UNIVERSIDADE ESTADUAL DO OESTE DO PARANA
CAMPUS DE MARECHAL CANDIDO RONDON

CARLA ROSANE KOSMANN

CONTROLE DE Meloidogyne incognita EM GENOTIPOS DE TOMATEIRO COM
EXTRATO DE SEMENTE DE ABACATE

MARECHAL CANDIDO RONDON - PARANA
2016



CARLA ROSANE KOSMANN

CONTROLE DE Meloidogyne incognita EM GENOTIPOS DE TOMATEIRO COM
EXTRATO DE SEMENTE DE ABACATE

Dissertacdo apresentada a Universidade Estadual
do Oeste do Parana, como parte das exigéncias do
Programa de P4s-Graduagdo em Agronomia, para
obtencao do titulo de Magister Scientiae.
Orientador: Dr. José Renato Stangarlin

Coorientador: Dr. Odair José Kuhn

MARECHAL CANDIDO RONDON - PARANA
2016



Dados Internacionais de Catalogacao-na-Publicagdo (CIP)

K86¢c
Kosmann, Carla Rosane
Controle de Meloidogyne incognita em gendtipos de tomateiro com extrato
de semente de abacate./Carla Rosane Kosmann. Marechal Candido Rondon,
2016.

47 p.

Orientador: Prof. Dr. José Renato Stangarlin
Coorientador: Prof. Dr. Odair José Kuhn

Dissertacdo (Mestrado) — Universidade Estadual do Oeste do Parana,
Campus de Marechal Candido Rondon, 2016
Programa de Pés-Graduagao Stricto Sensu em Agronomia

1. Controle alternativo. 2. Hidrogel. 3. Motilidade. 4. Mortalidade. 5.
Nematoide de galhas. 6. Persea americana. |. Stangarlin, José Renato. II.
Kuhn, Odair José. Ill. Universidade Estadual do Oeste do Paran. lll. Titulo.

CDD 21.ed. 632.65182
CIP-NBR 12899

Ficha catalografica elaborada por Helena Soterio Bejio — CRB 92/965




CARLA ROSANE KOSMANN

CONTROLE DE Meloidogyne incognita EM GENOTIPOS DE TOMATEIRO
COM EXTRATO DE SEMENTE DE ABACATE

APROVADA: 24 de fevereiro de 2016

Dissertacao apresentada a
Universidade Estadual do Oeste do
Parana, como parte das exigéncias
do Programa de Pdés-Graduagado em
Agronomia, para obtencao do titulo

de Magister Scientiae.

i

Prof. Dr. Od\ajr Jdsé Kuhn
(Coorientador)
(UNIOESTE)

/{n/é//M/M

“7" Prof. Dr. Robérto Lulis Portz
(UFPR)

vy
o Ghuadlp Moy

() Prof. Dr. José Renato Stangarlin
e (Qrientador)
(UNIOESTE)



Dedico este trabalho aos meus pais Helga e Agostinho,

a minha irma Daniela, e ao meu orientador Dr. José Renato Stangarlin.



AGRADECIMENTOS

Agradeco primeiramente a Deus por me guiar, iluminar e me dar tranquilidade
para seguir em frente com os meus objetivos e ndo desanimar com as dificuldades
encontradas.

A minha familia, minha mae Helga, meu pai Agostinho e minha irma Daniela,
pelo amor, incentivo e apoio incondicional.

Ao meu professor e orientador Dr. José Renato Stangarlin pela oportunidade,
ensinamentos, incentivo e amizade. Agradeco-lhe a confianca demonstrada e suas
preciosas criticas e sugestoes.

Ao professor Dr. Odair José Kuhn pela coorientagdo, contribuicdo para a
realizacdo deste trabalho e pelos seus conhecimentos repassados durante toda a
minha jornada.

As minhas colegas e amigas Daiana Karolina Kaiser, Katia Kabroski Andrioli e
Laura Cristina Nascimento de Freitas, que me auxiliaram no desenvolvimento deste
trabalho e estiveram sempre presentes, compartilhando todos os momentos, sejam
eles felizes ou tristes.

Aos meus amigos de mestrado, em especial Marcelo Gongalves dos Santos,
Jaqueline Vanelli, Pablo Wenderson Ribeiro Coutinho e Aline Kelly Pomini de Souza,
com 0s quais tive uma maior convivéncia. Agradeco-lhes a amizade e o
companheirismo.

Aos amigos (as) e colegas dos laboratorios de Nematologia e Fitopatologia da
UNIOESTE, Marta Bianchini, Tulya Fernanda Webler, Eloisa Lorenzetti, Bruna Broti
Rissato, Danielle Mattei, Nicanor Pilarski Henkemeier, Emanuele Guandalin
Dal'Maso, Anderson Luis Heling, Jeferson Carlos Carvalho, Luciano Stefanello,
Sidiane Coltro-Roncato, Edilaine Della Valentina Goncalves e Omari Dangelo Forlin
Dildey, e a todos que de alguma forma estiveram presentes nestes dois anos.

Aos professores da UNIOESTE pelos ensinamentos ministrados, me
proporcionando um maior conhecimento.

A CAPES pela bolsa de estudos concedida.

E a todos que direta ou indiretamente fizeram parte da minha formacéo, o

meu muito obrigado.



RESUMO

KOSMANN, Carla Rosane, M. Sc., Universidade Estadual do Oeste do Parana,
Fevereiro — 2016. Controle de Meloidogyne incognita em gendtipos de
tomateiro com extrato de semente de abacate. Orientador: Dr. José Renato

Stangarlin. Coorientador: Dr. Odair José Kuhn.

Os nematoides das galhas sdo patdgenos de grande importancia econémica para
varias culturas, como o tomateiro, por promoverem reducdo da produtividade.
Métodos de controle com a utilizacdo de extratos vegetais vem ganhando énfase por
apresentarem compostos nematicidas e indutores de resisténcia. O objetivo deste
trabalho foi avaliar o controle de Meloidogyne incognita em tomateiros suscetivel e
resistente, tratados com extratos de sementes de abacate (Persea americana Mill.),
veiculado em hidrogel. Para a obtencdo do extrato, sementes de abacate foram
cortadas e deixadas em metanol por 24 h, e passadas por duas filtragens a vacuo. A
solucao obtida foi roto-evaporada e ressuspensa em agua destilada contendo Tween
80 (0,6%), obtendo-se as concentracdes de 100, 200, 400, 800 e 1.000 mg L dos
extratos de coloracdo vermelha (EV) e marrom (EM). O tratamento controle foi
representado por agua destilada + Tween 80 (0,6%). Foram avaliadas a eclosao de
juvenis de segundo estadio (J2) e a motilidade e mortalidade de J2. A partir dos
resultados in vitro, selecionou-se a concentracdo mais eficiente no controle do
nematoide, incorporando-a em hidrogel, que foi posteriormente seco em estufa.
Apos, diferentes doses deste material (0; 0,1; 0,25; 0,5; 0,75 e 1,0 g coval) foram
adicionadas as covas realizadas para o transplante dos tomateiros. Trés dias apés o
transplante ocorreu a inoculacdo com 2.067 ovos e J2 de M. incognita. Apés 30 dias
da inoculacao foram avaliados: teor relativo de clorofila (indice SPAD), volume total
de raiz, numero de galhas e de massas de ovos, viabilidade das massas de ovos,
numero de ovos e J2 por sistema radicular e por 100 cm? de solo. Com os dados
obtidos deste ensaio em casa de vegetacdo, um novo experimento foi realizado, a
partir da dose que proporcionou o melhor controle do nematoide. Esta foi entédo
adicionada as covas contendo diferentes concentra¢des do extrato (0, 1.000, 2.000,
4.000, 6.000, e 8.000 mg L) no hidrogel. Passados 30 dias da inoculacdo com
2.184 ovos e J2 de M. incognita, foram realizadas as mesmas avaliagdes descritas

anteriormente. Para os ensaios in vitro, o0 aumento da concentracdo dos extratos



promoveu uma diminuicéo dos J2 eclodidos, sendo a concentracéo de 1.000 mg L
do EV, a mais efetiva nesta reducdo. Quanto a motilidade e mortalidade de J2, estas
nao foram afetados pelas diferentes concentracbes dos extratos. In vivo, referente
ao primeiro ensaio, a dose de 1,0 g cova? proporcionou maior reducdo deste
fitonematoide em plantas suscetiveis, sendo, portanto, a escolhida para a
incorporagao nas covas dos tomateiros do segundo ensaio. Neste, a concentragao
de 8.000 mg L™ foi a que proporcionou o controle mais eficaz de M. incognita.

