ovos elipticos e pequenos animais
vermiformes, descritos detalhadamente no seu "Relatério sobre a Moléstia do Cafeeiro na
Provincia do Rio de Janeiro". O nome proposto por Goeldi ao nematoide que estudou (1887)
foi de M. exigua, descrevendo, nessa ocasido, a importancia do patdégeno para a cultura
(MOURA, 1998). Chitwood (1949) revisou o género Meloidogyne, aceitando M. exigua como
espécie-tipo e descrevendo cinco novas espécies. O autor postulou que todas as especies
formadoras de galhas pertenceriam ao género Meloidogyne (LORDELLO, 1992).

Com o decorrer dos anos, novas espécies foram descritas e o género Meloidogyne
tornou-se 0 de maior importancia econdmica e de maior interesse no mundo (FERRAZ,
2001). As quatro espécies mais disseminadas sdo M. incognita, M. javanica, M. arenaria e M.
hapla, associadas as maiores perdas para agricultura mundial (CARNEIRO & ALMEIDA,
2001).

O género Meloidogyne Goeldi, 1887, pertence a classe Chromadorea, ordem
Rhabditida, subordem Tylenchina, infraordem Tylenchomorpha, superfamilia Tylenchoidea e
familia Meloidogynidae (KARSEN & MOENS, 2006). As espécies do género Meloidogyne
descrita por Goeldi (1887) constituem uma pequena parte do filo Nematoda, que
compreendem os nematoides em geral, incluindo os parasitas do homem, dos animais e de
plantas, além de espécies de vida livre presentes no solo, agua doce e no mar (MAGGENTI,
1981).

Os nematoides formadores de galhas constituem um grupo polifago de parasitas
de plantas economicamente importantes. Estes nematoides estdo distribuidos ao redor do
mundo, parasitando uma ampla variedade de espécies de plantas superiores (MOENS et al.,
2009). Sua ampla distribuicdo mundial, extensa gama de hospedeiros, habilidade de se
reproduzirem em uma faixa ampla de temperatura, a interagdo com outros organismos
patogénicos e seu dificil controle coloca este nematoide dentre os principais patdgenos
responsaveis pela limitacdo da produtividade agricola mundial (LORDELLO, 1984; SASSER
& CARTER, 1985; FERRAZ & MONTEIRO, 2011; JONES et al., 2013).

O parasitismo desses nematoides influencia diretamente o desenvolvimento das
plantas, ocasionando deformacdo, subdesenvolvimento radicular e redugdo na absorcdo de
agua e nutrientes, aliado a formacgéo de galhas em todo o sistema radicular. Estas alteraces
prejudicam a fisiologia e a nutricdo da planta, tendo como consequéncia um menor

desenvolvimento da parte aérea, clorose generalizada nas folhas, reducdo na produtividade,
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além de predispor a planta a outros patégenos, em especial a fungos e bactérias do solo, a
estresses ambientais e mesmo causar a morte da planta (TIHOHOD, 2000, ASMUS, 2001,
GOMES et al., 2008) .

Importéancia do género Meloidogyne

No Brasil, esses nematoides se constituem como fator limitante a produtividade
agricola de diversas culturas como, tomate e outras culturas olericolas, café, cana-de-agucar,
soja, fruteiras, dentre outras. Mais de 2.000 especies de plantas ja foram relatadas sendo
parasitadas por, pelo menos 100 espécies do género Meloidogyne, representando grande
ameaca a producdo agricola em escala mundial (SASSER, 1980).

No Brasil, ja foram descritas 20 espécies deste nematoide, 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 & 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).

Espécies como M. incognita, M. javanica, M. arenaria, M. hapla e mais
recentemente M. enterolobii, s&o comumente relatadas causando problemas para a agricultura
em diversas regides do pais (FERRAZ & MONTEIRO, 2011; CARNEIRO et al., 2006). No
final da década de 80, aproximadamente 95% dos prejuizos atribuidos aos nematoides das
galhas na agricultura mundial eram causados por M. incognita, M. javanica, M. arenaria e M.
hapla, (MOURA, 1996). Esta situacdo continua sendo mantida apesar do elevado numero de
novas espécies desses géneros terem sido descritas (CARNEIRO et al., 2016).

Silva et al. (2016) realizaram um levantamento das espécies de Meloidogyne, em
11 microrregides no estado do Ceara, e verificaram que as espécies M. incognita e M.
enterolobii foram as mais frequentes nas areas amostradas, afetando cultivos de hortalicas e
de frutiferas. Além disso, verificou-se também a ocorréncia de uma nova espécie no Brasil
pertencente ao género Meloidogyne, parasitando mamao, noni, repolho e Canapum sp. em
quatro localidade do estado do Cearé (SILVA & SANTOS, 2012; SILVA, 2014). A espécie
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foi identificada através de estudos morfolégicos, bioldgicos e moleculares como sendo M.
konaensis Eisenback, Bernard & Schmitt, 1994 (MONTEIRO et al., 2016), esta espécie foi
primeiramente relatada e descrita ocorrendo naturalmente em populacées isoladas a partir de
plantas de café (Coffea arabica L.) na ilha do Kona, Havai, EUA (EISENBACK et al., 1994).

Em geral, a ocorréncia dos nematoides das galhas estad quase sempre associada a
regides quentes. As espécies pertencentes ao género Meloidogyne sobrevivem em regides com
temperatura de solo acima de 28 °C. Entretanto, algumas espécies sao tipicas de clima frio,
como a M. hapla que é frequentemente encontrada em regifes de clima ameno e tolera
temperatura de solo abaixo de 12 °C. As espécies M. incognita e M. javanica sdo mais
cosmopolitas, sendo mais frequentes em regides de clima quente, predominando nas regides
tropicais e sdo bem adaptadas as diferentes condicBes climaticas brasileiras (TAYLOR &
SASSER, 1978; EMBRAPA, 2003).

As perdas ocasionadas pelos nematoides das galhas no Brasil séo estimadas entre
5 e 15%, dependendo da cultura (LORDELLO, 1984). Em tomateiros cultivados em campo,
Charchar e Aragdo (2003) relataram que as perdas causadas por espécies do género
Meloidogyne podem variar de 14 a 24%, e em estufas, as perdas tendem a ser maiores,

variando de 15 a 44%, devido a ocorréncia de temperaturas elevadas no interior da estufa.

Aspectos bioldgicos do género Meloidogyne

Os nematoides pertencentes ao género Meloidogyne sdo endoparasitas sedentarios
e sdo conhecidos por provocarem 0 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 s&o
formadas pela prépria planta, como reacdo a toxinas introduzidas pelos nematoides. Tal fato,
compromete a absorcdo de nutrientes e agua, provocando subdesenvolvimento, murcha e
deficiéncia nutricional (FERRAZ & MONTEIRO, 2011; FREITAS et al., 2012).

Ha& uma diferenciacdo no formato dos corpos dos individuos adultos do género
Meloidogyne chamada dimorfismo sexual, em que as fémeas sdo globosas e os machos
fusiformes (CARNEIRO et al., 2016). A fémea possui comprimento variando de 0,3 mm a 2
mm e diametro meédio de 0,4 mm, formato globoso, coloragdo esbranquicada, estilete curto e
vulva subterminal, proxima ao anus (LUC et al., 1990; TIHOHOD, 1993).

O ciclo bioldgico do nematoide das galhas dura em média quatro semanas, com
faixa ideal de temperatura de 25 a 30 °C. Este patdgeno passa por seis estadios de

desenvolvimento: ovo, quatro juvenis (J1, Jz2, J3, J4) e adultos, sendo bastante influenciado por
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fatores como temperatura, umidade e planta hospedeira. (BLUM, 2006). Cada fémea € capaz
de produzir cerca de 400 a 2.500 ovos, gerando assim, um aumento da populagédo em curtos
periodos de tempo (MOENS et al., 2009; FERRAZ & MONTEIRO, 2011).

A fémea deposita seus ovos em uma matriz gelatinosa denominada massa de
0vos, na maioria das vezes, externamente a raiz, podendo também ocorrer internamente no
parénquima cortical. Algumas horas ap6s a deposicdo, inicia-se o desenvolvimento
embrionario, no qual ocorrem sucessivas divisdes celulares até que ocorre a formacdo do
juvenil de primeiro estadio (J1). Este individuo passa pela primeira ecdise ainda dentro do
ovo, dando origem ao juvenil de segundo estadio (J2). A eclosdo do J. ocorre quando as
condicGes ambientais sdo favordveis a sua sobrevivéncia, tais como temperatura apropriada,
disponibilidade de oxigénio e niveis de umidade do solo adequados. Assim, o0 J2 eclode do
ovo por forga mecanica exercida por seu estilete, e também pela acdo das quitinases, lipases,
proteinases e colagenases produzidas nas glandulas esofagianas e liberadas através do estilete
(EISENBACK & TRIANTAPHYLLOU, 1991; PERRY et al., 1992; TIHOHOD, 2000;
ABAD et al., 2009; MOENS et al., 2009).

A ecloséo forcada por algum agente externo pode causar reducdes no inéculo pela
morte por falta de alimento, devido a eclosdo na auséncia do hospedeiro (SALGADO et al.,
2007). Por outro lado, quanto maior o tempo que o juvenil leva para eclodir ap6s a exposi¢do
ao estimulo, maior serd o consumo de lipideos do seu corpo, €, consequentemente, menor a
infectividade e desenvolvimento (DIAS-ARIEIRA et al., 2002).

Apbs a eclosdo, seguindo um gradiente de concentracdo de exsudatos radiculares,
0 J orienta seu movimento em direcdo a raiz e a penetra na regido da zona de alongamento
celular. Ao penetrar, o individuo J> migra no interior da raiz, atravessa o parénquima cortical,
alcancando a regido de alongamento celular no cértex, onde estabelece o seu sitio de
alimentacdo e inicia o parasitismo. Por meio de seu estilete, 0 J injeta secre¢des produzidas
em suas glandulas esofagianas as quais causam alteracbes morfologicas e fisioldgicas,
causando hipertrofia e hiperplasia de células, dando origem as células gigantes, que
aumentam de tamanho e passam a fornecer alimento ao nematoide, que se torna sedentario
(TAYLOR & SASSER, 1983; ZHAO et al., 2000; MOENS et al., 2009).

Definido seu sitio de alimentacdo, o J> aumenta de tamanho e seu corpo passa a
ter uma forma salsichoide, perdendo a mobilidade e tornando-se sedentario. Nesse estadio
comegam a multiplicacdo e o desenvolvimento dos primérdios sexuais. Se ocorrer a formacéao
de apenas um prolongamento no primordio sexual, desenvolvera um macho. Se formar,

bifurcadamente, dois prolongamentos, resultara numa fémea. Ao atingir 0 seu maximo
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crescimento, o juvenil de segundo estadio passa por outras duas ecdises, originando 0s juvenis
do terceiro estadio (J3) e posteriormente juvenil do quarto estadio (J4). Finalmente, ocorre uma
quarta e ultima ecdise, que origina os individuos adultos (macho ou fémea) (LORDELLO,
1984; MOURA, 1996; ZHAO et al., 2000; MOENS et al., 2009; FERRAZ & MONTEIRO,
2011; FERRAZ & BROWN, 2016).

A formacdo do macho acontece durante o quarto estadio juvenil (Js), onde este
individuo sofre uma rapida metamorfose, seu corpo se alonga e adquire aspecto fusiforme, por
fim, emergird um individuo completamente desenvolvido, provido de estilete e espiculas, e
deixa a raiz (ZHAO et al., 2000; MOENS et al., 2009; FERRAZ & MONTEIRO, 2011) .

As fémeas, ap6s a quarta ecdise, tém seu corpo aumentado, adquirindo formato
globoso. O completo amadurecimento da fémea culmina com o inicio da postura de ovos.
Estas fémeas produzem ovos durante trés semanas, depois desse tempo, cessa a producao,
sendo capazes de produzir até 2.500 ovos (MOENS et al., 2009).

Em geral, a reproducdo dos nematoides das galhas ocorre por partenogénese, na
qgual ndo hd a fecundacdo dos oOvulos, podendo ser meidtica facultativa ou mitética
obrigatdria. Contudo, em alguns casos raros pode ocorrer por anfimixia. Em condicdes
normais, e com indice adequado de parasitismo, hd uma predominancia de individuos adultos
fémeas (EISENBACK & TRIANTAPHYLLOU, 1991). Entretanto, em condi¢cdes adversas,
0s juvenis que originariam fémeas, tornam-se machos, ocorrendo a formacéo de testiculos ao
invés de ovarios. Esse fendbmeno é conhecido como reversdo sexual. Trata-se de um
mecanismo de sobrevivéncia desses nematoides, garantindo a sobrevivéncia das fémeas
formadas em condicbes desfavordveis (FREITAS et al., 2006). No entanto, Costa (2017),
relatou a presenca de varios machos em raizes de tomateiro 'Santa Clara' 40 dias apds
inoculacdo, cujo nimero aumentou aos 60 dias apds inoculacdo. Relato de grande nimero de
machos foi também realizado por Silva em raizes de coleus (Solenostemus scutelarioides L.
(Codd.)).

Meloidogyne incognita (Kofoid & White, 1919; Chitwood, 1949)

A espécie M. incognita destaca-se como uma das mais importantes dentro do
género Meloidogyne, pois trata-se de uma espécie polifaga, com ampla distribuicdo mundial,
sendo comumente encontrada em regiGes de clima tropical e temperado (MOURA, 1996;
TRUDGILL & BLOK, 2001; KARSSEN & MOENS, 2006). Em um levantamento realizado

por Campos (2000), verificou-se que em 97% das espécies vegetais parasitadas por
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Meloidogyne encontram-se as espécies M. incognita e M. javanica, infectando plantas
daninhas, espécies florestais, frutiferas, culturas anuais e perenes e hortaligas em geral.

Apesar de se reproduzirem por partenogénese mitdtica, a espécie M. incognita
apresenta uma rapida colonizacdo e adaptacdo em ambientes desfavoraveis e isso,
possivelmente, Ihe confere vantagens em termo de parasitismo e capacidade de causar danos
em plantas, uma das razGes pelas quais é considerada uma das mais destrutivas patégenos do
mundo (TRUDGILL & BLOK, 2001).

A capacidade de parasitar uma extensa gama de especies vegetais e cultivares, é
devido a variabilidade genética existente em M. incognita, podendo ser observada pela
existéncia de quatro racas fisiologicas (SASSER, 1980) e por fenétipos isoenzimaticos
variantes (SANTOS et al., 2012; MONTEIRO, 2016).

A identificacdo de racas pode ser feita utilizando hospedeiras diferenciadoras,
tendo como base a preferéncia alimentar, gerando uma resposta positiva ou negativa a
infeccdo em determinadas espécies vegetais. As racas de uma mesma espécie de Meloidogyne
ndo podem ser diferenciadas morfologica, bioguimica ou molecularmente (HARTMAN &
SASSER, 1985; FREITAS et al., 2006).

As quatro racas de M. incognita reproduzem-se em tomateiro ‘Rutgers’; em
melancia (Citrulus lanatus L.) ‘Charleston Gray’ e em pimentao (Capsicum annum L.) ‘Early
California Wonder’ e, variam na resposta ao fumo (Nicotiana tabacum L.) ‘NC 95’ e ao
algodao (Gossypium hirsutum L.) ‘Deltapine 61’, ocorrendo ou ndo a presenca de galhas.
Nenhum dos quatro bidtipos se multiplica em amendoim (Arachis hypogaea L.) ‘Florunner’
(HARTMAN & SASSER, 1985).

Considera-se raca 1, quando ndo ocorre infeccdo em algoddo e fumo; a raga 2
guando infecta apenas fumo; raca 3 quando infecta apenas algoddo e raca 4 quando ha
infeccdo em ambas as espécies. No mundo, a raga que ocorre com mais frequéncia € a raca 1,
segundo Tihohod (1993); Moura (1996) 67% s&o da raca 1, 8% da raca 2, 11% da raca 3 e
raga 4 com 4% de ocorréncia em plantas.

As fémeas de M. incognita apresentam corpo em formato globoso. Seus padrbes
perineais tipicos sdo arco dorsal elevado, anguloso, sulcos laterais ausentes, campo lateral
apresentando estrias com bifurcacbes e interrupcfes (EISENBACK, 1985; HUNT &
HANDOO, 2009). Os machos possuem corpo em formato vermiforme, sdo migradores e
medem 700-2.000 pm de comprimento (HUNT & HANDOO, 2009).

A observagéo dos padrbes da regido perineal de Meloidogyne spp. foi uma das

principais formas utilizadas na identificacdo de espécies do género. Entretanto, nas ultimas
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décadas, essa técnica passou a ser menos utilizada, devido & ocorréncia de variagdes nas
configuragBes perineais, dentro e entre as espécies, resultando em identificagbes equivocadas
(FERRAZ & MONTEIRO, 2011; MOURA, 1996; CARNEIRO et al., 2016). Atualmente,
técnicas moleculares e bioquimicas tém sido estudadas e utilizadas como ferramenta para
identificacdo de fitonematoides, dentre elas o uso de marcadores isoenzimaticos, PCR
(Polymerase Chain Reaction), sequenciamento de DNA e analises filogenéticas (CARNEIRO
et al., 2005; BLOK & POWERS, 2009). Os padrdes enzimaticos se mostraram Uteis na
identificacdo das quatro espéecies mais comuns dos nematoides das galhas M. incognita, M.
arenaria, M. javanica e M. hapla) (CARNEIRO et al., 2000, MONTEIRO, 2016).

Meloidogyne arenaria (Neal, 1889) Chitwood, 1949

A espécie M. arenaria € cosmopolita, podendo ser encontrada em regides regido
tropicais e subtropicais, e é raramente encontrada em regides frias (CARNEIRO et al., 2008).
E a espécie com maior variagdo morfoldgica, isoenzimatica, citoldgica e molecular, dentro do
género Meloidogyne (EISENBACK & TRIANTAPHYLLOU, 1991), e se reproduz por
partenogénese mitotica obrigatoria (TRIANTAPHYLLOU, 1985).

O primeiro relato de M. arenaria ocorreu nos Estados Unidos (Florida),
parasitando plantas de amendoim, ainda no século XIX. No Brasil, foi relatada na década de
1950, infectando a cultura da soja. Trata-se de uma espécie altamente polifaga, que ataca uma
extensa lista de monocotiledoneas e dicotileddneas. A cultura do amendoim é considerada
como sendo uma importante espécie hospedeira, entretanto hd populacdes da espécie M.
arenaria que nao conseguem parasita-la (SILVA, 2014).

S&o reconhecidas duas ragas de acordo com as hospedeiras diferenciadoras: a raca
1 que causa infeccdo em amendoim e a raca 2 que ndo causa infeccdo em amendoim. A raca 1
dessa espécie parasita as cultivares de pimentdo ‘Early California Wonder’ e amendoim
‘Florunner’, enquanto que a raga 2 ndo parasita pimentdo e amendoim (HARTMAN &
SASSER, 1985).

As populagbes de M. arenaria apresentam mais variagdes em seus padrfes de
configuracdo perineal e enzimatico que as outras espécies também muito comuns como M.
javanica, M. incognita e M. hapla. Seu padrdo perineal varia de oval a arredondado,
geralmente com arco dorsal baixo, achatado com estrias lisa ou ligeiramente ondulada,
continua ou quebrada, ligeiramente inclinada para a ponta da calda na linha lateral e formacéo
de ombros na porgdo lateral do arco. Em M. arenaria sdo observados trés fenotipos de

esterase mais comuns (Al, A2 e A3). O fendtipo de atividade da enzima malato
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desidrogenase, varia de N1 a N3 de acordo com a populacdo (ESBENSHADE &
TRIANTAPHYLLOU, 1985; CARNEIRO et al., 2000; COFCEWICZ et al., 2005).

A reproducdo de M. arenaria ocorre por partenogénese mitotica, e a duragcdo do
ciclo de vida dura, em média, de 3 a 4 semanas, sendo o ciclo mais curto em faixas de
temperaturas de 25 a 27 °C. Em hospedeiros menos favoraveis, a duracdo pode se estender
por periodos mais longos (HARTMAN & SASSER, 1985).

Meloidogyne enterolobii Yang e Eisenback, 1983

O primeiro relato desta espécie ocorreu na ilha de Hainan no sul da China,
parasitando raizes de Enterolobium contortisiliquum (Vell.) Morong, (YANG &
EISENBACK, 1983). No Brasil, a espécie M. enterolobii foi assinalada pela primeira vez nos
municipios de Petrolina (PE), Curacad e Manigoba (BA), em plantios comerciais de goiabeira
causando danos severos. Inicialmente, esta espécie foi descrita como M. mayaguensis
(CARNEIRO et al., 2001). Entretanto, apds estudos envolvendo analises morfoldgicas, gama
de hospedeiros, fendtipos de isoenzimas e sequenciamento do DNA mitocondrial (mtDNA),
verificou-se que se tratava da espécie anteriormente descrita (XU et al., 2004). Deste modo, o
nematoide anteriormente conhecido como M. mayaguensis passou a ser considerado como
sinonimia de M. enterolobii (PERRY et al., 2009).

O parasitismo por M. enterolobii causa declinio generalizado da espécie
hospedeira. Em goiabeira, os sintomas caracteristicos nas raizes sdo o0s de galhas,
apodrecimento e auséncia de raizes finas e na parta aérea bronzeamento, amarelecimento,
queima dos bordos e queda da folha e, frequentemente, 0 nematoide provoca a morte da
planta (GOMES et al., 2008).

Apdbs o seu primeiro relato em 2001, esta espécie foi detectada em diferentes
regides do pais, parasitando goiabeiras em plantios comerciais nos estados do Rio de Janeiro
(LIMA et al., 2003), Rio Grande do Norte (TORRES et al., 2004), Ceard (TORRES et al.,
2005), Séo Paulo (ALMEIDA et al., 2006), Parana (CARNEIRO et al., 2006), Piaui (SILVA
et al., 2006), Espirito Santo (LIMA et al., 2007), Mato Grosso do Sul (ASMUS et al., 2007),
Santa Catarina e Rio Grande do Sul (GOMES et al., 2008) e Minas Gerais (NEVES &
MONTEIRO, 2010).

Esta espécie de nematoide, no entanto, € considerada polifaga, uma vez que parasita
numerosas outras espécies vegetais incluindo olericolas, ornamentais, fruteiras, culturas
anuais e inclusive aracazeiros selvagens (MARANHAO et al., 2001; CARNEIRO, 2003;
LIMA et al., 2003; ALMEIDA et al., 2008) e plantas daninhas (RICH et al., 2009).
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No submédio S8o Francisco o ataque do nematoide M. enterolobii provocou
reducdo da éarea plantada de goiabeira de 6.000 para 1.668 hectares, em apenas seis anos. Nos
pomares que ainda se cultivam a goiabeira, a doenca continua a avancar de forma que os
especialistas estimam uma reducdo 10% ao ano da producdo, 0 que torna uma ameaca
concreta & permanéncia do cultivo da goiaba para os produtores da regido (RIBEIRO &
CASTRO, 2007).

A configuracdo perineal das fémeas de M. enterolobii varia de circular a ovalada,
tendo seu arco dorsal variando de arredondado a trapezoidal, podendo ser alto ou baixo. As
estrias sdo largamente espacadas com a regido da cauda grande, circular e geralmente sem
estrias, com as linhas laterais quase sempre ausentes. Nos machos, a regido cefalica € alta e
retangular e ndo projetada para fora do corpo. Na fase de juvenil de segundo estadio, a cauda
afila-se gradualmente até a ponta terminal (CARNEIRO et al., 2001).

A capacidade de infectar plantas resistentes a outras espécies de Meloidogyne
caracteriza a espécie de M. enterolobii como sendo altamente virulenta e a torna uma ameaga
a diversas outras culturas de interesse econdmico. Estudos mostraram que M. enterolobii foi
capaz de quebrar a resisténcia do tomateiro cv. Rossol, da batata-doce (Ipomoea batatas L.)
cv. CDH e da soja (Glycine max L.) cv. Forest, todas resistentes a M. incognita, M. javanica e
M. arenaria (CARNEIRO et al., 2001; CARNEIRO et al., 2006). Cantu et al. (2009),
avaliando a resisténcia de oito porta-enxertos de tomate a M. enterolobii considerados
resistentes a M. incognita, M. javanica e M. arenaria, constatou que todas foram suscetiveis a
M. enterolobii, demonstrando a capacidade de quebra da resisténcia do gene Mi em tomate e
em outras espécies vegetais antes consideradas resistente a Meloidogyne spp.

Além da goiabeira, no Ceara, a espécie M. enterolobii foi relatada ocorrendo
naturalmente em espécies frutiferas, hortalicas, ornamentais, plantas medicinais e invasoras.
(SILVA, 2014), confirmando o seu alto grau de polifagia.

As associacbes de M. enterolobii com as plantas daninhas podem torna-las
eficientes hospedeiras em areas cultivadas. Dessa maneira a rotacdo de cultura ou o alqueive,
periodicamente, permitem que essas plantas invasoras sejam eliminadas das areas cultivadas,

evitando a multiplicacdo dos nematoides e aumento de sua populagdo (CASTRO et al., 2007).

Meloidogyne konaensis Eisenback, Bernard & Schmitt, 1994
A espécie M. konaensis foi descoberta em 1991 e descrita em 1994 a partir de
populacdes isoladas de plantas de café (Coffea arabica L.) no Havai, na ilha de Kona, nos

Estados Unidos (EISENBACK et al., 1994). Esta especie limita a producdo do cafeeiro no
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Havai conhecida como declinio do café, cujos sintomas sdo amarelecimento das folhas,
murcha e possivel morte da planta (EISENBACK et al., 1994; NELSON et al., 2002).

Na década de 1990, com a expansao da cultura do café no Havai, ocorreu também
a disseminacdo do M. konaensis na ilha, provavelmente, devido ao fato da utilizacdo de
mudas de café infectadas. Em 2001, 85% das &reas produtoras de café em Kona estavam
infectadas com este patdgeno, causando uma reducdo de cerca de 20-25% na producédo
(NELSON et al., 2002).

No Brasil, o primeiro relato de M. konaensis, ocorreu no estado do Ceara,
infectando plantas de repolho (Brassica capitata L.), mamédo (Carica papaya L.), noni
(Morinda citrifolia L.) e canapum (Physalis angulata L.) em diferentes localidades do
Estado. Através do método de eletroforese de isoenzimas, verificou-se a presenca de
populacdes atipicas de Meloidogyne, as quais diferiam de todas as espécies de Meloidogyne ja
relatadas no Brasil (SILVA, 2014). Por meio de abordagens morfoldgicas, morfométricas,
citologicas, bioquimicas, hospedeiras diferenciadoras e técnicas moleculares, foi possivel a
identificacdo da espécie como sendo a mesma do Havai, M. konaensis. Contudo, os isolados
encontrados no Brasil ndo causam infec¢cdo no cafeeiro (MONTEIRO, et al., 2016).

Diferentemente do Brasil, o0 M. konaensis no Havai foi encontrado, ocorrendo
naturalmente, apenas em café. Entretanto, verificou-se que, em condicdes de casa de
vegetacdo, este nematoide apresentou uma elevada taxa de reprodu¢do em tomateiro, além da
capacidade de se desenvolver em uma ampla faixa de temperatura (ZHANG & SCHMITT,
1994).

O corpo das fémeas tem formato de pera, podendo variar no tamanho,
apresentando, na maioria das vezes, pescoco longo e proeminente e curvados para Varios
angulos do corpo. Os padrdes perineais sdo varidveis em formato e sdo similares a M.
incognita com arco dorsal alto e quadrangular e a M. arenaria com o arco dorsal baixo e
arredondado. As estrias sdo grossas e, em alguns casos suavemente continuas a onduladas,
algumas vezes com linhas laterais (EISENBACK et al., 1994; MONTEIRO et al., 2016).

