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RESUMO

O tomateiro (Solanum lycopersicon L.) € uma das culturas olericolas mais
expressivas no cenario agricola brasileiro e mundial, sendo produzido praticamente
em todas as regides geograficas do mundo sob diferentes sistemas e niveis de
manejo cultural. A producdo desta cultura pode ser reduzida drasticamente pela
presenca dos nematoides das galhas, principalmente M. incognita e recentemente o
M. enterolobii, devido sua alta agressividade e capacidade de contornar genes de
resisténcia a outros nematoides. O controle destes nematoides € bastante complexo
e métodos alternativos de manejo, como a utilizacdo de 6leos essenciais e extratos
aguosos de plantas tém sido estudados. Desta forma, visando disponibilizar
alternativas mais sustentaveis e ao mesmo tempo eficientes para o0 manejo de M.
incognita e M. enterolobii, avaliou-se inicialmente a bioatividade de 11 espécies
vegetais (Trichilia hirta, Trichilia elegans, Trichilia catigua, Trichilia pallida, Trichilia
casaretti, Toona ciliata, Melia azedarach, Mansoa alliacea, Lippia sidoides,
Plectranthus neochilus e Trichillia clausenii) nas concentracbes de 1, 3 e 5% e
avaliados quanto a porcentagem de j2 imoveis. Na concentracdo de 3%, 0s
tratamentos T. elegans, T. pallida, T. casaretti e T. ciliata apresentaram valor acima
de 90% de j2 imdveis, para ambas as espécies dos nematoides, alcancando 100%
de imobilidade na concentracdo de 5%, indicando forte efeito nematostatico dos
extratos. A partir destes resultados, foi calculada a concentracdo do extrato
necessaria para reduzir em 50% (CLso) € 90% (CLgp) a mobilidade dos nematoides.
Foi observado, que os melhores tratamentos (T. elegans, T. pallida, T. casaretti, T.
ciliata e T. catigua) apresentaram CLsy de 2.70 g L™ e 2.82 g L™ para M. incognita e
M. enterolobii, respectivamente. Em seguida, em casa de vegetacédo, as formulacdes
brutas das plantas com maior potencial (T. casaretti, T. pallida, T. ciliata, T. catigua e
T. elegans) foram incorporadas ao solo de forma protetora e curativa, na dosagem
da CLso obtida anteriormente, e avaliados na supressdo dos dois nematoides na
cultura do tomate. A aplicacdo das formulagcbes nos dois momentos reduziu
significativamente o nimero de nematoides e o nimero de ovos por massa de ovos
das duas espécies avaliadas, apresentando resultados similares ou superiores que o
nematicida a base de Carbofuran. O tratamento T. elegans, apresentou o0s

resultados mais promissores, possibilitando no tratamento protetor, fator de



reproducao (FR) de 0,90 e 3,37 para M. enterolobii e M. incognita, valor muito abaixo
da testemunha (dgua) de 23,65 e 24,77, respectivamente. O efeito das formulagbes
brutas dos tratamentos sobre a supressao da populacdo dos nematoides foi testado
aos 15, 30, 45, 60 e 75 dias ap6s a aplicacdo dos tratamentos. Todos o0s
tratamentos reduziram a populacdo dos nematoides, no entanto, apés os 60 dias
sua eficacia diminuiu e a populagdo dos nematoides passou a aumentar. Desta
forma, a incorporacdo ao solo das formulacbes brutas dos tratamentos pode ser
considerada nas estratégias de manejo sustentavel do M. incognita e M. enterolobii

na cultura do tomate.

Palavras-chave: Extratos botanicos, manejo alternativo, nematoide das galhas,

Solanum lycopersicon.



ABSTRACT

The tomato (Solanum lycopersicon L.) is one of the most significant crop in the
Brazilian and world agricultural scene, being produced in practically all geographical
regions of the world under different systems and levels of cultural management. The
production of this crop can be reduced drastically by the presence of the root-knot
nematodes, mainly M. incognita and recently M. enterolobii, due to their high
aggressiveness and ability to bypass resistance genes to other nematodes. The
control of these nematodes is quite complex and alternative management methods
such as the use of essential oils and aqueous extracts of plants have been studied.
In order to provide more sustainable and efficient alternatives for the management of
M. incognita and M. enterolobii, the bioactivity of 11 plant species (Trichilia hirta,
Trichilia elegans, Trichilia catigua, Trichilia pallida, Trichilia casaretti , Toonia ciliata,
Melia azedarach, Mansoa alliacea, Lippia sidoides, Plectranthus neochilus and
Trichillia clausenii) at concentrations of 1, 3 and 5% and evaluated as percentage of
real estate. At the concentration of 3%, the treatments T. elegans, T. pallida, T.
casaretti and T. ciliata presented values above 90% of immobile j2 for both nematode
species reaching 100% immobility at the concentration of 5%, indicating a strong
nematode effect of the extracts. From these results, the extract concentration was
calculated to reduce the mobility of nematodes by 50% (CLsp) and 90% (CLgo). It was
observed that the best treatments (T. elegans, T. pallida, T. casaretti, T. ciliata and T.
catigua) presented Clso of 2.70 g L™* and 2.82 g L™ for M. incognita and M.
enterolobii, respectively. Then, in the greenhouse, the crude formulations of the
plants with the highest potential (T. casaretti, T. pallida, T. ciliata, T. catigua and T.
elegans) were incorporated into the soil in a protective and curative way, in the CLsg
obtained previously, and evaluated in the suppression of the two nematodes in the
tomato crop. The application of the formulations at the two moments significantly
reduced the number of nematodes and the number of eggs per egg mass of the two
evaluated species, presenting similar or superior results than carbofuran based
nematicide. The treatment T. elegans presented the most promising results, allowing
for the protective treatment, reproduction factor (FR) of 0.90 and 3.37 for M.
enterolobii and M. incognita, a value well below the control (water) of 23,65 and
24,77, respectively. The effect of crude treatment formulations on nematode

population suppression was tested at 15, 30, 45, 60 and 75 days after application of



the treatments. All treatments reduced the nematode population, however, after 60
days its efficacy decreased and the nematode population increased. Thus,
incorporation into the soil of crude treatments formulations can be considered in the
strategies for the sustainable management of M. incognita and M. enterolobii in the
tomato crop.

Keywords: Botanical extracts, alternative management, root-knot nematodes,

Solanum lycopersicon.
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INTRODUCAO GERAL

Os fitonematoides s&@o os principais patdgenos em areas de cultivo de
hortalicas, responsaveis por perdas entre 20% e 100%, dependendo da densidade
populacional, suscetibilidade do cultivar, espécie do nematoide, tipo de solo e
condi¢bes ambientais (SIKORA; FERNANDEZ, 2005). No Brasil, os nematoides das
galhas, principalmente as espécies Meloidogyne incognita (Kofoid e White) Chitwood
e Meloidogyne javanica (Treub) Chitwood sdo responsaveis pelos maiores danos em
hortalicas (FERRAZ et al., 2010). Além destes nematoides, em 2001 foi registrado o
M. enterolobii (YANG; EISENBACK, 1983) Sin.. M. mayaguensis (RAMMAH;
HIRSCHMANN, 1988) causando prejuizos em pomares de goiaba nos estados de
Pernambuco e Bahia (CARNEIRO et al., 2001). A alta taxa de reproducédo e a ampla
gama de hospedeiros evidencia a agressividade da espécie, capaz de superar
fontes de resisténcia a outras meloidoginoses como M. incognita, M. javanica e M.
arenaria (CANTU et al., 2009; KIEWNICK; DESSIMOZ; FRANCK, 2009).

A principal preocupacdo no controle de fitonematoides é evitar sua
introducdo em areas ainda nao infestadas, pois a erradicacdo do patégeno é
praticamente impossivel. Depois de introduzidos, as medidas de controle adotadas
visardo apenas a reducdo na populacdo dos nematoides no solo. O sucesso do
controle em areas infestadas depende de um conjunto de medidas associadas e nao
de praticas adotadas isoladamente. Em solos j& infestados, a utilizacdo da
resisténcia genética é a medida mais desejavel, porém limitada pela escassez de
cultivares resistentes e pela quebra de resisténcia em alguns casos, 0 que
freqientemente acontece em clima tropical (FERRAZ, 2010). A rotacdo com culturas
comerciais, como estratégia de controle do nematoide das galhas, € muito dificil
devido a ampla gama de hospedeiros que as principais espécies de Meloidogyne
apresentam. O controle quimico propicia protecdo temporaria, apdés a qual a
populacdo do nematoide pode voltar a atingir altos niveis. Além disso, a partir da
década de 80, varios nematicidas foram retirados do mercado devido a persisténcia
no solo, a contaminacdo da agua de lencois freaticos e aos efeitos prejudiciais ao
seres humanos e a fauna do planeta (OKA, 2014).

Uma alternativa para a substituicdo dos fumigantes sintéticos € o uso de

partes de plantas ou compostos bioativos derivados de plantas. Estes compostos, ou
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plantas que os contenham, podem ser utilizados como biopesticida ou material
organico incorporado ao substrato (AKHTAR; ALAM, 1993; SIMONETTI et al., 2010).

A maioria dos estudos envolve experimentos com o uso de extratos vegetais
e exsudados radiculares. Esses compostos sdo bastante diversificados e podem
variar quanto ao modo de aplicacdo, como por exemplo, a biofumigacdo, uma
técnica baseada na acdo fumigante dos compostos volateis lancados durante a
biodegradacio de tecidos vegetais (GARCIA ALVAREZ et al., 2004). Muitos dos
fitoquimicos sdo ambientalmente mais seguros ou menos toxicos ao homem que os
nematicidas quimicos tradicionais (KOLAPO et al., 2009)

Os componentes quimicos dos extratos aquosos ou dos Oleos essenciais
apresentam estruturas diversas como terpenos, sesquiterpenos, fendlicos, fenil
propandicos, alifaticos ndo terpénicos, heterociclicos, alcodis, cetonas, aldeidos,
acidos carboxilicos, ésteres, acetatos, cada qual com sua caracteristica aromatica e
acédo bioquimica (RAO et al., 2007).

As pesquisas cientificas atuais tém comprovado a ac¢do destes produtos
como bactericida, analgésico, sedativo, estimulante, antifUngico, antiprurido,
antidepressivo, repelente de insetos, entre outros. (WOLFFENBUTTEL, 2007).
Existem relatos da atividade direta de extratos e 6leos essenciais de plantas sobre
fitopatdgenos a exemplo dos fungos, bactérias, virus e nematoides (FIORI et al.,
2000; MOTOYAMA et al.,, 2008; BALDO, 2005; SIMONETTI et al., 2010).), ou
indireta, ativando mecanismos de defesa das plantas aos patégenos (SCHWAN-
ESTRADA 2003; STANGARLIN, 2005, QAYUM et al., 2011). Entre oS mecanismos
de defesa das plantas destacam-se as fitoalexinas, compostos antimicrobianos de
baixa massa molecular sintetizados pelas plantas em resposta a acdo de agentes
biéticos ou abibticos, também denominados de elicitores (BONALDO et al., 2004).

