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semanalmente até aos 45 dias ap0s a inoculagédo, o tratamento adicional é representado pela
testemunha inoculada e n&o tratada. Marechal Céandido Rondon, outubro de 2014.*.............
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RESUMO

COLTRO-RONCATO, Sidiane. Dr. Universidade Estadual do Oeste do Parana, Agosto de
2015. Extrato de Crambe abyssinica e o constituinte alil isotiocianato no controle de
Meloidogyne incognita e Meloidogyne javanica em tomateiro. Orientador: José Renato
Stangarlin. Coorientador: Affonso Celso Gongalves Junior. Coorientador: Odair José Kuhn.

O objetivo deste trabalho foi estudar o efeito do extrato de folhas de Crambe abyssinica no
controle de Meloidogyne incognita e Meloidogyne javanica em tomateiro e, possivel atuacdo
do componente alil isotiocianato nesta interagdo. Foram conduzidos cinco experimentos. O
primeiro experimento foi realizado com ambas as espécies de Meloidogyne in vitro: folhas secas
de crambe (200 mg L) foram adicionadas nos solventes: agua para infusdo e trituragio,
acetona, agua-+alcool etilico, alcool metilico, hexano e cloroférmio. Apds a evaporacdo rotativa,
0s extratos aquosos foram analisados in vitro para atividade nematicida (ecloséo, mortalidade
e motilidade de juvenis de segundo estadio (J2)). Apos, 0s extratos com maior atividade foram
testados nas doses 200, 300, 400 e 500 mg L de folhas secas de crambe. Para quantificar o alil
isotiocianato nos extratos foi utilizada cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC). O
segundo e terceiro experimento foram com M. incognita e extrato hidroalcodlico a 250 mg L
foi utilizado e, cada experimento foi repetido duas vezes, sendo a segunda vez com as duas
melhores épocas da primeira. A primeira repeticdo do segundo experimento foi conduzido em
esquema fatorial (3x4+1) em casa de vegetacdo, com trés vias de aplicacdo do extrato: foliar;
solo; foliar+solo, em quatro épocas: antes da inoculacdo; na inoculagdo; apds a inoculagéo; e
semanalmente até 45 dias e um tratamento adicional (testemunha inoculada e ndo tratada). Na
segunda repeticdo, o esquema fatorial foi (3x2+1), trés vias de aplicagdo como citado
anteriormente, e duas épocas (apds a inoculacdo e semanalmente). O terceiro experimento
contempla os mesmos tratamentos, porém, nas vias de aplicacdo é adicionado a imersdo das
raizes de tomateiro. O quarto e quinto experimentos foram com M. javanica, com a mesma
metodologia descrita para os experimentos com M. incognita. Os resultados dos extratos
originados da solucdo hidroalcodlica, metandlica e por trituracdo apresentaram-se mais efetivos
na a¢do contra os nematoides, porém, o hidroalcodlico ocasionou maior mortalidade, com 93%
e 64% para M. incognita e M. javanica, respectivamente. O maior efeito foi na dose de 250 mg
L1, e somente os extratos obtidos por solugdo metandlica e o hidroalcodlica apresentaram alil
isotiocianato. Quando o extrato hidroalcodlico foi testado em casa de vegetacdo em plantas de
tomateiro, para M. incognita as aplicacbes via solo e semanalmente ndo diferiram
estatisticamente das aplicagdes via solo+folha para as varidveis analisadas. Quando foi
adicionada a imersdo do sistema radicular do tomateiro, aplicagfes semanais com as vias
raiz+solo e raiz+solo+folha se destacaram, e a populacdo do nematoide no solo foi reduzida em
75,55% e 71,95%, respectivamente, porém, o segundo experimento confirmou o controle
apenas para a aplicacdo via raiz+solo+folha. Para M. javanica, aplicagcdes do extrato via
solo+folha semanalmente ocasionaram reducdo de galhas totais em 46,15%. Quando
adicionada a imerséo do sistema radicular, a aplicacdo semanal via raiz+solo+folha reduziu
massa de ovos e galhas totais em 60,95% e 27,95%, respectivamente. Portanto, o extrato de
crambe tem potencial para compor 0 manejo integrado de M. javanica e M. incognita em
tomateiro.

Palavras-chave: Solanum lycopersicum L.. Nematoide de galhas. Controle alternativo.
Glicosinolato. Cromatografia.
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ABSTRACT

COLTRO-RONCATO, Sidiane. Dr. Universidade Estadual do Oeste do Parana, Agosto de
2015. Crambe abyssinica extract and allyl isothiocyanate constituent on control
Meloidogyne incognita and control Meloidogyne javanica in tomato plants. Orientador: José
Renato Stangarlin. Coorientador: Affonso Celso Gongalves Junior. Coorientador: Odair José
Kuhn.

The objective of this work was to study the effect of Crambe abyssinica leaf extract on
Meloidogyne incognita and Meloidogyne javanica control in tomato plants, and the possible
effect of allyl isothiocyanate component in this interaction. Five experiments were conducted.
The first experiment was carried out with both Meloidogyne species in vitro: dried leaves of
crambe (200 mg L) were added in the solvents: water for infusion and grinding, acetone, water
+ ethanol, methyl alcohol, hexane and chloroform. After the evaporation rotative, the aqueous
extracts were analyzed in vitro for nematicide activity (hatching, mortality and motility of
second stage juveniles (J2)). After the extracts with increased activity were tested at doses of
200, 300, 400 and 500 mg L™ of crambe dry leaves. To quantify the allyl isothiocyanate in the
extracts was used high performance liquid chromatography (HPLC). The second and third
experiment were with M. incognita and hydroalcoholic extract to 250 mg L was used, and
each experiment was repeated twice, being the second time with the two best times of the first.
The first repetition of the second experiment was conducted in factorial design (3x4+1) in a
greenhouse, with three extract application routes: leaf; soil; leaf+soil, in four periods: before
inoculation; on inoculation; after inoculation; and weekly up to 45 days and an additional
treatment (inoculated and untreated control). In the second repetition, the factorial design was
(3x2+1), three routes of application as mentioned above, and two periods (after inoculation and
weekly). The third experiment includes the same treatments, however, to the application routes
is added the immersion of the tomato roots. The fourth and fifth experiments were with M.
javanica, using the same methodology described for the experiments with M. incognita. The
results derived from the extracts of hydroalcoholic solution, methanol and trituration were more
effective in the action against nematodes, however, the hydroalcoholic one caused higher
mortality, with 93% and 64% for M. incognita and M. javanica, respectively. The greatest effect
was on the dose of 250 mg L, and only the extracts obtained by methanol solution and the
hydroalcoholic presented allyl isothiocyanate. When the hydroalcoholic extract was tested in a
greenhouse in tomato plants, to M. incognita the applications via soil and weekly did not differ
statistically from the applications soil+leaf for the analyzed variables. When the immersion of
the tomato plants rooting system was added, weekly applications routes via root+soil and
root+soil+leaf stood out, and nematode population in the soil was reduced by 75.55% and
71.95%, respectively, however, the second experiment confirmed the control only to the
application via soil+root+leaf. For M. javanica, applications of the extract via soil+leaf weekly
caused reduction of total galls on 46.15%. When added the immersion of the root system, the
weekly application via root+soil+leaf reduced the egg masses and total galls on 60.95% and
27.95%, respectively. Therefore, crambe extract has potential to make up the integrated
management of M. javanica and M. incognita on tomato plants.

Keywords: Solanum lycopersicum L.. Root-knot nematode. Alternative control. Glucosinolate.
Chromatography.
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1 INTRODUCAO

O tomateiro é uma cultura de grande importancia social e econémica, pois sao varias as
possibilidades de utilizacdo para o consumo humano. Por ser uma das hortalicas mais
consumidas, demanda investimentos para aumentar a producdo, tanto por parte da pesquisa
como do produtor, para atender a um mercado consumidor cada vez mais exigente em produtos
sem contaminacao por pesticidas.

Vaérios sdo os fatores que interferem na produtividade do tomateiro, e as doencas se
destacam nos danos causados em todo o ciclo da cultura. Dentre as doencas estdo as galhas
radiculares, causadas por nematoides do género Meloidogyne, que provocam danos expressivos
no tomateiro. Essa doenca é de dificil controle, pois apresenta elevada gama de hospedeiros, o
que dificulta o manejo por rotacao de culturas, e os produtos quimicos para controle sdo toxicos
e persistentes, podendo contaminar a &gua subterranea e assim trazer prejuizos a sociedade e ao
meio ambiente. Cultivares resistentes nem sempre estdo disponiveis, e além disso podem
proporcionar populacdes que quebrem a resisténcia.

Em funcdo destes problemas, a busca por métodos alternativos de controle se fazem
necessarios. Os vegetais apresentam inumeros constituintes em seu metabolismo secundario
que fazem parte da defesa da planta, e assim proporcionam inimeras vantagens em comparagao
aos agrotdxicos, pois, além de ndo trazer consequéncias negativas do seu uso para 0 meio
ambiente e para a sociedade, apresentam inimeros constituintes com amplo modo de a¢édo sobre
0s patdgenos.

O uso de vegetais no controle de nematoides é promissor, uma vez que diversos
mecanismos de acdo podem estar envolvidos, como nematostatico, nematicida, inibicdo da
eclosdo de ovos e indutora de resisténcia em plantas hospedeiras. A inducao de resisténcia busca
a ativacdo de mecanismos de defesa latentes em plantas, por meio de uma agente indutor. Varias
sdo as metodologias de utilizacdo de vegetais, e varios estudos mostram efetivo controle de
doencas de plantas, mas poucos sdo os estudos que apresentam as substancias envolvidas e o
modo de acdo destas.

Crambe abyssinica € uma cultura pouco estudada no controle de nematoides. No
entanto, apresenta metabdlitos como os glicosinolatos, que ap0s reacdo com a mirosinase,
liberam substancias de defesa, e estudos mostram que estas substancias tem acao contra fungos,
bactérias, nematoides e insetos.

Nesse sentido, este trabalho teve os seguintes objetivos: a) avaliar in vitro diferentes

métodos de obtencédo de extratos de C. abyssinica no controle de M. incognita e M. javanica;
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b) verificar a possivel atuacdo do alil isotiocianato e a quantificagdo do mesmo nos extratos
avaliados; c) verificar o efeito de doses dos extratos de C. abyssinica no controle de M.
incognita e M. javanica; d) avaliar em tomateiros diferentes vias e épocas de aplicacdo das

doses e dos extratos de C. abyssinica no controle de M. incognita e M. javanica.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 ACULTURA DO TOMATE

O tomateiro (Solanum lycopersicum Linnaeus) é originario da América do Sul, pertence
a familia Solanaceae, género Solanum, cultivado em quase todo o mundo (FILGUEIRA, 2008).
A producdo no Brasil chegou a 4 milhGes de toneladas no ano de 2014, com rendimento medio
de 65.942 kg ha'', e a area cultivada com tomateiro vem aumentando nos Gltimos anos, em 2005
era de 60.639 ha, j& em 2014 a area foi para 65.146 ha (IBGE, 2015).

O Brasil encontra-se em oitavo lugar na producdo mundial de tomate, ficando atrés da
China, India, Estados Unidos da América, Turquia, Egito, Ird e Italia (FAOSTAT, 2012). A
posicdo do pais neste ranking reflete a importancia desta cultura para a economia, gerando
emprego e renda, fortalecendo a agricultura familiar e diminuindo o éxodo rural (CARVALHO
et al., 2014). A difusdo de técnicas de irrigacdo, 0 uso intensivo de insumos e a introducédo de
hibridos mais produtivos e com menores perdas na pds-colheita, foram alguns dos principais
fatores que contribuiram para o aumento da produtividade do tomate nacional (CARVALHO;
PAGLIUCA, 2007).

O tomateiro pode ser cultivado em regides tropicais e subtropicais no mundo, com
formas diversas de consumo. Esta cultura é intensivamente cultivada, devido a melhoria nos
aspectos de fenologicos houve aumento da area de producdo, acarretando em problemas
fitossanitarios (SANTQOS, 2009). Os fitonematoides sdo considerados como um dos principais
patdgenos do sistema radicular de tomateiro, sendo o género Meloidogyne o mais importante,
devido as complexas interagdes com seus hospedeiros (WESTERICH et al., 2012).

2.2 Meloidogyne EM TOMATEIRO

Dentre as espécies do género Meloidogyne, quatro sdo consideradas mais importantes,
pela ampla distribuicdo geogréfica e alto grau de polifagismo que apresentam: M. arenaria, M.
incognita, M. javanica e M. hapla (FERRAZ; MONTEIRO, 2011). As espécies predominantes
mais comuns para 0 tomateiro sdo M. incognita e M. javanica (CHARCHAR; ARAGAO,
2005). A gama de hospedeiros destes nematoides € muito ampla, pois parasitam quase todas as
plantas cultivadas. Estima-se que os danos causadas por estes nematoides estejam em torno de
24% em tomateiro (FREITAS; OLIVEIRA; FERRAZ, 2009). As consequéncias vao desde a
reducdo da produtividade e da qualidade dos produtos, que refletem em prejuizos para o
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produtor e na elevacéo dos pregos para o consumidor. Em termos mundiais, considera-se que
as perdas causadas pelos nematoides em todas as culturas por ano sdo de 100 bilhdes de dolares
(FREITAS; OLIVEIRA; FERRAZ, 2009). J& em 2012, foi verificado que o género
Meloidogyne causou perdas estimadas em 118 bilhdes de ddlares para as culturas no mundo
(ATKINSON et al., 2012).

Os sintomas diretos causados por este género em tomateiro sao a formacéo de galhas,
onde ocorre aumento no didmetro da raiz infectada, resultado da hiperplasia e hipertrofia
celular, como consequéncia da reacdo das plantas as toxinas introduzidas pelo nematoide. Outro
sintoma é a redugdo do volume do sistema radicular, tornando as plantas pouco eficientes na
absorcdo e transporte de agua e nutrientes do solo. Além destes, tem-se 0s sintomas reflexos,
qgue compreendem a reducdo no desenvolvimento, clorose das folhas, tamanho desigual de
plantas, deficiéncia nutricional, murcha, desfolha, reducdo na producéo ou até mesmo a morte
da planta (FERRAZ; MONTEIRO, 2011).

O género Meloidogyne pertence ao Reino Animalia, Filo Nematoda, Classe
Secernentea, Ordem Tylenchida, Subordem Tylenchina e Familia Meloidogynidae, como
principal caracteristica, este género promove alteracdes drasticas no desenvolvimento da raiz
por induzir e manter as células gigantes que sdo fonte de nutrientes para os nematoides
(CAILLAUD et al., 2008; FERRAZ et al., 2010; FERRAZ; MONTEIRO, 2011). Espécies
pertencentes ao género Meloidogyne sdo biotréficos obrigatorios, e as galhas séo reflexo da
penetracdo de formas juvenis de segundo estadio (J2) na regido de alongamento celular da raiz
e migracdo intercelular préximo ao cilindro vascular. Nesta regido, o J2 seleciona algumas
células do parénguima e estabelece locais de alimentacdo dentro da raiz, que é essencial para o
desenvolvimento e reproducdo dos nematoides de galhas, uma vez que 0s nematoides podem
regular a degradacdo de proteinas nas células hospedeiras a seu favor e suprimir a defesa do
hospedeiro. As células selecionadas para o seu estabelecimento apresentam grandes volumes
de citoplasma, tornam-se multinucleadas devido as repetidas mitoses de um nico nucleo dentro
da mesma célula, e pequenos vacuolos sdo formados (DAVIS et al., 2004; DAVIS et al., 2008;
ENGLER et al., 2005).

O estilete € o0 6rgdo de adaptagdo dos nematoides para infectarem plantas. Ao
penetrarem na célula hospedeira, 0s nematoides se deparam com uma barreira de celulose, e
utilizam de agcdo mecénica do estilete para perfurar essa barreira, além de um arsenal de enzimas
hidroliticas que sdo lancadas pelo estilete, incluindo pectato liase e poligalacturonases que

degradam polissacarideos da lamela média, e enzimas que degradam celulose, como as
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endoglucanases e hemicelulases (HUSSEY et al., 2002; JAUBERT et al., 2002; JASMER et
al., 2003; POPEIJUS et al., 2000).

O estilete de Meloidogyne néo perfura a membrana plasmatica da célula, e o destino das
moléculas secretadas vai para o espago extracelular ou diretamente no citoplasma da célula por
meio de uma abertura na membrana plasmaética e o orificio do estilete, de onde o nematoide
também retém a integridade celular para sua alimentacdo (DAVIS et al., 2004). As galhas
geralmente contém mais de uma fémea, e cada fémea possui um grupo de duas a cinco células
nutridoras ao redor da regido anterior do corpo (MAISTRELLO et al., 2010). A expanséo
celular em células gigantes exige ampla e coordenada remodelacéo da parede celular, tais como,
afrouxamento da parede que contém celulose e rede de ligacdo cruzada de glicano, e isto s6 é
possivel através de enzimas como endo-B-D-glucanases e xiloglucanas-endotransglicosilases
(CAILLAUD et al., 2008).

As secrecOes emitidas pelas glandulas esofagianas sao liberadas através de uma valvula
para serem transportadas pelo estilete. Estas alteram a parede celular, auxiliando na migracéo
dos juvenis nos tecidos do hospedeiro. Algumas secrecfes atuam na formacdo de células de
alimentacdo, como a corismato mutase que atua no metabolismo da célula hospedeira e na
sintese de amino&cidos aromaticos e metabolitos secundarios, incluindo fitohormonios. Além
disso, a secrecdo de peptideos homdlogos as plantas atuam na sinalizacdo, regulam a
alimentacdo através da degradacdo seletiva de proteinas da célula hospedeira e podem ainda
atuar na sinalizacdo no nudcleo da célula hospedeira (DAVIS et al., 2004; DAVIS et al., 2008).

O ciclo de M. javanica e M. incognita completa-se em aproximadamente trés a quatro
semanas, e é dependente das condi¢cdes ambientais como temperatura (ideal de 25 °C a 30 °C)
e umidade. A massa de ovos produzida pelas fémeas mantem-se unidas pela presenca de
substancia gelatinosa, composta de glicoproteinas, secretada pelas glandulas retais, expostas
em meio ao parénquima cortical ou sobre a superficie das raizes, podendo conter até 500 ovos,
com producdo diaria de 30 a 40 ovos. A reproducdo nestas espécies é por partenogénese
mitotica obrigatoria e, as populagbes sdo basicamente formadas por fémeas e, 0os machos
aparecem apenas em condi¢des ambientais de estresse e ndo sdo fitoparasitas (AGRIOS, 2005;
FERRAZ; MONTEIRO, 2011).

A embriogénese da-se fora do corpo da fémea. Apds a postura, no interior dos ovos
encontram-se juvenis de 1° estadio (J1), que sofrem a primeira ecdise originando juvenis de 2°
estadio (J2), que eclodem apds perfurar a casca do ovo com o estilete. O J2 é considerada a
forma infectante de raizes. Os outros estadios de desenvolvimento ocorrem dentro da raiz, onde

0 J2 passa a ser denominado salsichdide, devido ao aumento do corpo e perda da mobilidade, e
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os estadios J3 e J4 finalmente ocorrem com a formacdo de adultos (FERRAZ et al., 2010;
FERRAZ; MONTEIRO, 2011).

Enzimas como lipases, proteinases, colagenases e quitinases desgastam as camadas do
ovo resultando em maior flexibilidade para a saida do J2 (PERRY et al., 1992). A eclosdo esta
relacionada com alteragdes na permeabilidade da parede do ovo, que podem ser promovida pelo
J2 no seu interior, por meio da atividade das glandulas esofagianas estimuladas pelo meio
externo, como por exemplo, os exsudatos radiculares (DIAS-ARIEIRA et al., 2002). A ecloséo
forcada por algum agente externo pode causar reducdes no indculo pela morte por falta de
alimento, devido a eclosdo na auséncia do hospedeiro (SALGADO et al., 2007). Por outro lado,
quanto maior o tempo que o juvenil leva para eclodir apds a exposi¢do ao estimulo, maior serd
0 consumo de lipideos do seu corpo, e, consequentemente, menor a infectividade e
desenvolvimento (DIAS-ARIEIRA et al., 2002).

Produtos aplicados apds eclosdo podem causar distdrbios nos juvenis, suficientes para
interferir na penetragdo e desenvolvimento (STEELE; HODGES, 1975). No entanto, fatores
que inibam a eclosao sdo indicados para espécies que possuem ampla gama de hospedeiros ou
hospedeiros perenes, podendo promover um escape nos periodos criticos do ciclo da cultura.
Estes agentes de eclosdo podem fazer com que o0 nematoide consuma suas reservas energéticas

de forma a reduzir seu movimento e infectividade apés a eclosdo (DIAS-ARIEIRA et al., 2002).

2.3 INDUCAO DE RESISTENCIA A NEMATOIDES

A planta ndo permite de maneira passiva a entrada do patdgeno, pois possui sistema de
defesa, incluindo proteinas relacionadas a patogénese (proteinas-RP), fitoalexinas e compostos
fenolicos, entre outros (CAVALCANTI et al., 2005; MOLINARI, 1996; STANGARLIN et al.,
2011). Os mecanismos de defesa sdo ativados em sequencia logica, que inicia-se com 0
reconhecimento pela planta de sinais exdgenos, seguidos de mecanismos de transducdo de
sinais, resultando na reprogramagéo do metabolismo da célula vegetal (PASCHOLATI, 2011).
O tomateiro é uma planta que apresenta respostas de defesa ativadas em curto periodo de tempo
(trés a sete dias), quando induzidos pela aplicacdo de quimicos ou por meio da pré-inoculacéo
com patdgenos ndo virulentos (BENHAMOU; BELANGER, 1998).

Diferentes mecanismos estruturais e bioquimicos podem contribuir para a resisténcia da
planta contra fitopatégenos (BONALDO et al., 2005). Os mecanismos de resisténcia também

sdo divididos em pre-formados, aqueles ja presentes na planta antes da infeccdo, e pds-
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formados, que estdo ausentes ou presentes em baixos niveis antes da infec¢do ou ativagao por
agente externo (PASCHOLAT]I, 2011).

Segundo Kuhn (2007), indutores abioticos e bidticos, tais como, acibenzolar-S-metil e
Bacillus cereus, respectivamente, podem promover incremento da atividade de peroxidase,
quitinase, -1,3-glucanase, proteases e aumento de lignina em feijoeiro. A protecdo induzida
pode se manifestar local ou sistemicamente, e o efeito protetor pode durar desde poucos dias
até algumas semanas ou mesmo por todo o periodo de vida da planta (PASCHOLATI, 2011).

De acordo com Salgado e Silva (2005), a inducéo de resisténcia contra fitonematoides
podem variar de acordo com a espécie e o0 estado nutricional da planta hospedeira e tipo de
indutor, e pode atuar na formacao de sitios de alimentacédo e na alimentacdo e desenvolvimento
do nematoide nas raizes. No entanto, a inducdo de resisténcia ndo tem sido estudada
minuciosamente para fitonematoides, pois sdo poucos os trabalhos que relatam a eficécia da
inducdo de resisténcia em plantas contra esses patdgenos, e, além disso, apresentam resultados
contraditorios (SALGADO; SILVA, 2005; SALGADO et al., 2007). Alguns autores
observaram inducao de resisténcia no controle de fitonematoides utilizando indutores abioticos
(MELO et al., 2012; MOLINARI; LOFFREDO, 2006; OKA; COHEN, 2001; SALGADO et
al., 2007; SILVA et al.,, 2013). Alguns fatores devem ser considerados para a indugéo de
resisténcia contra fitonematoides, como genética da planta hospedeira, patossistema envolvido
e a necessidade de reativar os mecanismos de defesa, tendo em mente o efeito temporéario do
indutor (DIAS-ARIEIRA et al., 2013).

O aumento da atividade de peroxidase, polifenoloxidase e fenilalanina amdnia-liase,
bem como maior concentracdo de lignina e compostos fendlicos nas raizes, podem ocorrer em
fungéo da ativacdo de mecanismos de resisténcia em cafeeiro contra M. exigua (SILVA et al.,
2010). Atividade de superdxido dismutase, quitinases e inibidores de proteinases também
podem ser ativados em resposta a defesa contra nematoides (SALGADO; SILVA, 2005).
Reacdo de hipersensibilidade também foi verificado em cafeeiro em respostas a populacéo de
Meloidogyne sp., interferindo no sitio de alimentacdo (RODRIGUES et al., 2000). Atividade
enzimatica de peroxidase e B-1,3-glucanase foi verificada em cana-de-agucar contra M.
incognita (GUIMARAES et al., 2010). Fitoalexinas também sdo produzidas em respostas a
estresses como defesa das plantas, e sdo considerados compostos biocidas, sendo prejudiciais a
bactérias, fungos e nematoides, entre outros (CAVALCANTI et al., 2005).

Modificag¢bes bioquimicas ocorridas em plantas apos serem induzidas para resisténcia,
podem acarretar em modificagdes na natureza dos exsudatos radiculares e podem atrair ou

repelir o nematoide (SALGADO; SILVA, 2005). Inibidores de proteinases sdo proteinas
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cruciais para deter a alimentacdo e o desenvolvimento do nematoide, e séo codificados pela rota
do jasmonato (TURNER et al., 2002). LeEXPAS5, um gene que codifica a expansina de tomate,
é fortemente expresso por Meloidogyne, e a inibicdo deste gene afeta o desenvolvimento de
galhas e a capacidade do nematoide de completar o ciclo (GAL et al., 2006). Algumas proteinas-
RP, tais como inibidores de proteinase (RP-6) podem exercer efeitos inibitorios no
desenvolvimento de nematoides (VAN LOON; VAN STRIEN, 1999).

Os mecanismos de resisténcia bioquimicos produzem substancias toxicas ao patdégeno
ou criam condicdes adversas para o crescimento do mesmo no interior da planta. Embora
mecanismos estruturais possam atuar na defesa das plantas, séo as substancias produzidas nas
células do hospedeiro antes ou apo6s a infeccdo que contribuem significativamente para a
resisténcia. Quando os mecanismos sdo bioquimicos pré-formados, estes estdo presentes em
altas concentracdes nos tecidos sadios das plantas, e podem ser convertidos em substancias
altamente toxicas aos patdgenos, como exemplo, fendis, alcaldides, terpendides e glicosideos,
entre outros (PASCHOLATI, 2011). Dentro dos glicosideos tem-se os glicosideos sulfurados,
na qual o glicosinolato faz parte, 0 qual apresenta enxofre na sua estrutura e esta presente
principalmente em Brassicas (PASCHOLATI, 2011).

2.4 GLICOSINOLATOS E DERIVADOS SOBRE Meloidogyne

Os glicosinolatos sdo derivados de aminoacidos, e pertencem ao metabolismo
secundario das plantas e cuja decomposicdo libera substancias de defesa, além de serem
responsaveis pelo odor e pelo gosto caracteristico de vegetais como repolho, brécolis e
rabanete. A liberacdo desses compostos acontece quando a planta sofre ferimentos ou algum
tipo de estresse, e a enzima tioglicosidase, denominada mirosinase, mantida na planta
separadamente dos glicosideos, catalisa e hidrolisa seu substrato glicosinolato liberando
produtos altamente toxicos, como isotiocianato, tiocianatos, nitrilas e epitionitrilas, de uma
maneira dependente do substrato. A grande modificacdo da cadeia lateral é responsavel pela
diversidade quimica dos glicosinolatos. Embora ndo estejam esclarecidos os mecanismos de
acdo, sugere-se que o0s isotiocianatos sejam os metabolitos mais toxicos, devido sua interacdo
ndo especifica e irreversivel com grupos sulfidrila, ligacdo dissulfeto e grupos amino de
proteinas (LEONI et al., 1997; PASCHOLATI, 2011; TAIZ; ZEIGER, 2004).

Os glicosinolatos (5-tioglicosideo-N-hidroxisulfatos) sdo uma classe de nitrogénio (N)
e enxofre (S), com mais de 120 moléculas ja descritas, e ja foram identificados em 16 familias

de plantas dicotileddneas, mas principalmente nas Bréssicas (FAHEY et al., 2001; LEONI et
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al., 1997; MOHN et al., 2007). A biossintese de glicosinolatos envolve a conversdo de
aminocidos, por exemplo, alanina, metionina, valina, leucina ou isoleucina para glicosinolatos
alifaticos, fenilalanina ou tirosina para os glicosinolatos aromaticos, e triptofano para os
glicosinolatos indolicos (FAHEY et al., 2001). Glicosinolatos foram isolados e quantificados
em diversas espécies de brassicas, como a sinigrina de origem de Brassica juncea, progoitrin
de Brassica napus, epi-progoitrin de Crambe abyssinica, glicosinalbin de Sinapis alba,
glicotropaeolin de Lepidium sativum e glicorafenin em Raphanus sativus (FINIGUERRA et al.,
2001).

Os glicosinolatos s&o muito estaveis, soldveis em dgua (COTTAZ et al., 1996), estdo
presentes em todos os tecidos da planta e podem diferenciar entre as partes vegetais (BONES;
ROSSITER, 2006). Para a formacdo de isotiocianatos, valores de pH devem estar préximos da
neutralidade (DAUBOS et al., 1998). A mirosinase € uma enzima que apresenta elevada
estabilidade térmica, sendo a temperatura Otima para sua atividade cerca de 60 °C
(HOCHKOEPPLER; PALMIERI, 1992). A formacéo de isotiocianatos é dependente da acdo
da mirosinase em glicosinolatos (FAHEY et al., 2001). A temperatura € um parametro que
influéncia a degradacao térmica de glicosinolatos, principalmente em temperaturas acima de 50
°C. As perdas acima de 60% estdo situadas em temperatura de 100 °C por 10 min, mas ndo ha
degradacdo enzimatica em folhas sob temperatura ambiente. Temperaturas entre 70 °C e 100
°C inativam a enzima mirosinase (MOHN et al., 2007).

Pal Vig et al. (2009) destacam os efeitos benéficos dos glicosinolatos e seus produtos
hidroliticos, que tem acdo antifingica, antibacteriana, herbicida, antioxidante, antimutagénica
e anticarcinogénica. Os isotiocianatos sdo capazes de se ligar a proteinas e grupos amino, e
alterar as fungdes das proteinas, como a tubulina, que é uma proteina que desempenha
importante funcao na divisdo celular, e a ligacdo com isotiocianato faz com que o crescimento
celular seja inibido, prevenindo cancer, por exemplo. Além da inibicdo da mitose celular,
inibindo a proliferagéo celular, os isotiocianatos sdo essenciais para inibi¢do do crescimento
celular, pois, de forma geral, as proteinas s&o os principais locais de ligacéo de isotiocianato no
interior da célula (JACKSON; SINGLETARY, 2004; Ml et al., 2008). O isotiocianato pode
atuar também na inibicdo do transporte de elétrons dentro da célula, inativando proteinas
(JACOB et al., 2011).

S&o varios os isotiocianatos ja identificados, tais como, benzil, fenetil, sulforafano
isotiocianatos (Ml et al., 2008), fenil, 4-fenilbutil, 6-fenilhexil, erucin, dehidroerucin, iberin e
alil isotiocianato (ZHANG, 2004). Varios estudos demonstram o potencial do alil isotiocianato

contra fitonematoides. Tylenchulus semipenetrans e Meloidogyne javanica foram controlados
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por isotiocianato, porém os mais promissores foram benzil e alil isotiocianato (ZASADA;
FERRIS, 2003). Segundo Borek et al. (1995), o alil isotiocianato esta presente em B. carinata,
B. juncea, B. napus, B. nigra, B. oleracea e C. abyssinica, e é importante para o controle de
patogenos do solo e amplamente utilizado como nematicida (AISSANI et al., 2013).

Neves et al. (2009) observaram que 6leo de mostarda e produtos & base de capsaicina,
capsainoides e alil isotiocianato reduziram em 90% a eclosdo de J2 de M. javanica. Segundo
Wu et al. (2011), produtos sintetizados a partir de isotiocianatos derivados dos glicosinolatos
de Brassicas apresentam efeito nematicida contra M. javanica e tem potencial para serem
usados como bio-fumigantes, como o acriloil isotiocianato (>95% AcITC) e alil isotiocianato
(>94% AITC), alem de apresentarem pouca toxicidade a organismos ndo alvo e sem perigos de
aplicacdo. Esses autores relatam ainda que o modo de acéo de AITC e AclTC sobre nematoides
ainda ndo foi totalmente determinado, entretanto, um certo numero de hipoteses foram
propostas, sugerindo que um mecanismo de dano oxidativo ao DNA pode ser induzido por
AITC (MURATA et al., 2000).