Os machos possuem corpo vermiforme, arredondado posteriormente. A regido
labial é alta e arredondada, e a regido anterior sem anelacBes. O estilete com grandes
projecdes na haste, € o caracter diagnostico mais utilizado para identificar M. konaensis
(EISENBACK et al., 1994; MONTEIRO et al., 2016).

Os padrdes perineais desta espécie podem variar entre as caracteristicas dos
padrdes de espécies como M. arenaria e M. incognita. Em estudos realizados no Havai,

observou-se que M. konaensis apresenta trés fenotipos diferentes de esterase, sendo estes Est
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F1 (=Est P1), Est 11 (= M. incognita) e Est F111, variando de acordo com a espécie hospedeira
(SIPES et al., 2005).

Métodos de controle de fitonematoides

Vérios métodos de controle tém sido empregados, buscando manter as populagdes
de fitonematoides abaixo do nivel de dano econdmico, contudo, nem sempre isso ocorre. A
melhor medida a ser tomada para manejo desses patdgenos, ainda é a preventiva, evitando a
introducdo dos mesmos em areas livres. As 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. A analise prévia do solo e
de raizes de vegetacdo espontanea presentes em areas de historico desconhecido é também um
cuidado que deve ser observado no controle do patégeno (TIHOHOD, 1993; FERRAZ et al.,
2012)

Uma vez que o nematoide foi introduzido nas &reas de cultivo, é necessario adotar
praticas que mantenham a populacdo de fitonematoides em baixos niveis, para permitir a
utilizacdo do local, visto que, apds seu estabelecimento no campo a sua erradicacdo é muito
dificil (TIHOHOD, 1993).

Tem-se dentre as principais medidas de controle para fitonematoides préaticas
como a rotacdo de culturas, o uso de plantas antagonistas, as culturas armadilhas, as
variedades resistentes, o pousio, a solarizacdo, o revolvimento do solo, o controle bioldgico e
o controle quimico (FERRAZ et al. 2012).

Durante muito tempo, 0 uso de nematicidas foi 0 método mais utilizado no
controle de fitonematoides, devido a sua elevada eficiéncia e relativa facilidade de aquisicéo e
de sua aplicacdo. Contudo, a busca por uma exploracao agricola sustentavel, economicamente
viavel e que ndo agrida 0 meio ambiente e a salde humana e animal, tem causado restricdes
no uso desses produtos. Embora este método represente a possibilidade mais viavel do ponto
de vista econdmico apds o estabelecimento da cultura, também tem demonstrado inimeras
limitagdes, como por exemplo, a natureza temporéaria do controle obtido, a possibilidade de
acumulacdo dos residuos toxicos no solo e risco a saude humana (CHITWOOD, 2002;
STARR et al., 2007). Este fato, tem alavancado estudos por métodos alternativos de controle
que atendam estes requisitos e sejam eficientes no controle dos fitonematoides.

Uma das possibilidades para o controle de fitonematoides, consiste em manter
uma area infestada sem o cultivo de espécies vegetais por algum tempo, técnica denominada

de pousio. Ao realizar esta pratica, é possivel observar uma reducdo significativa na
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populacdo de nematoides. No entanto, essa pratica nem sempre é eficiente. Em areas mantidas
em pousio durante oito meses, verificou-se, ap6s o transplantio de goiabeiras, a presenca de
M. enterolobii. Sugerindo a sobrevivéncia de ovos dormentes, em niveis populacionais néo
detectado (SOUZA et al., 2006).

Métodos de controle cultural, como a rotacdo de culturas com espécies ndo
hospedeiras e/ou antagonistas de nematoides, apresentam resultados positivos para o controle
desses patdgenos (COSTA & FERRAZ, 1990). Este método mantém as populacdes dos
nematoides abaixo do nivel de dano econdémico, e ndo oferecem riscos ao ambiente (FERRAZ
& VALLE, 2001). Entretanto, se torna pouco viavel, principalmente, em culturas perenes, que
apresentam grandes dificuldades para a implementagdo de tais metodologias (SASSER &
CARTER, 1985; STARR et al., 2002).

O gene Mi, identificado ha mais de cinquenta anos, confere resisténcia as plantas
de tomateiro quanto a infecgdo pelas espécies de nematoides das galhas M. incognita, M.
javanica e M. arenaria (GILBERT & MCGUIRE, 1956). Os nematoides sdo atraidos e
penetram nas raizes, contudo, em plantas resistentes ndo ha formacéo do sitio de alimentacdo,
impossibilitando o J> de desenvolver o parasitismo. Ao invés disso, desenvolve-se ao redor da
regido anterior dos juvenis um conjunto de células necréticas. Esse mecanismo de defesa é
denominado de reagéo de hipersensibilidade (DROPKIN, 1967).

Em culturas portadoras do gene Mi, os nematoides de galhas s&o controlados pelo
uso desse gene de resisténcia, o qual é proveniente da espécie Lycopersicon peruvianum (L.)
Mill, 1768, que foi empregado para conferir resisténcia a tomateiros comerciais. No entanto,
ja foram relatadas que populacGes de M. enterolobii foram capazes de quebrar a resisténcia
conferida por este gene em diferentes espécies botanicas, tais como o feijoeiro comum (IPA-
9), o caupi (IPA-206) e os cultivares de tomateiros Santa Cruz e Viradouro, portadores do
gene Mi de resisténcia, 0s quais se comportaram como suscetiveis a essa espécie de nematoide
(RODRIGUEZ et al., 2007),

O uso da resisténcia genetica € um dos métodos de controle de fitonematoides
mais eficientes e econdbmicos (ROBERTS, 1982). A utilizagdo desse método tem como
vantagens a diminuic¢do dos riscos de contaminacdo do ambiente, a supressdo da reproducgéo
dos nematoides, ndo requerendo equipamentos especiais para a sua utilizacdo e nao trazendo
custos adicionais ao produtor, além do custo de aquisi¢cdo 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, alem do
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fato de que as recomendacOes de variedades resistentes podem ser restritas a determinadas
regides devido ao clima e solo (FREITAS et al., 2008).

Os fitonematoides possuem uma grande quantidade de inimigos naturais, como
fungos, acaros, bactérias, nematoides predadores, dentre outros (DIJKSTERHUIS et al.,
1994). De acordo com Baker & Cook (1974), este mecanismo de controle envolve a acdo de
um ou mais organismos, resultando na reducdo de popula¢es de nematoides ou afetando a
capacidade dos mesmos em se alimentarem ou causar danos nas plantas. Segundo 0s mesmos
autores, o controle biologico pode ocorrer de forma natural, pela manipulagdo do ambiente ou
pela introducdo de um ou mais organismos antagonistas na area.

O uso de produtos a base de microrganismos tem aumentado a cada dia, porém,
ainda € uma alternativa pouco estudada e pouco aplicada em nivel de campo. O controle
biolégico dos nematoides apresenta inimeras vantagens em relacdo ao controle quimico, tais
como: ndo causam efeito danoso ao ambiente; ndo deixam residuos nos produtos colhidos;
ndo favorecem o surgimento de formas resistentes dos nematoides e ndo causam desequilibrio
na biota do solo (SOARES, 2006).

O fenébmeno da inducdo de resisténcia também conhecido como inducdo de
protecdo ou imunidade adquirida é definida como a ativacdo dos mecanismos latentes de
resisténcia em uma planta através de tratamentos com agentes externos que podem ser
bidticos (microrganismos) ou abiéticos (moléculas quimicas), sem que haja qualquer alteracdo
do genoma da planta tem sido utilizado no controle de fitonematoides (BENHAMOU &
BELANGER, 1998; ROMEIRO, 2000; CAVALCANTI et al., 2005).

A inducdo de resisténcia pode ocorrer em condicBes controladas e também no
campo, este método de controle apresenta vantagens como possuir um amplo espectro de acao
contra microrganismos, atua de forma sistémica, pode ser transmitido por enxertia e nao
impbe pressdo de selecdo sobre o patdgeno, dificultando a quebra de resisténcia. Por outro
lado, em alguns casos, a resisténcia pode ser parcial, incompleta e com o decorrer do tempo
pode ser necessario a reativacdo da inducdo com novas aplicacdes do agente indutor (SILVA
& RESENDE, 2001).

Uso de extratos vegetais no controle de fitonematoides

Alternativas de controle que sejam eficientes e garantam a sustentabilidade dos
agroecossistemas tém sido bastante estudadas. O uso de 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 solo e reduzindo os
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danos causados pelos nematoides (MORILLO; SILVA, 2015; MARTINS; SANTQOS, 2016;
FERREIRA et al., 2013; 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, volatilizagdo, lixiviacdo e decomposicdo dos residuos (HALBRENDT,
1996).

O incremento da demanda de producdo organica cria a necessidade de novas
tecnologias e produtos que viabilizem esse modelo de producdo. Entre as muitas taticas
utilizadas pelos produtores, o0 uso de plantas e seus metabolitos secundarios vém recebendo
atencdo especial. Cabe lembrar, que as propriedades das plantas sdo dependentes de sua
constituicdo quimica, e que essa pode ser influenciada por uma série de fatores como: idade e
estadio vegetativo da planta, pH do solo, estacdo do ano entre outros (SILVA et al., 2006).

Além da atividade inibitéria apresentada pelos metabolitos secundarios
produzidos pelas plantas, Bettiol et al. (2006) e Carvalho et al. (2009), salientaram que 0 uso
de produtos naturais no manejo fitossanitario das culturas tornam os produtos mais atrativos
ao consumidor, pelo fato de ndo apresentarem residuos toxicos prejudiciais a saide humana e
ao meio ambiente, ainda que empregados em quantidades elevadas.

Os metabdlitos sdo formados a partir do metabolismo secundario das plantas e ndo
sdo essenciais para 0 organismo sintetizador, estando geralmente relacionados com os
mecanismos de defesa (HOCHULI, 2001; TAIZ & ZEIGHER, 2004). Estes metabolitos
apresentam diversas funcdes importantes, dentre elas a protecdo contra o ataque de patdgenos
e herbivoros, alelopatia, atracdo de organismos favoraveis como os polinizadores, além das
acOes de protecdo contra os estresses abidticos (mudancas na temperatura, raios solares,
dentre outros) (EHLERT et al., 2013; FERREIRA et al., 2016). Os metabolitos secundarios
podem ser usados como medicamentos e no controle de pragas e doencas, de maneira direta
ou indireta (ARNASON et al., 1990) e seus efeitos variam, sendo toxicos, repelentes, inibindo
0 crescimento desenvolvimento e alimentagéo, interferindo no sistema hormonal, causando
até mesmo morte do organismo (BELL et al., 1990).

De acordo com Campos et al. (2014) os compostos produzidos pelo metabolismo
secundario incluem substancias aromaéticas, &cidos fendlicos, alcaloides e 6leos essenciais
(OE). Dentre esses grupos, os OE sdo os produtos de plantas que apresentam grandes
potencialidades no controle de doencas de plantas, uma vez que possuem propriedades
antiflngicas, antibacterianas, inseticidas e nematicidas, apresentando compostos que podem
substituir os agroquimicos (MONTEIRO et al., 2014; TOMAZONI et al., 2016;
TORRENEGRA-ALARCON et al., 2016; URIAS-ORONA et al., 2016).
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Plantas que possuem efeitos antagonicos a nematoides sdo promissoras para o
controle alternativo desse grupo de patdgenos, podendo ser utilizadas em rotacdo de culturas,
plantio intercalar ou aplicadas como tortas ou extratos vegetais (OLIVEIRA et al., 2005). A
utilizacdo de extratos podera ser uma ferramenta adicional para o uso integrado com outras
praticas dentro do manejo de nematoides (FERRAZ et al., 2010).

O controle de fitonematoides via extratos ou Oleos de origem vegetal com
propriedades nematicidas tem sido estudada por diversos pesquisadores em todo o mundo,
onde sdo testados metabolitos e componentes quimicos no controle do nematoide das galhas
(FERRIS & ZENG, 1999; CHITWOOD, 2002; MOREIRA et al, 2015).

O potencial nematicida das espécies vegetais se da pelo fato de possuirem uma
série de compostos, tais como proteinas, alcaloides, &cidos graxos, isotiocianatos e compostos
fenolicos que sdo tdxicos aos nematoides (CHITWOOD, 2002; CUNHA et al.,, 2003,
DEMUNER et al., 2003). Trabalhos realizados por Almeida et al. (2012), Baldin et al.
(2012), Mateus et al. (2014), Faria et al. (2015) Roncato et al. (2018) tém avaliado e
comprovado a eficécia de extratos vegetais sobre diferentes espécies de Meloidogyne.

Compostos quimicos com acdo nematicida foram isolados 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).

Os extratos e 6leos essenciais de plantas medicinais também sdo utilizados como
eliciadores na inducéo de resisténcia, onde a planta expressa um aumento na capacidade de
defesa a um amplo espectro de organismos, incluindo pragas e patégenos. Neste caso, a planta
ativa 0s seus mecanismos de defesa ap06s a percepc¢do de estimulos bidticos ou abidticos. A
utilizacdo de extratos vegetais no manejo de doencas como indutor de resisténcia apresenta
eficacia comprovada em diferentes patossistemas (STANGARLIN et al., 2011). Em ensaios
realizados por Formentine (2012), observou-se um aumento da atividade da enzima quitinase
em plantas de tomateiro pulverizadas com extratos aquosos de circuma (Curcuma longa) e
alecrim (Rosmarinus officinalis) e inoculadas com M. incognita, resultando na diminuigdo do
numero de galhas e numero de ovos, indicando atividade indutora desses extratos.

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 reproducéo (FR) do patégeno.

LOPES et al. (2005), analisando acdo de compostos extraidos por meio do uso de
extratos aquosos de folhas e de sementes de mucuna-preta, a 0,1 g.mL™, pulverizados em
plantas de tomateiro, verificaram uma reducédo significativa do namero de galhas e de ovos
nas plantas inoculadas com M. incognita de 26,5% e 29,7%, respectivamente, em relacdo a
testemunha em que foi aplicada agua destilada. Ao realizar estudos in vitro, Bharadwaj e
Sharma (2007) observaram a inibicdo da eclosdo de J> de M. incognita em 100%, ap0s 48
horas de exposi¢cdo dos ovos, nas diferentes concentragdes 6,6%, 10%, 13,3%, 16,6%, 20%,
do extrato aquoso oriundo de folhas de T. patula (cravo-de-defunto).

Em ensaios realizados por Franzener et al. (2007), observou-se gque a aplicacao de
extrato aquoso de flores de cravo-de-defunto no solo provocou a reducdo no nimero de
galhas, numero de juvenis no solo, e nimero de ovos de M. incognita em raizes de tomateiro.

Silva et al. (2011) afirma que a busca por nematicidas naturais tém 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 dispGem de poucos
recursos para a aquisicao de nematicidas quimicos no mercado.

Vaérios extratos vegetais tém sido relatados atuando no controle de nematoides
(BALDIN et al., 2012; BORGES et al., 2013; FERREIRA et al., 2013; FRANZENER et al.,
2007; LOPES et al., 2005; SILVA et al., 2011). No entanto, pouco se sabe sobre as moléculas
atuantes, e 0 mecanismo de acdo das mesmas, 0 que reforca a necessidade de estudos para
identificacdo dessas moléculas oriundas dos vegetais (ROCHA et al., 2006). Embora muitas
plantas apresentem potencial para controle de nematoides, a integracdo com outros métodos é
muitas vezes necessaria para atingir niveis desejados de controle (OKA, 2010). Diversos
constituintes com efeito nematicida foram isolados de espécies vegetais, porém, a purificacao
de moléculas a partir de extratos vegetais para controle de nematoides, pode néo ter a agédo
nematicida e ou nematostatica requerida para o controle, comparado aos extratos vegetais
(JAVED et al., 2008).

Com isso, é necessario o desenvolvimento de alternativas ndo toxicas ao meio
ambiente e aos seres vivos, como 0 uso de extratos vegetais, porém, com identificacdo de

possiveis moléculas envolvidas no controle de nematoides.
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A espécie Chenopodium ambrosioides

Entre as espécies vegetais promissoras para utilizagdo no controle de pragas e
doencas, destaca-se a espécie Chenopodium ambrosioides L. (sin. Dysphania
ambrosioides (L.) Mosyakin & Clemants) (TAVARES & VENDRAMIM, 2005). Trata-se de
uma espécie pertencente & familia Chenopodiaceae e ao género Chenopodium, popularmente
conhecida no Brasil como mastruz, erva de Santa Maria, erva de bicho, mastruco, menstrugo,
ambrosina, mentruz, erva-do-formigueiro, chd do Mexico, lombrigueira, erva-mata-pulga,
quenopaodio, tendo o seu uso largamente difundido pelo pais (CRUZ, 1995; OLIVEIRA et al.,
2014).

O Chenopodium ambrosioides € uma planta medicinal cosmopolita, nativa da
Ameérica Central e do Sul, com provavel origem no México (LORENZI, 2002). Apresenta
crescimento espontaneo e se desenvolve bem em regiGes de clima tropical, subtropical e
temperado (KISMANN, 1991). No Brasil, sua distribuicdo é extensa, ocorrendo em quase
todo o territério nacional na forma de cultivos comerciais, em quintais ou jardins e crescendo
espontaneamente em beiras de estradas ou em terrenos abandonados (ANDRADE, 2013).

E uma planta herbacea de pequeno porte, considerada uma erva perene ou anual e
reproduz-se por meio de sementes. Tem caule piloso que atinge, em média, até 1 m de altura,
com bastantes ramificagbes. As folhas possuem tamanhos variados e s&o de formato
alongados, alternas e pecioladas e também sdo pilosas. As flores sdo pequenas, verdes,
dispostas em espigas axilares. Produz numerosas sementes esféricas, de cor preta que sao
ricas em 6leo (SOUSA et al., 2004; LIMA et al., 2006).

Suas propriedades bioldgicas se encontram bem difundidas em relacdo ao
tratamento de doencas para 0 homem, constituindo-se como um bom febrifugo, ténico,
cicatrizante, antirreumatico, antimicrobiano, fungicida e vermifugo (SERVIO et al., 2011),
sendo o ascaridol seu principal componente ativo.

O monoterpeno ascaridol foi inicialmente isolado de folhas por um farmacéutico
aleméo em 1895 (DEMBITSKYA et al., 2008). Os pesquisadores Smillie e Pessoa, em 1924,
foram os primeiros a comprovarem que as propriedades anti-helminticas de C. ambrosioides
atribuem-se ao ascaridol, constituindo teor acima de 50% do O6leo essencial. Esse
monoterpeno é também um potente inibidor in vitro do desenvolvimento de Plasmodium
falciparum, Trypanosoma cruzi e Leishmania amazonensis (MACDONALD et al., 2004).
N&o sdo muitas as espécies vegetais que tem a capacidade de produzir o ascaridol. Além de C.
ambrosioides, esse terpenoide é encontrado no 6leo essencial de Peumus boldus, Croton
regelianus e Artemisia molinieri (GUPTA et al., 2002; SA et al., 2015).
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No inicio dos anos 1900, folhas de C. ambrosioides foram hidrodestiladas para
produzir 6leo essencial de quenopodio, também conhecido como éleo de Batimore. Foi um
dos melhores anti-helminticos utilizados para tratar ascarideos e ancilostomideos em humanos
e animais. Apos relatos de envenenamento e mortes em seres humanos, provavelmente
decorrentes de overdoses, seu uso foi descontinuado e resultou em declinio comercial desse
6leo (DEMBITSKYA et al., 2008; MACDONALD et al., 2004).

A espécie C. ambrosioides é considerada pela Organizacdo Mundial da Saude
como uma das plantas mais utilizadas entre os remédios tradicionais no mundo inteiro
(LORENZI & MATOS, 2002). O uso medicinal desta espécie foi relatado pela primeira vez
na literatura europeia no século XVIII, quando o botanico sueco Peter Kalm reporta o uso de
C. ambrosioides no tratamento do verme intestinal Ascaris sp. pelos europeus em col6nias
americanas (KLIKS, 1985).

Diferentes classes de metabolitos secundarios conhecidos por possuirem potentes
atividades biolodgicas j& foram relatadas em C. ambrosioides. Entre eles, fendis e flavonoides
(JORGE et al., 1986; ALENCAR et al.,, 2010), saponinas (GUPTA; BEHARI, 1972;
OKHALE et al., 2012), alcaloides (HASEEB et al., 1978; HEGAZY; FARRAG, 2007
HALLALA et al., 2010; OKHALE et al., 2012), taninos (ALENCAR et al., 2010;
HALLALA et al., 2010), terpenos e esteroides (HEGAZY; FARRAG, 2007; HALLALA et
al., 2010; OKHALE et al., 2012).

O 6leo essencial de C. ambrosoides é rico em ascaridol, p-cimeno (CAVALLI et
al., 2004; GBOLADE et al, 2010; NENAAH & IBRAHIM, 2011; CHU et al, 2011), a-
terpineno (GBOLADE et al, 2010; NENAAH & IBRAHIM, 2011; HARRAZ et al., 2015),
terpinoleno, (Borges et al., 2012) carvacrol (MONZOTE et al., 2006), trans-isoascaridol
(CAVALLI et al.,, 2004; CHU et al, 2011), sendo o terpeno ascaridol o componente
majoritario (GUPTA et al., 2002). Em extrato aquoso, foi encontrado alto teor de terpenos
esteroidais e galotaninos, além de alcaloides, que possuem elevada atividade nematicida em
animais (HALLAL et al., 2010).

A época de coleta da planta é um fator que pode alterar a composicdo e o
rendimento do 6leo essencial de C. ambrosioides. Torres et al. (2006) analisaram a
composicao do oleo essencial da espécie coletada na Argentina em trés épocas do ano: veréo,
outono e primavera. No verdo, o componente majoritario foi a-felandreno (40,0%), o qual é
encontrado em tragos no outono. Nesta época, sdo encontrados a-pineno (32,7%) e limoneno
(32,5%) em maiores concentragdes. Na primavera, essas propor¢des caem para 17,4% para o-

pineno e 27,7% para limoneno. Com relagdo ao conteudo de ascaridol, esse se mostrou sem



41

muitas variacGes durante as trés estacoes, sendo encontrados 8,6% no verdo, 9,2% no outono
e 9,5% na primavera.

A forma tradicional de utilizacdo de infusdes de C. ambrosioides como vermifugo
¢ mais segura do que o uso do Oleo essencial da erva contra Caenorhabditis elegans
(MACDONALD et al., 2004). Carboni e Mazzonetto (2013), avaliaram o efeito da aplicacéo
de 25 ml do extrato de aquoso de C. ambrosioides na concentragéo de 20% no solo no mesmo
dia em que foi infestado com 5.000 ovos de M. incognita e verificaram reducao no percentual
do nimero de galhas e numero de ovos em raizes de plantas de tomateiro.

Segundo Mello et al. (2006), C. ambrosioides apresenta potencial para controle de
Pratylenchus brachyurus, tanto para rotacdo de cultura quanto pela aplicagdo de extrato. Seu
Oleo essencial € um repelente contra insetos sendo mais eficaz contra 0s que habitam no
substrato do que os que se alimentam da parte aérea da planta (CLOYD & CHIASSON,
2007).

Faria et al. (2015), relataram um percentual de 90% de inibicdo da ecloséo de M.
chitwoodi, quando os ovos deste nematoide foram submetidos a concentragéo de 2uL mL*
dos componentes do 6leo essencial de C. ambrosioides. Corbani et al. (2011) ao avaliar o
efeito in vitro de diferentes concentracdes do Oleo essencial de C ambrosioides sobre a
eclosdo de M. javanica, observaram que, quando aplicado na concentracdo de 40%
proporcionou diminuicdo no percentual de eclos@o de juvenis em relagdo ao controle.

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), observou-se que os extratos de
lombrigueira, agrido-do-brejo e mastruz ocasionaram 100 % de mortalidade dos J> de M.
incognita raga 2, apds permanecerem por 48 h nos extratos.

Além da atividade nematicida, o extrato e o 6leo essencial possuem atividade
antiparasitaria (BORGES et al., 2012), antifungica (JARAMILLO et al., 2012), inseticida
(JARAMILLO et al.,, 2012) e acaricida (SOUZA et al.,, 2015). Oliveira et al. (2015)
verificaram aumento na quantidade de publicacGes cientificas e depoésitos de patentes das
diversas atividades de produtos dessa erva ao longo dos anos. No entanto, de um modo geral,
a producdo tecnoldgica envolvendo a espécie C. ambrosioides € relativamente escassa e tem

se desenvolvido de modo mais intenso apenas na China.
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Por ser uma planta de grande interesse medicinal e, uma vez que as atividades
bioldgicas estdo relacionadas com a presenca de metabo6litos secundarios, sdo necessarios
mais estudos sobre os fatores que afetam a composicéo do 6leo essencial de C. ambrosioides.
Os resultados sdo importantes para a obtencdo de plantas com maior acimulo dos compostos
de interesse e também para a otimizacdo de técnicas de colheita, pds-colheita e extragdo,
tendo em vista a aplicacdo comercial da planta, ja que a variabilidade no teor dos constituintes
majoritarios e/ou ativos é uma das principais dificuldades de desenvolver fitoterapicos com
reprodutibilidade de acdo (SA; SOARES; RANDAU, 2015).

Os dados da literatura revelam que o Oleo essencial e o extrato aquoso de C.
ambrosioides sdo bastantes promissores devido as suas diversas atividades biologicas.
Contudo, ainda é necessario identificar se ha interacdo entre 0s compostos quimicos
responsaveis por suas atividades bioldgicas e quais 0s mecanismos de acdo no controle de

fitonematoides.
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CAPITULO 1 - ATIVIDADE NEMATICIDA E DE INDUCAO DE RESISTENCIA DO
EXTRATO AQUOSO DE Chenopodium ambrosioides L. NO CONTROLE DE
Meloidogyne spp.

Introducéo

Os nematoides parasitas de plantas estdo entre os grupos de fitopatogenos mais
destrutivos, sendo responsaveis por causarem elevadas perdas para a agricultura em todo o
mundo (TRUDGILL & BLOCK, 2001; BABAALI et al., 2017). O género Meloidogyne
Goeldi, 1887 é tido como o mais importante em razdo de sua ampla distribuicdo geogréfica,
por boa adaptabilidade em regides tropicais e subtropicais, pela numerosa gama de
hospedeiros, constituida de mais de 2.000 espécies vegetais, e pelo dificil controle (SASSER
etal., 1983; FREITAS et al., 2008; PERRY et al., 2009; KARSSEN et al., 2013).

O tomateiro (Solanum lycopersicum L.) é uma das hortalicas de maior
importancia econébmica no mundo. Grande parte das areas de cultivo desta hortalica sdo
afetadas pelo nematoide das galhas, diminuindo o rendimento da cultura (KUROZAWA &
PAVAN, 2005). Plantas de tomateiros quando atacadas por Meloidogyne spp. apresentam o
sistema radicular completamente desorganizado, com poucas raizes funcionais, podendo levar
a morte de mudas no campo, quando no inicio de cultura. E nas plantas remanescentes a
producdo é fortemente afetada em quantidade e qualidade dos frutos. Além disso, o ataque
desses nematoides torna as plantas mais suscetiveis ao ataque de outros fitopatdgenos, como
fungos e bactérias (ALVARENGA, 2004; GRECO & DI VITO, 2009). Em condicdes
favoraveis, os danos causados por este patdgeno na cultura podem variar entre 30 e 40%
(YANG et al., 2011; ANWAR & MCKENRY, 2012).