Na literatura séo relatados varios exemplos de plantas com potencial para a
producdo de nematicidas naturais por conterem principios ativos com propriedades
nematicidas ou nematostaticas (LEWIS; PAPAVIZAS, 1971, GOMMERS, 1981;
LAZZERI et al, 1993; MAYTON, et al, 1996; FERRIS; ZHENG, 1999,
MAISTRELLO, et al., 2010). Tais produtos, caso sejam absorvidos pelas plantas e
ajam de forma sistémica, podem alterar o exsudato radicular, interferindo na
localizacdo das raizes por parte dos nematoides; tornar as raizes menos atrativas

para o patdégeno; alterar a fisiologia da planta, impedindo a formacdo de células
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especiais de alimentacdo, a exemplo das células gigantes ou sincicios; ou até
mesmo ativar mecanismos de resisténcia da planta (MAISTRELLO, et al., 2010).

No curso de sua evolucdo, as plantas desenvolveram mecanismos de
defesa quimica contra pragas e patégenos (SLUSARENKO et al., 2008), levando a
uma infinidade de moléculas de origem vegetal citadas na literatura com grande
potencial no controle de fitonematoides, seja com efeito nematicida, nematostatico,
ovicida ou de repeléncia. Diversas sdo as plantas que ao serem incorporadas ao
solo liberam substancias com estas caracteristicas, como o nim (Azadirachta indica),
a crotalaria (Crotalaria spectabilis), a mucuna (Mucuna aterrima), o feijdo de porco
(Canavalia ensiformis), o cravo de defunto (Tagetes sp.), dentre outras espécies
vegetais (WANG et al., 2002;, JOURAND et al., 2004; LOPES et al., 2005; KONG et
al., 2006; QAYUM et al., 2011). Merece destaque as plantas da familia Brassicaceae
que sao exploradas devido o potencial biofumigante principalmente das mostardas
(Brassica spp., Sinapis spp.), do repolho (Brassica oleracea var. capitata), do
brocolis (B. oleracea var. italica) e da couve (B. oleracea var. acephala)
(CHITWOOD, 2002; SANTOS, 2010).

Varios trabalhos com extratos vegetais ja foram desenvolvidos e com alguns
resultados promissores para o controle de nematoides. Em revisao feita por
Chitwood (2002), foi descrito o potencial de varias plantas e alguns dos seus
compostos nematicidas, ja isolados e identificados. A familia Asteraceae, do qual
artemisia é representante, € geralmente rica em poliacetilenos que possuem amplo
espectro de atividade biolégica, e muitos deles possuem atividade nematicida.
Mentha piperita por sua vez, é rica em alcaloides (linalol, mentol, cineol, geraniol e
eugenol). Estes compostos geralmente possuem atividade contra predadores e
patogenos. Malik et al. (1987) e Sangwan et al. (1990) analisaram o 6leo essencial
de Mentha piperita, na inibicdo da atividade de juvenis de Anguina tritici,
Meloidogyne javanica, Tylenchulus semipenetrans, e Heterodera cajani. A aplicagao
destes alcaloides ao solo inibiu a reproducédo de M. javanica, M. incognita e H.
schachtii (BAUSKE et al. 1994, OSMAN; VIGLIERCHIO,1998). O orégano tem como
constituintes os compostos timol e carvacrol que inibiram a eclosao de juvenis de M.
incognita em experimentos realizados por Oka et al., (2000). Portanto, estas plantas
produzem substancias que podem representar importante alternativa no manejo dos

fitonematoides nas mais diversas culturas.
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A incorporacdo de matéria organica ao solo € outra prética que tem
demonstrado grande potencial no controle de nematoides (RODRIGUEZ; KABANA,
1994, WANG et al., 2002, WILDMER et al., 2002). A decomposicdo da matéria
organica incorporada ao solo favorece a proliferagcdo de inimigos naturais dos
fitonematodides, como fungos, bactérias, nematoides predadores, além de liberem
substancias toxicas (AKTAR; MALIK, 2000). Varias fontes de matéria organica tém
sido testadas, visando o controle de nematoides fitoparasitas (VIAENE; ABAWI,
1998). O emprego de véarias fontes de materiais organicos tem sido promovida como
a principal opcdo de manejo sustentavel para melhorar a qualidade e a produtividade
das culturas. As func@es e interacdes da matéria organica no solo sdo complexas e,
entre os beneficios, esta a supressao de fitopatégenos de solo (MATTHIESSEN,;
SHACKLETON, 2005). A incorporacdo de matéria organica fornece aos habitantes
do solo uma nova fonte de energia que resulta em um aumento da diversidade e
atividade microbiolégica no solo, podendo aumentar a populagéo total de bactérias,
fungos e nematdides. Varios destes organismos ou seus metabdlitos sdo benéficos
para o crescimento das plantas (SCHIPPERS et al., 1987) ou antagonistas aos
fitopatdgenos, incluindo nematoides (VIAENE; ABAWI, 1998; CHEN et al., 1999,
OKA, et al., 2014).

O controle de nematoides, através da utilizacdo de matéria organica, tem
sido atribuido ao acumulo de substancias téxicas durante a decomposicdo dos
produtos (NTALLI et al., 2010). No entanto, os mecanismos envolvidos na acao
nematicida desses compostos sdo bastante complexos e variaveis (STIRLING,
1991). Reducdes nas populacbes de diversos géneros de fitonematdides tem
ocorrido devido a adicdo de matéria organica de diferentes fontes (FREITAS, 2008).
Residuos do processamento de mandioca (manipueira) ao serem incorporados ao
solo reduzem drasticamente a populacdo de Meloidogyne spp. (PONTE et al., 1995).
A atividade nematicida da matéria organica no solo pode ser atribuida a
mineralizacdo quimica liberando aménia, aumentando os niveis de nitrogénio e
diéxido de carbono, reduzindo o nivel de oxigénio; pela liberagdo de compostos
toxicos, ou pelo aumento no numero de fungos e bactérias antagonistas a
fitonematoides (RODRIGUEZ; KABANA, 1986). Dias et al. (1999) citam que essas
substancias possuem efeito nematicida ou nematostatico, ou ainda podem interferir
na eclosdo de juvenis. Entre varias matérias organicas avaliadas contra a acdo de

fitonematoides quando adicionadas ao solo, Oleos e tortas tém sido considerados
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muito promissores (GOSWAMI; VIJAYALAKSHMI, 1981; SIDDIQUI; ALAM, 1987;
JOHTI et al., 2004), mas ainda nao tém sido efetivamente explicadas. Entretanto,
além das propriedades nematicidas, Oleos e tortas contém nitrogénio, fosforo e
potassio e seu uso combinado em um esquema de manejo integrado pode ser uma
maneira econdmica e efetiva para o0 manejo populacional de fitonematéides com
uma contribuicdo adicional a nutricdo da planta (DU et al., 2011).

Diante do exposto, no presente estudo, buscamos expandir o conhecimento
sobre a bioatividade de extratos aquosos de 11 espécies vegetais (Trichilia hirta,
Trichilia elegans, Trichilia catigua, Trichilia pallida, Trichilia casaretti, Toona ciliata,
Melia azedarach, Mansoa alliacea, Lippia sidoides, Plectranthus neochilus e Trichillia
clausenii), sobre juvenis de segundo estadio (j2) de M. incognita e M. enterolobii,
bem como avaliar o extrato mais promissor e a concentragdo necessaria para reduzir
a populacéo destes nematoides e posteriormente avaliar o efeito da incorporacéo ao
solo de maneira protetora e curativa, das formulacdes brutas de T. casaretti, T.
pallida, T. catigua e T. elegans, na reducéo da populacdo de Meloidogyne incognita
e Meloidogyne enterolobii no tomateiro, bem como avaliar a persisténcia dos

tratamentos no solo.
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CAPITULO 1
EFEITO DOS EXTRATOS AQUOSOS DE DIFERENTES ESPECIES VEGETAIS
SOBRE A MOBILIDADE DE JUVENIS DE MELOIDOGYNE INCOGNITA E
Meloidogyne enterolobii
(artigo redigido conforme normas da revista Journal of Nematology)

RESUMO

Juvenis de segundo estadio de Meloidogyne incognita e Meloidogyne enterolobii
foram expostos aos extratos aquosos de 11 espécies vegetais (Trichilia hirta,
Trichilia elegans, Trichilia catigua, Trichilia pallida, Trichilia casaretti, Toona ciliata,
Melia azedarach, Mansoa alliacea, Lippia sidoides, Plectranthus neochilus e Trichillia
clausenii) nas concentracfes de 1, 3 e 5% e avaliados quanto a porcentagem de j2
imoveis. Na concentracdo de 3%, os tratamentos T. elegans, T. pallida, T. casaretti e
T. ciliata apresentaram valor acima de 90% de j2 imOveis, para ambas as espécies
dos nematoides, alcancando 100% de imobilidade na concentragdo de 5%,
indicando forte efeito nematostatico dos extratos. A partir destes resultados, foi
calculada a concentracdo do extrato necessaria para reduzir em 50% (CLso) € 90%
(CLgo) a mobilidade dos nematoides. Foi observado, que os melhores tratamentos
(T. elegans, T. pallida, T. casaretti, T. ciliata e T. catigua) apresentaram CLs, de
2.70 g L' e 2.82 g L™ para M. incognita e M. enterolobii, respectivamente. Estes
resultados sugerem que 0s extratos aquosos analisados possuem potencial no
controle dos nematoides das galhas.

Palavras-chave: atividade nematicida; controle de nematoides; extratos vegetais;
fitoquimicos; mobilidade de juvenis.

ABSTRACT

Second stage juveniles of Meloidogyne incognita and Meloidogyne enterolobii were
exposed to aqueous extracts of 11 plant species (Trichilia hirta, Trichilia elegans,
Trichilia catigua, Trichilia pallida, Trichilia casaretti, Toona ciliata, Melia azedarach,
Mansoa alliacea, Lippia sidoides, Plectranthus neochilus and Trichillia clausenii) at
concentrations of 1, 3 and 5% and evaluated as percentage of mobility of juveniles.
At the concentration of 3%, the treatments T. elegans, T. pallida, T. casaretti and T.
ciliata presented values above 90% of immobile j2 for both nematode species
reaching 100% immobility at the concentration of 5%, indicating a strong nematode
effect of the extracts. From these results, the extract concentration was calculated to
reduce the mobility of nematodes by 50% (CLsp) and 90% (CLgp). It was observed
that the best treatments (T. elegans, T. pallida, T. casaretti, T. ciliata and T. catigua)
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presented Clso of 2.70 g L™ and 2.82 g L™ for M. incognita and M. enterolobii,
respectively. These results suggest that the aqueous extracts analyzed have
potential in the control of root-knot nematodes.