2.5 IDENTIFICACAO DE DERIVADOS DE GLICOSINOLATOS

Numerosas técnicas tem sido propostas para quantificacdo e identificacdo, assim como
a purificacdo de moléculas de origem vegetal, tais como a cromatografia liquida de alta
eficiéncia, cromatografia de troca-ibnica e cromatografia de exclusdo molecular (COLTRO-
RONCATO et al., 2015). A quantificacdo e identificacdo de glicosinolatos foram inicialmente
realizadas por cromatografia em papel, destilacdo a vapor e titulacdo de isotiocianato,
cromatografia gasosa e, em 1984, foi desenvolvido o método da cromatografia liquida de alta
pressdo com fase reversa, para identificacdo e quantificacdo de glicosinolatos e seus
subprodutos, tais como alil isotiocianato, a qual vem sendo a mais utilizada. Porém, outras
técnicas sofisticadas também sdo utilizadas, como espectrometria de massa e cromatografia de
fluido supercritico (CAl et al., 2004; FAHEY et al., 2001; HERZALLAH; HOLLEY, 2012).

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), ou em inglés high-pressure liquid
chromatography ou high-performance liquid chromatography (HPLC), ou seja, cromatografia
liquida de alta presséo ou de alta eficiéncia (JARDIM et al., 2006; JORGE, 2010) tem sido um
método muito empregado. E um tipo de cromatografia liquida que emprega colunas recheadas
com materiais especialmente preparados e uma fase movel eluida sob altas pressdes. Tem
capacidade de realizar separacBes e andlises quantitativas de uma grande variedade de

compostos presentes em diversos tipos de amostras, em escala de tempo de poucos minutos,



26

com alta resolucdo, eficiéncia e detectabilidade (JARDIM et al., 2006). Anélises qualitativas
também sdo realizadas, se um composto de referéncia tem um tempo de retencédo igual ao de
um pico no cromatograma, entdo as duas substancias podem ser idénticas (JORGE, 2010).

As fases reversas sao mais empregadas em HPLC, portanto cromatografia em fase-
reversa apresenta uma fase estacionaria que é apolar, como exemplo grupos octadecil (C1sH37),
e a fase movel é relativamente polar, por exemplo, um solvente polar como a dgua separa mais
lentamente do que um solvente menos polar como a acetonitrila. O grau de retencdo depende
da polarizacdo de cada molécula ou grupo funcional (JARDIM et al., 2006; JORGE, 2010).

Extrato de Brassica napus foi analisado em HPLC para identificagéo dos glicosinolatos,
e no tempo de 4 a 5 min foram observados os picos de progoitrin, epi-progoitrin e sinigrina
(LAZZERI et al., 1993), assim como foi observado para os glicosinolatos presentes em C.

abyssinica por Warwick e Gugel (2003).

2.6 A ESPECIE Crambe abyssinica HOCHST

O género Brassica representa uma de mais de 350 géneros da familia Brassicaceae, que
por sua vez € uma das 16 familias que contém glicosinolatos, e muitas espécies tem utilidades
culinarias e medicinais, sendo que nos Ultimos anos a pesquisa tem investigado suas
propriedades fungicidas, bactericidas, nematicidas e alelopéaticas (FAHEY et al., 2001). Walker
(1996) identificou reducdo nas galhas em tomateiros quando farelo de crambe e colza foram
adicionados ao solo infestado por Meloidogyne arenaria.

O crambe (Crambe abyssinica Hochst) é nativo da regido mediterranea, € uma planta da
familia Brassicaceae, planta anual e uma cultura que ao longo dos ultimos anos vem sendo
introduzido em muitos paises, como nova fonte de éleo (teor de dleo de 35%), contendo alto
teor de acido erucico (acido graxo de cadeia longa), com alto valor para fins industriais
(lubrificantes, plasticos, nylon e cosméticos, entre outros) e para producdo de biodiesel, com
menor impacto ambiental por ser mais biodegradavel que os 6leos minerais. A cultura apresenta
custo baixo, colheita mecanizada e uma alternativa para a safrinha, tolerando a seca e o frio
(DAUBOS et al., 1998; FALASCA et al., 2010; LAZZERI et al., 1994; LEONI et al., 1997).
No Brasil, estudos relacionados a cultura do crambe para producdo de 6leo iniciaram-se
recentemente, quando os produtores e pesquisadores nacionais passaram a ter acesso a cultivar
FMS Brilhante (OLIVA, 2010).

Segundo Leoni et al. (1997), o crambe contém glicosinolatos, e o isolamento

demonstrou que o epi-progoitrin (2 S-2-hydroxy-3-butenyl-glicosinolato) € o principal. O
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contato deste glicosinolato e a enzima mirosinase pode fornecer imediatas e diferenciadas
reacOes de protecdo contra ataques de patdgenos e de insetos, sem produzir prejuizos para a
planta (FINIGUERRA et al., 2001).

2.7 CONTROLE ALTERNATIVO DE Meloidogyne POR EXTRATOS VEGETAIS

Séo varios os fitoquimicos derivados de plantas que atuam na mortalidade de
Meloidogyne sp., com diferentes mecanismos de acdo (ANDRADE et al., 2010; BABU et al.,
2012; COLTRO-RONCATO et al., 2015). Extratos vegetais além de promoverem controle de
fitonematoides, se destacam com varias vantagens comparados aos produtos quimicos, como,
0 baixo custo, facil biodegradacao e baixa ou ausente toxicidade aos animais e a0 homem, além
de apresentar uma grande diversidade de constituintes quimicos e com amplo modo de acao
sobre microrganismos (ALMEIDA et al., 2012).

O incentivo a produtividade na agricultura acarretou em aumento na utilizagcdo de
defensivos visando o controle de pragas, doencas e plantas daninhas. O uso intensivo e
indiscriminado tém causado diversos problemas de contaminacdo no ambiente, intoxicacdo de
agricultores, eliminacdo de microrganismos benéficos e resisténcia de fitopatdgenos, pragas e
plantas daninhas (SCHWAN-ESTRADA, 2009). A eliminagéo de brometo de metila em 2005
por questdes ambientais e de salde humana, afetou as estratégias de controle de nematoides,
sendo que atualmente, apenas um pequeno nimero de nematicidas, como os organofosfatos e
carbamatos, por exemplo, estdo disponiveis para controle de nematoides na maioria dos paises.
Porém, entre os pesticidas, 0s nematicidas sdo 0s mais problematicos porque esses produtos
quimicos sdo altamente toxicos para os seres humanos, pode ocasionar contaminacdo das aguas
subterraneas (OKA, 2010).

Portanto, novos nematicidas devem ser desenvolvidos, visto que, as plantas sdo capazes
de produzir uma incrivel variedade de compostos, derivados de metabdlitos secundarios, e sdo
mais seguros para o ambiente e para os seres vivos (CHITWOOD, 2002). A utilizacdo de
extratos vegetais ndo s6 pode exercer um efeito téxico direto sobre o patdgeno, mas também
induzir resisténcia no hospedeiro (PAUL; SHARMA, 2002). Para o pequeno produtor, 0 uso
de extratos vegetais para o controle de fitonematoides € uma alternativa viavel (SILVA et al.,
2011). Tecnicas de preparo, assim como o0s solventes utilizados sdo essenciais para a obtengéo
de extratos vegetais com efeito sobre os nematoides (ALMEIDA et al., 2012), assim como, a

qualidade da planta a ser utilizada, pois, a produgdo de metabdlitos secundarios presentes em
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plantas pode ser afetada pela sazonalidade, temperatura, local e época de plantio e altitude, entre
outros fatores (GOBBO-NETO; LOPES, 2007).

Varios extratos vegetais tem atuado no controle de nematoides (BALDIN et al., 2012;
BORGES et al., 2013; FERREIRA et al., 2013; FRANZENER et al., 2007; LOPES et al., 2005;
SILVA et al., 2011). No entanto, pouco se sabe sobre as moléculas atuantes, e 0 mecanismo de
acdo das mesmas, o que reforca a necessidade de estudos para identificacdo dessas moléculas
oriundas dos vegetais (ROCHA et al., 2006). Embora muitas plantas apresentem potencial para
controle de nematoides, a integracdo com outros métodos € muitas vezes necessaria para atingir
niveis desejados de controle (OKA, 2010). Diversos constituintes com efeito nematicida foram
isolados de espécies vegetais, porém, a purificacdo de moléculas a partir de extratos vegetais
para controle de nematoides, pode ndo ter a acdo nematicida e ou nematostatica requerida para
o0 controle, comparado aos extratos vegetais (JAVED et al., 2008).

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

possiveis moléculas envolvidas no controle de nematoides.
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4 CAPITULO 1 - METODOS DE EXTRACAO DE COMPOSTOS PRESENTES EM
CRAMBE COM CAPACIDADE CONTROLADORA DE Meloidogyne incognita e M.

javanica

RESUMO

Medidas alternativas de controle de nematoides, como o uso de metabdlitos secundarios
produzidos pelas plantas, podem ser exploradas no contexto do manejo integrado em
fitossanidade. O objetivo deste trabalho foi verificar quais os solventes mais adequados para
obtencgéo de alil isotiocianato de folhas de Crambe abyssinica, e o efeito dos mesmos sobre
Meloidogyne incognita e Meloidogyne javanica. Folhas secas de crambe na concentracdo de
200 mg L foram utilizadas para o preparo dos extratos com os solventes agua para os extratos
obtidos por infusdo e trituracdo, acetona (cetbnico), dgua + alcool etilico (hidroalcodlico),
alcool metilico (metandlico), hexano (hexanico) e cloroférmio (cloroférmico). Apds a
rotoevaporacdo dos solventes o residuo foi ressuspenso em agua, originando os extratos
aquosos, os quais foram utilizados para os ensaios. Agua destilada e nematicida foram usados
como tratamentos controles. Apds a definicdo dos trés melhores extratos, foram testadas as
seguintes doses: 0, 200, 300, 400 e 500 mg L de folhas secas de crambe. Para quantificar alil
isotiocianato presente nos extratos foi utilizado cromatografia liquida de alta pressdo (HPLC).
Para as variaveis analisadas foram utilizados 200 ovos para eclosdo e 200 juvenis de segundo
estadio (J2) para motilidade e mortalidade. A mortalidade de M. incognita e M. javanica para
o extrato hidroalcoodlico foi de 93% e 64%, respectivamente, seguido do extrato metanolico
(18% e 34%) e trituragdo (9% e 28%), respectivamente. Para o extrato hidroalcodlico, a
concentracdo com melhor efeito nematicida foi de 250 mg L. Dos extratos analisados por
HPLC, somente o0 metandlico e o hidroalcodlico apresentaram alil isotiocianato, indicando que
os efeitos inibitérios da eclosdo, motilidade e mortalidade ndo foram atribuidos apenas a

presenca desse composto.

Palavras-chave: Crambe abyssinica. Glicosinolato. Meloidogyne incognita. Meloidogyne

javanica. Controle alternativo.
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CAPITULO 1 - METHODS OF EXTRACTION OF CRAMBE COMPOUNDS THAT
CONTROL Meloidogyne incognita AND M. javanica

ABSTRACT

Alternative methods for controlling nematodes, as the use of secondary metabolites produced
by plants, can be explored into integrated pest management system. The objective of this work
was to verify the most suitable solvent for obtaining allyl isothiocyanate from Crambe
abyssinica leaves, and its effect on Meloidogyne incognita and Meloidogyne javanica. Dry
leaves of C. abyssinica at 200 mg L™ were used to prepare the extracts using water to obtain
infusion and grinding, acetone, water + ethanol (hydroalcoholic), methanol, hexane and
chloroform as solvents. Distilled water and chemical nematicide was used as control treatments.
Once defined the three best extracts, the following doses were used: 0, 200, 300, 400 and 500
mg L of the dried leaves of crambe. To quantify allyl isothiocyanate present in the extracts
was used high performance liquid chromatography (HPLC). After solvents evaporation, the
residues were eluted with water and used in the assays with 200 eggs for hatching test or 200
second stage juveniles (J2) for mobility and mortality tests. The mortality of M. incognita and
M. javanica for hydroalcoholic extract was 93% and 64%, respectively, followed by methanol
extract (18% and 34%) and grinding extract (9% and 28%), respectively. Hydroalcoholic
extract at 250 mg L showed high nematicidal effect. To the extracts analyzed by HPLC, only
methanol the hydroalcoholic extracts had allyl isothiocyanate, indicating that the inhibitory
effects on the hatching, mobility and mortality were not attributed only to the presence of these

compound.

Keywords: Crambe abyssinica. Glucosinolate. Meloidogyne incognita. Meloidogyne javanica.

Alternative control.



39

4.1 INTRODUCAO

O controle de nematoides é muito complexo. Mesmo o uso racional dos produtos
quimicos pode trazer em longo prazo efeito indesejavel, devido ao surgimento de fitopatégenos
resistentes e a contaminacéo causada pelos residuos, que fazem com que a sociedade e 0 meio
ambiente sofram as consequéncias. No entanto, muitas pesquisas tém sido realizadas na busca
por novos principios ativos de origem natural, como 0s extratos vegetais, que apresentam
metabolitos secundarios com atividade antimicrobiana ou indutora de resisténcia (NEVES et
al., 2009; STANGARLIN et al., 2011).

Algumas substancias de origem vegetal tém sido purificadas e identificadas, como é o
caso do alil isotiocianato que foi isolado de Armoracia rusticana (WU et al., 2009) e,
glicosinolatos extraido de espécies de brassicas (Brassica oleracea L., Sinapis nigra e Lepidium
sativum L.) (MOHN et al., 2007). Vérias plantas tem acdo sobre fitonematoides, e tal efeito é
atribuido a presenca de alguns compostos ativos, como flavonoides e &cido rosmarinico
(CABONI et al., 2013), alil isotiocianato, acriloil isotiocianato e bezil isotiocianato (AISSANI
et al., 2013; NEVES et al., 2009; WU et al., 2011), azadiractina, desacetilnimbim,
desacetilsalanim, nimbim e salanim (SILVA et al., 2008).

O efeito de extratos vegetais sobre os fitonematoides tem apresentado grande potencial
como matéria prima para a producdo de nematicidas naturais, como tem sido descrito por
Franzener et al. (2005), Elbadri et al. (2008) e Silva et al. (2008). A atividade nematicida pode
depender tanto da planta utilizada como da forma de preparacdo do extrato e do solvente de
extracdo (AMARAL et al., 2002).

Compostos de origem vegetal podem agir na defesa das plantas por apresentarem efeito
nematicida, como é o caso dos glicosinolatos presentes em espécies de brassicas. Estes
compostos pertencem ao metabolismo secundario e podem agir também contra outros
fitopatdgenos. Substancias como os isotiocianatos, nitrilas, tiocianatos e epinitrilas ocorrem
quando o glicosinolato € hidrolisado pela mirosinase, uma enzima ligada a membrana
(CLARKE, 2010; WU et al., 2009).

O crambe (Crambe abyssinica Hochst) contém glicosinolatos, e 0 p6 produzido a partir
desta brassica demonstrou toxidez a nematoides (LEONI et al., 1997). No entanto, a eficiéncia
do uso de extratos aquosos dessa bréssica para controle de nematoides ainda néo foi estudada.

Sabendo-se do potencial das substancias de origem vegetal para o controle de
fitonematoides, e que estas podem ser isoladas, identificadas e sintetizadas quimicamente pela

industria, ou ainda, esses extratos podem ser aplicados diretamente pelos agricultores,
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objetivou-se neste trabalho verificar quais os solventes mais eficazes para obtencdo de extratos
a partir de folhas de crambe e, a partir dos extratos mais eficientes, avaliar a dose ideal, com
atividade nematicida/nematostatica sobre M. incognita e M. javanica, além de quantificar a

presenca de alil isotiocianato por cromatografia liquida de alta pressdo (HPLC) nesses extratos.

4.2 MATERIAL E METODOS

4.2.1 Obtencéo e Identificacdo de Meloidogyne incognita e Meloidogyne javanica

A populacdo de M. incognita e M. javanica foram adquiridas de cultivo comercial em
Marechal Candido Rondon-PR. As raizes foram coletadas de tomateiro de ambas as espécies
de nematoides e encaminhas ao Laboratorio de Nematologia da Universidade Estadual do Oeste
do Parand — Unioeste, campus de Marechal Candido Rondon. Fémeas individuais foram
extraidas das raizes e identificadas com base na configuracéo da regido perineal (HARTMAN;
SASSER, 1985).

As populacGes identificadas foram cultivadas em vasos de tomateiro em casa de

vegetacdo para utilizar nos experimentos com as devidas populacdes puras.

4.2.2 Extracgéo e Quantificacdo de Meloidogyne incognita e Meloidogyne javanica

Para extracdo de ovos e nematoides das raizes foi utilizado a metodologia de Freitas et
al. (2007). As raizes foram cortadas e trituradas em liquidificador por 20 segundos, vertido
sobre peneira de 0,427 mm de abertura de malha (48 mesh) acoplada na peneira de 0,037 mm
de abertura de malha (400 mesh), nesta os nematoides foram retidos e o contetdo recolhido em
tubos de centrifuga e submetidos ao método de flotacdo centrifuga em solucéo de sacarose. Os
ovos e J2 retidos na peneira de 400 mesh foram transferidos para lamina de Peters e
quantificado.

Para obtencdo somente de J2, foi seguido a metodologia descrita por Franzener (2005),
por meio de cdmara de eclosdo. Apos a extracdo de ovos e J2 segundo a metodologia de Freitas
et al. (2007), estes foram colocados na camara de eclosao, formada de uma peneira com tela de
nylon de 1 mm de abertura e papel absorvente, fixados na abertura de um funil com agua e

vedada a parte inferior do funil, assim, os J2 eclodidos podiam migrar para o fundo do funil.
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4.2.3 Ensaio 1 - Extratos de Crambe

Folhas de crambe FMS Brilhante foram amostradas aos 35 dias ap6s a emergéncia, em
cultivo comercial no municipio de Cascavel-PR, com coordenadas de latitude 24°57°21” sul e
longitude 53°27°19” oeste, altitude de 781 metros, foram secas em estufa a 45 °C por 48 horas,
trituradas em moinho de facas e passadas em peneiras de 48 Mesh, obtendo-se o pé desta planta,
e armazenado em recipiente fechado no escuro a temperatura ambiente até o momento de
preparo dos extratos.

Os extratos foram preparados na concentracdo de 200 mg do p6 de crambe por litro de
solvente, e obtidos da seguinte forma: 1) Extrato por infusdo foi obtido através da adicdo de
agua (H20) destilada fervente sobre as partes do vegetal, utilizando ap6s o resfriamento; 2)
Extrato solucdo aquosa obtido por trituragdo em agua (H20), o material vegetal permaneceu
sob agitacdo por 1 h em agua destilada; 3) Extrato cetonico, foi utilizado o solvente acetona
(CH3)2CO em aparelho tipo Soxhlet por um periodo de 20 horas, a temperatura de 50 °C
(NEVES et al., 2009); 4) Extrato por solugdo hidroalcodlica (70% v/v alcool etilico-C2HgO),
foi estocada a temperatura ambiente, protegida da luz, por um periodo de 15 dias
(LOGUERCIO et al., 2005); 5) Extrato metandlico, a solucéo foi composta de alcool metilico
CH3OH (ELBADRI et al., 2008); 6) Extrato hexanico, o solvente foi hexano CeH14 (ELBADRI
et al., 2008); e 7) Extrato cloroférmico, utilizou-se o solvente cloroférmio CHCIz (COSTA et
al., 2004). Os extratos metandlico, hexanico e cloroférmio permaneceram em repouso a
temperatura ambiente, protegida de luz durante oito dias. Todos os extratos foram filtrados em
papel filtro Whatman n° 1, em seguida, foram roto-evaporados em vacuo a 50 °C, exceto 0s
aquosos obtidos por infusdo e trituracdo. Apos a retirada do solvente, foram ressuspensos em
1000 mL de agua destilada. Foram utilizadas duas testemunhas: a negativa (agua destilada) e a
positiva (nematicida quimico imidacloprido + tiodicarbe (9,12 mL i.a. L)). Em todos os
tratamentos, exceto para o nematicida quimico, foi adicionado 0,6% de Tween 20 a agua
destilada (inclusive na testemunha negativa).

O ensaio foi composto de nove tratamentos com cinco repeti¢des, contendo 5 mL do
extrato e a suspensdo de ovos ou de juvenis de segundo estadio (J2), conforme a variavel a ser
analisada. Cada repeticdo foi representada por um frasco de plastico com tampa com capacidade
de 70 mL.
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4.2.4 Ensaio 2 - Doses dos Extratos de Crambe

A partir dos resultados com os diferentes tipos de extratos foram escolhidos o0s trés com
maior efeito nematicida, e realizados ensaios com as doses 0, 200, 300, 400 e 500 mg L do po6
de crambe, com cinco repeti¢cdes, além do tratamento adicional nematicida quimico (500 pL
i.a. Carbofurano L™). Para comparagio dos tratamentos com o nematicida, foram seis
tratamentos (0; 200; 300; 400; 500 mg L do pd de crambe e o Carbofurano) com cinco
repeticdes. Cada parcela foi composta por um frasco contendo 5 mL de solugdo com juvenis ou

ovos de nematoides conforme descrito nas variaveis analisadas.

4.2.5 Atividade Nematicida e Nematostatica

Nos ensaios para os diferentes extratos e doses, foram avaliados a eclosdo, a motilidade
e a mortalidade de Meloidogyne incognita e de M. javanica.

Para o0 ensaio de ecloséo, 200 ovos foram colocados em 5 mL dos extratos e ficaram
incubados por 15 dias a temperatura ambiente. Apds esse periodo foi determinada a
porcentagem de J2 eclodidos (COSTA et al., 2001).

Para motilidade e mortalidade, foram utilizados 200 J2 em 5 mL dos extratos, sendo
ambos ensaios avaliados conforme metodologia de Franzener et al. (2007). A motilidade foi
observada ap6s 24 horas, avaliando o nimero de J2 aparentemente inativos. Os J2 foram
transferidos para peneira de 400 mesh, substituindo-se o extrato por agua, e apds 24 horas 0s
gue permanecerem inativos foram considerados mortos. Foram considerados inativos e/ou
mortos 0s J2 de aspecto retilineo ou levemente retorcidos. A determinagdo do nimero de ovos

e J2 presentes na amostra foram realizadas com auxilio de lamina de Peters.

4.2.6 Ensaio 3 - Quantificacdo e Identificacdo de Isotiocianato nos Extratos de Crambe

Para quantificar alil isotiocianato presente nos extratos descritos anteriormente, foi
necessario a filtragem em membrana 0,22 um, e utilizada a metodologia citada por Herzallah e
Holley (2012) por meio de cromatografia liquida de alta eficiéncia de fase reversa (HPLC) com
coluna C18. O padrao utilizado foi alil isotiocianato (Sigma Aldrich) e a fase movel acetonitrila:
agua ultrapura 60:40, com detector UV a 244 nm. O ensaio foi composto de sete tratamentos

com trés repeticoes.
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4.2.7 Andlise Estatistica

O delineamento utilizado foi inteiramente casualizado. Foi realizada a analise de
variancia pelo teste F, e quando significativo, para o primeiro ensaio (extratos de crambe) a
comparacdo de medias foi através do teste de Scott-Knott e as diferencas significativas foram
consideradas em todas as analises a p < 0,05. Para o segundo ensaio (doses), os resultados foram
submetidos a analise de variancia e posteriormente foi utilizado regresséo para doses e Dunnett
para comparacdo dos extratos com o nematicida. Para o terceiro ensaio (quantificacdo de
isotiocianato) foi utilizado o teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro. Foi utilizado o
software livre Genes (CRUZ, 2006).

4.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.3.1 Ensaio 1 - Efeito dos Extratos de Crambe

Quanto a eclosdo de ovos de M. incognita (Tabela 4.1) o extrato hidroalcodlico foi o
mais efetivo, com 11,6% a menos de eclosdo de ovos em comparagdo ao nematicida quimico e
menos 71,6% em relacdo a agua. Os extratos obtidos por infusdo e trituracdo apresentaram
eclosdo 11,2% e 12,4%, respectivamente, maior que 0 nematicida quimico, mas
aproximadamente 48% menor em relacdo a agua. O efeito inibitério da eclosdo de ovos pode
ser devido aos compostos quimicos presentes nos extratos que possuem propriedades ovicidas
e larvicidas, tais como, alcaldides, flavondides, saponinas, amidas, benzamidas e cetonas, que
isoladamente ou em combinacéo, afetam o desenvolvimento embrionério ou matam o juvenil
ali presente, conforme observado em extratos de Chromolaena odorata, Azadirachta indica,
Ricinus communis e Cymbopogon citratrus no controle de M. incognita (ADEGBITE;
ADESIYAN, 2005). Ainda, de maneira complementar, o efeito do extrato hidroalcodlico pode
estar relacionado ao consumo de lipideos do nematoide, pois, quanto mais tempo o juvenil fica
dentro do ovo, maior sera o consumo de lipideos do seu corpo, e consequentemente, menor a
infectividade e desenvolvimento (DIAS-ARIEIRA et al., 2002).
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Tabela 4.1 - Efeito de extratos de folhas de Crambe abyssinica sobre a eclosdo de ovos,
motilidade e mortalidade de Meloidogyne incognita. Marechal Candido Rondon, PR, 2013.

Tratamentos Eclosdo de ovos (%) J2 imoveis (%) J2 mortos (%)
Infusdo 26,00 e 26,20 d 6,80 c
Trituracéo 27,20 e 32,80 c 9,20c
Metanolico 50,00d 23,20d 17,60 b
Cetonico 58,00 c 20,00d 10,00 ¢
Hidroalcoolico 3,209 94,80 a 93,20 a
Hexanico 62,80 b 22,40d 16,00 b
Cloroférmico 45,60 d 13,60 e 9,60 c
Agua 74,80 a 11,20 e 10,00 ¢
Nematicida quimico 14,80 f 58,40 b 20,00 b
CV (%) 11,01 10,32 15,21

Médias seguidas pela mesma letra na coluna, ndo diferem entre si pelo teste Scott Knott a 5% de probabilidade.

Quanto a motilidade de J2, houve elevada inibicdo desta variavel pelo extrato
hidroalco6lico, maior inclusive que o tratamento com nematicida quimico, com diferenca de
36,40%. A maior mortalidade foi promovida pelo extrato hidroalcodlico, que foi superior
73,20%, 75,60% e 77,20% ao nematicida quimico, extrato metanolico e extrato hexanico,
respectivamente (Tabela 4.1).

Corroborando com o presente trabalho, Elbadri et al. (2008) verificaram que o solvente
hexano ndo apresentou eficiéncia na extracdo de compostos nematicidas de diferentes plantas,
pois a mortalidade média foi de 16% de M. incognita para o extrato na dose 50 mg L%, resultado
de mortalidade semelhante ao presente trabalho, diferindo apenas na dose utilizada.

A menor ecloséo de ovos de M. javanica ocorreu no extrato hidroalcodlico (Tabela 4.2),
que foi 74,40% menor quando comparado a testemunha &gua, e aproximadamente 14% menor
guando comparado aos tratamentos nematicida quimico, infusao e tritura¢do. O grupo composto
pelo extrato hidroalcodlico e 0 nematicida quimico apresentaram maior inibicdo da motilidade
que os demais. A mortalidade de M. javanica observada no extrato hidroalcodlico apresentou-
se 28% e 30,40% superior a0 nematicida quimico e ao extrato metandlico, respectivamente
(Tabela 4.2). Fato semelhante foi observado por Neves et al. (2009), onde os extratos cetbnico
e cloroférmico, tanto de alho, mostarda quanto de pimenta, ndo apresentaram reducao
expressiva da populagdo de nematoides e numero de galhas de M. incognita em tomateiro,
provavelmente em funcdo das diferencas de polaridades dos solventes utilizados. Na mesma
direcdo, o extrato hexanico de sementes de nim foram ineficientes na mortalidade de J2 de
Heterodera glycines comparado aos extratos aquoso e metanolico, o que os autores explicam

pelo fato do extrato hexanico apresentar composicdo essencialmente lipidica (SILVA et al.,
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2008). O extrato cloroférmico de Cinnamomum cassia contra Bursaphelenchus xylophilus,
nematoide do pinheiro, também ndo demonstrou efeito nematicida (NGUYEN et al., 2009).

Tabela 4.2 - Efeito de extratos de folhas de Crambe abyssinica sobre a eclosdo de ovos,
motilidade e mortalidade de Meloidogyne javanica. Marechal Candido Rondon, PR, 2013.

Tratamentos Eclosdo de ovos (%) J2 imdveis (%) J2 mortos (%)
Infusdo 14,80 d 40,40 b 30,00 c
Trituracéo 15,20 d 40,80 b 28,00 c
Metanolico 37,20 ¢ 35,20 ¢ 34,00 b
Cetbnico 39,20 ¢ 39,20 b 28,80 c
Hidroalcoolico 1,60e 54,40 a 64,40 a
Hexanico 53,60 b 40,00 b 28,40 c
Cloroférmico 58,00 b 38,40 b 30,80 ¢
Agua 76,00 a 16,80d 22,40d
Nematicida quimico 16,40 d 56,80 a 36,40 b

CV(%) 10,14 7,34 9,47

Médias seguidas pela mesma letra na coluna, ndo diferem entre si pelo teste Scott Knott a 5% de probabilidade.

Mesmo que espécies de brassicas sejam consideradas com potencial para controle de
patdgenos, o que € atribuido a producdo de compostos sulfurosos, os glicosinolatos, os métodos
de extracdo apresentam efeito importante na obtencdo dos mesmos, influenciando na
quantidade retirada dos vegetais para atuar sobre os patégenos (MOHN et al., 2007; NEVES et
al., 2009; WU et al., 2011). Alguns solventes apresentam maior afinidade com a extracdo de
isotiocianatos, fato atribuido as diferencas de polaridade existentes (WU et al., 2009).

No presente trabalho, o nematicida quimico ndo demonstrou efeito promissor como
nematostatico e nematicida, apresentando baixa mortalidade aos nematoides avaliados. A
mortalidade de M. incognita (20%) ficou proxima a testemunha agua, e muito inferior ao
hidroalcodlico (93,20%), assim como para M. javanica. Para ambos nematoides a mortalidade
com o nematicida quimico ndo chegou a 50%, sendo assim, deveria-se utilizar outro nematicida

quimico para os demais ensaios.

4.3.2 Ensaio 2 - Efeito das Doses dos Extratos de Crambe

Conforme a Figura 4.1, a ecloséo de ovos de M. incognita foi reduzida pelo uso de
extratos hidroalcoolico e trituragdo na concentragdo de aproximadamente 300 mg L. Em

comparagao ao quimico, a inibicdo da eclosdo nas doses 200, 300 e 400 mg L do extrato obtido
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por trituracdo foi superior 40%, 46% e 44%, respectivamente. O extrato hidroalcodlico inibiu
a eclosdo em 49%, 43% e 35% nas doses 200, 300 e 500 mg L™, respectivamente, em
comparagdo ao nematicida. A inibicdo da eclosdo pelo extrato metandlico quando comparado
ao nematicida chegou a 18%, 41%, 40% e 37% nas doses de 200, 300, 400 e 500 mg L™,
respectivamente. Esse resultado ndo apresentou proporcdo descendente, ou seja, quanto maior
a dose, menor a taxa de eclosdo. Isto pode ter acontecido pois, considerando que o extrato
utilizado apresenta varias moléculas diferentes pertencentes ao grupo dos glicosinolatos
(conforme Figura 3), é possivel que tenha ocorrido uma interacdo antagonistica entre as
mesmas, resultando da competicdo por sitios alvos dessas moléculas no nematoide, ou inibi¢do
da captacdo celular da molécula nematot6xica ocasionada por molécula (s) ndo tdxica (s) a esse
organismo (MANDALARI et al., 2010).
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Figura 4.1 - Efeito das doses dos extratos metandlico, hidroalcodlico e triturado de folhas de
Crambe abyssinica sobre a eclosdo de ovos de Meloidogyne incognita. *Letras iguais entre o
tratamento quimico e cada dose dentro de cada extrato, ndo diferem entre si pelo teste Dunnett
a 5% de probabilidade. Marechal Candido Rondon, PR, 2013.