As principais medidas de controle recomendadas para 0 manejo do nematoide das
galhas sdo a rotacdo de cultura, o cultivo de espécies antagbnicas em plantio intercalado
(consorciado ou em rotacdo), a incorporacdo de matéria organica, a solarizacdo, o uso de
variedades resistentes, o controle biologico e o controle quimico (FERRAZ et al., 2012).
Contudo, apos a introducdo e estabelecimento destes nematoides em uma area, seja por mudas
infectadas ou equipamentos contaminados, a execucao destas praticas de manejo visando sua
erradicacdo sdo consideradas muito complexas (FERRAZ & FREITAS, 2004).

Em geral, o uso de nematicidas quimicos no manejo dos fitonematoides ainda é
bastante utilizado. Entretanto, seu uso vem sendo limitado devido ao alto risco de
contaminagdo ambiental, alto custo, alta toxicidade ao ser humano e animais e reducdo de sua

eficacia no controle depois de repetidas aplicagdes (DONG & ZHANG, 2006). Portanto, a
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constante busca de novas praticas de controle, em substituicdo aos nematicidas quimicos
constitui-se uma demanda mundial.

O uso de extratos vegetais e Oleos essenciais de diferentes espécies vegetais
(FERRAZ et al., 2012; MOREIRA et al., 2015) vém sendo pesquisado como uma alternativa
para o controle de diversos patégenos, visto que as plantas sintetizam diversos tipos de
metabdlitos secundarios que podem exercer atividades de defesa & microrganismos, dentre
estes, os fitonematoides (TAIZ & ZEIGHER, 2004).

Dentre as espécies botanicas que sintetizam compostos eficientes no controle de
fitonematoides destaca-se a Chenopodium ambrosioides L., popularmente conhecida como
mastruz ou erva Santa Maria. Trata-se de uma espécie nativa do México, estando distribuida
em todas as regifes tropicais, subtropicais e temperadas. O 6leo essencial de C. ambrosioides
contém compostos quimicos como monoterpenos (KOKANOVA-NEDIALKOVA et al.,
2009; CHEKEM et al., 2010; EL-SEEDI et al., 2012), que atuam como fungicida, acaricida,
bactericida, nematicida, inseticidas (LORENZI & MATOS, 2002; TAVARES &
VENDRAMIM, 2005; JARDIM et al., 2008; PANDEY et al. 2012; CARBONI &
MAZZONETTO, 2013; PAES et al., 2015).

Aplicacdes foliares com extratos vegetais como também tratamento de raizes com
extratos de diferentes espécies tém mostrado resultados promissores como indutores de
resisténcia (MOLINARI & LOFFREDO, 2006; MELO et al., 2012). AplicacOes de extrato
via solo é uma outra forma de uso que tém apresentado acdo nematicida e/ou indutora de
resisténcia (OKA & COHEN, 2001; SILVA et al.,, 2011). O fenbmeno de inducdo de
resisténcia em plantas representa um método alternativo no controle de doencas, a qual ativa
mecanismos de defesa latentes na planta. Esta resposta de defesa pode ser ativada por uma
série de moléculas denominadas de eliciadores, que evitam ou atrasam a entrada e/ou a
subsequente atividade nos patdgenos nos tecidos vegetais (PASCHOLATI; LEITE, 1995;
NOJOSA et al., 2005).

Nesse contexto, este trabalho teve como objetivo avaliar o efeito in vitro do
extrato aquoso de folhas secas de C. ambrosioides sobre a eclosédo e mortalidade de juvenis de
espécies do género Meloidogyne e in vivo avaliando o efeito deste extrato em trés formas de

aplicacdo do mesmo no controle de M. incognita em tomateiro cv. Santa Clara.

Material e métodos
Com intuito de investigar o efeito de C. ambrosioides no controle de Meloidogyne

spp. em tomateiro, foram realizados sete experimentos em condi¢des de casa de vegetacédo e
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no Laboratorio de Fitopatologia do Departamento de Fitotecnia, da Universidade Federal do
Ceard em Fortaleza/CE.

Obtencédo do extrato aquoso de C. ambrosioides

As plantas de C. ambrosioides foram coletadas nos municipios cearenses de
Guaramiranga, Aquiraz e Fortaleza, no estagio de crescimento ou de florescimento. As folhas
foram destacadas e submetidas ao processo de secagem em sacos de papel em estufa de
circulacdo forcada de ar na temperatura de 40 °C durante 72 horas, seguida de pesagens até
obtencdo do peso constante. Em seguida, as folhas secas foram imersas em &gua destilada por
24 horas. Decorrido este tempo, as folhas foram trituradas em liquidificador e os extratos
filtrados em gaze e centrifugados durante 10 minutos a 2.000 rpm. A proporcao utilizada foi

de 1 g de folha seca para 10 mL de agua. Desta forma, o extrato foi obtido na diluicdo de 10%
(p/v).

Obtencédo do inéculo das espécies de Meloidogyne spp.

As populacbes das espécies de M. incognita, M. arenaria, M. enterolobii e M.
konaensis foram obtidas a partir de plantas de tomateiro cv. Santa Clara infectadas e mantidas
em casa de vegetacdo (29 + 4 °C). O método empregado para obtencdo dos ovos dos
nematoides para 0os experimentos foi 0 proposto por Bonetti e Ferraz (1981) que consistiu em
triturar as raizes de plantas infectadas utilizando liquidificador com &gua contendo hipoclorito
de sodio a 0,5% por 30 segundos. Em seguida, a suspensdo obtida foi vertida em peneira de
20 mesh (0,840 mm), acoplada a peneira de 100 mesh (0,149 mm) sobre outra de 400 mesh
(0,037 mm). A suspensdo de ovos obtida foi empregada tanto para os ensaios in vitro como
para as inoculacdes. Neste Ultimo caso, a suspensdo era calibrada, com a contagem de ovos
em camara de Peters utilizando o microscopio estereoscdpio, de forma a inocular 5.000

ovos.planta de tomate™.

Ensaio 1 - Efeito in vitro do extrato aquoso de folhas de C. ambrosioides sobre a ecloséo
de juvenis de Meloidogyne spp.

Nos testes in vitro, duas dilui¢bes do extrato aquoso de folhas de mastruz foram
avaliadas, 5 e 10%. A diluicdo a 5% foi obtida empregando uma parte do extrato a 10% e uma
parte igual de agua destilada (1:1). Para avaliar o efeito do extrato de mastruz sobre a ecloséo
de juvenis de segundo estadio (Jz2), placas de Petri de acrilico de 3,5 cm de diametro foram

utilizadas como camaras de eclosdo em que foram distribuidos 3 mL de cada concentracdo do
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extrato a ser testada, por placa, contendo 50 ovos de cada uma das espécies de Meloidogyne,
separadamente.

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, através de microscopio estereoscopio.

O delineamento estatistico adotado foi o inteiramente casualizado, com trés
tratamentos (extratos a 5, 10% e agua destilada), com 10 repeticbes em cada tratamento em
que a parcela experimental consistiu em uma placa de Petri contendo 50 ovos. Os ensaios
foram conduzidos com cada uma das quatro espécies de Meloidogyne separadamente,
totalizando 120 placas e 6.000 ovos. Os dados obtidos foram submetidos a anélise de

variancia e ao teste de comparacdo de médias utilizando o software estatistico Sisvar.

Ensaio 2 - Efeito in vitro do extrato aquoso de folhas de C. ambrosioides sobre a
mortalidade de juvenis de segundo estadio J2 de Meloidogyne spp.

A avaliacdo do efeito nematicida do extrato de C. ambrosioides sobre os juvenis
de Meloidogyne spp. foi realizada mediante duas avaliagbes considerando o tempo de
permanéncia (24 e 48 h) dos juvenis no extrato.

Inicialmente, massas de ovos foram retiradas de raizes de tomateiros infectadas
com cada uma das quatro espécies de Meloidogyne e transferidas para placas de Petri,
separadamente, contendo agua destilada. Apds 24 horas, 50 juvenis eclodidos foram
transferidos para placas de Petri de acrilico de 3,5 cm de diametro, contendo 3 mL dos
extratos de folhas de C. ambrosioides (5 e 10%). A testemunha consistiu da suspenséo de
juvenis em agua destilada.

O efeito dos extratos a 5 e 10% sobre a mortalidade de juvenis, foi avaliado
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, os juvenis imoveis foram transferidos para
placa de Petri contendo &gua destilada para observar a possivel recuperacdo da mobilidade.
Decorridas 24 h em &gua, foi procedida uma 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 com seis
tratamentos e 10 repeti¢es. A parcela experimental consistiu em uma placa de Petri com 50

juvenis. Os ensaios foram conduzidos em esquema fatorial 2 x 3, resultantes da combinacao
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dos fatores tempo de permanéncia no extrato (24 e 48 h) e dilui¢bes do extrato (5 e 10%) e o
controle (&dgua destilada) com cada uma das quatro espécies de Meloidogyne separadamente,
totalizando 240 placas e 12.000 juvenis. Os dados obtidos foram submetidos a analise de

variancia e ao teste de comparacao de médias, utilizando o software estatistico Sisvar.

Ensaio 3 - Avaliacdo do tempo de armazenamento de folhas secas e da concentracgédo do
extrato aquoso de C. ambrosioides na mortalidade de juvenis de segundo estadio de M.
incognita

Com o intuito de avaliar a atividade nematicida, presente em folhas secas de C.
ambrosioides com o tempo de armazenamento (0, 30, 60, 90 e 120 dias) realizou-se este
ensaio. Inicialmente, folhas de C. ambrosisoides foram submetidas ao processo de secagem
em estufa, a 50 °C por um periodo de 72 horas. Apds secas, as folhas foram trituradas
utilizando almofariz e pildo até a obtencdo de um material uniforme constituido de p6 e de
folhas finamente trituradas. Em seguida, cinco tubos falcons foram totalmente preenchidos
com o material triturado e dispostos em bandejas plasticas, sendo mantidos em temperatura
ambiente de laboratorio (25 = 2 °C). Foram testados os extratos preparados com as folhas
trituradas ao final de cada um dos cinco tempos. Cada extrato foi preparado seguindo a
proporcéo de 1g de folhas finamente trituradas postas em Becker de 20 mL com adigéo de 10
mL de agua destilada, procedendo a uma agitacdo com bastdo de vidro por 1 minuto para
incorporacdo da agua. Essa mistura permaneceu por 24 horas em Becker coberto com papel
aluminio para a obtencdo do extrato a 10%, o qual foi filtrado em gaze dupla para eliminar
residuos foliares e facilitar a observacdo dos juvenis em placas. A diluicdo a 5% foi obtida
empregando uma parte do extrato a 10% e uma parte igual de agua destilada (1:1).

Para testar a acdo dos extratos sobre a mortalidade de J2 de M. incognita, massas
de ovos do nematoide foram retiradas de raizes de tomateiros infectadas e transferidas para
placas de Petri, contendo &gua destilada. Ap6s 24 horas, 50 juvenis eclodidos foram
transferidos para placas de Petri de acrilico de 3,5 cm de didmetro, contendo 3 mL dos
extratos dos cinco tempos nas concentragcbes de 5 e 10%. A testemunha consistiu da
suspensdo de juvenis em agua destilada. As placas de Petri foram postas em bandejas de
polietileno forradas com papel de filtro umedecido e mantidas a uma temperatura de 25+2 °C.

O efeito dos extratos a 5 e 10% sobre a mortalidade de juvenis, foi avaliado
considerando os individuos iméveis e os ativos apds 24 horas de permanéncia no extrato.
Realizada a contagem ap6s 24 horas nos extratos, os juvenis imoveis foram transferidos para

placa de Petri contendo agua destilada para observar a possivel recuperacdo da mobilidade.
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Decorridas 24 horas em agua, foi procedida uma 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 em esquema
fatorial (5 tempos de armazenamento x 3 concentragdes) com cinco repetices para cada
tratamento. A parcela experimental consistiu em uma placa de Petri contendo 50 juvenis,
totalizando 150 placas e 7.500 juvenis. Os dados obtidos foram submetidos a andlise de

variancia e ao teste de comparacdo de médias utilizando o software estatistico Sisvar.

Ensaio 4 - Efeito da aplicacdo do extrato aquoso de folhas de C. ambrosioides em solo
infestado com M. incognita

Para avaliacdo do efeito da aplicacdo do extrato de C. ambrosioides em solo
infestado com M. incognita, aliquotas contendo 5.000 ovos.J;! do nematoide foram
distribuidas em trés orificios com 3 cm profundidade, em uma mistura autoclavada e Umida de
solo e esterco caprino na proporcao 2:1 (v:v), contida em vasos de plastico com capacidade de
2 L. Ap0s a distribuicdo do in6culo os orificios foram fechados. No dia seguinte a infestacdo
do solo, realizou-se a aplicacdo de 30 mL do extrato aquoso de mastruz nas concentracdes de
5 e 10%.

A aplicagdo do extrato foi realizada na forma de rega sobre toda a superficie do
solo, 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 becker e o extrato e a agua
foram depositados sobre a superficie do solo. O horario de aplicacdo foi ao final da tarde, para
evitar a evaporacédo do extrato.

No dia seguinte a aplicacdo do extrato, uma muda de tomate cv. Santa Clara com
duas a trés folhas verdadeiras foi transplantada para cada vaso com o solo infestado e tratado
com o extrato. Aos sete e 14 dias apds o transplantio das mudas, repetiu-se a aplicacdo do
extrato no solo.

Quarenta e cinco dias ap0s o transplantio, as plantas de tomateiro foram retiradas
para a avaliacdo da massa fresca da parte aérea (MFPA), massa seca da parte aérea (MSPA),
altura da planta (AP) e massa fresca da raiz (MFR). As raizes foram imersas em agua para
remocao do solo aderido e, com isso, possibilitar melhor observagdo para contagem do
namero de galhas (NG), nimero de massas ovos (NMOQO) e nimero de ovos (NO) de cada

planta em cada tratamento.
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Para contagem do NO foi aplicada a metodologia de extracdo de ovos de
nematoides proposta por Bonetti e Ferraz (1981). Em seguida, procedeu-se a contagem
presentes em trés aliquotas da suspensdo, obtendo-se a media de ovos. A contagem foi
realizada em camara de Peters sob microscopio estereoscopio, e posteriormente, calculado o
fator de reproducédo (FR = populacéo final/ populacdo inicial).

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 foram tratados somente com agua destilada). Foram
utilizadas 6 repeticGes em cada tratamento. A parcela experimental foi constituida de um vaso
contendo uma planta de tomateiro. Os dados obtidos foram transformados para vx e em
seguida foram submetidos a anélise de variancia e teste de comparacdo de médias utilizando o
software estatistico sisvar. Contudo, os dados apresentados nas tabelas sdo os dados reais.

Ensaio 5 - Efeito da imersdo de raizes de tomate ‘Santa Clara’ em extrato aquoso de
folhas de C. ambrosioides no controle de M. incognita e M. enterolobii

Utilizou-se mudas de tomateiro ‘Santa Clara’ com 30 dias de idade que foram
transplantadas para copos descartaveis com capacidade de 50 mL, os quais foram preenchidos
com mistura autoclavada de solo e esterco caprino na proporcdo 2:1. Dois dias apds o
transplantio, as mudas de tomateiro foram inoculadas com 5.000 ovos.J, de M. incognita e
M. enterolobii obtidos pela metodologia de extragdo de ovos proposta por Bonetti e Ferraz
(1981), que foram distribuidas em trés orificios préximos ao colo da planta, com 3 cm
profundidade.

Dez dias ap0s a inoculagcdo, as mudas de tomateiro foram retiradas dos copos
descartéaveis e foram lavadas em &gua corrente para retirada do solo. Em seguida, tiveram seus
sistemas radiculares imersos em extrato aquoso de C. ambrosioides nas concentracfes de 5 e
10%, onde permaneceram pelo tempo de 1 hora e 1 hora e 30 minutos. Decorrido este tempo,
as mudas de tomateiro foram transplantadas para vasos com capacidade de 2 L de solo,
contendo 0 mesmo substrato autoclavado da semeadura. As plantas foram mantidas em casa
de vegetacdo com temperatura média de 29 + 4 °C, onde permaneceram durante 60 dias.

Aos 60 dias apos a inoculagdo, as plantas de tomateiro foram retiradas para a
avaliacdo da massa fresca da parte aérea (MFPA), massa seca da parte aérea (MSPA), altura
da planta (AP), massa fresca da raiz (MFR). Para contagem do NO foi aplicada a metodologia
de extracdo de ovos de nematoides proposta por Bonetti e Ferraz (1981). Em seguida,
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procedeu-se a contagem presentes em trés aliquotas da suspensdo, obtendo-se a média de
ovos. A contagem foi realizada em camara de Peters sob microscépio estereoscopio, e
posteriormente, calculado o fator de reproducéo (FR).

O delineamento experimental adotado foi inteiramente casualizado, com seis
tratamentos, dispostos da seguinte maneira: Tratamento 1 - testemunha negativa (raizes
imersas em &gua destilada e sem inoculacdo); Tratamento 2 — testemunha positiva (raizes
imersas em agua destilada e inoculadas com o nematoide); Tratamento 3 — Imersédo das raizes
em extrato aquoso de mastruz 5% pelo tempo de 1 hora; Tratamento 4 — Imersao das raizes
em extrato aquoso de mastruz 5% pelo tempo de 1:30 hora; Tratamento 5 — Imers&o das raizes
em extrato aquoso de mastruz 10% pelo tempo de 1 hora e Tratamento 6 - Imerséo das raizes
em extrato aquoso de mastruz 10% pelo tempo de 1:30 hora. Foram utilizadas cinco
repeticdes para cada tratamento e a parcela experimental foi constituida de um vaso com uma
planta de tomateiro. Os dados obtidos foram transformados para x e em seguidas foram
submetidos a analise de variancia e ao teste de comparacdo de médias utilizando o software

estatistico Sisvar. Contudo, os dados apresentados nas tabelas sdo os dados reais.

Ensaio 6 - Avaliagdo do extrato aquoso de folhas de C. ambrosioides como indutor de
resisténcia em tomateiro no controle de M. incognita

Mudas de tomateiro ‘Santa Clara’ com 25 dias de idade foram transplantadas para
copos descartaveis com capacidade para 300 mL, os quais foram preenchidos com mistura
autoclavada de solo e esterco caprino na proporgéo 2:1.

Trés dias ap6s o transplantio, utilizando-se um pulverizador manual, os extratos
aquosos de C. ambrosioides, nas concentracbes de 2,5; 5 e 10%, foram aplicados nas
superficies abaxial e adaxial das folhas das mudas de tomateiro, até o ponto de escorrimento.
Os copos foram protegidos com sacos plasticos para evitar o contato dos extratos com o solo.
Para efeito de comparagéo, utilizou-se o indutor de resisténcia Acibenzolar-S-metil (ASM) -
Bion® (500 WG) na concentragio recomendada pelo fabricante para o tomateiro de 5g/100L.

Para confirmar a auséncia de efeito direto do ASM sobre juvenis de Meloidogyne,
realizaram-se testes preliminares in vitro conduzidos com o indutor na mesma concentracao,
distribuindo-se 3 ml em 10 placas de Petri (3,5 cm de didmetro) com 50 individuos/placa.
Apbs 24 horas de permanéncia no produto diluido, ndo se observou nenhum efeito nematicida
ou nematostatico sobre 0s juvenis de M. incognita, 0s quais mantiveram-se totalmente ativos.

Apos a pulverizagdo das mudas de tomateiro com os extratos e com o ASM,
aguardou-se os periodos de 0, 3, 6, 9, 12 e 24 horas, e entdo procedeu-se a inoculacdo com
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5.000 ovos.Jo! de M. incognita obtidos pela metodologia de extracdo de ovos proposta por
Bonetti e Ferraz (1981), que foram distribuidos em trés orificios proximos ao colo da planta,
com 3 cm profundidade. Considerou-se como controle positivo, plantas pulverizadas com
agua e inoculadas. O controle negativo consistiu em plantas sadias, sem tratamento e sem
inoculagéo.

Aos 30 dias ap0s a inoculacdo, as plantas de tomateiro foram retiradas dos copos
descartaveis 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 remoc¢do do solo aderido e, com isso, possibilitar melhor observacdo
para contagem do numero de galhas (NG), niUmero de massas ovos (NMO) e niumero de ovos
(NO) de cada planta em cada tratamento.

Para contagem do NO foi aplicada a metodologia de extracdo de ovos de
nematoides proposta por Bonetti e Ferraz (1981). Em seguida, procedeu-se a contagem
presentes em trés aliquotas da suspensdo, obtendo-se a média de ovos. A contagem foi
realizada em camara de Peters sob microscopio estereoscopio, e posteriormente, calculado o
fator de reproducéo (FR).

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado, no
esquema fatorial 4 x 5, avaliando trés concentragdes do extrato de C. ambrosioides e 1 do
ASM em seis tempos diferentes. Para cada tratamento utilizou-se um total de sete repeti¢des e
a parcela experimental foi constituida de um vaso com uma planta de tomateiro. Os dados
obtidos foram transformados para /x e em seguidas submetidos a analise de variancia e ao
teste de comparagdo de médias utilizando o software estatistico Sisvar. Contudo, os dados

apresentados nas tabelas sdo os dados reais.

Resultados e discussao

Ensaio 1 - Efeito in vitro do extrato aquoso de folhas de C. ambrosioides sobre a ecloséo
de juvenis de Meloidogyne spp.

Verificou-se que o extrato aquoso de mastruz, nas concentragdes 5 e 10%,
apresentou um efeito nocivo sobre a eclosdo de juvenis de todas as espécies de Meloidogyne
avaliadas, ndo havendo diferenca estatistica entre as concentracdes 5 e 10% para todas as
espécies, contudo, ambas diferiram do controle. A média de J eclodidos para cada espécie de
Meloidogyne variou de 0,3 a 1,0 na concentracdo de 5% e foi um pouco menor na
concentracdo de 10%, cuja média variou de 0,3 a 0,6 (Tabela 1). As concentracOes testadas
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apresentaram elevado percentual de inibicdo de eclosdo de J, para todas as espécies de
Meloidogyne, variando de 97,9 a 99,4 na concentragdo de a 5% e de 98, 8 a 99,4 na
concetracdo de 10% (Grafico 1). Estes dados mostram que o extrato de mastruz afeta o

individuo ainda dentro do ovo, impedindo a ecloséo.

Tabela 1 — Média de eclosdo de juvenis de segundo estaddio (J2) de Meloidogyne spp.
submetidos ao extrato aquoso de Chenopodium ambrosioides a 5 e 10% durante 15 dias.

Concentrac0es - - f]2 eclodidos — -
M. arenaria M. incognita M. enterolobii M. konaensis
Extrato a 5 % 0,8a 0,7a 10a 0,3a
Extrato a 10 % 0,6 a 0,3a 0,4a 0,4 a
Agua destilada (controle) 48,2 b 46,4 b 479D 49,7 b
CV (%) 6,33 10,38 9,02 3,73

Média de dez repeticdes com 50 ovos/placa.
Médias seguidas pela mesma letra minGscula na coluna ndo diferem estatisticamente pelo Teste de Tukey
(p<0,05).

Gréafico 1 — Percentual de inibicdo de eclosdo de juvenis de segundo estadio (J2) de
Meloidogyne spp. submetidos ao extrato aquoso de Chenopodium ambrosioides a 5 e 10%
durante 15 dias.
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Diversas espécies vegetais tém apresentado efeito tdxico na eclosdo de juvenis de
Meloidogyne spp., pelo fato de apresentarem em sua composicdo substancias tdxicas para
estes patogenos. Morillo e Silva (2015) verificaram que 0 extrato aquoso de sementes de
feijdo-de-porco (Canavalia ensiformis L.) a 1, 2, 4 e 8% (p/v) sobre a eclosdo de J» M.

enterolobii, apresentou percentuais de eclosdo inferiores a 10% para as diferentes
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concentragdes testadas. Em estudos realizados por Miller et al. (2016) utilizando extrato
aquoso de alecrim (Rosmarinus officinalis L.) em diferentes concentragcfes, verificaram-se
que na concentragdo de 10% a taxa de eclosdo de J» de M. incognita foi de apenas 14,8%. Ao
avaliar o efeito in vitro do extrato aquoso de raizes de mandioca (Manihot esculenta Crantz)
sobre a eclosédo de juvenis de M. incognita, Mazzonetto et al. (2015) obtiveram um percentual
de ecloséo de 55 % e 29 %, para o extrato nas concentracdes de 5 e 10%, respectivamente.
Somente quando 0s extratos estavam nas concentracBes 15, 20, 25 e 30% € que inibiram
100% da eclosdo dos J.. Costa (2017), observou efeito nocivo do extrato aquoso de C.
procera, a 5 e 10 %, sobre a ecloséo de juvenis de M. incognita, que reduziu o percentual de
eclosdo de Jz, ocorrendo somente 13,2% e 30,2% de eclosdo, respectivamente.

Adegbite (2011) verificou o efeito inibidor de extratos foliares de 13 espécies
vegetais sobre a eclosdo de juvenis de M. incognita raca 2, sendo 0s extratos de nim
(Azadirachta indica A. Juss), erva-do-sido (Chromolaena odorata L.) e tabaco (Nicotiana
tabacum L.) os que apresentaram melhores resultados com percentuais de inibigdo da ecloséo
de J> de 93,30; 91,50 e 90,50%, respectivamente, proximos aos obtidos neste ensaio que
foram superiores a 97%. Ferreira et al. (2013) examinaram o efeito de extratos vegetais de
diferentes espécies na eclosdo de juvenis de M. incognita, incluindo Tridax procumbens,
Tagetes patula, Tithonia diversifolia, Sphagneticola trilobata, Unxia suffruticosa e Zinnia
peruviana, e verificaram que o0s extratos nas concentracdo de 10% reduziram a eclosdo de
juvenis em 89,96%, 91,13; 92,48; 92,72; 93,2 e 97,48%, respectivamente, em relacdo aos
ovos que foram expostos somente a dgua. Roncato (2015), ao avaliar o efeito de extratos
obtidos a partir de folhas crambe (Crambe abyssinica Hochst) na forma de pé, na ecloséo de
juvenis de M. incognita e M. javanica. O autor constatou que o extrato hidroalcodlico de
crambe inibiu em até 76% a eclosdo de juvenis.

Além do extrato aquoso de C. ambrosioides ter apresentado efeito sobre a eclosao
de J. das quatro espécies de Meloidogyne, ha relatos na literatura de que o 6leo essencial
obtido desta planta também apresenta atividade nematicida sobre este patdgeno. Faria et al.,
(2015), relataram um percentual de 90% de inibigc&o da eclosdo de juvenis de M. chitwoodi,
quando os ovos deste nematoide foram submetidos a concentracdo de 2 pL.mL*! dos
componentes de dleo essencial de C. ambrosioides. Os mesmos autores verificaram que tanto
héa atividade isolada como ocorre atividade sinérgica dos componentes do 6leo essencial desta
espécie, 0 que pode explicar a sua elevada atividade nematicida.

Por outro lado, Corbani et al. (2011) ao avaliarem o efeito in vitro de diferentes

concentracdes (10 a 50%) do 6leo essencial de C. ambrosioides sobre a ecloséo de J, de M.
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javanica observaram que, quando o éleo foi aplicado na concentragdo méaxima de 50% houve
uma diminuicdo de 60,9% no percentual de eclosdo de juvenis em relagdo ao controle (agua).
O maior percentual de ecloséo de juvenis obtido com o dleo essencial nesse ensaio pode ser
explicado pela diferenca na composi¢do quimica e teor dos constituintes do 6leo essencial C.
ambrosioides, que variam de acordo com a idade, 6rgao vegetal utilizado e a regido em que a
planta é coletada (ALMANCA et al., 2011).

De acordo com Dias-Arieira et al. (2008), alguns compostos naturais podem
estimular a eclosdo de nematoides, por promoverem alteracdo na permeabilidade ou
degradacédo da parede do ovo. Tais compostos poderiam estar sendo absorvidos pelos ovos,
provocando algum efeito direto, degradando a casca do ovo, inativando o nematoide ou
causando alguma deformacdo no juvenil, impedindo o seu desenvolvimento e posterior
eclosdo do ovo.

