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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito protetor do extrato aquoso (EA) de
Tagetes patula em tomateiro a Meloidogyne incognita. EA de flores, folhas e raizes
foram obtidos por infusdo na proporcao de 50 g de material vegetal desidratado em
1000 mL de agua destilada. O EA foi testado in vitro sobre ovos e juvenis de
segundo estadio (J2) de M. incognita sem diluicdo e diluido 1:1, 1:2, 1:3 e 1:4
(extrato:agua, v/v) e em plantas inoculadas de tomateiro cv. “Kada” cultivadas em
vasos, sem diluicdo e diluido 1:1. In vivo os EAs foram aplicados somente na parte
aérea, no solo ou em ambos, semanalmente até oito semanas, somente no
transplante (uma semana antes da inoculagdo), somente na inoculagcdo e uma
semana apos a inoculagédo. Os EAs de flores, folhas e raizes inibiram a ecloséo e a
motilidade, e causaram mortalidade de J2 in vitro. Maior efeito nematicida foi obtido
com extrato de raiz que promoveu a mortalidade de até 68% dos J2. Em plantas de
tomateiro ndo foram obtidos resultados expressivos com apenas uma aplicacdo de
EA, independente da época e forma de aplicacdo, tanto no desenvolvimento de
plantas como na formagdo de galhas e reprodugdo de M. incognita. Aplicagbes
semanais promoveram efeito positivo no desenvolvimento das plantas e negativo na
formacdo de galhas e na populagcdo do nematdide. Melhores resultados foram
obtidos pelo EA de flor, seguido de folhas e menores ou nenhum com EA de raiz. EA
de flor sem diluicédo inibiu em até 62,2% a formagao de galhas e 61,5 e 52,8% o
numero de J2 no solo e de ovos nas raizes, respectivamente. Aplicagdes no solo e
na parte aérea apresentaram resultados semelhantes. Estes resultados indicam o
potencial do EA de T. patula, sobretudo de flores, em proteger tomateiro a M.
incognita, e que, possivelmente, além de efeito nematicida e/ou nematostatico,
envolve o aumento da resisténcia das plantas ao nematéide.

Palavras-chave: Lycopersicon esculentum, nematdide de galhas, resisténcia
induzida, cravo-de-defunto.



ABSTRACT

The aim of this work was evaluate the potential of the aqueous extract (EA) of
Tagetes patula against Meloidogyne incognita in tomato plants. EA of flowers, leaves
and roots were obtained by infusion in the proportion of 50 g of vegetable dehydrated
material in 1000 mL of distilled water. EA was tested in vitro on eggs and second-
stage juveniles (J2) of M. incognita without dilution and diluted 1:1, 1:2, 1:3 and 1:4
(extract:water, v/v) and in plants of tomato cv. "Kada" cultivated in pots, without
dilution and diluted 1:1. For in vivo assays, EA were sprayed in the leaves, soil or
both, and weekly for eight weeks, just in the transplanting (one week before
inoculation with pathogen), and together or one week after inoculation. EA of flowers,
leaves and roots inhibited the hatching, the mobility, and caused mortality of J2 in
vitro. Greater effect nematicide was obtained with roots extract that promoted the
mortality of up to 68% of J2. In tomato plants were not obtained satisfactory results
with just an application of EA, independent of the time and application forms, so
much in the development of plants as in the galling and M. incognita reproduction.
Weekly applications promoted increase in the plants development and inhibited the
galling and the nematode population. Greater results were obtained by flower EA,
following by leaves and smaller or non results with root EA. EA of flower without
dilution inhibited in up to 62.2% the galling and 61.5 and 52.8% the number of J2 in
the soil and eggs in the roots, respectively. Applications in the soil and in the aerial
part presented similar results. These results indicate the potential of T. patula EA,
maily of flowers, in tomato plants protection to M. incognita, and that, possibly,
besides of nematicide or nematostatic effect, involves the enhances resistance of the
plants to nematode.

Key-words: Lycopersicon esculentum, root-knot nematodes, induced resistance,
Marigold.



1 INTRODUGAO

O tomateiro é uma importante hortalica, tanto em termos de quantidade
produzida quanto pelo valor econdmico, por ser uma das mais consumidas e
industrializadas. O Brasil se situa entre os maiores produtores mundiais e esta
cultura apresenta importante papel social e econémico.

Varios sdo os fatores que contribuem para a queda de produtividade em
tomateiro. Dentre estes se destaca o elevado numero de doencgas potencialmente
importantes. As galhas radiculares causadas por nematdides do género
Meloidogyne estdo entre as de maior expressao pois ocorrem em muitos dos
plantios de tomate, sendo-lhes atribuido danos consideraveis.

O controle destes nematdides €& tarefa dificil. O controle através de
nematicidas apresenta varios inconvenientes, pois esses produtos sao caros,
altamente téxicos, persistentes, tém amplo espectro de acdo e podem contaminar
aguas subterréneas, representando, dessa forma, um grande risco a outros
organismos e ao ambiente. O controle através da resisténcia genética é limitado pela
escassez de cultivares resistentes. Além disso, o uso de cultivares resistentes é
desaconselhavel em  muitos casos, em razdo da possibilidade de surgirem
populacdes capazes de parasitar tais plantas.

Em vista de todos esses problemas, métodos culturais e alternativos, como a
rotagdo de culturas e o emprego de plantas antagbnicas merecem destaque para o

controle de fitonematdides. Sdo consideradas plantas antagonistas aquelas que



afetam negativamente a populacdo de nematdides. Diversas plantas podem mostrar
propriedade antagénica. Dentre estas, as espécies de Tagetes (cravo-de-defunto)
estdo entre as mais estudadas, sendo eficientes para o controle de varios géneros
de nematodides. Tal controle tém sido realizado basicamente através do plantio de
Tagetes spp. em areas infestadas com nematdides e/ou incorporagcao dos seus
restos culturais ao solo.

Uma forma de controle de doencas de plantas que tem merecido muita
atencdo nos ultimos anos é a indugdo de resisténcia, na qual se busca ativar
mecanismos de defesa que se encontram latentes nas plantas, através da aplicagao
de um agente indutor. Extratos de plantas tém demonstrado grande potencial em
controlar fitopatdgenos por acao direta ou ativando mecanismos de defesa. Assim,
embora Tagetes spp. tenha reconhecido efeito antagdnico sobre nematdides, pouco
se conhece do potencial do extrato destas plantas em controlar nematoéides de galha
em tomateiro, quer por atividade direta sobre o nematdide ou ativando mecanismos
de defesa na planta.

Diante disso, este trabalho teve os seguintes objetivos: a) avaliar o efeito in
vitro do extrato aquoso de T. patula sobre ovos e juvenis de M. incognita; b) avaliar o
efeito protetor e/ou indutor de resisténcia desse extrato em plantas de tomateiro a M.
incognita, e c) verificar o acumulo de substancias nematicidas e/ou nematostaticas

nessas plantas tratadas.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 NEMATOIDES EM TOMATEIRO

Os nematdides sdo organismos aquaticos que vivem nas aguas marinhas,
aguas doces e pelicula de agua no solo. A maioria é de vida livre, porém, alguns sé&o
parasitos de plantas (fitoparasitos, fitopatogénicos ou fitonematdides), principalmente
de seus orgaos subterraneos (raizes, rizomas, tubérculos, bulbo e fruto hipégeo)
(FERRAZ & MONTEIRO, 1995).

As perdas na producao devido ao ataque de nematdides as culturas vao
desde danos leves a severos. Em termos mundiais, estima-se que as perdas anuais
causadas por estes organismos em todas as culturas alcancem em torno de 100
bilhdes de dolares (FREITAS et al., 2001).

A cultura do tomateiro, além de estar sujeita a varias doengas que podem
limitar a sua produgédo (KUROZAWA & PAVAN, 2005), é hospedeira de dezenas de
espécies de nematoides. S6 no Brasil existem 43 espécies de fitonematdides em 21
géneros associados a cultura do tomateiro. Dos nematoides que atacam o tomate no
Brasil, dois grupos apresentam sintomas tipicos, que sdo as espécies do género
Meloidogyne e Pratylenchus, que provocam galhas e lesGes nas raizes,
respectivamente. Os demais géneros de fitonematdides nao apresentam
sintomatologia distinta, caracterizando-se apenas pela reducdo radicular e do

crescimento das plantas (CAMPQOS, 2000).



2.1.1 Nematoéide de Galhas (Meloidogyne spp.)

Os nematdides do género Meloidogyne (conhecidos como nematdides de
galha por causarem engrossamentos das raizes) sdo tidos como os mais
importantes nematdides fitopatogénicos, pois tém uma distribuigdo geografica ampla,
apresentam uma enorme gama de hospedeiros e causam grandes danos as culturas
(FREITAS et al., 2001).