Palavras-chave: Controle alternativo. Hidrogel. Motilidade. Mortalidade. Nematoide

das galhas. Persea americana.
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ABSTRACT

KOSMANN, Carla Rosane, M. Sc., Universidade Estadual do Oeste do Parana,
February — 2016. Control of Meloidogyne incognita in tomato genotypes with
avocado seed extract. Advisor: Dr. José Renato Stangarlin. Co-Advisor: Dr. Odair
José Kuhn.

The root-knot nematodes are pathogens of great economic importance for many
craps, as tomato, for promoting a reduction in crop productivity. Thus, control
methods are required and the use of plant extracts is gaining emphasis due their
compounds with nematicide and resistance induction properties. The objective of this
work was evaluate the control of Meloidogyne incognita in susceptible and resistant
tomato plants treated with avocado seed extract (Persea americana Mill.)
incorporated into the hydrogel. To obtain the extract, avocado seeds were cut and
left in methanol for 24 h and passed through two vacuum filtering. The obtained
solution was evaporated on a rotary evaporator and resuspended in distilled water
containing Tween 80 (0.6%) to give concentrations of 100, 200, 400, 800 and 1.000
mg L of red color (RE) and brown color (BE) extract. The control treatment was
distilled water + Tween 80 (0.6%). Hatching of juvenile second stage (J2) and motility
and mortality of J2 were evaluated. From the in vitro results, we selected the most
efficient concentration in controlling nematode, incorporating the hydrogel and dried
in an oven. Then, this material at different doses (0; 0.1; 0.25; 0.5; 0.75 and 1.0 g pit
1) were added to the soil before the transplantation of the tomato. Three days after
transplanting was made the inoculation with 2.067 eggs and J2 of M. incognita. Thirty
days after inoculation were evaluated: relative chlorophyll content (SPAD index), total
volume of root, number of galls and eggs mass, viability of the egg mass, number of
eggs and J2 per root and 100 cm?® of soil. With the data obtained from this test in a
greenhouse, a new experiment was carried out from the dose that provided the best
control of the nematode. This was then added to extract pits containing different
concentrations (0, 1.000, 2.000, 4.000, 6.000, and 8.000 mg L) in the hydrogel.
After 30 days of inoculation with 2.184 eggs and J2 of M. incognita, there were the
same described above ratings. For in vitro assays, the extracts promoted a reduction

of J2 hatched, with the concentration of 1.000 mg L of RE, the most effective in this
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reduction. The mobility and mortality of J2 were not affected by different
concentrations of the extracts. In vivo, referring to the first assay, the dose of 1.0 g
pitt controlled the nematode in susceptible plants, and therefore was chosen for use
in the second assay. In this latter, the concentration of 8.000 mg L was the most

effective to control M. incognita.

Keywords: Alternative control. Hydrogel. Motility. Mortality. Root-knot nematode.

Persea americana.
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1. INTRODUCAO

O género Meloidogyne, conhecido como nematoide das galhas, € tido como
um dos grupos de patdgenos mais importantes para diversas culturas de interesse
econdmico (LOPES; SANTOS, 1994).

Essa importancia se deve aos inimeros danos que podem causar em seu
hospedeiro, destacando-se a formacdo de um grupo de células denominadas
nutridoras, as quais sdo essenciais para a sua alimentacdo e desenvolvimento.
Durante a colonizacdo ocorre ainda a liberagcdo de toxinas no local de penetragéao
para promover a formacao das galhas no sistema radicular da planta, obstruindo
dessa forma, os vasos condutores de xilema e floema, e, como consequéncia,
comprometendo a absorcdo de agua e nutrientes (FERRAZ; MONTEIRO, 2011).
Como resultado disso, surgem sintomas de clorose e murcha na parte aérea, além
da reducgéo e deformacao do sistema radicular (VALE et al., 2004).

Para o controle deste patégeno sdo empregados métodos visando a
diminuicao do indculo, ja que sua erradicacao torna-se dificil. Dessa forma, o uso de
nematicidas sintéticos, rotacdo de culturas, inundacgdo, solarizacdo, resisténcia
genética e controles biolégico e alternativo com inducdo de resisténcia podem ser
utilizados (DIAS-ARIEIRA et al., 2013).

Como controle alternativo, a utilizacdo de extratos vegetais contendo
metabdlitos secundarios vem sendo amplamente estudada a fim de verificar seus
efeitos sobre diversos patégenos, como os fitonematoides (FERREIRA; SILVA,
NASCIMENTO, 2013; MULLER et al.,, 2014; NEVES et al., 2008; SALGADO;
CAMPQOS, 2003a).

Diversas sao as plantas que apresentam esses compostos nematotoxicos,
porém, em muitas, isto ainda néo foi estudado, como é o caso do abacate (Persea
americana Mill.).

Segundo Daiuto et al. (2014), as sementes de abacate possuem grande
quantidade de compostos fendlicos em comparacdo aos encontrados na polpa do
fruto, podendo estar envolvidos na defesa da planta contra fitopatdgenos.

Aléem do mais, considerando que as sementes representam uma grande

porcado dos frutos do abacateiro, tem-se a necessidade da realizagdo de estudos



para obter formas de reaproveitamento deste volumoso subproduto gerado nas
industrias (TANGO; CARVALHO; SOARES, 2004).

Diante do exposto, o objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito de diferentes
concentracbes dos extratos brutos das sementes de abacate sobre a ecloséo,
motilidade e mortalidade de juvenis de segundo estadio (J2) de Meloidogyne
incognita e o controle deste nematoide em tomateiro suscetivel e resistente ao

patogeno, utilizando extrato formulado em hidrogel.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 CULTURA DO TOMATEIRO

O tomate (Lycopersicon esculentum Mill.) é originario das regifes andinas do
Peru, Bolivia e Equador (DUSI et al., 1993), e posteriormente domesticado pelos
povos Incas no sul do México. A partir dali, foi difundido pelo mundo através dos
espanhais e portugueses (ALVARENGA, 2004).

Atualmente, se desenvolve em um amplo espectro de latitude, tipos de solo,
métodos de cultivo e temperaturas, e é classificada como uma planta perene com
porte arbustivo. Porém, ambientes com boa iluminacédo e drenagem (ALVARENGA,
2004) e temperaturas em torno de 18 a 25 °C séo ideais para a sua germinacao e
desenvolvimento vegetativo (DUSI et al., 1993).

O tomateiro, segundo Padovani (1989), € uma das culturas mais suscetiveis
ao ataque de pragas e doencas, causando perdas consideraveis na agricultura, de
acordo com as praticas culturais adotadas pelos produtores (VALE et al., 2004).
Dentre 0s patdgenos que provocam as maiores perdas na tomaticultura no Brasil,
segundo Lopes e Santos (1994), estdo os nematoides do género Meloidogyne,
causadores das galhas.

Essa suscetibilidade verificada na cultura se intensificou com a implantacéo
da monocultura em extensas areas agricultaveis, permitindo um crescimento mais
rapido destes patdégenos em relacdo aos predadores naturais. Além disso, devido ao
uso constante de produtos quimicos, muitas vezes, 0s microrganismos benéficos

sao eliminados e os prejudiciais se multiplicam cada vez mais (PADOVANI, 1989).

2.2 NEMATOIDES DO GENERO MELOIDOGYNE

Os nematoides pertencem ao filo Nematoda e sdo encontrados nos mais
variados habitats, como &gua, solo, pelicula de agua no solo, parasitando
organismos animais, os chamados zooparasitas, e plantas, os fitoparasitas (BLUM;
CARES; UESUGI, 2006).

Dentre os fitoparasitas tem-se o género Meloidogyne, o qual foi descrito em

1877 em raizes de cafeeiros cultivados na Provincia do Rio de Janeiro, a partir de



observagfes de pequenos engrossamentos nas raizes e presencga de ovos e vermes
minusculos associados a essas mas formagdes. Estas observacfes foram iniciadas
por Clément Jobert, e anos mais tarde, Emilio Augusto Goeldi concluiu o estudo,
apontando ser um nematoide o causador do problema, denominando-o de
Meloidogyne exigua (FERRAZ; MONTEIRO, 2011).

Este género apresenta um ciclo de vida que compreende quatro estadios
larvais ou juvenis e a fase adulta, processo esse que se completa em 28 dias, caso
as condicdes climaticas sejam ideais para o seu desenvolvimento (VALE et al.,
2004).