Segundo Curtis et al. (2009) os compostos toxicos presentes em extratos de
plantas, atuam como agente de controle quando os ovos de Meloidogyne estdo permedveis, ja
gue nesta fase 0s ovos estdo vulneraveis, estando suscetiveis aos tratamentos. Esta fragilidade
é devido a mudancas que ocorrem na estrutura do ovo, principalmente nos momentos que
antecedem a ecloséo do J,. Nesta fase, 0 nematoide esté injetando suas enzimas para romper a
casca e eclodir do ovo.

Além de eficiente contra fitonematoides, o extrato aquoso de C. ambrosioides
guando empregado em ensaio in vitro inibiu em 100% a eclosdo de larvas de Ascaridia sp.,
um nematoide que afeta aves, evidenciando um alto percentual de eficacia em todas as
concentragfes de 0,060ml:0,940ml; 0,120ml:0,880ml e 200ml:0,800ml (extrato de C.
ambrosioides e agua) (VITA et al., 2014; VITA et al., 2015).

Em muitas espécies de Chenopodiaceae, 0s metabdlitos secundarios que
compdem os Oleos essenciais sdo sintetizados em estruturas secretoras especializadas, como
os tricomas glandulares (METCALFE & CHALK, 1950). A biossintese desses metabolitos
pode ser influenciada por fatores externos, como condi¢cGes ambientais, estagdo do ano e com
a composicgéo do solo em que a planta foi cultivada (MARTINS et al., 2006; DEMUNER et
al., 2011). Em muitos casos, a variabilidade genética das espécies pertencentes a familia
Chenopodiaceae também pode resultar em diferentes quimiotipos (CASTRO et al., 2004;
SILVA et al., 2007).
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Ensaio 2 - Efeito in vitro do extrato aquoso de folhas de C. ambrosioides sobre a
mortalidade de juvenis de segundo estadio J. de Meloidogyne spp.

O extrato aquoso de C. ambrosioides também apresentou efeito nocivo sobre Jz,
provocando a morte desses individuos nas quatros espécies de Meloidogyne avaliadas.
Verificou-se que ndo houve interacdo significativa entre os fatores testados indicando que a
diluicdo do extrato aquoso de C. ambrosioides e 0 tempo de permanéncia dos juvenis nos
extratos, em todas as espécies avaliadas, ndo exerceram influéncia entre si (Tabela 2). No
entanto, 0s J2, apds permanecerem 24 e 48 horas nos extratos aquosos de C. ambrosioides, na
diluicdo de 10% apresentaram as menores médias de individuos vivos/placa. Ndo houve
diferenca estatistica entre as duas concentra¢@es avaliadas, mas ambas diferiram do controle.

Tabela 2 - Numero de juvenis de segundo estadio (J2) de Meloidogyne spp. vivos apds
permanecerem 24 e 48 horas no extrato aquoso de Chenopodium ambrosioides.

Tempo de permanéncia de J2 no extrato de mastruz
Concentragoes J2 Vivos - 24 horas J2 vivos - 48 horas

Ma Mi Me Mk Ma Mi Me Mk
Extrato a 5% 0,2a 04a 05a 06a 03a 02a 02a 04a
Extratoa 10% 0,33a 0,2a 04a 044a 0,09a 0,09a 0,18a 0,27a
Agua destilada 49, 7b 496b 495b 491b 496b 494b 49,7b 493a
CV (%) 2,95 3,19 2,88 3,48 2,95 3,19 2,88 3,48
Ma — M. arenaria; Mi — M. incognita; Me — M. enterolobii; Mk — M. konaensis

Média de dez repeticGes com 50 juvenis/placa.
Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre pelo Teste de Tukey (p<0,05).

O percentual de mortalidade de J2 se aproximou de 100% nas duas concentra¢des
avaliadas em todas as espécies de Meloidogyne testadas (Grafico 2). Estes resultados indicam
que o extrato aquoso de C. ambrosioides apresenta elevada atividade nematicida, ao invés de
atividade nematostatica, pois 0s juvenis ndo retornaram a atividade apds o tempo de
permanéncia de 24 horas em agua.

Caboni et al. (2013) observaram elevada atividade nematicida sobre juvenis de
segundo estadio de M. incognita do extrato aquoso de Mentha piperita, M. pulegium e M.
spicata quando submetidos as concentracdes de 1005, 745 e 300 mg.L ™ por um periodo de 72
horas. Os autores verificaram que 0s extratos aquosos obtiveram melhores resultados que os
extratos etandlico e o 6leo essencial.

Em estudos realizados por Martins e Santos (2016), testando o efeito dos extratos
de C. ambrosioides, de lombrigueira (Spigelia anthelmia L.) e de agrido-do-brejo (Eclipta
alba L.) obtidos por maceracdo, constatou-se que 0s extratos ocasionaram 100% de

mortalidade dos J> de M. incognita raca 2, apds passagem por 48 h nos extratos. Freire &
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Santos (2018) obtiveram resultados semelhantes ao deste ensaio em relagdo ao percentual de
mortalidade de juvenis de M. enterolobii, ao avaliar a eficacia dos extratos aquosos foliares na
concentracdo de 10 % de zabumba (Datura stramonium L.), louco (Plumbago scandens L.) e
mamona (Ricinus communis L.), nos quais 0s juvenis, apos 48 horas imersos nos extratos,

apresentaram um percentual de mortalidade de 86,0, 84,6 e 86,4 %, respectivamente.

Gréfico 2 - Percentual de juvenis de segundo estadio (J2) de Meloidogyne spp. mortos apds
24 e 48 horas de permanéncia no extrato aquoso de Chenopodium ambrosioides a 5 e 10%.
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Babaali et al. (2017), ao testarem a atividade do extrato aquoso e etandlico de
diferentes partes vegetais de espécies pertencentes ao género Datura nas concentracdes de
6,25; 12,5; 25; 50 e 100%, observaram que o extrato aquoso foi significativo apds o tempo de
exposicdo de pelo menos 2 horas nas concentrag@es acima de 25%. Os extratos etandlicos,
foram significativamente diferentes do controle em todas as concentragbes avaliadas,
apresentando taxa de 100% mortalidade de J> de M. incognita em todas as concentracdes apds
0 tempo de 1 hora de exposi¢do dos individuos. Estes autores afirmam que no extrato
etanolico das espécies de Datura possuem maior quantidade de componentes quimicos que no

extrato aquoso, principalmente compostos com agdo nematicida como flavonoides.
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A caracterizacdo quimica do Oleo essencial de C. ambrosioides realizada por
Almanca (2013), revelou a presenca de compostos como carvacrol, p-cimeno, a-terpineno,
ascaridol, flavonoides e saponinas. No extrato aquoso, foi encontrado alto teor de terpenos
esteroidais e galotaninos, além de alcaloides, que também apresentam elevada atividade
nematicida (HALLAL et al., 2010). Ao estudarem a atividade nematicida contra M. incognita
e Aphelenchoides besseyi de compostos derivados do ascaridol, Yen et al., (2007),
verificaram 100% de mortalidade dos juvenis de segundo estadio das duas espécies de
nematoides, quando foram submetidos a concentracdo de 100 pg/ml. Os mesmos autores
afirmaram que o ascaridol e seus derivados possuem elevada atividade bioldgica,
assemelhando-se a nematicidas quimicos, com a vantagem de se tratar de um produto natural
e apresentar menor toxicidade.

O conhecimento da composicdo quimica de extratos e 6leos essenciais pode levar
a sintese de moléculas que podem originar nematicidas, em substituicdo aos nematicidas
convencionais (SILVA, 2011). Neste sentido, o efeito comprovado in vitro sobre a
mortalidade dos juvenis das espécies do género Meloidogyne, teve uma continuidade a fim de

se testar seus efeitos toxicos ao patégeno in vivo.

Ensaio 3 - Avaliacdo do tempo de armazenamento de folhas secas e da concentracéo do
extrato aquoso de C. ambrosioides na mortalidade de juvenis de segundo estadio de M.
incognita

Os resultados apresentados na Tabela 3 mostram que houve interacdo significativa
entre os fatores, indicando que o tempo de armazenamento das folhas secas e a concentragao
do extrato aquoso de C. ambrosioides exercem influéncia entre si.

As concentracdes de 5 e 10% diferiram estatisticamente do controle em todos 0s
tempos de armazenamento testados. Os Jz, apos permanecerem por 24 horas nas diluicdes de 5
e 10 % dos extratos aquosos de C. ambrosioides preparados com o material vegetal finamente
triturado e armazenado nos tempos de 0, 30, 60 e 90 dias, ndo diferiram entre si, apresentando
média de 50 individuos mortos (100%) nos tempos 30 a 60 dias do armazenamento, havendo
uma pequena reducdo com o material armazenado por 90 dias (Tabela 3).

Aos 120 dias de armazenamento, o extrato a 5% obteve média de 42,4 e na
concentracdo de 10% apresentou média de 47,4 juvenis mortos apos permanéncia de 24 horas
no extrato. Com estes resultados, foi possivel observar diferenca estatistica entre as duas
concentragOes (Tabela 3). O percentual de J> mortos em todos os tratamentos esta ilustrado no

gréfico 3.



74

Estes resultados indicam que as folhas secas de C. ambrosioides armazenadas
pelo periodo de 120 dias ainda apresentam efeito na mortalidade de juvenis de segundo
estadio de M. incognita, indicando que o composto quimico com acdo nematicida persiste nas
folhas secas mesmo apds armazenamento de quatro meses, caracteristica desejavel para um
produto natural.

Tabela 3 — Numero médio de juvenis de segundo estadio (J2) de Meloidogyne incognita
mortos apos permanecerem 24 horas no extrato aquoso de Chenopodium ambrosioides.

Tempo de armazenamento Concentracfes do extrato
das folhas 0 % (4gua destilada) 5% 10 %
0 dias 10cB 50a A 50a A
30 dias 0,4cB 50a A 50a A
60 dias 0,6cB 50a A 50a A
90 dias 0,8cB 494aA 498aA
120 dias 04cC 42,4b B 47,4b A
CV (%) 2,32

- Média de cinco repeti¢des com 50 juvenis/placa.
Médias seguidas pela mesma minuscula, na coluna e pela mesma letra mailscula, na linha, ndo diferem
estatisticamente pelo Teste de Tukey (p<0,05).

Em estudos realizados por Torres et al. (2001), foi observado que os extratos
aquosos provenientes de pos de diferentes partes e espécies vegetais tais como améndoas de
Azadirachta indica, casca de Aspidosperma pyrifolium, raiz de Cissampelos aff. glaberrima e
folha de Laurus nobillis armazenados por periodos superiores a 30 dias apresentaram
resultados promissores no controle de Plutella xylostella, traca-das-cruciferas, afetando o
desenvolvimento de fases larvais e adultos que se alimentaram de plantas de couve tratadas

com os extratos.

Gréfico 3 - Percentual de juvenis de segundo estadio (J2) de Meloidogyne incognita mortos
apos 24 horas no extrato aquoso de Chenopodium ambrosioides a 5 e 10% armazenados nos
periodos de 0, 30, 60, 90 e 120 dias.
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Mello et al. (2006), ao compararem o efeito in vitro do extrato aquoso de C.
ambrosioides fresco e armazenado por 24 horas sobre P. brachyurus, verificaram que o
extrato foliar fresco nas concentracdes de 2 e 20 % ndo possuia acdo nematicida, porém,
quando estocado por 24 h afetava os nematoides, demonstrando que a incubacédo de 24 horas é
essencial para liberacdo de substancias letais a P. brachyurus. Os autores verificaram ainda
que o extrato de C. ambrosioides é mais eficiente no controle de P. brachyurus quando
incorporado ao solo do que quando se utiliza a planta em rotacédo de cultura (MELLO et al.,
2006).

Leme et al. (2007) verificaram que a forma de esterilizacdo e o tempo de
armazenamento do extrato foliar de capim-limdo interferiram na atividade do mesmo em
relacdo ao desenvolvimento micelial de Colletotrichum acutatum.

Tapondjou et al. (2002) e Silva et al. (2003) observaram uma alta mortalidade de
adultos de Sitophilus zeamais, o gorgulho do milho, com p6s de folhas de C. ambrosioides.
Entretanto, em estudos realizados por Tavares & Vendramim (2006), o efeito inseticida de C.
ambrosioides nao foi constatado com a utilizacdo de pds obtidos de ramos e folhas,
observando-se valor maximo de mortalidade de 1,7% de S. zeamais. A idade e o
desenvolvimento da planta, bem como os diferentes 6rgdos vegetais, sdo de consideravel
importancia e podem influenciar a quantidade total de metabdlitos produzidos no extrato
vegetal e de sua atividade biologica (GOBBO-NETO & LOPES, 2007). Tavares &
Vendramim (2006) afirmaram que a coleta do material vegetal feita a partir de plantas em fase
de frutificacdo (final do ciclo) pode provocar a perda da eficacia do extrato de folhas, pelo
fato de ocorrer a translocacdo de compostos responsaveis pela atividade inseticida para 0s
frutos.

Moosavi (2012) avaliou o efeito do extrato preparado a partir do pé obtido de
sementes e de folhas de A. indica, Datura metel, Olea europaea, Carthamus glaucus, Nerium
oleander, Chrysanthemum coronariumes sobre a eclosdo e a mortalidade de J> de M. javanica
e verificaram elevada taxa de mortalidade (60%) quando submetidos aos extratos pelo periodo
de 24 e 48 horas e elevado percentual de inibi¢do da eclosdo de J. (75%), ap6s o tempo de
permanéncia de 72 horas no extrato.

O tempo de armazenamento das folhas utilizadas no preparo de extratos aquosos
também pode provocar a perda na eficiéncia dos mesmos. Costa (2017), observou que folhas
secas de Calotropis procera armazenadas por 1 dia apresentaram percentagem de mortalidade

de juvenis de segundo estadio de M. incognita de 92,7% apds permanéncia de 24 h no extrato.
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Entretanto, quando o extrato foi obtido de folhas secas armazenadas a 62 dias, observou-se
que o percentual de mortalidade de J, foi de apenas 11%.

Dias et al. (2000) avaliaram o efeito dos extratos aquosos de 15 espécies de
plantas medicinais sobre a mortalidade de J> de M. incognita apds o tempo de permanéncia de
24 h. Os autores realizaram dois ensaios em periodos diferentes e com o material vegetal
coletado em duas estacgdes distintas. Verificou-se que houve diferenga entre o percentual de
juvenis inativos e mortos nos dois ensaios realizados. O extrato de meldo Sdo Caetano
(Momordica charantia L.), uma das 15 espécies, foi 0 que apresentou maior diferenca entre 0s
resultados nos dois ensaios, provocando 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 com o mesmo patégeno dependendo da época de

coleta de material vegetal a ser usado na producéo de extratos.

Ensaio 4 - Efeito da aplicacdo do extrato aquoso de folhas de C. ambrosioides em solo
infestado com M. incognita

Em geral, o desenvolvimento das plantas ndo foi afetado pelos extratos vegetais
de C. ambrosioides. As médias da massa fresca da parte aérea (MFPA) dos tomateiros cv.
Santa Clara nos tratamentos em que foram aplicados os extratos de C. ambrosioides (5 e
10%), ndo diferiram entre si, apresentando valores de 20,70g e 19,629, respectivamente. O
mesmo foi verificado para a massa seca da parte aérea (MSPA) com valores que ficaram de
2,75 g e 2,74 g. Essas duas variaveis analisadas ndo diferiram do controle negativo (planta
ndo inoculada e sem extrato) que foram de 21,259 e 3,029 para MFPA e MSPA,
respectivamente, porém diferiram do controle positivo (planta inoculada sem extrato) o qual
apresentou as menores médias para massa fresca (14,529) e seca (1,66g) da parte aérea
(Tabela 4).

Para a variavel massa fresca da raiz (MFR), os tratamentos com aplicacdo de
extrato de C. ambrosioides a 5 e 10% e o controle negativo ndo diferiram entre si, entretanto
estes diferiram do controle positivo, cujas plantas apresentaram a menor média de MFR
(3,849) (Tabela 4).

Para altura da planta (AP), em todos os tratamentos que foram aplicados os
extratos de C. ambrosioides (5 e 10%) e o controle negativo, as plantas apresentaram médias
de altura (50,02 a 48,41 cm) significativamente superior a das plantas do controle positivo

(5,92 cm) (Tabela 4; Figura 1). Ressalta-se que os extratos de C. ambrosioides a 5 e a 1% néo
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provocaram fitotoxidez nos tomateiros cv. Santa Clara, uma vez que nem o crescimento das

plantas e nem a coloragéo das folhas foram afetados.

Tabela 4 — Médias da massa fresca da parte aérea (MFPA), massa seca da parte aérea
(MSPA), massa fresca da raiz (MFR) e altura da planta (AP), e de plantas de tomateiro cv.
Santa Clara cultivadas em solo infestado com Meloidogyne incognita e tratado com extrato
aquoso de Chenopodium ambrosioides.

Tratamentos MFPA () MSPA () MFR(g) AP (cm)
Controle negativo (sadia) 21,25 a 3,02a 7,02 a 56,4 a
Controle positivo 1452 Db 1,66 b 3,84Db 35,04 b
Planta inoculada + extrato a 5 % 20,70 a 2,75a 515a 50,02 a
Planta inoculada + extrato a 10 % 19,62 a 2,74 a 571a 48,41 a
CV (%) 7,28 512 15,34 5,12

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

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 feijao-de-porco (C. ensiformes) em solo infestado com M.
enterolobii quando comparada com plantas das testemunhas (planta inoculada sem aplicacdo

do extrato), discordando dos resultados observados neste ensaio.

Figura 1 — Plantas de tomateiro cv. Santa Clara 45 dias apds o transplantio, avaliadas quanto
a eficiéncia da aplicacdo do extrato aquoso de Chenopodium ambrosioides em solo infestado
com Meloidogyne incognita. O Controle negativo — plantas ndo inoculadas/sem extrato,
Controle positivo — plantas inoculadas/sem extrato — Extrato 5% - plantas com
extrato/inoculadas e Extrato 10% - plantas com extrato/inoculadas.

T

sy

Controle negativo Controle positivo Extrato 5% Extrato 10% §

Fonte: elaborado pelo autor
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Em estudos realizados por Mateus et al. (2014), constatou-se uma maior altura das
plantas de tomateiro cv. Santa Clara nos tratamentos em que foram aplicados extratos aquosos
de gervdo (Verbena officinalis L.), mulungu (Erythrina mulungu Mart. ex Benth.), pau-
amargo (Quassia amara L.) e tansagem (Plantago lanceolata L.) para o controle de M.
incognita, em relacdo a testemunha do ensaio.

Nos resultados obtidos por Gardiano et al. (2009), em experimento avaliando o
efeito da adicdo ao solo dos extratos aquosos de 20 espécies de plantas sobre a populacédo de
M. javanica em plantas de tomateiro, os autores observaram que as aplicacdes de todos 0s
extratos incrementaram a massa de parte aérea do tomateiro em relacéo a testemunha. Costa et
al. (2000), ao avaliar o efeito da aplicacdo de 10 mL do extrato metandlico de C.
ambrosioides no solo, na concentracdo de 60%, observou que o extrato provocou fitotoxidez
em plantas de tomateiro cv. Santa Clara e ndo reduziu o parasitismo de M. incognita.

A aplicacéo do extrato aquoso de C. ambrosioides a 5 e 10% reduziu o nimero de
galhas (NG), o nimero 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
5). As médias do NG, para ambas as diluicdes testadas do extrato (5 e 10%) e no controle
positivo, diferiram entre si, mas diferiram significativamente do controle positivo. As médias
do NG dos tratamentos com os extratos a 5 e 10% foram 48,2 e 12,5 galhas/raiz,
respectivamente. O controle positivo apresentou uma média de NG de 398,0 galhas/raiz
(Tabela 5 e Figura 2). Esse resultado indica que a aplicacdo do extrato ao solo foi eficiente no

controle do patdgeno.

Tabela 5 — Médias do nimero de galhas (NG), nimero de massas de ovos (NMO), nimero de
ovos (NO), fator de reproducdo (FR) de plantas de tomateiro cv. Santa Clara cultivadas em
solo infestado com Meloidogyne incognita e tratado com extrato aquoso de Chenopodium
ambrosioides.

Tratamentos — NG — NMO — NO - FR
Média PR Média PR Meédia PR Média PR
T1 398,0a 104,2 b 20.371c 404c
T2 482b 87,66 18a 97,77 4666 b 97,62 0,09b 97,62
T3 125a 99,29 05a 99,20 130,9a 99,30 0,03a 99,21
CV (%) 12,11 15,37 10,65 10,65

T1 — Controle positivo — Solo infestado sem aplicacdo do extrato; T2 — Solo infestado + extrato a 5 % e T3 —
solo infestado + extrato a 10 %

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

PR — Percentual de redugéo
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As galhas nas raizes de tomateiro do controle positivo além de presentes em maior
ndmero, apresentaram tamanho variando de 3 a 7 mm, enquanto que as galhas presentes em
menor nimero nas raizes de tomateiro tratado, variavam de 2 a 4 mm.

Em relacdo ao NMO, constatou-se que o0s tratamentos com aplicacdo dos extratos
de C. ambrosioides a 5 e 10% ndo diferiram estatisticamente entre si, apresentando médias de
NMO de 1,80 e 0,50 massas de ovos/raiz, respectivamente. A média de NMO do controle
positivo foi de 104,2 massas de ovos/raiz, diferindo significativamente dos tratamentos com
extratos (Tabela 3).

Para a varidvel NO, observou-se que houve diferenga entre o0s tratamentos com
aplicacdo dos extratos a 5 e 10% com médias de NO 466,6 e 130,9 ovos/raiz,
respectivamente. A concentracdo de 10% reduziu o numero de ovos em relacdo a
concentracdo de 5%. Ja o controle positivo diferiu significativamente dos tratamentos,
apresentando uma média de NO de 20.371,9 ovos/raiz (Tabela 3).

Observou-se um percentual acima de 85% de redugdo de NG na concentracéo de
5% e de 99,29% na concentracdo de 10%. Para as variaveis NMO, NO e FR verificou-se
percentuais de reducdo acima de 97% nas duas concentracdes avaliadas, mostrando que a
aplicacdo do extrato foi eficiente nas duas concentracgdes aplicadas (Tabela 3).

Considerando o FR, os tratamentos com o0s extratos promoveram a reducgédo desta
variavel, quando comparados ao controle positivo (Tabela 3). Houve diferenca significativa
no FR entre os extratos de C. ambrosioides a 5 e a 10%, sendo ambos menores que 1, o FR
obtido no tratamento com extrato a 5% foi de 0,09, e no extrato a 10 % foi de 0,03. O FR da
testemunha foi de 4,04, o qual diferiu significativamente dos dois tratamentos.

Mateus et al. (2014) ao aplicar extratos de gervdo (Verbena officinalis L.),
mulungu (Erythrina mulungu Mart.), 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 reducéo variando de 30,0 a 44,4 %, sendo que o extrato de gervao foi o que
apresentou o melhor resultado.

Carboni e Mazzonetto (2013), avaliaram o efeito da aplicagéo de 25 ml do extrato
de C. ambrosioides na concentra¢do de 20% no solo no mesmo dia em que foi infestado com
5.000 ovos de M. incognita e verificaram reducdo no percentual do nimero de galhas e no
namero de ovos em plantas de tomateiro cv Santa Clara.

Ao avaliar a aplicagdo de 20 mL ao solo de extratos aquosos de 20 espécies de

plantas sobre a populacdo de M. javanica em plantas de tomateiro em casa de vegetacéo,
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Gardiano et al. (2009) observaram que os extratos de horteld (M. spicata), bardana (Arctium
lappa L.) e mamona (Ricinus communis) reduziram o nimero de galhas em 75,6, 65,7 e 54,4,

e 0 numero de ovos em 81,7, 75,9 e 56,6%, respectivamente.

Figura 2 — Sistemas radiculares de tomateiros cv. Santa Clara apds aplicacdo de extrato
aquoso de Chenopodium ambrosioides em solo infestado com Meloidogyne incognita. (A)
controle positivo (agua), (B) extrato a 5%, e (C) extrato a 10%.

Fonte: elaborado pelo autor

Em estudos realizados por Silva et al. (2011), foi avaliado o efeito de extratos
vegetais a 10 % obtidos da casca e de folha de tamboril (Enterolobium contortisiliguum
Vell.), goncalo-alves (Astronium fraxinifolium Schott.), jatoba (Hymenaea courbaril L.) e
jurema-preta (Mimosa tenuiflora (Wild) Poir.) 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).

Os resultados obtidos neste ensaio indicam que o uso de extrato aquoso de C.
ambrosioides aplicado no solo reduz a infeccdo na planta, sendo viavel no controle de M.
incognita. O uso deste extrato pode ser considerado promissor devido ao fato de apresentar
baixo custo e pela facilidade do preparo. A reaplicacdo do extrato no solo garantiu a presenca
constante dos compostos nematicidas e/ou nematostatico durante os primeiros 15 dias ap0s a

inoculagdo, fazendo com que o extrato de C. ambrosioides estivesse em contato do
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nematoide, atuando diretamente sobre os ovos e sobre os J>. Entretanto, mais pesquisas seréo
necessarias a fim de investigar os compostos ativos presentes nas folhas de C. ambrosioides
com efeito nematicida, que poderdo gerar produtos eficientes no controle de nematoide das

galhas.

Ensaio 5 - Efeito da imersao de raizes de tomate ‘Santa Clara’ em extrato aquoso de
folhas de C. ambrosioides no controle de M. incognita e M. enterolobii

Os resultados obtidos mostraram que o extrato aquoso de C. ambrosioides (5 e
10%) nédo provocaram efeito toxico nas plantas de tomateiro. Nas plantas inoculadas com M.
incognita, as médias da massa fresca da parte aérea (MFPA) das plantas de tomateiro que
foram imersas nos extratos nas concentracdes 5 e 10% nos dois tempos avaliados (1h e 1:30h)
ndo diferiram entre si e também ndo diferiram do controle negativo, contudo todos os
tratamentos diferiram do controle positivo. Para a espécie M. enterolobii, a MFPA das plantas
submetidas aos tratamentos com extrato aquoso de C. ambrosioides ndo diferiram entre si,
mas diferiram tanto do controle positivo como do controle negativo (Tabela 6).

Em todos os tratamentos para ambos os nematoides e extratos, a MSPA, a MFR e
a AP foram estatisticamente diferentes do controle positivo, mas somente para a variavel
MFR todas as plantas também diferiram do controle negativo. Na MSPA e AP, houve
pequena oscilagdo nos valores encontrados (Tabela 6).
Tabela 6 - Médias da massa fresca da parte aérea (MFPA), massa seca da parte aérea
(MSPA), massa fresca da raiz (MFR) e altura da planta (AP) de plantas de tomateiro cv. Santa

Clara inoculadas com Meloidogyne incognita e Meloidogyne enterolobii e submetidas a
imersdo do sistema radicular em extrato aquoso de Chenopodium ambrosioides.