Embora varios géneros de nematdides possam infectar as raizes de
tomateiro, sdo as espécies do género Meloidogyne que tém provocado as maiores
perdas a tomaticultura no Brasil (LOPES & SANTOS, 1994).

As galhas radiculares causadas por nematdides ocorrem na maioria dos
plantios intensivos de tomate e em areas cultivadas com hortalicas em geral. No
Brasil sua incidéncia é generalizada. Tém sido constatadas no Brasil seis espécies
de Meloidogyne em tomateiros: M. incognita, M. javanica, M. arenaria, M. hapla, M.
thamesi e M. exigua. Entretanto, apenas as quatro primeiras tém boa distribuigao
mundial, sendo que no Brasil ha predominancia de M. incognita e M. javanica

(CAMPOS, 2000).

2.1.1.1 Meloidogyne incognita (Kofoid & White) Chitwood

M. incognita € uma das espécies de ocorréncia mais freqlente deste género
no mundo (FREITAS et al., 2001). Além de estar muito disseminada, esta espécie é
economicamente importante para muitas culturas (PLOEG, 2002). Campos (2000),
cita que M. incognita, juntamente com M. javanica, tém grande distribuicdo no Brasil,
ocorrendo em 97% dos hospedeiros parasitados por Meloidogyne spp., entre os

quais incluem-se plantas daninhas, esséncias florestais, fruteiras, culturas anuais e



perenes, hortalicas em geral, incluindo o tomateiro, e plantas ornamentais. Em
levantamento realizado por Roese et al. (2001) no Oeste do Parana na cultura da
soja, de 126 propriedades amostradas, M. incognita estava presente em 27% das
mesmas, sendo a espécie mais freqliente. Embora para a cultura do tomate ndo haja
um levantamento semelhante nesta regido, informacgdes obtidas junto ao Laboratério
de Nematologia da UNIOESTE indicam similaridade para esta cultura

(STANGARLIN et al., 2005).

2.2 CONTROLE DE NEMATOIDES

O controle de fitonematodides € uma tarefa dificil. Geralmente o produtor
precisa conviver com o patégeno através do manejo dos niveis populacionais no
solo. Métodos de controle contra nematdides tém eficiéncia relativa por que estes
possuem tegumento pouco permeavel, que lhes confere grande resisténcia a
agentes fisicos e quimicos (ALCANFOR et al., 2001). Os métodos mais usados para
controle de fitonematoides tém sido o uso de nematicidas, variedades resistentes e
rotagao de culturas (FERRAZ & FREITAS, 2005).

Os nematicidas, além de apresentarem um custo extremamente alto, podem
ocasionar poluicdo ambiental, prejuizos a saude do aplicador e aos organismos do
solo (SILVA et al., 2002). Por essas razdes, os atuais nematicidas vém sofrendo
grandes restricbes de uso em muitos paises (FERRAZ & VALLE, 2001).

Cultivares produtivos que apresentam resisténcia contra nematdides
constituem importante método de controle em areas infestadas. Entretanto, estas
cultivares sao caras e de dificil obtencao, pois requerem muitos anos de pesquisa e

experimentos de campo. Além disso, sua recomendacdo pode ser restrita a



determinadas regides devido ao clima e solo (FREITAS et al.,, 2001). Assim, em
relacéo a utilizacdo de variedades resistentes, deve-se considerar que € de grande
importancia, porém, aliada a rotagcdo de culturas e outras formas de controle
(ANTONIO, 1992). Alguns hibridos e cultivares de tomate resistentes ou com certo
grau de resisténcia a uma ou mais espécies de Meloidogyne ja foram desenvolvidas
e sao cultivadas no Brasil (CAMPOS, 2000).

Da mesma forma, a rotacdo com culturas ndo hospedeiras representa um
dos métodos mais adequados para reduzir a populagao de fitonematdides no solo.
No entanto, é necessario identificar a espécie de nematdide e conhecer quais

plantas ou cultivares sdo hospedeiras (DUFOUR et al., 2005).

2.2.1 Controle Alternativo de Nematodides

Além da rotagao de culturas e do emprego de cultivares resistentes, outras
alternativas menos danosas ao ambiente vém sendo estudadas no controle de
fitonematodides. Uma delas é o controle biologico em que se utilizam inimigos
naturais dos nematdides, como fungos parasitos e bactérias do género Pasteuria.
Porém, embora bastante estudado, esses agentes ainda ndo apresentam eficiéncia
em aplicagdes extensivas (COSTA et al., 2001).

Alguns métodos fisicos, como a solarizagao, tém sido utilizados, porém,
além de limitagbes de emprego, apresentam resultados variaveis (BETTIOL &
GHINI, 2003).

A incorporagdo de matéria organica ao solo pode reduzir populagbes de
fitonematoides direta e indiretamente. De forma indireta por melhorar a estrutura do

solo, suprir nutrientes as plantas e fornecer substrato para agentes de controle



biolégico e direta pela liberagdo de substancias toxicas a nematdides através da
decomposigao da matéria organica presente no solo (AKHTAR & MALIK, 2000).

Algumas espécies vegetais, como as brassicas, tém grande efeito sobre
nematoides por liberarem substancias nematicidas ao solo durante a sua
decomposigdo, tais como isotiocianatos e seus derivados (ZASADA & FERRIS,
2004). Outras espécies podem exercer efeito devido a presengca de compostos
nematicidas (que inibem a motilidade) e/ou nematostaticos (que causam a morte de
nematoides) em seus tecidos (AKHTAR & MAHMOOD, 1996).

Muitos trabalhos relatam a presenca de compostos nematicidas e/ou
nematostaticos de numerosas plantas em exudatos radiculares (CASWELL et al.,
1991; ROCHA et al., 2005b), extratos (SHAUKAT & SIDDIQUI, 2001; BITENCOURT,
1999) e dOleos essenciais (PEREZ et al., 2003; OKA et al., 2000).

Atualmente, compostos com propriedades nematicidas obtidos de
microrganismos ou plantas tém sido purificados (CUNHA et al., 2003; AMARAL et
al., 2003). Também, novos produtos vém sendo desenvolvidos.

Alcanfor et al. (2001) avaliaram os produtos Nemanat 1 e Nemanat 2, a base
de mistura de O6leos essenciais de Lippia sidoides Cham., Mentha arvensis L.,
Ocimum gratissimum L. e Azadirachta indica, no controle de juvenis de segundo
estadio de Meloidogyne incognita, in vitro. Ambos os produtos apresentaram efeito
nematicida, promovendo 98 % de mortalidade de juvenis a partir das concentragbes
de 2,5 mL L™ para Nemanat 1 e 7,5 mL L" para Nemanat 2.

Giannakou et al. (2004) investigaram a eficacia de um novo bio-nematicida a
base de Bacillus firmus e extratos de plantas no controle de Meloidogyne spp. em

ensaios de campo e laboratério. Os resultados mostraram que o bio-nematicida



promoveu controle do nematdide semelhante e até mesmo superior em alguns

parametros, quando comparado aos nematicidas tradicionais.

2.2.2 Emprego de Plantas Antagonistas

Plantas antagonistas sdo aquelas que afetam negativamente a populagao de
fitonematdides, como plantas-armadilhas (o nematdide penetra, mas ndo completa o
seu desenvolvimento), hospedeiros ruins (ha penetragdo, mas poucos nematodides
se desenvolvem), ou plantas que contém compostos nematicidas ou nematostaticos
em seus tecidos (FREITAS et al., 2001). Assim, a rotagcdo de culturas com plantas
com efeito antagbnico a determinadas espécies de nematdides constitui um dos
métodos mais promissores de controle de tais organismos (CUNHA et al., 2003;
MAUCH & FERRAZ, 1996).

Dentre as plantas que podem ser utilizadas como alternativa de rotagdo de
culturas, e que néo reproduzem pelo menos o nematdide de galhas (Meloidogyne
spp.), pode-se citar as do género Mucuna, Crotalaria, Tagetes, algumas gramineas
da familia Poaceae (FERRAZ & VALLE, 2001; DIAS-ARIEIRA et al., 2003) e plantas
do género Chenopodium (familia Chenopodiaceae) (QUARLES, 1992). Estas plantas
podem produzir metabdlitos com propriedades nematicidas, apés a penetracdo de
fitonematoides, ou podem té-los constitutivamente (CUNHA et al., 2003). O extrato
ou oleo essencial de algumas destas plantas podem apresentar elevado efeito
nematicida e/ou nematostatico in vitro sobre Meloidogyne sp. (JOURAND et al.,
2004; OKA, 2001; SHAUKAT & SIDDIQUI, 2001).