Ainda no ovo, o primeiro estadio juvenil (J1) € formado, e apds a primeira
ecdise, se transforma em juvenil de segundo estadio (J2), que é a forma infectante
do nematoide, aquela que vai penetrar no hospedeiro para a absorcéo de nutrientes.
Durante esta ecdise ocorrem as trocas de cuticula e da parte cdnica do estilete.
Apés a forma de J2, este se transforma em juvenil de terceiro estadio (J3) e em
seguida, juvenil de quarto estadio (J4) até chegarem a fase adulta. Quando adultos,
0s machos migratorios possuem o corpo vermiforme e as fémeas sdo sedentarias
com o corpo em forma de pera (BLUM; CARES; UESUGI, 2006; FERRAZ et al.,
2012).

Estes J2 se movem no solo de forma aleatéria e quando recebem um
estimulo quimico atrativo, passam a se mover em sua dire¢cdo. Quando entram em
contato com as raizes do hospedeiro, perfuram suas células com o estilete e por
meio de substancias produzidas pelas glandulas esofagianas, o contetdo celular é
predigerido e logo apds é sugado (FERRAZ et al., 2012). Neste local de penetracéo,
este grupo de células responsaveis pela alimentacdo e desenvolvimento dos
nematoides sdo denominadas células nutridoras (FERRAZ; MONTEIRO, 2011).

Além disso, estes patdgenos liberam toxinas, induzindo assim a formacéo de
estruturas denominadas galhas no sistema radicular da planta, promovendo a
obstrucao dos vasos condutores de xilema e floema (FERRAZ; MONTEIRO, 2011).

Esta obstrugdo compromete a absor¢cdo de agua e nutrientes, além de
ocasionar clorose, reducao e deformacao do sistema radicular, servindo como porta
de entrada para patdgenos oportunistas que habitam o solo, como fungos e
bactérias, aumentando dessa forma os danos ocasionados pelos nematoides, o que

resulta em uma menor produtividade da cultura (VALE et al., 2004).



Além desses sintomas, 0s nematoides das galhas podem causar as plantas
infectadas os chamados sintomas diretos e indiretos. Os primeiros sdo observados
na propria raiz da planta, como as galhas, raizes digitadas, rachadura, reducéo no
volume radicular e descolamento cortical. Ja os sintomas indiretos sdo aqueles
observados na parte aérea, como murcha, desfolha, falta de minerais, diminuicédo da
producéo e formacgéo de reboleiras (FERRAZ; MONTEIRO, 2011).

Dentro do género, sdo varias as espécies descritas, como M. incognita, M.
javanica, M. arenaria e M. hapla, as quais sao grandes causadoras da diminuigéo da
produtividade de diversas culturas de interesse econdmico, como o tomateiro, sendo
as duas primeiras as que provocam 0S maiores danos por apresentarem maior
distribuicdo geografica (VALE et al., 2004).

2.3 CONTROLE DE NEMATOIDES

O controle desses patdogenos € bastante dificil por apresentarem
caracteristicas de sobrevivéncia, permanecendo longos periodos de forma viavel no
solo. A partir disso, torna-se necessario a aplicacdo de um conjunto de medidas
visando o seu controle, como o uso de mudas sadias, a rotacdo de culturas, o uso
de variedades resistentes, a inundacao e solarizacdo do solo e em alguns casos a
aplicacdo de produtos quimicos como os nematicidas (BEDENDO, 2011; DIAS-
ARIEIRA et al., 2013).

A rotacdo de culturas € realizada por meio do emprego de espécies vegetais
ndo hospedeiras a fim de diminuir o indculo existente no local (BEDENDO, 2011).
No entanto, de acordo com Moreira et al. (2013), a polifagia do nematoide das
galhas € um dos fatores que limitam a escolha dessas culturas para inclusdo no
esquema de rotacao.

Devido a isso, muitos produtores preferem a utilizacdo de variedades
resistentes, mesmo esta medida elevando os custos de producdo. Todavia, a
indisponibilidade de muitos gendtipos resistentes ndo permite que essa forma de
manejo seja amplamente adotada (FERRAZ et al., 2012).

Com a falta dessa alternativa, o emprego dos procedimentos de inundacéo e
solarizacdo do solo, em alguns casos, tornam-se necessarios para promover a

reducdo da quantidade de inéculo presente na area.



A inundagdo, portanto, mantém a area infestada submersa em &gua,
entretanto, este método acaba se tornando oneroso devido a elevada demanda de
agua e necessidade de um longo periodo de tempo para eliminar a grande
guantidade de nematoides, além de eliminar os organismos benéficos do solo devido
a falta de oxigénio (FERRAZ et al., 2012).

A solarizacdo € um processo que consiste em cobrir o solo tmido com um
plastico transparente, promovendo assim a desinfestacdo por meio da energia solar.
A utilizacdo deste método por um periodo de quatro a seis semanas eleva a
temperatura deste solo a aproximadamente 50 °C, o que é suficiente para promover
a morte dos nematoides (FERRAZ et al., 2012).

A utilizacdo na agricultura de nematicidas sintéticos, altamente téxicos,
promove a contaminacdo do ambiente e do préprio ser humano, elevando suas
concentracbes em corpos de agua, solo e nos alimentos cultivados (PADOVANI,
1989).

Dessa forma, a partir das limitacbes desses métodos, torna-se necessaria a
experimentacdo e utilizacdo de métodos alternativos para o controle desses

patégenos.

2.3.1Uso de Extratos Vegetais Como Controle Alternativo de Nematoides

As plantas produzem varios compostos organicos, os chamados metabdlitos
secundarios, 0s quais nao possuem funcdo direta no seu crescimento e
desenvolvimento. Eles sdo sintetizados para exercerem atividades de atracdo de
polinizadores, adaptacdo ambiental e fitoprotecdo contra diversos patégenos (TAIZ;
ZEIGHER, 2013), como os nematoides.

A partir destes compostos, novos produtos estdo sendo estudados a fim de
diminuir o impacto ao meio ambiente (SALGADO; CAMPOS, 2003a), visto que a
utilizacdo de extratos vegetais, 0leos essenciais e demais produtos naturais para o
controle de fitonematoides apresentam vantagens em relacdo aos produtos
sintéticos, como relatado por Ferraz et al. (2012): apresentam uma menor
toxicidade, rapida biodegradacao, possuem amplo modo de acao e sao derivados de

recursos renovaveis.



Devido a isso, uma grande quantidade de plantas medicinais e aromaticas
vem sendo estudadas, por apresentarem, muitas vezes, grandes quantidades de
componentes com propriedades nematicidas, tais como alcaloides, acidos graxos,

isotiocianatos, compostos fendlicos, dentre outros (CHITWOOD, 2002).

2.3.1.1 Persea americana (Mill)

O abacateiro (Persea americana Mill.) € uma planta pertencente a familia
Lauraceae e tem origem na América Central, incluindo o México, Guatemala e
Antilhas, adaptando-se facilmente nas demais regides tropicais (LEITE et al., 2009).

A polpa desses frutos tem grande valor comercial e nutricional, sendo
comercializada para a producdo de oOleo, guacamole e pastas. Todavia, grande
porcdo desses frutos é composta pela semente e pela casca, as quais sao
descartadas pelas industrias como residuos (DAIUTO et al., 2014).

Tango, Carvalho e Soares (2004) realizaram a caracterizacdo de 24
diferentes variedades de frutos de abacateiro, encontrando para o contetudo da
polpa, valores entre 52,9% e 81,3% em relacdo a massa do fruto. Além do mais, a
casca representou de 8,6% a 22,9% e a semente de 10,1% a 25,1% desses frutos
analisados. A partir desses resultados, os autores apontam a necessidade de se
buscar formas de reaproveitamento destas sementes, uma vez que, de acordo com
estudos de Daiuto et al. (2014), apresentam grande quantidade de compostos
fendlicos quando comparada a polpa do abacate.

Esses compostos fendlicos abrangem grande quantidade de substancias
gue apresentam um anel aromatico com pelo menos uma hidroxila (SCHWAN-
ESTRADA; STANGARLIN; PASCHOLATI, 2008), podendo ser citadas as
catequinas, acidos hidroxibenzdicos, &cidos hidroxicinamicos, flavondis e
procianidinas, as quais estdo presentes na semente de abacate em grandes
quantidades (RODRIGUEZ-CARPENA et al., 2011).

Estas substancias, portanto, proporcionam uma maior atividade antioxidante
a semente, e podem estar envolvidas na defesa da planta contra fitopatdgenos
(SOARES, 2002).



2.4 VEICULOS

Os extratos vegetais contendo compostos antioxidantes geralmente séo
sensiveis a radiacdo ultravioleta, e por este motivo, devem ser veiculados em
formulacoes, a fim de preveni-los dos danos ocasionados pela radiacdo (SOUZA,
CAMPOS; PACKER, 2013).