M. incognita M. enterolobii

Tratamentos MFPA MSPA MFR AP MFPA MSPA MFR AP (cm)
(9) (9) (@  (cm) (9) (9) (9)

Controle negativo 3058a 7,12a 2097a 782a 3203a 7,78a 20,34a 79,03a

Controle positivo 19,18b 5,15¢ 12,04c 534c 2143c¢c 4,16c 10,30c 49,28d
C5%-T1lh 2981a 6,86a 16,97b 67,1b 29,26b 7.56ab 16,89b 67,56b
C5%-T1:30h 31,13a 6,45b 17,30b 76,6a 28,40b 7,34b 17,38b 66,25 bc
C10%-T 1h 3192a 641b 1764b 70,1b 2829b 7,29b 17,47b 6561hbc
C10%-T1:30h 3249a 6,76a 17/47b 702b 29,16b 723b 1764b 64,32c
CV (%) 2,80 4,05 1,96 2,22 1,73 1,44 5,47 1,22

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

Costa et al. (2000) observaram que extratos metandlicos de C. ambrosioides e
Ricinus communis causaram efeito toxico em tomateiros ‘Santa Clara’ reduzindo em 10% a

altura das plantas quando aplicados na concentracdo de 60%. Carvalho e Carnelossi (2005),
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relataram um efeito alelopatico de C. ambrosoides na germinacdo de sementes de tomate. Os
resultados negativos obtidos nesses ensaios podem estar associados ao método de extracao, ao
solvente utilizado e as técnicas de coleta e secagem e varios outros fatores que podem
interferir na liberacdo do principio ativo da planta (FERREIRA et al., 2013). Lopes et al.
(2005) verificaram que a aplicacdo de extratos aquosos de mucuna preta (Stizolobium
aterrimum Piper & Tracy) e manjericdo (Ocimum basilicum L.) sobre a parte aérea de
tomateiro ndo afetaram nem a altura, nem o peso da parte aérea dos tomateiros. Ao avaliar o
efeito da imersdo de raizes de tomateiro em diferentes extratos aquosos de espécies vegetais
da familia Asteraceae durante 15 minutos, Ferreira et al. (2013) verificaram, igualmente, que
o0s extratos ndo influenciaram no peso fresco da parte aérea das plantas.

A imersdo das raizes de tomateiro em extrato aquoso de C. ambrosiodes reduziu o
NG, NMO e o NO de M. incognita e de M. enterolobii em todos os tratamentos. Nas trés
variaveis analisadas os tratamentos diferiram significativamente do controle positivo,
mostrando que houve reducéo da infeccdo apds os tratamentos (Tabelas 7 e 8).

Embora ndo tenha diferido estatisticamente dos demais tratamentos, a
concentracdo do extrato a 10% no tempo de imersdo de 1 hora e 30 minutos apresentou 0s
menores resultados para NG, NMO e NO para as duas espécies de Meloidogyne. Com esse
extrato e tempo, a reducdo na infeccdo foi semelhante para M. incognita e M. enterolobii, com
valores reduzidos no NG em 86 e 64%, NMO 93,5 e 83,7% e de NO em 97 e 88%,
respectivamente. Isto pode ser atribuido a uma maior concentracdo de substancias toxicas aos
fitonematoides que poderiam ter sido absorvidas pelas raizes, uma vez que as plantas, apds 0s

tratamentos, foram transferidas para solo autoclavado (Tabelas 7 e 8).

Tabela 7 — Médias do nimero de galhas (NG), nimero de massas de ovos (NMO), nimero de
ovos (NO), fator de reproducdo (FR) de plantas de tomateiro cv. Santa Clara inoculadas com
Meloidogyne incognita e submetidas a imersédo do sistema radicular em extrato aquoso de
Chenopodium ambrosioides.

Tratamentos NG NMO NO FR
Média PR Média PR Média PR Média PR
Controle positivo 341,88 ¢ 139,24 b 23.950 b 4,75b

C5%-T1lh 31,16b 67,93 552a 80,08 281,90a 89,15 0,06a 8945
C5%-T1:30h 18,06a 77,01 3,09a 85,08 5256a 9532 0,01a 9541
C10%-T 1h 10,11a 82,80 1,34a 90,17 27,66a 96,60 0,005a 96,79
C10%-T1:30h 506a 86,37 0,57a 93,56 12,11a 97,75 0,002a 98,17

CV (%) 14,46 46,27 37,56 37,56

PR — Percentual de reducéo (%)
*Médias seguidas pela mesma letra na coluna néo diferem entre si pelo teste de Tukey (P<0,05).
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Tabela 8 — Médias do numero de galhas (NG), nimero de massas de ovos (NMO), nimero de
ovos (NO), fator de reproducéo (FR) de plantas de tomateiro cv. Santa Clara inoculadas com
Meloidogyne enterolobii e submetidas a imersdo do sistema radicular em extrato aquoso de
Chenopodium ambrosioides.

NG NMO NO FR
Tratamentos  —G e PR Média PR Média PR Media PR
Controle positivo 357,96 d 208,5d 56.653 ¢ 11,28 ¢

C5%-T1lh 90,25¢ 49,79 12,11b 75,90 1.392ab 84,32 0,27ab 84,52
C5%-T1:30h 9525c 4841 18,49¢ 70,22 2.246b 80,09 0,44b 80,06
C10%-T 1h 66,25b 56,98 734a 8123 918,69a 87,27 0,17a 87,50
C10%-T1:30h 4596a 64,16 552a 83,73 709,7a 88,81 0,14a 88,99

CV (%) 5,70 7.15 9,02 9,02

PR — Percentual de reducédo (%)
Médias seguidas pela mesma letra na coluna nédo diferem entre si pelo teste de Tukey (P<0,05).

Rao et al. (2000) e Khan et al. (2005) sugerem que o efeito de tratamentos sobre a
producdo de ovos por fémea, tem sido correlacionado com a fecundidade e a capacidade de
limitar o desenvolvimento epidémico do parasita. Entretanto, a capacidade de reducdo do
namero de fémeas tem efeito proporcional sobre a producéo de ovos. No presente trabalho, o
efeito dos tratamentos com o extrato sobre 0 numero de ovos e o fator de reproducéo, foi
observado, indicando que houve influéncia do extrato na reproducdo das fémeas quando
comparados com a testemunha (Tabelas 7 e 8). Este fato foi observado em todos tratamentos
nas variaveis NMO e NO, em que ocorreu em M. incognita uma reducdo de pelo menos 80%
e em M. enterolobii de no minimo 70%.

Segundo Roncato (2015), aplicacdes semanais e simultaneas via raiz, solo e foliar
de extrato hidroalcodlico de Crambe abyssinica (Hochst) reduziram massa de ovos, nimero
de galhas, J; e ovos por grama de raiz e por 100 cm? de solo, e com menor viabilidade de ovos
de M. incognita em tomateiro.

No tratamento com a imersdo de radiculas das plantas pré-germinadas de soja
(Glycine max L.) em O6leo de nim a 8%, Santos (2010) observou reducdo da densidade
populacional de H. glycines. John & Hebsy (2000) observaram que as raizes de berinjela
imersas em extrato de folhas de nim na concentracdo de 25% por o periodo de uma hora
apresentaram um melhor crescimento e houve reducdes significativas no niumero de galhas e o
numero de massas de ovos de M. incognita quando comparadas ao controle. Saravanapriya &
Sivakumar (2005) verificaram que raizes de plantas de tomateiro imersas por um periodo de
uma hora em extrato aquoso obtidos de folhas de Calotropis gigantea, A. indica, T. erecta e

em extrato aquoso obtidos a partir do p6 de sementes de melancia (Citrullus lanatus Thumb.)
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na concentracdo de 5% reduziram a populagdo de M. incognita no solo em 87,3%, 84,7%,
72,6% e 49,1%, respetivamente, quando comparadas com o controle.

Figura 3 — Sistemas radiculares de tomateiros cv. Santa Clara apds aplicacdo de extrato
aquoso de Chenopodium ambrosioides em solo infestado com Meloidogyne incognita. (A)
controle positivo; (B) planta sadia; (C) imersdo em extrato 5 % por 1 hora; (D) imersdo em
extrato 5 % por 1:30 hora; (E) imersdo em extrato 10 % por 1 hora e (F) imersdo em extrato
10 % por 1:30 hora.

Fonte: elaborado pelo autor

Com a imersdo de raizes de tomateiro por 30 minutos em extrato aquoso (25
mL.100 mL* de agua destilada) de folhas, de torta e de dleo de nim, Akhtar & Mahmood
(1993), observaram a inibicdo do desenvolvimento de M. incognita, independente do
patogeno ser inoculado antes ou depois do tratamento.

Apo0s a imersdo das raizes de tomateiro no extrato aquoso de C. ambrosioides o

efeito nocivo do extrato teria ocorrido aos juvenis presentes na raiz, podendo esta agéo ter
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sido somente durante o tempo da imersdo ou por um periodo mais prolongado, atuando nos

nematoides com um efeito residual, ocasionando assim a reducéo da infeccéo nas raizes.

Figura 4 — Sistemas radiculares de tomateiros cv. Santa Clara ap0s aplicacdo de extrato
aquoso de Chenopodium ambrosioides em solo infestado com Meloidogyne enterolobii. (A)
controle positivo; (B) planta sadia; (C) imersdo em extrato 5 % por 1 hora; (D) imersdo em
extrato 5 % por 1:30 hora; (E) imersdo em extrato 10 % por 1 hora e (F) imersdao em extrato
10 % por 1:30 hora.

Fonte: elaborado pelo autor

Uma andlise fitoquimica revelou que C. ambrosioides possui varios tipos de
fitoquimicos puros, como limoneno, d-canfora, ascaridol, a-pineno, p-cimeno, iso-ascaridol,
a-terpineno, artiasona, acido butirico, &cido ferulico, geraniol, saponinas e estigmasterol.
Dentre os compostos relatados, o ascaridol tem sido considerado o mais ativo e eficaz e com
atividade nematicida (LOHDIP, 2013). E possivel que as raizes de tomateiro tenham
absorvido alguns desses compostos presentes nos extratos de C. ambrosioides, ou outros
ainda ndo identificados, em concentragcdes variaveis, e 0s mesmos tenham interferido no
desenvolvimento e/ou na reproducdo dos nematoides. As raizes ndo tratadas com extrato

apresentaram galhas bem desenvolvidas com tamanho de 3-6 mm (Figura 4), enquanto que as
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galhas observadas nas demais raizes tratadas com extrato a 5% variavam de 2- 3 mm e com
extrato a 10% de 1-2 mm.

A imersao de raizes em extrato aquoso de C. ambrosisoides, apds um periodo de
dez dias do inicio da infeccdo, demonstrou ser eficiente para reduzir o parasitismo de M.

incognita e M. enterolobii das mudas de tomateiro.

Ensaio 6 - Avaliacdo do extrato aquoso de folhas de C. ambrosioides como indutor de
resisténcia em tomateiro no controle de M. incognita

O extrato aquoso de C. ambrosioides e 0 ASM né&o provocaram fitotoxidez e ndo
interferiram nos parametros vegetativos de massa fresca e massa seca de parte aérea, massa
fresca de raiz e altura, independentemente da concentracdo do extrato e do intervalo de tempo
entre a aplicacdo dos indutores e a inoculagdo com o nematoide (Tabela 9). Nao foi também
constatado interagdo entre os fatores. Entretanto, todos os tratamentos diferiram
estatisticamente do controle positivo, que apresentou médias inferiores em todos o0s
parametros vegetativos avaliados (Tabela 9).

Em ensaios realizados por Puerari et al. (2013), verificou-se que o ASM pode
incrementar o desenvolvimento vegetativo da planta tratada. Em contraponto, Chinnastri et al.
(2006), afirmaram que pode ocorrer a diminuigdo dos parametros vegetativos das plantas
tratadas, devendo-se levar em consideracdo as concentragOes utilizadas, o tempo de avaliagéo
apos a aplicacdo e a resposta direta das plantas e/ou cultivares. Tais fatores podem contribuir

para essas diferencas observadas nos parametros de desenvolvimento vegetal.

Tabela 9 — Médias Médias da massa fresca da parte aérea (MFPA), massa seca da parte aérea
(MSPA), massa fresca da raiz (MFR) e altura da planta (AP) das plantas de tomateiro cv.
Santa Clara 30 dias apds a pulverizacdo com extrato aquoso de Chenopodium ambrosioides e
ASM e inoculadas com Meloidogyne incognita.

Tratamentos MFPA MSPA MFR AP
Controle negativo 35,64 a 529 a 23,23 a 73,96 a
Controle positivo 24,01 b 3,42 Db 18,92 b 62,09 b

ASM 34,8la 510a 22,84 a 69,72 a
Extrato 2,5% 35,05a 519a 23,23 a 70,05 a
Extrato 5% 35,40 a 524 a 21,99 a 72,08 a
Extrato 10% 35,16 a 53a 22,56 a 72,25 a
Cv (%) 2,67 2,68 1,28 1,28

Médias seguidas pela mesma letra mindscula na coluna ndo diferem estatisticamente pelo Teste de Tukey
(p<0,05).
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Na avaliacdo do parasitismo do nematoide das galhas em tomateiro ‘Santa Clara’,
realizada aos 30 dias ap6s a inoculagdo de M. incognita, os resultados obtidos indicam que
houve interacdo significativa entre os fatores, indicando que a aplicacdo foliar de diferentes
concentracdes do extrato aquoso de C. ambrosioides e do ASM e os intervalos de inoculagédo
exercem influéncia entre si.

Ao analisar o NG, observou-se que houve diferenca estatistica somente a partir do
tempo de inoculacdo de 6h apos a aplicagdo tanto do ASM como dos extratos. Entretanto, as
menores médias do NG foram observadas a partir do intervalo de 9h entre a pulverizacédo e a
inoculacdo do patdgeno (Tabela 10).

As maiores reducbes do NG foram observadas no intervalo de 24 horas ap6s o
tratamento. O ASM exibiu a menor média de numero de galhas (124,8), seguido pelo extrato
aquoso de C. ambrosioides na concentracdo de 10% (206,9) e 5% (227,1) (Tabela 10). Nesse
tempo, 0 ASM apresentou o maior percentual de reducdo de niamero de galhas (50,88%) em
relagdo ao controle positivo (Gréfico 4).

Tabela 10 — Médias do nimero de galhas (NG) em plantas de tomateiro cv. Santa Clara
previamente pulverizadas com extrato aquoso de Chenopodium ambrosioides e ASM e
inoculadas com M. incognita.

NUmero de
galhas (NG) Tempo (horas)
Tratamentos 0 3 6 9 12 24

Controle positivo  372,1aA 3705aA 371,3aA 3725aA 372,1aA 371,7aA
ASM (0,5g/100L) 369,8aA 306,9aB 2274cB 1785¢cC 2836cD 1248cD
Extrato 2,5% 370,6aA 3279aA 2822bcB 2085bcC 2816bB 2848bB
Extrato 5% 371,3aA 328 7aA  296,2bA 1563bBC 2522bBC 227,1bC
Extrato 10% 3709aA 330,1aAB  2931bB 2443bC  2634bB 2069bC

Cv (%) 9,95

Médias seguidas pela mesma letra mindscula na coluna e maitscula na linha ndo diferem estatisticamente pelo
Teste de Tukey (p<0,05).

Silva et al. (2004) relataram que a aplicacdo de ASM via foliar ou solo, trés dias
antes do transplante/inoculacéo e sete dias apds o transplante/inoculacdo de tomateiros 'Santa
Clara’, independente da época ou modo de aplicacdo, provocou 54,6% de reducdo de galhas em
relacdo a testemunha. Visto que o ASM ndo é tdxico ao Jo, entdo a essa reducdo pode-se inferir o
efeito indutor de resisténcia, que afetou a nutricdo do J> e reduzindo assim, a reproducdo. A
reducdo do numero de galhas em tomateiro com emprego do ASM foi tambeém observada por
Brito et al. (2016) no patossistema envolvendo M. javanica em soja, onde verificou-se a
reducdo de 45% do nimero de galhas em plantas pulverizadas com o indutor na concentracdo
de 0,1%.
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Gréfico 4 — Percentual de reducdo do nimero de galhas em raizes de tomateiro cv. Santa
Clara 30 dias apos a pulverizagdo com extrato aquoso de Chenopodium ambrosioides e
Acibenzolar-S-Metil e inoculadas em intervalos de 0, 3, 6, 9, 12 e 24 horas com Meloidogyne
incognita apds o tratamento.
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Estudos revelaram a hipdtese de que o ASM interfere na formacdo das células
gigantes, por meio de alguma proteina essencial a mesma (OWEN et al., 1998; SILVA et al.,
2002, 2004). Por outro lado, varios estudos relataram que o ASM ndo reduziu o nimero de
galhas e sim a reproducdo do nematoide e, consequentemente, a reinfestacdo, fato este
explicado devido ao produto ndo afetar diretamente a eclosdo, sobrevivéncia ou penetracao
dos nematoides nas raizes dos hospedeiros (CHINNASRI et al., 2003; SALGADO et al.,
2007; MOLINARI & BASER, 2010; PUERARI et al., 2013). E, como constatado nos testes
preliminares realizados com M. incognita, ndo ha efeito nematicida ou nematostatico do ASM
sobre os juvenis.

O extrato aquoso de C. ambrosioides também reduziu o nimero de galhas em
relagdo ao controle positivo, no entanto, ndo se igualou ao ASM, apresentando médias

inferiores a este. No entato, nos tempos de 6h e 9h ap6s pulverizagdo e com a concentracdo de
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extrato a 2,5%, a reducdo do NG nédo diferiu dos valor observado para o ASM. Nas
concentragOes de 5 e 10%, as maiores redugdes do NG , acima de 20%, foram obtidas apds 24
horas da aplicacdo dos extratos (Gréafico 4), sugerindo um reduzido efeito indutor.

As plantas tratadas com o ASM apresentaram as menores medias de massas de
ovos, contudo, ndo diferiu dos demais tratamentos. Apenas a partir do tempo de 6 horas apos
a inoculagdo observou-se diferenca entre o controle positivo, extrato 2,5% e extrato 5%.
Entretanto ndo difereiu do extrato a 10% (Tabela 11). Os tratamentos em que foram aplicados
0 ASM e 0 extrato aquoso na concentracdo de 10% e que depois de 24 horas foram inoculadas
com o patogeno, reduziram o NMO quando comparados ao controle, apresentando médias de
55 e 11,1, respectivamente, contra 24,8 do controle positivo (Tabela 11). Desta forma,
considera-se que o NMO foi reduzido em 52,8% com o ASM e em 33,13% com 0 extrato
aquoso a 10% (Grafico 5), confirmando o potencial do ASM como indutor de resisténcia ja
relatado para 0 manejo do nematoides das galhas (OWEN et al., 1998; SILVA et al., 2002,
2004; SALGADO et al., 2007; MOLINARI & BASER, 2010; PUERARI et al., 2013).

Tabela 11 — Médias do nimero de massas de ovos (NMOQO) em raizes de tomateiro cv. Santa
Clara pulverizadas com extrato aquoso de Chenopodium ambrosioides e ASM e inoculadas
com Meloidogyne incognita.

NUmero de
massas de ovos Tempo (horas)
(NMO)
Tratamentos 0 3 6 9 12 24

Controle positivo  24,9a A 243 a A 245a A 247 a A 244 a A 24.8a A
ASM (0,59/100L) 24,4aA 148bB 11,8cB 119cB 12,11b B 55cC

Extrato 2,5% 24.8a A 16,3 b AB 209b A 18,7 b AB 123bAB 18,4b AB
Extrato 5% 241a A 16,8 b A 22,18b A 21,15b A 135bB 128bB

Extrato 10% 245a A 16,6 b B 13,5¢cB 141bB 13,3bB 11,1bcB

Cv (%) 21,19

Médias seguidas pela mesma letra mindscula na coluna e mailscula na linha ndo diferem estatisticamente pelo
Teste de Tukey (p<0,05).

A melhoria dos resultados de uma investigacdo da agdo indutora de extratos
poderia ser obtida com a uniformidade do in6culo, tendo em vista que a utilizagdo de indculo
(ovos) em diferentes estagios de embriogénese conduz a eclosdo de juvenis em intervalos de
tempos diferentes. Salgado et al. (2007), sugerem a padronizacdo do inoculo com a utilizagéo
de J2, uma vez que a fase de penetragdo e formacéo do sitio de alimentagéo das raizes, mais
uniforme, poderia coincidir com a fase de efeito méximo do indutor, resultando numa reducéo

mais expressiva.
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Gréfico 5 — Percentual de reducdo do nimero de massas de ovos em raizes de tomateiro cv.
Santa Clara 30 dias apds a pulverizacdo com extrato aquoso de Chenopodium ambrosioides e

Acibenzolar-S-Metil e inoculadas em intervalos de 0, 3, 6, 9, 12 e 24 horas com Meloidogyne
incognita apds o tratamento.
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Com relacdo ao NO, constatou-se que o extrato aquoso de C. ambrosioides
reduziu esta variavel em plantas de tomateiros nas trés concentracdes avaliadas apenas nos
intervalos de tempo de inoculacdo de 6, 9 e 12 horas ap6s os tratamentos, ndo diferindo entre
si. No tempo de 24 horas, a concentracdo 10% apresentou média de 2.652 ovos, diferindo das
demais concentracdes. O ASM diferiu dos demais tratamentos a partir do tempo de 6h e a
menor média de ovos foi observada no tempo de 24 horas, sendo esta de 1.609. Contudo, esta
ndo diferiu estatisticamente do tempo de 12 horas cuja média foi de 2.378 ovos (Tabela 12).

Dentre as concentragfes do extrato aquoso de C. ambrosioides utilizadas, as
plantas que foram pulverizadas com a maior concentragdo do extrato apresentaram o maior
percentual de redugdo do NO, sendo este de 43,76%, contudo, inferior ao ASM que
apresentou o percentual de reducdo do NO de 56,20% (Grafico 6).

A aplicacdo foliar do extrato a 10% 24 horas antes da inoculagdo com M.
incognita possibilitou os melhores resultados, tendo havido uma reducdo no NG (25,41%),
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NMO (33,13%) e NO (43,76%), sugerindo um possivel efeito indutor de resisténcia nas
mudas de tomateiros ao nematoide.

Tabela 12 — Medias do numero de ovos (NO) em raizes de tomateiro cv. Santa Clara
pulverizadas com extrato aquoso de Chenopodium ambrosioides e Acibenzolar-S-Metil e
inoculadas com Meloidogyne incognita.

Ndmero de ovos Tempo (horas)

(NO)

Tratamentos 0 3 6 9 12 24
Controle positivo  8,374a A 8372aA 8.3715a A 8.372a A 8.377aA 8386aA
ASM (0,5¢g/100L) 8.348a A 8.308a A 6.379c A 5.035cB 2378cC 1.609dC

Extrato 2,5% 8.363aA 8.357aA 8.344bA 8326bA 7.108bA 4.692bB

Extrato 5% 8.370aA 8.366aA 8.193bA 8357bA 7.160bA 4872bB

Extrato 10% 8.359aA 8.352aA 8372bA 8164bA 6923bB 2.652cC

Cv (%) 14,71

*Médias seguidas pela mesma letra minGscula na coluna e maidscula na linha nao diferem estatisticamente pelo
Teste de Tukey (p<0,05).

Gréfico 6 — Percentual de redugdo do nimero ovos em raizes de tomateiro cv. Santa Clara 30
dias apds a pulverizacdo com extrato aquoso de Chenopodium ambrosioides e Acibenzolar-S-

Metil e inoculadas em intervalos de 0, 3, 6, 9, 12 e 24 horas com Meloidogyne incognita apds

o0 tratamento.
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Neste ensaio, os resultados obtidos na formacao de galhas e na producdo de ovos

pelo nematoide, foram possivelmente em razdo de outros mecanismos de defesa das plantas
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de tomateiro em relacdo a aplicagdo foliar do extrato aquoso de C. ambrosioides, uma vez que
n&do ocorreu contato do extrato com o solo, ou seja, ndo houve acdo direta do extrato sobre o
patdgeno. Os compostos com acdo nematicida presentes no extrato aquoso de C.
ambrosioides sdo sollveis em &gua e podem ser absorvidos pelas folhas e raizes, sendo
translocados dentro da planta.

A raiz é o local principal para abrigo e sustento de fitonematoides, local este
protegido muitas vezes do contato ou do sitio de aplicacdo de produtos nematicidas. Assim
sendo, indutores de resisténcia podem favorecer 0 manejo destes organismos, por permitirem
que as respostas de defesa da planta se manifestem exatamente no local da infecgéo
(FRAZENER et al., 2007). Em algumas plantas, a eficiéncia do ASM esta relacionada ao
aumento de B 1-3 glucanases nas raizes das plantas tratadas (OWEN et al., 2002), sendo o
produto considerado um indutor de resisténcia por ativar a resisténcia sistémica adquirida
(THAKUR & SOHAL, 2013).

A investigagdo de um produto a ser testado quanto a seu efeito indutor de
resisténcia deve considerar a concentracdo, forma, intervalo e época de aplicacdo na planta.
Brito et al. (2016) verificaram que a eficiéncia do ASM ¢é proporcional ao aumento da
concentracdo do mesmo na solucdo. O modo de aplicagdo também pode interferir nos
resultados, pois 0 ASM quando aplicado no solo em tomateiro para 0 manejo de M. incognita,
nas concentracdes de 180 e 360 ppm, proporcionaram reducdo na reproducdo do nematoide,
contudo, a aplicacdo na parte aérea, so foi eficiente quando aplicada na concentracéo de 5.200
ppm do produto (MOLINARI & BASER, 2010). Um maior intervalo entre a aplicacdo do
indutor e a inoculagdo com o patdgeno também ser mais eficiente. Puerari et al. (2013) e Brito
et al. (2016) observaram que em soja, a aplicacdo foliar do ASM com sete dias de
antecedéncia a inoculacdo foi eficaz em reduzir a reproducdo de M. javanica. Resultados
semelhantes foram encontrados por Owen et al. (1998) com o mesmo intervalo e via de
aplicacdo em videiras para controle de M. javanica e M. arenaria, em que 0 ASM promoveu
reducdes de 40 a 80% no numero de galhas e de ovos em relacédo as plantas nédo tratadas.

Para considerar que determinado produto agiu como indutor Steiner e Schonbeck
(1995) afirmam que deve ocorrer a auséncia de efeitos toxicos do agente indutor sobre o
patogeno desafiante; supressdo da resisténcia induzida pela exposicdo prévia da planta a
substancias quimicas que inibem a expressdo de genes do hospedeiro; necessidade de um
intervalo de tempo entre a exposi¢cdo da planta ao indutor e a expressdo da resisténcia;
auséncia da relacdo entre magnitude da resisténcia expressa e quantidades crescentes do

indutor aplicado; inespecificidade de protecdo; a resisténcia deve ser local e sistémica; a



93

resisténcia deve ser dependente do gendtipo da planta. Diversos trabalhos tém sido
desenvolvidos comprovando o efeito de extratos vegetais ou de Oleos essenciais, obtido a
partir de plantas medicinais, apresentam em sua constituicdo metabodlitos secundarios
responsaveis que podem atuar como indutores de resisténcia. Tais compostos pertencem a
diversas classes de compostos quimicas, como alcaloides, terpenos, ligninas, flavonoides,
cumarinas, benzenoides, quinonas, xantonas, lactonas e esteroides entre outros, que também
apresentam atividade direta sobre nematoides (DI STASI, 1996).

Franzener et al. (2007) verificou o efeito como indutor de resisténcia de Tagetes
patula utilizando extratos aquosos obtidos a partir de flores, folhas e raizes obtidos no
controle de M. incognita por meio da aplicacdo dos extratos aquosos na parte aérea e em
raizes de plantas de tomateiro cv. Santa Cruz Kada inoculadas. O extrato aquoso da flor, sem
diluicdo, inibiu em até 62,2% a formacéo de galhas e 61,5 e 52,8% o numero de J2 no solo e
de ovos nas raizes, respectivamente, comprovando o efeito nematicida e possivelmente o
aumento da resisténcia das plantas.