Assim, muitos trabalhos tém sido direcionados para o cultivo de plantas

antagbnicas e/ou incorporagdo de extratos ou partes destas plantas em solos



infestados por nematdides, com expressivos resultados no controle destes
organismos (MAUCH & FERRAZ, 1996; BEGUM et al., 2003; KHAN et al., 2001;
SHAUKAT et al., 2002; WANG et al., 1998).

A incorporacgéo de restos culturais ou partes de plantas no solo vém sendo
muito estudada como medida suplementar de controle a fitonematéides, embora

nem sempre seja praticavel (GIANNAKOU et al., 2004).

2.2.2.1 Tagetes spp.

O género Tagetes, familia Asteraceae, contém mais de 50 espécies das
quais somente seis anuais e trés perenes sao atualmente cultivadas. Tagetes erecta
L., T. patula L., T. lunata Ort. e T. tenuifolia Cav. sdo as quatro espécies anuais mais
cultivadas como ornamentais em todo mundo. Estas espécies ja eram cultivadas no
México a mais de dois milénios (FERRAZ & FREITAS 2005).

Plantas de Tagetes possuem compostos terpendides, flavondides, alcalbides
e carotendides entre outros. Além de ornamental, apresenta propriedades
nematicida, inseticida, bactericida, fungicida, sendo também utilizada como planta
medicinal e como corantes de alimentos (VASUDEVAN et al.,, 1997; ZAVALETA-
MEJIA, 1999).

As espécies de Tagetes sdo conhecidas popularmente por varios nomes,
destacando-se o “cravo-de-defunto”. Algumas espécies, como T. minuta, crescem
espontaneamente em lavouras agricola anuais e perenes, onde é considerada
planta daninha (LORENZI & MATOS, 2002). A sua parte aérea € muito empregada
na medicina caseira, apresentando varias propriedades medicinais, inclusive para

repelir vermes intestinais (KORBES, 2002).
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Entre as espécies com efeito antagbnico a nematdides, as do género
Tagetes estao entre as mais estudadas, sendo particularmente eficientes no controle
de Pratylenchus spp. e Meloidogyne spp., embora sejam também eficientes no
controle de outros nematdides (FERRAZ & VALLE, 2001). Apesar disso, algumas
variedades de cravo-de-defunto podem se comportar como hospedeiras de M.
incognita (PLOEG & MARIS, 1999). Freitas et al. (2001) citam que muitas outras
espécies de fitonematdides podem nao ser afetadas por esta planta.

A acao supressiva de Tagetes spp. sobre fitonematdides € atribuida a
presengca dos compostos nematicidas ‘a-terthienyl’ e derivados desses compostos
nas raizes dessas plantas (FERRAZ & VALLE, 2001). No entanto, compostos com
atividade nematicida podem ser encontrados em outras partes da planta (JACOBS et
al., 1995) e seu conteudo alterar com o desenvolvimento da mesma (ARROO et al.,
1995). Assim, varios trabalhos com Tagetes tém sido direcionados para estudos in
vitro ou cultivo e/ou incorporacao ao solo desta planta para o controle de nematéides
(PLOEG, 2000; REYNOLDS et al., 2000).

Siddiqui & Alam (1998) obtiveram reducédo na populagdo de M. incognita,
Rotylenchulus reniformes e Tylenchorhynchus brassicae quando T. tenuifolia foi
cultivada em consoércio com culturas comerciais, entre elas o tomateiro, sendo o
efeito atribuido principalmente a presenca de compostos nematicidas em exudatos
radiculares.

Ploeg (1999) obteve redugado na formagao de galhas e no numero de juvenis
de M. incognita, M. javanica, M. arenaria e M. hapla em tomateiro produzido em area

cultivada anteriormente com T. patula, T. erecta, T. signata e um hibrido de Tagetes.
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No trabalho desenvolvido por El-Hamawi et al. (2004), T. patula e T. erecta,
quando cultivadas em consoércio com soja, promoveram redu¢gdo no numero de
nematoides e aumento no desenvolvimento das plantas de soja.

Embora existam varios estudos de Tagetes spp. para controle de
nematoides, o emprego de extratos tem se limitado basicamente a estudos in vitro.
Sé&o poucas as informagbes da eficacia de extratos de Tagetes para o controle de
fitonematoides em aplicagbes apds a implantagéo da cultura.

Scramin et al. (1987) avaliaram in vitro, o efeito de trés extratos de 14
espécies vegetais sobre juvenis de M. incognita e verificaram que o extrato hexanico
de folhas de T. minuta, seguido pelo extrato cloroférmico de caule de T. patula,
foram os que apresentaram maior efeito nematicida ou nematostatico.

Bitencourt (1999) avaliou o efeito in vitro do extrato aquoso de 15 espécies
vegetais sobre ovos de M. javanica. Os melhores resultados foram obtidos pelo
extrato de Datura sp., Datura stramonium e Tagetes erecta.

Extratos hidro-alcodlicos obtidos de raizes, hastes, folhas e flores de
Tagetes filifolia promoveram efeito inibitério sobre a ecloséo de ovos de M. incognita,

com maior efeito para o extrato de raizes (LOAIZA et al., 1996).

2.2.2.1.1 Tagetes patula L.

T. patula (“French Marigold”, na lingua inglesa) € uma planta anual, nativa na
América do Norte (GILMAN, 2005). Embora Tagetes patula, T. erecta e T. minuta
sejam as trés espécies mais utilizadas nas pesquisas de controle de nematoides, T.

patula geralmente se mostra mais eficiente (FREITAS e FERRAZ, 2005).



12

Ploeg (2002) avaliou a producao de culturas de tomate e melao em areas
infestadas com M. incognita cultivadas anteriormente com T. patula e obteve
acréscimo na producdo de 50 e 95% para tomate e meldo, respectivamente, em
comparacgao com a area mantida em pousio.

Caswell et al. (1991) verificaram que exudatos radiculares de T. patula
reduziram a populagdo do nematdide Rotylenchulus reniformes no solo. Além disso,
quando compostos organicos hidrofébicos foram removidos dos exudatos, este
manteve o efeito, indicando que tais compostos nao foram responsaveis pelo efeito

sobre o nematoide.

2.2.3 Indugao de Resisténcia

As plantas possuem diferentes mecanismos estruturais e bioquimicos que
podem contribuir para a resisténcia das mesmas contra fitopatégenos. A
possibilidade de ativagdo dos genes responsaveis por esses mecanismos de
resisténcia abriu as portas para estudos envolvendo o fenbmeno de inducdo de
resisténcia em plantas (PASCHOLATI & LEITE, 1995).

A indugcao de resisténcia, também conhecida como resisténcia induzida,
inducao de protecdo, protecdo induzida ou imunidade adquirida, envolve a ativacao
de mecanismos de defesa latentes existentes nas plantas em resposta ao
tratamento com agentes bidticos ou abidticos (ROMEIRO, 1999). Moléculas de
origem bidtica ou abidtica capazes de ativar/induzir qualquer resposta de defesa nas
plantas, sdo chamadas de elicitores (SMITH, 1996).

Plantas medicinais possuem compostos secundarios (compostos nao vitais

as plantas, mas com fungdo de protegéo contra pragas e doengas e atragdo de
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polinizadores) que tanto podem ter agdo contra microrganismos (agao
antimicrobiana direta), como elicitora, ativando mecanismos de defesa nas plantas
(acdo antimicrobiana indireta) (STANGARLIN et al., 1999; SCHWAN-ESTRADA,
2003).

Contudo, a grande maioria dos trabalhos de indugdo de resisténcia esta
relacionada apenas as doencgas foliares. Pouca atencdo tem sido direcionada a
possibilidade de inducdo de resisténcia no sistema radicular. Embora varios
pesquisadores relatem o amplo espectro de agdo da resisténcia induzida, séo
escassos os relatos em literatura que comprovem a eficacia de indutores no manejo
de fitonematodides (SILVA, 2003). Alguns trabalhos tém comprovado a possibilidade
do uso de indutores contra nematoéides em diferentes patossistemas.

Silva et al. (2004) avaliaram o efeito do indutor de resisténcia acibenzolar-S-
metil (ASM) no patossistema Meloidogyne incognita x tomateiro. O ASM quando
aplicado através de pulverizagédo ou irrigagdo, promoveu redugdes significativas no
numero de galhas, massas de ovos e ovos/g de raiz em relagdo a testemunha
cultivar Santa Clara. Em relacdo ao modo e época de aplicagao, foi observado que
quando aplicado previamente a inoculagdo, o ASM promoveu redugdes significativas
no numero de galhas e massas de ovos. No entanto, quando aplicado 14 dias apos
a inoculagéo o tratamento com ASM nao diferiu significativamente da testemunha.