A maior inibicdo da motilidade foi encontrada no extrato hidroalcodlico na dose
calculada de 250 mg L, com 62% de imdveis, valor este superior 57% a dose zero (Figura
4.2). Quanto aos extratos metanolico e obtido pela trituracdo na dose calculada de 417 e 485
mg L%, apresentaram 40% e 51% de inibicdo da motilidade respectivamente, e superior 35% e

46% em relagdo a dose zero. Os extratos hidroalcodlico e metandlico diferiam do tratamento
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nematicida em todas as doses testadas, sendo que a Unica dose a apresentar maior inibigdo da
motilidade, quando comparado ao nematicida, foi a dose 200 mg L™ do extrato hidroalcodlico,
com valor 34% superior. Quanto ao extrato obtido por trituracio, apenas a dose de 400 mg L*
ndo diferiu do tratamento quimico, as demais doses foram diferentes e inferiores.
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Figura 4.2 - Efeito das doses dos extratos metanolico, hidroalcodlico e triturado de folhas de
Crambe abyssinica sobre a motilidade de juvenis de Meloidogyne incognita. *Letras iguais
entre o tratamento quimico e cada dose dentro de cada extrato, ndo diferem entre si pelo teste
Dunnett a 5% de probabilidade. Marechal Candido Rondon, PR, 2013.

O extrato hidroalcodlico na dose calculada de 252 mg L apresentou 52% de
mortalidade, 45% superior a dose zero, e 15% e 13% superior aos extratos metanolico e ao
obtido por trituracio na dose calculada de 535 e 570 mg L, respectivamente (Figura 4.3). O
extrato hidroalcoolico apresentou maior mortalidade na dose de 200 mg L™, superior 48% ao
quimico, enquanto que a dose de 300 mg L™ ndo diferiu estatisticamente do quimico. Para o
extrato metandlico, a dose 400 mg L apresentou menor mortalidade comparado ao quimico,

porém a diferenca foi minima, de apenas 5%.
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Figura 4.3- Efeito das doses dos extratos metandlico, hidroalcoolico e triturado de folhas de
Crambe abyssinica sobre a mortalidade de juvenis de Meloidogyne incognita. *Letras iguais
entre o tratamento quimico e cada dose dentro de cada extrato, ndo diferem entre si pelo teste
Dunnett a 5% de probabilidade. Marechal Candido Rondon, PR, 2013.

O extrato hidroalcodlico de Artemisia vulgaris inibiu a ecloséo de J2 de Meloidogyne
megadora em 100% na concentragdo de 50 e 100 mg mL™ (50.000 e 100.000 mg L?) ja a
exposicdo a 0,5 mg mL™* (500 mg L) do extrato causou menos inibicdo da eclosdo de ovos,
verificando-se o efeito dose-dependente. A mortalidade de 100% dos J2 foi verificada com 50
e 25 mg mL? com tempos de exposicido de 22 e 26 horas, respectivamente. A atividade
nematotoxica foi atribuida a todos os componentes do extrato, e ndo apenas a alguns, pois, o
etanol-agua produz uma variabilidade de compostos (COSTA et al., 2003).

Extratos metanol-agua de brassica Armoracia rusticana apresentaram efeito
significativo na paralizacdo e morte de J2 de M. incognita, principalmente apds trés dias de
exposicdo in vitro com diferentes doses, variando de 10 a 5000 mg L. O ECs foi observado
na concentragdo 251 mg L, e verificaram que o metab6lito mais abundante da planta com
efeito nematicida foi o alil isotiocianato (AISSANI et al., 2013). No presente trabalho, o extrato
metanolico apresentou melhor efeito na motilidade de J2 de M. incognita com dose calculada
de 450 mg L, a maior mortalidade observada foi de 37% na dose de 500 mg L™, dose esta,
acima a citado por aqueles autores. De maneira complementar, o extrato metanoélico foi mais
eficiente na mortalidade de M. incognita in vitro na maior dose, com 500 mg L, onde a
mortalidade variou de 72% na dose 500 mg L™ para 7,3% na dose de 50 mg L™* (ELBADRI et
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al., 2008). Isto demonstra diferencas entre os compostos existentes nas plantas e na quantidade
destes.

Em estudos com extratos vegetais de Mentha piperita, M. spicata e M. pulegium, Caboni
et al. (2013) atribuiram o efeito da mortalidade aos danos na cuticula externa do nematoide
pelos compostos presentes no extrato, alem de promover inibicdo da enzima V-ATPase,
fazendo com que o nematoide fique paralisado e acabe morrendo.

Para M. javanica, a eclos@o nos extratos metanolico e obtido por trituracéo apresentaram
comportamento semelhante, e na dose calculada de aproximadamente 350 mg L foram
observadas as menores eclosdes. O extrato hidroalcodlico apresentou maior eclosdao em maiores
doses, e sua menor ecloséo foi observada na dose calculada de aproximadamente 250 mg L™,
com valor de 22% (Figura 4.4). Em comparacdo ao nematicida, a inibicdo da eclosdo nas doses
300, 400 e 500 mg L do extrato obtido por trituracdo foi superior 14,7%, 15,6% e 12%,
respectivamente, e a dose de 200 mg L ndo diferiu estatisticamente. As doses do extrato
metandlico e hidroalcodlico ndo diferiram do nematicida, exceto as dose zero e 400 mg L do

extrato hidroalcodlico, com maior eclosao.
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Figura 4.4 - Efeito das doses dos extratos metanolico, hidroalcoolico e triturado de folhas de
Crambe abyssinica sobre a eclosdo de ovos de Meloidogyne javanica. *Letras iguais entre o
tratamento quimico e cada dose dentro de cada extrato, ndo diferem entre si pelo teste Dunnett
a 5% de probabilidade. Marechal Candido Rondon, PR, 2013.
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A maior inibi¢do da motilidade foi do extrato hidroalcoolico na dose calculada de 255
mg L%, com 82% de J2 imdveis de M. javanica, 36% superior a dose zero (Figura 4.5). Quando
comparado 0s extratos com o tratamento nematicida, pode-se observar que todas as doses dos
extratos foram semelhantes e ndo diferiram estatisticamente, exceto a dose zero com menos J2
imdveis e a dose de 200 mg L™ do extrato hidroalcodlico, apresentando maior inibicdo da

motilidade cerca de 28% superior ao nematicida.
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Figura 4.5 - Efeito das doses dos extratos metanolico, hidroalcodlico e triturado de folhas de
Crambe abyssinica sobre a motilidade de juvenis de Meloidogyne javanica. *Letras iguais entre
0 tratamento quimico e cada dose dentro de cada extrato, ndo diferem entre si pelo teste Dunnett
a 5% de probabilidade. Marechal Candido Rondon, PR, 2013.

Maior efeito na mortalidade de J2 de M. javanica foi promovido pelo extrato
hidroalcodlico (Figura 4.6), atingindo 78% de mortalidade na dose calculada de 262 mg L%,
valor 38% superior a dose zero e 6% superior a dose de 400 mg L do extrato metanolico. A
mortalidade de J2 de M. javanica aumentou linearmente com o aumento das doses do extrato
obtido por trituracdo, demonstrando efeito dose-dependente, chegando a 74% na dose 500 mg
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Figura 4.6 - Efeito das doses dos extratos metanolico, hidroalcodlico e triturado de folhas de
Crambe abyssinica sobre a mortalidade de juvenis de Meloidogyne javanica. *Letras iguais
entre o tratamento quimico e cada dose dentro de cada extrato, ndo diferem entre si pelo teste
Dunnett a 5% de probabilidade. Marechal Candido Rondon, PR, 2013.

Quando comparado 0s extratos ao tratamento com nematicida, a dose de 200 mg L™ do
extrato hidroalcoolico apresentou maior mortalidade de J2 com valor aproximadamente 33%
superior ao quimico, na dose de 300 mg L apresentou 13% a mais, e as demais doses néo
diferiram do quimico. O extrato metanolico na dose de 400 mg L™ apresentou valor de
mortalidade 10% superior ao nematicida, as demais nédo diferiram deste. Quanto ao extrato
obtido por trituracdo, todas as doses diferiram do nematicida, sendo que apresentaram maior
mortalidade doses a partir de 300 mg L comparado ao quimico.

A atividade nematicida de extratos vegetais depende da planta utilizada, da
concentracdo e do solvente de extracdo dos compostos nematotdxicos. O efeito nematicida do
extrato metanolico da planta Cinnamomum cassia na concentragio de 10 mg mL™?, contra
Bursaphelenchus xylophilus, nematoide do pinheiro, resultou em maior mortalidade na maior
concentracdo (NGUYEN et al., 2009). Extratos aquosos e metanolico de sementes de nim a
1000 mg L causaram a morte de pelo menos 98% dos J2 (SILVA et al., 2008).
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4.3.3 Ensaio 3 - Quantificacéo e Identificacdo de Isotiocianato nos Extratos de Crambe

O alil isotiocianato foi constatado em apenas dois dos extratos avaliados. Os extratores
metanolico e hidroalcoolico foram os que apresentaram afinidade com as moléculas do alil
isotiocianato, sendo o extrato metanolico o melhor solvente para a extracdo, com concentracdo
de 133,88 mg L (Figura 4.7 B). Ja o solvente hidroalcodlico, apesar da presenca do alil
isotiocianato na concentragdo de 13,57 mg L (Figura 4.7 A), néo diferiu estatisticamente dos
demais extratos que ndo apresentaram afinidade para extracéo do alil isotiocianato. No entanto,
o alil isotiocianato, além de outros compostos com efeito sobre os nematoides, podem estar
presentes em maior quantidade no extrato hidroalcodlico, pois este solvente pode estar
possibilitando a extracdo de maior numero de compostos nematicidas, devido sua alta
polaridade. Os tipos de solventes e de suas polaridades podem afetar a interacdo de compostos,
devido a influencia na transferéncia de elétrons e de atomos de hidrogénio (SANTOS et al.,
2012).
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Figura 4.7 — Cromatograma do alil isotiocianato do extrato hidroalcodlico (A) e metandlico (B)
em mAU (mili unidades de absorbancia) de folhas de Crambe abyssinica. O anexo (C) compara
a concentracdo de alil isotiocianato de cada solvente em mg L. *Concentragdo seguida da
mesma letra na coluna néo difere entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. Marechal
Candido Rondon, PR, 2013.
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Alguns isotiocianatos como benzil isotiocianato, metil isotiocianato e fenil isotiocianato
foram observados em bréssicas e com efeito nematicida (AISSANI et al., 2013). Outros
isotiocianatos também demonstraram algum efeito nematicida, como etil isotiocianato, benzil
tiocianato, 1-feniletil isotiocianato e 2-feniletil isotiocianato, porém, foi acriloil isotiocianato e
alil isotiocianato que apresentaram maior efeito contra nematoides (WU et al., 2011).

Glicosinolatos diferem entre plantas, e os seus derivados como 0s isotiocianatos, quanto
sua toxicidade contra nematoides. Espécies que contém benzil ou 2-feniletil e em menor grau
alil isotiocianatos sdo mais eficazes contra Tylenchulus semipenetrans e M. javanica quando
comparado a butil, etil, metil, fenil e 4-metilsulfinil isotiocianato (ZASADA; FERRIS, 2003).
Pode-se sugerir entdo, que os nematoides do presente trabalho ndo apresentam alta sensibilidade
ao alil isotiocianato, assim como, existe a presenca de outros compostos com maior efeito
nematotoxico.

C. abyssinica apresenta diferentes glicosinolatos, como glicosinolato 2-propenil
(sinigrina), 3-butenil (gliconapin), 4-pentenil (glicobrassicanapin), e em maior quantidade 2-
hidroxi-3-butenil (epi-progoitrin e progoitrin), entre outros que também fazem parte
(WARWICK; GUGEL, 2003). De maneira complementar, o principal glicosinolato em C.
abyssinica cv. Belenzian é o epi-progoitrin, cuja atividade é atribuida a reatividade quimica do
grupo de isotiocianato, que pode facilmente reagir com proteinas (LEONI et al., 1997).

Extrato de Brassica napus foi analisado em HPLC para identificagdo dos glicosinolatos,
e no tempo de 4 a 5 min foram observados os picos de progoitrin, epi-progoitrin e sinigrina
(LAZZERI et al., 1993), confirmando assim, os glicosinolatos presentes em C. abyssinica
(WARWICK; GUGEL, 2003), e condizendo com o tempo de retengdo do pico de alil
isotiocianato do presente trabalho, derivado de glicosinolato.

Leoni et al. (1997) explicam que a atividade bioldgica de isotiocianatos € derivado da
hidrolise enzimatica de glicosinolatos através da enzima mirosinase. Porém, solventes apolares
podem afetar o rendimento da reacdo enzimatica, assim como, solventes hidrofilicos podem
desnaturar as enzimas, modificando a estrutura natural das proteinas (JESUS et al., 1997).

Considerando que somente os extratos metandlico e hidroalcoolico apresentaram alil
isotiocianato, os efeitos nematicida e nematostatico desses e dos demais extratos ndo podem ser
atribuidos somente a presenca desse composto, sugerindo assim, que outras moléculas com
efeito sobre os nematoides estejam presentes em folhas de C. abyssinica, instigando assim,

estudos posteriores para identificacdo das mesmas.
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4.4 CONCLUSAO

- O extrato hidroalcodlico apresentou elevado efeito inibitorio da eclosdo, além de efeito
nematostatico e nematicida para M. incognita e M. javanica, seguido pelo extrato metandlico e
por trituracéo.

- O extrato hidroalcodlico na dose calculada de 250 mg L™ apresentou maior efeito na
mortalidade e na inibicdo da motilidade e eclosdo para M. incognita e M. javanica.

- Somente os extratos metandlico e hidroalcodlico apresentaram alil isotiocianato.
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5 CAPITULO 2 - CONTROLE DE Meloidogyne incognita EM TOMATEIRO POR
DIFERENTES FORMAS DE APLICACAO DO EXTRATO DE Crambe abyssinica

RESUMO

O extrato vegetal de crambe é uma alternativa para controle de nematoides, seja por acéo direta
ou indutora de resisténcia. O objetivo do presente trabalho foi avaliar qual o melhor método de
aplicacdo do extrato de Crambe abyssinica para controle de M. incognita em tomateiro, por
meio da indugdo de resisténcia e/ou efeito nematicida. Foi utilizado o extrato hidroalcoodlico de
crambe, & 250 mg Lt Em um primeiro experimento em casa de vegetacdo foram estudadas
diferentes vias de aplicacdo do extrato: foliar; solo; e foliar+solo, em quatro épocas: antes da
inoculacdo; na inoculacdo; apds a inoculagdo; e semanalmente até 45 dias, culminando com o
término do experimento. Em um segundo experimento, foram estudadas trés vias de aplicacao
como citado anteriormente, em duas épocas (ap6s a inoculacdo e semanalmente). Os resultados
indicaram que aplicacdes via foliar e via solo semanalmente reduziram em 23,50% e 30,77% a
massa de ovos, respectivamente. A reducdo do nimero de galhas com aplicagdes semanais tanto
via solo como via solo+folha foi de 49,27%. No segundo experimento, menos massa de ovos e
galhas totais foram produzidas nas plantas tratadas com aplicagdes via solo semanalmente. As
menores médias de nimero de juvenis de segundo estadio (J2) e ovos por grama de raiz foram
observadas nas plantas tratadas via solo+folha na época ap6s a inoculacdo, e semanalmente via
solo e via solo+folha, com 55,24%, 61,57% e 60% inferior a testemunha (&gua),
respectivamente. Aplicacfes via foliar semanalmente afetaram a viabilidade das massas de
ovos, interferindo no nimero de J2 e ovos por 100 cm?® de solo. Os resultados demonstram que
0 extrato de crambe aplicado via solo semanalmente, pode ser utilizado no manejo integrado de

M. incognita na cultura do tomateiro.

Palavras-chave: Nematoide. Crambe abyssinica. Brassicaceae. Nematicida. Inducdo de

resisténcia.
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CAPITULO 2 - Meloidogyne incognita CONTROL IN TOMATO PLANTS IN
DIFFERENT FORMS OF APPLICATION OF Crambe abyssinica EXTRACT

ABSTRACT

The herbal extract of crambe is alternative to control nematodes, by either direct action or
inducing resistance. The objective of this study was to evaluate the best application method of
the Crambe abyssinica extract to control M. incognita in tomato plants, through the induction
of resistance and/or nematicide effect. The hydroalcoholic extract of crambe was used at 250
mg L. In a first experiment in a greenhouse different routes of the extract administration were
studied: leaf; soil; and leaf+ soil, in four periods: before inoculation; on inoculation; after
inoculation; and weekly up to 45 days, culminating with the end of the experiment. In a second
experiment, three routes of administration were studied, as previously mentioned, in two
seasons (after inoculation and weekly). The results indicated that applications via leaf and soil
weekly decreased on 23.50% and 30.77% the egg mass, respectively. The reduction of the
number of galls with weekly applications both via soil and via soil+leaf was 49.27%. In the
second experiment, less mass of total eggs and galls were produced in the plants treated with
weekly soil applications. The lowest rates of second stage juvenile (J2) number and eggs per
gram of root were observed in the plants treated via soil+leaf after inoculation, and weekly via
soil+leaf, 55.24%, 61.57% and 60% lower than the control (water), respectively. Weekly leaf
applications affected the viability of egg masses, interfering in the number of J2 and eggs per
100 cm® of soil. The results showed that crambe extract applied via soil weekly, can be used in

the integrated management of M. incognita in tomato plants.

Keywords: Nematode. Crambe abyssinica. Brassicaceae. Nematicide. Induction of resistance.
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5.1 INTRODUCAO

A cultura do tomate (Solanum lycopersicum L.) é hospedeira do género Meloidogyne.
Dentre as espécies do género Meloidogyne, quatro sdo consideradas mais importantes, pela
ampla distribuicdo geografica e alto grau de polifagismo que apresentam: M. arenaria, M.
incognita, M. javanica e M. hapla (FERRAZ; MONTEIRO, 2011). A espécie M. incognita é
provavelmente o patdgeno mais prejudicial as culturas no mundo (TRUDGIL; BLOK, 2001).
O manejo de nematoides compreende varias praticas, incluindo o uso de quimicos, porém, nem
sempre sdo adequadas as necessidades do agricultor, ou economicamente viaveis, além, de
efeitos secundarios negativos provocados pelo uso indiscriminado de quimicos (BALDIN et
al., 2012; ZHANG et al., 2012). Portanto, a utilizacdo de compostos de origem vegetal pode ser
uma alternativa promissora no manejo de nematoides (CHITWOQD, 2002).

Vaérias espécies de plantas apresentam efeito nematicida contra M. incognita, como
extrato de Cinnamomum cassia (DONG-JUN et al., 2014;), Eucalyptus exserta (LI; XU, 2012)
e Eucalyptus citriodora, na qual o efeito nematicida pode estar relacionado ao acido ferrulico,
cumarico, benzoico, clorogénico, galico e hidroxibenzoico (EL-ROKIEK; EL-NAGDI, 2011).
O efeito nematicida de Euphorbia hirta foi atribuido aos constituintes taninos, saponinas,
flavonoides e alcaloides; Andropogon gayanus a presenca de saponinas, flavondides e
alcaldides; Cassia obtusifolia a taninos, flavonoides e alcaloides; Phyllanthus amarus a
presenca de taninos, saponinas, flavonoides e alcaloides; e Sida acuta a presenca de taninos,
saponinas, flavonoides e esterois (OLABIYI et al., 2008). Espécies de brassicas produzem
glicosinolatos e seus derivados, apds hidrdlise enzimatica, atuam sobre nematoides, fungos e
patégenos de solo (OLIVEIRA et al., 2011; SARWAR et al., 1998). O crambe (Crambe
abyssinica Hochst) € uma planta da familia Brassicaceae, e esta planta contém glicosinolatos
(FALASCA et al., 2010).

Extratos vegetais diferem quanto ao momento de aplicacédo, e controlam nematoides néo
exclusivamente pelo efeito nematicida e/ou nematostatico, mas outros mecanismos de protecédo
as plantas também podem estar envolvidos (FRANZENER et al., 2007). A raiz é o local
principal para abrigo e sustento de fitonematoides, local protegido muitas vezes do sitio de
aplicagcdo de produtos nematicidas. Assim sendo, indutores de resisténcia podem favorecer o
manejo destes organismos, protegendo as plantas tratadas além de ser ambientalmente correto
(SALGADQO; SILVA, 2005). No entanto, os indutores de resisténcia podem variar sua a¢éo de
protecdo da planta em fungdo do produto fornecido, do método de aplicagéo, da idade, sanidade
das plantas e condigdes ambientais (MOLINARI; BASER, 2010).
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S&o vérios os efeitos promovidos pela resisténcia aos nematoides. Inicialmente os
exsudatos radiculares podem favorecer ou prejudicar o inicio da interagdo nematoide-planta.
Além disso, pode haver o acimulo de substancias envolvidas no reforco da parede celular,
dificultando a penetracdo e migracdo do nematoide na planta. Adicionalmente, substancias
inibitorios podem interferir no estabelecimento, alimentacéo, desenvolvimento e reproducgéo do
nematoide (SALGADO; SILVA, 2005).

A maioria dos estudos envolvendo brassicas no controle de nematoides trabalha com a
biofumigacdo, com incorporacdo do material vegetal fresco ou seco no solo para posterior
liberacdo de compostos biocidas (OLIVEIRA et al., 2011).

Este trabalho objetivou utilizar extrato hidroalcodlico de Crambe abyssinica, em
diferentes formas de aplicacdo, no controle de M. incognita, por meio da inducao de resisténcia

e/ou efeito nematicida em tomateiro.

5.2 MATERIAL E METODOS

5.2.1 Conducdo do Experimento

O experimento foi conduzido nos meses de abril a junho de 2014 (primeiro
experimento) e a repeticdo do experimento (segundo experimento) foi conduzido nos meses de
outubro a dezembro de 2014. Estes foram conduzidos em casa de vegetacdo climatizada
localizado no Complexo de Controle Bioldgico e Cultivo Protegido Prof. Dr. Méario César
Lopes, pertence a Universidade Estadual do Oeste do Paranad- UNIOESTE, campus Marechal
Céandido Rondon, Parana

Para ambos os experimentos o delineamento experimental foi em blocos casualizados
com cinco repetigdes. O extrato utilizado foi o hidroalcodlico 250 mg L preparado segundo a
metodologia proposta por Loguercio et al. (2005). As folhas de crambe foram coletadas aos 35
dias ap6s emergéncia da cultura (DAE) no municipio de Cascavel-PR, coordenadas de latitude
24°57°21” sul e longitude 53°27°19” oeste, altitude de 781 metros, foram secas em estufa a 45 °C por
48 h, trituradas em moinho de facas e passadas em peneiras de 48 Mesh, obtendo-se o p6 fdesta
planta, e armazenado em recipiente fechado no escuro a temperatura ambiente até o0 momento
de preparo dos extratos.

O extrato por solucéo hidroalcoodlica (70% v/v alcool etilico-C2HgO), foi estocada a

temperatura ambiente, protegida da luz, por um periodo de 15 dias, apds foi filtrado em papel
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filtro Whatman n° 1, em seguida, roto-evaporados a vacuo em temperatura de aproximadamente
50 °C, e ressuspenso em 1000 mL de &gua destilada com 0,6% de Tween 20.

Foram utilizadas mudas de tomateiro Santa Cruz Kada (Paulista) com 25 dias apos a
semeadura (DAS), em bandejas de polietileno com substranto comercial Plantmax, e
transplantadas em vasos com capacidade de trés litros preenchidos com solo autoclavado a 120
°C/1 atm durante 1 hora, na proporcdo de 3:2:1 (solo:areia:matéria organica). Apos foi enviado
uma amostra de solo para analise quimica no Laboratdrio de Quimica Agricola e Ambiental da
Unioeste, para posterior correcdo conforme recomendacéo de Trani, Nagai e Passos (1997).

O ino6culo de M. incognita foi obtido de tomateiros infectados cultivados em casa de
vegetacao e identificados com base na configuracao da regido perineal (HARTMAN; SASSER,
1985).

5.2.2 VVariaveis Analisadas

As variaveis foram analisadas 45 dias apds inoculacdo, com o término do experimento.
Apds a separacao das raizes do solo, estas foram lavadas e secas em temperatura ambiente para
determinacdo da massa fresca da raiz, posterior armazenamento em sacos plasticos tanto as

raizes como o solo separados em temperatura préxima aos 4 °C.

5.2.2.1 Massa de Ovos e Galhas Totais nas Raizes

Para verificar a existéncia de massa de ovos nas raizes, estas foram coradas com Floxina
B a 15 mg L durante 20 min, ap6s lavadas para tirar o excesso de corante (TAYLOR;
SASSER, 1978), secas com papel toalha e contadas galhas com massa de ovos e sem massa de
ovos com auxilio de lupa de mesa. O numero de galhas totais foi quantificado visualmente por

contagem com auxilio de lupa de mesa.

5.2.2.2 Numero de Ovos e Juvenis de Segundo Estadio (J2) por grama (g) de raiz

Para extracdo de ovos e nematoides das raizes foi utilizado a metodologia de Freitas et
al. (2007). As raizes foram cortadas e trituradas em liquidificador por 20 seg, vertido sobre
peneira de 0,427 mm de abertura de malha (48 Mesh) acoplada na peneira de 0,037 mm de
abertura de malha (400 Mesh), nesta os nematoides foram retidos e o contedo recolhido em

tubos de centrifuga e submetidos ao método de flotacdo centrifuga em solugéo de sacarose. Os
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ovos e J2 retidos na peneira de 400 Mesh foram transferidos para lamina de Peters e
quantificado com auxilio de microscépio optico.
5.2.2.3 Nimero de Ovos e J2 por 100 cm?® de Solo

O método flotacdo centrifuga em solucéo de sacarose foi empregado para extracao de
ovos e nematoides do solo (JENKIS, 1964). O procedimento correspondeu com a extragao de
100 cm® de solo, peneiramento a 0,427 mm de abertura de malha (48 Mesh) acoplada na peneira
de 0,037 mm de abertura de malha (400 Mesh), nesta os nematoides foram retidos e o conteido
recolhido em tubos de centrifuga e submetidos a centrifugacdo em solucdo de sacarose com
densidade de 1,15 g cm®. Os ovos e J2 retidos na peneira de 400 Mesh foram transferidos para

lamina de Peters e quantificado.

5.2.3 Primeiro Experimento

O esquema fatorial (3x4+1) foi utilizado, sendo, trés vias de aplicacdo na planta: via
solo, via foliar e via solo+foliar, em quatro épocas de aplicacdo: 1) antes da inoculagdo (trés
dias apos o transplante das mudas); 2) na inoculacédo (sete dias apos o transplante); 3) apos a
inoculagdo (uma semana apds a inoculacdo); e 4) semanalmente até aos 45 dias ap6s a
inoculacdo, totalizando nove aplicagbes (incluindo todas as épocas de aplicacdo citadas
anteriormente) e um tratamento adicional, testemunha inoculada e nao tratada.

As plantas foram tratadas com fungicida (Trifloxistrobina+ Tebuconazol (75 + 150 g
i.a. ha')) devido a presenca da mancha-de-estenfilio, causada pelo fungo Stemphyllium sp., 15
dias ap6s o transplante, com trés dias de diferenca para a aplicacdo do extrato, e a outra
aplicacdo de fungicida foi 15 dias ap6s a primeira aplicacéo.

A pulverizacdo das folhas com o extrato foi com borifador na parte adaxial até ponto de
escorrimento, para ndo entrar em contato com o solo, o vaso foi coberto com papel laminado e
jornal, para que a aspersdo nao entrasse em contato com outras plantas estes vasos foram
retirados e isolados, plantas tratadas via solo receberam 30 mL do extrato por vaso,
correspondendo a 1% do v/v. Todos os tratamentos foram efetuados no periodo da manha. Apds
sete dias do transplante foi efetuada a inoculagdo de 5.000 ovos e 589 J2 por vaso de M.
incognita, por meio de perfuracdes ao redor das raizes, com profundidade de 5 cm.

Para analise dos dados foi realizado o teste de normalidade de Lilliefors a 5% de
probabilidade, em todos os dados foi aplicado o teste Q, ficando com quatro repeti¢des, e ainda

na auséncia de normalidade, como para massa de ovos, os dados foram transformados em
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Jx +0,5. Posteriormente, realizou-se a anélise de variancia e as médias referentes aos
tratamentos foram submetidas ao teste de média de Tukey, e quando o tratamento adicional
mostrava-se significativo na andlise de variancia utilizou-se um teste adicional, o Dunnett. O
software estatistico Genes (CRUZ, 2006) foi utilizado.

5.2.4 Segundo Experimento

Apo6s andlise dos dados do primeiro experimento, foi conduzido um segundo
experimento para confirmacédo das melhores épocas de aplicacdo. Utilizou-se o esquema fatorial
(3x2+1), trés vias de aplicacdo na planta, como citado no primeiro experimento, e duas épocas
de aplicacdo: 1) ap6s inoculacdo (uma semana apos a inoculacdo); e 2) semanalmente (inclui
as aplicacdes: trés dias apds o transplante das mudas; sete dias ap6s o transplante; uma semana
apos a inoculacdo e semanalmente até aos 45 dias apds a inoculacdo, totalizando nove
aplicacdes. Foram inoculados 5.074 ovos e 1000 J2 por vaso. As mudas foram tratadas com
fungicida (Trifloxistrobina+ Tebuconazol (75 + 150 g i.a. ha')) devido a ocorréncia mancha-
de-estenfilio, oito dias antes do transplante.

Apds a contagem do numero de massa de ovos e galhas totais, as massas de ovos foram
coletadas para avaliar a viabilidade. Foram utilizadas trés repeticdes por tratamento e em
triplicata, em delineamento inteiramente casualizado. Placas de Elisa com agua destilada foram
utilizadas e em cada célula da placa Elisa foi colocado uma massa de ovos, apés 15 dias foi
avaliado a ecloséo dos ovos.

Para analise dos dados foi realizado o teste de normalidade de Lilliefors a 5% de
probabilidade, e em todos os dados foi aplicado o teste Q, ficando com quatro repeticdes. A
normalidade somente foi encontrada para massa de ovos e galhas totais quando os dados foram
transformados em log (x+1). Posteriormente, realizou-se a analise de variancia e as médias
referentes aos tratamentos foram submetidas ao teste de média de Tukey, e quando o tratamento
adicional mostrava-se significativo na analise de variancia utilizou-se um teste adicional, o
Dunnett. O software estatistico Genes (CRUZ, 2006) foi utilizado.

5.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Aplicacdes do extrato aquoso de crambe semanalmente pela via solo+folha apresentou

18,17% a menos de massa de ovos em tomateiro do que a mesma via de aplicacdo na época
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apos a inoculacdo, e inferiores 31% e 16,23% comparado a testemunha, respectivamente
(Tabela 5.1).

Tabela 5.1 - Massa de ovos em raizes de tomateiro inoculados com Meloidogyne incognita, na
qual as raizes das plantas de tomateiro foram tratadas com extrato de Crambe abyssinica, € as
mesmas plantas receberam o extrato em diferentes vias e em épocas distintas de aplicacéo,
sendo antes da inoculacéo (trés dias apds o transplante das mudas); na inoculacéo (sete dias
apos o transplante); apos a inoculacdo (uma semana apds a inoculagdo); e semanalmente até
aos 45 dias ap6s a inoculacdo (incluindo as demais aplicacdes), o tratamento adicional é
representado pela testemunha inoculada e ndo tratada. Marechal Candido Rondon, abril de
2014.*

Epocas de aplicacdo
Antes da Apos a

Vias de aplicacdo

do extrato . ~ Nainoculagdo . « Semanalmente
inoculacédo inoculacédo
Solo 1178,25 Aa a. 1170,75 Aaa  1147,00 Aa o 551,00 Bb
Folha 1068,00 Aa a. 1301,00 Aaa. 666,50 Bb 1146,00 Aa o
Solo + Folha 990,75 Ba a 1291,00 Aaa 807,00 Bb 538,00 Cb
Testemunha 1137,50 o
CV (%) 7,85 3,58 6,97 7,19

Médias seguidas pelas mesmas letras maiusculas na horizontal e minusculas na vertical ndo diferem
estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

*Médias ndo diferem da testemunha pelo teste de Dunnett ao nivel de 5% de probabilidade.

*Neste primeiro experimento foram utilizados quatro épocas de aplicacéo.

Na época apo6s a inoculacao, o efeito principal foi da aplicacdo foliar, devido a auséncia
de diferenca estatistica com a via foliar+solo. No entanto, a via solo na época apés a inoculacéo
ndo demontrou controle, talvez pelo fato de que os J2 ja tivessem penetrado nas raizes, sem
controle efetivo. J& via foliar, mesmo que o J2 ja tivesse penetrado, a planta reagiria com
mecanismos de defesa, prejudicando a reproducdo e, consequentemente, formando menos
massa de ovos. A reproducdo poderia ser prejudicada por alguma interferéncia na formacéo das
células nutridoras. O desenvolvimento e reproducdo de nematoides dependem do
estabelecimento e manutencdo de locais de alimentacdo especializados dentro da raiz
(CAILLAUD et al., 2008). Alguns autores tais como Chinnasri et al. (2003) e Molinari e Baser
(2010) verificaram que a aplicagéo de um indutor de resisténcia acibenzolar-S-metil (ASM) ndo
inibiu a penetracao e sitios de alimentacéo, mas sim a reproducéo dos nematoides.