Keywords: nematicidal activity; nematode control; plant extracts; phytochemicals;
mobility of juveniles.

1.1INTRODUCAO

Os nematoides fitoparasitas estdo entre os patdgenos mais dificeis de
manejar (Chitwood, 2002). Eles prejudicam uma grande variedade de culturas
agricolas, causando graves perdas na producdo em todo o mundo, especialmente
nos paises tropicais e regibes subtropicais, onde os fatores ambientais favorecem
sua sobrevivéncia e dispersao (Sikora e Fernandez, 2005). Entre os nematoides
parasitas de plantas, os nematoides das galhas Meloidogyne spp., sé&o
economicamente os mais importantes, limitando a produtividade e qualidade dos
produtos agricolas (Sasser e Carter, 1985). O manejo destes nematoides tornou-se
ainda mais dificil, devido ao uso restrito ou a proibicdo de nematicidas quimicos
fumigantes, particularmente o brometo de metila. As preocupacfes com a saude e a
contaminacdo do meio ambiente levam a um futuro incerto sobre a utilizacdo de
produtos quimicos no manejo dos nematoides (Giannakou e Karpouzas, 2003;
Giannakou et al., 2002; Giannakou e Anastasiadis, 2005). Neste contexto, ha um
crescente interesse em descobrir compostos nematicidas derivados das plantas, por
apresentarem-se efetivos no manejo destes nematoides (Isman, 2000; Chitwood,
2002; Perez et al., 2003; Matthiessen e Kirkegaard, 2006).

Muitos compostos que possuem atividade nematicida ou nematostatica, tal
como tienils, 28lcaloides, fendis, sesquiterpenos, diterpenos e poliacetilenos foram
encontrados em tecidos vegetais (Gommers, 1981; Gommers e Barker, 1988).
Diversas plantas tém sido usadas como fontes para obtencdo de substéancias
nematicidas, que sao isoladas de varios oOrgaos das plantas, geralmente por
métodos de destilacdo organico ou aquoso (Ferraz e DeFreitas, 2004). As plantas
mais relatadas sdo Tagetes spp. (Familia Asteraceae), neem (Azadirachta indica,
familia Meliaceae), Crotalaria juncea, feijdo de porco (Mucuna spp.) e varias

espécies de gramineas da familia Poaceae (Chitwood, 2002; Ferraz e DeFreitas,
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2004). Estas plantas revelaram ampla atividade contra varios organismos
transmitidos pelo solo, incluindo aqueles que causam doencas de plantas, tais como
Fusarium, Verticillium, etc. (Ferraz e DeFreitas, 2004). A-Terthienyl foi isolado de
raizes de Tagetes, e considerado altamente nematicida (Uhlenbroek e Bijloo, 1958)
e efetivo no controle dos nematoides dos géneros Meloidogyne e Pratylenchus
(Hackney e Dickerson, 1975; Ploeg, 1999). Pe’rez et al., (2003) investigaram 0s
efeitos de O6leos essenciais, extraidos de varias espécies de Asteraceae em
Meloidogyne artiellia, e observaram que os melhores resultados foram obtidos do
0leo essencial das flores de cinco espécies de Chrysanthemum spp., bem como a
aplicagcdo em solo infectado reduziu consideravelmente a reprodugdo deste
nematoide. Extratos de Melia azedarach, rico em aldeidos e acido carboxilico,
apresentaram forte atividade nematicida, indicando potencial no controle de M.
incognita (Hasabo e Noweer, 2005; Ntalli et al., 2010). No presente estudo,
buscamos expandir o conhecimento sobre a bioatividade de extratos aquosos de 11
espécies vegetais (Trichilia hirta, Trichilia elegans, Trichilia catigua, Trichilia pallida,
Trichilia casaretti, Toona ciliata, Melia azedarach, Mansoa alliacea, Lippia sidoides,
Plectranthus neochilus e Trichillia clausenii), sobre juvenis de segundo estadio (j2)
de M. incognita e M. enterolobii, bem como avaliar o extrato mais promissor e a

concentracdo necessaria para reduzir a populacédo destes nematoides.

1.2 MATERIAL E METODOS

Os ensaios foram realizados no Departamento de Protecdo Vegetal da
FCA/UNESP-Botucatu.

Obtencéo e preparo do inoculo de M. incognita e M. enterolobii: Foram
utilizados nos ensaios o in6culo de M. incognita raca 2, que inicialmente foi obtido de
amostras de tecidos radiculares de plantas de tomate, procedente do municipio de
Santa Rosa-RS, enquanto que a populacédo de M. enterolobii foi obtida de raizes de
tomateiro, proveniente do municipio Mandaguagu-PR. As espécies foram
identificadas pelo padrédo perineal das fémeas e pelo padrdo eletroforético de
isoenzimas de acordo com Oliveira e Tomazini, (2008), e sdo mantidas em plantas

de tomateiro ‘Rutgers’ em casa de vegetacéo.
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Para a obtencdo dos juvenis de secundo estadio (j2) de M. enterolobii e M.
incognita foi utilizado a metodologia de Baerman modificado (Baermann, 1917) e
acondicionado em camera de ecloséo a 26° C.

Obtencéo das espécies vegetais e preparo dos extratos: As exsicatas das
espécies analisadas foram inicialmente identificadas e encontram-se depositadas
em herbéario (Tabelal). As estruturas vegetais de cada espécie foram secas em
estufa de ar circulante (40°C) por 48 horas. Apds a secagem, o material foi triturado
em moinho elétrico de facas e 0s respectivos pés obtidos, foram armazenados
separadamente em recipiente fechados para maior preservacdo de seus
componentes (Baldin et al., 2007).

Para cada extrato vegetal foram preparados quatro concentracdes (0, 1, 3 e
5% p/v), que consistiram em misturar em Becker de vidro, 0,1 g do p6 em 10 mL de
agua destilada para a concentracdo de 1% (peso/volume), 0,3 g do p6 em 10 mL de
agua destilada para a concentracao de 3% (p/v) e 0,5 g do p6 em 10 mL de agua
destilada para a concentracdo de 5% (p/v). Esta mistura de agua e extrato vegetal foi
mantida em repouso no periodo de 24 horas ao abrigo da luz. Decorrido as 24 horas,
realizou-se a filtragem dos extratos com papel Whatman n°1 e logo em seguida foram
utilizados.

Efeito dos extratos aquosos na mobilidade de juvenis (j2) de Meloidogyne
incognita e Meloidogyne enterolobii: Os juvenis de M. incognita e M. enterolobii
inicialmente multiplicados em tomateiro, foram recolhidos em funil de Baermann
modificado. Os j2 eclodidos nas primeiras 48 horas foram descartados e apenas 0s
nematoides eclodidos nas 24 horas subsequentes foram utilizados nos ensaios.

Foram realizados dois ensaios, um para M. incognita e outro para M. enterolobii.
Cada ensaio consistiu na avaliacdo dos 11 extratos aquosos (Tabelal) nas
concentracoes de 0, 1, 3 e 5% (p/v). Para isso, foram utilizadas placas de Petri de 2,5
cm de didmetro, e 20 juvenis (j2) foram adicionados juntamente com 2,0 mL dos
respectivos extratos por placa. As placas foram cobertas e dispostas aleatoriamente em
B.O.D a 26°C por 48 horas. A acdo nematicida/nematostatica foi avaliada em lupa pela
auséncia de mobilidade, quando estimulado por uma fina cerda de nylon. Cada
tratamento recebeu 10 repeticdes e 0s ensaios foram repetidos duas vezes.

Andlise estatistica: Os dados do ensaio foram analisados por meio dos
Modelos Lineares Generalizados (GLM). Inicialmente, aplicou-se o modelo com

componente aleatoria binomial e funcédo de ligacdo logit para dose-resposta pelo
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PROC GENMOD do software SAS 9.4. ApOs a avaliacdo da qualidade do ajuste e
residuos detectou-se sobredispersdo dos dados e para acomoda-la adotou-se a
distribuicdo binomial negativa (Hinde e Demétrio, 1998; Paula, 2013) como
componente aleatéria. Considerando que ndo foi possivel obter a matriz de
covariancia (hessiana ndo positiva definida) optou-se pelo método da quase-

verossimilhanca com funcéo de variancia ¢* u (McCullagh e Nelder, 1989). Este

meétodo baseia-se no desconhecimento da distribuicdo de probabilidade da variavel
resposta, porém tém-se informacdes que permitem descrever o comportamento da
variancia em funcéo da média.

O método da quase verossimilhanga foi introduzido por Wedderburn, (1974)
e representa uma extensdo do método de maxima verossimilhanca. A funcédo de

quase-verossimilnanca Q(y;;Y;) € definida pela relacéo

Joa-argn »

Desta forma, pode-se utilizar qualquer funcdo Q(u,Y,) que satisfaga a

equacdao (1) para definir um modelo linear generalizado.
O modelo da dose-resposta adotado foi o seguinte:
ny =109, (14;) = B, + pdose, +a, )

Em que, Bo = efeito geral e B; = taxa de variacdo de acordo com a i-ésima
dose, o= efeito do j-ésimo tratamento (j=1,...,11). Para avaliar o ajuste do modelo
utilizou-se a estatistica qui-quadrado generalizada apresentada na PROC GLIMMIX
do SAS. Uma vez que neste experimento teve-se um elevado numero de
tratamentos antes das estimativas das doses letais foram avaliados os tratamentos
gue poderiam ser agrupado, isto €&, significativamente iguais pelo teste da razdo da
verossimilhanca.

As estimativas das concentracdes letais (CLsg CL7s, CLoo) dos extratos, bem
como o intervalo de confianga foram realizadas com o PROC IML do software SAS.
O método Delta foi utilizado para obtencdo dos erros padrbes das doses letais

estimadas possibilitando a construcdo do intervalo de confianga.
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1.3 RESULTADOS

Efeito dos extratos aquosos na mobilidade de j2: O efeito dos extratos
aquosos sobre a mobilidade de juvenis (j2) de M. incognita e M. enterolobii, estdo
apresentados na Tabela 2. A porcentagem de j2 imdveis aumentou
consideravelmente com o aumento da concentracdo dos extratos. Observa-se que
na concentragdo de 3%, os tratamentos T. elegans, T. pallida, T. casaretti e T. ciliata
apresentaram valores acima de 90% de j2 imdveis, para ambas as espécies dos
nematoides. Nas concentracbes de 5%, todos os tratamentos com excecédo do
Plectranthus neochilus, Mansoa alliacea e L. sidoides, apresentaram valores acima
de 90% de j2 imoveis.

A porcentagem de j2 iméveis foi similar para ambas as espécies avaliadas,
com excecdo dos tratamentos L. sidoides, M. alliacea e T. clausenii, que
apresentaram valores menores para M. enterolobii, quando comparado com M.

incognita (Tabela 2).



Tabela 1. Espécies botanicas analisadas e suas caracteristicas correspondentes.