Quanto ao emprego de rizobactérias que induzem resisténcia a patogenos
de filoplano, Freitas et al. (1998) relatam a auséncia de indugéo de resisténcia a M.
javanica e M. incognita em plantulas de tomateiro tratadas com esses organismos.

Se a atividade de produtos indutores de resisténcia ainda é pouco

conhecida, menos se sabe da atividade de extratos de plantas na indug&o contra
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nematoides. Neste caso, sdo praticamente inexistentes informagdes relativas aos
mecanismos envolvidos.

Bosenbecker et al. (2004) observaram redugdo significativa da populagéo
final e do fator de reproducdo do nematdide M. javanica em vasos contendo plantas
de batata (Solanum tuberosum) pulverizadas semanalmente com oleo essencial de
funcho (Foeniculum vulgare).

Lopes et al. (2004) também observaram reducédo do numero de galhas de M.
incognita em raizes de plantas de tomateiro que tiveram a parte aérea pulverizada
com extratos aquosos de folhas e sementes de mucuna preta (Mucuna pruriens var.
utilis) e de folhas de manjericao (Ocimum basilicum).

Nestes trabalhos, como as raizes e os nematdéides nédo receberam os
tratamentos, pois estes foram realizados apenas na parte aérea, estes resultados
indicam uma possivel ativagao de mecanismos de defesa da planta.

Ferraz & Freitas (2005) citam que mergulhar raizes de mudas em extratos de
plantas antagonistas € um método relativamente novo de induzir resisténcia a
nematoides, ou de algum modo, protegé-las destes importantes patégenos. Bom
controle de M. incognita em tomate e pimentédo foi conseguido ao se mergulhar as
raizes destas plantas em extratos de Azadirachta indica, Ricinnus communis, Eruca
sativa, Brassica juncea, Melia azedarach ou Calotropis procera.

Quanto aos mecanismos envolvidos nas respostas de defesa de plantas a
nematoides sdo poucas as informagdes existentes. Siddiqui & Shaukat (2004)
relatam indugdo de resisténcia sistémica em tomateiro a M. javanica por bactérias
fluorescentes do género Pseudomonas que, no entanto, mostrou-se independente
do acumulo de acido salicilico (um dos sinais bioquimicos para a indugéo de

resisténcia em plantas a patdégenos) em raizes. Alguns estudos indicam que
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respostas de defesa possivelmente envolvam produgdo prévia de barreiras
bioquimicas ao invés de barreiras estruturais ou nutricionais. Fitoalexinas e outros
compostos tém sido associados a resisténcia de plantas a nematdides (BALDRIDGE
et al., 1998).

Desta forma, a utilizagdo de extratos vegetais para controle de nematdides
necessita ser mais estudada e melhor compreendida, de maneira que possa

representar uma importante alternativa no manejo destes organismos nas culturas.
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3 MATERIAL E METODOS

Os testes in vitro e andlises foram realizadas no Laboratério de Nematologia
da UNIOESTE - Universidade Estadual do Oeste do Parana, campus de Marechal
Candido Rondon. Ensaios in vivo foram conduzidos em casa de vegetagao
localizada na area de cultivo protegido do Nucleo de Estagbes Experimentais da

mesma institui¢do.

3.1 CULTIVO DE TOMATE E T. patula

Plantas de tomate (Lycopersicon esculentum Mill.) cultivar Kada foram
semeadas em bandejas de isopor de 200 células contendo substrato comercial
Plantmax HA® esterilizado por autoclavagem. Trinta dias apds a semeadura as
mudas foram transplantadas para vasos contendo 2 L de mistura solo:areia (2:1)
esterilizado por autoclavagem. Este procedimento foi adotado tanto para as plantas
doadoras de indculo quanto para aquelas usadas nos ensaios.

Para o cultivo de T. patula foram utilizadas sementes comerciais com a

identificacdo de “Tagete Sortida And”. Estas foram semeadas em vasos contendo
mistura de solo:areia na proporgao 2:1. Trinta dias apés a semeadura, as plantas
foram transplantadas para canteiros onde permaneceram até a colheita. Plantas de

T. patula utilizadas neste ensaio podem ser observadas na Figura 1.
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Figura 1. Plantas de T. patula utilizadas para o preparo dos extratos empregados
neste trabalho. Fonte: o autor.

3.2 COLHEITA, SECAGEM E PREPARO DO EXTRATO AQUOSO DE T. patula

As plantas de T. patula foram colhidas quando estavam em plena floragéo,
aproximadamente 80 dias apds a semeadura. Foram realizadas colheitas semanais
durante quatro semanas no més de margo de 2005. Isto foi realizado para obtengao
de material vegetal mais representativo da populagédo de plantas. Para as colheitas,
realizadas sempre no inicio da manh3, as plantas foram arrancadas com cuidado e o
sistema radicular foi lavado em agua corrente para eliminar o solo aderido. Na
sequéncia, foram destacadas e separadas as flores, folhas e raizes. Cada uma
destas partes foi cortada em pequenos fragmentos (1-2 cm), os quais foram
colocados em bandejas em camadas finas e mantidos em ambiente escuro e
ventilado a temperatura ambiente (26 °C + 3) (CORREA et al., 2004). A secagem foi
realizada durante o periodo de aproximadamente uma semana, com revolvimento
periédico para secagem homogénea (LORENZI & MATOS, 2002). Depois de secas,

as partes das plantas foram acondicionadas em sacos de papel onde foram
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mantidas ao abrigo de umidade até o preparo dos extratos para emprego nos
experimentos.

O material vegetal foi utilizado na forma de extrato aquoso obtido por infusao
através da adigdo de agua fervente sobre as partes do vegetal (TESKE & TRENTINI,
1997). Para obtengao do extrato, 50 g de cada parte da planta foram colocados em
béquer e em seguida foram adicionados 1000 mL de agua destilada fervente. O
béquer foi tampado com papel aluminio até esfriar (aproximadamente 15 minutos) e,
em seguida, o material foi filtrado em peneira de malha fina de nylon. Para obter
outras concentragdes o extrato foi diluido com agua destilada. Os extratos foram

utilizados nos ensaios logo apds o preparo.

3.3 OBTENCAO E MANUTENGCAO DO INOCULO DE M. incognita

A populagdo de M. incognita utilizada nos ensaios foi obtida de plantas
sintomaticas de tomateiro cultivadas no municipio de Quatro Pontes-PR. Para a
identificagdo de Meloidogyne incognita, utilizou-se a metodologia descrita por
Tihohod (1993) e Taylor & Sasser (1983), baseada na configuragcdo da regiao
perineal de fémeas maduras. Aliado a isso, a identificacdo desta espécie foi
confirmada pelo fendtipo apresentado para a isoenzima esterase (CARNEIRO &
ALMEIDA, 2001).

Amostras de raizes que continham infec¢do apenas com M. incognita foram
processadas separadamente para a obtencdo de ovos, de acordo com a
metodologia de extragdo de Boneti & Ferraz (1981). Para tanto, as raizes foram
lavadas e trituradas em liquidificador contendo solugdo de hipoclorito de sdédio a
0,5%, durante 15 seg em baixa rotagao. A suspenséao obtida foi passada em peneira

de 48 mesh, sendo recolhidos os ovos em peneira de 400 mesh e, em seguida,
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transferidos para um béquer, formando uma suspensdo em agua. A suspensao de
ovos foi inoculada em plantas de tomate, colocando-se 5000 ovos em dois orificios
opostos de 2,5 cm de profundidade abertos no solo, proximos a base da planta. A
contagem de ovos na suspensao foi com lamina de Peters. As plantas foram
irrigadas suavemente nas primeiras semanas da inoculagao para néo lavar os ovos
do solo (TIHOHOD, 1989). Apés 60 dias, amostras de raizes foram retiradas para se

identificar a espécie e confirmar a condigdo de populagao pura ou monoespecifica.

3.4 EFEITO DO EXTRATO AQUOSO DE T. patula NA ECLOSAO, MOTILIDADE E
MORTALIDADE DE JUVENIS DE SEGUNDO ESTADIO (J2) DE M. incognita

Para realizacdo do ensaio de eclosdo, os ovos de M. incognita obtidos de
tomateiro inoculado foram separados dos residuos de raizes e impurezas pela
técnica de Coolen & D’Herde (1972), baseada na flotagao centrifuga em solugéo de
sacarose com adi¢cao de caulim. Para producdo de juvenis foi utilizada uma camara
de eclosdo, formada por tela de nylon de 1 mm de abertura e papel absorvente,
fixados na abertura de um béquer com agua. A suspensdo de ovos foi colocada
sobre o papel, de forma que os juvenis de segundo estadio (J2) eclodidos pudessem
migrar para o fundo do béquer.

