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RESUMO

SCHONS, Bruna Caroline. Mecanismos de defesa vegetal e controle de
Meloidogyne incognita por formulado alecrim em hidrogel em tomateiro.
Orientador: Prof. Dr. Claudio Yuji Tsutsumi.

Co-orientador: Prof. Dr. José Renato Stangarlin

O tomateiro € uma planta suscetivel aos danos causados por diversas doencas,
dentre elas destaca-se o Meloidogyne incognita, que causa perdas na producéo
e possui um dificil controle. Buscando formas eficazes para solucionar esse
problema, o objetivo desse trabalho foi desenvolver um método alternativo
através da utilizacdo do extrato de alecrim (Rosmarinus officinalis) em
formulac@o com o hidrogel, como veiculo de liberacdo. Para isso foi realizado
experimento de motilidade e mortalidade in vitro nas concentracdes 1%, 3%, 5%
e 10% do extrato puro de alecrim, uma avaliacao foi realizada apds 24 horas de
contato com os tratamentos (motilidade), foi realizada entdo a substituicdo dos
tratamento por agua e uma avaliacao foi realizada as 48 horas (mortalidade).
Para verificar a efetividade desse controle em situacdo semelhante a de campo,
foi conduzido um experimento em casa de vegetacdo com tomates da variedade
Santa Clara, com os tratamentos 0,25; 0,50; 0,75; 1,00 e 1,25 g do formulado,
onde a testemunha correspondeu a 1,25 g de hidrogel sem adicdo de extrato e
uma testemunha absoluta contendo apenas com agua. As variaveis analisadas
foram: quantidade de massas de ovos (MO); quantidade total de galhas; numero
total de nematoides por raiz; nimero de nematoides por grama de raiz (N g*
raiz); fator de Reproducédo. Afim de verificar se o controle obtido pelo formulado
foi proveniente de inducdo de resisténcia, foi realizado um novo experimento
utilizando as doses testadas anteriormente, onde amostras de raizes foram
recolhidas em triplicata nos tempos 0, 5, 10, 20 e 50 dias ap6s a inoculacéo,
sendo que a inoculacgéo foi realizada 3 dias apdés o contato das plantas com o
tratamento. Foram medidas a atividade das enzimas Fenilalanina amonia liase
(FAL), Peroxidase (POX), Polifenoloxidase (PFO) através de espectrofotometria.
O resultado do experimento in vitro mostrou imobilidade de 100% dos juvenis de
M.incognita na dose calculada de 1,5% e 100% da mortalidade na dose
calculada de 4,5%. Nas variaveis nematologicas foi observado um
comportamento semelhante a todas, onde foi constatada a reducéo proporcional
ao aumento da dose, mostrando que o controle foi efetivo. Nas enzimas, a FAL
ndo mostrou diferenca estatistica em nenhum tratamento e em nenhum tempo
testado. J& a POX e a PFO mostraram picos de diferentes tratamentos em
diferentes momentos, sendo destaque o tratamento de 1,25 g do formulado,
podendo ser um indicio de indugé&o de resisténcia.

Palavras-chave: Indugdo de resisténcia; Controle alternativo; Rosmarinus
officinalis; Solanum lycopersicum L.



ABSTRACT

SCHONS, Bruna Caroline. Plant defense mechanisms and control of
Meloidogyne incognita by formulated rosemary in hydrogel in tomato.
Advisor: Prof. Dr. Claudio Yuji Tsutsumi.