Formentini (2012) avaliou o efeito indutor de resisténcia da aplicacdo foliar do
extrato aquoso obtido a partir de raiz de carcuma (Curcuma longa L.) e de folhas de alecrim
(R. officinalis) na concentragdo de 10% no controle de M. incognita em plantas de tomateiro.
O autor verificou que os extratos aquosos de curcuma e alecrim promoveram uma reducao
significativa no NG e NO, além de estarem associados ao aumento da atividade da quitinase,
reduzindo o parasitismo do nematoide no tomateiro. Cetintas & Yarba (2010), observaram
reducbes de 50% no NG em plantas de tomateiro apos pulverizagdes na parte aérea de Oleo
essencial de alecrim. Muller (2012) utilizou o extrato de alecrim aplicado na parte aérea de plantas
de soja cv. CD 206, visando o controle de M. incongita e obteve como resultado uma reducgao
significativa de 51,38% no nimero de galhas com a dose minima do extrato de 6,68%. Em 2016,
Miiller et al. (2016) ao avaliarem o efeito de pulverizacdes semanais do extrato aquoso de
alecrim nas concentracfes de 1, 5 e 10% em plantas de soja inoculadas com M. incognita,
observaram que 0 extrato aquoso de alecrim promoveu a reducdo do niamero de galhas, por
meio da resisténcia induzida em 46,5%, que, conforme 0s autores, pode ser a responsavel pela
liberacdo prejudicada do estimulo quimico necessario para a eclosdo juvenil e quimiotaxia na
raiz das plantas tratadas poderia ser prejudicada .

Lopes et al. (2005) sugerem que a aplicacdo de extratos vegetais podem induzir
acao nematicida sistémica, por meio da liberacdo de substéncias toxicas nas raizes. Além
disso, plantas tratadas com extratos também poderiam liberar compostos quimicas que afetam

a penetracdo e alimentacdo de nematoides, prejudicando seu desenvolvimento e a reproducdo
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(ALBUQUERQUE et al., 2010). Hadian et al. (2011) observaram que a aplicagéo foliar do
extrato de nim reduziu o FR de M. incognita em plantas de tomate quando comparados ao
tratamento controle. O 0leo essencial de Cymbopogon citratus e Lavandula angustifolia,
quando aplicados via pulverizacdo na parte aérea de plantas de arroz reduziu o FR de M.
graminicola (STEFFEN et al., 2008).

De acordo com Pascholati (2011), o efeito protetor em plantas depende do indutor
e da planta utilizada, e seu efeito pode durar poucos dias, semanas ou até mesmo durante todo
0 periodo de vida da planta. Alguns fatores devem ser considerados para a inducdo de
resisténcia contra fitonematoides, como genética da planta hospedeira, patossistema envolvido
e a necessidade de reativar os mecanismos de defesa, tendo em mente o efeito temporéario do
indutor (DIAS-ARIEIRA et al., 2013).

Pode-se afirmar que alguma acdo fisiolégica ocorreu nas plantas de tomateiro,
diminuindo o parasitismo do nematoide, podendo ser devido a eliminacdo de exsudatos
radiculares pelas raizes dos tomateiros que tivessem caracteristicas indesejaveis aos
nematoides, com alguma substancia toxica aos Jz e ovos. O extrato aguoso de C. ambrosioides
pode ter ativado algum mecanismo de defesa, aumentando a resisténcia das plantas,
favorecendo a producédo de compostos especificos, com caracteristicas desagradaveis e nocivas
ao nematoide, consequentemente impedindo e/ou dificultando o processo de infeccdo ou
colonizacdo e interferindo na reprodugdo do nematoide, este fato pode explicar a redugdo da
infeccdo do patégeno. Contudo, para confirmar o efeito indutor do extrato aquoso de C. ambrosioides
outros estudos sdo necessarios, como por exemplo, avaliar se ha a presenca de proteinas relacionadas
apos a aplicagéo do extrato.

Pode-se constatar com este estudo que o0 extrato aquoso de C. ambrosiodes pode
ser empregado em tomateiros de diferentes formas, visando o controle de Meloidogyne spp. O
seu cultivo como planta medicinal e a facilidade de obten¢do de mudas em razéo de sua
ocorréncia relativamente comum no campo, viabiliza ao pequeno produtor emprega-la para o
controle eficiente desse fitopatdgeno, utilizando recursos presentes em sua propriedade, e

consequentemente, reduzindo os custos de produgéo.
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CONCLUSOES

. O extrato foliar aquoso de C. ambrosioides apresentou elevada acdo nociva sobre 0s
juvenis de segundo estadio (J.) de Meloidogyne spp., inibindo a sua eclosdo e
provocando sua mortalidade in vitro.

As folhas secas de C. ambrosioides podem ser armazenadas por 90 dias sem
comprometer a atividade nematicida.
. O extrato foliar aquoso de C. ambrosioides aplicado ao solo infestado reduz a infeccéo
por M. incognita em tomateiros cv. Santa Clara.
. O extrato foliar aquoso de C. ambrosioides reduz o parasitismo de M. incognita em
plantas de tomateiro cv. Santa Clara por meio da imersdo de raizes infectadas.
. O extrato foliar aquoso de C. ambrosioides a 10% no intervalo de 24 horas induz a

resisténcia de tomateiro cv. Santa Clara reduzindo a infec¢do por M. incognita.
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CAPITULO 2 - FRACIONAMENTO BIOGUIADO DO EXTRATO AQUOSO DE
FOLHAS DE Chenopodium ambrosioides PARA AVALIACAO DA ATIVIDADE
NEMATICIDA

Introducéo

Os nematoides formadores de galhas radiculares sdo endoparasitas sedentarios e
pertencem ao género Meloidogyne Goeldi 1887. Esses organismos constituem um dos grupos
de fitopatdgenos de maior importancia mundial, com mais de 100 espécies descritas afetando
mais de 2.000 plantas hospedeiras de diferentes familias boténicas, representando uma grande
ameaca para a producéo agricola em todo o mundo (MOURA, 1996; KARSSEN et al., 2006;
PERRY et al., 2009).

A espécie Meloidogyne incognita (Kofoid e White, 1919) Chitwood, destaca-se
como uma das mais importantes dentro do género Meloidogyne, pois trata-se de uma espécie
polifaga, podendo parasitar um elevado nimero de espécies de vegetais, ocasionando grandes
danos as culturas de interesse econdmico, e por possuir ampla distribuicdo geografica, sendo
comumente encontrada em regides de clima tropical, subtropical e temperado (MOURA,
1996; TRUDGILL & BLOK, 2001; KARSSEN & MOENS, 2006).

O manejo do nematoide das galhas € bastante dificil devido a sua extensa gama de
espécies hospedeiras, a sua alta capacidade reprodutiva e sua boa adaptacdo a diferentes
condi¢des ambientais. Sdo varios os métodos de controle de nematoides utilizados na tentativa
de diminuir as populacdes deste patdgeno e manté-los abaixo do nivel de dano econémico. Os
métodos de controle mais recomendados para os fitonematoides, em geral, sdo o uso de
cultivares resistentes, controle bioldgico, incorporagdo de matéria organica, emprego de
plantas antagonicas, rotacdo de cultura com plantas ndo hospedeiras. A aplicacdo de
nematicidas sisttmicos (BARROS et al., 2000) tem sido considerado eficente para o controle
do patdgeno em areas de grandes extensdes, no entanto, os impactos negativos e os problemas
causados pelos produtos quimicos ao meio ambiente e ao homem, além da ineficacia apds o
seu uso prolongado, tornam crescente a busca pela adogdo de préticas alternativas de controle
mais seguras no manejo desses patdogenos (COIMBRA & CAMPQOS, 2005; LOPES et al.,
2008).

O controle alternativo, no qual se incluem a uso de espécies vegetais, como por
exemplo as plantas medicinais que, por possuirem uma diversidade de compostos quimicos
apresentam propriedades nematicidas, tem sido utilizado no controle desses patdgenos por

meio da incorporacdo de partes vegetais ou com a utilizacdo de extratos vegetais ou de 6leos
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essenciais, exibindo resultados promissores no manejo desses patégenos (MORILLO &
SILVA, 2015; MARTINS & SANTOS, 2016; FERREIRA et al., 2013b; FARIA et al., 2015;
MOREIRA et al., 2015, LIMA et al., 2017).

Dentre as diversas especies de plantas medicinais estudadas, destaca-se a
Chenopodium ambrosioides L., conhecida no Brasil como mastruz ou erva de santa maria,
que pertence a familia Chenopodiaceae. Esta espécie é uma planta medicinal aromatica com
odor forte e desagradavel caracteristico (KISMAN, 1991; PEREIRA et al., 2010). Tem como
origem as Américas Central e do Sul e é amplamente distribuida em regi6es de clima tropical,
subtropical e temperado (KISMAN, 1991; DUKE et al., 2002). Trata-se de uma planta
herbacea, anual ou perene que cresce de forma espontanea em todas as regides do Brasil.
(COSTA, 1987).

A principal utilizacdo do C. ambrosioides é como anti-helmintica, a qual é atribuida ao
monoterpeno ascaridol, constituinte majoritario do dleo essencial. (LORENZI et al., 2008;
MACDONALD et al., 2004). Além disso, outros estudos demonstraram que esta espécie
também apresenta em sua composi¢do, compostos com propriedades acaricida (CHIASSON
et al. 2004a) e inseticida (CHIASSON et al. 2004b; RAJKUMAR & JEBANESAN, 2008;
PAUL et al., 2009).

Diferentes classes de metabolitos secundarios conhecidos por possuirem potentes
atividades bioldgicas ja foram relatadas no 6leo essencial ou extrato metanolico de C.
ambrosioides. Entre eles, estdo os fenois e flavonoides (JORGE et al., 1986; ALENCAR et
al., 2010), saponinas (GUPTA; BEHARI, 1972; OKHALE et al., 2012), alcaloides (HASEEB
et al., 1978; HEGAZY; FARRAG, 2007; HALLALA et al., 2010; OKHALE et al., 2012),
taninos (ALENCAR et al., 2010; HALLALA et al., 2010), terpenos e esteroides (HEGAZY;
FARRAG, 2007; HALLALA et al., 2010; OKHALE et al., 2012). Em extrato aquoso, foi
encontrado alto teor de terpenos esteroidais e galotaninos, além de alcaloides, que possuem
elevada atividade nematicida em nematoides parasitas de animais (HALLAL et al., 2010).
Porém, pouco se sabe sobre os compostos presentes no extrato aquoso desta espécie que
atuam sobre fitonematoides.

Com isso, 0 objetivo deste trabalho foi realizar o fracionamento bioguiado do
extrato aquoso de C. ambrosioides para determinar em qual fracdo do extrato estdo presentes
0s compostos com atividade nematicida sobre Meloidogyne spp., além de determinar a
concentracdo letal minima do extrato aquoso e das fracGes obtidas para a mortalidade de

individuos de segundo estadio (J2) do nematoide das galhas M. incognita.
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Materiais e métodos

O preparo do extrato e o fracionamento foram realizadas no Laboratério de
Biotecnologia e Sintese Organica e as analises de atividade nematicida foram realizadas no
Laboratorio de Fitopatologia ambos da Universidade Federal do Cearda (UFC). A
cromatografia liquida em espectro de massa da fragdo aquosa do extrato promissor de C.
ambrosioides sera no Instituto de Quimica da Universidade Federal de Goias (UFG).

As plantas de C. ambrosioides foram coletadas nos municipios cearenses de
Guaramiranga, Aquiraz e Fortaleza, no estagio de crescimento ou de florescimento. As folhas
foram destacadas e submetidas ao processo de secagem em sacos de papel em estufa de
circulacdo forcada de ar na temperatura de 40 °C durante 72 horas, seguida de pesagens até
obtencdo da massa constante.

O extrato aquoso de C. ambrosioides foi preparado na proporcdo de 1:10 (p/v)
utilizando 20g de folhas secas de C. ambrosioides, trituradas finamente em almofariz com
pistilo, e 200 mL de agua destilada. Esse preparo foi repetido por trés vezes, obtendo-se trés
recipientes (Erlenmeyers), os quais foram levados ao shaker rotativo a 200 rpm na
temperatura de 37 °C, durante 24 horas. Decorrido este tempo, o extrato obtido foi filtrado em
gaze dobrada para retirar as partes de maior tamanho, e em seguida foi filtrado em funil de
Buchner com papel filtro tipo 10. Ap6s a filtragem, o extrato de cada repeticdo foi liofilizado
e posteriormente pesado em balanca de precisdo. As trés repeticdes foram empregadas para o
calculo do rendimento médio das extracdes, o qual foi de 23,1%, ou seja, naquele volume de
extrato havia 4,62 g de matéria seca.

O extrato aquoso de C. ambrosioides foi submetido a Ressonancia Magnética
Nuclear (RMN), onde os espectros de *H e 3C foram obtidos no Centro Nordestino de
Aplicacdo e Uso da Ressonancia Magnética Nuclear da Universidade Federal do Ceara
(CENAUREMN/UFC), utilizando-se Especrometros Bruker, modelo Avance DPX-300 e
Avance DRX-500, que opera na frequéncia de 300 MHz para hidrogénioo e 75 MHz para
carbono. Foram utilizadas 30 mg do extrato liofilizado de C. ambrosioides, que foram

solubilizados em 1 mL de 4gua duterada e entdo submetidos a analise no equipamento.

1 Determinagéo da concentragéo letal minima do extrato (CLM)

Definiu-se como Concentracdo Letal Minima (CLM), a menor concentracdo do
extrato aquoso de C. ambrosioides em ppm, capaz de causar a morte de todos os juvenis de
segundo estadio (J2) de M. incognita. Para isso, utilizou-se 240 mg do extrato liofilizado, o

qual foi solubilizado em 24 mL de &gua destilada, originando o denominado extrato bruto.
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Para confirmar que a atividade nematicida foi mantida ap6s a liofilizagdo, o
extrato solubilizado (240 mg + 24 mL = 10.000 ppm) foi testado empregando-se 3 mL do
mesmo em trés placas de Petri de 3,5 cm de didamentro, adicionando-se 50 juvenis em cada
uma.

A partir deste extrato, realizaram-se diluicBes sucessivas com agua destilada até
obter as concentracdes de 5.000 ppm, 4.500 ppm, 4.000 ppm, 3.500 ppm, 3.000 ppm, 2.500
ppm e 1.000 ppm. As concentracfes de 1.000 e de 5.000 ppm correspondiam as diluicdes de
10 e 5% do extrato aquoso realizadas nos testes preliminares in vitro em que se observaram
100% de morte dos juvenis. Cada concentracao foi disposta em trés placas de Petri de acrilico
de 3,5 cm de didmetro contendo 3 mL de cada uma das concentracdes avaliadas.

Para a obtencdo dos juvenis que foram utilizados na determinacad da CLM,
massas de ovos foram retiradas de raizes de tomateiros ‘Santa Clara’ infectadas com M.
incognita e, em seguida transferidas para trés placas de Petri de acrilico de 3,5 cm de didametro
contendo 3 mL de &gua destilada. Apds 24 horas, 0s juvenis eclodidos foram utilizados nos
testes in vitro.

Foram transferidos para as placas 50 juvenis de segundo estadio de M. incognita
(150 juvenis/ tratamento), os quais permaneceram por um periodo de 24 horas. As placas
foram mantidas em bandejas cobertas com papel aluminio dispostas em bancadas de
laboratério a temperatura de 25 + 2 °C. Como controle negativo, utilizou-se agua destilada.

Os J» foram observados em microscopio Optico apds 24 horas. Foram
considerados mortos aqueles J» que apresentavam corpo reto e sem movimento. Estes
individuos foram transferidos para placas de Petri com &gua destilada, permanecendo por
mais 24 horas, para verificar se os Jo retornavam a atividade. Decorrido este tempo, procedeu-
se uma nova contagem e, entdo contabilizou-se os individuos vivos e mortos. A taxa de
mortalidade foi calculada usando a férmula proposta por Abbott (1925): Mortalidade relativa
(%) = [(Percentual de mortalidade no tratamento - Percentual de mortalidade no controle
negativo) / (100 - Percentual de mortalidade no controle negativo)] x 100.

O ensaio foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado, testando-se
oito concentracfes, com trés repeticGes/tratamento, as quais foram comparadas com o
controle negativo (a4gua destilada), com um total de 1.350 juvenis observados no teste. Os
resultados obtidos foram submetidos a analise variancia e as médias foram comparadas pelo

teste de Tukey a 5% de probabilidade utilizando o software estatistico sisvar.
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2 Fracionamento do extrato aquoso de C. ambrosioides e avaliagdo da bioatividade das
fracgoes

Para realizar o fracionamento em fase solida (SPE), utilizou-se 1g do extrato
aquoso de C. ambrosioides liofilizado, o qual foi solubilizado em 5 mL de agua destilada.
Inicialmente, o cartucho Cis foi ativado com 40 mL de agua destilada, seguida de 40 mL
metanol. Para extrair as substancias polares e apolares, 5 mL do extrato foram adicionados a
coluna sendo o mesmo eluido em diferentes concentracfes de agua (H20) e metanol (MeOH),
como segue: 100% H»0; 75% H20 e 25% MeOH (v:v); 50% H20 e 50% MeOH; 25% H.0 e
75% MeOH e 100% MeOH, resultando em 5 fragdes de 40 mL cada. As fragdes foram assim
numeradas: fragdo 1 (100% H20O — 68,9 mg); fracdo 2 (75% H20 e 25% MeOH (v:v) — 54,3
mg); fracdo 3 (50% H20 e 50% MeOH — 49,1mg); fracdo 4 (25% H20 e 75% MeOH — 35,9
mg) e fracdo 5 (100% MeOH — 32,5 mg).

As fragOes obtidas foram concentradas em evaporador rotativo em baixa pressdo
(para evaporacdo total da agua e metanol) e, em seguida, foram submetidas aos bioensaios
para determinacéo da atividade nematicida.

Trinta mg de cada fracdo foram retirados e solubilizados em 3 mL de &agua
destilada, obtendo-se a fracdo na concentracdo de 10.000 ppm. Em seguida, diluiu-se cada
uma das fraces na concentracdo de 4.500 ppm. O volume distribuido em cada um dos trés
pocos foi de 200 puL em de placas de poliestireno do tipo ELISA com 96 cavidades.
Considerando as cinco fracBes, foram ocupados 15 pogos de uma mesma placa. Foram
transferidos para cada po¢o, 50 juvenis de segundo estadio eclodidos, 0s quais permaneceram
por um periodo de 24 horas imersos nas fracdes. As placas permaneceram em laboratorio a 25
+ 2 °C. Como controle negativo, utilizou-se de agua destilada que foi igualmente replicada
trés vezes. Um total de 600 juvenis foi empregado neste ensaio.

Decorridas as 24 horas, os J. de cada poco foram transferidos para uma placa de
Petri de 3,5 cm contendo 3mL de agua destilada para facilitar a observacdo em microscopio
optico. Foram entdo contabilizados os individuos vivos e mortos, considerando mortos
aqueles que apresentavam corpo reto e sem movimento. Em seguida, os J. foram novamente
transferidos para placas de Petri com agua destilada por mais 24 horas, para verificar se
retornavam a atividade. Apés este tempo, procedeu-se uma nova contagem. A taxa de
mortalidade foi calculada usando a férmula proposta por Abbott (1925): Mortalidade relativa
(%) = [(Percentual de mortalidade no tratamento - Percentual de mortalidade no controle

negativo) / (100 - Percentual de mortalidade no controle negativo)] x 100.
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O ensaio foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado, testando-se
cinco fragbes as quais foram comparadas com controle negativo (&dgua destilada). Os
resultados obtidos foram submetidos a analise variancia e as médias foram comparadas pelo
teste de Tukey a 5% de probabilidade utilizando o software estatistico sisvar.

Para determinar a CLM das fragdes obtidas, cada uma das fragcdes foi preparada
na concentragao de 5.000 ppm. A partir desta concentracéo realizaram-se dilui¢cdes sucessivas
com agua destilada até obter as concentracdes de 4.000 ppm, 3.500 ppm e 3.000 ppm. Cada
uma das concentracdes foi disposta trés pogos da placa de ELISA, cada poco foi preenchido
com 200 pL/poco de cada uma das fracGes. Foram transferidos para cada pogo, 50 juvenis de
segundo estéadio eclodidos, os quais permaneceram por um periodo de 24 horas imersos nas
fracdes. As placas permaneceram em laboratorio a 25 + 2 °C. Como controle negativo,
utilizou-se de agua destilada que foi igualmente replicada trés vezes. Um total de 600 juvenis
foi empregado neste ensaio.

Decorridas as 24 horas, os J» de cada pogo foram transferidos para uma placa de
Petri de 3,5 cm contendo 3mL de agua destilada para facilitar a observacdo em microscopio
optico. Foram entdo contabilizados os individuos vivos e mortos, considerando mortos
aqueles que apresentavam corpo reto e sem movimento. Em seguida, os J> foram novamente
transferidos para placas de Petri com agua destilada por mais 24 horas, para verificar se
retornavam a atividade. Apds este tempo, procedeu-se uma nova contagem. A taxa de
mortalidade foi calculada usando a formula proposta por Abbott (1925).

O ensaio foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado, testando-se
trés concentracgdes, com trés repeti¢cdes/tratamento, as quais foram comparadas com o controle
negativo (4gua destilada). Os resultados obtidos foram submetidos a analise variancia e as
médias foram comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade utilizando o software

estatistico sisvar.

Resultados e discussao

1 Determinagdo da concentracao letal minima do extrato (CLM)

Os resultados mostraram que o extrato aquoso de C. ambrosioides obtido pela
solubilizacdo do material liofilizado (240 mg + 24 mL) provocou a mortalidade de 100% dos
juvenis de segundo estadio de M. incognita confirmando que a atividade nematicida foi
mantida (Tabela 13).
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Tabela 13 — Efeito do extrato aquoso de Chenopodium ambrosioides sobre juvenis de
segundo estadio de Meloidogyne incognita.

Tratamentos Mortalidade de J2
Extrato aquosos de C. ambrosioides 50a
Agua destilada 00 b

Médias obtidas de trés repeticdes
*Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente pelo
teste de Tukey (p<0,05).

A determinacdo da concentracdo letal minima do extrato aquoso de C.
ambrosioides foi confirmada apds a verificagdo da menor concentracdo que causou 100%
mortalidade de juvenis de segundo estadio. As concentra¢Ges de 10.000 ppm, 5.000 ppm e
4.500 ppm diferiram estatisticamente dos demais tratamentos, porém ndo diferiram entre si e
apresentaram média de 50 juvenis mortos, resultando em 100% de mortalidade ap6s 24 horas
de exposicdo aos tratamentos. Todas as concentracdes diferiram do controle, exceto a
concetracdo de 1.000 ppm que apresentou média de 2,33 J> mortos. Considerou-se como a
CLM do extrato aquoso de C. ambrosioides a concentracdo de 4.500 ppm (que corresponde
10,8 mg do material liofilizado/mL de extrato solubilizado que seria obtido de 46,75 mg de

folhas secas), a qual ainda resultou em 100% de mortalidade dos J2 (Tabela 14).

Tabela 14 — Numero de juvenis mortos e porcentagem de mortalidade relativa de juvenis de
segundo estadio de Meloidogyne incognita submetidos a diferentes concentracfes do extrato
aquoso e Chenopodium ambrosioides.

Concentragdes do Média de J2 mortos Porcentagem de mortalidade
extrato (ppm) (24 h) relativa de Jz2 (%0)

0 — Controle 13e 2,6
1.000 23e 4,6

2.500 12,3d 24,6

3.000 13,0d 26,0

3.500 30,0c 60,0

4.000 40,6 b 81,3

4.500 50,0 a 100,0

5.000 50,0 a 100,0

10.000 (Extrato bruto) 50,0 a 100,0

CV (%) 8,61

Médias obtida de trés repeticbes com 50 ovos/placa.
Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey (p<0,05).
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2 Fracionamento do extrato aquoso de C. ambrosioides e avaliagdo da bioatividade das
fracgoes

Com base nos resultados do ensaio anterior, a CLM do extrato aquoso de C.
ambrosioides foi definida em 4.500 ppm. As fracGes preparadas nesta mesma concentracdo
revelaram, ap6s as 24 horas de exposicdo, que todas as cinco fragdes obtidas provocaram a
morte dos J> de M. incognita, confirmando em todas as elui¢Oes a presenga de componentes
com ac¢do nematicida.

As fragdes 1 e 2 preparadas na concentracdo 4.500 ppm provocaram a morte de
100% dos individuos, ndo difererindo estatisticamente do controle (extrato bruto), que
apresentou média de 50 J> mortos/placa. A fragdo 3 apresentou a média de J. mortos de 47,6,
contudo, também néo diferiu das fragdes 1 e 2, mencionadas anteriormente. As fracdes 4 e 5
provocaram as menores médias de mortalidade de J2, com valores de 36,3 e 21,66,

respectivamente (Tabela 15 e Gréfico 7).

Tabela 15 — Ndmero de juvenis de segundo estadio (J.) de Meloidogyne incognita mortos
apos serem submetidos ao tratamento com as fracOes obtidas do extrato aquoso de
Chenopodium ambrosioides na concentracdo de 4.500 ppm.

Numero de J2 mortos apds 24 horas de

Tratamentos A ~
permanéncia nas fracoes
Extrato bruto (10.000 ppm) 50,0 a
Agua 0,0d
Fracdo 1-100% H20 50,0a
Frag&o 2 -75% H,0:25% MeOH 50,0 a
Fracéo 3 -50% H0:50% MeOH 47,6 a
Fracéo 4 - 25% H,0:75% MeOH 36,3 b
Fracdo 5 -100% MeOH 216¢C
Cv (%) 5,52

Médias obtidas de trés repeticoes.
*Meédias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey (p<0,05).
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Gréfico 7 — Porcentagem de mortalidade de juvenis de segundo estadio (J2) de Meloidogyne
incognita submetidos ao tratamento com as fracGes obtidas do extrato aquoso de
Chenopodium ambrosioides na concentragdo de 4.500 ppm. A - Extrato bruto (Controle), B —
Fracdo 1, C - Fracdo 2; D - Fracdo 3; E - Fracdo 4; F - Fracdo 5; G — Agua (Controle).
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Fracdes do extrato de C. ambrosioides

Na determinacdo da CLM das fracOes, verificou-se que na concentracdo de 4.000
ppm, 0s compostos que apresentaram atividade nematicida estavam fortemente presentes na
fracdo 1 do extrato aquoso de C. ambrosioides, sendo esta a que apresentou a maior média de
mortalidade de J2 (50). Embora ndo tenha diferido estatisticamente da fragdo 1, a fragdo 2 néo
provocou 100% de morte dos individuos. Foi possivel observar que o composto de atividade
nematicida ainda estava presente nas demais fracdes (2 a 5) da concetracdo de 4.000 ppm,
apresentando média de 16,3 a 46,5 J> mortos, sendo que a menor taxa de mortalidade ocorreu

com a fracdo da eluicdo metandlica (Tabela 16).

Tabela 16 — Concentracdo Letal Minima de fracbes obtidas de extrato aquoso de
Chenopodium ambrosioides sobre juvenis de segundo estadio (J2) de Meloidogyne incognita.

Média de J2 mortos apos 24 horas de permanéncia nas
fracdes obtidas do extrato aquoso de C. ambrosioides

Tratamentos Concentrac6es (ppm)

4.000 3.500 3.000

Extrato bruto 50,0 a 50,0 a 50,0a
Agua 00e 0,0d 0,0c¢
Fracdo 1- 100% H0 50,0 a 316a 12,3b
Fracéo 2-75% H.0:25% MeOH 46,5 a 28,6 b 43c
Fracéo 3-50% H»0:50% MeOH 352hb 2,6 C 13c
Fracéo 4-25% H»0:75% MeOH 234 ¢ 1,6 cd 10c
Fracdo 5-100% MeOH 16,3 d 0,0d 0,0c
Cv (%) 5,89 3,53 32,72

Médias obtidas de trés repetigdes.
Médias seguidas pela mesma letra nao diferem estatisticamente pelo teste de Tukey (p<0,05).
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Na concentragdo de 3.500 ppm, constatou-se a atividade nematicida somente nas
fragOes 1 e 2, enquanto que na concentracdo de 3.000 ppm, ocorreu morte de juvenis somente
na racdo 1 do extrato aquoso (Tabela 4).