Os tratamentos foram extratos de folhas, flores e raizes de T. patula nas
diluigbes de 1:1, 1:2, 1:3, 1:4 (v/v) (extrato:agua) e sem diluicdo, além de duas
testemunhas: 12 mL de agua destilada esterilizada e 12 mL do nematicida
Carbofuran (50 mg i.a. L"). O experimento foi conduzido em delineamento

inteiramente casualizado com quatro repeti¢des.
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Para avaliar a eclosao, foram colocadas em uma placa de Petri estéril 12 mL
do extrato aquoso € 1 mL de suspensdo contendo aproximadamente 200 ovos de M.
incognita, sendo a mistura incubada por 15 dias a 25 °C. Apos este periodo foi
determinada a percentagem de J2 eclodidos (COSTA et al., 2001).

Para o teste de motilidade foram colocadas em uma placa de Petri estéril 12
mL do extrato aquoso € 1 mL de suspensdo contendo aproximadamente 200 J2 de
M. incognita. Apos 24 h foi avaliado o numero de J2 aparentemente inativos. A
seguir, os J2 foram transferidos para peneira de 400 mesh, substituindo-se o extrato
por agua de torneira. Os juvenis que permaneceram inativados apdés 24 h em agua
foram considerados mortos. Considerou-se inativos e/ou mortos os J2 de aspecto

retilineo ou levemente retorcidos (ROCHA et al., 2005a; SOUZA et al., 2005).

3.5 EFEITO PROTETOR DO EXTRATO AQUOSO DE T. patula EM TOMATEIRO A
M. incognita

Uma semana apds o transplante cada planta foi inoculada com 5000 ovos de
M. incognita. Constituiram tratamentos o extrato de folhas, flores e raizes sem
diluicdo e diluido 1:1. Os tratamentos controle foram plantas de tomate inoculadas e
nao tratadas, plantas inoculadas e tratadas com o nematicida Carbofuran, e plantas
nao submetidas a inoculacédo e tratamentos. O tratamento com nematicida foi
realizado no momento do transplante onde cada vaso recebeu 0,2 g i.a. de
Carbofuran diluidos em 30 mL de solugdo aquosa aplicada na cova de plantio. Os
demais tratamentos foram realizados através de pulverizagdo com pulverizador
manual na parte aérea, aplicagdo de 100 mL/vaso com regador no solo junto a

planta e aplicagao concomitante na parte aérea e no solo. Antes da pulverizagao da
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parte aérea, o solo das respectivas plantas foi coberto com papel toalha para evitar
contato direto dos extratos com os nematoéides (ALVES et al., 2004).

Além disto, foram adotados quatro épocas de aplicagdo: a) no momento do
transplante e semanalmente até oito semanas; b) somente no transplante (uma
semana antes da inoculagéo); c) somente na inoculagdo e d) uma semana apos a
inoculacao.

O ensaio foi conduzido em delineamento de blocos ao acaso com quatro

repeticdes (blocos), sendo cada parcela representada por uma planta.

3.5.1 Avaliagdo dos Resultados

Oito semanas apos a inoculagao das plantas de tomate com M. incognita foi
avaliada a altura das plantas e o peso de frutos produzidos por cada planta.

Além destas avaliagdes também foram coletados os seguintes materiais, em
sequéncia, para posterior analise em laboratério: a) 4 g de folhas do tergo superior
de cada planta que foram acondicionadas em frascos de filme fotografico e
congeladas para posteriormente serem utilizadas em ensaio sobre a eclosao,
motilidade e mortalidade de juvenis de M. incognita como indicativo de possivel
acumulo de substancias nematicidas e/ou nematostaticas na parte aérea das
plantas; b) parte aérea das plantas: foram cortadas com tesoura de poda junto ao
solo e acondicionadas em sacos de papel (capacidade de 5 L) para posterior
secagem e determinagdao do peso da matéria seca; c) sistema radicular de cada
planta: o solo com as raizes foi desprendido do vaso e colocado em balde plastico
(capacidade de 8 L) para com o destorroamento facilitar a extracdo do sistema

radicular sem perda de raizes, as quais foram acondicionadas em sacos plasticos e
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mantidas a 4 °C para posterior determinagao do peso fresco, do niumero de galhas e
de ovos e juvenis de M. incognita; d) uma amostra de solo de cada vaso: o solo
restante no balde, apds a retirada do sistema radicular, foi homogeneizado e uma
amostra de 100 cm?® foi acondicionada em saco plastico para posterior determinacao

do numero de ovos e juvenis.

3.5.2 Analises em Laboratério

3.5.2.1 Determinacdo do peso da mateéria seca da parte aérea

A parte aérea das plantas de tomate foi submetida a secagem em estufa a
60 °C até atingir peso constante (aproximadamente 4 dias). Apds este periodo os
materiais foram pesados em balanca analitica para a determinagao do peso da

matéria seca.

3.5.2.2 Matéria fresca, numero de galhas e numero de ovos do sistema

radicular

As raizes de cada planta foram lavadas em agua corrente, secas em papel
absorvente e pesadas em balanga analitica. Em seguida realizou-se a contagem do
numero de galhas, sendo apenas consideradas as galhas bem nitidas.

Apods a contagem de galhas, o sistema radicular foi triturado em liquidificador
com agua por 15 seg. em baixa rotagdo. Em seguida, a suspensao resultante foi
passada nas peneiras de 48 e 400 mesh e o material retido na peneira de 400 foi

recolhido em béquer. O contetudo do béquer foi transferido para um erlenmeyer e o
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volume ajustado para 1 L. O numero de ovos e J2 por sistema radicular foi

determinado com auxilio de ldmina de contagem de Peters.

3.5.2.3 Determinag&o do numero de ovos e J2 no solo

A extracao de ovos e J2 de M. incognita presentes nas amostras de solo foi
realizada pelo método de Jenkins (1964), baseado na flotagao centrifuga em solugao
de sacarose. A determinacdo do numero de ovos e J2 presentes na amostra foi

realizada com auxilio de lamina de contagem de Peters.

3.5.2.4 Determinacao do fator de reprodugéao

A partir dos dados do numero de ovos e juvenis presentes no solo € no
sistema radicular das plantas de tomateiro submetidas aos tratamentos com extrato
aquosos de T patula foi determinado o fator de reprodugdo (FR = Pf / Pi),
representado pela relacdo entre o nimero de ovos por sistema radicular somados
aos J2 encontrados no solo (Pf) e o numero de ovos utilizados no inoculo (Pi).

Os resultados obtidos foram analisados pelo programa ESTAT e as médias
comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. Os dados do fator de

reproducéo foram transformados em log(x+1) para analise.
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3.5.2.5 Efeito do extrato aquoso de folhas de tomateiro na eclosdo, motilidade e

mortalidade de J2 de M. incognita

Este ensaio foi realizado para verificar o possivel acimulo de substancias
nematicidas e/ou nematostaticas na parte aérea das plantas de tomate submetidas
aos tratamentos com extrato aquoso de T. patula. Para tanto, o extrato das plantas
de tomate foi obtido de maneira semelhante ao de T. patula. Foram obtidos, de cada
amostra, extratos aquosos a 10%. Para isso, foi utilizada a propor¢do de quatro
gramas de folhas congeladas de tomate em 40 mL de agua destilada. Devido ao
pouco volume de agua fervente a ser adicionada, o rapido resfriamento poderia
comprometer a extragao de compostos das folhas. Assim as folhas juntamente com
a agua foram colocadas em frascos de vidro que foram fechados e levados para
autoclave. Estes entdo foram submetidos ao aquecimento até 100 °C, quando a
autoclave foi desligada. Apds 15 min os extratos foram filtrados em peneira de nylon
de malha fina e logo apdés empregados nos ensaios de eclosdo, motilidade e
mortalidade de J2 de M. incognita. Devido ao grande numero de parcelas estes
ensaios também foram realizados em delineamento de blocos casualizados sendo
os resultados submetidos a andlise de variancia. Para tanto os dados foram

previamente transformados em arco seno \x +0,5.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 EFEITO DO EXTRATO AQUOSO DE T. patula NA ECLOSAO, MOTILIDADE E
MORTALIDADE DE JUVENIS DE SEGUNDO ESTADIO (J2) DE M. incognita

Os resultados do efeito in vitro do extrato aquoso de T. patula sobre ovos e
J2 de M. incognita sao apresentados na Figura 2. Quanto a eclosao, extratos de flor
e folha apresentaram comportamento semelhante. Em maiores concentragdes
inibiram a eclosdo em relacdo a testemunha agua, apresentando resultados
semelhantes ao nematicida. No entanto, este efeito foi menor com a diluicdo. O
extrato de raiz foi 0 que mais inibiu a eclosdo em todas as concentragcdes, sem
apresentar reducao significativa de efeito com a diluicdo. Tal inibicdo chegou a
78,4% em relagao a testemunha agua.