Co-advisor: Prof. Dr. José Renato Stangarlin

Tomato is a susceptible plant to damage caused by various diseases, including
Meloidogyne incognita that stands out causing losses in production and having a
difficult control. Seeking for effective ways to solve this problem, the objective of
this work was to develop an alternative method through the use of rosemary
extract (Rosmarinus officinalis) in formulation with the hydrogel, as a delivery
vehicle. For this purpose, an in vitro motility and mortality experiment was carried
out at concentrations of 1%, 3%, 5% and 10% of the pure rosemary extract. An
evaluation was carried out after 24 hours of contact with the treatments (motility).
Replacement of treatments with water and an evaluation was carried out at 48
hours (mortality). To verify the effectiveness of this control in a similar situation to
the field, an experiment was carried out in a greenhouse with tomatoes of the
Santa Clara variety, with treatments 0.25; 0.50; 0.75; 1.00 and 1.25 g of the
formulated, where the control corresponded to 1.25 g of hydrogel without the
addition of extract and an absolute control containing only water. The variables
analyzed were: quantity of egg masses (EM); total number of galls; total number
of nematodes per root; number of nematodes per gram of root (N g-1 root);
reproduction Factor. To verify if the control obtained by the formulated was from
resistance induction, a new experiment was carried out using the doses tested
previously, where root samples were collected in triplicate at times 0, 5, 10, 20
and 50 days after inoculation, and the inoculation was performed 3 days after the
contact of the plants with the treatment. The activity of the enzymes
Phenylalanine ammonia-lyase (PAL), Peroxidase (POX), Polyphenoloxidase
(PFO) was measured by direct spectrophotometry. The result of in vitro
experiment show the immobility of 100% of juveniles of M.incognita was found at
the calculated dose of 1.5% and 100% of mortality at the calculated dose of 4.5%.
All nematologics variables show the same behavior, where it was found the
proportional reduction to the dose increase, showing that the control was
effective. In enzymes, FAL showed no statistical difference in any treatment and
in any time tested. POX and PFO, on the other hand, showed peaks of different
treatments at different times, highlighting the treatment of 1.25 g of the formulated
product, which may be an indication of resistance induction.

Key-words: Resistance induction; Alternative control; Rosmarinus officinalis;
Solanum lycopersicum L.
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1 INTRODUCAO

A cadeia produtiva do tomate (Solanum lycopersicum L.) € uma das mais
importantes na industria alimenticia, tendo sua producdo potencializada nas
Ultimas décadas, tanto a nivel mundial, quanto nacional, devido ao aumento na
demanda de alimentos e industrializacdo em larga escala da sua producao. O
sucesso da cultura se deve principalmente a alta produtividade aliada ao alto
valor de mercado, o que torna sua atividade lucrativa e contribui para expanséo
da mesma (VILELA et al., 2012).

O tomate é uma cultura sensivel e como grande parte da sua
comercializagdo ocorre in natura, o cuidado com 0 seu aspecto deve ser
redobrado. Deve-se uma atencgao especial para a nutricdo da planta e ao manejo
correto de insetos pragas e agentes patogénicos. Dentre os patdégenos que
causam dados a cultura, o problema com nematoides vem ganhando destaque
ao longo dos ultimos anos, devido a elevadas perdas que o mesmo promove,
além do dificil controle e alto indice de infestacdo nessa cultura.

Segundo Oliveira et al. (2009), a maior parte dos nematoides ndo causa
danos a agricultura, pelo contrario, agem de forma benéfica, degradando e
mineralizando matéria organica. Porém, ha uma parcela que causa grandes
prejuizos, os chamados fitonematoides.

O género Meloidogyne spp. é classificado como endoparasita sedentario
obrigatério de raiz, que tem como caracteristica principal a formacédo de galhas
radiculares, que sdo formadas devido a hipertrofia e hiperplasia das células
vegetais que esse nematoide promove durante seu ciclo (PINHEIRO, 2017).

O controle quimico convencional é feito através dos nematicidas, porém
esses produtos tém mostrado baixa eficacia de controle, além da necessidade
de reaplicacdes, 0 que torna 0 seu uso bastante oneroso. Além do fator
econdbmico, o uso de produtos quimicos também traz como desvantagem a
possibilidade de contaminacdo do meio ambiente.

O principal meio de controle se da entdo de forma preventiva, usando
variedades resistentes e, quando possivel, controlando os fatores climaticos
para que ndo sejam favoraveis a sua replicacdo. Mas também é de suma

importancia evitar que o nematoide chegue até a area, isso se da principalmente
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através de transporte de solos contaminados, por exemplo por meio de
magquinario agricola nédo higienizado corretamente.

Devido a falta de métodos de controle eficientes, cada vez mais tem se
expandido as pesquisas com enfoque no controle alternativo dos nematoides,
buscando métodos que além de eficazes, sejam viaveis economicamente e
praticos para 0 uso no campo. Esses métodos incluem o uso de homeopatia e
de 6leos e extratos vegetais, para ativacdo de mecanismos de defensa, dentre
outros.