Um polimero que pode ser utilizado como veiculo € o hidrogel, o qual &
composto por redes poliméricas tridimensionais que possuem a capacidade de
retencdo de &gua dentro de sua prépria estrutura, promovendo seu inchaco, sem
ocorrer a sua dissolugcéo (BYRNE; PARK; PEPPAS, 2002).

Devido a esta caracteristica, de acordo com Byrne, Park e Peppas (2002), a
taxa de liberacdo da substancia de interesse depende da difusdo da agua e do
relaxamento da cadeia polimérica, portanto, quando o extrato vegetal € veiculado ao
hidrogel, apresenta como principal vantagem a lenta liberagdo dos compostos
toxicos presentes no extrato, conforme a necessidade de umidade pela planta,
controlando desta forma os patégenos presentes na solucéo do solo.

Este método pode ser considerado como uma opc¢ao viavel, visto que o
polimero ja vem sendo empregado como veiculo para a liberagdo controlada de
farmacos, peptideos e proteinas (BYRNE; PARK; PEPPAS, 2002; HOFFMAN,
2002).



3. MATERIAL E METODOS

3.1 LOCALIZACAO DO EXPERIMENTO

Os testes in vitro foram conduzidos nos laboratérios de Nematologia e
Fitopatologia da Universidade Estadual do Oeste do Parana - UNIOESTE, Campus
de Marechal Candido Rondon, e os experimentos in vivo realizados em casa de
vegetacdo na Estacdo de Horticultura e Cultivo protegido “Prof. Dr. Mario César

Lopes”, da mesma instituigéo.

3.2 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado.

Para os ensaios in vitro, como a eclosao, motilidade e mortalidade de juvenis
de segundo estadio (J2), foi utilizado o esquema fatorial 2x7, considerando-se dois
tipos de extratos de abacate (extrato de coloracdo vermelha e extrato de coloracdo
marrom) e sete concentracdes (0; 100; 200; 400; 600; 800 e 1.000 mg L), com
cinco repeticdes, cada uma representada por um frasco plastico (70 mL) com tampa.

Em casa de vegetacdo, foram realizados dois experimentos, ambos em
esquema fatorial 2x6. Cada tratamento foi composto por cinco repeticées, cada qual
representada por um vaso de 2 L contendo uma planta de tomateiro.

Para o primeiro experimento (ensaio 1) foram utilizadas duas variedades de
tomateiro (Santa Cruz Kada e Ivety) e seis doses do hidrogel (0; 0,1; 0,25; 0,5; 0,75
e 1,0 g coval) contendo o extrato de abacate que se mostrou mais eficiente no
controle de M. incognita, no experimento in vitro.

Para o segundo experimento (ensaio 2) utilizou-se a dose do hidrogel
contendo o extrato que proporcionou a maior reducdo da quantidade do nematoide,
proveniente do ensaio 1, adicionando diferentes concentragcbes do extrato de
abacate (0; 1.000; 2.000; 4.000; 6.000 e 8.000 mg L), e utilizando duas variedades
de tomateiro (Santa Cruz Kada e Ivety).
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3.3 OBTENCAO E IDENTIFICACAO DE M. incognita

As populacbes do nematoide foram obtidas de plantas de quiabo
apresentando sintomas de galhas, cedidas por um produtor do municipio de Toledo,
Parana.

Apls a coleta, as plantas foram levadas ao laboratorio e realizada a
identificacdo da espécie de Meloidogyne spp., por meio da técnica de configuracédo
perineal (Figura 1) proposta por Hartman e Sasser (1985). Portanto, fémeas
maduras presentes nas raizes infectadas foram retiradas das galhas e colocadas em
uma lamina contendo uma gota de &cido latico a 45%, para a realizacdo dos cortes
das regides perineais, em microscopio estereoscopio.

Apos, foram confeccionadas laminas semipermanentes contendo uma gota
de glicerina e dez cortes perineais para a observacao e identificacdo da espécie em
microscépio 6ptico. A identificacdo foi feita com base na comparacdo das regides
perineais obtidas com as descritas na literatura para as diferentes espécies de

Meloidogyne.

Figura 1 - Cortes das regides perineais de fémeas maduras de Meloidogyne incognita, observados
em microscoépio Optico. Fonte: a autora.

3.4 MULTIPLICACAO DE POPULACOES DE M. incognita

A partir da identificacdo da espécie, esta populacdo foi multiplicada em
plantas de tomate Santa Cruz Kada e mantidas em casa de vegetacao, por 60 dias,
para a posterior utilizacdo do inéculo.
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3.5 PREPARO DO INOCULO

O indculo utilizado foi preparado a partir das raizes infectadas com M.
incognita, por meio da metodologia de centrifugagcdo em solucdo de sacarose,
proposta por Coolen e D’Herde (1972). As raizes foram coletadas e lavadas para a
retirada do substrato, e posteriormente cortadas em pedacos de aproximadamente 1
cm e trituradas em liquidificador com solucdo de hipoclorito de sodio (NaClO) a
0,5%, por 30 segundos.

Esta suspenséo passou por um conjunto de peneiras sobrepostas, de 20, 48
e 400 Mesh, sendo recolhido o conteddo em um béquer e transferido posteriormente
para tubetes para a centrifugacdo por 5 min a 1.894g. O sobrenadante resultante
desta centrifugacado foi descartado e adicionado solucdo de sacarose (densidade =
1,15 g cm?). Uma nova centrifugacdo foi realizada a 1.263g por 1 min, e o
sobrenadante passado pela peneira de 400 Mesh e recolhido em um béquer para a
posterior quantificacdo de ovos e juvenis presentes na suspensdo. Essa leitura foi

realizada em lamina de Peters e observada em microscopio éptico.

3.6 ENSAIOS IN VITRO

3.6.1 Obtencédo Dos Extratos Brutos da Semente de Abacate

Os extratos brutos foram preparados a partir de sementes frescas de
abacate. Para o preparo de cada extrato, utilizou-se uma semente de abacate, com
cerca de 75 g cada. As sementes foram cortadas em pedacos de dois tamanhos
para obtencédo de dois tipos de extratos: em um foram cortados pedacos menores
(0,5 cm?), mostrando-se com uma coloracdo vermelha apdés o corte, sendo
denominado de extrato de coloracdo vermelha (EV), e em outro, os pedacos eram
maiores (1,5 cm?3) e apresentavam coloracdo marrom, denominando-o de extrato de
coloracdo marrom (EM).

Esses pedacos de semente foram acondicionados em frascos contendo 100
mL de metanol P.A., de forma a cobrir toda a semente. Os frascos foram vedados e
protegidos da luz, permanecendo sob agitacdo por 24 h, a 150 rpm. Apds esse

periodo, a solucdo passou por duas filtragens, sendo primeiramente em papel filtro
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(8 um de didametro de poro) e em seguida em membrana filtrante (0,45 pum de
didmetro de poro), ambas com o auxilio de um kitassato acoplado a uma bomba a
vacuo.

A solucédo obtida na segunda filtragem foi evaporada em um evaporador
rotativo, a 45 °C e 60 rpm, por 4 h, para a obtencéo dos extratos brutos. Para cada
extrato adicionou-se Tween 80 (0,6%), para promover a homogeneizacdo das
solucbes. A partir deste, foram preparadas as diferentes concentracdes: 100, 200,
400, 600, 800 e 1.000 mg L dos extratos brutos das sementes de abacate. Como

controle foi utilizado 4gua destilada contendo Tween 80 (0,6%).

3.6.2 Eclosdo de Juvenis de M. incognita em Funcdo Das Diferentes

Concentracdes Dos Extratos

Para o ensaio de eclosdo de juvenis de M. incognita, os ovos foram obtidos
das plantas de tomateiros, por meio da técnica de centrifugacdo em solucdo de
sacarose (COOLEN; D'HERD, 1972), descrita anteriormente (item 3.5). Apds, a
suspensdo obtida foi quantificada e calibrada em 500 ovos de M. incognita mL1, com
o0 auxilio de lamina de Peters.

Foram adicionados em cada recipiente plastico (70 mL) com tampa, 1 mL da
suspensao contendo 500 ovos e 5 mL dos tratamentos (as diferentes concentracdes
do extrato ou o controle), e incubados por 15 dias a 25 °C, no escuro. Apds esse
periodo, realizou-se a avaliacdo, em microscopio O6ptico, contando-se os 100
primeiros ovos, e determinando assim, a porcentagem de juvenis eclodidos (COSTA
et al., 2001).