Alguns critérios sdo necessarios para confirmar se ocorreu resisténcia induzida, como a
necessidade de um intervalo de tempo entre a exposicdo da planta ao indutor e a expressdo da
resisténcia (BONALDO et al., 2005). No entanto, Oka e Cohen (2001) verificaram que a
aplicacdo de acido DL-B-amino-n-butirico (BABA) em plantas de tomateiro até 16 dias apés a

inoculacdo do nematoide foi eficaz na reducdo de massa de ovos de Meloidogyne por
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mecanismos de resisténcia induzidos. Isso corrobora com os resultados obtidos neste trabalho,
ja que aplicaces folires apds a inoculagcdo também resultaram em reducdo da massa de ovos
de M. incognita.

As aplicaces via solo exigem mais aplicacdes, desde o inicio do cultivo até o final, para
que assim, o substrato sempre tenha presente os compostos nematicidas e/ou nematostatico com
maior contato do nematoide, fazendo que o J2 atrase ou ndo penetre na raiz. As condigOes
ambientais, a estabilidade de compostos presentes nas solucdes derivadas de plantas, podem
afetar os mecanismos de acdo, degradando-os rapidamente no solo, exigindo assim, varias
aplicacdes (SILVA et al., 2005).

Corroborando com o presente trabalho, na qual aplicacdo via solo foi melhor que via
foliar semanalmente, Oka e Cohen (2001), verificaram que aplicacdes via foliar de BABA
contra Meloidogyne em trigo e cevada, reduziu o nimero de massa de ovos em até 72% a 8.000
mg L, enquanto que o molhamento do solo a 500 mg L™ reduziu em 94% o nimero de massa
de ovos, demonstrando maior inibicdo do desenvolvimento de Meloidogyne sp. nas plantas
tratadas via solo com menor dose utilizada.

Espécies de brassicas possuem glicosinolatos, estes sdo hidrolisados em isotiocianatos,
nitrilas, tiocianatos e epinitrilas. No entanto, a supressdo de patdgenos no solo esta relacionado
com a liberacdo de isotiocianatos, a partir da hidrolise enzimatica de glicosinolatos na presenca
de agua (MAYTON et al., 1996). Os isotiocianatos tem vida Util no solo geralmente curta, alil
isotiocianato em seis tipos de solo variaram de 20 a 60 horas de vida Gtil, o que pode ser
vantajoso se tratando de impactos ambientais e desvantajoso por ndo estar presente em tempo
suficiente para produzir o efeito desejado sobre as pragas (OLIVEIRA; DHINGRA, 2008;
AISSANI et al., 2013). Embora alguns isotiocianatos se degradam rapidamente em solo nativo,
cerca de 96 h, quando fornecidos continuamente mesmo em concentragdes baixas podem afetar
0s patdgenos do solo, além disso, sdo persistentes em solo esterilizado, sendo assim, o principal
mecanismo para 0 desaparecimento nos solos é a degradacdo microbiana (RUMBERGER;
MARSCHNER, 2003). Estes resultados contribuem para explicar a exigéncia de aplicagdes
sequenciais da via solo para controlar os nematoides. Uma vez que, o extrato hidroalcoolico do
presente estudo é de Crambe abyssinica, e € uma espécie de brassica que possui glicosinolato
e seus derivados, assim podem apresentar vida Gtil curta no solo.

Aplicagbes do extrato via solo foram efetivas na redugdo de galhas totais somente
guando aplicados semanalmente (Tabela 5.2), ja via foliar apresentou controle somente na
época apos a inoculagdo. O numero de aplicacbes foliares depende do indutor, pois, Oka e

Cohen (2001), observaram correlagdo negativa entre o numero de aplicacdes foliares do BABA
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(em intervalo de dez dias, iniciando dois dias antes da inocula¢do) e o nimero de cistos de
Heterodera avenae em trigo.

Tabela 5.2 - Galhas totais em raizes de tomateiro inoculados com Meloidogyne incognita, na
qual as raizes das plantas de tomateiro foram tratadas com extrato de Crambe abyssinica, € as
mesmas plantas receberam o extrato em diferentes vias e em épocas distintas de aplicacéo,
sendo antes da inoculacéo (trés dias apds o transplante das mudas); na inoculacéo (sete dias
apos o transplante); apos a inoculacdo (uma semana apds a inoculagdo); e semanalmente até
aos 45 dias ap6s a inoculacdo (incluindo as demais aplicacdes), o tratamento adicional é
representado pela testemunha inoculada e ndo tratada. Marechal Candido Rondon, abril de
2014.*

Epocas de aplicacdo

Vias de aplicacdo Aries da ApGs &

do extrato . « Na inoculacdo . « Semanalmente
inoculacédo inoculacdo
Solo 1561,75 Aa 1665,25 Aaa  1581,75 Aaa 710,50 Bb
Folha 1543,25 Aaa 1724,00 Aa 899,75 Bb 1542,75 Aa a
Solo + Folha 1317,25 Ba o 1739,00 Aa 1018,00 BCb 710,50 Cb
Testemunha 1400,50 a
CV (%) 17,75 3,83 14,66 14,52

Médias seguidas pelas mesmas letras maiusculas na horizontal e minusculas na vertical ndo diferem
estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

“Médias ndo diferem da testemunha pelo teste de Dunnett ao nivel de 5% de probabilidade.

*Neste primeiro experimento foram utilizados quatro épocas de aplicacéo.

Aplicacdes via solo+folha semanalmente foi mais efetivo em reduzir o nimero de galhas
comparado com a época antes da inoculacao em 46%, porém, antes da inoculacdo ndo diferiu
da testemunha. A época apds a inoculagdo é intermediario e ndo diferiu estatisticamente de
ambas, porém 30,20% a mais de galhas totais comparado a época semanal. Assim como para
massa de ovos (Tabela 5.1), galhas totais (Tabela 5.2) resultantes da época apds a inoculacéo
tém como efeito principal a aplicacdo foliar, e para a época semanal, a via solo.

Estudos realizado por Franzener et al. (2005) utilizando extrato de flores Tagetes patula
no controle de M. incognita em tomateiro demonstrou que, houve diferenca entre as épocas de
aplicacdo, com melhor efeito para o extrato aplicado semanalmente tanto aplicado na folha
como via solo ou ambos concomitantemente, resultando em reducéo de 62,2 % de galhas, em
61,5% o0 numero de juvenis no solo e em 52,8% o numero de ovos nas raizes de tomateiro,
apenas uma aplicacdo ndo apresentou efeito na protecdo do tomateiro.

A reducdo do numero de galhas do presente estudo, pode também ser devido a
interferéncia do extrato hidroalcoolico de crambe diretamente no nematoide, fazendo com que

menos J2 infecte a raiz, e consequente, menos células nutridoras. Pois, alguns extratos vegetais
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promoveram a morte de J2, tal fato foi atribuido, a danos ocasionados na cuticula externa do
nematoide pelos compostos presentes no extrato, além de promover inibicdo da enzima V-
ATPase, fazendo com que o mesmo fique paralisado e acabe morrendo (CABONI et al., 2013).
Borges et al. (2013) observaram mortalidade de J2 de M. incognita em aplicacdes de extratos
de nim, acafrdo da terra e crotaléria in vitro. De acordo com Babu et al. (2012), 16 fitoquimicos
(B-cariofileno, miristicina, eugenol, capsaicina, a-terpineol, geraniol, curcumina, neral, acido
cindmico, norvalinamida, piperina, linalol, isoeugenol, vanilina, o-pineno e citronelol)
derivados de plantas, apresentam efeito nematicida, e este efeito na mortalidade de M. incognita
esta relacionado a inibigdo de glutationa-S-transferase, que sdo importantes no metabolismo do
nematoide por atuarem no sistema de defesa. Andrade et al. (2010) observaram que uma
proteina produzida por crotalaria inibe a papaina, uma importante enzima alcaloide relacionada
a digestdo em M. incognita.

Conforme apresentado no primeiro experimento, as épocas ap6s a inoculacdo e
semanalmente foram mais eficientes na reducdo do nimero de massa de ovos e galhas totais,
assim, somente estas seriam repetidas no segundo experimento.

A massa de ovos no segundo experimento (Tabela 5.3) ndo diferiu entre as vias de
aplicacdo e épocas, assim como as galhas totais. Porém, aplicacdes semanais pela via solo
diferiu da testemunha, 21,40% a menos de massa de ovos e 19,56% de galhas totais. Estes
resultados confirmam os encontrados no primeiro experimento, na qual aplicagdes via solo tem

efeito quando aplicados semanalmente.
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Tabela 5.3 - Massa de ovos (MO) e galhas totais (GT) em raizes de tomateiro inoculados com
Meloidogyne incognita, na qual a planta foi tratada com extrato de Crambe abyssinica em
diferentes vias e em épocas distintas de aplicacdo, sendo apés a inoculagdo (uma semana apds
a inoculacdo) e semanalmente até aos 45 dias ap6s a inoculagdo, a testemunha é considerada
como tratamento adicional e é representado por plantas inoculadas e ndo tratadas. Marechal
Céandido Rondon, outubro de 2014.*

MOI’]S GTnS
Vias de aplicacéo ; Epocas de apI!cagao
do extrato . Apos 4 Semanalmente . Apos a Semanalmente
inoculagdo inoculacdo

Solo 291,25 o 147,00 315,00 o 183,75
Folha 453,50 o 317,75 a 525,75 a 353,50 a
Solo + Folha 336,75 a 247,25 o 389,25 o 296,75 o
Testemunha 557,25 a 630,50 a

CV (%) 9,17 12,62 8,98 12,41

" Médias ndo diferem estatisticamente entre si pela analise de variancia.
*Médias ndo diferem da testemunha pelo teste de Dunnett ao nivel de 5% de probabilidade.
*Neste segundo experimento foram utilizadas apenas duas épocas de aplicacéao.

O numero de galhas e massa de ovos de M. incognita foi reduzido em tomateiros tratados
com farinha de semente e de folhas da Brassica juncea incorporado ao solo, controle de 95% a
99% foi alcancado, estas diferencas entre os tratamentos testados foram devido ao contetido de
alil isotiocianato liberado no solo, por meio da mortalidade de juvenis e repressdo da eclosdo
de ovos (OLIVEIRA et al., 2011). Devido aos valores superiores de controle observados por
outros autores em comparacdo com os do presente estudo, o maior controle de galhas totais
chegou a 49,27% e 31% de massa de ovos. Pode-se sugerir que o extrato utilizado faca parte
do manejo integrado de nematoides juntamente com outras praticas.

A variavel J2 e ovos por grama de raiz do primeiro experimento esta representando na
Tabela 5.4, e diferiu entre as épocas de aplicacdo apenas para a aplicacdo via foliar, sendo a
maior média (435,47) na época antes da inoculacdo, as demais foram inferiores e ndo diferiram

estatisticamente entre si.
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Tabela 5.4 - Ovos e juvenis de segundo estadio (J2) de Meloidogyne incognita por grama de
raiz, na qual as raizes das plantas de tomateiro foram tratadas com extrato de Crambe
abyssinica, e as mesmas plantas receberam o extrato em diferentes vias e em épocas distintas
de aplicacdo, sendo antes da inoculacgdo (trés dias ap6s o transplante das mudas); na inoculagao
(sete dias apds o transplante); ap6s a inoculacdo (uma semana ap0s a inoculacéo); e
semanalmente até aos 45 dias apds a inoculacdo (incluindo as demais aplicagdes), o tratamento
adicional é representado pela testemunha inoculada e ndo tratada. Marechal Candido Rondon,
abril de 2014.*

Epocas de aplicacdo

Vias de aplicacao

do extrato _Antes d~a . Na « . Apos a Semanalmente
inoculacédo inoculacdo inoculacdo
Solo 228,20 Ac 239,24 Ab 216,64 Aa 170,67 Ab
Folha 43547 Aa o 206,25 Bc 216,09 Ba 266,73 Ba
Solo + Folha 283,11 Ab a 261,63 Aa 198,79 Ab 177,65 Ab
Testemunha 444,15 o
CV (%) 28,91 33,88 7,39 24,53

Médias seguidas pelas mesmas letras maiusculas na horizontal e minusculas na vertical ndo diferem
estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

“Médias ndo diferem da testemunha pelo teste de Dunnett ao nivel de 5% de probabilidade.

*Neste primeiro experimento foram utilizados quatro épocas de aplicacéo.

O extrato demonstrou-se efetivo no controle, pois, na maioria dos tratamentos houve
reducdo desta variavel comparado a testemunha. Além disso, pode-se observar que existem
diferencas entre as vias de aplicacdo para cada época, como por exemplo, na época antes da
inoculagdo, a aplicacdo via solo foi a melhor, com menor média comparado as outras vias, e
48,62% inferior a testemunha, ja na época na inoculacdo, a menor média observada foi no
tratamento via foliar, com 53,56% inferior a testemunha, ap6s a inoculacdo a via solo+folha
apresentou 55,24% inferior a testemunha e semanalmente via solo e via solo+folha, néo
diferiram entre si, mas com 36% e 33,30% inferior a aplicacdo via foliar, respectivamente, e
61,57% e 60% inferior a testemunha.

De acordo com a Tabela 5.5, aplicacBes na época apos a inoculacédo pela via foliar,
apresentou 70,97% & menos de J2 e ovos por 100 cm® de solo comparado a época antes da
inoculacédo pela via foliar que apresentou a maior media (1149,60), as demais épocas foram
intermediarias e ndo diferiram estatisticamente destes. Este efeito pode ser resultado da

interferéncia na reproducgdo dos nematoides.
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Tabela 5.5 - Ovos e juvenis de segundo estadio (J2) de Meloidogyne incognita por 100 cm? de
solo, na qual as raizes das plantas de tomateiro foram tratadas com extrato de Crambe
abyssinica, e as mesmas plantas receberam o extrato em diferentes vias e em épocas distintas
de aplicacdo, sendo antes da inoculacgdo (trés dias ap6s o transplante das mudas); na inoculagao
(sete dias apds o transplante); ap6s a inoculacdo (uma semana ap0s a inoculacéo); e
semanalmente até aos 45 dias apds a inoculacdo (incluindo as demais aplicacdes), o tratamento
adicional é representado pela testemunha inoculada e ndo tratada. Marechal Candido Rondon,
abril de 2014.*

Epocas de aplicacdo

Vias de aplicacao

do extrato _Antes df‘ Na inoculacao _Apos a Semanalmente
inoculacdo inoculacdo
Solo 756,00 Aa a 1078,80 Aa a 1082,40 Aaa 974,40 Aaa
Folha 1149,60 Aa o 770,40 ABao 334,80 Bb 417,85 ABa
Solo + Folha 1113,60 Aa a 718,80 Aa a 472,80 Aab 776,40 Aa o
Testemunha 1089,60 o
CV (%) 60,71 29,46 35,57 46,03

Médias seguidas pelas mesmas letras maiusculas na horizontal e minusculas na vertical ndo diferem
estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

*Médias ndo diferem da testemunha pelo teste de Dunnett ao nivel de 5% de probabilidade.

*Neste primeiro experimento foram utilizados quatro épocas de aplicag&o.

Apo6s a inoculacdo foi a Unica época na qual as vias de aplicacdo diferiram
estatisticamente entre si, e a aplicagéo via foliar apresentou efeito principal, e os J2 e ovos por
100 cm? de solo foram 69% inferiores comparado a via solo, enquanto que a via solo+folha foi
intermediaria. As aplicacdes via foliar tanto das épocas ap0s a inoculacdo e semanalmente
reduziram J2 e ovos por 100 cm®em 69,27% e 61,65% comparado com a testemunha.

No segundo experimento (Tabela 5.6), a época apds a inoculacdo na via solo+folha
reduziu J2 e ovos por grama de raiz em 56,12% comparado com a testemunha. Em aplicacfes
semanais, as vias solo e solo+folha foram efetivas no controle, com reducéo de 49,10% e 79%
em comparacdo a testemunha, respectivamente. Esse resultado confirma os resultados do

primeiro experimento.
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Tabela 5.6 - Ovos e juvenis de segundo estadio (J2) de Meloidogyne incognita por grama de
raiz e por 100 cm®de solo, na qual a planta foi tratada com extrato de Crambe abyssinica em
diferentes vias e em épocas distintas de aplicagédo, sendo apos a inoculagdo (uma semana apos
a inoculacao) e semanalmente até aos 45 dias ap6s a inoculagdo, a testemunha é considerada
como tratamento adicional e € representado por plantas inoculadas e ndo tratadas. Marechal
Céandido Rondon, outubro de 2014.*

J2 e ovos por grama de raiz J2 e ovos por 100 cm® de solo
Vias de aplicacdo : Epocas de apllcacf‘ao
do extrato . Apos a Semanalmente . Apos a Semanalmente
inoculacéo inoculacédo
Solo 1674,40 Aab o 1398,92 Aab 2388,00 Aa a 2234,40 Aaa
Folha 2636,79 Aaa  1883,35 Aaa  1488,00 Aab a 1191,60 Ab
Solo + Folha 1205,76 Ab 576,01 Ab 1098,35 Ab 1932,00 Aab a
Testemunha 2748,25 a 2400,00 o
CV (%) 31,82 37,42 27,93 28,91

Médias seguidas pelas mesmas letras maiusculas na horizontal e minusculas na vertical ndo diferem
estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

“Médias ndo diferem da testemunha pelo teste de Dunnett ao nivel de 5% de probabilidade.

*Neste segundo experimento foram utilizadas apenas duas épocas de aplicacéo.

A aplicacdo do extrato hidroalcoolico de crambe pela via foliar semanalmente, reduziu
J2 e ovos por 100 cm®de solo no segundo experimento (Tabela 5.6), em 50,35% em comparac&o
a testemunha, e aplicag@es via solo+folha apds a inoculacdo foram inferiores a testemunha em
54,23 %.

Os resultados para a aplicacdo via foliar semanalmente, pode ser confirmada pelo ensaio
da viabilidade de massa de ovos (Tabela 5.7), na qual aplicacbes semanais do extrato via folha
e via solo+folha foram inferiores que as mesmas vias s6 que na época apds a inoculacdo. Na
época de aplicacdo semanalmente, todas as vias diferiram da testemunha e ndo diferiram entre
si. A aplicacdo via foliar apresentou 36% e via solo+folha 43,42% a menos de J2 e ovos por

100 cm? de solo comparado com a testemunha.
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Tabela 5.7 - Viabilidade de massa de ovos de Meloidogyne incognita, na qual a planta de
tomateiro foi tratada com extrato de Crambe abyssinica em diferentes vias e em épocas distintas
de aplicacdo, sendo ap0s a inoculacdo (uma semana apos a inoculacao) e semanalmente até aos
45 dias apds a inoculacdo, a testemunha € considerada como tratamento adicional e é
representado por plantas inoculadas e ndo tratadas. Marechal Candido Rondon, outubro de
2014,

Vias de aplicagio J2 eclodidos dos ovos

do extrato Epocas de aplicacdo
Ap0s a inoculagéo Semanalmente
Solo 255,67 Ab a 248,50 Aa
Folha 404,89 Aa o 228,78 Ba
Solo + Folha 358,55 Aab a 202,00 Ba
Testemunha 357,00 a
CV (%) 28,82 12,04

Médias seguidas pelas mesmas letras maiusculas na horizontal e minusculas na vertical ndo diferem
estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
“Médias ndo diferem da testemunha pelo teste de Dunnett ao nivel de 5% de probabilidade.

5.4 CONCLUSAO

AplicagBes semanais via solo de extrato hidroalcodlico de crambe, e com menor
eficiéncia uma aplicacdo foliar, reduzem massa de ovos, galhas totais, J2 e ovos por grama de
raiz e por 100 cm® de solo de M. incognita em tomateiro, 0 que pode ser tanto por efeito

nematicida e/ou nematostatico.
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6 CAPITULO 3 - EXTRATO DE Crambe abyssinica NO CONTROLE DE Meloidogyne
incognita POR IMERSAO DAS RAIZES DE TOMATEIRO ASSOCIADA A OUTRAS
VIAS DE APLICACAO

RESUMO

Extratos vegetais sdo uma alternativa promissora para o controle de nematoides. O objetivo
deste trabalho foi avaliar o efeito de épocas e vias de aplicacdo associadas a imersdo radicular
do tomateiro com extrato de Crambe abyssinica para controle de M. incognita. Foi utilizado
extrato hidroalcoolico de crambe & 250 mg L*. Em um primeiro experimento em casa de
vegetacdo, as raizes das mudas de tomateiro foram imersas no extrato com posteriores
aplicacdes: via foliar; solo e foliar+solo, em quatro épocas: antes da inoculacdo; na inoculacéo;
apos a inoculagdo; e semanalmente. Em um segundo experimento foram utilizadas trés vias de
aplicacdo como citado anteriormente, em duas épocas (ap6s a inoculacdo e semanalmente).
Apods sete dias do transplante, no primeiro e segundo experimento foram inoculados 5000 ovos
de M. incognita por vaso. Aos 45 dias apds a inoculacdo foram avaliados: nimero de ovos e de
J2 por 100 cm?® de solo e por grama de raiz, nimero de galhas e massa de ovos. Houve reducéo
de massa de ovos nas plantas tratadas via raiz+solo semanalmente e raiz+folha na época apos a
inoculacdo, com valores de 35,73% e 31,69%, respectivamente. Aplicacdes na época apos a
inoculacdo e semanalmente via raiz+solo+folha ocasionaram reducéo de 49,62% e 42,50% no
namero de juvenis de segundo estadio (J2) e ovos por grama de raiz, respectivamente. Para o
nimero de J2 e ovos por 100 cm?® de solo, aplicagdes semanais, sem diferenca entre as vias de
aplicacdo, reduziram essas variaveis, confirmando o resultado no segundo experimento para
aplicacdes via raiz+folha e raiz+solo+folha semanalmente. O uso de extrato de crambe para
controle de M. incognita além da imersdo de raizes, necessita de aplicacdes via solo sequenciais,

com aplicacgdes foliares, para maximizar o efeito de protecéo.

Palavras-chave: Brassica. Nematoide de galhas. Controle alternativo. Glicosinolato. Inducéo

de resisténcia.
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CAPITULO 3 — Crambe abyssinica EXTRACT IN Meloidogyne incognita CONTROL BY
IMMERSION OF THE TOMATO ROOTS ASSOCIATED WITH OTHER
APPLICATION PROCEDURES

ABSTRACT

Plant extracts are a promising alternative for the control of nematodes. The objective of this
study was to evaluate the effect of times and routes of administration associated with the tomato
root dipping with Crambe abyssinica extract to control M. incognita. It was used hydroalcoholic
crambe extract to 250 mg L. In a first experiment in greenhouse, the roots of tomato seedlings
were immersed in the extract with later applications: laef; soil and leaf+soil, in four periods:
before inoculation; on inoculation; after inoculation; and weekly. In a second experiment three
routes of administration were used as previously mentioned, in two periods (after inoculation
and weekly). Seven days after the transplant, in the first and second experiment were inoculated
5000 eggs of M. incognita per pot. At 45 days after inoculation the number of eggs and J2 per
100 cm?® of soil and gram of root, galls number and mass of eggs were evaluated. There was a
reduction of the mass of eggs in the plants treated via root+soil weekly and root+leaf in the time
after inoculation, with values of 35.73% and 31.69%, respectively. Applications after the
inoculation and weekly in root+soil+leaf led to 49.62% and 42.50% of reduction in the number
of second-stage juveniles (J2) and eggs per gram of root, respectively. For the number of eggs
and J2 per 100 cm?® of soil, weekly applications, with no difference between the routes of
administration, these variables were reduced, confirming the result in the second experiment
for the applications via leaf+root and root+soil+leaf weekly. The use of crambe extract to M.
incognita control besides the root immersion, require sequential applications via soil, with leaf
applications, to maximize the protection effect.

Keywords: Brassica. Root-knot nematodes. Alternative control. Glucosinolate. Induction of

resistance.
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6.1 INTRODUCAO

O crambe (Crambe abyssinica Hochst) é nativo da regido mediterranea, originaria da
Etidpia, pertence & familia Brassicaceae e 0 género contém cerca de 30 espécies. E uma planta
oleaginosa anual e uma cultura que vem ganhando espaco em muitos paises, como nova fonte
de 6leo (teor de 6leo de 35%), contendo alto teor de &cido erlcico (56%), cujo 6leo ndo é
comestivel e é usado para fins industriais (lubrificantes, plasticos, nylon, cosméticos entre
outros) e para producdo de biodiesel. A cultura apresenta em seu metabolismo secundario 0s
glicosinolatos que atuam na defesa vegetal (LAZZERI et al., 1994; LEONI et al., 1997;).

O glicosinolato predominante em Crambe abyssinica € o epi progoitrin (LAZZERI et
al.,, 1994; ONYILAGHA et al.,, 2003). Os glicosinolatos fazem parte do metabolismo
secundario das plantas e liberam substancias de defesa, sendo encontrados principalmente em
brassicas. A liberacdo de compostos a partir de glicosinolatos é catalisada pela enzima
mirosinase, que disponibiliza isotiocianatos, nitrilas, tiocianatos e epinitrilas. Essa liberacéo
ocorre quando a planta sofre estresse, pois, a enzima e os glicosinolatos sdo armazenados
separadamente na planta (TAIZ; ZEIGER, 2004).

Pal Vig et al. (2009) destacam os efeitos benéficos dos glicosinolatos e seus produtos
hidroliticos, que tem acdo antifungica, antibacteriana e herbicida. Aissani et al. (2013)
verificaram o efeito nematicida do extrato de Brassica (Armoracia rusticana) contra
Meloidogyne incognita e atribuiram o efeito aos isotiocianatos. Walker (1996) identificou
reducdo nas galhas em tomateiros quando farelo das bréssicas crambe e colza foram
adicionados ao solo infestado por Meloidogyne arenaria. Varios compostos nematicidas foram
encontrados em brassicas, tais como, alil, fenil, benzil e acriloil isotiocianato (AISSANI et al.,
2013; NEVES et al., 2009; WU et al., 2011).

Os glicosinolatos e seus produtos de degradacao estdo recebendo cada vez mais atengao
como biocidas para controle de nematoides, fungos e insetos (TRONCOSO et al., 2005). No
entanto, a maioria das pesquisas com glicosinolatos na defesa vegetal contra fitonematoides
tem sido encontrada em Brassica nigra, B. napus, B. hirta, B. oleracea, B. juncea e Armoracia
rusticana, (AISSANI et al., 2013; TAIZ; ZEIGER, 2004; ZASADA; FERRIS, 2004;
WALKER, 1996). Geralmente séo utilizados como biofumigantes, com aplicacdes do extrato
diretamente ao solo ou utilizados para testes in vitro, no entanto, incorporacao de bréssicas para
biofumigacdo dependem das condicdes que o solo oferece, pois nem sempre a quantidade de
produtos derivados de glicosinolatos é suficiente para controlar patégenos de solo (AISSANI
etal., 2013; MORRA; KIRKEGAARD, 2002; ZASADA; FERRIS, 2004). Pouco se sabe sobre



79

aplicacOes foliares de extratos de bréssicas, especialmente de crambe, como indutores de
resisténcia. Lopes et al. (2005) verificaram reducdo no nimero de galhas de M. incognita com
pulverizacdes foliares de extratos de mucuna preta e manjericao, cujo efeito foi atribuido a
inducdo de resisténcia.

As respostas de defesa a nematoides podem ser constitutivas ou induzidas, como 0s
compostos fenolicos e/ou respostas de hipersensibilidade, que estdo relacionados com a
inibicdo do sitio de alimentacgéo, retardando ou inibindo o desenvolvimento e reproducdo do
parasita. Assim sendo, o género Meloidogyne pode formar galhas mas néo se reproduzir, assim
como um conjunto de respostas de defesa pode impedir a penetracdo, desenvolvimento dos
juvenis de segundo estadio (J2), formacdo de galhas e producdo de ovos, além de provocar
emigracdo de J2 (SILVA et al., 2013). A ativacdo de mecanismos de resisténcia pode promover
0 aumento da atividade de peroxidase, polifenoloxidases e fenilalanina aménia-liase, bem como
maior concentracdo de lignina e compostos fendlicos nas raizes, diminuindo a capacidade
reprodutiva do nematoide (SILVA et al., 2010).

Muitos estudos tém relatado potencialidades no uso de nematicidas naturais, com
metabolitos secundarios de plantas contra nematoides (COLTRO-RONCATO et al., 2015).
PulverizagOes foliares tem mostrado resultados promissores como indutores de resisténcia
(MELDO et al., 2012), aplicagdes via solo tem apresentado agcdo nematicida e/ou indutora de
resisténcia (OKA; COHEN, 2001; SILVA et al., 2011), e tratamento de raizes tem indicado
efeito indutor de resisténcia (MOLINARI; LOFFREDO, 2006).

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito de épocas e vias de aplicacdo de extrato de
Crambe abyssinica, associadas a imersdo radicular do tomateiro nesse extrato, sobre a formacéo

de galhas, massa de ovos, J2 e ovos na raiz e no solo produzidos por M. incognita.

6.2 MATERIAL E METODOS

6.2.1 Conducgéo do Experimento

O experimento foi conduzido no periodo de abril a junho de 2014 (primeiro
experimento) e a repeticdo do experimento (segundo experimento) foi conduzido no periodo de
outubro a dezembro de 2014. Estes foram conduzidos em casa de vegetacdo climatizada
localizado no Complexo de Controle Bioldgico e Cultivo Protegido Prof. Dr. Méario César
Lopes, pertence a Universidade Estadual do Oeste do Parana- UNIOESTE, campus Marechal

Candido Rondon, Parana
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Para ambos os experimentos o delineamento experimental foi em blocos casualizados
com cinco repetigdes. O extrato utilizado foi o hidroalcodlico 250 mg L preparado segundo a
metodologia proposta por Loguercio et al. (2005). As folhas de crambe foram coletadas em
estadio vegetativo, 35 dias ap6s emergéncia da cultura (DAE) no municipio de Cascavel-PR,
com coordenadas de latitude 24°57°21” sul e longitude 53°27°19” oeste, altitude de 781 metros, € foram
secas em estufa a 45 °C por 48 h, trituradas em moinho de facas e passadas em peneiras de 48
Mesh, obtendo-se o pé desta planta, e armazenado em recipiente fechado no escuro a
temperatura ambiente até 0 momento de preparo dos extratos.

O extrato por solugdo hidroalcodlica (70% v/v &lcool etilico-C2HeO), foi estocada a
temperatura ambiente, protegida da luz, por um periodo de 15 dias, apds foi filtrado em papel
filtro Whatman n° 1, em seguida, evaporador rotativo a vacuo em temperatura de
aproximadamente 50 °C, e ressuspenso em 1000 mL de agua destilada com 0,6% de Tween 20.

Foram utilizadas mudas de tomateiro Santa Cruz Kada (Paulista) com 25 dias apés a
semeadura (DAS), em bandeja de polietileno e substrato comercial Plantmax, e transplantadas
em vasos com capacidade de trés litros preenchidos com solo esterilizado por autoclavagem a
120 °C/1 atm durante 1 hora, na mistura 3:2:1 (solo:areia:matéria organica). Apds foi enviado
uma amostra de solo para analise quimica no Laboratério de Quimica Agricola e Ambiental da
Unioeste, para posterior correcdo conforme recomendacéo de Trani, Nagai e Passos (1997).

O in6culo foi obtido de tomateiros infectados cultivados em casa de vegetacdo e
identificados com base na configuracdo da regido perineal (HARTMAN; SASSER, 1985).

6.2.2 VVariaveis Analisadas

As variaveis foram analisadas 45 dias ap6s inoculacdo, com o término do experimento.
Apds a separacdo das raizes do solo, estas foram lavadas e secas em temperatura ambiente para
determinacdo da massa fresca da raiz, posterior armazenamento em sacos plasticos tanto as

raizes como o solo separados em temperatura proxima aos 4 °C.
6.2.2.1 Massa de Ovos e Galhas Totais nas Raizes
Para verificar a existéncia de massa de ovos nas raizes, estas foram coradas com Floxina

B a 15 mg L durante 20 min, ap6s lavadas para tirar o excesso de corante (TAYLOR;

SASSER, 1978), secas com papel toalha e contados galhas com massa de ovos e sem massa de
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ovos com auxilio de lupa de mesa. O numero de galhas totais foi quantificado visualmente por
contagem com auxilio de lupa de mesa.