Loiza et al. (1996) avaliaram o efeito do extrato hidro-alcodlico de raizes,
hastes, flores e folhas de Tagetes filifolia na eclosdo de M. incognita e também
obtiveram maior efeito ovicida com extrato obtido de raizes. Os autores atribuiram tal
efeito a presenga do composto “a-terthienyl” que € também encontrado em T. patula.

Quanto a motilidade, os extratos de flor, folha e raiz apresentaram resultados
semelhantes, promovendo elevada inibigdo na motilidade de juvenis de segundo
estadio (J2), maior inclusive que o tratamento com nematicida. O extrato de flor,
embora em maiores concentracdes tenha apresentado inibicdo superior aos demais,

teve seu efeito diminuido significativamente em menores concentragoes.
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Figura 2. Efeito do extrato aquoso de flores, folhas e raizes de T. patula na eclosao,
motilidade e mortalidade de juvenis de segundo estadio (J2) de M. incognita. As
barras representam o erro padrdo da média.
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Maior efeito na mortalidade foi promovido pelo extrato de raiz, cujo resultado
foi de até 62,2% e 31,5% superior as testemunhas agua e nematicida,
respectivamente. Valores intermediarios foram obtidos com extrato de flores, e um
pouco menores pelo extrato de folhas. Todos os extratos tiveram a atividade
reduzida na maior diluicéo (1:4).

Estes resultados indicam o elevado efeito nematicida do extrato aquoso de
raizes de T. patula, enquanto que os extratos de flores e principalmente de folhas se
caracterizaram por efeito nematostatico, inibindo principalmente a motilidade,
embora também tenham apresentado efeito nematicida em menor grau.

O produto Carbofuran também apresentou efeito nematicida porém com
resultados inferiores ao extrato de raiz e semelhantes aos de flores e folhas de T.
patula em algumas concentragdes. Embora o nematicida Carbofuran tenha
apresentado valores intermediarios, possivelmente maiores efeitos seriam obtidos
em concentragdes superiores a 50 mg i.a./L. No entanto, em ensaios semelhantes,
foi obtido expressivo efeito nematicida nesta concentragdo com Aldicarb, com
mortalidade de até 100% de J2 de Meloidogyne (AMARAL et al., 2003; CUNHA et
al., 2003).

Costa et al. (2001) também avaliaram o efeito do extrato de folhas de T.
patula sobre ovos e J2 de M. incognita. O extrato aquoso apresentou maior efeito
nematicida do que o metandlico. Quando comparado ao nematicida Aldicarb, o
extrato aquoso também promoveu maior efeito nematostatico, porém com menor
efeito nematicida, sendo semelhantes aos resultados obtidos neste trabalho.

Jacobs et al. (1995) citam que embora compostos nematicidas em Tagetes
sejam mais abundantes em raizes, estes também podem ser encontrados em outras

partes da planta.
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4.2 EFEITO DO EXTRATO AQUOSO DE T. patula NO DESENVOLVIMENTO E
PRODUCAO DE PLANTAS DE TOMATEIRO INOCULADAS COM M. incognita

4.2.1 Altura de Plantas e Peso de Frutos

As plantas de tomateiro do experimento apresentaram altura média de 84,3
cm. A analise da variancia dos dados mostrou nao haver diferenga significativa entre
as médias dos tratamentos, que apresentaram coeficiente de variagao igual a 18,7%.

Quanto a frutificacdo, as plantas de tomateiro apresentaram apenas uma
penca de frutos, ainda em formagao. Assim, o peso de frutos representa apenas um
indicativo de producdo. Os resultados de peso de frutos produzidos sao
apresentados na Tabela 1.

Quanto aos extratos utilizados obteve-se maior incremento no peso de frutos
pela aplicagdo semanal, no solo, de extrato ndo diluido de flores. Os extratos de
folha e de flor diluido também promoveram incremento em relagcao ao extrato de raiz
que, por sua vez, apresentou os menores valores. Quando o extrato de flor puro foi
aplicado semanalmente na parte aérea também apresentou resultados superiores
aos demais. Poucas diferencas foram observadas entre os extratos em uma unica
aplicagdo, ou seja, nas épocas antes da inoculagdo, na inoculacdo e apds a
inoculagao.

Extratos de flores e folhas em alguns casos de aplicagdo Unica no solo,
apresentaram resultados semelhantes a aplicagdo semanal, porém foram resultados
isolados que nao permitem uma relagdo segura com as épocas de aplicagao,
embora aumentem a consisténcia dos resultados obtidos com a aplicagdo semanal.

Desta forma observa-se que melhores resultados de produgao foram obtidos
em aplicacbes semanais de extratos de folha e sobretudo de flor, que por sua vez

apresentou resultados semelhantes tanto para aplicacbes no solo como na parte
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aérea. No entanto, ndo houve efeito somatorio de aplicagées concomitantes no solo

€ na parte aérea.

Tabela 1. Efeito do tratamento com extrato aquoso de T. patula no peso de frutos de
tomateiro inoculados com M. incognita

Epocade Local de Extratos
li a icaca ;
aplicagao  aplicagao Flor Folha Raiz
Puro Diluido Puro Diluido Puro Diluido
Solo 425aA'  355aAB 358aAB 31,5aB 20,2 abC 18,5 abC
Semanal  Solo/Pa® 41,0 aA 30,7 abAB 36,0aAB 33,8aAB 22,0abBC 17,0 abC
Pa 30,7 abcA 25,5abcAB 18,3bcB 18,8bcB 18,0 abB 17,8 abB
Antes d Solo 29,0 abcA 21,7bcdB 18,2bcB 20,8bcB 19,5 abB 18,8 abB
ntes da
) . Solo/Pa 253 bcdA 24,5bcdA 18,5bcA 20,2bcA 18,5 abA 18,0 abA
inoculagao
Pa 21,7cdA  19,7bcdA 185bcA 17,2bcA 18,5 abA 16,5 abA
N Solo 23,2cdA  20,3bcdA  21,5bcA 20,5bcA 17,3 abA 20,5 abA
a
Solo/Pa 28,5abcA 19,7 bcdA 26,0 abcA 21,0bcA 20,5 abA 17,8 abA
inoculagao
Pa 23,8cdA 242bcdA 212bcA 16,8bcA 17,0 abA 19,0 abA
Ao Solo 22,3cdA 18,3bcdA 20,5bcA 16,0bcA 17,8 abA 19,5 abA
6s
) P Solo/Pa 222cdA 18,7bcdA 20,3bcA 16,8 bcA 20,5 abA 16,0 abA
inoculagao
Pa 21,5cdA  20,5bcdA 17,0bcA 21,5bcA 155 abA 17,2 abA
Carbofuran 23,8 bed bcd ab abc ab ab
(0,2 gi.a./vaso)
Inoculadas e ndo 14,7 d d c c b b
tratadas
Né&o inoculadas e nédo 26,3 bc abc ab ab a a
tratadas
cVv (%) 24,50

"Médias seguidas de mesma letra mintscula na coluna e maitscula na linha néo diferem entre si pelo

teste de Tukey a 5% de probabilidade;

2 PA: Parte aérea.

Considerando as testemunhas, verificou-se que a inoculacdo com M.

incognita sem tratamento reduziu significativamente o peso de frutos em relagdo as

plantas ndo inoculadas, porém tal reducdo ndo diferiu da maioria das plantas

tratadas, inclusive com nematicida. No entanto, o tratamento com nematicida ou

extratos apresentaram resultados semelhantes, e até mesmo superior no caso do
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extrato de flor puro aplicado semanalmente, ao de plantas nao inoculadas. Assim,
este incremento no peso de frutos, sobretudo pelo extrato de flor, ndo é funcao
apenas do efeito sobre o nematdide. Possivelmente haja fornecimento de nutrientes
ou, aliado a isso, algum efeito tdnico sobre a planta.

Este efeito € possivel uma vez que alguns produtos que apresentam extratos
vegetais em sua composigao tém sido comercializados como biofertilizantes.

Balbi-Pefia (2005) avaliando o efeito do extrato do rizoma de Curcuma longa
para controle de Alternaria solani em tomateiro obteve aumento na qualidade dos
frutos de tomateiro com aplicagdes do extrato de C. longa em relagdo ao tratamento
com fungicida, embora esses tratamentos proporcionassem o mesmo nivel de

controle.