Espécies Familias Estrutura Origem NUmero Depodsito no Herbario
botanicas Utilizada exsicata

Trichilia hirta L. Meliaceae Folha Piracicaba, SP 53533 Irina Delanova Gemtchujnicov

Trichilia elegans A. Juss Meliaceae Folha Piracicaba, SP 44.890 Irina Delanova Gemtchujnicov

Trichilia catigua A. Juss Meliaceae Folha Piracicaba, SP ESA119204 ESA/ESALQ

Trichilia pallida Swartz Meliaceae Folha Piracicaba, SP 28.298 Irina Delanova Gemtchujnicov

Trichilia casaretti C. DC. Meliaceae Folha e e e

Toona ciliata M. Roemer Meliaceae Folha Santa Maria do Jetiba, ES Comércio -

Melia azedarach L. Meliaceae Folha Franca, SP SFPR119187 SFPR-USP

Mansoa alliacea (Lam.) A. Gentry Bignoniaceae Folha Itacoatiara, AM 8.651 UFAM

Lippia sidoides Cham. Verbenaceae Folha Itacoatiara, AM SPSF 48751 SPSF-IF

Plectranthus neochilus Schiltr Lamiaceae Folha Franca, SP SPFR12323 SPFR/USP

Trichillia clausenii C. DC. Meliaceae Folha Piracicaba, SP UEC 183956 UEC/UNICAMP
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Tabela 2. Porcentagem de J2 imoveis de M. incognita e M. enterolobii, submetidos as concentracdes de 1, 3 e 5 % dos extratos

aquosos.

% de J2 imoveis

Meloidogyne enterolobii

Meloidogyne incognita

Espécie vegetal 1% 3% 5% 1% 3% 5%
Trichilia hirta 51+03a 6.25+1.3a 925+1.7d 13.75+1.8ab 102+15a 92.7+0.4b
Trichilia elegans 5+05a 97.5+£09d 100 = 0.0* 497+x29a 87,75+0.9d 100 = 0.0*
Trichilia catigua 15+x11a 56.3+09c 100 = 0.0* 17.25+04b 50+1.0b 96.25+15¢c
Trichilia pallida 18+ 1.7 ab 89,75+1.5d 92.33+0.3d 11.21+0.2a 81.25+2.3dc 959+20¢c
Trichilia casaretti 125+1.2a 98.89+1.1d 100 + 0.0* 367+x11la 9246 +1.7cC 100 = 0.0*
Toona ciliata 55+09a 93.65+1.3d 100 + 0.0* 366+14a 91+1.9d 86.25+ 2.1 bc
Melia azedarach 10.2+0.0a 125+ 0.4 ab 97.5+0.7d 4+11a 6.70+1.3a 96.25+0.8¢c |
Mansoa alliacea 5+18a 225+24b 33.78+0.0b 897+28a 27+0.7b 98.30+0.4c
Lippia sidoides 25+16b 20£2.1b 56.3+009c¢ 33.89+23b 46£0.0b 76H00E-6.0%7
Plectranthus neochilus 8.75+0.2 a 18.75+1.0b 23.75+09a 125+ 1.6ab 18+23a 22.67+£0.7a
Trichilia clausenii 25+29a 18.76 £ 0.8 b 68.33+ 0.0 c 27+06a 79.42+£0.8c¢C 99.6+0.2cC
Testemunha (Agua destilada) 6+1.2 7+ 0.8

Carbofuran 100 £ 0.0 100 £ 0.0

* Médias de dois ensaios com 10 repeticdes por tratamento.
2 Concentracdo do extrato aquoso.
* N&o incluido na andlise (variancia nula);
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Curva de concentracao-resposta dos extratos avaliados: O quociente entre a
estatistica do qui-quadrado generalizado e os graus de liberdade apresentou valor
préximo de 1, desta forma notou-se um bom ajustamento do modelo.

O teste de hipétese dos efeitos fixos mostrou que dose e tratamentos foram

significativamente diferentes (p-valor<0,0001) (Tabela 3).

Tabela 3. Teste de hip6tese para os efeitos fixos.

Meloidogyne Meloidogyne enterolobii
incognita
~ausas de variacao Valor F Pr>F Valor F Pr>F
Dose 158,73 <0,0001* 156,87 <0,0001*
Tratamento 4,50 <0,0001* 4,60 <0,0001*

*, significativo a nivel de 5% de probabilidade.

A significancia dos 11 tratamentos foi avaliada pelo teste da razédo de
verossimilhanca (Tabela 4). Constatou-se que para M. incognita os tratamentos:
Lippia sidoides, Trichilia casaretti, Trichilia elegans, Trichilia catigua e Trichilia pallida
nao diferiram significativamente de Toona ciliata (Tratamento baseline) (p-valor <
0,0001), justificando-se a formag&o de um grupo com estes tratamentos (Grupo 1),
em seguida, foi constatado que o grupo 1 diferiu significativamente em relacdo a
“‘baseline” Mansoa alliacea (p-valor<0,0001). Entretanto os demais tratamentos nao
diferiram significativamente e desta forma, os mesmos foram agrupados no grupo 2
(Trichilia hirta, Melia azedarach, Plectranthus neochilus e Trichilia clausenii). Para M.
enterolobii, apenas o tratamento L. sidoides ndo diferiu estatisticamente do grupo 2.

Desta forma, foi possivel reunir os 11 tratamentos em trés grupos (Tabela 4).

Tabela 4. Efeitos fixos.

Meloidogyne incognita Meloidogyne enterolobii

Tratamentos Pr>t Pr>t
Grupo 1 <0,0001 <0,0001
Lippia sidoides 0,9198
Trichilia casaretti 0,1126 0,1235
Trichilia elegans 0,8671 0,8307
Trichilia catigua 0,9198 0,9389
Trichilia pallida 0,7057 0,6978
Toona ciliata - -
Grupo 2
Lippia sidoides 0,6540
Trichilia hirta 0,0164 0,0198
Melia azedarach 0,1863 0,1965
Plectranthus neochilus 0,0498 0,0430
Trichilia clausenii 0,0545 0,0680
Grupo 3

Mansoa alliacea - -
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A avaliacdo do numero de nematoides iméveis de M. incognita permitiu CLsg
de2.70 gL e CLgo de 4.41 g L™ para o Grupo 1, CLsp de 4.40 g L™ e CLgo de 5.38
g L' para o grupo 2, e CLso de 3.95 g L™ e ClLgo de 4.87 g L™ para o grupo 3 (Tabela
5). Para M. enterolobii, os valores estimados para a CLsy € CLgy foram de 2.82 e
456 g L™, no grupo 1, 4.69 e 5.67 g L™ no grupo 2, e 3.88 e 5.02 g L™ no grupo 3,

respectivamente (Tabela 6).

Tabela 5. Estimativa da CLso, CL7s e CLgo (g L™) e intervalo de confianca (IC) dos
extratos aquosos, para juvenis (j2) de Meloidogyne incognita.

Grupos de oL Clso(gL™) Cls(gL™ Cloo(gL™)
extratos IC? a 95% IC a 95% IC a 95%
Grupo 1 1440 2.70(2.31-3.09) 3.88(3.58-4.19) 4.41(4.09-4.74)
Grupo 2 1200 4.40(4.05-4.76) 5.08(4.66-5.50) 5.38(4.91-5.86)
Grupo 3 240 3.95(3.66-4.24) 4.59(4.31-4.87) 4.87(4.57-5.17)

n": nimero de nematoides testados;
IC% intervalo de confianca a 95% de probabilidade de erro.

Tabela 6. Estimativa da CLsg, CL7s € CLgo (g L™) e intervalo de confianca (IC) dos
extratos aquosos, para juvenis (j2) de Meloidogyne enterolobii.

Grupos de oL Cls(gL™) Cls(gL™) Clgo(gL™)
extratos IC? a 95% IC a 95% IC a 95%
Grupo 1 1200 2.82(2.39-3.18) 3.97(3.65-4.24) 4.56(4.23-4.74)
Grupo 2 1440 4.69(4.12-4.99) 5.22(4.77-5.68) 5.67(5.04-5.96)
Grupo 3 240 3.88(3.79-4.40) 4.66(4.44-4.97) 5.02(4.49-5.28)

n': nimero de nematoides testados;
IC% intervalo de confianca a 95% de probabilidade de erro.

1.4 DISCUSSAO

Os efeitos supressivos de alguns compostos fitoquimicos em populacées de
nematoides foi bem documentado em varios patossistemas (Chitwood, 2002). Estes
compostos podem ser desenvolvidos para uso como nematicidas, ou ainda servir
como compostos modelo para o desenvolvimento de produtos derivados sintéticos.
Este estudo avaliou a atividade nematicida/nematostatica dos extratos aquosos
(Tabela 1), em M. incognita e M. enterolobii e apresentou resultados inéditos.

Foi constatado que os extratos das plantas da familia Meliaceae
apresentaram maior atividade nematicida/nematostética, e os efeitos aumentaram
com o aumento da concentracdo dos extratos. Para os tratamentos T. elegans, T.
pallida, T. casaretii e T. ciliata, a porcentagem de j2 iméveis ultrapassou 90% na

concentracdo de 3% dos extratos, para ambos os nematoides, alcangcando até 100%
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de imobilizacdo na concentracdo de 5%, valor observado pelo tratamento quimico
comercial Carbofuran, indicando potencial para uso dos extratos no controle destes
nematoides. Resultados semelhantes foram observados em estudos realizados com
Azadirachta indica (neem), em que apresentaram mortalidade entre 70 a 100% para
0s nematoides das galhas, utilizando diferentes concentragdes e formulagbes (Aziz
et al.,, 1995; Immaraju, 1998; Khanna, 1991; Khurma e Singh, 1997; Mordue e
Blackwell, 1993; Sabastiana e Gupta, 1997). Javed et al., (2007), trabalhando com
A. indica, nas concentragcbes de 10%, 5%, e 2.5% pl/v, observaram que na
concentragdo de 10% dos extratos da folha e torta de neem, a imobilizagdo de
Meloidogyne javanica alcancou 83% e 85%, e mortalidade de 35% e 28%,
respectivamente. Ainda na familia Meliaceae, extratos de diferentes partes vegetais
de Melia azedarach, foram relatados causando efeito nematicida (Hasabo e Noweer,
2005; Ntalli et al., 2010). Cavoski et al., (2012), trabalhando com M. incognita em
pepino, observou que ao incorporar frutos triturados de M. azedarach, nas
concentracdes de 30 e 60 g kg™ ao solo, exibiram atividade nematicida semelhante
ao fenamiphos (0.02 g a.i. kg?).