6.2.2.2 Numero de Ovos e Juvenis de Segundo Estadio (J2) por grama de raiz

Para extracdo de ovos e nematoides das raizes foi utilizado a metodologia de Freitas et
al. (2007). As raizes foram cortadas e trituradas em liquidificador por 20 seg, vertido sobre
peneira de 0,427 mm de abertura de malha (48 Mesh) acoplada na peneira de 0,037 mm de
abertura de malha (400 Mesh), nesta os nematoides foram retidos e o contedo recolhido em
tubos de centrifuga e submetidos ao método de flotagdo centrifuga em solugdo de sacarose. Os
ovos e J2 retidos na peneira de 400 Mesh foram transferidos para lamina de Peters e

quantificado.

6.2.2.3 Nimero de Ovos e J2 por 100 cm?® de Solo

O método flotacdo centrifuga em solucdo de sacarose foi empregado para extracao de
ovos e nematoides do solo (JENKIS, 1964). O procedimento correspondeu com a extracao de
100 cm® de solo, peneiramento a 0,427 mm de abertura de malha (48 Mesh) acoplada na peneira
de 0,037 mm de abertura de malha (400 Mesh), nesta os nematoides foram retidos e o contetido
recolhido em tubos de centrifuga e submetidos a centrifugacdo em solucdo de sacarose com
densidade de 1,15 g cm®. Os ovos e J2 retidos na peneira de 400 Mesh foram transferidos para

lamina de Peters e quantificado.

6.2.3 Primeiro Experimento

O esquema fatorial (3x4+1) foi utilizado, sendo o extrato primeiramente aplicado via
sistema radicular e posteriormente em trés diferentes vias na planta: via solo; via foliar e
solo+foliar, em quatro épocas de aplicacdo: 1) antes da inoculacéo (trés dias apos o transplante
das mudas); 2) na inoculagéo (sete dias ap0s o transplante); 3) apos a inoculagdo (uma semana
apos a inoculacdo); e 4) semanalmente até aos 45 dias apos a inoculacdo, totalizando nove
aplicacdes (incluindo todas as épocas de aplicacdo citadas anteriormente) e um tratamento
adicional, testemunha inoculada e n&o tratada.

As plantas foram tratadas com fungicida (Trifloxistrobina+ Tebuconazol (75 + 150 g

i.a. ha'l)) devido a presenca da mancha-de-estenfilio, causada pelo fungo Stemphyllium sp., 15
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dias apds o transplante, com trés dias de diferenca entre a aplicacéo do fungicida com o extrato,
e a outra aplicacdo de fungicida foi 15 dias ap6s a primeira aplicac&o.

O extrato primeiramente foi aplicado via sistema radicular em todas as plantas exceto
para a testemunha, no momento do transplante mudas tiveram suas raizes mergulhadas por um
periodo aproximado de 3 seg e transplantadas nos vasos; posteriormente as plantas com
tratamento via foliar, tiveram suas folhas pulverizadas com borifador na parte adaxial até ponto
de escorrimento, para ndo entrar em contato com o solo, o vaso foi coberto com papel laminado
e jornal, para que a aspersdo nao entrasse em contato com outras plantas estes vasos foram
retirados e isolados; plantas tratadas via solo receberam 30 mL do extrato por vaso,
correspondendo a 1% do v/v. Todos os tratamentos foram efetuados no periodo da manha. Apos
sete dias do transplante foi efetuada a inoculacdo de 5.000 ovos e 589 J2 por vaso de M.
incognita, por meio de perfuracdes ao redor das raizes com profundidade de 5 cm.

Para analise dos dados foi realizado o teste de normalidade de Lilliefors a 5% de
probabilidade, e em todos os dados foi aplicado o teste Q, ficando com quatro repeticdes, e

ainda na auséncia de normalidade para massa de ovos e J2 e ovos por grama de raiz os dados

foram transformados em /x + 0,5. Posteriormente, realizou-se a andlise de variancia e as
médias referentes aos tratamentos foram submetidas ao teste de médias Tukey, e quando o
tratamento adicional mostrava-se significativo na analise de variancia utilizou-se um teste

adicional, o Dunnett. O software estatistico Genes (CRUZ, 2006) foi utilizado.

6.2.4 Segundo Experimento

Apbs andlise dos dados do primeiro experimento, foi conduzido um segundo
experimento para confirmacdo das duas melhores épocas de aplicacdo. Utilizou-se o esquema
fatorial (3x2+1), sendo o extrato aplicado via sistema radicular e nas trés diferentes partes da
planta, assim como no primeiro experimento, quanto as épocas de aplicacdo foram as seguintes:
1) apds inoculagdo (uma semana apds a inoculagdo); e 2) semanalmente (inclui as aplicagdes:
trés dias apos o transplante das mudas; sete dias ap6s o transplante; uma semana apés a
inoculacdo e semanalmente até aos 45 dias apds a inoculacéo, totalizando 9 aplica¢Ges). Foram
inoculados aproximadamente 5.074 ovos e 1000 J2 por vaso. As mudas foram tratadas com
fungicida (Trifloxistrobina+ Tebuconazol (75 + 150 g i.a. ha*)) devido a ocorréncia mancha-
de-estenfilio, oito dias antes do transplante.

Apos a contagem do numero de massa de ovos e galhas totais, as massas de ovos foram

coletadas para avaliar a viabilidade. Foram utilizadas trés repeticdes por tratamento e em
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triplicata, em delineamento inteiramente casualizado. Placas de Elisa com &gua destilada foram
utilizadas e em cada célula da placa Elisa foi colocado uma massa de ovos e apds 15 dias foi
avaliado a ecloséo dos ovos.

Para analise dos dados foi realizado o teste de normalidade de Lilliefors a 5% de
probabilidade, em todos os dados foi aplicado o teste Q, ficando com quatro repeti¢cdes. A
normalidade foi encontrada quando os dados foram transformados em log (x+1).
Posteriormente, realizou-se a analise de variancia e as médias referentes aos tratamentos foram
submetidas ao teste de médias Tukey, e quando o tratamento adicional mostrava-se significativo
na andlise de variancia utilizou-se um teste adicional, o Dunnett. O software estatistico Genes
(CRUZ, 2006) foi utilizado.

6.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Aplicagdes via raiz+solo semanalmente promoveram reducgdo na massa de ovos, 18,94%
e 23,57% comparado com a mesma Via nas épocas na inoculacdo e ap6s a inoculagéo,
respectivamente. Quanto a via de aplicacdo raiz+folha, apenas na época ap0ds a inoculacao
houve reducdo de massa de ovos, ja para a via raiz+solo+folha, tanto apés a inoculacéo quanto

semanalmente apresentaram menos massa de ovos e ndo diferiram entre si (Tabela 6.1).

Tabela 6.1 - Massa de ovos em raizes de tomateiro inoculados com Meloidogyne incognita, na
qual as raizes das plantas de tomateiro foram tratadas com extrato de Crambe abyssinica, € as
mesmas plantas receberam o extrato em diferentes vias e em épocas distintas de aplicacéo,
sendo antes da inoculacdo (trés dias apds o transplante das mudas); na inoculacéo (sete dias
apos o transplante); apos a inoculacdo (uma semana apds a inoculacdo); e semanalmente até
aos 45 dias ap6s a inoculacdo (incluindo as demais aplicacBes), o tratamento adicional é
representado pela testemunha inoculada e ndo tratada. Marechal Candido Rondon, abril de
2014.*

Epocas de aplicagio
Antes da Apds a

Vias de aplicacdo

do extrato . « Na inoculacao . < Semanalmente
inoculacdo inoculacdo
Raiz + Solo 1030,00 Aa a 715,25 Bb 533,00 ABa 475,00 Cb
Raiz + Folha 888,50 Aa o 1017,50 Aa a 807,25 Bb 948,00 Aa o
Raiz + Solo + Folha 975,25 Aa o 980,25 Aa a 530,50 Bb 757,50 Bb
Testemunha 1137,50 o
CV (%) 7,79 4,13 9,91 14,31

Médias seguidas pelas mesmas letras maiusculas na horizontal e minusculas na vertical ndo diferem
estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

“Médias ndo diferem da testemunha pelo teste de Dunnett ao nivel de 5% de probabilidade.

*Neste primeiro experimento foram utilizados quatro épocas de aplicagéo.
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As bréssicas contém varios compostos com agdo nematicida, porém estes compostos
podem apresentar curto periodo quando as brassicas sdo adicionados ao solo (AISSANI et al.,
2013; NEVES et al., 2009; WU et al., 2011). Sendo assim, é possivel justificar a necessidade
das varias aplicacOes necessérias via solo no presente estudo. A incorporacdo de bréssicas ao
solo, demonstraram que o isotiocianato esteve presente até quatro dias (MORRA;
KIRKEGAARD, 2002). Quando os extratos vegetais entram em contato com o solo, pode haver
degradacéo das substancias (LOPES et al., 2005).

Na época de aplicagdo na inoculacdo, apenas a via raiz+solo diferiu da testemunha com
21,71% a menos de massa de ovos. Ap0s a inoculacdo todas as vias diferiram da testemunha
com menos massa de ovos, sendo que as vias raiz+folha e raiz+solo+folha ndo diferiram entre
si e apresentaram menos massa de ovos, aproximadamente 32% comparado com a testemunha.
Corroborando com o presente trabalho, em que aplicagfes em tomateiro tanto via solo como
via foliar até uma semana ap6s a inoculagdo pode promover controle, Silva et al. (2004)
observaram que aplicacdes de acibenzolar-S-metil (ASM) antes da inoculacdo/transplante e até
sete dias apos, tanto irrigado ao solo quanto pulverizado via foliar reduziu a massa de ovos e
namero de ovos por grama de raiz de M. incognita em tomateiro. Estes autores concluiram que,
0 estabelecimento de sitio de alimentacdo do J2 e alteragdo da resisténcia da planta, ocorrem
nesse periodo aproximado de 7 dias ap6s a inoculacdo, pois, quando aplicados aos 14 dias apds
o transplante/inoculacdo ndo houve controle.

Semanalmente as vias raiz+solo e raiz+solo+folha ndo diferiram estatisticamente entre
si, mas diferiram em 35,73% e 38,43% da testemunha, respectivamente com menos massa de
ovos (Tabela 6.1). Nesse sentido, o principal efeito para aplicacdes semanais € raiz+solo,
enguanto que para a época apos a inoculacdo ¢ a via raiz+folha porgue estas ndo diferiram da
via raiz+solo+folha, porém, o efeito das aplicacdes via raiz+solo semanalmente se destacou
com maior porcentagem de controle, aproximadamente 4% comparado com a via raiz+folha na
época apos a inoculacéo.

A imersdo de raizes de tomateiro a 1 mM de &cido salicilico (AS) por 12 horas promoveu
a absorcao de aproximadamente 50%, a maior parte do AS livre foi detectado nas folhas, sendo
pouco retido nas raizes, portanto, torna-se improvavel a sua atuacdo como eliciador de inducao
de resisténcia para protecao contra Meloidogyne spp., considerando assim, que a concentracdo
de AS pode aumentar localmente e temporariamente no local de infecgdo do nematoide
(MOLINARI; LOFFREDO, 2006). Estes autores corroboram com o presente trabalho,

justificando assim, o fato de que aplicacGes via raiz+folha foram menos efetivas que aplicacfes
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via raiz+solo, pois, pode ter ocorrido maior concentragcao de mecanismos de defesa localmente,
assim como para a via raiz+solo semanal, pode ter ocorrido elevacdo da concentragdo de
metabolitos de defesa localmente e temporariamente nas raizes.

O numero de massas de ovos por sistema radicular, indica a propor¢édo de J2 inoculado
que penetraram e foram capazes de se reproduzir (MOLINARI; BASER, 2010). Sendo assim,
no presente trabalho a aplicacéo via raiz+folha apos a inoculacéo além de poder estar limitando
0 estabelecimento de sitio de alimentacédo, pode estar atuado na reproducéo do nematoide, pois,
o indutor foi aplicado uma semana ap0s a inoculacdo e a maioria dos J2 talvez ja teriam
penetrado a raiz. Segundo Pedrosa et al. (2000), a penetracdo de juvenis de M. incognita como
de M. javanica ocorreu 24 h apds a inoculacdo em todos os gendtipos testados de feijoeiro,
diferenca foi verificada entre os gendtipos aos 10 e 20 dias ap6s a inoculacdo, com menos
namero de nematoides nas raizes, devido a evasao destes.

O numero de galhas totais foram inferiores nas aplicacbes semanais para a via raiz+solo
(Tabela 6.2), e embora tenha apresentado 24,70% a menos de galhas totais comparado com a
mesma via s6 que na época apo6s a inoculacdo, ndo apresentaram diferencas estatisticas entre si.
A via raiz+folha ndo diferiu entre as épocas de aplicacdo, e para a via raiz+solo+folha as épocas

apos a inoculacdo e semanalmente ndo diferiram entre si e apresentaram menos galhas totais.

Tabela 6.2.- Galhas totais em raizes de tomateiro inoculados com Meloidogyne incognita, na
qual as raizes das plantas de tomateiro foram tratadas com extrato de Crambe abyssinica, e as
mesmas plantas receberam o extrato em diferentes vias e em épocas distintas de aplicacéo,
sendo antes da inoculagdo (trés dias apds o transplante das mudas); na inoculagdo (sete dias
apos o transplante); ap6s a inoculacdo (uma semana ap6s a inoculacdo); e semanalmente até
aos 45 dias apds a inoculagdo (incluindo as demais aplicagdes), o tratamento adicional é
representado pela testemunha inoculada e ndo tratada. Marechal Candido Rondon, abril de
2014.*

Epocas de aplicacio
Antes da Apbs a

Vias de aplicacdo

do extrato : x Na inoculagéo . x Semanalmente
inoculacéo inoculacédo
Raiz +Solo 1568,50 Aa a 1223,00 ABaa 869,50 BCab 654,75 Cb
Raiz + Folha 1226,00 Aaa  1360,00 Aao 1161,75Aaa  1355,25 Aaa
Raiz + Solo + Folha  1352,00 Aaa  1201,75 Aaa 783,50 Bb 689,50 Bb
Testemunha 1400,50 a.
CV (%) 15,56 18,15 18,05 26,20

Médias seguidas pelas mesmas letras maiusculas na horizontal e minusculas na vertical ndo diferem
estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

“Médias ndo diferem da testemunha pelo teste de Dunnett ao nivel de 5% de probabilidade.

*Neste primeiro experimento foram utilizados quatro épocas de aplicacéo.
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As épocas apos a inoculagdo e semanalmente, ndo diferiram entre as vias na redugéo do
namero de galhas totais que foram, raiz+solo e raiz+solo+folha. Na época apds a inoculacéo,
raiz+solo foi intermediario, apenas 9,90% superior a via raiz+solo+folha, e estes foram 37,91%
e 44,05% inferiores a testemunha, respectivamente. Aplicacdo via raiz+folha, apesar de
apresentar menos massa de ovos ap6s a inoculagdo como demonstrado na Tabela 6.1, ndo
apresentou-se efetivo na reducdo de galhas totais, ndo diferindo da testemunha, esse fato pode
ser devido a mecanismos de resisténcia envolvidos na reproducdo, como reportado por Silva et
al. (2013) em seus estudos com mecanismos de resisténcia em plantas, pode haver a formacéo
de galhas, sem no entanto, reproducéo das fémeas.

O desenvolvimento e reproducdo de Meloidogyne s6 é possivel quando ocorre uma
relacdo bem sucedida com as células de alimentacdo, estas células gigantes sdao permanentes e
fonte exclusiva de nutrientes para o desenvolvimento do nematoide até a reproducao, pois, este
género, possui estratégias evoluidas para a formacdo de células de alimentacdo de muitas
espécies de plantas, das quais se originam as galhas (CAILLAUD et al., 2008). Portanto, no
presente estudo a interferéncia na nutricdo pode ter ocorrido, e afetado a reproducéo. Inibidores
quimicos podem ser utilizados para interferir a nutricdo dos nematoides das galhas, conferindo
citoplasma menos denso as células, devido a interferéncia em um processo especifico, como o
bloqueio do ciclo celular, DNA e mitose, além da interferéncia na estrutura da parede celular,
células gigantes podem se desenvolver, mas menores (ENGLER et al., 1999).

Ao contrario do que foi observado para raiz+folha no presente trabalho (Tabela 6.2),
Lopes et al. (2005) verificaram acdo nematicida sistémica, na qual a pulverizacdo foliar de
extratos de manjericdo e mucuna-preta aos zero, sete e 14 dias ap6s o transplantio/inoculacéo
das mudas, promoveram reducdo do nimero de galhas de M. incognita em tomateiro cerca de
32,5% e 26,5%, respectivamente, ja tratamento de sementes ndo demonstrou controle e a adicdo
ao solo reduziu a reproducdo. Desta maneira, pode-se inferir que ha diferenca de substancias
presentes nos extratos vegetais e seus mecanismos de acao.

Semanalmente raiz+solo e raiz+solo+folha, ndo diferiram entre si e reduziram o nimero
de galhas cerca de 53,25% e 50,75% comparado com a testemunha, respectivamente. Assim, o
extrato hidroalcoolico de crambe pode estar atuando diretamente sobre os nematoides.

Silva et al. (2004) observaram que efeito toxico direto ao J2 de M. incognita em
tomateiro foi observado pela aplicacdo de abamectina ao solo, com reducdo de 87,30% do
namero de galhas, e sugerindo o efeito a danos aos 6rgaos sensoriais e impossibilidade do J2
reconhecer o local de penetragdo. Os mesmos autores tambeém relataram que, a aplicacdo de

acibenzolar-S-metil (ASM) via foliar ou solo, trés dias antes do transplante/inoculagéo e sete
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dias apos o transplante/inoculacdo, independente da época ou modo de aplicacdo, chegou a
54,6% de reducdo de galhas em relacdo a testemunha, visto que o0 ASM n&o é toxico ao J2,
entdo a essa reducdo pode-se inferir no efeito indutor de resisténcia, que afetou a nutri¢do do J2
e reduzindo assim, a reproducao.

Extrato obtido de casca e folha de jatoba reduziram em 97% e 65% o nimero de galhas
de M. incognita por sistema radicular do algodoeiro, respectivamente, o extrato de tamboril
reduziu em 65% e 69%, ja extratos de jurema e goncalo-alves ndo diferiram da testemunha, 0s
extratos foram aplicados no solo na propor¢do de 50 mL por muda a cada oito dias, iniciando
dois dias antes da inoculagdo até aos 45 dias apds a inoculagdo. Os autores concluiram que, 0
efeito na reducdo do numero de galhas pode ser explicado pela menor infecgdo do J2,
provavelmente devido a presenca de substancias alcaldéides com propriedades nematicidas
(SILVA et al., 2011).

Conforme os resultados do primeiro experimento, as melhores épocas de aplicacdo para
reducdo de massa de ovos e galhas totais foi apds a inoculacdo e semanalmente. Portanto, para
0 segundo experimento estas épocas de aplicacdo foram avaliadas para confirmacao do efeito
redutor de massa de ovos e galhas totais.

O segundo experimento mostrou que massa de ovos para aplicagdes do extrato
hidroalcodlico de crambe via raiz+solo foi inferior semanalmente, a via de aplicagdo raiz+folha
foi inferior na época ap6s a inoculagdo. Em aplicagGes do extrato via raiz+solo+folha, as épocas
de aplicacdo apds a inoculacdo e semanalmente ndo diferiram entre si (Tabela 6.3). Apés a
inoculacdo o principal efeito foi raiz+folha, pois, esta ndo diferiu da via de aplicacdo
raiz+solo+folha, e apresentaram 12,18% e 13,65% menos massa de ovos comparado ao
controle, respectivamente. J&, semanalmente a via de aplicacdo raiz+solo+folha foi
intermediaria e ndo diferiu estatisticamente da raiz+solo que apresentou 6,91% menos massa
de ovos, estas vias de aplica¢do reduziram massa de ovos em 9,22% e 15,50% em relacdo a
testemunha, respectivamente. Estes resultados suportam o0s encontrados no primeiro

experimento.
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Tabela 6.3 - Massa de ovos (MO) e galhas totais (GT) em raizes de tomateiro inoculados com
Meloidogyne incognita, na qual as raizes das plantas de tomateiro foram tratadas com extrato
de Crambe abyssinica, e as mesmas plantas receberam o extrato em diferentes vias e em épocas
distintas de aplicagdo, sendo apds a inoculacdo (uma semana apds a inoculacdo); e
semanalmente até aos 45 dias ap6s a inoculacdo, o tratamento adicional é representado pela
testemunha inoculada e ndo tratada. Marechal Candido Rondon, outubro de 2014.*

MO GT
Vias de aplicacao Epocas de aplicacdo
do extrato . Apos a Semanalmente . ApOs a Semanalmente
inoculacdo inoculacdo

Raiz +Solo 442,75 Aa o 197,50 Bb 337,23 Aabo 306,36 Aab a
Raiz + Folha 246,50 Bb 375,00 Aao 551,66 Aaa 524,65 Aaa
Raiz + Solo + Folha 223,75 Ab 301,50 Aab 249,42 Ab 263,95 Ab
Testemunha 557,25 a 561,58 a
CV (%) 6,28 3,17 571 4,06

Médias seguidas pelas mesmas letras maiusculas na horizontal e minusculas na vertical ndo diferem
estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
“Médias ndo diferem da testemunha pelo teste de Dunnett ao nivel de 5% de probabilidade.
*Neste segundo experimento foram utilizadas apenas duas épocas de aplicagéo.

As galhas totais de M. incognita ndo diferiram entre as épocas de aplicacdo no segundo
experimento (Tabela 6.3), mas diferiram entre as vias de aplicacdo dentro de cada época.
Apenas a via de aplicagdo raiz+solo+folha diferiu da testemunha com menor nimero de galhas
totais, em 11,50% para a época apos a inoculacdo e 10,74% para a época semanal. Estes
resultados estdo de acordo com o primeiro experimento, com efetivo controle de galhas totais
para a via de aplicacdo raiz+solo+folha tanto apos a inoculacdo, como semanalmente. Nesse
sentido, aplicagOes via sistema radicular necessitam de aplicagcfes complementares, somente no
solo ndo foi efetivo, sendo necessario pulverizacdes foliares, assim como reportado por
Molinari e Loffredo (2006), cujas aplicac@es de indutor de resisténcia via sistema radicular ndo
se mostrou eficiente no controle de Meloidogyne spp.

A via de aplicacdo raiz+solo apds a inoculagdo e semanalmente, ndo foram efetivos na
reducdo de galhas no segundo experimento como no primeiro. Essa diferenca pode estar
relacionada as diferencas de temperatura do ambiente entre 0s experimentos. Cabe ressaltar
gue, no segundo experimento a temperatura estava mais alta, com média de 24,8 °C, enquanto
que no primeiro experimento, a media da temperatura foi de 19,3 °C. Os dados da temperatura
foram coletados na Estacdo Meteoroldgica de Observacao de Superficie Automatica (A820) da
Estacdo Experimental Prof. Dr. Antdnio Carlos dos Santos Pessoa, da Universidade Estadual
do Oeste do Parana de Marechal Candido Rondon. O ciclo do género Meloidogyne é

influenciado por condi¢cdes ambientais, tais como temperatura, umidade, hospedeiro, entre
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outros, e completa-se em 3 a 4 semanas, e para as espécies M. incognita, M. javanica e M.
arenaria a faixa de temperatura ideal é de 25 a 30 °C (TAYLOR; SASSER, 1978). Sob
condicgdes 6timas, o ciclo do nematoide pode encurtar as fases de desenvolvimento, e mais
geracOes surgirem (RITZINGER et al., 2010).

Outra explicacdo, é que o alil isotiocianato derivado de glicosinolatos apresentam
correlacdo negativa com o aumento da temperatura, e também pode ocorrer adsorcdo desse
composto com argilas no solo (BOREK et al., 1995). Assim, como houve temperaturas mais
altas no periodo do segundo experimento, provavelmente isto explique a menor eficiéncia dos
tratamentos.

A Tabela 6.4, apresenta os resultados de J2 e ovos por grama de raiz, na qual as épocas
de aplicacao so diferiram entre si na via de aplicacdo raiz+solo+folha, sendo a época apos a
inoculacdo, a via com menos J2 e ovos por grama de raiz, porém semanalmente ndo diferiu
estatisticamente. Provavelmente, mecanismos de indugdo de resisténcia e efeito nematicida

e/ou nematostatico estejam envolvidos em aplicacGes raiz+solo+folha.

Tabela 6.4 - Ovos e juvenis de segundo estadio (J2) de Meloidogyne incognita por grama de
raiz, na qual as raizes das plantas de tomateiro foram tratadas com extrato de Crambe
abyssinica, e as mesmas plantas receberam o extrato em diferentes vias e em épocas distintas
de aplicacdo, sendo antes da inoculacdo (trés dias apos o transplante das mudas); na inoculagéo
(sete dias apds o transplante); ap6s a inoculacdo (uma semana ap0s a inoculacdo); e
semanalmente até aos 45 dias ap0s a inoculacgéo (incluindo as demais aplica¢des), o tratamento
adicional é representado pela testemunha inoculada e ndo tratada. Marechal Candido Rondon,
abril de 2014.*

Epocas de aplicacdo

Vias de aplicacdo

do extrato _Antes d? Na inoculacdo . Apos a Semanalmente
inoculacédo inoculacédo
Raiz +Solo 237,68 Aa 156,65 Ab 163,69 Aab 133,03 Ab
Raiz + Folha 351,88 Aaa 304,62 Aaa 260,65 Aa 300,94 Aa o
Raiz + Solo + Folha 334,10 Aaa 268,67 ABab 117,11 Cb 148,02 BCb
Testemunha 44415 «
CV (%) 17,86 11,93 17,20 21,63

Médias seguidas pelas mesmas letras maiusculas na horizontal e minusculas na vertical ndo diferem
estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

*Médias ndo diferem da testemunha pelo teste de Dunnett ao nivel de 5% de probabilidade.

*Neste primeiro experimento foram utilizados quatro épocas de aplicacao.

As vias de aplicagédo diferiram entre si dentro de cada época, exceto antes da inoculagéo.
Aplicagdes na inoculacéo, a via raiz+solo foi inferior 23,12% comparado a raiz+solo+folha que

foi intermedi&rio. Na época ap6s a inoculagéo, raiz+solo+folha reduziu em 34,60% 0s J2 e ovos
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por grama de raiz comparado a via raiz+folha, e raiz +solo néo diferiu estatisticamente com
média intermediéria. A aplicacdo do extrato via raiz+solo+folha na época apds a inoculacdo
reduziu em 49,62% em relacdo a testemunha. Sendo assim, a via raiz+folha em aplicacéo na
época apos a inoculacdo, nao foi eficiente na reducéo de J2 e ovos por grama de raiz, talvez
porque o efeito indutor de resisténcia ndo atue inibindo a penetragdo, mas sim atraindo o
nematoide, como citado por Salgado e Silva (2005), que modifica¢des bioquimicas ocorridas
em plantas apos serem induzidas a resisténcia, podem acarretar em modificacdes na natureza
dos exsudatos radiculares e podem atrair ou repelir o nematoide.

Quando o extrato foi aplicado semanalmente, as aplicacbes via raiz+solo e
raiz+solo+folha foram inferiores 33,80% e 26,14%, respectivamente comparado a via
raiz+folha, e inferiores 46,50% e 42,50% em comparacao com a testemunha, respectivamente,
e ndo diferiram entre si. Aplicacdes do extrato que contemplem o solo como via, podem estar
atuando na atividade nematicida e/ou indutora de resisténcia, assim como foi observado por
Cavoski et al. (2012), plantas de pepino quando tratadas por incorporacgdo ao solo e aplicagao
de extratos no solo no momento do transplante com extrato de cinamomo (Melia azedarach),
apresentaram reducao de galhas e J2 e ovos de M. incognita no solo e nas raizes. Os autores
atribuem o resultado, a atividade nematicida e a indugdo de mecanismos de defesa na planta.

A reducdo do nimero de ovos por sistema radicular com aplicacdes de extratos vegetais
via solo em algodoeiro, pode ser devido a presenca de alguma substancia contida no extrato que
interferiu o ciclo do nematoide, causando menor infeccdo deste e reduzindo assim, 0 nimero
de fémeas e consequentemente o0 nimero de ovos por sistema radicular (SILVA et al., 2011).

Os valores de J2 e ovos por 100 cm? de solo estdo representados na Tabela 6.5. Para as
aplicacdes do extrato via raiz+solo e raiz+solo+folha, os resultados foram semelhantes quanto
as melhores épocas, e a época semanal foi inferior comparado a antes da inoculacgéo, as épocas
na inoculacdo e apds a inoculacdo foram intermediarias, ndo diferindo estatisticamente.
Aplicacéo via raiz+folha ndo apresentou diferenca estatistica entre as épocas de aplicagdo no
controle de J2 e ovos por 100 cm? de solo (Tabela 6.5). O mesmo foi observado para J2 e ovos
por grama de raiz (Tabela 6.4). No entanto houve reducdo de massa de ovos para a época apos
a inoculacédo (Tabelas 6.1 e 6.3). Assim, o efeito deste pode realmente ser na reproducdo do

nematoide por meio de mecanismos de inducédo de resisténcia.
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Tabela 6.5 - Ovos e juvenis de segundo estadio (J2) de Meloidogyne incognita por 100 cm? de
solo, na qual as raizes das plantas de tomateiro foram tratadas com extrato de Crambe
abyssinica, e as mesmas plantas receberam o extrato em diferentes vias e em épocas distintas
de aplicacdo, sendo antes da inoculacgdo (trés dias ap6s o transplante das mudas); na inoculagéo
(sete dias apds o transplante); ap6s a inoculacdo (uma semana ap0s a inoculacéo); e
semanalmente até aos 45 dias apds a inoculacdo (incluindo as demais aplicagdes), o tratamento
adicional é representado pela testemunha inoculada e ndo tratada. Marechal Candido Rondon,
abril de 2014.*

Epocas de aplicacdo

Vias de aplicacao

do extrato _Antes d~a Na inoculagdo . Apos a Semanalmente
inoculacédo inoculacdo
Raiz +Solo 1224,00 Aaa 928,80 ABa o, 678,00 ABa o 266,40 Ba
Raiz + Folha 757,20 Aa o 751,20 Aa o 748,80 Aa o 367,20 Aa
Raiz+Solo+Folha 1111,20 Aa o 852,00 ABa a 634,80 ABa o 305,65 Ba
Testemunha 1089,60 a.
CV (%) 45,83 27,88 32,73 19,73

Médias seguidas pelas mesmas letras maiusculas na horizontal e minusculas na vertical ndo diferem
estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

*Médias ndo diferem da testemunha pelo teste de Dunnett ao nivel de 5% de probabilidade.

*Neste primeiro experimento foram utilizados quatro épocas de aplicacéo.

Como observado na Tabela 6.5, a Unica época de aplicacdo na qual nenhuma via de
aplicacdo foi semelhante a testemunha foi semanalmente, e as vias de aplica¢do nédo diferiram
entre si, sendo que raiz+solo, raiz+folha e raiz+solo+folha reduziram J2 e ovos por 100 cm?® de
solo em 75,55%, 66,30% e 71,95% em comparacdo com a testemunha, respectivamente.

As épocas que apresentaram maior reducdo de J2 e ovos por grama de raiz e por 100
cm?® de solo observadas no primeiro experimento foram, ap6s a inoculagio e semanalmente,
sendo assim, estes foram testados novamente em um segundo experimento para confirmacao
dos resultados.

O segundo experimento (Tabela 6.6), mostrou que aplicacdes via raiz+solo+folha
semanalmente foi a Unica a diferir da testemunha, com reducéo de J2 e ovos por grama de raiz
em 19,38% e 16,02% a menos quando comparado com a mesma via de aplicacdo s6 que na
época apoés a inoculacdo. Apesar da raiz+solo semanalmente ndo diferir estatisticamente de
raiz+solo+folha, foi semelhante a testemunha. Estes resultados confirmam que a via de
aplicacdo raiz+solo+folha semanalmente reduziu J2 e ovos por grama de raiz. No entanto, 0s
resultados da época de aplicacdo apos a inoculagdo ndo conferem com o primeiro experimento,
pois, no primeiro experimento houve controle, ja no segundo experimento nenhuma via desta
época diferiu da testemunha. Talvez, esse fato possa ter ocorrido por condigfes ambientais

diferentes, pois no segundo experimento as temperaturas estavam mais elevadas, conforme
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citado anteriormente para massa de ovos e galhas totais do segundo experimento (Tabela 6.3).
Segundo Guimardes et al. (2001), temperatura média em casa de vegetacdo de 36 °C, com
amplitude de 23 °C e 39 °C, inibiu o carater resistente de cultivares de tomateiro contra M.

incognita, e de modo discreto para M. javanica.