4.2.2 Peso da Matéria Seca da Parte Aérea e Matéria Fresca de Raizes

Na Tabela 2 sao apresentados os resultados de matéria seca da parte aérea
e matéria fresca de raizes. Observa-se que para ambas as variaveis obteve-se
comportamento semelhante aquelas da producido, onde novamente destacam-se
maiores incrementos na aplicacdo semanal de extratos de flores, valores
intermediarios para folhas e, com praticamente nenhum incremento, o extrato de
raiz. Nestes casos porém néo houve incrementos com aplicagdes na parte aérea. Da
mesma forma estes resultados expressivos se concentram nos tratamentos

semanais.
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Para o peso de matéria seca de parte aérea e matéria fresca de raizes nao
houve diferenca estatistica entre as testemunhas, indicando que nas condicdes
impostas no trabalho, a inoculagdo com M. incognita ndo afetou significativamente
estes parametros. Apenas aplicacbes semanais no solo e solo/parte aérea de extrato
puro de flores promoveram incremento superior ao da testemunha que n&o recebeu
o nematoide.

Também o peso de matéria seca da parte aérea e matéria fresca de raizes
refletem o efeito do extrato ndo s6 sobre o0 nematdide mas também sobre a planta.

El-Hamawi et al. (2004) estudando o efeito da incorporacdo de restos
culturais de Ambrosia maritima no controle de M. incognita em plantas de soja,
também nao observaram incrementos no peso de raizes e parte aérea das plantas,
embora tenham observado reducdo no numero de galhas e a reprodugdo do
nematéide.

Pérez et al. (2003) avaliaram a incorporagao de partes de varias plantas da
familia Asteraceae na reprodugédo de Meloidogyne artiellia em grao de bico. Embora
tenha havido redugdo no fator de reprodugdo do nematdide, os autores nao
observaram diferengas significativas no peso de parte aérea e de raizes de gréo de
bico, nem com a testemunha nao inoculada com o nematoide.

Normalmente plantas com altas infesta¢cdes de Meloidogyne sp. apresentam
reducdo no sistema radicular, no desenvolvimento da parte aérea e na
produtividade. Porém estes danos podem variar com a reacdo da planta e com as

condi¢cées ambientais impostas (FERRAZ & MONTEIRO, 1995).
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4.3 EFEITO DO EXTRATO AQUOSO DE T. patula NA FORMAGCAO DE GALHAS E
REPRODUCAO DE M. incognita EM TOMATEIRO

4.3.1 Numero de Galhas nas Raizes

A maioria das plantas de tomateiro apresentaram numero abundante de
galhas, porém sua contagem foi facilitada pela formagéo de galhas individualizadas
(Figura 3C). O numero médio de galhas por sistema radicular no experimento foi de
419. Os resultados do numero de galhas por sistema radicular sao apresentados na
Tabela 3.

Tabela 3. Efeito do tratamento com extrato aquoso de T. patula no numero de
galhas por sistema radicular de tomateiro inoculado com M. incognita

Epocade Local de Extratos
aplicagdo aplicagao Flor Folha Raiz
Puro Diluido Puro Diluido Puro Diluido
Solo 156 bA' 317 bBC 291 bAB 276 bAB 448 bC 388 bC
Semanal  Solo/Pa® 182 bA 333 bAB 319bAB 340 bcB 431 bB 409 bB
Pa 259 bcA 417 bBC 285bAB 434 bcBC 471bC 355 bBC
Antes d Solo 401 cdA 421 DbA 437 bA 433 bcA 466 bA 431 bA
ntes da
] . Solo/Pa 434 cdA 414 bA 392 bA 434 bcA 420 bA 413 bA
inoculacao
Pa 369 cdA 384 bA 385 bA 423 bcA 408 bA 376 bA
N Solo 282 bcdA 460 bB 450 bB 446 bcAB  405bAB 447 bB
a
] Solo/Pa 299 bcdA 463 bA 438 bA 490 bcA 422 bA 425 bA
inoculagao
Pa 383cdA 416 bA 427 bA 446 bcA 412 bA 410 bA
Ao Solo 458 dA 438 bA 394 bA 451 bcA 397 bA 425 bA
6s
P Solo/Pa 437 dA 457 bA 390 bA 479 bcA 476 bA 397 bA
inoculagao
Pa 451 dA 440 bA 417 bA 450 bcA 390 bA 453 bA
Carbofuran 43 a a a a a a
(0,2 gi.a./vaso)
Inoculadas e ndo 413 d b b c b b
tratadas
Nao inoculadas e ndo 0
tratadas
cVv (%) 18,83

"Médias seguidas de mesma letra mindscula na coluna e maitiscula na linha néo diferem entre si pelo
teste de Tukey a 5% de probabilidade;
2 PA: Parte aérea.
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O menor numero de galhas ocorreu no tratamento com o nematicida
Carbofuran, que promoveu reducao de 89,6% em relacao a testemunha nao tratada.

Entre os extratos utilizados, a maior redugcdo na formacado de galhas foi
promovida pelo extrato de flor puro aplicado semanalmente e independente do local
de aplicagdo. Apresentaram numero de galhas semelhante ou um pouco maior os
extratos puro e diluido de folhas e o diluido de flores. Os extratos obtidos de raiz,
praticamente ndo reduziram o numero de galhas, apresentando resultados
semelhantes aos das plantas nao tratadas. Estas diferengas entre os extratos foram
observadas quase que unicamente quando utilizadas aplicagcbes semanais. A Figura
3A apresenta o sistema radicular de uma planta de tomateiro que recebeu
semanalmente no solo e na parte aérea o extrato aquoso puro de flores de T. patula
e o sistema radicular de planta inoculada que n&o recebeu tratamento (3B).

Para todos os extratos e dentro de cada época de aplicacdo nao houve
diferenga significativa entre os locais de aplicacdo. Desta forma, no caso do
tratamento de flor puro que promoveu maior redugdo no numero de galhas (até
62,2% em relagao a testemunha nao tratada) houve reducéo semelhante tanto em

aplicacdes no solo como na parte aérea ou concomitante solo/parte aérea.
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Figura 3. Formagédo de galhas em raizes de tomateiro. A) Plantas que receberam
semanalmente no solo e na parte aérea o extrato aquoso nao diluido de flores de T.
patula; B) plantas inoculadas e ndo tratadas; C) detalhe de galhas individualizadas
de B. Fonte: o autor.

4.3.2 Numero de Ovos nas Raizes e de Juvenis de Segundo Estadio (J2) no Solo

O numero de J2 no solo e de ovos de M. incognita nas raizes seguiu a
mesma tendéncia que o numero de galhas. Os resultados sdo apresentados na
Tabela 4.

Para ambas as variaveis, o maior efeito negativo sobre o nematoide foi
obtido pelo tratamento com nematicida. A redugcédo em relagdo a testemunha nao

tratada chegou a 88,4% para J2 e 94,4% para ovos.
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Novamente o extrato de flor puro quando aplicado semanalmente foi o que

apresentou menores valores de J2 no solo e ovos nas raizes, promovendo reducao

de até 65,4 e de 52,8% em relacdo a testemunha néo tratada, respectivamente.

4.3.3 Fator de Reproducéao

O resultados do fator de reproducao de M. incognita em plantas de tomateiro

submetidas ao tratamento com extratos aquosos de T. patula sdo apresentados na

Tabela 5.

Tabela 5. Fator de reproducao de M. incognita em plantas de tomateiro submetidas
ao tratamento com extrato aquoso de T. patula

Epocade Local de Extratos
aplicagdo aplicagao Flor Folha Raiz
Puro Diluido Puro Diluido Puro Diluido
Solo 7,1 bA' 8,5 bA 11,9 bB 12,1 bB 13,7 bB 15,4 bB
Semanal  Solo/Pa® 7,8 bA 10,8bcABC 9,9 bAB 12,5bcCD 14,1bCD 15,2bD
Pa 8,7 bA 12,9cdBC 10,5 bcAB 15,1 bcC 13,9bBC 13,5bBC
Antes d Solo 13,5 cA 15,3 dA 14,9 dA 14,9 bcA 18,0 bA 15,9 bA
ntes da
) Solo/Pa 16,5 cA 14,6 dA 13,8 cdA 16,0 bcA 16,5 bA 15,2 bA
inoculagcao
Pa 14,8 cA 14,2 dA 15,0 dA 15,2 bcA 14,9 bA 15,8 bA
N Solo 16,0 cA 15,2 dA 13,2cdA 14,3 bcA 16,4 bA 17,7 bA
a
) Solo/Pa 13,1 cA 16,3 dA 149cdA 17,0cA 16,7 bA 17,1 bA
inoculagcao
Pa 15,1 cA 16,4 dA 14,7 dA 15,9 bcA 15,7 bA 14,7 bA
An Solo 15,0 cA 17,2 dA 14,2cdA 17,3cA 14,8 bA 15,7 bA
6s
) P Solo/Pa 13,9 cA 16,5 dA 14,3 cdA 15,2 bcA 16,7 bA 15,8 bA
inoculagcao
Pa 16,5 cA 15,4 dA 13,9cdA 154 bcA 17,3 bA 15,6 bA
Carbofuran 0,8a a a a a a
(0,2 gi.a./vaso)
Inoculadas e ndo 149c d cd bc b b
tratadas
Nao inoculadas e ndo 0
tratadas
CV (%) 4,98