3.6.3 Motilidade e Mortalidade de Juvenis de M. incognita em Funcdo Das

Diferentes Concentracdes Dos Extratos

Para os ensaios de motilidade e mortalidade, os juvenis foram obtidos
através de uma camara de eclosao por meio da metodologia do funil de Baermann
(BAERMANN, 1917), recolhendo a suspensao de juvenis que passaram pelo papel

filtro, cinco dias apdés a montagem. Passado esse periodo, os juvenis foram
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quantificados e calibrados em 500 juvenis de M. incognita mL*, em lamina de
Peters.

Em cada recipiente plastico foram colocados 5 mL dos tratamentos (extrato
bruto nas diferentes concentracdes ou o controle) e 1 mL da suspensédo contendo
500 juvenis de M. incognita. A avaliacdo da motilidade, conduzida para verificar a
atividade nematostética dos extratos, foi realizada apés 24 horas, mensurando-se a
porcentagem de juvenis aparentemente imoveis. Em seguida, os juvenis foram
transferidos para a peneira de 400 Mesh, substituindo os tratamentos por agua
destilada, e recolhendo-se a suspenséo. Esta permaneceu nos recipientes por mais
24 h. Os juvenis que permaneceram imoveis, retilineos ou levemente retorcidos
foram considerados mortos, comprovando assim a atividade nematicida dos
extratos. As avaliacbes dos ensaios foram realizadas em laminas de Peters e
observadas ao microscopio 6ptico (ROCHA; CAMPOS; SOUZA, 2005).

3.7 ENSAIO 1 EM CASA DE VEGETACAO

3.7.1 Preparo do Hidrogel Contendo o Extrato de Abacate

Com os resultados das analises in vitro (eclosdo, motilidade e mortalidade
dos juvenis), determinou-se a concentracdo de um dos extratos que se mostrou mais
eficiente para o controle de M. incognita, sendo utilizada para a realizacao dos testes
referentes ao ensaio 1, em casa de vegetacao. Neste ensaio, o hidrogel contendo o
extrato da semente de abacate foi incorporado nas covas realizadas para o
transplante das mudas de tomateiro.

Para o preparo desta mistura, foram utilizados 6 L do extrato escolhido e 6 g
do hidrogel. Apés a homogeneizacao, esta mistura permaneceu em estufa a 50 °C,
por cinco dias, até a completa secagem do material. Este hidrogel seco e
impregnado do extrato foi triturado com o auxilio de um gral e um pistilo para a
obtencdo de um pd. Logo em seguida, foram preparadas as diferentes doses desse
hidrogel contendo o extrato: 0,1; 0,25; 0,5; 0,75 e 1,0 g coval. Como controle

utilizou-se apenas o hidrogel sem incorporacao do extrato.
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3.7.2 Semeadura e Inoculagcao de M. incognita em Tomateiros

Sementes de tomate suscetivel (Santa Cruz Kada) e resistente (Ivety) foram
semeadas em bandejas de 128 células contendo substrato comercial. Apds 25 dias,
as plantulas foram transplantadas para vasos de 2 L contendo uma mistura de solo,
areia e material organico (2:2:1, v:v:v), previamente autoclavado a 120 °C e 1 atm
por 1 h.

No momento do transplante, em cada cova realizada, foram colocadas as
diferentes doses do hidrogel contendo o extrato da semente de abacate, conforme
descrito anteriormente. Apoés trés dias do transplante, as mudas foram inoculadas
com uma suspensdo contendo 2.067 ovos e juvenis (Populacéo inicial - Pi) por
planta, em trés orificios realizados em torno da muda, a 1,5 cm de distancia entre si
e 2,0 cm de profundidade. Estas plantas foram irrigadas diariamente, tendo-se o
cuidado de n&o lavar o in6culo depositado no solo, conforme descrito por Tihohod
(1989).

As plantas de tomateiros suscetivel e resistente a M. incognita
permaneceram em casa de vegetacéo por 30 dias para posterior coleta e avaliacéo

dos sintomas.

3.7.3 Avaliacdo Dos Tomateiros em Funcédo Das Diferentes Doses do Hidrogel

Contendo os Extratos

3.7.3.1 Avaliagao do Teor Relativo de Clorofila

Aos 30 dias ap6ds a inoculacgéo, foi avaliado o teor relativo de clorofila (indice
SPAD) nas folhas de tomateiros suscetivel e resistente a M. incognita, utilizando o
medidor portéatil SPAD 502 Plus Daminolta. Foram realizadas cinco leituras em cada
repeticdo e posteriormente feitas as médias, as quais foram expressas em teor de

clorofila cms.
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3.7.3.2 Avaliagéo do Sistema Radicular

As plantas de tomateiros foram retiradas dos substratos e as raizes foram
lavadas em agua corrente e secas em papel absorvente. Em seguida, obteve-se o
volume total de raiz (VTR), além das contagens do numero de galhas (NG) e de
massas de ovos (NMO) no sistema radicular.

Para a determinacdo do volume total de raiz (VTR), esta foi colocada em
uma proveta graduada contendo um volume de agua destilada conhecido (450 mL),
medindo-se desta forma, o deslocamento da coluna de agua. Através da diferenca
obtida, o volume de raizes foi expresso em cm?, sendo que 1 mL equivale a 1 cm?.

Para a determinacdo do numero de massas de ovos (NMO), seguiu-se a
metodologia descrita por Taylor e Sasser (1978), utilizando 0,015 mg de floxina B
em 1 L de 4gua. As raizes permaneceram nesta solugcdo, e apds 20 min foram
lavadas para a retirada do excesso do corante, com posterior contagem das massas

de ovos presentes nos sistemas radiculares.

3.7.3.3 Viabilidade Das Massas de Ovos

Apbs a realizacdo das contagens de nimero de galhas e massas de ovos,
procedeu-se o teste para a comprovacao da viabilidade desses ovos. Para isso, as
massas foram retiradas e depositadas em pocos contendo 250 L de agua destilada,
em placas de ELISA. Estas foram vedadas com filme plastico, mantendo-as no
escuro, a 25 °C, por 15 dias. A viabilidade foi determinada pela avaliacdo do nimero
de juvenis eclodidos. Para cada tratamento foram realizadas cinco repeti¢cdes, cada

qual em duplicata.

3.7.3.4 Determinacao da Populagéo de M. incognita

O numero de ovos e juvenis foi quantificado no sistema radicular (COOLEN;
D’HERDE, 1972) dos tomateiros suscetivel e resistente ao nematoide, e em 100 cm?
de solo. Este ultimo foi realizado conforme procedimento descrito por Jenkins
(1964).
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3.8 ENSAIO 2 EM CASA DE VEGETACAO

3.8.1 Preparo do Extrato de Abacate Contido no Hidrogel

Com os resultados das andlises do ensaio 1 realizado em casa de
vegetacdo, determinou-se a dose do hidrogel contendo o extrato, incorporada nas
covas, que proporcionou a maior reducdo do nematoide, utilizando-a neste
experimento. Para isso, foram adicionadas diferentes concentracfes do extrato de
abacate (0; 1.000; 2.000; 4.000; 6.000 e 8.000 mg L) nessa dose de hidrogel,
sendo posteriormente levados a estufa para secagem, conforme descrito no item
3.7.1.

3.8.2 Semeadura e Inoculacdo de M. incognita em Tomateiros

As variedades de tomate e os procedimentos realizados para a obtencao
das mudas foram os mesmos que o descrito no item 3.7.2.

No momento do transplante, em cada cova realizada, foi colocada a dose do
hidrogel que proporcionou a maior redugdo do nematoide, conforme resultados do
ensaio 1, contendo as diferentes concentracdes do extrato da semente de abacate.
Apoés trés dias do transplante, as mudas foram inoculadas com uma suspensao
contendo 2.184 ovos e juvenis (Populacdo inicial - Pi) por planta, em trés orificios
realizados em torno da muda, a 1,5 cm de distancia entre si e 2,0 cm de
profundidade. Estas plantas foram irrigadas diariamente, tendo-se o cuidado de nao
lavar o in6culo depositado no solo, conforme descrito por Tihohod (1989).

As plantas de tomateiros suscetivel e resistente a M. incognita
permaneceram em casa de vegetacdo por 30 dias para a sua posterior coleta e

avaliagcdo dos sintomas.

3.8.3 Avaliacao Dos Tomateiros em Funcgé&o Das Diferentes Concentragdes do

Extrato Contido no Hidrogel

As avaliacOes realizadas nas plantas de tomateiro suscetivel e resistente

foram as mesmas que as descritas nos itens 3.7.3.1 (Avaliacdo do teor relativo de
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clorofila); 3.7.3.2 (Avaliacdo do sistema radicular) e 3.7.3.4 (Determinagdo da

populacao de M. incognita).