Tabela 6.6 - Ovos e juvenis de segundo estadio (J2) de Meloidogyne incognita por grama de
raiz e por 100 cm®de solo, na qual as raizes das plantas de tomateiro foram tratadas com extrato
de Crambe abyssinica, e as mesmas plantas receberam o extrato em diferentes vias e em épocas
distintas de aplicacdo, sendo apds a inoculacdo (uma semana apos a inoculagdo); e
semanalmente até aos 45 dias ap06s a inoculagdo, o tratamento adicional é representado pela
testemunha inoculada e ndo tratada. Marechal Candido Rondon, outubro de 2014.*

J2 e ovos por grama de raiz J2 e ovos por 100 cm? de solo
Vias de aplicacdo Epocas de aplicacdo
do extrato Apos a Apods a
. ~ Semanalmente . x Semanalmente
inoculacéo inoculacéo
Raiz +Solo 1747,61 Aa a 980,89 Aba 1772,40 Aaa 2512,00 Aaa
Raiz + Folha 2772,16 Aao  2581,17 Aao 1551,60 Aao 1263,70 Ab
Raiz + Solo + Folha  1430,39 Aaa 421,50 Bb 2082,00 Aa o 1022,40 Bb
Testemunha 1797,98 o 2400,00 o
CV (%) 7,70 5,43 4,34 4,24

Médias seguidas pelas mesmas letras maiusculas na horizontal e minusculas na vertical ndo diferem
estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

*Médias ndo diferem da testemunha pelo teste de Dunnett ao nivel de 5% de probabilidade.

*Neste segundo experimento foram utilizadas apenas duas épocas de aplicagéo.

AplicagOes semanais via raiz+folha e raiz+solo+folha foram eficientes na reducédo de J2
e ovos por 100 cm? de solo (Tabela 6.6), inferiores 8,33% e 10,71% em relacéo a testemunha.
Raiz+solo+folha semanalmente foi inferior 9,09% do que a mesma via de aplicacdo na época
apos a inoculacdo. Os demais tratamentos ndo diferiram da testemunha. Confirmando assim, 0s
resultados do primeiro experimento para as vias raiz+folha e raiz+solo+folha aplicados
semanalmente. Sendo assim, quando as temperaturas sdo mais elevadas, aplicacdes somente no
solo ndo sdo efetivas, condizendo com o trabalho de Borek et al. (1995), no qual alil
isotiocianato, um derivado de glicosinolato, apresentou correlacdo negativa com o aumento da
temperatura no solo.

Menor viabilidade dos ovos (Tabela 6.7) foi observada na época de aplicagcdo semanal,
na via raiz+solo e raiz+solo+folha na época apés a inoculacdo, com 61,22 e 52,35% quando
comparado com a testemunha, respectivamente. Sendo assim, menor a viabilidade dos ovos

menor eclosdo e populacao liberado ao solo.
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Tabela 6.7 - Viabilidade de massa de ovos de Meloidogyne incognita, na qual as raizes das
plantas de tomateiro foram tratadas com extrato de Crambe abyssinica, e as mesmas plantas
receberam o extrato em diferentes vias e em épocas distintas de aplicacdo, sendo apos a
inoculacdo (uma semana apo6s a inoculagdo); e semanalmente até aos 45 dias ap6s a inoculagéo,
o tratamento adicional é representado pela testemunha inoculada e ndo tratada. Marechal
Céandido Rondon, outubro de 2014.

J2 eclodidos da massa de ovos

Vias de aplicacio Epocas de aplicacdo
Apbs a inoculacédo Semanalmente
Raiz+solo 311,00 o 138,44
Raiz+folha 369,78 a 207,22 a
Raiz+solo+folha 170,11 200,33 o
Testemunha 357,00 o
CV (%) 14,76 44,01

Médias seguidas pelas mesmas letras maiusculas na horizontal e minusculas na vertical ndo diferem
estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

“Médias ndo diferem da testemunha pelo teste de Dunnett ao nivel de 5% de probabilidade.

*Neste segundo experimento foram utilizadas apenas duas épocas de aplicagéo.

6.4 CONCLUSAO

AplicagBes via raiz+solo+folha semanalmente de extrato hidroalcodlico de crambe
reduziram massa de ovos, galhas totais, J2 e ovos por grama de raiz e por 100 cm® de solo, e

com menor viabilidade de ovos de M. incognita em tomateiro.
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7 CAPITULO 4 - CONTROLE DE Meloidogyne javanica EM TOMATEIRO POR
DIFERENTES FORMAS DE APLICACAO DO EXTRATO DE Crambe abyssinica

RESUMO

Com o objetivo de desenvolver métodos alternativos aos quimicos para controle de
fitonematoides, este trabalho estudou o efeito das épocas de aplicacdo, assim como das vias de
aplicacdo de extrato de crambe, no controle de M. javanica em tomateiro. Foram conduzidos
dois experimentos, o primeiro nos meses de abril a junho e o segundo de outubro a dezembro
de 2014, em casa de vegetacdo. No primeiro experimento foram utilizadas trés vias de aplicacao
do extrato de crambe: foliar; solo; foliar+solo, em quatro épocas: antes da inoculacdo; na
inoculacdo; apds a inoculacdo; e semanalmente até 45 dias. No segundo experimento foram
utilizadas as vias de aplicacdo como citado anteriormente, em duas épocas (apés a inoculacdo
e semanalmente). Apos sete dias do transplante, foram inoculados em ambos os experimentos
2.500 ovos de M. javanica por vaso. Em ambos os experimentos foram utilizados extrato
hidroalcodlico na concentragdo de 250 mg L™ de folhas de crambe. AplicagGes do extrato via
solo+folha semanalmente reduziram a formacdo de massa de ovos em até 42% e o numero de
galhas totais em até 46%. Quando esse mesmo tratamento e a mesma via s6 que iniciada apos
a inoculacdo, houve reducdo do nimero de juvenis de segundo estadio (J2) e de ovos por grama
de raiz em 35% e 37% respectivamente. Dessa forma, aplicacfes do extrato de crambe via
solo+folha semanalmente apresentam-se promissoras para controle de M. javanica em

tomateiro.

Palavras-chave: Tomateiro. Brassica. Fitonematoide. Controle alternativo. Massa de ovos.
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CAPITULO 4 - Meloidogyne javanica CONTROL IN TOMATO PLANTS IN
DIFFERENT FORMS OF Crambe abyssinica EXTRACT APPLICATION

ABSTRACT

Aiming to develop alternative methods to chemical nematode control, this paper studied the
effect of application timing, as well as the crambe extract routes of administration on the control
of M. javanica in tomato plants. Two experiments were carried out, the first one from April to
June and the second one from October to December 2014, in greenhouse. In the first experiment
three routes of administration of crambe extract were used: leaf; soil; leaf+soil, in four periods:
before inoculation; on inoculation; after inoculation; and weekly up to 45 days. In the second
experiment the application routes were used as previously mentioned, in two periods (after
inoculation and weekly). Seven days after transplantation, in both experiments 2,500
Meloidogyne javanica eggs per pot were inoculated. In both experiments hydroalcoholic extract
at a concentration of 250 mg L crambe leaves was used. Applications of the extract via
soil+leaf weekly reduced the mass of eggs formation by 42%, and the total number of galls on
up to 46%. When that same treatment and the same route initiated after inoculation, there was
a reduction in second-stage juveniles (J2) numbers and eggs per gram of root in 35% and 37%
respectively. Thus, applications of the crambe extract via soil+leaf weekly were promising to

control M. javanica in tomato plants.

Keywords: Tomato plants. Brassica. Plant-parasitic nematode. Alternative control. Mass of
egos.
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7.1 INTRODUCAO

A producéo do tomateiro (Solanum lycopersicum L.) no Brasil chegou a 4 milhdes de
toneladas no ano de 2014, com rendimento médio de 65.942 kg ha, e a area cultivada com
tomateiro vem aumentando nos ultimos anos, em 2005 era de 60.639 ha, ja em 2014 a area foi
para 65.146 ha (IBGE, 2015). O Brasil encontra-se em oitavo lugar na produ¢do mundial de
tomates, perdendo pra China, india, Estados Unidos da América, Turquia, Egito, Iran e Italia
(FAOSTAT, 2012).

Os fitonematoides sdo considerados como um dos principais patdégenos do sistema
radicular de tomateiro, sendo o género Meloidogyne o mais importante, devido as complexas
interacdes com seus hospedeiros (WESTERICH et al., 2012). O processo de parasitismo do
nematoide das galhas sobre as plantas cultivadas resulta, entre outras coisas em plantas
comprometidas quanto ao seu desenvolvimento vegetativo e produtivo (MELO, 2012).

O género Meloidogyne possui estratégias evoluidas para a formacdo de células de
alimentacdo em muitas espécies de plantas. Por manipulacdo de elementos fundamentais no
desenvolvimento da célula vegetal, este nematoide forma células gigantes como fonte de
alimento permanente, e, para isso, sdo necessarias grandes alteracdes na expressao de genes
promovidas pelas secre¢Bes esofagianas, tais como, reguladores de crescimento, proteinas e
glicoproteinas (CAILLAUD et al., 2008). As células gigantes sdo fonte exclusiva de nutrientes
para o desenvolvimento do nematoide, e sdo consequéncia da hiperplasia e hipertrofia celular,
ao redor do corpo do nematoide, e estdo associadas aos sintomas de galhas e reducéo no volume
do sistema radicular, ocasionando menos absorcdo de dgua e nutrientes, resultando em baixos
rendimentos da cultura (FERRAZ; MONTEIRO, 2011).

As células selecionadas pelo nematoide tornam-se multinucleadas, ocorrendo mitoses
repetidas sem separacdo por citocinese. Nestas células o metabolismo é acelerado, com
citoplasma denso e granuloso, contendo vérias mitocondrias, plastidios, ribossomos, o vactolo
da origem a varios pequenos vacuolos que aumentam a absorcéo de soluto a partir do sistema
vascular, e a parede celular desenvolve uma ligagdo com o xilema (CAILLAUD et al., 2008;
ENGLER et al., 1999; JONES; PAYNE, 1978). Porém, durante a penetra¢do, desenvolvimento
do juvenis de segundo estadio (J2), formacao de galhas e producgédo de ovos, ocorrem respostas
de defesa da planta (CAILLAUD et al., 2008; SILVA et al., 2013).

Diferentes mecanismos estruturais e bioquimicos podem contribuir para resisténcia da
planta contra fitopatdgenos e proteinas relacionadas a patogénese sdo induzidas no hospedeiro

em resposta a infeccdo por patdgeno ou estimulo abidticos (STANGARLIN et al., 2011). O
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aumento da atividade de peroxidases, polifenoloxidases e fenilalanina amonia-liase, bem como
maior concentracdo de lignina e compostos fenolicos nas raizes, podem ocorrer em fungdo da
ativacdo de mecanismos de resisténcia (SILVA et al., 2010). ModificacBes bioquimicas
ocorridas em plantas apds serem induzidas podem acarretar em modificacdes na natureza dos
exsudatos radiculares e podem atrair ou repelir o nematoide (SALGADO; SILVA, 2005).

Extratos de espécies vegetais podem controlar nematoides, por induzir resisténcia por
meio de aplicacGes foliares (CHINNASRI et al., 2003; LOPES et al., 2005) ou por efeito direto
e/ou indutor, por aplicacdes via solo (AISSANI et al., 2013; WALKER, 1996). Espécies de
bréssicas, assim como o crambe, apresentam compostos com a¢ao nematicida (AISSANI et al.,
2013; LEONI et al., 1997; WALKER, 1996; WU et al., 2011). Pesquisas envolvendo o uso de
extratos vegetais podem conduzir a resultados promissores no controle de nematoides.
Diferentes formas de aplicacdo, de preparo dos extratos devem ser estudadas, assim como o
potencial de diferentes espécies de plantas (LOPES et al., 2005).

As plantas sdo capazes de produzir varios metabolitos secundarios, muitos dos quais
podem atuar como repelentes, atrativos, inibidores, nematotdxicos e nematostaticos, e, além
disso, sdo mais seguros para 0s humanos e ambientalmente corretos quando usados para
controle de doencgas em vegetais (CHITWODD, 2002). Segundo Sharma e Tripathi (2006),
dificilmente os patdgenos apresentam resisténcia aos produtos derivados das plantas, pois ha
numerosos componentes com diferentes mecanismos de agdo. Sendo assim, o objetivo do
presente trabalho foi verificar o efeito das épocas de aplicacao assim como das vias de aplicacdo

de extrato de crambe (Crambe abyssinica), no controle de M. javanica em tomateiro.

7.2 MATERIAL E METODOS

7.2.1 Conducédo do Experimento

O experimento foi conduzido no periodo de abril a junho de 2014 (primeiro
experimento) e a repeticdo do experimento (segundo experimento) foi conduzido no periodo de
outubro & dezembro de 2014. Estes foram conduzidos em casa de vegetacdo climatizada
localizado no Complexo de Controle Bioldgico e Cultivo Protegido Prof. Dr. Méario César
Lopes, pertence a Universidade Estadual do Oeste do Parana- UNIOESTE, campus Marechal
Candido Rondon, Parana

Para ambos os experimentos o delineamento experimental foi em blocos casualizados

com cinco repetigdes. O extrato utilizado foi o hidroalcodlico 250 mg L™ preparado segundo a
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metodologia proposta por Loguercio et al. (2005). As folhas de crambe foram coletadas em
estadio vegetativo, 35 dias apds emergéncia da cultura (DAE) no municipio de Cascavel-PR,
com coordenadas de latitude 24°57°21” sul e longitude 53°27°19” oeste, altitude de 781 metros, € foram
secas em estufa a 45 °C por 48 h, trituradas em moinho de facas e passadas em peneiras de 48
Mesh, obtendo-se o pd desta planta, e armazenado em recipiente fechado no escuro a
temperatura ambiente até 0 momento de preparo dos extratos.

O extrato por solucdo hidroalcodlica (70% v/v alcool etilico-C2HsO), foi estocada a
temperatura ambiente, protegida da luz, por um periodo de 15 dias, ap0s foi filtrado em papel
filtro Whatman n° 1, em seguida, roto-evaporados a vacuo em temperatura de aproximadamente
50 °C, e ressuspenso em 1000 mL de &gua destilada com 0,6% de Tween 20.

Foram utilizadas mudas de tomateiro Santa Cruz Kada (Paulista) com 25 dias apos a
semeadura (DAS), em bandeja de poliestileno com substrato comercial Plantmax, e
transplantadas em vasos com capacidade de trés litros preenchidos com solo esterilizado por
autoclavagem a 120 °C/1 atm durante 1 hora, na mistura 3:2:1 (solo:areia:matéria organica).
Apbs foi enviado uma amostra de solo para analise quimica no Laboratorio de Quimica
Agricola e Ambiental da Unioeste, para posterior correcdo conforme recomendacdo de Trani,
Nagai e Passos (1997).

O in6culo foi obtido de tomateiros infectados cultivados em casa de vegetacdo e
identificados com base na configuracédo da regido perineal (HARTMAN; SASSER, 1985).

7.2.2 VVariaveis Analisadas

As variaveis foram analisadas 45 dias apds inoculagdo, com o término do experimento.
Apds a separacdo das raizes do solo, estas foram lavadas e secas em temperatura ambiente para
determinacdo da massa fresca da raiz, posterior armazenamento em sacos plasticos tanto as

raizes como o solo separados em temperatura proxima aos 4 °C.

7.2.2.1 Massa de Ovos e Galhas Totais nas Raizes

Para verificar a existéncia de massa de ovos nas raizes, estas foram coradas com Floxina
B a 15 mg L durante 20 min, ap6s lavadas para tirar o excesso de corante (TAYLOR;
SASSER, 1978), secas com papel toalha e contados galhas com massa de ovos e sem massa de
ovos com auxilio de lupa de mesa. O nimero de galhas totais foram quantificadas visualmente

com auxilio de lupa de mesa.
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7.2.2.2 Numero de Ovos e Juvenis de Segundo Estadio (J2) por grama de raiz

Para extracdo de ovos e nematoides das raizes foi utilizado a metodologia de Freitas et
al. (2007). As raizes foram cortadas e trituradas em liquidificador por 20 seg, vertido sobre
peneira de 0,427 mm de abertura de malha (48 Mesh) acoplada na peneira de 0,037 mm de
abertura de malha (400 Mesh), nesta os nematoides foram retidos e o contedo recolhido em
tubos de centrifuga e submetidos ao método de flotacdo centrifuga em solucdo de sacarose. Os
ovos e J2 retidos na peneira de 400 Mesh foram transferidos para lamina de Peters e

quantificado.

7.2.2.3 Nimero de Ovos e J2 por 100 cm?® de Solo

O método flotacdo centrifuga em solucéo de sacarose foi empregado para extracao de
ovos e nematoides do solo (JENKIS, 1964). O procedimento correspondeu com a extracao de
100 cm?® de solo, peneiramento & 0,427 mm de abertura de malha (48 Mesh) acoplada na peneira
de 0,037 mm de abertura de malha (400 Mesh), nesta os nematoides foram retidos e o contetido
recolhido em tubos de centrifuga e submetidos a centrifugacdo em solucdo de sacarose com
densidade de 1,15 g cm®. Os ovos e J2 retidos na peneira de 400 Mesh foram transferidos para

lamina de Peters e quantificado.

7.2.3 Primeiro Experimento

O esquema fatorial (3x4+1) foi utilizado, sendo, trés diferentes vias de aplicacdo na
planta: via solo; via foliar e via solo+foliar, em quatro épocas de aplicacdo: 1) antes da
inoculacdo (trés dias apds o transplante das mudas); 2) na inoculacdo (sete dias apds o
transplante); 3) apds a inoculagdo (uma semana apoés a inoculacdo); e 4) semanalmente até aos
45 dias apos a inoculacéo, totalizando nove aplicagdes (incluindo todas as épocas de aplicagédo
citadas anteriormente) e um tratamento adicional, testemunha inoculada e néo tratada.

As plantas foram tratadas com fungicida (Trifloxistrobina+ Tebuconazol (75 + 150 g
i.a. ha')) devido a presenca da mancha-de-estenfilio, causada pelo fungo Stemphyllium sp., 15
dias apos o transplante, com trés dias de diferenca entre a aplica¢do do fungicida com o extrato,

e a outra aplicacdo de fungicida foi 15 dias ap0s a primeira aplicacéo.
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O extrato aplicado via foliar através de pulverizagcdo com borifador da parte adaxial das
folhas até ponto de escorrimento. Para ndo entrar em contato com o solo, o vaso foi coberto
com papel laminado e jornal, para que a aspersdao nao entrasse em contato com outras plantas
estes vasos foram retirados e isolados, plantas tratadas via solo receberam 30 mL do extrato por
vaso, correspondendo a 1% do v/v. Todos os tratamentos foram efetuados no periodo da manha.
Apos sete dias do transplante foi efetuada a inoculagdo de 2.500 ovos e 513 J2 por vaso de M.
javanica por meio de perfuracdes ao redor das raizes com profundidade de 5 cm.

Para analise dos dados foi realizado o teste de normalidade de Lilliefors a 5% de
probabilidade, em todos os dados foi aplicado o teste Q, ficando com quatro repeti¢des, e ainda
na auséncia de normalidade para massa de ovos e J2 e ovos por grama de raiz, os dados foram

transformados em /x + 0,5. Posteriormente, realizou-se a andlise de variancia e as médias
referentes aos tratamentos foram submetidas ao teste de meédias de Tukey, e quando o
tratamento adicional mostrava-se significativo na analise de variancia utilizou-se um teste

adicional, o Dunnett. O software estatistico Genes (CRUZ, 2006) foi utilizado.

7.2.4 Segundo Experimento

Apbs andlise dos dados do primeiro experimento, foi conduzido um segundo
experimento para confirmacdo das melhores épocas de aplicacdo. Utilizou-se o esquema fatorial
(3x2+1), trés vias de aplicacdo na planta, como citado no primeiro experimento, quanto as
épocas de aplicacdo foram as seguintes: 1) ap6s inoculacdo (uma semana ap6s a inoculacao); e
2) semanalmente (inclui as seguintes aplicacdes: trés dias apds o transplante das mudas; sete
dias apds o transplante; uma semana ap0s a inoculacdo e semanalmente até aos 45 dias ap6s a
inoculacéo, totalizando nove aplicagdes. Foram inoculados aproximadamente 2.500 ovos e 356
J2 de M. javanica por vaso. As mudas foram tratadas com fungicida (Trifloxistrobina+
Tebuconazol (75 + 150 g i.a. hal)) devido a ocorréncia mancha-de-estenfilio, oito dias antes
do transplante.

Apos a contagem do numero de massa de ovos e galhas totais, as massas de ovos foram
coletadas para avaliar a viabilidade. Foram utilizadas trés repeticbes por tratamento e em
triplicata, em delineamento inteiramente casualizado. Placas de Elisa com agua destilada foram
utilizadas e em cada célula da placa Elisa foi colocado uma massa de ovo e apds 15 dias foi
avaliado a ecloséo dos ovos

Para analise dos dados foi realizado o teste de normalidade de Lilliefors a 5% de

probabilidade, em todos os dados foi aplicado o teste Q, ficando com quatro repeticfes. A
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normalidade foi encontrada para galhas totais, J2 e ovos por grama de raiz e por 100 cm?® de
solo, quando os dados foram transformados em log (x+1). Posteriormente, realizou-se a analise
de variancia e as médias referentes aos tratamentos foram submetidas ao teste de médias Tukey,
e guando o tratamento adicional mostrava-se significativo na analise de variancia utilizou-se

um teste adicional, o Dunnett. O software estatistico Genes (CRUZ, 2006) foi utilizado.

7.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A Unica via que diferiu entre as épocas de aplicacdo foi solo+folha (Tabela 7.1), com
menor média de massa de ovos em aplicacGes semanais, e foi 18,52% inferior a época apos a
inoculacdo, porém, esta nao diferiu estatisticamente com média intermediaria (14,47). Apesar
da via solo néo diferir entre as épocas de aplicacdo, diferiu em todas as épocas da testemunha
com menos massa de ovos, diferente da via foliar que ndo diferiu em nenhuma época da
testemunha. Para controlar a reproducdo de M. javanica, a via foliar independente de outras
vias de aplicacdo ndo se mostrou eficaz. A capacidade reprodutiva mostra que as células
gigantes foram eficientes no fornecimento de alimento aos juvenis e fémeas (CAMPOS et al.,
2011).

Tabela 7.1- Massa de ovos em raizes de tomateiro inoculados com Meloidogyne javanica, na
qual as raizes das plantas de tomateiro foram tratadas com extrato de Crambe abyssinica, e as
mesmas plantas receberam o extrato em diferentes vias e em épocas distintas de aplicacéo,
sendo antes da inoculagdo (trés dias apds o transplante das mudas); na inoculagdo (sete dias
apos o transplante); ap6s a inoculacdo (uma semana ap6s a inoculacdo); e semanalmente até
aos 45 dias apds a inoculagdo (incluindo as demais aplicagdes), o tratamento adicional é
representado pela testemunha inoculada e ndo tratada. Marechal Candido Rondon, abril de
2014.*

Epocas de aplicacio

Vias de aplicacdo

do extrato Antes da inoculagdo Nainoculagédo . Apos a Semanalmente
inoculacédo
Solo 232,50 Aa 313,50 Aa 225,00 Ab 258,00 Aa
Folha 299,25 Aa a 353,75 Aaa 33500Aa0 332,25 Aaa
Solo + Folha 281,50 ABa 37450 Aao  212,25BCb 139,50 Cb
Testemunha 416,50 a
CV (%) 10,40 6,03 12,23 9,38

Médias seguidas pelas mesmas letras maiusculas na horizontal e minusculas na vertical ndo diferem
estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

“Médias ndo diferem da testemunha pelo teste de Dunnett ao nivel de 5% de probabilidade.

*Neste primeiro experimento foram utilizados quatro épocas de aplicacao.
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Na época de aplicacdo apos a inoculacéo, as vias solo e solo+folha ndo diferiram entre
si e apresentaram menos massa de ovos 17,80% e 20,54% comparado a via foliar, quando
comparado com a testemunha, estas vias reduziram massa de ovos em 26,40% e 28,86%,
respectivamente.

A massa de ovos foi inferior para via solo+folha na época semanal em 26,36% e 35,29%
comparado a via solo e via foliar, respectivamente, e inferiores 42% a testemunha. Portanto,
aplicacdes via solo+folha semanalmente apresentam maior potencial de controle do que cada
via independente, e maior reducdo de massa de ovos do que a mesma via quando aplicado apds
a inoculacdo em 13,14%.

Aplicagbes sequenciais via solo+folha, apresentam maior efeito na reprodugéo de M.
javanica, e consequentemente menos fémeas com ovos. Talvez a necessidade de aplicacbes
sequencias, esteja relacionada a vida atil dos compostos toxicos presentes em bréssicas.
Isotiocianatos derivados de bréssicas tais como, 2-propenil, benzil, 2-feniletil e metil
isotiocianato, foram estudados em aplicacfes ao solo, e 0s mesmos persistiram de 2,5 a 11 dias,
dependendo das condicBes na qual o solo se encontrava (WARTON et al., 2003). Feniletil
isotiocianato foi degradado dentro de 96 h pelos microrganismos do solo, no entanto, adi¢des
sequenciais afetaram o0s patégenos do solo (RUMBERGER; MARSCHNER, 2003).
Nematicidas quimicos também necessitam de aplicacbes complementares, uma vez que, sdo
degradados pela populacdo microbiana do solo e diminuem a persisténcia e eficacia com o
tempo (RAHMAN et al., 2011).

As aplicacdes via foliar em todas as épocas de aplicacdo avaliadas (Tabela 7.1), ndo
apresentaram controle de massa de ovos. Sugere-se portanto, que a aplicacdo do extrato ndo
tenha apresentado inducdo de resisténcia quando aplicado via foliar, ou tenham ativado rotas
de sinalizacdo que ndo contemplem a inducgéo de resisténcia contra fitonematoides. Salgado et
al. (2007) observaram que pulverizacdes de acibenzolar-S-metil (ASM) em cafeeiro, e
adicionados ao solo aos sete dias antes da inoculacéo, e aos dois e sete dias apds a inoculagéo
de ovos de Meloidogyne exigua, ndo demonstraram redugdo do numero de galhas, fator de
reproducdo e populacdo final. Os autores atribuiram tal fato, & possivel ativagdo da rota de
sinalizacdo pelo acido salicilico, e que provavelmente, a rota de sinalizagdo que induz
resisténcia de plantas contra fitonematoides seja dependente de acido jasmonico e etileno. No
entanto, Oka et al. (1999) verificaram que, pulverizacdo foliar e adicdo ao solo de acido
salicilico, acido jasménico e metil jasmonato, ndo induziram resisténcia ao tomateiro para o

controle M. javanica.
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Na Tabela 7.2, pode-se observar que a Unica via de aplicacdo e época que mostrou
diferenga da testemunha foi via solo+folha semanalmente, com 46,15% a menos de galhas
totais. Sendo assim, aplicagdes via solo+folha necessitam de aplicacGes semanais para reduzir
a formacdo de sitios de alimentacdo. Gardiano et al. (2009) observaram que a agdo
nematostatica e/ou nematicida, reduz o nimero de nematoides e consequentemente 0 numero

de galhas e de ovos, com aplicagdes de extratos aquosos de horteld, bardana e mamona via solo.

Tabela 7.2 - Galhas totais em raizes de tomateiro inoculados com Meloidogyne javanica, na
qual as raizes das plantas de tomateiro foram tratadas com extrato de Crambe abyssinica, € as
mesmas plantas receberam o extrato em diferentes vias e em épocas distintas de aplicacéo,
sendo antes da inoculacdo (trés dias apds o transplante das mudas); na inoculacéo (sete dias
apos o transplante); ap6s a inoculacdo (uma semana apds a inoculagdo); e semanalmente até
aos 45 dias ap6s a inoculacdo (incluindo as demais aplicacdes), o tratamento adicional é
representado pela testemunha inoculada e ndo tratada. Marechal Candido Rondon, abril de
2014.*

Epocas de aplicacio
Antes da Apos a

Vias de aplicacdo

do extrato : x Na inoculagdo . « Semanalmente
inoculacédo inoculacédo
Solo 448,00 Ba a. 608,75 Aa a 461,50 ABa a 444,50 Bab a
Folha 526,25 Aa a 580,50 Aa a 506,75 Aa a 551,25 Aa a
Solo + Folha 524,00 ABa « 602,75 Aa a 441,75 BCa a 319,75 Ch
Testemunha 593,75 a
CV (%) 16,71 14,5 19,37 17,64

Médias seguidas pelas mesmas letras maiusculas na horizontal e minusculas na vertical ndo diferem
estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

“Médias ndo diferem da testemunha pelo teste de Dunnett ao nivel de 5% de probabilidade.

*Neste primeiro experimento foram utilizados quatro épocas de aplicagéo.

Segundo Oka et al. (1999), aplicaces via solo e foliar de acido DL-B-amino-n-butirico
(BABA), indutor de resisténcia, com intervalos de 10 dias até 40 dias e inoculagdo dois dias
apos a primeira aplicacdo, reduziram o numero de ovos e galhas de M. javanica nas raizes de
tomateiro. No entanto, pulverizacdes via foliar nas mudas cinco dias ap6s e trés dias antes da
inoculacdo dos J2, retardaram o desenvolvimento do nematoide e afetaram o nimero de galhas.
Os autores explicaram o controle, por mecanismos de defesa ativados, porém quando a
inoculacéo foi feita imediatamente apos a pulverizacédo foliar os tomateiros apresentavam mais
galhas, inoculagdes apds cinco dias do tratamento, os nematoides invadiam as raizes laterais
novas e induziam a formacdo de galhas. Os autores concluiram que a duragdo da inducéo de

resisténcia foi aproximadamente cinco dias. Estes resultados corroboram com o presente
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trabalho para aplicacbes via solo+folha, pois, quando aplicados semanalmente reduzem o
namero de galhas e massa de ovos.

Apesar de aplicacfes em algumas vias na época apos a inoculagdo apresentarem menos
massa de ovos que a testemunha, estas ndo reduziram significativamente a formacéo de galhas
sendo assim, a atuagdo para esta época de aplicacdo pode ser principalmente na reproducéo.
Silva et al. (2013) relatam em seus estudos com mecanismos de resisténcia induzidos em
plantas, que a planta pode formar galha mas a fémea nédo reproduzir. O J2 de M. javanica pode
penetrar nas raizes mas nao ter sucesso na formacéo do sitio de alimentacéo, assim como, pode
ter sucesso na formacao de células gigantes, mas incapazes de suprir nutricionalmente as fémeas
e muito menos a reproducdo (CAMPOS et al., 2011).

Com base nas informacdes das Tabelas 7.1 e 7.2, pode-se observar que as épocas que
apresentaram maior controle na reproducao e formacéao de galhas, foram apds a inoculacao e
semanalmente. Portanto, as épocas de maior eficiéncia no controle de M. javanica foram
avaliadas novamente num segundo experimento, para confirmacao dos resultados

O segundo experimento confirmou os resultados do primeiro para a massa de ovos na
época de aplicacdo semanal, uma vez que, a via solo+folha foi a menor média e inferior 73,13%
comparado com a via solo, e estas inferiores 85,47% e 45,91% comparado a testemunha,
respectivamente (Tabela 7.3).

Tabela 7.3 - Massa de ovos (MO) e galhas totais (GT) em raizes de tomateiro inoculados com
Meloidogyne javanica, na qual a planta foi tratada com extrato de Crambe abyssinica em
diferentes vias e em épocas distintas de aplicacdo, sendo ap6s a inocula¢do (uma semana apos
a inoculacdo) e semanalmente até aos 45 dias ap6s a inoculagdo, a testemunha é considerada
como tratamento adicional e € representado por plantas inoculadas e ndo tratadas. Marechal
Candido Rondon, outubro de 2014.*

MO GT

Epocas de aplicacio

Vias de aplicacao

do extrato . Apos a~ Semanalmente . Apos a~ Semanalmente
inoculacédo inoculacédo
Solo 286,50 Aa o 244,75 Ab 425,50 Aa o 314,75 Aa o
Folha 421,00 Aa o 424,25 Aa o 629,50 Aa o 565,25 Aa a
Solo + Folha 386,25 Aa a 65,75 Bc 584,50 Aa o 96,50 Bb
Testemunha 452,50 o 543,25 a
CV (%) 21,7 27,76 6,49 7,35

Médias seguidas pelas mesmas letras maiusculas na horizontal e minusculas na vertical ndo diferem
estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

“Médias ndo diferem da testemunha pelo teste de Dunnett ao nivel de 5% de probabilidade.