"Médias seguidas de mesma letra mintscula na coluna e maitscula na linha néo diferem entre si pelo
teste de Tukey a 5% de probabilidade;
% PA: Parte aérea.
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O unico tratamento a apresentar fator de reprodugdo menor que 1 foi o
nematicida, indicando que reduziu a populagdo do nematdide. Os extratos por sua
vez, promoveram redugdo na reproducédo de M. incognita em relagdo a testemunha
nao tratada apenas em aplicacbes semanais. Estes resultados indicam que apenas
uma aplicacdo de extrato aquoso de T. patula, independente da época, pode nao
apresentar efeito na protegdo do tomateiro ao nematdide. Nesse sentido maior
redugdo na reproducao de M. incognita foi promovida pelos extratos puro e diluido
de flores e puro de folhas. Embora extratos de raiz possam apresentar resultados
semelhantes aos extratos de folhas e flor diluido, estes nao diferiram de forma
significativa da testemunha nao tratada. Os resultados obtidos com a aplicagdo do
nematicida a campo foram mais expressivos do que os obtidos nos testes in vitro
sobre M. incognita. Possivelmente um dos fatores que mais contribuiu para isto foi a
recomendagdo da concentragdo de ingrediente ativo deste produto a campo ser
superior aos 50 mg L™ testados in vitro.

Por outro lado, quanto aos extratos, foram utilizadas no teste em plantas
basicamente as mesmas concentragdes testadas in vitro. Quando aplicados ao solo
sofreu uma natural diluicdo natural do produto. Isto explica os maiores efeitos in vitro
e menores efeitos in vivo sobre o nematéide.

Quando estes resultados de formagdo de galhas e reprodugdo de M.
incognita em tomateiro sdo comparados aos resultados in vitro, os comportamentos
dos extratos de folhas e flores de T. patula até podem ser pertinentes, mas nao os
de raizes, pois como dito compostos nematicidas como “a-Terthienyl” e derivados
estdo presentes nas raizes de T. patula e possivelmente também no extrato aquoso.
Esta baixa atividade in vivo do extrato aquoso pode ser explicada por Ferraz e Valle

(2001) que relatam que a agdo nematicida destes compostos é dependente de
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fotoativagdo com irradiagao na faixa do ultravioleta proximo. No solo, na auséncia de
luz, a fotoativagado néo ocorre, explicando por que estes compostos e seus analogos
sintéticos com excelente agdo nematicida in vitro foram ineficientes em controlar
nematdides nesse local de aplicacdo. Os mesmos autores complementam que a
atividade de “o-Terthienyl” in vivo ainda ndo foi elucidada, merecendo maiores
estudos.

Os resultados tanto da formacdo de galhas como da reprodugdo do
nematoide, indicam que o efeito dos extratos neste parédmetros ndo é devido
exclusivamente ao efeito nematicida e/ou nematostatico dos extratos mas que outros
mecanismos de protegcdo as plantas de tomateiro devem estar envolvidos. Este
indicativo é fortalecido pelo fato do extrato de raiz ndo ter correspondido in vivo ao
elevado efeito nematicida apresentado in vitro. Além disso, praticamente nao houve
diferenca do efeito dos extratos na reproducdo do nematdide entre os locais de
aplicacdo, tendo sido observado efeito principalmente dos extratos de folha e,
sobretudo, de flor puros, tanto em aplicagdo no solo como na parte aérea. Nesta
ultima sem haver contato direto com o nematdide.

Se o agente indutor tem efeito deletério sobre o patégeno e ndo ha
separacao espacial entre eles, fica dificil falar em inducédo de resisténcia utilizando
apenas este critério (ROMEIRO, 1999). No entanto, extratos vegetais, mesmo com
algum efeito direto sobre o patégeno apresentam potencial em induzir resisténcia em
plantas (BONALDO et al., 2004; FRANZENER et al., 2003).

Desta forma é possivel que o extrato aquoso de T. patula tenha ativado
mecanismos de defesa em raizes de tomateiro tanto através de aplicagbes na parte

aérea como no solo, uma vez que esta ativagao pode ser local ou sistémica.
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Silva et al. (2004) também observaram aumento na resisténcia de plantulas
de tomateiro a M. incognita com aplicagdes tanto por irrigacdo ou pulverizagdo do
ativador de plantas acibenzolar-S-metil. Resultados semelhantes foram obtidos com
esse produto em plantas de soja contra M. javanica e Heterodera glycines
(HOFFMANN & CARDOSO, 2005).

Inducdo de resisténcia em tomateiro a M. javanica a partir de bactérias

fluorescentes do género Pseudomonas é relatada por Siddiqui & Shaukat (2004)

4.3.4 Efeito de Extratos de Folhas de Plantas de Tomate Submetidas ao Tratamento
com Extrato Aquoso de T. patula na Eclosao, Motilidade e Mortalidade de J2
de M. incognita

A analise da variancia dos resultados do extrato aquoso de folhas de tomate
na eclosdo, motilidade e mortalidade de J2 de M. incognita mostrou n&o haver
diferenca significativa entre os tratamentos.

Para eclosdo os resultados variaram de 73,7 a 85,1 com média geral de
81,3%, com coeficiente de variagdo do experimento igual a 10,4%.

Para motilidade os resultados variaram de 6,2 a 16,2 com média geral de
11,2% de J2 imdveis, com coeficiente de variacao de 17,7%. Ja para mortalidade os
resultados variaram de 4,4 a 9,1 com média geral de 6,7% e coeficiente de variagao
de 7,8%.

No entanto, quando as médias de motilidade e mortalidade foram
comparadas pela analise de variancia pelo teste de F a 5% de probabilidade,
observou-se que houve diferenga significativa, onde a porcentagem de J2 imoveis foi
superior ao de mortos. Estes resultados indicam a possivel presenga, embora

pequena, de compostos com efeito nematostatico sobre J2 de M. incognita nas
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folhas das plantas de tomateiro utilizadas no experimento, porém tal atividade nao
foi em fungéo dos tratamentos com o extrato de T. patula.

Plantas de tomateiro, mesmo de cultivares suscetiveis, podem apresentar
compostos que afetam negativamente o nematdide de galhas. No entanto tais
compostos parecem estar mais presentes em raizes e exudatos radiculares (ROCHA
& CAMPQOS, 2004).

Pascholati & Leite (1995) citam que dependendo do indutor e da planta
utilizados, o efeito protetor pode durar desde poucos dias até algumas semanas ou
mesmo por todo periodo da vida da planta. Desta forma, € possivel que plantas
tratadas até duas semanas apos o transplante ndo apresentassem mais as
respostas promovidas pelo extrato de T. patula. O mesmo pode ter ocorrido, embora
menos provavel, em plantas tratadas semanalmente até uma semana antes da
coleta das amostras. Outra possibilidade, que pelos resultados obtidos parece a
mais provavel, € que houve apenas ativacdo de mecanismos de defesa a M.
incognita pelo extrato aquoso de T. patula no sistema radicular. Se no entanto houve
acumulo de substancias nematicidas nas folhas de tomateiro em fungdo dos
tratamentos, talvez estas foram instaveis ou nao extraidas nas condi¢des
empregadas.

O extrato aquoso de T. patula, sobretudo de flores, apresenta potencial para
controle de M. incognita em tomateiro, porém maiores estudos sao necessarios para

compreender os mecanismos envolvidos.
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5 CONCLUSOES

A partir dos resultados obtidos pode-se concluir que:

Os extratos aquosos de flores, folhas e raizes de T. patula obtidos, por
infusdo, apresentam efeito toxico in vitro sobre ovos e juvenis de segundo estadio de
M. incognita, se destacando o extrato de raizes.

Aplicagdes semanais do extrato aquoso de folhas e sobretudo de flores de T.
patula em plantas de tomateiro, tanto no solo como na parte aérea, reduzem a
formagéo de galhas e a reproducéo de M. incognita, além de promover efeito ténico
na planta levando a incrementos no desenvolvimento e na producéao, indicando que
além de efeito direto sobre o nematdide, o efeito protetor nas plantas pode envolver

a ativagdo de mecanismos de defesa da planta.
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