3.9 ANALISE ESTATISTICA

Os dados obtidos dos ensaios in vitro e dos dois experimentos em casa de
vegetacao foram submetidos a analise de variancia ao nivel de 5% de probabilidade,
com o auxilio do programa estatistico SISVAR 5.3 (FERREIRA, 2011). Verificando-
se interagao significativa entre os fatores, procederam-se os desdobramentos, sendo
realizada, para os tipos de extratos ou as variedades, a comparacdo de média pelo
teste de Tukey a 5% de probabilidade, e para as concentracdes ou doses realizou-

se analise de regressao.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 ENSAIOS IN VITRO

Para a variavel eclosdo de juvenis, houve interacdo significativa (p<0,05)
entre os extratos de abacate e as diferentes concentragdes. Com o aumento da
concentracdo observa-se um decréscimo linear na eclosdo de juvenis, sendo a
concentracdo de 1.000 mg L mais efetiva nesta reducdo em relacdo as demais,
independentemente do tipo de extrato utilizado (Figura 2).
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Figura 2 - Eclosdo de juvenis de segundo estadio (J2) de Meloidogyne incognita nas diferentes
concentracbes dos extratos de abacate, apdés 15 dias de incubacdo. EV: extrato de
coloracéo vermelha (o); EM: extrato de coloragdo marrom (0).

Com relacdo aos extratos (Tabela 1), notam-se diferencas estatisticas
apenas no intervalo das concentracdes de 400 e 800 mg L, evidenciando menor

eclosdo de juvenis no EV quando comparado ao EM no mesmo periodo.

Tabela 1 - Eclosé&o in vitro de juvenis de segundo estadio (J2) de Meloidogyne incognita em diferentes
concentragdes de dois tipos de extratos de abacate.
Concentracéo (mg L™?)

Extrato

Média

0 100 200 400 600 800 1.000
EV 41,40a 53,40a 46,60a 26,40a 16,60a 14,20a 9,80a 29,77a
EM 48,20a 55,40a 51,00a 41,80b 49,00b 38,60b 17,06a 43,09b

As médias seguidas pelas mesmas letras nas colunas nédo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey

(p<0,05). Valores médios obtidos de cinco repeticdes de cada tratamento, expresso em porcentagem. EV: extrato
de coloragéo vermelha; EM: extrato de coloragdo marrom.
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Vale destacar ainda, mesmo que numericamente, que as taxas de reducdo
na eclosédo de juvenis, na concentracdo de 1.000 mg L, foram de 76,33% para o
EV, e de 64,6% para o EM, em relacdo a testemunha, permitindo supor que EV
possui um efeito toxico mais eficaz sobre a eclosdo de juvenis de M. incognita, em
comparacgao com o EM, controlando de forma mais eficiente este patdgeno.

Apesar da alta inativagdo da ecloséo de juvenis, nas concentracbes mais
elevadas dos extratos de abacate, uma pequena taxa de eclosdo ainda pode ser
observada, a qual, segundo Salgado e Campos (2003a) é decorrente da saida de
alguns juvenis ja formados, de dentro do ovo, ainda nos primeiros dias de
incubacdo, como ocorreu com o extrato de canela (Cinnamomum zeylanicum), da
mesma familia do abacate, para o controle in vitro de Meloidogyne exigua.

Essa toxicidade apresentada pelos extratos pode ser devida a presenca de
substancias que inibem a eclosdo ou afetam as fases de multiplicagdo celular,
desenvolvimento embrionério e troca de cuticula (SALGADO; CAMPQOS, 2003a),
apresentando diferentes resultados conforme as concentracfes dos extratos.

Estas substancias ainda sdo pouco conhecidas, porém, em estudos
realizados por Maistrello, Vaccari e Sasanelli (2010), foi observada reducdo da
eclosdo de M. javanica, in vitro, a medida que a concentracdo de uma solucao de
tanino era aumentada.

Além disso, sabe-se que a semente de abacate é rica em compostos
fendlicos, o que Ihe confere maior poder antioxidante (RODRIGUEZ-CARPENA et
al., 2011).

Essa atividade antioxidante foi avaliada por Wang, Bostic e Gu (2010) e
Daiuto et al. (2014), os quais encontraram valores mais elevados para a semente e a
casca, quando comparados a polpa do abacate, devido a maior quantidade de
compostos fendlicos presentes nas amostras analisadas.

A diferenca de inibicdo da ecloséo de juvenis verificada entre os extratos,
provavelmente se deve ao tamanho dos cortes feitos em cada uma das sementes.
Apés o corte, segundo Soares (2002), inicia-se um processo de oxidacdo de lipidios
levando a peroxidacdo dos acidos graxos, presentes na semente de abacate, e a
formacdo de compostos potencialmente toxicos. Devido a isso, sao utilizados
antioxidantes, como por exemplo, os compostos fendlicos, para a prevencdo dessa

oxidag&o.
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Com base nisso, o EV que foi obtido a partir de pedagos menores da
semente, apresentava uma maior area de superficie exposta para a ocorréncia do
processo oxidativo, e, consequentemente, maior seria a quantidade de compostos
fendlicos liberados a fim de sequestrar os radicais livres, inibindo assim, a oxidacao.
Ja para o EM, obtido a partir de pedacos maiores da semente, uma menor
quantidade de compostos fendlicos podem ter sido liberados por causa da menor
area sujeita a oxidacao.

Com relacdo a motilidade e mortalidade dos juvenis, nenhum dos fatores foi
significativo (p>0,05), evidenciando que independentemente do tipo de extrato e
concentracédo utilizadas, essas variaveis nao foram alteradas.

Com base nestes resultados é possivel inferir que néo exista um efeito
nematostatico e nematicida do extrato da semente de abacate sobre o intervalo de
concentracOes testadas, 0 que pode estar relacionado, de acordo com Salgado e
Campos (2003a), ao fato destas concentracdes nao apresentarem efeito deletério
sobre o juvenil ja formado.

Além do mais, a cuticula do nematoide apresenta impermeabilidade a muitas
moléculas orgéanicas, como os compostos fendlicos, podendo, portanto, impedir a
penetracdo do extrato de abacate para o controle de M. incognita (CHITWOOD,
2002).

4.2 ENSAIO 1 EM CASA DE VEGETACAO

Com os resultados obtidos das avaliacdes in vitro, a concentracdo de 1.000
mg L obtida do extrato da semente de abacate de coloracdo vermelha, se mostrou
mais eficiente no controle de M. incognita, sendo portanto, a escolhida para ser
incorporada ao hidrogel.

Para a variavel teor de clorofila (indice SPAD), houve diferenga significativa
(p<0,05) apenas para as variedades de tomateiro, ndo sendo estas, portanto,
influenciadas pelas diferentes concentracdes do hidrogel contendo o extrato. Neste
caso, as meédias encontradas para as variedades suscetivel e resistente, foram,
respectivamente, 35,46 e 39,05 cm?. Este resultado ja era esperado devido ao fato
da variedade suscetivel direcionar uma maior quantidade de seus fotoassimilados

para a formacdo das galhas no sistema radicular, em comparacdo a resistente, a
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qual, no presente estudo, apresentou uma quantidade de galhas bem inferior em
relacao a suscetivel.

Em relacdo a variavel volume total de raiz, nenhum dos fatores se
mostraram significativos (p>0,05), indicando que independente da variedade e
concentracdo do extrato utilizado, o volume de raiz n&o é interferido.

Mateus et al. (2014), trabalhando com tomateiros suscetiveis da cultivar
Santa Clara, ndo encontraram diferencas significativas em relacdo a testemunha,
avaliando a massa fresca da raiz, apés aplicacdo no solo de diferentes extratos
vegetais na concentracdo de 100 g L1, para o controle de M. incognita.

Outro trabalho, realizado por Salgado e Campos (2003b), utilizando extratos
vegetais de canela, urucum e cravo-da-india para o controle de M. incognita em
feijoeiro, também verificaram resultados semelhantes, os quais podem ser
explicados pelo tempo de experimento que possa nao ter sido suficiente para a
recuperacdo vegetativa das plantas, apos a aplicacdo dos extratos e reducdo dos
nematoides. Os autores realizaram a avaliacdo ap6s 35 dias da inoculacdo do
nematoide, sendo semelhante ao do presente estudo, no qual a avaliagdo ocorreu
apos 30 dias.