O alecrim é reconhecido como planta medicinal por apresentar acéo anti-
inflamatoria, antioxidante e antitumoral. Dentro da fitopatologia o alecrim vem
sendo estudado no controle de diversas doencas e tem mostrado um potencial
nematicida a ser explorado e estudado mais a fundo, principalmente quanto a
forma de aplicacéo e qual seu modo de acao dentro da planta tratada.

Quando se tem resultados favoraveis de controle de patégeno, como € o
caso do alecrim, parte-se de duas linhas de pensamento, uma contando quanto
a toxicidade direta do produto utilizado, e a outra por uma possivel ativacdo dos
mecanismos de defesa vegetal.

A inducdo de resisténcia tem como caracteristicas a acao sistémica e o
efeito duradouro, que pode perdurar até meses apdés a aplicacdo, além da
possibilidade de ser inespecifica, ou seja, a inducéo visando um patégeno pode
ser eficiente para outros. Por esses motivos a inducdo de resisténcia tem
chamado a atencdo como forma de controle (CAMARGO, 2018).

Portanto, o objetivo deste trabalho foi testar o efeito de toxicidade direta
do extrato de alecrim sobre M. incognita, avaliar a eficiéncia desse extrato
formulado com hidrogel para controle desse nematoide em tomateiro e verificar
se houve a ativacado de mecanismos de defesa vegetal a partir da aplicacao do

produto.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFIA

2.1 A cultura do tomateiro
O tomateiro (Solanum lycopersicum L), anteriormente classificado como

(Lycopersicum esculentum Mill), € uma dicotiledénea pertencente a ordem
Tubiflorae, familia Solanaceae e género Solanum. E uma planta herbacea, de
caule flexivel e piloso, com abundantes ramificacdes laterais, sendo que sua
arquitetura pode ser modificada pela poda. Possui dois tipos de habito de
crescimento, determinado e indeterminado, ao qual depende da finalidade da
producdo (BARROSO, 1986; MINAMI; MELO et al., 2017; FILGUEIRA, 2000).

Estudos afirmam que o centro de origem do tomateiro localiza-se nos
andes da América do Sul, regido que abrange parte do Chile, Colémbia,
Equador, Bolivia e Peru, embora a sua domesticacéo tenha ocorrido no México,
que é considerado como seu centro de origem secundéario (MINAMI; MELLO,
2017; NAIKA et al. 2006).

Segundo Harvey, Quilley e Beynon (2002), no inicio do século XVI o
tomate foi levado para a Europa pelos espanhois, porém a sua aceitacdo foi
bastante lenta, sendo inicialmente cultivado apenas como planta ornamental,
uma vez que pela cor dos frutos, os mesmos eram considerados venenosos. Os
italianos foram os primeiros a cultivar o tomate por volta de 1550, porém, sua
maior popularizacéo se deu no final do século XVI (FILGUEIRA, 2000; NAIKA et
al., 2006).

No Brasil o tomateiro foi introduzido no final do século XIX, por imigrantes,
porém, a producdo industrial no pais teve inicio apenas por volta de 1950, no
estado de Sao Paulo. Nos anos seguintes o cultivo foi se expandido para os
outros estados do pais, até que em 1995 tem-se um pico de producédo bastante
acentuado, o qual se atribui ao desenvolvimento de novos derivados do produto,
como sopas e molhos, além do surgimento de novas variedades com mais
qualidade (ALVARENGA, 2008; BRITO; MELO, 2010).

Segundo dados fornecidos pela Organizacdao das Nagdes Unidas para a
Alimentacéo e a Agricultura (FAO, 2019), a producao de tomate mundial em 2018
foi de aproximadamente 135 milhdes de toneladas, das quais cerca de 91
milhdes de toneladas foram destinadas para 0 consumo in natura e o restante,

44 milhdes de toneladas, para a industria. A china segue como maior produtor
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mundial, sendo responsavel por 31% da producio, sendo seguido pela india e
Estados Unidos.

O Brasil encontra-se atualmente na nona posi¢ao no ranking de producéo
mundial, tendo produzido 4,3 milhGes de toneladas, com estimativa de area
plantada de 61,5 mil hectares. Dentro do cenario nacional atual o tomate é a
segunda hortalica de maior importancia, sendo ultrapassada apenas pela
producéo de batata (IBGE, 2019).