A atividade nematicida desses extratos pode estar relacionada aos
compostos bioativos produzidos no metabolismo secundario das plantas. As
melidceas sdo plantas caracterizadas quimicamente pela producdo de
tetranortriterpendides, conhecidos como limondides ou meliacinas (Da Silva et al.,
1984). Esses compostos tem demonstrado diversos tipos de atividades bioldgicas,
tais como: citotoxica, antiparasitaria, antiviral, antifangica, antibacteriana, inseticida e
nematicida (Bray et al., 1990; Champagne et al., 1992). O género Trichilia dentro da
subfamilia Melioideae, é o género que apresenta maior nimero e tipo de limondides
(Pennington, 1981). Muitos pesquisadores tém isolado limondides de diversas
espécies de Trichilia spp. (Chan et al., 1973; Connolly et al., 1979; Jolad et al., 1980;
1981; Arenas e Rodriguez-Hahn, 1990; Olugbade, 1991; Tinto et al., 1991; Cortez et
al., 1998; 2000; Inada et al., 1994; Musza et al., 1995; Garcez et al. 1997; 2000;
Rodriguez-Hahn et al., 1996; Rodriguez et al., 2003; Zhang et al., 2003;). Além dos
limonodides, outras classes de substancias tém sido isoladas do género Trichilia:
esterdides de T. hirta (Chauret et al., 1996); sesquiterpenos (Garcez et al., 1997),
lignanas e y-lactonas (Pizzolatti et al., 2002; 2004) de T. catigua; protolimondides de

T. elegans (Gracez et al., 1996); triterpenos do tipo cicloartano, acidos w-fenil
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alcanodicos e alcendicos, y-lactonas, esterdides androstanos e pregnanos e
sesquiterpenos de T. claussenii (Pupo et al., 1997; 1998; 2002).

Os efeitos nematostaticos observados no presente estudo podem estar
relacionados a mais de um composto organico encontrado nos tecidos vegetais,
podendo conferir sinergia levando a alta mortalidade dos nematoides (Chitwood,
2002). Naz et al., (2013), observou que extratos de Fumaria parviflora,
apresentaram altas concentracdes de alcaloides, flavonoides, glicosideos, taninos,
saponinas, esteroides e fendis, responsaveis pela reducéo de até 100% na eclosao
e mobilidade de j2 de Meloidogyne incognita em tomateiro. Ainda em tomate, Akhtar
e Mahmood, (1994) também observaram efeito semelhante causado por produtos a
base de A. indica. Eles atribuiram a reducdo dos nematoides a mineralizacédo
guimica dos tratamentos e da liberacdo de amobnia, e consequentemente, 0 aumento
dos niveis de nitrogénio e didéxido de carbono no solo (Akhtar, 2000). Ntalli et al.,
(2010) relataram alta atividade nematicida de M. azedarach contra juvenis de
Meloidogyne e atribuiu a atividade de paralisia aos aldeidos, é&lcoois e acido
carboxilico.

O forte efeito nematostatico observado no presente estudo, possibilitou para
o grupo 1 (L. sidoides, T. casaretti, T. elegans, T. catigua, T. pallida e T. ciliata) CLsg
de 2.70 g L-* e CLgp4.41 g L™, para M. incognita, e CL 5o de 2.82 g L™ e CLgode 4.56
g L™ para o grupo 1 (T. elegans, T. catigua, T. pallida e T. ciliata) de M. enterolobii.
Estudos sobre a dose-resposta de fitoquimicos na supressdo de fitonematoides
estdo disponiveis na literatura. Ntalli et al., (2010) observou que ao incorporar frutos
de M. azedarach ao solo nas concentracdes de 0,4% p/p houve uma reducdo de
50% no numero de fémeas de M. incognita. Espécies de Asteraceae (1% p/p no
solo) reduziram a taxa de reproducéo de M. artiellia em até 95% (P’erez et al., 2003),
solo tratado com torta de neem (1% p/p) reduziu M. hapla em 90% (Abbasi et al.,
2005), Inula viscosa (0,1% p/p na areia) reduziu o numero de j2 de M. javanica (Oka
et al.,, 2001) e espécies de Brassicaceae, tipicamente usado contra fitonematoides
devido seus glicosinolatos, foram incorporados no solo na concentracéo de 0.5 até
9.3% p/p (Matthiessen e Kirkegaard, 2006).

Em conclusédo, os resultados confirmam relatos anteriores de compostos
derivados de plantas apresentarem atividade nematicida/nematostatica. O efeito
benéfico dos fitoquimicos naturais € uma area promissora no manejo de nematoides,

pois estes sdo considerados inerentemente menos téxicos do que os produtos
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qguimicos convencionais e geralmente atingem apenas o organismo alvo (Chitwood,
2002). Os extratos de T. casaretti, T. elegans, T. catigua, T. pallida e T. ciliata, tem
potencial como bionematicida, devido a presenca de compostos efetivos contra
Meloidogyne spp. Entretanto, informacdes mais especificas sdo necesséarias sobre o
modo de ag&o, mecanismos envolvidos na supressao dos nematoides bem como a

viabilidade de utilizar esses extratos no campo.
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CAPITULO 2
ATIVIDADE NEMATICIDA DE PLANTAS DA FAMILIA MELIACEAE CONTRA OS
NEMATOIDES DAS GALHAS Meloidogyne incognita E Meloidogyne enterolobii
NO TOMATEIRO
(artigo redigido conforme normas da revista Journal of Nematology)

RESUMO

Formulacdes brutas de plantas da familia Meliaceae (T. casaretti, T. pallida, T.
catigua e T. elegans) foram incorporadas ao solo de forma protetora e curativa e
avaliados na supressdo da populacdo de Meloidogyne incognita e Meloidogyne
enterolobii na cultura do tomateiro. A aplicacdo das formulagdes nos dois momentos
reduziu significativamente o nimero de nematoides e o nimero de ovos por massa
de ovos das duas espécies avaliadas, apresentando resultados similares ou
superiores que 0 nematicida a base de Carbofuran. O tratamento T. elegans,
apresentou os resultados mais promissores, possibilitando no tratamento protetor,
fator de reproducdo (FR) de 0,90 e 3,37 para M. enterolobii e M. incognita, valor
muito abaixo da testemunha (agua) de 23,65 e 24,77, respectivamente. O efeito das
formulagcbes brutas dos tratamentos sobre a supressdo da populagdo dos
nematoides foi testado aos 15, 30, 45, 60 e 75 dias ap6s a aplicacdo dos
tratamentos. Todos os tratamentos reduziram a populacdo dos nematoides, no
entanto, 60 dias ap6s a aplicacdo dos tratamentos sua eficacia diminuiu e a
populacdo dos nematoides passou a aumentar. Desta forma, a incorporac¢ao ao solo
das formulacdes brutas dos tratamentos pode ser considerada nas estratégias de
manejo sustentavel do M. incognita e M. enterolobii na cultura do tomateiro.

Palavras-chave: Atividade nematicida, controle de nematoides, nematicidas
botanicos, nematoide das galhas, tratamento organico.

ABSTRACT

Crude formulations from plants the family Meliaceae (T. casaretti, T. pallida, T.
catigua and T. elegans) were incorporated into the soil in a protective and curative
manner and evaluated in the suppression of the population of Meloidogyne incognita
and Meloidogyne enterolobii in the tomato crop. The application of the formulations at
both times significantly reduced the number of nematodes and the number of eggs
per egg mass of the two evaluated species, presenting similar or superior results
than carbofuran based nematicide. The treatment T. elegans presented the most
promising results, allowing for the protective treatment, reproduction factor (FR) of
0.90 and 3.37 for M. enterolobii and M. incognita, a value well below the control
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(water) of 23,65 and 24,77, respectively. The effect of crude treatment formulations
on nematode population suppression was tested at 15, 30, 45, 60 and 75 days after
application of the treatments. All treatments reduced the nematode population,
however, 60 days after the application of the treatments their efficacy decreased and
the nematode population increased. Thus, incorporation into the soil of crude
treatments formulations can be considered in the strategies of sustainable
management of M. incognita and M. enterolobii in tomato crop.

Keywords: Nematicidal activity, control of nematodes, botanical nematicides, root-
knot nematodes, organic treatment.

2.1 INTRODUCAO

Os nematoides das galhas (Meloidogyne spp.) atacam uma ampla gama de
hospedeiros e causam danos devastadores em varias culturas tropicais e
subtropicais, sendo responsaveis em cultivos de hortalicas por perdas entre 20 e
100%, dependendo da densidade populacional, suscetibilidade do cultivar, espécie
do nematoide, tipo de solo e condicdes ambientais (Sikora e Fernandez, 2005). No
Brasil, os nematoides das galhas, principalmente as espécies Meloidogyne incognita
(Kofoid e White) Chitwood e Meloidogyne javanica (Treub) Chitwood sao
responsaveis pelos maiores danos em hortalicas (Ferraz et al., 2010). Além destes
nematoides, em 2001 foi registrado o M. enterolobii (Yang; Eisenback, 1983) Sin.: M.
mayaguensis (Rammah; Hirschmann, 1988) causando prejuizos em pomares de
goiaba nos estados de Pernambuco e Bahia (Carneiro et al., 2001). A alta taxa de
reproducdo e a ampla gama de hospedeiros evidencia a agressividade da espécie,
capaz de superar fontes de resisténcia a outras meloidoginoses como M. incognita,
M. javanica e M. arenaria (Cantu, 2009; Kiewnick; Dessimoz; Franck, 2009).

O manejo destes nematoides tornou-se ainda mais dificil, devido ao uso
restrito ou a proibicdo de nematicidas quimicos fumigantes, com alta toxidade. As
preocupacdes com a saude e a contaminacdo do meio ambiente levam a um futuro
incerto sobre a utilizacdo de produtos quimicos no manejo dos nematoides
(Giannakou e Karpouzas, 2003; Giannakou et al., 2002; Giannakou e Anastasiadis,
2005). Neste contexto, ha um crescente interesse em descobrir compostos

nematicidas derivados das plantas (Chitwood, 2002), por apresentarem-se efetivos
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no manejo destes nematoides (Isman, 2000; Chitwood, 2002; Matthiessen e
Kirkegaard, 2006).

Uma alternativa para a substituicdo dos fumigantes sintéticos é o uso de
partes de plantas ou compostos bioativos derivados de plantas. Estes compostos, ou
plantas que os contenham, podem ser utilizados como biopesticida ou material
organico incorporado ao substrato (Akhtar, 1993; Simonetti et al., 2010).

Os extratos aquosos ou 0s Oleos esséncias apresentam componentes
quimicos com estruturas diversas, como sesquiterpenos, terpenos, fenil
45ematostati, fenolicos, alifaticos ndo terpénicos, heterociclicos, 45ematos, cetonas,
aldeidos, acetatos, acidos carboxilicos, ésteres, cada molécula com sua
caracteristica aromatica e acdo bioquimica (Rao et al., 2007). Sédo relatados na
literatura varios exemplos de plantas com potencial para a producédo de nematicidas
naturais por conterem principios ativos com propriedades nematicidas ou
45 ematostéatica (Lewis; Papavizas, 1971; Gommers, 1981; Lazzeri et al., 1993;
Mayton, et al., 1996; Ferris; Zheng, 1999; Maistrello, et al., 2010). As plantas mais
relatadas sdo Tagetes spp. (Familia Asteraceae), neem (Azadirachta indica, familia
Meliaceae), Crotalaria juncea, feijdo de porco (Mucuna spp.) e varias espécies de
gramineas da familia Poaceae (Chitwood, 2002; Ferraz, et al. 2010).