Para as variaveis numero de galhas e de massas de ovos, a interacdo entre
os fatores se mostrou significativa (p<0,05), evidenciando que o aumento da dose do
hidrogel contendo o extrato promove uma reducdo destas variaveis, em raizes de
tomateiros suscetiveis ao nematoide, sendo a dose de 1,0 g cova® a que apresentou
o menor numero de galhas e de massas de ovos. Este fato, entretanto, néo foi

observado em plantas de tomateiro resistentes (Figuras 3A e 3B).
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Figura 3 - Efeito das diferentes doses do hidrogel contendo o extrato de abacate de coloracéo
vermelha (EV), em tomateiros suscetivel (0) (Santa Cruz Kada) e resistente (o) (lvety) a
Meloidogyne incognita. Variaveis analisadas: nimero de galhas (NG) (A); nimero de
massas de ovos (NMO) (B); viabilidade das massas de ovos avaliada por meio do numero
de juvenis de segundo estadio (J2) eclodidos (C); nimero de ovos e juvenis de segundo
estadio (J2) em 100 cm? de solo (D).

A avaliagdo do namero de juvenis eclodidos para a verificagédo da viabilidade
das massas de ovos seguiu a mesma tendéncia das variaveis citadas acima (Figura
30).

Com relacdo as variedades (Tabela 2), para as variaveis nimero de galhas,
de massas de ovos e juvenis eclodidos, notam-se diferencas estatisticas em todas
as doses, com valores mais elevados para a suscetivel, evidenciando que a
variedade resistente possui mecanismos de defesa mais eficazes que a suscetivel,

impedindo ou retardando a entrada do nematoide em seus sistemas radiculares.
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Tabela 2 - Médias das variaveis nimero de galhas (NG), nimero de massas de ovos (NMO),
viabilidade das massas de ovos avaliada por meio do ndmero de juvenis de segundo
estadio (J2) eclodidos, e numero de ovos e juvenis de segundo estadio (J2) em 100 cm?3
de solo, sob a influéncia das duas variedades de tomateiros suscetivel (S) (Santa Cruz
Kada) e resistente (R) (lvety) a Melidogyne incognita, quando submetidas as diferentes
doses do hidrogel contendo os extratos da semente de abacate.

Dose NG! NMO? J2 eclodidos!  Ovos e J2 - solo?
(g cova?) S R S R S R S R
Testemunha 276,4b 98a 260,2b 82a 302b 20a 336b 252a
0,1 275,4b 106a 236,0b 78a 254b l4a 40,2b 23,0a
0,25 272,4b 88a 2252b 6,6a 178b l4a 546D 234 a
0,5 269,4b 8,0a 2238b 50a 8,0b 18a 446D 25,2 a
0,75 246,6b 7,0a 2260b 52a 8.8b 06a 338D 214 a
1,0 238,0b 78a 220,0b 48a 7,0b 0,8a 16,2 a 18,8 a
CV (%) 5,05 6,56 22,02 17,93

As médias seguidas pelas mesmas letras nas linhas, para cada variavel, ndo diferem estatisticamente entre si
pelo teste de Tukey (p<0,05).

valor médio obtido de cinco repetices de cada tratamento, para cada varidvel. Hidrogel incorporado com
extrato de semente de abacate em concentragédo de 1.000 mg L de agua.

S: variedade suscetivel; R: variedade resistente.

Vale destacar ainda que, no presente estudo, nem todas as galhas
radiculares apresentaram massas de ovos. Isto foi também evidenciado por Maciel e
Ferraz (1996), trabalhando com diferentes extratos vegetais para controle de M.
incognita raca 2 e M. javanica. Os autores realizaram a dissecacdo das galhas e
verificaram que ndo havia nenhum dos estadios de desenvolvimento do nematoide,
concluindo, portanto, que houve uma morte prematura dos juvenis, devido a estes
ndo serem capazes de formarem as células nutridoras apds sua penetracdo e
formacao das galhas nos sistemas radiculares.

A reducéo das variaveis mencionadas pode ser devido a maior concentracao
de taninos presentes nas sementes de abacate, a medida que se aumenta as
concentracdes do extrato (SOARES; MIRANDA; MANCINI FILHO, 2012).

A aplicacéo de solucdes repelentes antes do transplante ou no momento do
plantio, como os taninos, pode ter como fungéo a desorientacao dos fitonematoides,
dificultando dessa forma a localizagdo dos sistemas radiculares, e, como
consequéncia, tem-se a diminuicdo da penetracdo e reducdo dos danos causados
as plantas (MAISTRELLO; VACCARI; SASANELLI, 2010).

Sendo assim, no presente estudo, o0 aumento das concentracdes do extrato
sugere um possivel aumento da quantidade de taninos presentes, diminuindo a

penetracdo de M. incognita e a posterior formagéo das galhas.
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Esses taninos, extraidos da madeira da castanheira, foram testados por
Maistrello, Vaccari e Sasanelli (2010), utilizando doses crescentes da solucdo de
taninos (100, 250 e 450 g m? no solo) para controle de M. javanica. Eles verificaram
uma diminuicdo do namero de galhas, de ovos e juvenis no sistema radicular e no
solo, além do fator de reproducéo.

Associado a isso, Ritzinger e Fancelli (2006) mencionam a presenca de
matéria organica na solucdo do solo, que pode suprimir os fitonematoides devido a
liberacdo de metabdlitos téxicos, provenientes da sua decomposicdo, como 0S
compostos fendlicos. Além do mais, 0s autores mencionam o aumento da populacao
de microrganismos parasitas e/ou predadores dos nematoides. A soma desses
fatores resulta em uma menor penetracdo de M. incognita, reduzindo mais ainda
conforme a concentracdo € aumentada.

Entretanto, no presente estudo, 0 nimero de ovos e juvenis por sistema
radicular ndo foi influenciado pelas diferentes doses, apenas o fator variedade se
mostrou significativo (p>0,05), apresentando médias de 560,5 e 8,4 ovos e juvenis
por sistema radicular, para as variedades suscetivel e resistente, respectivamente.

Com relacdo ao numero de ovos e juvenis no solo, a interacdo entre 0s
fatores se mostrou significativa (p<0,05), sendo somente a variedade suscetivel
influenciada pelas diferentes doses do hidrogel contendo o extrato. Portanto, com o
aumento desta, ocorre uma elevacdo do numero de ovos e juvenis até uma
determinada concentracdo, seguido de uma diminuicdo destes nematoides no solo
até a dose de 1,0 g cova?l, onde nesta, a planta suscetivel se comporta de maneira
semelhante a resistente, ndo apresentando diferenca significativa entre elas (Figura
3D e Tabela 2).

Este ligeiro aumento nas doses iniciais testadas pode ser devido a presenca
de minerais ou algum composto presente no extrato de abacate que seja favoravel
ao nematoide. De acordo com Salgado e Campos (2003b), alguns minerais
presentes nos extratos vegetais podem ser liberados apds sua aplicacdo ao solo,
promovendo o aumento da populacdo do nematoide. Este fato pode ter ocorrido,
visto que a semente de abacate possui cerca de 2,81% de minerais, conforme
estudos realizados por Daiuto et al. (2014).

Seguido deste aumento, tem-se uma queda acentuada do numero de ovos e

juvenis no solo, a partir de uma dose do extrato entre 0,3 e 0,4 g coval, devido
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provavelmente a uma maior concentracdo e liberacdo das substancias toxicas
presentes no extrato de abacate, como mencionado nos ensaios in vitro
(MAISTRELLO; VACCARI; SASANELLI, 2010; SALGADO; CAMPOS, 2003a).

4.3 ENSAIO 2 EM CASA DE VEGETACAO

A partir dos dados resultantes do ensaio 1, a dose de 1,0 g cova?l do
hidrogel contendo o extrato de abacate, incorporado nas covas dos tomateiros, foi a
que apresentou a maior reducdo de M. incognita, em comparacdo com as demais
doses testadas, sendo portanto, a escolhida para a realizacao do ensaio 2.

Com relacdo a variavel teor de clorofila (indice SPAD), apenas as
variedades de tomateiro mostraram-se significativas (p<0,05), ndo havendo
influéncia das diferentes concentracdes do extrato contido no hidrogel. Neste caso,
semelhante aos resultados encontrados no ensaio 1, a variedade suscetivel
apresentou média inferior a da resistente, sendo, respectivamente, 39,60 e 42,62
cm? de teor de clorofila.

Em relacdo a varidvel volume total de raiz, nenhum dos fatores se
mostraram significativos (p>0,05).