A espécie C. ambrosioides tem atividade nematicida em altas concentracdes,
quando usado como extrato aquoso (ALMEIDA et al., 2007). A infusdo a 10%, decoccéo a
10%, extrato aquoso e sumo puro demonstraram atividade anti-helmintica in vitro sobre
Eudrilus eugeniae (OLIVER et al., 2006).

A forma tradicional de utilizacdo de infusdes de C. ambrosioides como vermifugo
€ mais segura do que o uso do Oleo essencial da erva, contra Caenorhabditis elegans
(MACDONALD et al., 2004). O extrato aquoso de C. ambrosioides possui acdo nematicida
in vitro sobre Pratylenchus brachyuru nas concentracdes de 2 e 20% e quando estocado por
24 horas, sendo uma opcao para seu controle. Os resultados mostraram que o aplicado ao solo
€ mais util no controle de P. brachyurus que quando a planta é utilizada em rotacdo de
culturas (MELLO et al., 2006).

Fitoquimicamente, a planta apresenta valores consideraveis de terpenos (JARDIM
et al., 2008; DEMBITSKY, 2008; MONZOTE et al., 2009), sendo também constatado por
meio de um screening fitoquimico a presenca de flavonoides (livre e combinado) e alcaloides
(HEGAZY & FARRAG, 2007).

Faria et al. (2015), relataram um percentual de 90% de inibicdo da ecloséo de M.
chitwoodi, quando os ovos deste nematoide foram submetidos a concentragdo de 2pL.mL*
dos componentes do 6leo essencial de C. ambrosioides.

Jardim et al. (2008) estudaram a composi¢do quimica e a atividade antiflngica do
6leo essencial de C. ambrosioides. Através de analises de cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas (CG-EM) 13 compostos foram identificados, sendo os quatro mais
importantes: (Z)-ascaridol (61,4%), (E)-ascaridol (18,6%), carvacrol (3,9%) e p-cimeno (2%).
Os autores verificaram que os ascaridois sdo 0s principais compostos com propriedades
antifungicas. Nos estudos pelos autores foi verificado que o 6leo essencial bruto inibiu
completamente o crescimento micelial de todos os oito ensaios realizados com fungos
fitopatogénicos a uma concentragdo de 0,3%, comprovando a sua elevada atividade
antifungica.

Além do ascaridol sdo encontrados na planta outros hidrocarbonetos terpénicos
como: p-cimeno, a-terpineno, isoascaridol, piperitona, carvacrol, a- terpineol, 1,4-diidroxi-p-
ment-2-eno e 1,2,3,4-tetrahidroxi-p-mentano (CAVALLI et al., 2004; JARDIM et al., 2008).
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Diversos autores afirmam que o ascaridol é o principal componente presente nas
folhas de C. ambrosioides e que possui elevada atividade nematicida. Contudo, a anélise do
espectro de RMN de H e ‘3C da fragio aquosa do extrato de C. ambrosioides revelaram a
auséncia do ascaridol nesta fracdo (Figuras 5 e 6). Ao comparar os resultados obtidos neste
trabalho, verificou-se que os picos de H e 3C diferem daqueles obtidos por Cavalli et al.
(2004) e Emmanuel et al. (2017), onde os picos observados por estes autores estdo ausente na
fracdo aquosa de C. ambrosioides. Portanto, a acdo nematicida nesta fracdo deve ser atribuida
a outros compostos. Resultados semelhantes foram observados por MacDonald et al., (2004),
em que os autores observaram que quando infuses de C. ambrosioides passaram por um
processo de extragdo utilizando como solvente o hexano para remover o ascaridol, verificou-
se que a maior parte da atividade nematicida foi encontrada nas fragdes aquosas, as quais nao
continham ascaridol. Assim, MacDonald et al., (2004) ndo atribuiram a atividade nematicida
do extrato de C. ambrosioides unicamente ao ascaridol, porém os autores nao elucidaram os

compostos nematicidas presentes na fracdo aquosa dessa planta.

Figura 5 — Espectro de RMN *H do extrato aquoso de C. ambrosioides apresentando picos de
hidrogénio (ppm), que difere da ressonanica do ascaridol.
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Figura 6 — Espectro de RMN 2 C do extrato aquoso de C. ambrosioides apresentando picos
de carbono (em ppm), que difere da ressonanica do ascaridol.
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Torres et al. (2008), constataram a presenca de ascaridol em 6leos essenciais e
produtos isolados de folhas de Croton regelianus cultivadas em duas diferentes regides do
Estado do Ceara. Os autores observaram atividade do ascaridol contra Meloidogyne incognita,
Aedes aegypti e Artemia sp.

Um estudo mais aprofundo da fracdo aquosa de C. ambrosioides, utilizando da
técnica de Cromatografia Liquida Acoplada a Espectrometria de Massas (LC-MS) esta sendo
realizado no Instituto de Biotecnologia e Sintese Orgéanica da Universidade Federal de Goias
em parceria com o Laboratdrio de Quimica da UFC. Relatorios prévios indicaram a presenca
de oligopeptideos na fracdo aquosa.

Alguns autores descrevem o0s oligopeptideos apresentando propriedades
bactericidas e imunosupressoras, apresentando aplicacbes medicas e veterinarias. Estes
compostos também desempenham papéis importante na agricultura na supressdo de doencas
em plantas por meio de suas atividades antimicrobianas e através da ativacdo de mecanismo
de defesa de plantas (ONGENA et al., 2007; ONGENA et al., 2008; RAAIJMAKERS et al.,
2010 COCHRANE et al., 2014; ALETI et al., 2015).

Desta forma, considera-se que o extrato foliar aquoso de C. ambrosioides, como

ja mencionado, possui varios compostos quimicos, sendo 0 monoterpeno ascaridol aquele a
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que, até entdo, aquele que se atribui a acdo nematicida (FARIA et al., 2015). Verificou-se,
porém, pelo presente estudo que ndo é somente esse monoterpeno existente em C.
ambrosioides que apresenta acdo nematicida.

Analises mais detalhadas da LC-MS precisam ser realizadas para confimacdo e
elucidacdo do oligopeptideo com ac¢do nematicida presente na referida fracdo polar do extrato
aquoso de C. ambrosioides. Os oligopeptideos ndo tém sido mencionados como compostos
quimicos com efeitos nocivos a nematoides.

As informacdes obtidas nesta pesquisa poderdo contribuir para a identificacdo de
um novo composto natural que poderé ser melhor estudado com o propésito de emprego no
controle do nematoide das galhas.
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CONCLUSOES

1- A concentracdo letal minima do extrato aquoso foi de 4.500 ppm.

2- O composto com acdo nematicida do extrato foliar de C. ambrosioides esta presente na
fragéo aquosa.

3- A acdo nematicida presente no extrato aquoso de C. ambrosioides pode ser atribuido a um

composto polar da classe dos oligopeptideos.
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CAPITULO 3 - ASPECTOS BIOLOGICOS DE Meloidogyne konaensis EM
TOMATEIRO E SUAS ESPECIES VEGETAIS HOSPEDEIRAS

Introducéo

A espécie Meloidogyne konaensis Eisenback, Bernard, Schmitt (1991), foi
descoberta em 1991 e descrita em 1994 a partir de populacdes isoladas de plantas de café
(Coffea arabica L.) na ilha de Kona, Havai — EUA (EISENBACK et al., 1994). Os padrbes
perineais desta espécie podem variar entre as caracteristicas dos padr6es de espécies como M.
arenaria (Neal, 1889) Chitwood, 1949 e M. incognita (Kofoid & White, 1919) Chitwood,
1949. Em estudos realizados no Havai, observou-se que M. konaensis apresenta trés fenotipos
diferentes de esterase, sendo estes Est F1 (=Est P1), Est I1 (= M. incognita), Est F11 e Est K3
(= M3F1), variando de acordo com a espécie hospedeira, sendo apenas a primeira a Unica a
parasitar o café (SIPES et al., 2005; MONTEIRO, 2016).

Uma das principais doencas que limita a producdo do cafeeiro no Havai,
conhecida como declinio do café é causada pela M. konaensis. Os sintomas causados por este
patdgeno se manifestam nas raizes, com a formacdo de galhas, ocasionando uma diminuicao
na absorcdo de &gua e nutrientes pela raiz, resultando no amarelecimento das folhas, murcha e
possivel morte da planta (EISENBACK et al., 1994; NELSON et al., 2002).

Na década de 1990, com a expansdo da cultura do café no Havai, ocorreu também
a disseminacdo do M. konaensis na ilha, provavelmente, devido ao fato da utilizacdo de
mudas de café infectadas. Em 2001, 85% das areas produtoras de café em Kona estavam
infectadas com este patdgeno, causando uma reducdo de cerca de 20-25% na producédo
(NELSON et al., 2002).

No Brasil, o primeiro relato de M. konaensis, ocorreu no estado do Ceara,
infectando plantas de repolho (Brassica capitata L.), mamao (Carica papaya L.), noni
(Morinda citrifolia L.) e canapum (Physalis angulata L.) em diferentes localidades do
Estado. Através do método de eletroforese de isoenzimas, verificou-se a presenca de
populaces atipicas de Meloidogyne, as quais diferiam de todas as espécies de Meloidogyne ja
relatadas no Brasil (SILVA, 2014). Por meio de abordagens morfoldgicas, morfométricas,
citoldgicas, bioquimicas, hospedeiras diferenciadoras e técnicas moleculares, foi possivel a
identificacdo da espécie como sendo a mesma do Havai, M. konaensis. Contudo, os isolados
encontrados no Brasil ndo causaram infecgdo no cafeeiro (MONTEIRO, et al., 2016).

Diferentemente do Brasil, 0 M. konaensis no Havai foi encontrado, ocorrendo

naturalmente, apenas em café. Entretanto, verificou-se que, em condi¢cdes de casa de
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vegetacdo, este nematoide apresentou uma elevada taxa de reproducdo em tomateiro, além da
capacidade de se desenvolver em uma ampla faixa de temperatura (ZHANG e SCHMIITT,
1994).

A sobrevivéncia de fitonematdides em condi¢des ambientais adversas pode variar
entre as espécies e entre os seus estaddios de desenvolvimento. A temperatura é um fator
extremamente importante para o sucesso do desenvolvimento e a manutengdo da populagéo
do nematoide dentro ou fora da planta (EVANS, 1987). O fator temperatura pode controlar o
desenvolvimento embrionario dentro dos ovos e a habilidade do J> em romper e liberar a
casca do ovo, e assim iniciar o processo de parasitismo (LEE & ATKINSON, 1977).

Algumas espécies pertencentes ao género Meloidogyne apresentam uma grande
variedade de espécies hospedeiras. Dentre elas, destacam-se M. incognita, M. hapla, M.
javanica e M. arenaria, que infectam numerosas espécies vegetais de diferentes familias
botanicas em todo o mundo. Conhecer a hospedabilidade de plantas de interesse agricola aos
nematoides é informacdo de extrema importancia para implementacdo de um plano de
manejo, principalmente, quando se usa como estratégia de controle a rotacdo de culturas
(COSTA et al., 2001). Com isso, 0 objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito de diferentes
temperaturas na ecloséo e infectividade de juvenis de M. konaensis, bem como determinar a
reacdo de hospedabilidade do M. konaensis em diferentes espécies vegetais e a duragdo do seu

ciclo de vida em tomateiro.

Material e métodos

Ensaio 1 - Avaliacédo do efeito da temperatura na ecloséo e infectividade de M. konaensis

Com o intuito de avaliar o efeito da temperatura na eclosdo de individuos de
segundo estadio (J2) de M. konaensis, procedeu-se a metodologia de extracdo de ovos
proposta por Bonetti e Ferraz (1981), onde raizes de tomateiro cv. Santa Clara infectadas com
M. konaensis, foram trituradas utilizando um liquidificador com agua contendo hipoclorito de
sodio a 0,5 % por 30 segundos. Em seguida, a suspensédo obtida foi vertida na peneira de 20
mesh (0,840 mm), acoplada as peneiras de 100 mesh (0,149 mm) sobre outra de 400 mesh
(0,037 mm). Utilizando o microscépio estereoscopio, um total de 300 ovos de M. konaensis
foram transferidos para camaras de ecloséo, que consistiram em placas de Petri de acrilico de
3,5 cm de didmetro, contendo 3 mL de agua destilada. Avaliou-se 0 nimero de J2 eclodidos de
M. konaensis nas temperaturas de 5, 15, 30 e 35 °C. A testemunha constou apenas da

suspensdo de ovos em agua destilada mantidas em temperatura ambiente 25 £ 2 °C. As
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camaras de eclosdo foram postas em bandejas de polietileno forradas com papel de filtro
umedecido diariamente. Contabilizou-se o nimero de J, eclodidos em intervalos de cinco
dias, finalizando a avaliacdo aos 15 dias. A contagem do numero de individuos eclodidos foi
feita sob microscdpio estereoscdpio e em microscopio de luz.

O delineamento estatistico adotado foi o inteiramente casualizado, com cinco
tratamentos e 6 repeticdes em cada tratamento em que a parcela experimental consistiu em
uma placa de Petri contendo 300 ovos, totalizando 30 placas e 9.000 ovos. Os dados obtidos
foram submetidos a analise de variancia e ao teste de comparacdo de médias utilizando o
software estatistico Sisvar.

Para avaliar a infectividade de juvenis de M. konaensis, utilizou-se os J> eclodidos
do ensaio anterior, onde mudas de tomateiro cv. Santa Clara com 30 dias de idade,
apresentando duas a trés folhas verdadeiras foram transplantadas para copos descartaveis com
capacidade 500 mL, contendo uma mistura autoclavada e umida de solo e esterco caprino na
propor¢do 2:1 (v:v). Os juvenis do ensaio anterior foram mantidos em placas nas cinco
temperaturas no decorrer dos 15 dias da avaliacdo. Terminado esse tempo, foram levados para
a temperatura ambiente e no dia seguinte inoculados em plantas de tomateiro 'Santa Clara'.

Um total de 500 J, eclodidos em placas mantidas em cada temperatura foram
inoculados em plantas distribuindo o inéculo em um orificio préximo ao colo da planta (100
Jo/planta) com 3 cm profundidade fechando-se o orificio em seguida. Ap6s a inoculagao, as
mudas de tomateiro foram mantidas em casa de vegetacdo com temperatura média de 32 + 2
°C.

Aos cinco dias apds a inoculacdo, todas as plantas de tomateiro foram retiradas
dos copos descartaveis para a avaliacdo, lavando-se as raizes em agua corrente para a remocao
do solo aderido. Para observacdo dos individuos que penetraram nas raizes de cada
tratamento, procedeu-se o método de coloracdo de nematoides com fucsina cida, seguindo a
metodologia proposta por Byrd et al. (1983) com algumas adaptacdes, apds a coloragdo foram
preparadas laminas com os fragmentos de raizes que foram levadas ao microscopio de luz
para a quantificacdo e visualizacdo dos individuos presentes nas raizes.

O ensaio foi realizado em delineamento inteiramente casualizado, com cinco
plantas de tomateiro para serem inoculadas com J. de cada temperatura (5, 15, 25, 30 e 35
°C). A parcela experimental foi constituida de uma planta de tomateiro, num total de 25
plantas avaliadas. Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia e teste de

comparacao de meédias utilizando o software estatistico sisvar.
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Ensaio 2 - Estudo do ciclo de vida de M. konaensis em tomateiro ‘Santa Clara’

O in6culo de M. konaensis foi obtido a partir de plantas de tomateiro utilizando
técnica de extracdo de ovos proposta por Bonetti e Ferraz (1981). Um total de 3.000 ovos de
M. konaensis foram inoculados em plantas de tomateiro ‘Santa Clara’ com 30 dias de idade,
quando apresentavam duas a trés folhas verdadeiras. As plantas inoculadas foram mantidas
em casa de vegetacdo sob temperatura de 32 £ 2 °C. A avaliagdo da infecgéo iniciou-se trés
dias apo6s a inoculacdo, em que foi retirado um total de trés plantas de tomate em intervalo de
trés dias. O desenvolvimento de M. konaensis em raizes de tomateiro foi avaliado durante o
periodo de 30 dias (ovo a ovo).

Para observacdo dos estadios de desenvolvimento do nematoide, as raizes foram
coradas com fucsina acida seguindo a metodologia proposta por Byrd et al. (1983) com
algumas adaptacOes. As raizes infectadas foram lavadas para retirada de solo aderido e depois
imersas em hipoclorito de sédio (30 mL do produto comercial e 50 mL de &gua destilada) por 6
minutos em agitacdo constante. Em seguida, as raizes foram imersas em agua destilada por 15
minutos, seguindo-se um aquecimento em fucsina acida (0,35g fucsina acida, 25 mL &cido
acetico glacial, 75 mL agua destilada) diluida (ImL do corante concentrado em 30 mL de
agua) até a fervura (2 minutos). Apos retirar do corante e ficar a temperatura ambiente, as
raizes foram imersas em glicerina (30 mL) acidificada com &cido cloridrico (200 pL) e
aquecidas rapidamente (2-3 minutos) em aquecedor magnético. Fragmentos (2-3 cm) das
raizes assim tratadas foram transferidas para laminas e cobertas com laminulas ou com outra
lamina fina. A visualizacdo de todas as fases do nematoide foi feita utilizando um

microscopio de luz nos aumentos de 2,5, 10 e 40X.

Ensaio 4 — Reacdo de suscetibilidade de espécies vegetais ao M. konaensis

A populacdo pura de M. konaensis, foi mantida por meio de reinoculacGes
periddicas em plantas de tomate (Solanum lycopersicum L. vc. Santa Clara) e em céleus
(Solenestemon scutellarioides L. (Codd)), que foram cultivados em mistura autoclavada de
solo e esterco caprino na proporcao 2:1, e mantidas em casa de vegetacdo, sob temperatura de
32+2°C.

Foram utilizadas 28 espécies vegetais de 12 familias botanicas, sendo elas das
familias Apiaceae: Coriandrum sativum L., Daucus carota L., Petroselium crispum (Mill.)
Nym; Asteraceae: Lactuca sativa L.; Brassicaceae: Brassica capitata L., Brassica oleraceae
L., Eruca sativa Mill; Caricaceae: Carica papaya L.; Chenopodiaceae: Chenopodium

ambrosioides L.; Cucurbitaceae: Citrullus lanatus Thunb., Cucumis melo L., Cucumis


https://pt.wikipedia.org/wiki/Lineu
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https://pt.wikipedia.org/wiki/Carl_Peter_Thunberg
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sativus L., Curcubita pepo L., Cucurbita maxima L.; Fabaceae: Vigna unguiculata (L.)
Walp., Pisum sativum L., Arachis hypogaea L.; Lamiaceae: Solenestemon scutellarioides L.
(Codd); Malvaceae: Gossypium hirsutum L., Abelmoschus esculentus L. Moench;
Passifloraceae: Passiflora edulis Sims; Rubiaceae: Coffea arabica L. e Solanaceae:
Solanum lycopersicum L., Solanum melongena L., Capsicum chinense Jacq., Physalis
angulata L., Solanum aethiopicum L.

Para a producdo de mudas de cada espécie avaliada, realizou-se a semeadura em
bandejas de poliestireno expandido (isopor), com 128 células, contendo a mistura autoclavada
de solo e esterco caprino na proporcdo 2:1. As mudas foram transplantadas no estadio de duas
a trés folhas definitivas para vasos de polietileno (1 L), contendo o mesmo substrato da
semeadura. Aos trés dias ap0ds o transplantio, foi realizada a inoculacdo de 5.000 ovos/J; de
M. konaensis, distribuido em trés orificios posicionados a 1 cm do colo da planta, a uma
profundidade de aproximadamente 3 cm.

Para a extracdo de ovos adotou-se a metodologia proposta por Bonetti e Ferraz
(1981), que consiste em triturar as raizes de plantas infectadas, utilizando um liquidificador
com agua contendo hipoclorito de sodio a 0,5% por 30 segundos. Em seguida, a suspensédo
obtida foi vertida na peneira de 20 mesh (0,840 mm), acoplada as peneiras de 100 mesh
(0,149 mm) sobre outra de 400 mesh (0,037 mm). O numero de ovos foi estimado pela
contagem de trés aliquotas de 50 pL em camara de Peters sob microscopio estereoscopio.

Foi utilizado o delineamento inteiramente casualizado, com quatro repeticdes para
cada espécie vegetal testada e plantas de tomate cv. Santa Clara para confirmacdo da
viabilidade do inéculo. As plantas foram mantidas em casa de vegetacdo e irrigadas
diariamente, sob temperatura de 32 + 2 °C.

As plantas foram avaliadas, individualmente, apés 60 dias da inocula¢do com o
nematoide, com excecdo do cafeeiro, sendo avaliado cinco meses apds a inoculacdo. As raizes
foram lavadas em agua corrente para a remocao do solo, em seguida, procedeu-se a contagem
do namero de galhas (NG) e do nimero de massas ovos (NMO). O namero de ovos (NO) foi
obtido a partir da extracdo seguindo a metodologia de Bonetti e Ferraz (1981) e estimado pela
contagem de trés aliquotas de 50 uL em camara de Peters sob microscépio estereoscépio. O
fator de de reproducdo (FR) foi calculado de acordo com equacgdo abaixo, onde Pf € a
populacéo final e Pi é a populagéo inicial.

_Pf
Py

FR


https://pt.wikipedia.org/wiki/Lineu
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A suscetibilidade do hospedeiro foi avaliada baseada no fator de reproducéo,
sendo considerada suscetivel (S), quando o FR > 1,0; resistente (R), quando o FR foi FR < 1,0
e ndo hospedeira (NH) quando o FR = 0 (OOSTENBRIK, 1966).

Resultados e discussao

Enasio 1 - Avaliacdo do efeito da temperatura na ecloséo e infectividade de M. konaensis

De maneira geral, a temperatura influenciou diretamente na taxa de eclosdo dos
juvenis de segundo estadio de M. konaenis. Foi possivel observar que nas temperaturas de 30
e 35 °C e no tempo determinado de 15 dias ocorreu um maior numero de J. eclodidos (296,66
e 294,67, respectivamente). Esses valores, porém, ndo diferiram da temperatura ambiente (25
+ 2 °C) demostrando que a faixa de temperatura de 25 a 35 °C parece favorecer a
embriogénese e a eclosdo do nematoide. Verificou-se diferencas estatisticas entre as
temperaturas de 5 e 15°C, as quais apresentaram, ao final do ensaio, as médias mais baixas de
eclosdo de 94,5 e 152 juvenis eclodidos, respectivamente. Ambas as temperaturas também

diferiram do controle, que apresentou média de eclosédo de J, de 297,67 (Tabela 17).

Tabela 17 — Média de J> de Meloidogyne konaensis eclodidos ap6s 15 dias de permanéncia
nas temperaturas de 5, 15, 25, 30 e 35 °C.

Temperaturas N de J2 eclodidos
Temperatural -5 °C 945¢c
Temperatura 2 — 15 °C 152 b
Temperatura 3 — 25 °C* 297,67 a
Temperatura 4 — 30 °C 296,66 a
Temperatura 5 — 35 °C 294,67 a
Cv (%) 4,72

*Temperatura 3 — Controle (Temperatura ambiente)
Médias seguidas pela mesma letra na coluna nédo diferem entre si pelo teste de Tukey (P<0,05).

Observou-se que em temperaturas mais baixas, a eclosdo foi mais lenta,
apresentando a taxa de 1,06% de J. eclodidos nos primeiros cinco dias na temperatura de 5 °C
e de 14,47% para 15 °C. As maiores taxas de eclosdo das temperaturas de 5 e 15 °C
ocorreram aos 15 dias, sendo estas de 73,89 e 50,44%. Este comportamento sugere que em
temperaturas mais baixas o ciclo deste nematoide deve ser mais longo. Esses resultados sdo
semelhantes aos constatados no experimento de Morris et al. (2011) com M. minor a 15 °C, os
autores atribuem a lenta taxa de eclosdo nesta temperatura a reducdo da embriogénese do

nematoide.
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Foi possivel observar também que na temperatura de 35 °C a eclosdo foi
acelerada, com as maiores taxas observadas nos 10 primeiros dias, atingindo um total de
55,48%. A temperatura de 30 °C apresentou uma taxa de eclosdo mais uniforme, sendo que o

maior percentual de ecloséo foi observado aos 10 dias (Gréafico 8).

Gréfico 8 — Percentual de ecloséo de J> de Meloidogyne konaensis aos (A) 5, (B) 10, (C) 15
dias e (D) a porcentagem total de individuos eclodidos ao final da avaliacdo submetidos a
temperaturas de 5, 15, 25, 30 e 35 °C.
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Zhang e Schmitt (1995) vefificaram que a taxa de desenvolvimento embrionario
de M. konaensis diminuiu quando os ovos deste nematoide foram submetidos a temperaturas
acima de 30 °C. Na temperatura de 5 °C o0s autores constataram que nao houve divisao celular
e nem a formacéo do embrido. Ainda segundo 0s mesmos autores, a temperatura 6tima para
desenvolvimento e eclosdo de M. konaensis foi de 24 °C, nesta temperatura ocorreu em
termos a menor porcentagem de mortalidade elevado percentual de eclosao de J.

Decker (1989) e Wallace (1971) verificaram que o intervalo de temperatura entre
15 e 30 °C possibilita o desenvolvimento da maioria das espécies do género Meloidogyne. Foi
verificado também um efeito especifico entre espécies quanto a temperatura. Vrain & Barker

(1978), observaram que houve o desenvolvimento de embriées em ovos de M. hapla na
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temperatura de 8 °C, o que ndo aconteceu com M. incognita. Campos et al. (2008),
observaram um percentual de 40% de J. eclodidos de M. javanica na temperatura de 10 °C e
um percentual de 90% na temperatura de 28 °C. Os autores afirmam que esta ultima
temperatura favorece a eclosdo de M. javanica. Sousa Junior (2015) relatou que a eclosao de
J> de M. javanica raga 1 atingiu 100% de eclos&o aos10 dias em &gua nas temperaturas de 20
a 35°C, sendo mais reduzido o percentual (79%) nas temperaturas de 10 e 15 °C.

Lima (1984), avaliando a eclosdo de juvenis de M. exigua em diferentes
temperaturas, observou que a porcentagem média de eclosdo decresceu exponencialmente
com o tempo, para todas as temperaturas testadas. O maximo de ecloséo (38,2%) observado
pelo autor, ocorreu no segundo dia em temperatura de 25 °C, enquanto que a 30 °C, 20 °C, 15
°C e 10 °C houve 26,1%, 8,2%, 6,4% e 5,7% de eclosdo, respectivamente.

Freire & Ferraz (1977) também encontraram maior eclosdo de J> de M. incognita
e de M. javanica em temperatura de 28 °C, embora Bird (1972) e Vrain (1978) tenham
observado que a eclosdo de J2 de M. javanica foi mais rapida em temperaturas constantes de
25 °C e de 30 °C. Porém, a taxa de eclosdo de J2 foi insignificante, abaixo de 12 e 15 °C para
M. incognita e M. javanica, respectivamente (BIRD & WALLACE, 1965; GOODELL et al.,
1989; DUTRA, 2002). A 8 °C, 85% dos ovos de M. javanica tiveram a ecloséo inibida,
quando comparados aqueles ndo submetidos a baixa temperatura (HUANG & PEREIRA,
1994).

O conhecimento das temperaturas que favorecem ou desfavorecem o patdgeno sdo
informac@es de interesse no estudo da biologia e desenvolvimento de uma nova espécie de

nematoide.