*Neste segundo experimento foram utilizadas apenas duas épocas de aplicacdo.
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As vias de aplicagdo ndo diferiram entre si, e comparado com a testemunha na época de
aplicacdo apds a inoculagdo, para massa de ovos, ndo conferindo com os resultados do primeiro
experimento que apresentou reducédo na via solo e solo+folha. Tais resultados podem ser devido
a diferenca de temperatura entre o primeiro e segundo experimento, pois, no segundo
experimento as temperaturas estavam mais elevadas com média de 24,8 °C, favorecendo a
reproducdo. No primeiro experimento, a temperatura média foi de 19,3 °C, estes dados da
temperatura séo da Estacdo Meteoroldgica de Observacao de Superficie Automatica (A820) da
Estacdo Experimental Prof. Dr. Anténio Carlos dos Santos Pessoa, da Universidade Estadual
do Oeste do Parana de Marechal Céandido Rondon.

De acordo com Campos et al. (2011), a temperatura de 28 °C é favoravel a reproducéao
de M. javanica em plantas de soja resistentes como para as suscetiveis, e apresentam maior
nimero de massa de ovos, ja a temperatura de 20 °C afeta apenas o0 desenvolvimento pos-
embrionario, elevando a soma de J3 e J4 dentro do hospedeiro, ndo favorecendo a reproducéo
e 0 nimero de fémeas e ovos. Ainda, temperaturas de 24 °C sdo mais favoraveis a reproducao
e sucesso no parasitismo do que temperatura de 20 °C. De forma complementar, os estadios
juvenis 3 e 4 sdo desprovidos de estilete e sdo incapazes de se alimentar (FERRAZ;
MONTEIRO, 2011).

As galhas totais (Tabela 7.3) ndo foram influenciadas por diferencas de temperatura nas
épocas de aplicacdes semanais e ap6s a inoculacdo, pois os resultados no primeiro e segundo
experimento se mantiveram. Segundo Campos et al. (2011), a penetracdo de J2 foi semelhante
em temperaturas de 20 °C e 32 °C.

Tanto no primeiro experimento como no segundo, a melhor via e época de aplicacdo
para controle de galhas totais foi via solo+folha semanalmente, talvez pelo fato de varios
mecanismos de acdo estarem atuando simultaneamente, como efeitos nematicidas e/ou
nematostaticos e inducdo de resisténcia. Mecanismos de defesa podem ser manifestados pela
necrose ao redor da célula inicial do sitio de alimentacdo ou pela expansédo retardada dessa
célula (FARIA et al., 2003). Mecanismos de resisténcia a nematoides em plantas envolvem
varios compostos, tais como, compostos fenolicos, lignina, suberina, acido clorogénico,
fitoalexinas, isoflavondides e cumarinas, sendo a rota dos fenilpropanoides precursora da
producdo (MOLINARI, 1996).

Os resultados obtidos no presente trabalho e as caracteristicas atribuidas as bréassicas,
indicam que o extrato deve ter atuado sobre a eclosdo de ovos, sobre a mortalidade e paralizacéo
de J2 (AISSANI etal., 2013; NEVES et al., 2009; PAL VIG etal., 2009; WU et al., 2011), visto

que o numero de galhas foi reduzido em mais de 30% e massa de ovos mais de 80% para via
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solo+folha semanal. Poréem, ndo foram encontradas pesquisas relacionadas a indugdo de
resisténcia por aplicagdes via solo e foliar de brassicas contra nematoides.

Segundo Wu et al. (2011), produtos sintetizados a partir de isotiocianatos derivados dos
glicosinolatos de brassicas, apresentam efeito nematicida e tem potencial para serem usados
como bio-fumigantes, como acriloil isotiocianato (>95% AcITC) e alil isotiocianato (>94%
AITC), que apresentaram os melhores resultados no controle de M. javanica em pepino,
demonstrando que estes compostos além do grande potencial para serem usados como novo
nematicida, tem pouca toxicidade a organismos ndo alvo e sem perigos de aplicacéo.

As épocas de aplicacdo néo diferiram dentro de cada via para controle de J2 e ovos por
grama de raiz. Porém, as vias de aplicacdo diferiram dentro de cada época (Tabela 7.4). Sendo
assim, antes da inoculacdo a via solo foi inferior 41,44% comparado a testemunha, o que pode
ser devido a efeitos diretos sobre o nematoide ou por inducao de resisténcia. Alguns autores
observaram inducdo de resisténcia em tomateiro e efeito nematostatico promovida por
tratamentos protetores via solo no controle de M. javanica (JAVED et al., 2007; JAVED et al.,
2008).

Tabela 7.4 - Ovos e juvenis de segundo estadio (J2) de Meloidogyne javanica por grama de
raiz, na qual as raizes das plantas de tomateiro foram tratadas com extrato de Crambe
abyssinica, e as mesmas plantas receberam o extrato em diferentes vias e em épocas distintas
de aplicacdo, sendo antes da inoculacdo (trés dias apos o transplante das mudas); na inoculagédo
(sete dias apds o transplante); ap6s a inoculacdo (uma semana apds a inoculacdo); e
semanalmente até aos 45 dias ap0s a inoculacdo (incluindo as demais aplica¢des), o tratamento
adicional é representado pela testemunha inoculada e ndo tratada. Marechal Candido Rondon,
abril de 2014.*

Epocas de aplicacdo

Vias de aplicacao

do extrato _Antes d~a Nainoculagdo . Apos a Semanalmente
inoculacédo inoculacdo
Solo 14,91 Ab 25,57 Aaa 25,14 Aab a 13,09 Ab
Folha 40,73 Aa a 44,89 Aa o 42,44 Aa o 39,74 Aa o
Solo + Folha 28,52 Aab a 33,70 Aa a 18,33 Ab 18,74 Ab
Testemunha 44,66 o
CV (%) 15,98 19,7 27,47 20,03

Médias seguidas pelas mesmas letras maiusculas na horizontal e minusculas na vertical ndo diferem
estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

“Médias ndo diferem da testemunha pelo teste de Dunnett ao nivel de 5% de probabilidade.

*Neste primeiro experimento foram utilizados quatro épocas de aplicacéo.

A época de aplicacdo ap0s a inoculacdo na via solo+folha diferiu da testemunha, com

menos J2 e ovos por grama de raiz em 37,40% (Tabela 7.4). Segundo Javed et al. (2007),
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aplicacdes de formulados de nim (Azadirachta indica) com efeito curativo em tomateiro, com
solo infestado de M. javanica, pode reduzir a populacdo de nematoides.

A aplicacdo do extrato de crambe na época semanal, demonstrou controle tanto para a
via solo como para a via solo+folha, estes ndo diferiram entre si e apresentaram reducéo de J2
e ovos por grama de raiz em 45,64% e 35,28% em comparagdo coma a testemunha. Esses
resultados podem ser devido a interferéncia na reproducédo como foi observado para massa de
ovos e/ou menor penetracdo, devido a mecanismos de resisténcia ativados e/ou efeito toxico
direto no solo que desorientou o J2 ou inativou e levou a morte. Alteracdes nos exsudatos
radiculares podem ocorrer ap6s a inducdo de resisténcia, atraindo ou repelindo o nematoide
(SALGADQO; SILVA, 2005).

Aplicagdes de compostos que repelem ou atraem o0s nematoides afetam o
comportamento destes, podem fazer com que o0 nematoide gaste a energia que seria necessaria
para parasitar o sistema radicular, podem desorientar os J2 e tornar dificil a localizagdo do
sistema radicular para a penetracdo. Além disso, a atracdo dos nematoides para areas com
nematicidas podem aumentar a eficacia do controle (HEWLETT et al., 1997; MAISTRELLO
etal., 2010).

Diferencas significativas podem ser observadas entre os tratamentos (Tabela 7.5), no
controle de J2 e ovos por 100 cm? de solo. A aplicacdo do extrato via solo apresentou menor
média de J2 e ovos por 100 cm? de solo, quando aplicado semanalmente, inferior 36,37% e 45%
comparado com as épocas de aplicacdo antes da inoculacdo e na inoculacao, respectivamente.
Sendo assim, aplicac@es via solo devem ter aplicacdes sequenciais, isso pode ser devido aos
compostos presentes em bréassicas, que podem apresentar vida Util curta, podem ser degradados
ou ainda, os compostos ativos podem ser adsorvidos pela argila do solo, inativando-os
(NANDAL; BHATTI, 1986; OKA, 2010). Alguns isotiocianatos podem ser inativados pelo
solo, e isso depende se este € alifatico ou aromatico. Os alifaticos sdo biologicamente mais
ativos, e menos afetados pelo solo comparado aos aromaticos, que apresentam atividade
reduzida pelo solo e matéria organica. Portanto, brassicas ricas em isotiocianatos alifaticos
apresentam maior potencial contra patégenos em solo (MATTHIESSEN; SHACKLETON,
2005). O Crambe abyssinica contém predominantemente glicosinolatos alifaticos do que
aromaticos (FAHEY et al., 2001).
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Tabela 7.5 - Ovos e juvenis de segundo estadio (J2) de Meloidogyne javanica por 100 cm® de
solo, na qual as raizes das plantas de tomateiro foram tratadas com extrato de Crambe
abyssinica, e as mesmas plantas receberam o extrato em diferentes vias e em épocas distintas
de aplicacdo, sendo antes da inoculacgdo (trés dias ap6s o transplante das mudas); na inoculagao
(sete dias apds o transplante); ap6s a inoculacdo (uma semana ap0s a inoculacéo); e
semanalmente até aos 45 dias apds a inoculacdo (incluindo as demais aplicacfes), o tratamento
adicional é representado pela testemunha inoculada e ndo tratada. Marechal Candido Rondon,
abril de 2014.*

Epocas de aplicagio

Vias de aplicacao

do extrato _Antes df‘ Na inoculacao _Apos a Semanalmente
inoculacdo inoculacdo
Solo 1708,80 ABa 1977,60 ABb o 2388,00 Aao  1087,20 Bb
Folha 2313,60 Aaa 1614,00 Ab 2211,60 Aaa  2263,20 Aaa
Solo + Folha 2157,60 ABaa  2917,20 Aaa 1701,60 Ba 1443,60 Bab
Testemunha 2970,00 o
CV (%) 31,04 22,75 20,9 22,44

Médias seguidas pelas mesmas letras maiusculas na horizontal e minusculas na vertical ndo diferem
estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

*Médias ndo diferem da testemunha pelo teste de Dunnett ao nivel de 5% de probabilidade.

*Neste primeiro experimento foram utilizados quatro épocas de aplicag&o.

A aplicacgdo via solo+folha apresentou menos J2 e ovos em 100 cm? de solo nas épocas
de aplicacdo apos a inoculacdo e semanalmente, estes ndo diferiram entre si e foram 42,70% e
51,39% inferiores a testemunha, respectivamente. Nas épocas de aplicacdo antes da inoculacao
na via solo, aplicacdes na inoculacdo pela via foliar, ap6s a inoculacdo via solo+folha e
semanalmente via solo e solo+folha, foram inferiores 42,46%, 45,65%, 42,70%, 63,39% e
51,39% comparado a testemunha. Sendo assim, maior efeito na redugédo de J2 e ovos por 100
cm?® de solo foi para aplicagdes semanais via solo e solo+folha. Estes podem ter interferido na
eclosédo de ovos, o qual pode estar relacionado com a presenca de J2 no solo. A ecloséo de ovos
de nematoides pode ser estimulada por exsudatos das raizes e compostos quimicos da rizosfera,
além disso, servem para orientar os J2 em direcdo a raiz, os exsudatos também podem atuar
como repelentes ou tdxicos aos nematoides (FARIA et al., 2003; ZHAO et al., 2000).

Segundo Maistrello et al. (2010), reducéo de J2 e ovos em cada cm®de solo e por grama
de raiz e menor taxa de reproducao foi observado em tomateiro, quando o solo ja infestado com
M. javanica foi tratado duas vezes com tanino, uma no momento do transplante e duas semanas
mais tarde, o que demonstra efeito positivo na protecdo de plantas com repetidas aplicacdes de

tratamento.
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Assim como para massa de ovos e galhas totais, as épocas de aplicacdo apés a
inoculacdo e semanalmente demonstraram maior potencial para controle de J2 e ovos por grama
de raiz e em 100 cm® de solo, sendo assim, foram repetidos num segundo experimento.

De acordo com a Tabela 7.6, o segundo experimento mostra diferencas em relacéo ao
primeiro, para J2 e ovos por grama de raiz na época de aplicagdo apés a inoculagdo. As vias de
aplicacdo ndo diferiram entre si na época de aplicacdo ap0s a inoculacdo, porem diferiram da
testemunha com menos J2 e ovos no interior das raizes. No primeiro experimento (Tabela 7.4),
somente a via solo+folha diferiu da testemunha, confirmando assim o efetivo controle da via
solo+folha. Na época de aplicacdo semanalmente, o segundo experimento confirmou o0s
resultados do primeiro, com maior controle para a via solo e solo+folha, estes inferiores 21% e

21,46% em comparacao a testemunha.

Tabela 7.6 - Juvenis de segundo estadio (J2) e ovos de Meloidogyne javanica por grama de raiz
e por 100 cm?® de solo, na qual a planta foi tratada com extrato de Crambe abyssinica em
diferentes vias e em épocas distintas de aplicacdo, sendo apds a inoculagdo (uma semana apds
a inoculacdo) e semanalmente até aos 45 dias ap0s a inoculacéo, a testemunha é considerada
como tratamento adicional e é representado por plantas inoculadas e ndo tratadas. Marechal
Céndido Rondon, outubro de 2014.*

J2 e ovos por grama de raiz J2 e ovos por 100 cm®de solo
_ o Epocas de aplicacdo

Vias de aplicacao ADG ADG

do extrato _Aposa Semanalmente . ‘P05 @ Semanalmente

inoculagéo inoculagéo

Solo 153,70 Aa 94,41 Ab 1653,60 Aa 921,60 Ba
Folha 129,43 Aa 192,92 Aaa  1156,60 Aa 1029,60 Aa
Solo + Folha 153,23 Aa 89,20 Ab 1307,90 Aa 735,50 Ba
Testemunha 317,18 a 1008,00™
CV (%) 7,12 6,83 3,79 7,23

Médias seguidas pelas mesmas letras maiusculas na horizontal e minusculas na vertical ndo diferem
estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

*Meédias ndo diferem da testemunha pelo teste de Dunnett ao nivel de 5% de probabilidade.

*Neste segundo experimento foram utilizadas apenas duas épocas de aplicagao.

"s Médias ndo diferem estatisticamente entre si pela analise de variancia.

Os resultados do segundo experimento para J2 e ovos por 100 cm? de solo (Tabela 7.6),
apesar de diferirem entre as épocas de aplicagdo, com menor populacdo para as vias solo e
solo+folha semanal, ndo houve diferencas estatisticas entre os tratamentos utilizados e a
testemunha. Este resultado ndo confirma os encontrados no primeiro experimento, podendo ser
devido as diferencas de temperatura entre 0s experimentos, como citado anteriormente para

massa de ovos.
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A viabilidade de massa de ovos € apresentada na Tabela 7.7. A aplicacdo via solo
semanalmente foi a Unica via que diferiu significativamente da testemunha, inferior 42,33%
para ovos viaveis. No entanto, mesmo que a via solo apresente menos ovos Viaveis, e
consequentemente menor populacio de J2 e ovos por 100 cm? de solo, como demonstrado na
Tabela 7.5 para a via solo semanalmente, o controle também se da quando menor nimero de
fémeas produzam massa de ovos, com menor interferéncia na nutricdo da planta, menos sitios
de alimentacéo e consequentemente menos J2 e ovos no interior da raiz, como acontece com a
aplicacdo via solo+folha semanalmente. Segundo Javed et al. (2007), menor nimero de ovos
por postura foi observado em tratamentos apds a inoculagdo de M. javanica via solo, porém

maior o numero de massa de ovos, demonstrando assim baixa eficiéncia de controle.

Tabela 7.7 - Viabilidade de massa de ovos de Meloidogyne javanica, na qual a planta de
tomateiro foi tratada com extrato de Crambe abyssinica em diferentes vias e em épocas distintas
de aplicacdo, sendo apds a inoculagcdo (uma semana ap6s a inoculacéo) e semanalmente até aos
45 dias apds a inoculacdo, a testemunha é considerada como tratamento adicional e €
representado por plantas inoculadas e ndo tratadas. Marechal Candido Rondon, outubro de
2014.

Vias de aplicacio J2 eclodidos dos ovos

do extrato Epocas de aplicagio
Ap06s a inoculagédo Semanalmente
Solo 70,22 Aa o 20,11 Ba
Folha 56,67 Aa a 41,11 Aaa
Solo + Folha 49,33 Aa o 46,89 Aa a
Testemunha 60,33 o
CV (%) 27,95 21,62

Médias seguidas pelas mesmas letras maiusculas na horizontal e minusculas na vertical ndo diferem
estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
“Médias ndo diferem da testemunha pelo teste de Dunnett ao nivel de 5% de probabilidade.

Fémeas de M. javanica depositaram uma média de 450 ovos por massa de ovos, no
entanto, em plantas de soja e feijdo de corda tratadas uma unica vez via foliar com acibenzolar-
S-metil, teria induzido a resisténcia sistémica adquirida e 0 nimero de ovos caiu para 250,
reducdo de 46%, o que explicaria a reproducdo reduzida (CHINNASRI et al., 2003). No
presente trabalho, inducgéo de resisténcia ndo pode ser o responsavel pela reducao da viabilidade
dos ovos, mas sim pode ser um conjunto de mecanismos que atuaram, pois aplicacdes via foliar
ndo demonstraram bons resultados para as variaveis estudadas, a via solo foi mais efetivo, por
isso podem estar associados mecanismos de inducdo de resisténcia e efeito direto sobre o

nematoide.
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7.4 CONCLUSAO

Aplicacdes de extrato hidroalcodlico de crambe via solo+folha semanalmente em
tomateiro reduzem massa de ovos, numero de galhas e J2 e ovos por grama de raiz e por 100

cm? de solo de M. javanica.
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8 CAPITULO 5 - CONTROLE DE Meloidogyne javanica EM TOMATEIRO POR
EXTRATO DE Crambe abyssinica

RESUMO

O género Meloidogyne interfere na produgdo do tomateiro, € 0 uso indiscriminado de
nematicidas quimicos, além de onerar os custos de producdo, pode trazer problemas de
contaminacdo ambiental. O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito de extrato hidroalcodlico
na concentragdo de 250 mg L™ de folhas de crambe no controle de Meloidogyne javanica, com
diferentes vias e épocas de aplicagdo em tomateiro. Foram conduzidos dois experimentos, 0
primeiro nos meses de abril a junho e o segundo de outubro a dezembro de 2014, em casa de
vegetacdo. No primeiro experimento, as raizes das mudas de tomateiro foram imersas no extrato
com posteriores aplicagdes: via foliar; solo e foliar+solo, em quatro épocas: antes da inoculago;
na inoculacgdo; apos a inoculagdo; e semanalmente. No segundo experimento foram utilizadas
trés vias de aplicacdo como citado anteriormente, em duas épocas (apds a inoculacdo e
semanalmente). Apds sete dias do transplante, em ambos o0s experimentos foram inoculados
2.500 ovos de M. javanica por vaso, e aos 45 dias ap6s a inoculacao foram feitas as avaliacdes.
AplicacBes na época apds a inoculagdo pela via raiz+folha e semanalmente pela via raiz+solo,
foram eficientes para reduzir a producdo de massas de ovos. Houve reducéo de 41% e 47% do
numero de galhas totais para aplicacbes semanais pelas vias raiz+solo e raiz+solo+folha,
respectivamente. No segundo experimento, para a via raiz+solo+folha em aplicacdes semanais,
a producdo de massa de ovos e galhas totais foram reduzidas em 61% e 28% respectivamente.
Apesar de outras vias e épocas de aplicacdo também apresentarem resultados positivos na
reducio do namero de juvenis de segundo estadio (J2) e ovos por grama de raiz e por 100 cm?®
de solo, aplicacBes semanais de extrato de crambe via raiz+solo+folha confirmaram seu
potencial, em dois experimentos, para controle de M. javanica em tomateiro em cultivo

protegido.

Palavras-chave: Solanum lycopersicum L.. Nematoide de galhas. Massa de ovos. Inducdo de

resisténcia. Nematoide.
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CAPITULO 5 — Meloidogyne javanica CONTROL IN TOMATO WITH Crambe
abyssinica EXTRACT

ABSTRACT

The genus Meloidogyne interferes on the production of tomato plants, and the indiscriminate
use of chemical nematicides, in addition of adding production costs, can bring environmental
pollution problems. The objective of this study was to evaluate the effect of hydroalcoholic
extract at a concentration of 250 mg L™ of crambe leaves in the control of Meloidogyne
javanica, with different routes and application times in tomato plants. Two experiments were
carried out, the first one from April to June and the second one from October to December
2014, in greenhouse. In the first experiment, the roots of tomato seedlings were immersed in
the extract with later applications: via leaf; soil and leaf+soil, in four periods: before
inoculation; on inoculation; after inoculation; and weekly. In the second experiment three routes
of administration were used as previously mentioned, in two periods (after inoculation and
weekly). Seven days after the transplantation in both experiments 2,500 eggs of M. javanica
per pot were inoculated, and 45 days after inoculation evaluations were made. Applications
after inoculation via root+leaf and weekly via root+soil were efficient to reduce the production
of egg masses. There was a reduction of 41% and 47% of the total number of galls for weekly
applications via root+soil and root+soil+leaf respectively. In the second experiment weekly
applications via root+soil+leaf, the mass production of total eggs and galls were reduced by
61% and 28% respectively. Although other methods and application times also present positive
results in reducing the number of second stage juveniles (J2) and eggs per gram of root and 100
cm?® of soil, weekly applications of crambe extract via root+soil+leaf confirmed their potential,

in two experiments to control M. javanica on tomato in greenhouses.

Keywords: Solanum lycopersicum L. Root-knot nematodes. Mass of eggs. Induction of

resistance. Nematode.
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8.1 INTRODUCAO

A producdo de hortalicas tem grande importancia social e econémica, pois, aléem da
producdo de alimento, gera emprego e renda, fortalece a agricultura familiar, reduz o éxodo
rural e promove o desenvolvimento regional (CARVALHO et al., 2014). O tomate (Solanum
lycopersicum L.) é a hortalica mais popular na refeicéo do brasileiro (BELAN et al., 2011), e a
area cultivada vem aumentando nos altimos anos (IBGE, 2015). Entre os problemas que afetam
a producdo do tomateiro estdo as doencas e, dentre estas, estdo os fitonematoides, que podem
causar danos consideraveis.

Os nematoides das galhas (Meloidogyne spp.) sdo encontrados em regides tropicais e
temperadas e estdo entre os patdgenos mais prejudiciais no mundo (TRUDGILL; BLOK, 2001).
Este género promove alteracOes drasticas no desenvolvimento da raiz por induzir e manter as
células gigantes que sdo fonte de nutrientes para os nematoides (CAILLAUD et al., 2008). As
células gigantes sdo consequéncia da hiperplasia e hipertrofia celular e estdo associadas aos
sintomas de galhas e reducdo no volume do sistema radicular, e como consequéncia a planta
absorve menos agua e nutrientes, resultando em baixos rendimentos da cultura (FERRAZ;
MONTEIRO, 2011). Quando o juvenil de segundo estadio (J2) infecta uma raiz e estabelece
seu sitio de alimentacdo, ocorre uma reprogramacao das células, correlacionada com atividade
de genes no metabolismo, sintese de proteinas, divisdo celular, e transporte e transducdo de
sinal (GHEYSEN; FENOLL, 2002).

A planta ndo permite de maneira passiva a entrada do patdgeno, pois possui sistema de
defesa, incluindo proteinas relacionadas a patogénese, fitoalexinas e compostos fendlicos entre
outros (STANGARLIN et al., 2011). Para ativacdo dos mecanismos de defesa da planta no
controle de fitonematoides podem ser utilizados indutores abiGticos como bioticos
(SALGADOQO; SILVA, 2005).

Nematicidas quimicos sdo utilizados no controle de fitonematoides, porém o uso
continuo pode reduzir sua eficiéncia, tornar os nematoides resistentes, além dos impactos
negativos para o ambiente e sociedade (JAVED et al., 2008; ZHANG et al., 2012). Dessa forma,
hd uma crescente procura por desenvolvimento de novos nematicidas naturais visando a
substituicdo parcial ou total de nematicidas quimicos (AISSANI et al., 2013). A cultura do
tomate € altamente dependente do uso de agrotoxicos, por isso, é necessario 0 estudo de
medidas alternativas e entender desde a aplicabilidade quanto ao modo de acdo dos extratos
vegetais, para que possam ser utilizados de maneira eficiente no manejo das doencas
(SCHWAN-ESTRADA, 2009). Nesse sentido, varias sdo as pesquisas com metabolitos
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secundarios de plantas contra nematoides das galhas (DIAS-ARIEIRA et al., 2003; LOPES et
al., 2005; NTALLI et al., 2012; OKA et al., 2006;).

Extratos vegetais tem sido utilizados com varias formas e épocas de aplicacdo para o
controle de nematoides, com efeito protetor ou curativo, indutor de resisténcia ou com efeito
direto sobre o patégeno (CHINNASRI et al., 2003; JAVED et al., 2008; MOLINARI;
LOFFREDO, 2006). No entanto, varios estudos tem mostrado a eficiéncia do controle de
nematoides correlacionados com glicosinolatos em plantas, principalmente plantas pertencentes
a familia Brassicaceae (AISSANI et al., 2013; WALKER et al., 1996; WU et al., 2011). O
crambe (Crambe abyssinica Hochst) pertence a esta familia e contém glicosinolatos (LAZZERI
etal., 1994). Porém, poucos séo os estudos envolvendo o crambe no controle de fitonematoides,
assim como, poucos sdo os estudos envolvendo ativacdo de mecanismos de resisténcia com
brassicas.

Portanto, em decorréncia da contaminacdo ambiental promovida por nematicidas
quimicos, devido as aplicacGes via solo que podem contaminar as dguas subterréneas, além de
alguns deles poderem ser absorvidos pelas plantas, e trazer consequéncias negativas a sociedade
(OKA etal., 2010), e a demanda dos consumidores por alimentos seguros, associado a utilidade
benéfica dos compostos presentes nas brassicas e aos poucos estudos com crambe, o objetivo
deste trabalho foi avaliar o efeito de extrato de crambe no controle de Meloidogyne javanica,

com diferentes vias e épocas de aplicagdo em tomateiro.

8.2 MATERIAL E METODOS

8.2.1 Conducéo do Experimento

O experimento foi conduzido no periodo de abril a junho de 2014 (primeiro
experimento) e a repeticdo do experimento (segundo experimento) foi conduzido no periodo de
outubro a dezembro de 2014. Estes foram conduzidos em casa de vegetacdo climatizada
localizado no Complexo de Controle Bioldgico e Cultivo Protegido Prof. Dr. Méario César
Lopes, pertence a Universidade Estadual do Oeste do Parana- UNIOESTE, campus Marechal

Candido Rondon, Parana

Para ambos os experimentos o delineamento experimental foi em blocos casualizados
com cinco repetigdes. O extrato utilizado foi o hidroalcodlico 250 mg L™ preparado segundo a
metodologia proposta por Loguercio et al. (2005). As folhas de crambe foram coletadas em
estadio vegetativo, 35 dias ap6s emergéncia da cultura (DAE) no municipio de Cascavel-PR,
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com coordenadas de latitude 24°57°21” sul e longitude 53°27°19” oeste, altitude de 781 metros, € foram
secas em estufa a 45 °C por 48 h, trituradas em moinho de facas e passadas em peneiras de 48
Mesh, obtendo-se o pé desta planta, e armazenado em recipiente fechado no escuro a
temperatura ambiente até 0 momento de preparo dos extratos.

O extrato por solugdo hidroalcodlica (70% v/v alcool etilico-C2HeO), foi estocada a
temperatura ambiente, protegida da luz, por um periodo de 15 dias, apds foi filtrado em papel
filtro Whatman n° 1, em seguida, roto-evaporados a vacuo em temperatura de aproximadamente
50 °C, e ressuspenso em 1000 mL de agua destilada com 0,6% de Tween 20.

Foram utilizadas mudas de tomateiro Santa Cruz Kada (Paulista) com 25 dias apds a
semeadura (DAS), em bandeja de poliestileno com substrato Plantmax e transplantadas em
vasos com capacidade de trés litros preenchidos com solo esterilizado por autoclavagem a 120
°C/1 atm durante 1 hora, na mistura 3:2:1 (solo:areia:matéria organica). Apos foi enviado uma
amostra de solo para andlise quimica no Laboratério de Quimica Ambiental e Instrumental da
Unioeste, para posterior correcdo conforme recomendacéo de Trani, Nagai e Passos (1997).

O indculo foi obtido de tomateiros infectados cultivados em casa de vegetacdo e
identificados com base na configuracdo da regido perineal (HARTMAN; SASSER, 1985).

8.2.2 VVariaveis Analisadas

As variaveis foram analisadas 45 dias ap6s inoculagcdo, com o término do experimento.
Apds a separacdo das raizes do solo, estas foram lavadas e secas em temperatura ambiente para
determinacdo da massa fresca da raiz, posterior armazenamento em sacos plasticos tanto as

raizes como o solo separados em temperatura préxima aos 4 °C.

8.2.2.1 Massa de Ovos e Galhas Totais nas Raizes

Para verificar a existéncia de massa de ovos nas raizes, estas foram coradas com Floxina
B a 15 mg L durante 20 min, ap6s lavadas para tirar o excesso de corante (TAYLOR;
SASSER, 1978), secas com papel toalha e contados galhas com massa de ovos e sem massa de
ovos com auxilio de lupa de mesa. O numero de galhas totais foi quantificado visualmente por

contagem com auxilio de lupa de mesa.
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8.2.2.2 NUmero de Ovos e Juvenis de Segundo Estadio (J2) por grama de raiz

Para extracdo de ovos e nematoides das raizes foi utilizado a metodologia de Freitas et
al. (2007). As raizes foram cortadas e trituradas em liquidificador por 20 seg, vertido sobre
peneira de 0,427 mm de abertura de malha (48 Mesh) acoplada na peneira de 0,037 mm de
abertura de malha (400 Mesh), nesta os nematoides foram retidos e o contetdo recolhido em
tubos de centrifuga e submetidos ao método de flotacdo centrifuga em solucdo de sacarose. Os
ovos e J2 retidos na peneira de 400 Mesh foram transferidos para lamina de Peters e

quantificado.

8.2.2.3 Numero de Ovos e J2 por 100 cm?® de Solo

O método flotacdo centrifuga em solucéo de sacarose foi empregado para extracao de
ovos e nematoides do solo (JENKIS, 1964). O procedimento correspondeu com a extracéo de
100 cm?® de solo, peneiramento & 0,427 mm de abertura de malha (48 Mesh) acoplada na peneira
de 0,037 mm de abertura de malha (400 Mesh), nesta 0os nematoides foram retidos e o contetido
recolhido em tubos de centrifuga e submetidos a centrifugacdo em solucdo de sacarose com
densidade de 1,15 grama cm®. Os ovos e J2 retidos na peneira de 400 Mesh foram transferidos

para ldamina de Peters e quantificado.

8.2.3 Primeiro Experimento

O esquema fatorial (3x4+1) foi utilizado, sendo o extrato primeiramente aplicado via
sistema radicular e posteriormente em trés diferentes vias na planta: via solo, via foliar e
solo+foliar, em quatro épocas de aplicacdo: 1) antes da inoculacéo (trés dias ap6s o transplante
das mudas); 2) na inoculacgéo (sete dias ap0s o transplante); 3) apos a inoculag¢do (uma semana
apos a inoculacdo); e 4) semanalmente até aos 45 dias ap6s a inoculacdo, totalizando nove
aplicacdes (incluindo todas as épocas de aplicacdo citadas anteriormente) e um tratamento
adicional, testemunha inoculada e ndo tratada.

As plantas foram tratadas com fungicida (Trifloxistrobina+ Tebuconazol (75 + 150 g
i.a. ha')) devido a presenca da mancha-de-estenfilio, causada pelo fungo Stemphyllium sp., 15
dias apds o transplante, com 3 dias de diferenca entre a aplicacdo do tratamento com o extrato,

e a outra aplicacdo de fungicida foi 15 dias ap0s a primeira aplicacéo.