Para as variaveis numero de galhas e de massas de ovos, houve interacao
significativa entre os fatores (p<0,05), onde com o aumento das concentracfes do
extrato de abacate contidas no hidrogel, e incorporadas nas covas dos tomateiros
suscetiveis ao nematoide, h4 um decréscimo linear destas varidveis, sendo a
concentracdo de 8.000 mg L' a mais eficiente nesta reducdo. Com relacéo as raizes
de tomateiro resistente ndo houve diferenca estatistica entre os tratamentos
utilizados no estudo, portanto, indiferente da concentracdo utilizada para esta

variedade, as variaveis mencionadas néo sdo afetadas (Figuras 4A e 4B).
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Figura 4 - Efeito das diferentes concentracfes do extrato de abacate de coloracdo vermelha (EV)
contido no hidrogel, usado na dose de 1,0 g coval, em tomateiros suscetivel (¢) (Santa
Cruz Kada) e resistente (o) (lvety) a Meloidogyne incognita. Varidveis analisadas: nimero
de galhas (NG) (A); nimero de massas de ovos (NMO) (B); niumero de ovos e juvenis de
segundo estadio (J2) no sistema radicular (SR) (C) e em 100 cm? de solo (D).

Para o nimero de galhas a reducdo dessa variavel verificada na maior
concentracdo do extrato, de 8.000 mg L-%, foi de 36,24% em relagdo a testemunha,
valor este mais elevado do que quando comparado a concentragédo de 1.000 mg L-!
do ensaio 1, que foi de 13,89%, ambos os casos verificados em tomateiros
suscetiveis na dose de 1,0 g cova™.

O mesmo fato pode ser relatado com o nimero de massas de ovos, o qual
foi reduzido em 34,75% quando utilizada a concentracédo de 8.000 mg L-%, e 15,45%
de reducdo em relacdo a testemunha na concentracdo de 1.000 mg L, ambos em
tomateiros suscetiveis ao nematoide.

Para a variavel numero de ovos e juvenis no sistema radicular, a interacao

entre os fatores se mostrou significativa (p<0,05), evidenciando uma reducéo linear
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desta variavel a medida que a concentracdo do extrato é elevada até 8.000 mg L,
sendo esta, a que proporcionou uma redugcédo em torno de 67% de ovos e juvenis em
tomateiros suscetiveis, em relacdo a testemunha. Para os tomateiros resistentes,
este comportamento néo foi verificado, por ndo haver interacao significativa entre as
concentracoes (Figura 4C).

Ao observar os nematoides encontrados no sistema radicular dos tomateiros
suscetiveis (Tabela 3), percebe-se que, mesmo apds um ciclo de vida ter se
completado, apenas cerca de metade da quantidade da populacdo inicial foi
quantificada, sendo em média 1.099,2 ovos e juvenis por sistema radicular. Este fato
pode ter ocorrido devido ao in6culo utilizado apresentar uma maior quantidade de
ovos em relacdo aos juvenis, o que, segundo Abrdo e Mazzafera (2001) ndo garante
0 processo de infec¢cdo. Além disso, mencionam o fato desses ovos poderem estar
em diferentes estadios de desenvolvimento, o que resultara em uma eclosédo

desuniforme.

Tabela 3 - Médias das variaveis nimero de galhas (NG), nimero de massas de ovos (NMO), e
namero de ovos e juvenis de segundo estadio (J2) no sistema radicular (SR) e em 100 cm?
de solo, sob a influéncia das duas variedades de tomateiros suscetivel (S) (Santa Cruz
Kada) e resistente (R) (lvety) a Melidogyne incognita, quando submetidas as diferentes
concentracdes do extrato da semente de abacate contida no hidrogel.

Concentracéo NG!? NMO? Ovos e J2—-SR! Ovos e J2-solo?
(mg L% S R S R S R S R
Testemunha 59,6 b 6,6 a 56,4b 58a 1.0992b 252a 1244b 416a

1.000 50,8 b 6,4a 48,6 b 54a 8440b 292a 1620b 396a
2.000 47,4 b 2,8a 456 b 22a 7824b 288a 1820b 418a
4.000 46,2 b 4,4 a 43,8 b 36a 5492b 296a 211,6b 386a
6.000 378Db 58a 36,4 b 56a 366,0b 256a 159,2b 430a
8.000 38,0b 2,6a 36,8 b 24a 3580b 242a 590b 32,4a

CV (%) 17,57 17,47 5,48 8,25

As médias seguidas pelas mesmas letras nas linhas, para cada variavel, ndo diferem estatisticamente entre si
pelo teste de Tukey (p<0,05).

valor médio obtido de cinco repeticdes de cada tratamento, para cada varidvel. O hidrogel contendo as
diferentes concentracdes do extrato de semente de abacate foi utilizado na dose de 1,0 g cova™™.

S: variedade suscetivel; R: variedade resistente.

Além do mais, com 0 aumento da concentracao do extrato de abacate, o
qual pode ser considerado como uma solugéo repelente (MAISTRELLO; VACCARI,
SASANELLI, 2010), houve uma diminuicdo da capacidade de parasitismo de M.

incognita, o que pode ser explicado em funcdo da duragcdo do tempo em que o
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juvenil levou para encontrar o seu hospedeiro. Com isso, ha a necessidade de uma
intensa atividade muscular e, consequentemente, um maior gasto do teor de lipidios,
0s quais sao considerados a principal fonte energética do juvenil infectante (ROCHA
et al., 2008).

Em trabalhos realizados por Campos, Campos e Pozza (2006), avaliando a
patogenicidade de M. javanica, apOs diferentes periodos de incubacdo em agua,
verificaram que o teor de lipidios corporal decresceu de forma exponencial a medida
gue o tempo de incubacdo era aumentado, tendo perdas de 38,82% e 56,12% de
lipidios aos dois e quatro dias de incubacdo, respectivamente. Observaram ainda
que no 12° dia ocorreu uma perda de 88,65%, porém o nematoide ainda se
locomovia, concluindo, portanto, que a capacidade do juvenil em infectar seu
hospedeiro é reduzida com o gasto da reserva lipidica corporal, entretanto, a sua
locomocéo é mantida mesmo quando grande quantidade desta reserva é perdida.

Em relacédo a varidvel nimero de ovos e juvenis no solo, este apresentou
comportamento semelhante com o verificado no ensaio 1, por proporcionar um
aumento da quantidade de nematoides a medida que a concentracdo se eleva,
sendo a concentracdo de 4.000 mg L, a que apresenta o0 maior nimero de ovos e
juvenis. A partir desta, a populacdo final de M. incognita decresce até chegar na
maxima concentracdo (8.000 mg L) utilizada no estudo, na qual houve 52,57% de
reducado deste nematoide quando comparado a testemunha.

Isto pode ser explicado devido a influéncia dos minerais liberados da
semente de abacate sobre a populacdo de nematoides (DAIUTO et al.,, 2014;
SALGADO; CAMPOS, 2003b) ou de alguma substancia presente no extrato que
interfira nos exsudatos liberados pela planta hospedeira, aumentando desta forma, a
guantidade de nematoides na solucdo do solo, nas concentragdes iniciais utilizadas.

Morillo e Silva (2015) sugerem que a aplicacdo de extratos vegetais sobre
plantas de tomateiro pode promover modificacdes da constituicdo quimica dos
exsudatos, afetando desta forma, a recepgdo dos estimulos quimioreceptores dos
juvenis, 0 que compromete a sua penetracdo, e consequentemente, esgota suas
reservas de energia devido a continua movimentag&o no solo.

O posterior declinio dessa variavel provavelmente se da em funcdo da maior

liberacdo dos compostos que sdo toxicos aos nematoides, comprometendo o seu
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desenvolvimento e a sua reproducao (MAISTRELLO; VACCARI; SASANELLI, 2010;
SALGADO; CAMPOS, 2003a).

Avaliando-se as variedades de tomateiros (Tabela 3), para as variaveis
namero de galhas, de massas de ovos, de ovos e juvenis no sistema radicular e no
solo, pode-se observar diferengas estatisticas em todas as concentraces testadas,

sendo a resistente, em todos 0s casos, a que apresentou as menores meédias.
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5. CONCLUSOES

Nos ensaios in vitro, a concentracdo de 1.000 mg L* obtida a partir do
extrato de abacate de coloracdo vermelha mostra-se mais eficiente na reducao de
juvenis eclodidos de M. incognita. A motilidade e mortalidade dos juvenis ndo foram
influenciadas pelos extratos e suas concentragoes.

A dose de 1,0 g de hidrogel por cova, impregnado de extrato de semente de
abacate na concentracdo de 8.000 mg L™, foi a combinacdo mais eficiente no

controle de M incognita em tomateiro suscetivel.
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