A incorporacdo de matéria organica ao solo € outra pratica que tem
demonstrado grande potencial no controle de nematoides (Rodriguez; Kabana,
1994, Wang et al., 2002, Wildmer et al., 2002). A decomposicédo da matéria organica
incorporada ao solo favorece a proliferacdo de inimigos naturais dos fitonematdides,
como fungos, bactérias, nematoides predadores, além de liberem substancias
téxicas (Akhtar, 2000).

A atividade nematicida da matéria organica no solo pode ser atribuida a
mineralizacdo quimica liberando aménia, aumentando os niveis de nitrogénio e
diéxido de carbono, reduzindo o nivel de oxigénio; pela liberacdo de compostos
toxicos, ou pelo aumento no numero de fungos e bactérias antagonistas a
fitonematoides (Rodriguez-Kabana, 1994). Dias et al. (1999) citam que essas
substancias possuem efeito nematicida ou nematostatico, ou ainda podem interferir
na ecloséo de juvenis. Entre varias matérias organicas avaliadas contra a acéo de
fitonematdides quando adicionadas ao solo, 6leos e tortas tém sido considerados
muito promissores (Goswami; Vijayalakshmi, 1981; Siddiqui; Alam, 1987; Johti et al.,

2004), mas ainda ndo tém sido efetivamente explicadas. Entretanto, além das
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propriedades nematicidas, 6leos e tortas contém nitrogénio, fésforo e potassio e seu
uso combinado em um esquema de manejo integrado pode ser uma maneira
econdbmica e efetiva para o manejo populacional de fitonematdides com uma
contribuicdo adicional a nutricdo da planta (Du et al., 2011).

Desta forma, o presente estudo teve por objetivo avaliar o efeito da
incorporacao ao solo de maneira protetora e curativa, das formulacdes brutas de T.
casaretti, T. pallida, T. catigua e T. elegans, na reducdo da populacdo de
Meloidogyne incognita e Meloidogyne enterolobii no tomateiro, bem como avaliar a

persisténcia dos tratamentos no solo.

2.2 MATERIAL E METODOS

Os ensaios foram realizados em casa de vegetacdo, pertencente ao
Departamento de Protecéo de Vegetal da FCA/UNESP-Botucatu.

Obtencdo e preparo do in6culo de M. incognita e M. enterolobii: Os
nematoides das galhas M. incognita raca 2 e M. enterolobii, inicialmente
multiplicados em plantas de tomate (Solanum lycopersicum L.) cv. “Rutgers” foram
mantidas em casa de vegetacéo e identificadas pelo padréo perineal das fémeas e
pelo padréo eletroforético de isoenzimas de acordo com Oliveira e Tomazini, (2008).

Os ovos foram extraidos em solucéao de hipoclorito de sédio (1%) (Hussey e
Barker, 1973) e os juvenis de segundo estadio (j2) foram obtidos através da
metodologia de Baerman modificado (Baermann, 1917) e acondicionado em camara
de crescimento a 26°C. Os j2 eclodidos nas primeiras 48 horas foram descartados, e
apenas o0s j2 eclodidos nas 24 horas subsequentes, foram utilizados nos
experimentos.

Obtengcdo das espécies vegetais e preparo das formulagbes brutas: As
exsicatas das espécies analisadas foram inicialmente identificadas e encontram-se
depositadas em herbério. As estruturas vegetais de cada espécie foram secas em
estufa de ar circulante (40°C) por 48 horas. Apds a secagem, o material foi triturado
em moinho elétrico de facas e 0s respectivos pdés obtidos, foram armazenados
separadamente em recipiente fechados para maior preservacdo de seus

componentes (Baldin et al., 2007).
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A dose utilizada em cada tratamento foi inicialmente estabelecida através de
experimentos que avaliaram a concentracdo necessaria para reduzir 50% da
populacdo dos nematoides (CLsp), sendo determinado uma dose de 2,70 g L™ para
M. incognita e 2,82 g L™ para M. enterolobii.

Experimento 1 - Efeito protetor: Para avaliar o efeito protetor dos
tratamentos, substrato composto por solo, areia e matéria organica (1:2:1),
previamente autoclavado, foram tratados com 2.70 g L da formulacéo bruta dos
tratamentos (Trichilia casaretti, Trichilia elegans, Trichilia catigua e Trichilia pallida)
nos ensaios com M. incognita, 2.82 g L™ nos ensaios com M. enterolobii e
transferidos para copos com capacidade de 700 mL. Como controle negativo, foi
utilizado solo sem tratamento e como controle positivo o solo foi tratado com o
produto comercial Furadan 50 G® na dosagem recomendada pelo fabricante
(5g/cova). Decorridos sete dias apdés a aplicagdo dos tratamentos, foram
transplantados para os copos, plantas com 15 dias de idade de tomate cv. Santa
Clara. Trés dias ap6s o transplante foi inoculado simultaneamente uma suspensao
de 2 mL, contendo 500 j2 recém eclodidos. A irrigacao foi realizada de acordo com a
necessidade da planta. Os tratamentos foram alocados aleatoriamente em parcelas,
caracterizando um delineamento inteiramente casualizado com cinco repeticdes em
cada tratamento.

Desenvolvimento dos nematoides: Decorridos 32 dias da inoculagédo, as
plantas foram coletadas separando-se o0 sistema radicular e a parte aérea. Os
sistemas radiculares foram lavados em baldes contendo 4gua e depositados em
papel toalha para a retirada do excesso de umidade, sendo entdo determinada a
massa da raiz fresca. Em seguida, realizou-se a extracdo dos nematoides do
sistema radicular, conforme metodologia proposta por Hussey e Barker (1973),
adaptada por Boneti e Ferraz (1981). A determinacdo do numero final de ovos e
eventuais juvenis receém-eclodidos na suspensdo foi efetuada com o auxilio da
lamina de Peters, sob microscopio de luz. Esse numero foi empregado para a
obtencdo do niumero de nematoides por grama de raiz, nimero de nematoides por
sistema radicular e o fator de reproducdo (populacéo final do nematoide (Pf)/
populacao inicial (namero de ovos utilizado nas inoculacbes do nematoide) (Pi)),
segundo Oostenbrink (1966), ou seja, igual ou maiores que 1,0, multiplicou a
populacdo de nematoides e menores que 1,0, reduziu a populagdo inicial dos

nematoides.
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Ovos por massas de ovos: Dez massas de ovos uniformes, escolhidas
aleatoriamente, com o auxilio de uma al¢a e bisturi foram retiradas de cada planta e
transferidas para placas de petri (2,5 cm de diametro) contendo solucao de NaOCI a
10%. Foi realizada a contagem dos ovos em lupa com aumento de 40 vezes e
determinada a média de ovos por massa de ovos de cada repeti¢ao.

Experimento 2 — Efeito curativo: O efeito curativo dos tratamentos sobre os
nematoides das galhas M. incognita e M. enterolobii, foi avaliado em copos com
capacidade de 700 mL, contendo substrato composto por solo, areia e matéria
organica (1:2:1), previamente autoclavado. Cada repeticdo recebeu uma planta de
tomate cv. Santa Clara com 15 dias de idade e posteriormente inoculadas com uma
suspensao de 2 mL contendo 500 j2 recém eclodidos. Cinco dias apés a inoculacao
as plantas foram cuidadosamente retiradas e replantadas em copos de 700 mL,
contendo os tratamentos (Trichilia casaretti, Trichilia elegans, Trichilia catigua e
Trichilia pallida) nas concentracées equivalentes & CLso (2.70 gL™ para M. incognita
e 2.82 g L™ para M. enterolobii). O controle negativo utilizado foi solo sem tratamento
e o controle positivo solo tratado com o produto comercial Furadan 50 G® na
dosagem recomendada pelo fabricante (5g/cova). A irrigacéo foi realizada de acordo
com a necessidade da planta. Decorridos 32 dias apds a inoculagdo, as plantas
foram retiradas e avaliadas quanto ao nimero de nematoides por planta, nimero de
nematoides por grama de raiz e fator de reproducédo, as metodologias utilizadas
foram citadas anteriormente. Os tratamentos foram alocados aleatoriamente em
parcelas, caracterizando um delineamento inteiramente casualizado com cinco
repeticbes em cada tratamento.

Experimento 3 — Estudo da persisténcia dos tratamentos no solo: Para
avaliar a persisténcia dos tratamentos no solo, substrato composto por solo, areia e
matéria organica (1:2:1), previamente autoclavado foi homogeneizado com as
formulacGes brutas das plantas avaliadas (Trichilia casaretti, Trichilia elegans,
Trichilia catigua e Trichilia pallida) nas concentracdes correspondentes a ClLsy de
2.70 e 2.82 g L™, para M. incognita e M. enterolobii, respectivamente. Foi utilizado
como controle negativo solo sem tratamento e o controle positivo o produto
comercial Furadan 50 G® na dosagem recomendada pelo fabricante (5g/cova).
Plantas de tomate cv. Santa Clara foram transplantadas para vasos com capacidade
de 1 L contendo os tratamentos e apds dois dias do transplante, 500 j2 foram

inoculados por planta. A irrigagao foi realizada de acordo com a necessidade da
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planta. Ap6s 30 dias da inoculacdo, cinco plantas de cada tratamento foram
coletadas e avaliadas quanto ao numero de nematoides por grama de raiz, de
acordo com a metodologia supracitada. Avaliacfes similares foram realizadas aos
45, 60 e 75 dias apoés a inoculacdo. Desta forma, foi realizado um estudo de dados
longitudinais por meio de um delineamento inteiramente casualizado, com medidas
repetidas em quatro momentos distintos, em seis tratamentos e cinco repetigboes. Os
tratamentos foram alocados aleatoriamente as parcelas (compostas por uma planta)
e as cinco repeti¢cdes foram avaliadas em quatro momentos (30, 45, 60 e 75 dias).

Andlise estatistica: As analises foram executadas na plataforma livre R-Gui
(R CORE TEAM, 2017). Os dados originais foram resumidos por meio das médias e
desvio padrdo em cada tratamento e, no estudo da persisténcia, por tratamento e
momento de avaliacéo.

Para os estudos dos efeitos protetor e curativo foi realizada a andlise de
variancia (ANOVA), complementada com teste de comparacdo multipla de Tukey.