125

O extrato primeiramente foi aplicado via sistema radicular em todas as plantas exceto
para a testemunha, no momento do transplante mudas tiveram suas raizes mergulhadas por um
periodo aproximado de 3 seg e transplantadas nos vasos; posteriormente as plantas com
tratamento via foliar, tiveram suas folhas pulverizadas com borifador na parte adaxial até ponto
de escorrimento, para ndo entrar em contato com o solo, o vaso foi coberto com papel laminado
e jornal, para que a aspersdo ndo entrasse em contato com outras plantas estes vasos foram
retirados e isolados, plantas tratadas via solo receberam 30 mL do extrato por vaso,
correspondendo a 1% do v/v. Todos os tratamentos foram efetuados no periodo da manha. Apos
sete dias do transplante foi efetuada a inoculagdo de 2.500 ovos e 513 J2 por vaso de M.
javanica, por meio de perfuracfes ao redor das raizes com profundidade de 5 cm.

Para analise dos dados foi realizado o teste de normalidade de Lilliefors a 5% de
probabilidade, em todos os dados foi aplicado o teste Q, ficando com quatro repeticdes, e ainda

na auséncia de normalidade que foi verificado para massa de ovos e J2 e ovos por 100 cm? de

solo os dados foram transformados em m e para ovos e J2 por grama de raiz os dados
foram transformados em log (x+1). Posteriormente, realizou-se a analise de variancia e as
médias referentes aos tratamentos foram submetidas ao teste de médias de Tukey, e quando o
tratamento adicional mostrava-se significativo na analise de variancia utilizou-se um teste

adicional, o Dunnett. O software estatistico Genes (CRUZ, 2006) foi utilizado.

8.2.4 Segundo Experimento

Apbs andlise dos dados do primeiro experimento, foi conduzido um segundo
experimento para confirmacdo das melhores épocas de aplicacdo. Utilizou-se o esquema fatorial
(3x2+1), sendo o extrato aplicado via sistema radicular e nas trés diferentes partes da planta,
assim como no primeiro experimento, quanto as épocas de aplicacdo foram as seguintes: 1)
apos inoculacdo (uma semana apds a inoculacdo); e 2) semanalmente (inclui as aplicacoes: trés
dias apo6s o transplante das mudas; sete dias apds o transplante; uma semana ap6s a inoculagao
e semanalmente até aos 45 dias ap0s a inoculagéo, totalizando 9 aplica¢Ges). Foram inoculados
aproximadamente 2.500 ovos e 356 J2 por vaso. As mudas foram tratadas com fungicida
(Trifloxistrobina+ Tebuconazol (75 + 150 g i.a. hal)) devido a ocorréncia mancha-de-
estenfilio, oito dias antes do transplante.

Para analise dos dados foi realizado o teste de normalidade de Lilliefors a 5% de

probabilidade, em todos os dados foi aplicado o teste Q, ficando com quatro repeti¢es. Na

auséncia de normalidade os dados foram transformados em log (x+1) e 1/ x + 0,5, até encontrar
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normalidade. Posteriormente, realizou-se a anélise de variancia e as médias referentes aos
tratamentos foram submetidas ao teste de médias de Tukey, e quando o tratamento adicional
mostrava-se significativo na analise de variancia utilizou-se um teste adicional, o Dunnett. O
software estatistico Genes (CRUZ, 2006) foi utilizado.

8.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A massa de ovos de M. javanica foi menor que a testemunha apenas para algumas vias
de duas épocas de aplicacdo, apés a inoculacao e semanalmente (Tabela 8.1). Apos a inoculagio
as vias raiz+folha e raiz+solo+folha foram inferiores que a testemunha em 24,50% e 34,17%
respectivamente. Ja, para a época semanal as vias com menos massa de ovos foram raiz+solo
com 27,33% e via raiz+solo+folha com 42,77% comparado a testemunha, apesar destes nao
diferirem entre si, esta Ultima via apresentou 15,44% & menos de massa de ovos comparado
com a via raiz+solo, e 8,60% inferior a via raiz+solo+folha da época apds a inoculagdo. Sendo
assim, aplicacOes sucessivas e desde o inicio de cultivo até o final, via solo e via foliar juntos
associados ao tratamento via raiz, aumentam a protecdo do tomateiro, por mecanismos de

indug&o de resisténcia e/ou por efeito direto.

Tabela 8.1 - Massa de ovos em raizes de tomateiro inoculados com Meloidogyne javanica, na
qual as raizes das plantas de tomateiro foram tratadas com extrato de Crambe abyssinica, e as
mesmas plantas receberam o extrato em diferentes vias e em épocas distintas de aplicacéo,
sendo antes da inoculagdo (trés dias apds o transplante das mudas); na inoculagdo (sete dias
apos o transplante); apds a inoculacdo (uma semana apés a inoculacdo); e semanalmente até
aos 45 dias apds a inoculagdo (incluindo as demais aplicagdes), o tratamento adicional é
representado pela testemunha inoculada e ndo tratada. Marechal Candido Rondon, abril de
2014.*

Epocas de aplicacio

Vias de aplicacdo do

extrato _Antes dfl Nainoculagdo . Apos a Semanalmente
inoculacédo inoculacéo
Raiz + Solo 259,00 Ab o 297,25 Aaa 293,25 Aaa 219,00 Ab
Raiz + Folha 498,25 Aa o 386,50 Aaa 240,50 Bab 393,75 Aaa
Raiz + Solo + Folha 269,75 ABba 314,75 Aaa 180,50 BCb 135,75 Cb
Testemunha 416,50 o
CV (%) 15,44 6,07 12,82 7,62

Médias seguidas pelas mesmas letras maiusculas na horizontal e minusculas na vertical ndo diferem
estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

“Médias ndo diferem da testemunha pelo teste de Dunnett ao nivel de 5% de probabilidade.

*Neste primeiro experimento foram utilizados quatro épocas de aplicacéo.
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Varios compostos estdo envolvidos nos mecanismos de inducdo de resisténcia a
nematoides em plantas, tais como, compostos fenolicos, lignina, suberina, acido clorogénico,
fitoalexinas, isoflavondides e cumarinas (MOLINARI, 1996). Superédxido (O2) e peréxido de
hidrogénio (H20.) foram produzidos como mecanismo de defesa contra Meloidogyne, pois, s&o
toxicos aos mesmos (MELILLO et al., 2006). No presente trabalho, aplicagdes do extrato apos
a inoculagdo via raiz+folha, podem ter apresentado ativagdo de mecanismos de resisténcia
sistémica, poréem, melhor controle foi quando associado as vias de aplicagéo.

Oka e Cohen (2001) verificaram que aplicacdes via foliar de DL-B-amino-n-butirico
(BABA) contra Meloidogyne sp. em trigo e cevada, reduziu o nimero de massa de ovos. Estes
mesmos autores observaram correlacdo negativa entre namero de aplicaces foliares (iniciando
dois dias antes da inoculacdo e com intervalos de dez dias) e o nimero de cistos de Heterodera
avenae em mudas de trigo e cevada tratadas com BABA. Esses resultados contribuem com o
presente trabalho, para tomateiros que receberam aplicagdes do extrato via foliar, tanto em
aplicacdes apds a inoculagdo como para semanalmente, pois, com mais aplica¢fes ndo houve
efetivo controle e apos a inoculacéo foi verificado controle, possivelmente uma Unica aplicacédo
é suficiente para induzir resisténcia, mais aplicagdes podem favorecer o desenvolvimento do
nematoide.

A reducéo da taxa populacional de Meloidogyne spp. em canavial foi conseguida pela
adocdo de um conjunto de tratamentos do que cada um isolado, mesmo com o uso de nematicida
quimico, foi necessario adotar outros tratamentos em conjunto, como extrato de nim aplicado
no solo ou calcario, uma vez que, indutores de resisténcia como acibenzolar-S-metil (ASM)
aplicados aos dois e quatro meses apos o plantio de canavial em solo contaminado com
Meloidogyne spp. ndo promoveu controle da populacdo (CHAVES et al., 2012). Estes
resultados corroboram com o presente trabalho, pois quando combinado aplicacdes via
raiz+solo+folha os resultados foram mais expressivos, e reduzindo a massa de ovos
consequentemente reduz a populagéo.

De acordo com a Tabela 2, apenas as aplicagdes via raiz+solo e raiz+solo+folha
semanalmente diferiram da testemunha, com reducéo de galhas nas raizes de tomateiro em 41%
e 47,75%, respectivamente, e estas ndo diferiram entre si. AplicagOes via foliar ndo diferiram
da testemunha em todas as épocas testadas. Estes resultados corroboram com os encontrados
por Lopes et al. (2005), nos quais aplicacdes via foliar de extratos de folhas e sementes de
mucuna preta e folhas de manjericdo ndo afetaram a altura e massa fresca da parte aérea de
tomateiro, assim como 0 numero de ovos por sistema radicular e o nimero de galhas induzidas

por M. javanica. Neste mesmo trabalho, a aplicacdo dos extratos ao solo reduziu apenas o
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namero de ovos, 0 que levou os autores a suporem que a degradacdo pela microbiota do solo
pode ter afetado a eficiéncia dos extratos aplicados ao solo. Esse fato também pode ter ocorrido

no presente trabalho para a aplicacdo via solo, a qual necessitou de repetidas aplicacoes.

Tabela 8.2 - Galhas totais em raizes de tomateiro inoculados com Meloidogyne javanica, na
qual as raizes das plantas de tomateiro foram tratadas com extrato de Crambe abyssinica, e as
mesmas plantas receberam o extrato em diferentes vias e em épocas distintas de aplicacao,
sendo antes da inoculagdo (trés dias apds o transplante das mudas); na inoculagdo (sete dias
apos o transplante); ap6s a inoculacdo (uma semana apos a inoculacdo); e semanalmente até
aos 45 dias apds a inoculagdo (incluindo as demais aplicagdes), o tratamento adicional é
representado pela testemunha inoculada e ndo tratada. Marechal Candido Rondon, abril de
2014.*

Epocas de aplicaco

Vias de aplicacao

do extrato _Antes d? Na inoculagdo _Apos a Semanalmente
inoculagdo inoculagéo
Raiz +Solo 542,75 Abo 474,00 Aa a 502,25 Aa a 350,25 Ab
Raiz + Folha 751,50 Aa a 553,75 ABa « 549,00 Ba o 588,25 ABa a
Raiz + Solo + Folha 530,75 Aba 561,50 Aa a 437,50 ABa a 310,25 Bb
Testemunha 593,75 a
CV (%) 22,63 8,39 10,91 25,43

Médias seguidas pelas mesmas letras maiusculas na horizontal e minusculas na vertical ndo diferem
estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

*Médias ndo diferem da testemunha pelo teste de Dunnett ao nivel de 5% de probabilidade.

*Neste primeiro experimento foram utilizados quatro épocas de aplicagéo.

Segundo Almeida et al. (2012), extratos de diferentes espécies vegetais (nim, urtiga e
mamona) e preparados com diferentes metodologias, foram aplicados via solo, e promoveram
reducdo do namero de galhas em tomateiro inoculados com ovos/juvenis de M. javanica,
tornando a planta menos atrativa para os nematoides e reduzindo o parasitismo, de forma
nematicida, nematostatica, reforcando a hipotese de que metabdlitos de plantas podem
apresentar atividade biocida. Acredita-se que no presente trabalho, as aplicagfes semanais que
contemplem o solo como via, tenham apresentado também atividade nematicida.

Na época de aplicacdo apds a inoculacdo, ndo houve diferenca entre as vias de aplicacéo
e a testemunha, porém, nesta mesma época, houve reducdo do nimero de massa de ovos para
as vias raiz+folha e raiz+solo+folha, sendo assim, pode-se inferir que o extrato atuou na
reproducédo, uma vez que sitios de alimentagédo foram induzidos. De acordo com Campos et al.
(2011), M. javanica pode penetrar nas raizes e formar sitios de alimentagdo, porém, sem
garantia que se reproduzira, pois, as condi¢cdes nutricionais influenciam na reproducgdo. O

continuo estimulo do nematoide para inducdo e manutencgéo das células gigantes é necessario,



129

caso contrario as células atrofiam-se (REDDIGARI et al., 1985). Zanella et al. (2005),
observaram que avaliacGes baseadas exclusivamente no nimero de galhas ndo refletem a
reproducdo do nematoide, podendo ocorrer galhas com poucas massas de ovos, pois, nem
sempre 0 maior numero de galhas permitira maior reproducdo do nematoide.

As aplicagdes nas épocas antes da inoculagdo e na inoculagéo, ndo reduziram massa de
ovos e galhas totais (Tabelas 8.1 e 8.2). Na época antes da inoculacéo, talvez devido as mudas
de tomateiro estarem ainda em periodo de adaptacdo, pode néo ter havido o reconhecimento do
eliciador e sinalizacdo na planta. Aplicacfes do extrato na inoculacéo, o que pode ter ocorrido
é a falta de tempo necessario entre a indugdo e a inoculagdo, na qual o nematoide venceu as
barreiras da planta e desenvolveu seu ciclo. Outra hip6tese pode ser devido ao in6culo de M.
javanica ser praticamente composto por ovos, em que diferentes estadios de embriogénese
possibilitam a eclosdo dos juvenis ao longo do tempo de conducéo do experimento.

Segundo Salgado et al. (2007), aplicacdo de ASM independente da época néo diferiu da
testemunha para nimero de galhas, fator de reproducéo e populacdo de M. exigua em cafeeiro.
Os autores atribuiram tal fato ao indculo, por apresentar diferentes estadios de embriogénese,
recomendando o uso de juvenis (J2) ao invés de ovos, uma vez gque a fase de penetracdo e inicio
da formac&o do sitio de alimentagdo nas raizes, poderia coincidir com a fase de maximo efeito
do ASM. No entanto, Silva et al. (2002) desenvolveram um trabalho com aplica¢des de ASM
a cada sete dias em tomateiro inoculado somente com ovos, e observaram reducdo da massa de
ovos e galhas de Meloidogyne sp.

Nematoides das galhas podem induzir mudancas de longo prazo na organizacdo do
citoesqueleto em células gigantes. Durante a expansdo das células, o citoesqueleto exibe um
grande numero de feixes de actina distribuidos aleatoriamente, microttbulos e microfilamentos.
Tratamentos quimicos que bloqueiam a dinamica do citoesqueleto, resultando na paralisacédo
do desenvolvimento de nematoides (ENGLER et al., 2005).

As épocas que apresentaram efeito sobre massa de ovos foi ap6s a inoculacdo e
semanalmente, e sobre galhas totais semanalmente, portanto, estas épocas foram repetidas num
segundo experimento para confirmagéo do efeito sobre M. javanica em tomateiro.

No segundo experimento, 0 menor nimero de massa de ovos foi observado somente na
via raiz+solo+folha quando aplicado semanalmente, com reducdo de 60,95% comparado a
testemunha (Tabela 8.3). Podendo assim dizer, que provavelmente houve efeito indutor de
resisténcia associado ao efeito direto nos nematoides. AplicacBes de extratos vegetais de
Tagetes patula tanto na parte aérea como no solo, podem ativar mecanismos de defesa em raizes
de tomateiro contra M. incognita (FRANZENER et al., 2007).
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Tabela 8.3 - Massa de ovos (MO) e galhas totais (GT) em raizes de tomateiro inoculados com
Meloidogyne javanica, na qual as raizes das plantas de tomateiro foram tratadas com extrato de
Crambe abyssinica, e as mesmas plantas receberam o extrato em diferentes vias e em épocas
distintas de aplicagdo, sendo apds a inoculacdo (uma semana apds a inoculacdo); e
semanalmente até aos 45 dias ap6s a inoculacéo, o tratamento adicional é representado pela
testemunha inoculada e ndo tratada. Marechal Candido Rondon, outubro de 2014.*

MO GT
Epocas de aplicagio

Vias de aplicacéo

do extrato . Apos a Semanalmente . Apos a Semanalmente
inoculacéo inoculacédo
Raiz +Solo 407,25 Aa a 340,50 Aa a 557,25 Aa a 424,00 Aa o
Raiz + Folha 261,75 Aa a 378,50 Aa o 496,25 Aa a 405,25 Aa a
Raiz + Solo + Folha 415,50 Aao 197,00 Ba 508,50 Aa a 286,50 Ba
Testemunha 504,50 o 543,25 a.
CV (%) 36,15 40,42 11,98 17,23

Médias seguidas pelas mesmas letras maiusculas na horizontal e minusculas na vertical ndo diferem
estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

*Médias ndo diferem da testemunha pelo teste de Dunnett ao nivel de 5% de probabilidade.

*Neste segundo experimento foram utilizadas apenas duas épocas de aplicacgéo.

O numero de galhas totais foi inferior a testemunha no segundo experimento somente
para a via raiz+solo+folha quando as aplicacdes foram semanais, inferior 27,95% quando
comparado a testemunha (Tabela 8.3). Confirmando assim, que o extrato de crambe deve ser
aplicado desde o inicio de cultivo até o final, com intervalos de uma semana, e em todas as vias
de aplicacdo, para assim, juntar os possiveis efeitos gerados da inducéo de resisténcia e/ou efeito
direto. De acordo com Dias-Avrieira et al. (2013), alguns fatores devem ser considerados para a
inducdo de resisténcia contra fitonematoides, genética da planta hospedeira, patossistema
envolvido e a necessidade de reativar 0S mecanismos de defesa, tendo em mente o efeito
temporario do indutor.

De acordo com Williamson e Kumar (2006), mecanismos de resisténcia podem ocorrer
em plantas contra nematoides, como a morte celular préximo a extremidade anterior do
nematoide, afetando o desenvolvimento dos sitios de alimentacdo, assim como pode ocorrer
apos iniciada a alimentacao, atrofiando ou promovendo um desenvolvimento anormal do sitio
de alimentacéo.

Alil isotiocianato e alil nitrila, derivados de glicosinolatos presentes em brassicas, e
importantes no controle de patdgenos do solo, foram avaliados quanto a sua persisténcia, ou
seja, expressao da atividade biologica em solo. Estes foram influenciados por vérios fatores que
resultaram em conversdo quimica ou adsorcdo aos constituintes do solo. O alil foi afetado

negativamente por carbono organico e nitrogénio total, o aumento da temperatura afetou
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negativamente a vida util, na temperatura de 20 °C a vida util foi de aproximadamente quatro
dias, porém foi afetado positivamente com o aumento da umidade, j& o desaparecimento de alil
nitrila no solo ocorreu mais rapidamente em solos umidos, concentracfes mais elevadas de
carbono inorganico e temperaturas baixas. Portanto, a dissipacdo de ambos 0s compostos no
solo, tem implicagBes importantes no controle de patdgenos no solo, devendo apresentar varias
fumigacdes ou aplicagfes no solo (BOREK et al., 1995). Talvez, seja esse 0 motivo que faz
com que as aplicac@es via solo devem ser repetidas no presente trabalho.

De acordo com a Tabela 8.4, a aplicacdo via raiz+solo apresentou menos J2 e ovos de
M. javanica por grama de raiz na época de aplicacdo na inoculacdo, e inferior 30,49%
comparado a testemunha. Porém, a época apds a inoculagdo com a via raiz+solo nao diferiu
estatisticamente com média intermediaria e inferior 25,61% comparado a testemunha. Apesar
da época semanal ser intermediario e ndo diferir estatisticamente da época na inoculacéo, ndo
diferiu da testemunha. Os mecanismos envolvidos no controle de M. javanica para a via
raiz+solo em aplicagOes semanais, deve estar relacionado a nutrigéo, pois, estes apresentaram

menos massa de ovos e galhas.

Tabela 8.4 - Ovos e juvenis de segundo estadio (J2) de Meloidogyne javanica por grama de
raiz, na qual as raizes das plantas de tomateiro foram tratadas com extrato de Crambe
abyssinica, e as mesmas plantas receberam o extrato em diferentes vias e em épocas distintas
de aplicacdo, sendo antes da inoculacdo (trés dias apos o transplante das mudas); na inoculagédo
(sete dias apds o transplante); ap6s a inoculacdo (uma semana ap0s a inoculacdo); e
semanalmente até aos 45 dias ap0s a inoculacdo (incluindo as demais aplica¢des), o tratamento
adicional é representado pela testemunha inoculada e ndo tratada. Marechal Candido Rondon,
abril de 2014.*

Epocas de aplicacdo

Vias de aplicacdo do

extrato _Antes d? Na inoculacao _ Apos a Semanalmente
inoculacédo inoculacédo
Raiz +Solo 34,92 Aaa 13,76 Bb 15,98 ABb 25,77 ABab a
Raiz + Folha 51,63 Aaa 40,44 Aa o 37,89 Aaa 47,20 Aa o
Raiz + Solo + Folha 68,85 Aa a 49,35 ABa a. 36,21 ABabo  19,75Bb
Testemunha 44,66 a
CV (%) 9,11 16,48 8,54 11,49

Médias seguidas pelas mesmas letras maiusculas na horizontal e minusculas na vertical ndo diferem
estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

“Médias ndo diferem da testemunha pelo teste de Dunnett ao nivel de 5% de probabilidade.

*Neste primeiro experimento foram utilizados quatro épocas de aplicacéo.

O pd de pequi moido foi testado em tomateiro, este foi incorporado ao solo sete dias

antes do plantio e a inoculacdo de ovos de M. javanica foi apds o plantio do tomateiro. Os
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autores atribuiram a reducéo de massa de ovos e galhas, aos compostos quimicos do pequi, que
podem ter promovido menor eclosdo de J2, ou conter atrativos ao J2 desorientando-os,
dificultando a localizacdo das raizes, com reducéo ou atraso na penetracdo de J2 (RIBEIRO et
al., 2012).

Corroborando com o presente estudo para a época de aplicagdo apos a inoculagcdo com
a via raiz+solo, Mateus et al. (2014), observaram que extratos vegetais de gervéo e mulungu
aplicados via solo uma unica vez apos a inoculacdo de tomateiro com ovos de M. incognita,
reduziram o numero de ovos por sistema radicular, interferindo na multiplicacdo do nematoide.

Rahman et al (2011) observaram que a populacdo crescente de M. javanica em raizes
de videira tratadas com farinha de sementes de brassicas por dois a trés anos consecutivos,
aumentou a suscetibilidade, que provavelmente foi devido a absorcdo de aleloquimicos pelas
raizes ocasionando maior populacao de J2 nas raizes.

Ainda na Tabela 8.4, a aplicagdo via raiz+folha ndo diferiu da testemunha em nenhuma
das épocas de aplicacdo estudadas. A aplicacdo via raiz+solo+folha diferiu da testemunha
apenas para a época de aplicacdo semanal, inferior 20,73%. Este tratamento pode ter efeito na
eclosdo de ovos e/ou efeito inibitorio da penetracdo, ocasionando menos J2 dentro da raiz,
reduzindo a formacao de sitios de alimentacdo e resultando em menor reproducédo. A penetracéo
de J2 de nematoides endoparasitas sedentarios pode ocorrer, mas a planta ndo hospedar o
nematoide, pois outros eventos precisam ocorrer para o sucesso do parasitismo (FARIA et al.,
2003).

As vias de aplicacdo nas épocas da inoculacdo e apds a inoculacdo diferiram da
testemunha, com menos J2 e ovos por 100 cm?® de solo e néo diferiram entre si (Tabela 8.5). As
aplicagbes semanais via raiz+solo e raiz+solo+folha, reduziram J2 e ovos por 100 cm?® de solo
em 25,93% e 34% em comparacdo com a testemunha, respectivamente. Talvez um efeito
repelente e/ou nematicida seja 0 mecanismo envolvido, por efeito direto do extrato no
nematoide ou por liberacdo de exsudatos radiculares. ModificacGes bioquimicas ocorridas em
plantas apds serem induzidas a resisténcia, podem acarretar em alteragdes na natureza dos

exsudatos radiculares e podem atrair ou repelir o nematoide (SALGADO; SILVA, 2005).
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Tabela 8.5 - Ovos e juvenis de segundo estadio (J2) de Meloidogyne javanica por 100 cm® de
solo, na qual as raizes das plantas de tomateiro foram tratadas com extrato de Crambe
abyssinica, e as mesmas plantas receberam o extrato em diferentes vias e em épocas distintas
de aplicacdo, sendo antes da inoculacgdo (trés dias ap6s o transplante das mudas); na inoculagao
(sete dias apds o transplante); ap6s a inoculacdo (uma semana ap0s a inoculacéo); e
semanalmente até aos 45 dias apds a inoculacdo (incluindo as demais aplicagdes), o tratamento
adicional é representado pela testemunha inoculada e ndo tratada. Marechal Candido Rondon,
abril de 2014.*

Epocas de aplicacdo

Vias de aplicacao do

extrato _Antes d? Na inoculacao _ Apos a Semanalmente
inoculacédo inoculacédo
Raiz +Solo 3228,00 Aa a 1716,00 Ba 1405,20 Ba 1632,00 Bb
Raiz + Folha 2376,00 Aab a 1984,80 Aa 1207,20 Ba 2430,00 Aa o
Raiz + Solo + Folha  2204,40 Ab 1542,00 ABa 854,40 Ca 1305,60 BCh
Testemunha 2970,00 o
CV (%) 9,34 11,28 11,69 11,93

Médias seguidas pelas mesmas letras maiusculas na horizontal e minusculas na vertical ndo diferem
estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

“Médias ndo diferem da testemunha pelo teste de Dunnett ao nivel de 5% de probabilidade.

*Neste primeiro experimento foram utilizados quatro épocas de aplicagéo.

A aplicacdo via raiz+solo ndo apresentou diferenca entre as épocas testadas, exceto para
antes da inoculacdo que apresentou maior populacao no solo. Ja, para a aplicacdo via raiz+folha,
a Unica época de aplicacdo que diferiu com menos populagdo no solo foi apds a inoculagéo, e
inferior 36,09% comparado a testemunha. Para a aplicacdo via raiz+solo+folha, as épocas que
reduziram o nimero de J2 e ovos por 100 cm?® de solo foram, na inoculagdo inferior 28,10%,
apos a inoculacdo inferior 46,63% e semanalmente com 33,97% a menos comparado com a
testemunha, porém semanalmente ndo diferiu estatisticamente da época apds a inoculagéo.

No segundo experimento (Tabela 8.6), as Unicas vias de aplicacdo que diferiram da
testemunha para J2 e ovos por grama de raiz foram raiz+solo e raiz+solo+folha aplicados
semanalmente. Sendo que, raiz+solo foi intermediario e inferior 14,57% em comparacao a
testemunha, enquanto que a via raiz+solo+folha apresentou menos J2 e ovos por grama de raiz
e inferior 20,65% comparado a testemunha.

A populagdo de J2 e ovos por 100 cm? de solo foi inferior & testemunha somente na via

raiz+solo+folha quando aplicados semanalmente, com reducao de 11,82%.
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Tabela 8.6 - Juvenis de segundo estadio (J2) e ovos de Meloidogyne javanica por grama de raiz
e 100 cm® de solo, na qual as raizes das plantas de tomateiro foram tratadas com extrato de
Crambe abyssinica, e as mesmas plantas receberam o extrato em diferentes vias e em épocas
distintas de aplicagdo, sendo apds a inoculacdo (uma semana apds a inoculacdo); e
semanalmente até aos 45 dias ap6s a inoculacdo, o tratamento adicional é representado pela
testemunha inoculada e ndo tratada. Marechal Candido Rondon, outubro de 2014.*

J2 e ovos por grama de raiz J2 e ovos por 100 cm?® de solo

Epocas de aplicaco

Vias de aplicacdo do

extrato . Apos a Semanalmente Apo0s a inoculagdo Semanalmente
inoculacédo
Raiz +Solo 253,40 Aa o 135,67 Bab 1104,00 Aa a 1478,40 Aa o
Raiz + Folha 339,94 Aaa 293,18 Aa o 1107,60 Aa a 1112,40 Aa
Raiz + Solo + Folha 198,57 Aa o 92,83 Bb 1094,40 Aa a 562,60 Bb
Testemunha 317,18 o 1008,00 a
CV (%) 9,54 5,36 4,62 5,85

Médias seguidas pelas mesmas letras maiusculas na horizontal e minusculas na vertical ndo diferem
estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

*Médias ndo diferem da testemunha pelo teste de Dunnett ao nivel de 5% de probabilidade.

*Neste segundo experimento foram utilizadas apenas duas épocas.

A aplicacdo do extrato hidroalcodlico de crambe na via raiz+solo em ambas as épocas
testadas, diferiram os resultados do primeiro (Tabela 8.4) para o segundo experimento (Tabela
8.6) para J2 e ovos por grama de raiz. No entanto, a reducdo de J2 e ovos por grama de raiz em
aplicacdo via raiz+solo+folha semanalmente (Tabela 8.6), confirmou o resultado do primeiro
experimento (Tabela 8.4).

Os J2 e ovos por 100 cm?® de solo foram reduzidos na via raiz+solo+folha semanalmente,
e auséncia de controle foi observado na via raiz+folha em aplicacfes semanais (Tabela 8.6), no
entanto estes resultados corroboram com os observados na Tabela 5, exceto para a via raiz+solo
que no segundo experimento os J2 e ovos por 100 cm? de solo ndo diferiram da testemunha,
assim como para aplicacdes na época ap0s a inoculacdo. As diferencas observadas entre 0s
experimentos, pode ser devido a diferenca de temperatura entre o primeiro e segundo
experimento. No segundo experimento as temperaturas estavam mais elevadas com média de
24,8 °C, favorecendo a reproducdo. No primeiro experimento a temperatura media foi de 19,3
°C, estes dados da temperatura sdo da Estacdo Meteorologica de Observagdo de Superficie
Automética (A820) da Estacdo Experimental Prof. Dr. Anténio Carlos dos Santos Pessoa, da

Universidade Estadual do Oeste do Parana de Marechal Candido Rondon.
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8.4 CONCLUSAO

Aplicacdes do extrato hidroalcoolico de crambe semanalmente em tomateiro via
raiz+solo+folha reduzem massa de ovos, galhas totais, J2 e ovos por grama de raiz e por 100

cm? de solo de M. javanica.
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9 CONCLUSOES GERAIS

O extrato hidroalcoolico de crambe apresentou elevado efeito inibitorio da eclosdo de
ovos, além de efeito nematostatico e nematicida para M. incognita e M. javanica, seguido pelo
extrato metandlico e o obtido por trituracdo. O extrato hidroalco6lico na dose calculada de 250
mg L apresentou-se efetivo no controle, e somente os extratos metanélico e hidroalcodlico
apresentaram alil isotiocianato, com destaque para o metanolico. Nesse sentido, os efeitos
promovidos em M. incognita e M. javanica ndo podem ser atribuidos somente a presenca de
alil isotiocianato, sugerindo assim, que outras moléculas com efeito sobre os nematoides
estejam presentes em folhas de C. abyssinica, instigando estudos posteriores para identificacdo
das mesmas.

Para M. incognita, na época de aplicacdo ap0s a inoculagéo, o efeito principal foram
aplicacdes via foliar, atribuindo-se a reducdo da massa de ovos, galhas totais e J2 e ovos por
100 cm® de solo ao efeito indutor de resisténcia em tomateiro. Na época de aplicacdo semanal,
pode ter ocorrido maior efeito nematicida e/ou nematostatico, pois, aplicacdes via solo
apresentaram menos massa de ovos, menos galhas totais e J2 e ovos por grama de raiz
comparado a via foliar. Quando adicionada a imersdo das raizes do tomateiro nas vias de
aplicagdo, M. incognita foi controlado por aplicagdes semanais via raiz+solo+folha. Neste,
efeito nematicida e/ou nematostatico, assim como inducdo de resisténcia podem ser 0s
responsaveis pelos resultados encontrados.

Para M. javanica, aplicacdes via solo+folha semanalmente se destacaram no controle
por contemplar o maior nimero de variaveis reduzidas. Quando o tratamento (imersdo) da raiz
foi adicionada as outras vias de aplicacdo, a época semanal se destacou com a via
raiz+solo+folha, pois apresentou baixo nimero de massa de ovos, galhas totais, J2 e ovos por
grama de raiz e por 100 cm? de solo. Apesar de outros tratamentos também demonstrarem
eficiéncia, alguns ndo foram confirmadas com a repeti¢do do experimento.

Portanto, o extrato de crambe apresenta efeito nematicida, nematostatico e inibidor de
eclosdo, porém, quando levados para casa de vegetacdo, foi observado que além destes, podem
estar ocorrendo outros meios de controle, como mecanismos indutores de resisténcia no
tomateiro. Porém, para tais efeitos, a eficiéncia do extrato depende de época e via de aplicacéo,
por isso que, aplicacdes sucessivas e que contemplem o solo e a folha, pode oferecer um efeito
conjunto de mecanismos relacionados a inducdo de resisténcia e efeito direto ao nematoide.

Portanto, o extrato de crambe tem potencial para controle de fitonematoides na agricultura, sem
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prejuizos ao homem e ao meio ambiente, sendo uma fonte de referéncia para novas pesquisas

a fim de esclarecer os mecanismos de acéo do extrato e quais 0s compostos envolvidos.