Esse aumento exponencial da producdo de tomate no pais deve-se
principalmente pelo fato de que a cultura possui um ciclo relativamente curto,
encaixa-se em diferentes sistemas de cultivo, tem um valor econdmico elevado
e devido a estudos e melhoramento genético, hoje tem-se uma alta
produtividade. Essa producéo ndo é ainda maior devido a sua suscetibilidade a
pragas e doengas, 0 que dificulta 0 seu manejo, aumentando os gastos com
tratos culturais (VILELA et al., 2012).

2.3 Doencas do tomateiro
Rezende, Massola Junior e Bedendo (2018) caracterizam doenca com um

fenbmeno que interfere de forma prejudicial em processos fisiolégicos da planta,
levando a reducdo de sua eficiéncia. E importante ressaltar que essa
interferéncia ocorre de forma continua e ndo apenas momentanea. O agente
causal pode tanto ser de origem bidtica, que seriam as bactérias, fungos,
nematoides e afins, como também abidticos, que sdo de natureza nutricional ou
ambiental.

As doencas dentro da cultura do tomate irdo variar dependendo da época
do ano, temperatura, localidade, variedade e manejo, entre outros fatores.
Porém, algo em comum a todos 0s casos é que o manejo das doencas apenas
é eficiente quando é estudada a interacao entre patégeno, planta e ambiente, e
executado de maneira integrado (BERGAMIN FILHO; AMORIM, 2018).

Devido a ser um hospedeiro para uma ampla gama de patdégenos, a
producdo de tomate requer a utilizacdo de grande quantidade de agroquimicos.
Segunda dados da ANVISA (2013), um estudo realizado em 2011 pelo Programa
de Andlise de Residuos de Agrotoxicos em Alimentos (PARA) que analisou 151

amostras de tomate, 12% delas exibiam residuos de agrotéxicos acima do limite

16



méaximo permitido, provando que o tomateiro é umas das culturas mais
probleméticas nesse sentido (COELHO et al., 2018; VILELA et al., 2012).

O crescimento da conscientizacdo da populacdo quanto a importancia de
uma alimentacdo saudavel e o maior conhecimento sobre os efeitos dos usos de
agroquimicos, além da busca em diminuir os custos de producdo, maximizando
os lucros, tem feito com que a procura pela producdo organica tenha subido
bastante na ultima década (CARNEIRO, 2011; LUZ; SHINZATO; SILVA, 2007).

Segundo Inoue-Nagata et al. (2016), dentre as principais doencas do
tomateiro destacam-se Mosaico-Dourado, Vira-Cabeca, Amareldo, Risca,
Nematoide das galhas, Mancha bacteriana, Pinta bacteriana e Necrose da
medula, entre outras. Dentre estas, os nematoides tém ganhado destaque, uma
vez que as perdas na producdo sao bastante impactantes e a falta de métodos
eficientes de controle tem sido um grande problema (MAFESSONI, 2019).

Dentro da tomaticultura, o principal género de nematoides que causa
danos mais expressivos € Meloidogyne. No mundo ainda encontram-se
problemas em menor escala com outros géneros como Belonolaimus,
Pratylenchus e Rotylenchulus. Porém, no Brasil, os problemas sdo praticamente
restritos apenas ao género Meloidogyne, com as Meloidogyne incognita e M.
javanica (PINHEIRO, 2017).

2.4 O género Meloidogyne
Segundo Oliveira et al. (2009), a maior parte dos nematoides ndo causa

danos a agricultura, pelo contrario, agem de forma benéfica, degradando e
mineralizando matéria organica. Porém, ha uma parcela que causa grandes
prejuizos, os chamados fitonematoides. Os danos causados por qualquer
espécie de nematoide ir4 depender da relacdo densidade populacional/massa
de raizes, assim como o vigor das plantas e sua capacidade de tolerar altas
populac6es desse patdogeno (FERREIRA; FERRAZ; FREITAS, 2012; FREITAS
et al., 2012).