Para o estudo da persisténcia os dados foram transformados para
adequacdao a distribuicdo normal de probabilidade e o teste de Mauchly foi utilizado
para verificacdo da esfericidade. Com a adequacéo a este pressuposto, foi utilizada
a técnica de analise de variancia no modelo de medidas repetidas, complementada
com o teste de compara¢fes multiplas de Bonferroni. Todos os resultados analiticos

foram realizados com um nivel de 5% de significancia.

2.3 RESULTADOS

Experimento 1- Efeito protetor: Os tratamentos usados de forma protetora
reduziram significativamente (p<0.05) o nimero de nematoides por grama de raiz e
0 numero total de nematoides por sistema radicular do tomateiro, para as duas
espécies de nematoides avaliadas (Tabelas 1 e 2).

Os resultados mais promissores foram observados com a espécie T.
elegans, em que o numero de nematoides por grama de raiz foi de 31 para M.
enterolobii e 153 para M. incognita, valores muito abaixo dos encontrados na
testemunha (agua) de 1.329,80 e 1.471,40, respectivamente (Figura 1). Tais valores
possibilitaram para este tratamento fator de reproducdo (FR) de 3,4 para M.
incognita e 0,90 para M. enterolobii. Com relagdo ao numero total de nematoides

por sistema radicular, observou-se que para M. enterolobii os tratamentos T.
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casaretti, T. pallida, T. catigua e T. elegans nao diferiram estatisticamente entre si
(p<0.05), mas diferiram em relacao ao controle negativo (Agua) e ao controle positivo
(Carbofuran), j& para M. incognita o melhor tratamento foi o T. elegans, seguido de
T. catigua e T. pallida.

Tabela 1. Média (desvio padrdo) do numero de nematoides por grama de raiz
(NN/qg), Total por sistema radicular (TSR), Ovos por massa de ovos (OMO) e fator de
reproducdo (FR) de M. enterolobii, submetido a diferentes tratamentos de forma
protetora.

Tratamentos Variaveis
NN/g TSR OMO FR
Controle (Agua) ~ 1329,8 (347,8)a  11824,40 (567.9) a 483'2n§37*4) 23,7 (6,8) a
Nematicida
(Carbofuran) 807,8 (56,6) ab  8871,70 (409,33)a  465,4 (57,5) 17,7 (2,0) a
T. casaretti 400,0 (162,7) cd  3757,68 (208,9) b 419,4 (72,7) 75(4,2)b
T. pallida 483,6 (113,4) bc  3673,85(144,8) b 412,8 (40,5) 7,3(1,5) b
T. catigua 212,4 (86,7) d 2201,48(102,8) b 429,8 (49,9) 4,4(1,1)b
T. elegans 31,0 (14,9) e 453,98 (67,7) b 494,2 (35,3) 0,9(0,5¢c
CV (%) experimental 10,9 17,74 5,63 11,2

Médias seguidas de letras minUsculas distintas indicam diferencas significativas entre os tratamentos
(p<0,05) pelo teste de Tukey. Os resultados da média e desvio padrdo foram obtidos a partir dos
dados originais. Analise estatistica das variaveis NN/g e FR realizada com dados transformados por
x%3 e OMO com dados transformados por x°5.
ns- diferenca néo significativa entre os tratamentos.

Com relacédo ao numero de ovos por massa de ovos, observou-se que para
M. enterolobii ndo houve diferenca significativa (p<0.05) entre os tratamentos.
Quanto ao M. incognita, todos os tratamentos diferiram da testemunha (agua) e o T.
elegans diferiu dos demais tratamentos, apresentando média de 279,60 ovos por
massa de ovos, indicando uma reducéo de 231% em relacdo ao controle negativo

(dgua).

Tabela 2. Média (desvio padrdo) do numero de nematoides por grama de raiz
(NN/g), Total por sistema radicular (TSR), Ovos por massa de ovos (OMO) e Fator
de reproducéo (FR) de M. incognita submetidos a diferentes tratamentos de forma
protetora.

Variaveis
NN/g TSR OMO FR

Tratamentos

Controle (agua) 1471,4 (213,8)a  12106,57 (409,7)b  648,6 (86,8)d 24,8 (4,4)b
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Nematicida
Carpetrany 14428 (1943)a  17532,81 (533,4)a  511,0(22.8)c 351 (8,3)a
T. casarett 877,8 (104,6)b  8210,85 (399,1) bc 493’6b£35'3) 16,4 (1,8)
T. pallida 818,8 (72.0)b  7190,00 (203,7)c 4324 (142)b 14,4 (2,5)c
T. catigua 498,6 (64,4)c  5478.95 (165,5) cd 442"L£51'5) 11,0 (2,6) ¢
T. elegans 1530 (54,2)d  1684,98 (69,6) d 2796 (148)a 3.4 (15)d
CV (%) experimental 7,3 11,48 7,7 11,1

Médias seguidas de letras minUsculas distintas indicam diferengas significativas entre os tratamentos
(p<0,05) pelo teste de Tukey. Os resultados da média e desvio padrao foram obtidos a partir dos
dados originais. Andlise estatistica das variaveis NN/g e FR realizada com dados transformados por
x%5 @ OMO com dados transformados por x 2.

Figura 1- Sistema radicular do tomateiro aos 32 dias de idade, inoculado com M. enterolobii e
submetido aos tratamentos de forma protetora. A- Esquerda: Controle (agua), Direita: T. catigua; B —
Esquerda: Controle (dgua), Direita: T. elegans; C — Esquerda: Controle (dgua), Direita: T. pallida; D —
Esquerda: Controle (dgua), Direita: T. casaretti.

Experimento 2- Efeito Curativo: A aplicagédo dos tratamentos de forma curativa
reduziu significativamente (p<0.05) o nimero de nematoides por grama de raiz e por
sistema radicular, quando comparado com a testemunha (Tabela 3 e 4). Para M.
incognita, T. elegans apresentou 0 menor nimero de nematoides por sistema radicular

(3.775,02), proporcionando uma reducéo de 410% e fator de reproducao quatro vezes
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menor (7.6), quando comparado com a testemunha (agua) (31,0). O mesmo tratamento
também apresentou os resultados mais promissores para M. enterolobii, com reducdo
de 183% dos nematoides e fator de reproducédo duas vezes menor (10.59).

""""""" Com relacdo ao numero de ovos/massa de ovos os tratamentos T. pallida, T.
catigua e T. elegans diferiram (p< 0.05) em relagdo aos demais tratamentos, com
reducdo de aproximadamente 140% no numero de ovos de M. incognita. Para M.
enterolobii, T. catigua apresentou a menor meédia (454,80 ovos), levando a uma reduc¢éo

de 118% no namero de ovos/massa de ovos (Tabelas 3 e 4).

Tabela 3. Média (desvio padrdo) do nimero de nematoides por grama de raiz
(NN/g), Total por sistema radicular (TSR), Ovos por massa de ovos (OMO) e fator de
reproducéo (FR) de M. incognita submetido a diferentes tratamentos de forma
curativa.

Variaveis
NN/g TSR OMO FR

Tratamentos

Controle (4gua) 1518,0 (460,3) ¢ 15481,56 (603,3) a 659,6 (44,2) a 31,0(5,4) a

Nematicida
(Carbofuran) 806,2 (166,7) b 8843,16 (212,4) b 549,4 (55,6) ab 17,7(2,0) b
T. casaretti 637,6 (92,1) b 5046,83 (187,3) cd 605,0 (42,0) a 10,1 (2,4) cd
T. pallida 645,8 (48,5) b 6744'1%5144'2) 480,0(66,3)b 13,5 (2,3) bc
T. catigua 621,0 (49,8) b 7632,48 (244,8) bc 471,6 (34,2) b 15,3 (2,5) bc
T. elegans 415,8 (46,3)a  3775,02 (76,2) d 469,8 (96,1) b 7,6(2,8)d
CV (%) experimental 13,6 9,93 5,9 10,0

Médias seguidas de letras minUsculas distintas indicam diferencas significativas entre os tratamentos
(p<0,05) pelo teste de Tukey. Os resultados da média e desvio padrdo foram obtidos a partir dos
dados originais. Andlise estatistica das varidveis OMO e FR realizada com dados transformados por
x%5e NN/g com dados transformados por x~*.

Tabela 4. Média (desvio padrdo) do numero de nematoides por grama de raiz
(NN/g), Total por sistema radicular (TSR), Ovos por massa de ovos (OMO) e fator de
reproducdo (FR) de M. enterolobii, submetido a diferentes tratamentos de forma
curativa.

Variaveis

Tratamentos NN/g TSR OMO FR

Controle (4gua) 1307,4 (296,7) a 9702,65 (234,6) a 540,6 (44,1) abc 19,4 (6,2) a

Nematicida

(Carbofuran) 13150 (157,5)a  10890,91(509.6)a  576,2(40,6)ab ~ 21,8(3,9)a

T. casareti 902,2 (108,5)b  7624,83 (194,8)ab  591,0 (42,9)a 152 (2,6) ab
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T. pallida 932,0 (113,5) b 9694,59 (220,8) a  492,0 (23,5)bcd 19,4 (2,9) a

T. catigua 702,6 (85,9) b 7731,73(106,2) ab  454,8 (20,4) d 15,5 (1,1) ab

T. elegans 403,0 (67,8) C 5298,22(219,9) b 490,8 (68,5)cd 10,6 (1,5)b
CV (%) 2,3 9,84 4,1 6.4

experimental

Médias seguidas de letras minUsculas distintas indicam diferencas significativas entre os tratamentos
(p<0,05) pelo teste de Tukey. Os resultados da média e desvio padrdo foram obtidos a partir dos
dados originais. Analise estatistica das variaveis NN/g e FR realizada com dados transformados por
log(x+1) e OMO com dados transformados por x5,

Experimento 3 - Estudo da persisténcia: Os experimentos testando a
persisténcia das formulacdes no solo e seu efeito sobre M. enterolobii e M. incognita
ao longo do tempo, apresentaram interacdes significativa entre os tratamentos e os
dias de avaliacdo (Tabelas 5 e 6).

Pode-se observar no ensaio com M. enterolobii (Tabela 5), que os
tratamentos reduziram a populacdo de nematoides em relacdo a testemunha (agua)
(p<0.05), sendo T. catigua e T. elegans 0s que apresentaram o0s melhores
resultados. Quanto aos dias de avaliagéo, ndo houve diferenca significativa (p<0.05)
aos 30 e 45 dias, porém, observou-se um aumento na populacdo dos nematoides
aos 60 e 75 dias, indicando possivelmente menor efeito dos tratamentos sobre os
nematoides.

Para o experimento com M. incognita, houve interacdo significativa entre os
tratamentos e os dias de avaliagdo (Tabela 6). Desta forma, pode-se observar que
todos os tratamentos diferiram estatisticamente (p<0.05) do controle (agua) e do
nematicida comercial (Furadan 50 G®) em todos os momentos de avaliacéo,
destacando-se o T. elegans, que apresentou valores significativamente menores que
os demais tratamentos. No entanto, observou-se também que houve um aumento
significativo da populagdo dos nematoides aos 60 e 75 dias, indicando desta forma

reducdo do potencial nematicida ou nematostéatico dos tratamentos.