Ensaio 2 - Avaliacdo do efeito da temperatura na infectividade de M. konaensis

Os resultados obtidos neste ensaio, cinco dias apds a inocula¢do em tomateiros
que permaneceram em casa de vegetagdo (32 + 2 °C), revelaram que 0s juvenis que eclodiram
nas placas com agua e que foram mantidos em camara de eclosdo nas temperaturas mais
baixas penetraram em menor numero nas raizes de tomateiro. As médias de J2 (fusiformes e
cilindricos (com sitios de alimentacdo estabelecidos) observados nas raizes foram de 12,8 e
25,2 Jo/raiz, com juvenis obtidos nas temperaturas 5 e 15 °C, respectivamente, valores que
correspondem a uma reducgédo de 84% e 68,3% com relacdo a testemunha. Estes resultados
diferiram estatisticamente entre si e dos demais constatados nas outras temperaturas. Com
relagdo aos Jz que eclodiram nas temperaturas de 25 e 30 °C, ndo houve diferenca estatistica

no numero de Jo presentes nas raizes, cujas medias foram de 79,6 e 78,8 Jo/raiz,
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respectivamente. Na inoculagdo com J; obtidos na temperatura de 35 °C ocorreu uma reducédo
significativa no nimero de juvenis (53,6) presentes nas raizes de tomateiro, porém ainda
superior ao numero de individuos infectivos das temperaturas de 5 e 15 °C, tendo ocorrido

uma reducdo de 32,66% quando comparado a temperatura de 25 °C (Tabela 18 e Gréafico 9).

Tabela 18 — Média de J> de Meloidogyne konaensis encontrados em raizes de tomateiro cinco
dias apos a inoculagéo.

Temperaturas Meédia de individuos
Temperatural -5 °C 12,8d
Temperatura 2 — 15 °C 25,2¢c
Temperatura 3 — 25 °C* 79,6 a
Temperatura 4 — 30 °C 78,8 a
Temperatura 5 — 35 °C 53,6 b
Cv (%) 9,02

* Temperatura 3 — Controle (Temperatura ambiente)
Médias seguidas pela mesma letra na coluna nao diferem entre si pelo teste de Tukey (P<0,05).

Gourd et al. (1989) observaram uma boa capacidade de penetragdo de M.
incognita e M. javanica em raizes de soja suscetiveis mantidas em estufas numa faixa de
temperatura entre 25 e 31 °C. Contudo, Di Vito & Greco (1988) ao avaliarem a penetracao de
Jo de M. artiellia em raizes de plantas de grdo-de-bico (Cicer arietinum L.) observaram que
ndo foi satisfatoria a penetracdo dos juvenis em raizes de plantas mantidas em temperatura de
30 °C. No entanto, os autores verificaram que nas temperaturas ambientes de 15 e 25 °C
ocorreram 0S maiores percentuais de penetracdo de Jo, sugerindo que o M. artiellia seja
favorecido por temperaturas mais baixas.

Campos et al. (2006a) constataram que a temperatura a incubacdo de J> de M.
javanica na temperatura de 10°C durante 20 dias ndo provocou injarias € nem promoveu a
ativacdo do sistema nervoso do nematdide reduzindo seus movimentos para evitar gastos de
energia. Por outro lado, a incubacdo de J. de M. javanica na temperatura continua de 5 °C
pode provocar injarias nos tecidos do patdgeno, reduzindo a capacidade parasitaria, o

desenvolvimento e a reprodugéo do nematoide.



127

Gréfico 9 — Porcentagem de J> de Meloidogyne konaensis obtidos em temperaturas de 5 a 35
°C e presentes em raizes de tomateiro cinco dias ap0s a inoculagéo.
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Campos et al. (2006b), observaram que a penetracdo de juvenis de M. javanica
apos quatro dias da inoculacdo em soja nas temperaturas de casa de vegetacdo de 12 a 20 °C
foi inibida. Na faixa de temperatura entre 24 e 28 °C ocorreram 0S maiores percentuais de
penetracdo de J, os quais foram visualizados nas raizes mediante coloracdo com fucsina
acida. Temperaturas acima de 32 °C provocaram reducdes nos percentuais de penetracéo.
Haroon et al. (1993), verificaram que temperaturas do solo acima de 33 °C favoreceram o
aumento no nimero de galhas em tomateiro.

Neste ensaio a temperatura de casa de vegetacdo, onde foram mantidos todos
tomateiros do ensaio pelos cinco dias, variou de 32 + 2 °C, sendo, portanto, uma temperatura
uniforme para todos os tratamentos. A variacao da temperatura neste ensaio foi nas camaras
de eclosédo. Desta forma, constatou-se que a infectividade dos juvenis foi afetada pelo possivel
gasto de energia (reservas lipidicas e proteicas) da fase infestante nas temperautras de 5, 15 e
35 °C em que permaneceram por 15 dias. Conforme observou-se em laborat6rio, nas
temperaturas de 5 e 15 °C um maior nimero de juvenis teria eclodido no final do ensaio,
permanecendo na agua fria por menor espaco de tempo, sendo eles provalmente os individuos
que penetraram nas raizes. Na temperatura de 35 °C ocorreu o contrario. Houve maior taxa de
ecloséo nos primeiros 10 dias, e 0S juvenis permaneceram em movimento nessa temperatura
por um maior periodo, o que supostamente lhes causou gastos de energia afetando a sua
capacidade de penetracéo.

A temperatura afeta diretamente a taxa de metabolismo dos nematoides e pode

induzir tanto criobiose como termobiose em diversas espécies deste patogeno. A faixa de
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temperatura minima para sobrevivéncia é de 5-10 °C, para o desempenho normal das
atividades metabdlicas de 15-22 °C e a ideal ou 6tima é de 24-30 °C. Temperaturas acima de
33°C provocam limitagdes no desempenho das atividades gerais 40 °C é a temperatura
maxima para sobrevivéncia (FERRAZ & BROWN, 2016).

Campos et al. (2006a) constataram que a incubacdo de J. de M. javanica em agua
por dois dias na temperatura de 28 °C, proporcionou uma reducdo acentuada na penetracao,
no numero de fémeas, massas de ovos, numero total de ovos e nimero de ovos por grama de
raizes em 45,40, 73,68, 60,32, 44,64 e 36,63%, respectivamente, comparadas com a
testemunha em que os J> empregados eram recém eclodidos. Dutra (2002) constatou uma
perda de 58% da infectividade quando incubou J> de M. incognita por um periodo de dois dias
e de 99,7% aos seis dias de incubacdo. Sugerindo que a redducdo da infectividade envolve a

esta relaciona com a perda do lipidio corporal desses individuos.

Ensaio 3 - Estudo do ciclo de vida de M. konaensis em tomateiro ‘Santa Clara’

Os estadios de desenvolvimento identificados nas raizes inoculadas de tomateiros
‘Santa Clara' de acordo com o tempo de remocao das plantas, realizado a cada trés dias, foram
de : J fusiforme, Jz cilindrico, juvenis de terceiro estadio (J3), juvenis de quarto estadio (Js),
machos antes da emergéncia, fémeas jovens, fémeas maduras com massa de ovos e
numerosos ovos em diferentes estadios de desenvolvimento.

O ciclo de vida do nematoide M. konaensis em tomate cv. Santa Clara foi fechado
no 20° dia apdés a inoculacdo, onde foi constatado a presenca de fémeas adultas em
oviposicdo. Estes resultados obtidos nas nossas condic¢des diferem daqueles encontrados por
Zhang e Schmitt (1995) no Havai, os quais verificaram que a duragéo do ciclo de vida desta
espécie de nematoide na temperatura de (26 °C) foi de 26 dias em tomate cv. Rutgers.

Foi constatado a presenca de juvenis de 2° estadio (J2) ainda fusiformes na raiz de
tomateiros trés dias apds a inoculacdo dos ovos e de J; cilindricos, ao final do sexto dia. A
presenca de pequenas galhas (1 a 2 mm) e de juvenis de 3° estadio (J3) nas raizes de tomateiro
foi perceptivel no 9° dia ap0s a inoculacdo. Juvenis de 4° estaddio foram observados trés dias
depois, ou seja, com 12 dias do inicio do ensaio. As fémeas jovens desenvolveram-se apds o
15° dia, sendo a sua segura constatacao feita ao 18° dia, decorridos 6 dias da fase J4. Ressalta-
se que as fases de Jz, Jz3 e J4 foram também visualizadas em raizes coletadas ao 6°, 12° e 15°
dia apds inoculagdo, respectivamente, em razdo da heterogeneidade do inéculo que continha
tanto ovos em embriogénese como ovos com juvenis formados. Fémeas adultas com massa de

ovos foram observadas no 21° dia apos a inoculacgdo, encerrando assim o ciclo do nematoide.
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No 24° dia, observou-se a presenga de ovos ja contendo juvenis do primeiro estadio (J1) e trés
dias depois (27° dia), constatou-se a presenca de Jo fusiformes, dando inicio a um novo ciclo
de infecdo. A presenca de machos, antes de sua emergéncia, somente foi observada ao final
do experimento, no 30° dia apos a inoculacdo, quando as galhas se apresentavam com 5 a 8
mm de tamanho (Figura 7).

Zhang e Schmitt (1995) constataram que 24 horas apés inoculacdo de Jo de M.
konaensis ocorreu a penetracdo destes individuos nas raizes de tomateiro. O desenvolvimento
de J, e a formacao de galhas ocorreram 5 dias ap0s a penetracdo. A visualizacdo de Jz nas
raizes ocorreu aos 16 dias apos a inoculagdo e Js foram observados 2 dias depois. Fémeas
jovens e fémeas em oviposicdo desenvolveram-se aos 18 e 26 dias apds a inoculacéo,

respectivamente.

Figura 7 — Ciclo de vida de Meloidogyne konaensis em tomateiro 'Santa Clara’.
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3?2 Ecdise

22 Ecdise
42 Ecdise

Macho apods
emergeéncia

Fémea jovem

[
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Ecloséao
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12 Ecdise a\

Massa de ovos

Fonte: Elaborado pelo autor.
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O ciclo de vida de M. konaensis teve comportamento semelhante ao de outras
espécies pertencentes ao género Meloidogyne, como por exemplo M. javanica e M. incognita.
A duracdo do ciclo de vida de fitonematoides pode ser influenciado pela temperatura,
umidade e pela espécie hospedeira. Este fato foi confirmado por Zhang e Schmmit (1995), os
quais demonstraram que a temperatura influenciou na taxa de ecloséo de J. de M. konaensis.
A duracdo do ciclo de vida desta espécie apresentou variacdo com as hospedeiras, sendo
observado um periodo de 26 dias no tomateiro e quase o dobro do tempo em café (46 dias).

A M. ethiopica necessitou de 67 dias em feijoeiro (Phaseolus vulgaris), 48 dias
em pepino e 36 dias em tomate para completar um ciclo de reproducdo em temperaturas
médias diarias de 18,3, 22,7 e 26,3 °C, respectivamente (STRAJNAR et al. 2011). Em porta-
enxerto de videira suscetivel essa mesma espécie completou o seu ciclo de vida em menor
tempo, 27 dias, a uma temperatura de 25°C (SOMAVILLA et al., 2011).

As espécies pertencetes ao género Meloidogyne em regides mais frias tipicamente
tém ciclos de vida mais longos. Lordello (1984) relatou que o ciclo de vida de M. javanica a
26°C foi de 21 dias e que a 14°C foram necessarios 56 dias. Para M. incognita 0 mesmo autor
citou que a duracdo do ciclo a 25,8 °C foi de 28 dias e que a 18,8°C, o ciclo se completou aos
54 dias. Moura (1996) constatou que as espécies M. incognita, M. javanica e M. arenaria,
completam, em média, seu ciclo de vida com 25 dias, em temperaturas préximas a 28 °C, em
plantas susceptiveis.

Além da duracdo do ciclo de vida das espécies do género Meloidogyne, Moens et
al. (2009) relataram que o surgimento das primeiras fémeas de M. incognita ocorreu de 13 a
15 dias ap6s a penetracdo de Jo nas raizes de tomateiro e as primeiras massas de ovos, apés 19
a 21 dias, em regides com temperatura de 29 °C.

O ciclo de vida deste fitonematoide em um perédo de apenas trés semanas na
temperatura avaliada (32 + 2 °C), a qual também pode ser alcancada em campo, podera
favorecer uma alta infestacdo do patégeno no solo em lavoras de tomateiros, uma vez que do
plantio a colheita seriam requeridos pelo menos 150 dias da cultura em campo, o que

corresponderia a um total de mais de 7 ciclos de vida do nematoide.

Ensaio 4 - Estudo de gama de hospedeiro

A viabilidade do in6culo de M. konaensis utilizado e as condi¢es experimentais
mostraram-se satisfatorias em todo o estudo de gama de hospedeiros. O valor médio do fator
de reproducdo (FR) obtido na testemunha de suscetibilidade, tomateiro ‘Santa Clara’, foi de

66,56, comprovando a viabilidade do inoculo.
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A espécie M. konaensis causou infec¢do na maioria das espécies vegetais testadas,
apresentando fator de reproducdo acima de 1,0 em 61,37% das espécies vegetais estudadas.
Em 15,90% das culturas avaliadas ndo ocorreu a formacdo de galhas e nem a reproducédo de
M. konaensis, as quais foram consideradas como ndo hospedeiras deste nematoide. Das
espécies avaliadas, 22,72% apresentaram fator de reproducdo variando entre 0 e 1, sendo
consideradas resistentes segundo a classificacdo de Oostenbrik (1966) (Tabela 19).

As espeécies pertencentes a familia Apiaceae e Brassicaceae ndo se comportaram
como boas hospedeiras ao M. konaensis. Na familia Apiaceae 0 nimero de galhas (NG)
variou entre 0 a 49 e o FR foi proximo de zero em coentro e salsa (FR = 0,03) e em cenoura
ndo houve a reproducdo do nematoide, apresentando FR = 0. Zhang e Schmmit (1994),
avaliaram a suscetibilidade de cenoura cv. Lady Finger e verificaram que o FR da espécie de
M. konaensis foi de 5,2. Diniz et al. (2018) verificaram a ocorréncia de resisténcia do coentro
cv. Verddo a diferentes espécies de Meloidogyne, como M. incognita (racas 1 e 3) e M.
javanica. Rosa et al., (2013) também observaram resultados semelhantes em salsa,
apresentando resisténcia a espécie de M. javanica. Contudo, cenoura ‘Brasilia’ e coentro
‘“Verdao’ foram suscetiveis a essa mesma espécie. Nas espécies da familia Brassicaceae 0 NG
variou entre 4 e 100 galhas e o FR também foi préximo de zero, variando entre 0,2 e 0,8. No
repolho 'Chato de Quintal' e para a rucula ‘Antonela’ o FR foi, para ambas as cultivares, igual
a zero.

Em ambas as familias, Apiaceae e Brassicaceae, as espécies estudadas se
comportaram como resistentes ou nao hospedeiras ao nematoide M. konaensis. Os resultados
encontrados nesse trabalho diferem das informagdes obtidas por Zhang e Schmmit (1994),
que ao estudarem a reacdo de suscetibilidade de diferentes cultivares de repolho e brocolis ao
M. konaensis, 0s autores observaram a suscetibilidade dessas brassicas ao nematoide, que
apresentaram FR de 59,2 para a cultivar de repolho 'Bok Choi Chinese' e de 67,3 para o
brocolis chinés.

As diferencas entre os resultados obtidos em relacdo a resisténcia de plantas ao
nematoides podem ocorrer devido a diferencas existentes entre as cultivares e os isolados do
patdégeno. O fator ambiental também deve ser levado em consideracdo, uma vez que 0S
estudos foram realizados em condigfes ambientais distintas (DIAS-ARIEIRA et al., 2012;
ANDRADE-JUNIOR et al., 2016).

Em geral, as espécies pertencentes a familia Curcubitaceae avaliadas, abobora,
mel&o, melancia e pepino, se mostraram como excelentes hospedeiras do M. konaensis, assim

como ja relatado para outras especies do género Meloidogyne (WINSTEAD & SASSER,
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1956). Todas as espécies apresentaram FR superior a 4. As aboboras tiveram FR de 4,33 e
7,16, 0 meldo o FR foi de 10,09 enquanto que em pepino o valor do FR foi de 12,86. A
melancia cv. Charleston Gray apresentou o maior fator de reproducéo, sendo este de 85,62 e a
cv. Crimson sweet apresentou FR de 31,22. Resultados semelhantes foram observados por
MONTEIRO et al. (2016), em que os autores verificaram um FR igual a 88,9 de M. konaensis
em melancia cv. Charleston Gray. Este relato pode ser preocupante para as culturas no estado
do Ceara, em razdo deste nematoide ja ter sido relatado ocorrendo naturalmente no campo em
repolho, mamao, noni e Canapum sp (SILVA, 2014), podendo se tornar um problema para as
cucurbitaceas, as quais se revelaram altamente suscetiveis ao patégeno.

Zhang e Schmmit (1994) também avaliaram a suscetibilidade de algumas espécies
de cucurbitaceas a espécie M. konaensis. Os autores observaram que este nematoide se
reproduziu muito bem em cultivares de pepino e em abobora, apresentando FR acima de 15.
Contudo, em melancia e meldo o FR ndo foi tdo elevado quanto aos observados neste
trabalho, sendo os FR = 2,6 na melancia e FR = 6,2 em melo.

As espécies vegetais incluindo amendoim cv. Florunner, racula, repolho cv. Chato
de Quintal, quiabo, maracuja e café ndo sdo hospedeiras da populacdo testada do nematoide
das galhas. Em todas essas espécies ndo foram observadas galhas nem a reproducdo do
nematoide. MONTEIRO et al. (2016) também observaram a auséncia de galhas em
amendoim cv. Florunner 60 dias apds a inoculacdo e em café 8 meses ap0s a inoculagéo.

Nas espécies diferenciadoras algoddo cv. Deltapine 61 e fumo cv. NC95
verificou-se um FR de 0,23 e FR de 24,77, respectivamente. Resultados semelhantes foram
encontrados por Zhang e Schmmit (1994) e Monteiro et al. (2016) para o algoddo cv.
Deltapine 61, em que os valores de FR foram de 0,2 e 0,3, respectivamente. Por outro lado,
Monteiro et al. (2016) verificaram um elevado FR de 384,6 para o fumo.

As duas cultivares de mamdo avaliadas neste trabalho, 'Formosa’ e 'Havai', se
comportaram como hospedeiras de M. konaensis. O mamao 'Havai' apresentou FR de 2,15 e 0
maméao formosa FR de 1,29. Em levantamento realizado por SILVA (2014), verificou-se a
ocorréncia natural de M. konaensis em mamoeiro cultivados, confirmando a suscetibilidade
desta espécie ao nematoide.

Nas variedades de alface 'Americana’ e 'Crespa Elba' o fator de reproducédo para
M. konaensis foi de acima de 2,0. Resultados semelhantes para esta espécie também foram
observados por Zhang e Schmmit (1994), os quais encontraram um FR de 1,8 para a alface cv.
Anuenue. As espécies de feijao caupi e ervilha foram suscetiveis ao M. konaensis, com o FR

das cultivares de feijdo caupi variando entre 0,69 e 4,25, sendo a cv. Macaibo a mais
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suscetivel. O FR da ervilha foi de 1,14. Este resultado difere daquele encontrado por Zhang e
Schmmit (1994), os quais observaram um FR de 44,2 para a ervilha cv. Arvense.



Tabela 19 — Avaliagdo da reproducdo de Meloidogyne konaensis (NG — numero de galhas; NO — nimero de ovos e FR — fator de
reproducéo em 44 espécies vegetais e cultivares 60 dias apds a inoculacao.

Espécies vegetais avaliadas

Nome cientifico Nome comum

Cultivar

Parametros Nematologicos

NG NO FR Classificacdo
Apiaceae
Coriandrum sativum Coentro Verdao 49 1279 0,03 R
Daucus carota Cenoura Brasilia 0 0 0 NH
Petroselium crispum Salsa Lisa 38 134,2 0,03 R
Asteraceae
Lactuca sativa Alface Americana 310 12356,7 2,47 S
Crespa Elba 387 10225,4 2,05 S
Brassicaceae
Brassica capitata Repolho Chato de Quintal 9,5 21,25 00 NH
Roxo 105,75 4061 0,81 R
Brassica oleraceae Couve Acephala 58,1 1.098,3 0,22 R
Eruca sativa Rucula Antonela 4,25 0 0 NH
Caricaceae
Carica papaya Mamao Havai 236,8 10765,4 2,15 S
Formosa 147,8 6458 1,29 S
Chenopodiaceae
Chenopodium ambrosioides Mastruz 27 234.8 0,05 R
Cucurbitaceae
587.,9 428.117 85,62 S
Crimson sweet 456,8 156.123,4 31,22 S
Cucumis melo Meldo Amarelo 396,1 50.447 10,09 S
Cucumis sativus Pepino Verde comprido 574,7 64.300 12,86 S
Curcubita pepo Abobrinha Caserta 178,8 35.792 7,16 S
Cucurbita maxima Abdbora Brasileirinha 154,8 21.653 4,33 S
Fabaceae
Vigna unguiculata Feijdo caupi Macaibo 4415 21.233 4,25 S
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Nome cientifico Nome comum Cultivar NG NO FR
Pitiba 55,8 5.500,54 1,10 S
Sempre Verde 43,5 3.459,7 0,69 R
Jodo Paulo 1l 185,38 15.566,67 3,11 S
Setentdo 84,5 18.366,67 3,67 S
Pisum sativum Ervilha Flor Roxa 98,4 5.678 1,14 S
Arachis hypogaea Amendoim Florunner 0 0 0 NH
Lamiaceae
Solenestemon scutellarioides Coleus 489,3 267.976,21 53,59 S
Malvaceae
Gossypium hirsutum Algodao Deltapine 61 17 1.143,83 0,23 R
Abelmoschus esculentus Quiabo Santa Cruz 47 0 0 00 NH
Passifloraceae:
Passiflora edulis maracuja 0 0 0 NH
Rubiaceae
Coffea arabica Café 0 0 0 NH
Solanaceae
Capsicum annuum Pimentéo All big 643 186.823,5 37,36 S
Early Charleston Gray 502,75 299.591,59 59,92 S
Capsicum chinense Pimenta Cumari do Para 215* 55.887,67 11,18 S
Nicotiana tabacum Fumo NC 95 765 123.854,9 24,77 S
Solanum lycopersicum Tomate Santa Clara 897 332.789,6 66,56 S
Carolina 182,3 42.141 8,43 S
Rasteiro Rio Grande 242 5 134.630 26,93 S
Super Marmande 265,7 31.298 6,26 S
Santa Adélia 339,25 38.073 7,61 S
Santa Cruz Kada 2425 134.630 26,93 S
Ipa 6 381,5 52.211 10,44 S
Solanum melongena Berinjela Comprida roxa 98,3 2.378,9 0,48 R
Embu 88,75 1.810,75 0,36 R
Physalis angulata Fisalis 287,9 1.0876 2,18 S
Solanum aethiopicum Jilo 112 1.238,7 0,25 R

S — Suscetivel; R — Resistente e NH — Nao hospedeira
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De maneira geral, as espécies pertencentes a familia das solanaceas multiplicaram
bem o nematoide M. konaensis, apresentando FR superiores a 6,0 com excecdo do pimentdo
cv. Early Charleston Gray, da berinjela cv Embu, do fisalis e jilo, que apresentaram FR iguais
a 0; 0,36; 2,18 e 0,25, respectivamente. Monteiro et al. (2016) encontraram resultados
semelhantes para o pimentdo cv. Early Charleston Gray, onde os autores ndo observaram a
reproducdo do nematoide nesta cultivar. A espécie de pimenta cumari do Pard destacou-se
sobre as demais solanaceas em razdo de apresentar em seu sistema radicular galhas
minudsculas (0,5 — 1 mm), contudo observaram-se fémeas de mesmo didmetro da raiz e
numerosas massas de ovos externas de forma que o seu FR foi de 11,18, ou seja, ndo houve a
formacdo de células gigantes, mas o nematoide se reproduziu normalmente (Figura 8).
Pinheiro et al. (2014) verificaram suscetibilidade da pimenta cumari as espécies de M.
incognita, M. javanica e M. enterolobii, no entanto, as plantas apresentavam elevado indice
de galhas e fator de reproducdo. A auséncia de formacdo ou a producéo de pequenas galhas
em plantas apesar da ocorrer a reproducdo do nematoide, podem indicar que locais de
alimentacdo adequados sdo estabelecidos sem que haja hiperplasia e hipertrofia tipicas
(ZHANG & SCHMMIT, 1994).

Figura 8 — Galhas de M. konaensis em pimenta cumari do Para 60 dias ap6s a inoculagéo.

Fonte: Elaborado pelo autor
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Este estudo mostrou que a espécie M. konaensis possui um habito polifago, como
ocorre com a maioria das espécies pertencentes ao género Meloidogyne afetando, pelo menos,
sete familias botanicas das 12 familias avaliadas e se caracterizando como um potencial
problema para as espécies da familia Curcubitaceae e Solanaceae. Desta forma, este estudo
contribui tanto para identificacdo de espécies ndo hospedeiras que possam ser utilizadas em
rotacdo de culturas em é&reas onde esse nematoide seja relatado, como para conhecer a
hospedabilidade de plantas de interesse agricola ao nematoide das galhas, informacdo de
extrema importancia para a implementacdo de um plano de manejo para minimizar os danos

causados por este novo patégeno em campo.
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CONCLUSOES

1 — A eclosdo de juvenis de M. konaensis e a sua infectividade em tomateiro

‘Santa Clara’ foram influenciadas pela temperatura.

2 — O ciclo de vida de M. konaensis em tomateiro 'Santa Clara' na temperatura de
32 + 2 °C foi de 21 dias.

3 — As espécis vegetais das familias Asteraceae, Brassicaceae, Caricaceae,
Curcubitaceae, Fabaceae, Lamiaceae, Solanaceae apresentaram-se como hospedeiras do M.

konaensis.
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CONCLUSOES

O extrato foliar aquoso de C. ambrosioides apresentou elevada acdo nociva sobre
0s juvenis de segundo estadio (J2) de Meloidogyne spp., inibindo a sua ecloséo e provocando
sua mortalidade in vitro.

As folhas secas de C. ambrosioides podem ser armazenadas por 90 dias sem
comprometer a atividade nematicida.

O extrato foliar aquoso de C. ambrosioides aplicado ao solo infestado reduz a
infeccdo por M. incognita em tomateiros cv. Santa Clara.

O extrato foliar aquoso de C. ambrosioides reduz o parasitismo de M. incognita em
plantas de tomateiro cv. Santa Clara por meio da imersdo de raizes infectadas.

O extrato foliar aquoso de C. ambrosioides a 10% no intervalo de 24 horas induz a
resisténcia de tomateiro cv. Santa Clara reduzindo a infecgdo por M. incognita. A
concentracédo letal minima do extrato aquoso foi de 4.500 ppm.

O composto com acao nematicida do extrato foliar de C. ambrosioides esta presente
na fracdo aquosa.

A acdo nematicida presente no extrato aquoso de C. ambrosioides pode ser
atribuido a um composto polar da classe dos oligopeptideos.

A eclosdo de juvenis de M. konaensis e a sua infectividade em tomateiro 'Santa
Clara' foram influenciadas pela temperatura.

O ciclo de vida de M. konaensis em tomateiro 'Santa Clara' na temperatura de 32 +
2 °C foi de 21 dias.

As espécis vegetais das familias Asteraceae, Brassicaceae, Caricaceae,
Curcubitaceae, Fabaceae, Lamiaceae, Solanaceae apresentaram-se como hospedeiras do M.

konaensis.
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