Segundo Pinheiro, Pereira e Suinaga (2014), os danos causados pelo
parasitismo dos nematoides podem ser tanto diretos quanto indiretos, afetando

a produtividade e diminuindo a sobrevivéncia das plantas. Na cultura do tomate

17



no Brasil 0 género que mais se destaca é o Meloidogyne, que podem ocasionar
danos de produtividade entre 30% e 80%.

Existe uma ampla gama de espécies dentro do género Meloidogyne, onde
mais de 90 espécies estdo classificadas, sendo destacadas entre como
principais M. incognita, M. javanica, M. arenaria e M. hapla (LIMA et al., 2016).
Para a sua identificacdo, a melhor forma € utilizar as caracteristicas
morfologicas. Em geral essa identificacdo é feita através da regido perineal da
fémea ou pelo teste com hospedeiros diferenciados no caso de racas
(CARNEIRO; ALMEIDA, 2001).

O género Meloidogyne é considerado um dos parasitas de raiz mais
evoluidos, o que se deve a sua grande capacidade de adaptacdo e a
conseguirem parasitar um grande numero de hospedeiros, o que também
dificulta seu controle (MOREIRA et al., 2015).

Fatores ambientais como umidade e temperatura podem interferir no ciclo
e no desenvolvimento desse nematoide. Porém, de forma geral, a sua maior
ocorréncia se da em solos arenosos e com temperaturas acima de 25 °C, embora
possa ocorrer em uma faixa ampla de temperatura, entre 5 e 40 °C (PINHEIRO;
PEREIRA; SUINAGA, 2014; PINHEIRO et al., 2014).

O ciclo de vida de Meloidogyne spp. inicia-se com a deposi¢cao de ovos,
gue sao envoltos por uma matriz gelatinosa. A evolucdo embrionaria forma o
juvenil de primeiro estagio (J1), e apds, ainda dentro do ovo, ocorre uma ecdise
que resulta no juvenil de segundo estagio (J2), que sera a forma que ir4 eclodir
(ABAD et al., 2009; TIHOHOD, 1993).

A eclosao dos juvenis de segundo estagio dos ovos se da através da forca
mecanica do estilete combinada com a acao enzimatica de quitinases (ABAD et
al., 2009). A movimentacdo desses nematoides apds a eclosdo ocorre através
do gradiente de exsudatos radiculares até a area de alongamento das raizes,
onde penetram o sistema radicular com o auxilio do estilete (WILLIAMSON;
HUSSEY, 1996). Internamente as raizes a migracdo ocorre entre as ceélulas,
onde os J2 migram até o apice radicular e na zona de diferenciacdo se voltam
para a por¢do central da raiz, retornando a parte superior, migrando até o pro-
cambio e estabelecendo o sitio de alimentagdo (HOLBEIN; GRUNDLER;
SIDDIQUE, 20186).
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As primeiras penetragbes do estilete sGo acompanhadas de secrecdes
que causam um crescimento das células, levando a formacdo das "células
gigantes" nutridoras, as quais sao essenciais para a alimentacdo e
desenvolvimento do patdgeno. Apds o estabelecimento da relacdo parasitaria
estavel, o J2 passa por mais trés ecdises, 0 que resultard no adulto, onde as
fémeas possuem formato piriforme avantajado e os machos um formato mais
vermiforme. Em geral, a reproducéo é partenogénica (WILLIAMSON; HUSSEY,
1996; LIU; THOMAS; WILLIAMSON, 2007).

As fémeas adultas iniciam a fase sedentaria, na qual permanecera
durante o restante do seu ciclo, o que resultard no amadurecimento da fémea,
formacdo e liberacdo de ovos. J& os machos adultos ndo se alimentam, saem da
raiz e se movem livremente no solo (ESCOBAR et al., 2015; TIHOHOD, 1993).

O sintoma atribuido ao género Meloidogyne é bastante caracteristico,
uma vez que, devido a hiperplasia e hipertrofia das células vegetais no sitio de
alimentacéo, formam-se as galhas. Ja na parte aérea das plantas parasitadas €
possivel observar reducdo no porte e deficiéncia nutricional, sintomas que
costumam aparecer em forma de reboleiras nas areas de cultivo (MELO et al.,
2012; MATTEI, 2018).