Tabela 5. Média (desvio padrao) do numero de nematoides por grama de raiz (NN/g)
de de M. enterolobii, submetido a diferentes tratamentos e avaliados em quatro
momentos.

Tempo

Tratamentos 30d 45d 60d 75d

Controle

(3gua) 1258,4(325,7) dA  1482,4(307,7) CAB  1931,2(375,5) bBC  2127,2(287,4) cC
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(gggﬁ'&'gﬁ) 896,4(142,5) cdA 11386%2886’8) 1464,8(303,6) bBC ~ 1868,4(130,2) cC
T. casaretti 548,4(84,4) CA 671,2(222,2) bA  1074,8(172,5)bB  1631,6(140,9) cC
T. pallida 649,4(128,9) CA  835,6(339,6) bcA  1209,2(471,9) bB 1544fég82'4)
T. catigua 314,4(79,1) bA 350,2(97,2) aAB  466,2(135,3) aBC  604,8(165,2) aC
T. elegans 134,4(44,8) aA 179.2(41,1)aA  3454(103,8)aC  714,2(121,1) bD

Médias seguidas de letras mindsculas distintas em cada momento indicam diferencgas significativas
entre os tratamentos (p<0,05) pelo teste de Bonferroni. Médias seguidas de letras mailsculas
distintas em cada tratamento indicam diferencas significativas entre os momentos de avaliacdo
(p<0,05) pelo teste de Bonferroni Os resultados da média e desvio padrdo foram obtidos a partir dos
dados originais. Andlise estatistica da variavel NN/g realizada com dados transformados log(x).

Tabela 6. Média (desvio padrdo) do niumero de nematoides por grama de raiz (NN/g)
de M. incognita, submetido a diferentes tratamentos e avaliados em quatro

momentos.

Tratamentos

Tempo

30d

45d

60d

75d

Controle (4gua)

1497.6 (380.7) eA

1253.6 (79.9) cA

1937.6 (145.0) dB

2089.4 (166.0) dB

(IC\IZZ?;z?uCrI:?) 931.6 (59.8) dA 863.8 (79.2) cA  1210.6 (145.5)cB  1368.8 (304.6) cB
T. casaretli 4552 (71.5)cA  449.2 (134.6)bA 5112 (93.5)bA  787.0 (62.4) bB
T. pallida 525.6 (53.7) cA 481.8 (66.7)bA  590.0 (28.7) bAB  700.4 (77.9) bB
T. catigua 290.8 (20.9) bA 253.4 (63.2)bA  313.6 (58.5)abA  702.6 (25.6) bB
T. elegans 35.2 (16.5) aA 49.0 (20.1) aA 129.6 (28.4)aB  263.2 (41.0)aC

Médias seguidas de letras minuUsculas distintas em cada momento indicam diferengas significativas
entre os tratamentos (p<0,05) pelo teste de Bonferroni. Médias seguidas de letras mailsculas
distintas em cada tratamento indicam diferencas significativas entre os momentos de avaliagdo
(p<0,05) pelo teste de Bonferroni Os resultados da média e desvio padrédo foram obtidos a partir dos
dados originais. Andlise estatistica da varidvel NN/g realizada com dados transformados log(x).

2.4 DISCUSSAO

O efeito protetor e curativo das espécies vegetais avaliadas sobre a invasao

e o0 desenvolvimento de j2 de M. incognita e M. enterolobii foi demonstrado nos
experimentos. Ambas as aplicacOes protetoras e curativas de T. casaretti, T.
pallida, T. catigua e T. elegans, foram significativamente (p < 0.05) mais eficazes na
reducdo do desenvolvimento dos nematoides em comparagcdo com a testemunha

(dgua). A eficacia obtida nos experimentos foi similar ou maior que os resultados
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obtidos pelo nematicida comercial & base de carbofuran (Furadan 50 G®). Estes
resultados confirmam o potencial do uso de espécies da familia Meliaceae no
manejo de nematoides, como sugerem outros autores em trabalhos com Azadirachta
indica e Melia azedarach (Akhtar, 2000; Aziz et al., 1995; Immaraju, 1998; Khanna, 1991,
Mordue e Blackwell, 1993; Patel et al., 2004; Ntalli et al., 2010) .

Embora os dois métodos de tratamento tenham se apresentado eficientes na
reducdo da populagédo dos nematoides, os tratamento utilizados de forma protetora
apresentaram fator de reproducéo (FR) menor que os tratamentos curativos, para 0s
dois nematoides. Esses resultados podem ser atribuidos pela liberacdo de
compostos bioativos presentes nos tecidos das plantas e disponibilizado no solo. O
género Trichilia € o género dentro da familia Meliaceae que apresenta maior nimero
e tipo de limondides (Pennington, 1981). Além dos limondides, outras classes de
substancias tém sido isoladas do género Trichilia: lignanas e y-lactonas (Pizzolatti et
al., 2002; 2004) de T. catigua, protolimondides de T. elegans (Garcez et al., 1996). A
presenca destas substancias no solo antes da invasado dos juvenis no sistema
radicular pode ser toxica, levando a paralisacdo dos movimentos dos nematoides ou
até a morte. Ntalli et al., (2010) trabalhando com a incorporacdo de frutos de M.
azedarach no solo, observou a reducdo de 50 % da populacdo de M. incognita,
quando submetido ao tratamento, eles atribuiram essa reducdo a presenca de
compostos como aldeidos, alcoois, acidos carboxilicos e principalmente o furfural
soluvel, que exibe atividade nematicida contra nematoides. Cavosky (2012), também
trabalhando com incorporacédo de frutos de M. azedarach no solo, observou efeito
similar ao fenamiphos na reducdo de M. incognita em pepino, essas descobertas
estdo de acordo com Akhtar e Mahmood (1994) que observaram resultados
semelhantes ao tratar o solo com A. indica (neem). Eles atribuiram esses resultados
a mineralizacdo quimica dos tratamentos e da liberacdo de amobnia, e
consequentemente, o aumento dos niveis de nitrogénio e diéxido de carbono no solo
(Akhtar, 1993). Na verdade, a amoénia desempenha um papel importante na
supresséo de nematoides e fungos parasitas (Rodriguez-Kabana, 1987).

Com relagéo a aplicacdo pos-invasao (curativa) dos tratamentos, a reducao
do nimero de nematoides e dos ovos por massa de ovos, indica que possivelmente
ocorra a absorcdo pelo sistema radicular do tomateiro, dos compostos liberados
durante a decomposicdo dos mesmos, prejudicando o desenvolvimento do

nematoide no interior da raiz. Resultados similares foram observados por Javed et
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al., (2007), que ao incorporar folhas e torta de neem de maneira curativa no solo,
observou reducao significativa no numero de massa de ovos e dos ovos por massas
de ovos de M. incognita em tomateiro. Os mesmos autores em ensaios em
laboratério com M. javanica, testando diferentes dosagens de extrato aquoso de
neem, observaram aumento na imobilizacdo de 480% e na mortalidade de 430% dos
nematoides, em dosagens de 10% p/v quando comparado com a testemunha (agua)
(Javed et al., 2008). Existem varios mecanismos possiveis envolvidos na reducéo da
populacdo de nematoides por esses produtos. Os compostos bioativos nematicidas
no neem sao sollveis em agua (Egunjobi e Aflomi, 1967) e Alam et al. (1980)
sugeriram que o envolvimento de compostos fendlicos absorvidos sistematicamente
pelas raizes de tomate expostas em formulacbes de neem, pode ter induzido
tolerancia contra M. incognita. A agao sistémica das aplicagdes curativas do neem
sobre o desenvolvimento de nematoides sdo comparaveis com a a¢ao sistémica de
nematicidas a base de carbamatos (Nelmes, 1970).

A eficiéncia dos tratamentos na supressao da populacdo dos nematoides ao
longo do tempo foi observada no estudo de persisténcia. Esse estudo sugere que ao
incorporar a formulagdo bruta dos tratamentos no solo, a decomposicdo libera
lentamente os compostos nematicidas/nematostaticos por periodo de tempo mais
longo que formulagcbes aquosas aplicadas diretamente na planta, que
permanecendo exposta a luz solar, acabam degradados mais facilmente. No
entanto, apos 60 dias da aplicacdo dos tratamentos a populacdo de nematoides
aumentou estatisticamente (p<0.05), indicando que a partir dessa data os
tratamentos comecam a perder efeito nematicida/nematostatica e novas aplicacdes
serdo necessarias. Esses resultados foram observados por Javed et al., (2007), que
ao avaliarem a persisténcia de formulacdes brutas de folhas e torta de neem no
tomateiro, observaram reducédo significativa na populacdo de M. incognita até 8
semanas apos a aplicacao dos tratamentos, decorrido esse periodo a populacdo do
nematoide passou a aumentar.

Desta forma, esses estudos demonstram que aplicagbes protetoras e
curativas de T. casaretti, T. pallida, T. catigua e T. elegans, sao eficazes em atrasar
a invasao e o desenvolvimento de M. incognita e M. enterolobii no tomateiro. A
aplicacdo de forma protetora apresentou FR menor que a aplicagdo curativa para as
duas espécies de nematoides, indicando maior eficacia quando os nematoides foram

diretamente expostos ao tratamento, porém, as aplicacdes curativas demostraram
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que houve absorcdo dos compostos liberados dos tratamentos, mas sua eficacia
pode ter sido reduzida durante a translocacdo. Sendo assim, esses estudos indicam
que as formulagbes brutas das plantas avaliadas tém potencial no manejo de M.
incognita e M. enterolobii e sua eficdcia pode ser maior, ao utilizar os tratamentos
antes do transplante das mudas, de maneira protetora, e mais tarde (apdés o
estabelecimento da cultura) como tratamento curativo. Além disso, através dos
resultados do estudo de persisténcia, reaplicar as formulacbes parece ser
necessario para manter as populacdes dos nematoides baixas. Ensaios adicionais
de biologia e de campo sdo necessarios para obter mais informacdes sobre a

eficiéncia das formulacgdes.
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CONSIDERACOES FINAIS

Dentre as 11 espécies vegetais avaliadas, os extratos de T. casaretti, T.
elegans, T. catigua, T. pallida e T. ciliata, apresentaram maior potencial como
bionematicida, tanto nos estudos in vitro para determinacdo das CLsp, quanto nos
ensaios em casa de vegetacdo. Esses estudos demonstram que as plantas da
familia Meliaceae tém potencial no manejo de M. incognita e M. enterolobii e sua
eficacia pode ser maior, ao utilizar os tratamentos antes do transplante das mudas,
de maneira protetora, e mais tarde (apds o estabelecimento da cultura) como
tratamento curativo. Além disso, ao se pensar em agricultura sustentavel, a
utilizacdo de produtos a base de extratos de plantas é uma das alternativas a serem

consideradas.
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