O género Meloidogyne tem importancia especial nas hortalicas cultivadas,
tais como alface, batata, cenoura, pimentas, pimentdes, tomate e cucurbitaceas,
devido aos danos expressivos, ja que muitas delas sdo hospedeiros do género,
dificultando assim as opc¢des de rotacao de cultura. O problema € intensificado
guando o cultivo ocorre em clima tropical e proximo as areas urbanas, como € o
caso de uma grande parte das plantacées horticolas no Brasil, uma vez que
temperaturas elevadas favorecem a reproducdo desses nematoides e a
localizacdo proximo a centros de grande movimentacdo favorecem sua
disseminacéao (INOUE-NAGATA et al., 2016; PINHEIRO, 2017).

2.5 Controle de Meloidogyne
O controle quimico dos nematoides é feito com os chamados nematicidas,

produtos esses que no geral apresentam alta toxidade, os quais, em decorréncia
do uso continuo, podem ocasionar problemas ambientais e selecionar
nematoides resistentes (JARDIM; ANDRADE; DE QUEIROZ, 2009). No Brasil,
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alguns desses produtos ja tiveram seus registros cancelados. O uso desses
produtos quimicos além do risco eminente ao meio ambiente, também aumenta
0s custos de producdo, pois a maioria requer altas doses e mais de uma
aplicacdo, e mesmo assim nem sempre sdo efetivos no controle (SANTOS,
2012).

A estratégia mais eficaz no controle desses nematoides € a resisténcia
genética, que no caso do tomate tem-se a possibilidade da resisténcia a M.
incognita pela introducao do gene Mi, que induz a necrose localizada de tecido
alimentador do nematoide logo apos a infec¢cdo (BARCALA et al., 2016). Porém,
€ de grande importancia para a eficacia do controle, que este ocorra de forma
integrada, ou seja, apenas a resisténcia ndo resolve, deve-se pensar em outras
técnicas para acompanha-la, como o controle bioldgico.

O controle biolégico se destaca como medida em ascensdo nos ultimos
anos, como uma alternativa viavel para o controle de nematoides. Esse tipo de
controle baseia-se nas interacbes bem-sucedidas, que podem ser
proporcionadas pela acdo de microrganismos benéficos, pela predacao direta,
inducao de resisténcia ou pela tolerancia vegetal pela ativagdo de mecanismos
de defesa relacionados com barreiras fisicas do tecido vegetal (SOARES et al.,
2017; VERMA et al., 2013; ZEILINGER et al., 2015).

Para o controle de nematoides atualmente no Brasil destacam-se
principalmente as bactérias do género Bacillus, as quais algumas como por
exemplo Bacillus firmus, B. amyloliquefaciens e B. subtilis j& possuem registros
para determinadas culturas (ADAPAR, 2019). Outros métodos tém sido testados
e bem aceitos na comunidade cientifica, como por exemplo o uso de 0leos
essenciais e extratos de plantas (MELO et al., 2012).

Diversos extratos de plantas medicinais ja foram testados no controle de
M. incognita, como no trabalho de Martins e Santos (2016), cujos resultados
mostram o capim citronela, a hortela e a menta com atividade nematicida, com
mais de 70% de J2 considerados mortos apds 48 horas de contato direto com
esses extratos. A mortalidade total ocorreu em extratos de lombrigueira, agrido-
do-brejo e mastruz.

Outro exemplo é o trabalho de Mioranza et al. (2016), que testou
concentracdes de extrato de Curcuma longa sobre M. incognita, constatando que

na maior concentracdo (15%), houve 90% de mortalidade apos 24 horas de
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contato. Nesse estudo os ovos do nematoide também foram expostos ao extrato
por 15 dias e verificou-se que todas as concentracdes do extrato reduziram a
eclosédo de M. incognita.

No estudo de Coltro-Roncato et al. (2018) buscou-se testar diferentes
formas de aplicacdo do extrato de Crambe abyssinica para o controle de M.
incognita em tomateiro, levando assim a pesquisa para a parte pratica e
aplicavel. Nesse caso os autores concluiram que esse extrato aplicado via solo
semanalmente foi promissor para o0 manejo de M. incognita na cultura do

tomateiro.

3.6 Alecrim (Rosmarinus officinalis L.)
O alecrim (Rosmarinus officinalis L.) € uma planta de origem

Mediterranea, que € cultivada na maioria dos paises que possuem clima
temperado. O porte do alecrim é classificado como subarbustivo lenhoso, com
caule ereto, pouco ramificado e que pode atingir até 1,5 m de altura. As folhas
sao coriaceas e aromaticas, de tamanho pequeno, entre 1,5 a 4 cm (LORENZI;
MATOS, 2006).

Ainda segundo Lorenzi e Matos (2006) a planta de alecrim é classificada
como: classe Magnoliopsida, ordem Lamiales, familia Lamiaceae, género
Rosmarinus e espécie Rosmarinus officinalis. A caracteristica mais marcante da
planta é seu aroma, tendo seu nome (rosmarinus) vindo do latim, o que significa
orvalho do mar (PORTE; GODOQY, 2001).

O poder antioxidante e conservante do alecrim € reconhecido e muito
difundido na industria alimenticia, pelas propriedades de seus diterpenos, além
de ser usado como aromatizante, no preparo de xaropes e infusées, tintura, pé
e 6leo essencial (DALMARCO, 2012).

O alecrim é considerado uma planta medicinal por apresentar agéo anti-
inflamatoria, antioxidante e antitumoral. Entre 0s constituintes do extrato de
alecrim, cerca de 90% da sua acdo antioxidante € atribuida ao carnosol e acido
carndsico. Além disso, apresenta compostos como pineno, canfeno, cineol,
borneol, acetato de bornila, canfora, acidos organicos, saponina, tracos de
alcaloides, taninos e acido rosmarinico (ALTINIER, 2007; TESKE; TRENTINI
1997).
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O potencial do alecrim no controle de fitopatégenos tem sido verificado
em diversos patossistemas, tais como Pseudocercospora vitis e Plasmopara
viticola em videira por Maia et al. (2014), Ralstonia solanacearum em pimentao
por Martins et al. (2010) e Macrophomina phaseolina em soja por Lorenzetti et
al. (2016). E ainda sua acéao direta foi demonstrada em estudo in vitro onde
houve efeito sobre Alternaria solani, Bipolaris oryzae, Diplodia maydis,
Sclerotinia sclerotiorum e Sclerotium rolfsii tratados com extrato bruto de alecrim
(RODRIGUES et al., 2010).

No trabalho de Mattei et al. (2014), foi observada uma diminuicdo na
populacdo de Meloidogyne javanica em plantas de soja tratadas com Oleo
essencial de alecrim, porém, o mesmo ndo teve efeito em Pratylenchus
brachyurus, o que reforca a ideia de que o alecrim tenha uma acdo sobre
nematoides do género Meloidogyne.

No trabalho "Eclosdo e mortalidade de juvenis J2 de Meloidogyne
incognita ragca 2 em Oleos essenciais" de Moreira, Santos e Inneco (2009), onde
testou-se a eficiéncia dos 6leos essenciais de alfavaca, alecrim pimenta, capim
santo, capim citronela, cidreira e eucalipto, os 6leos de alecrim pimenta e capim
citronela foram os que se mostraram mais efetivos no controle, indicando
potencial de sua utilizacdo no manejo integrado de nematoides das galhas.

No trabalho de Schons e Stangarlin (2016) foi testado o formulado de
hidrogel com alecrim, ao qual teve efeito sobre a quantidade de ovos e J2 na raiz
de tomateiro na maior dose testada, concluindo-se que doses maiores
proporcionariam um melhor resultado. Porém, ndo foi elucidado nesses
trabalhos se o controle ocorre por um efeito de toxicidade ou se o alecrim € capaz

de ativar algum mecanismo de defesa da planta hospedeira.

2.7 Inducéo de resisténcia
Segundo Stangarlin (2011), a resisténcia de hospedeiro € a resposta da

planta a tentativa de penetracdo do patdégeno, tentando evitar a entrada do
patdogeno ou sua acao posterior. As barreiras de defesa podem ser estruturais
ou bioquimicas, que podem ainda ser classificados em pré e pos-formadas em
relacdo a tentativa de infeccdo do patégeno. Os mecanismos pré-formados

também sdo chamados de passivos ou constitutivos, enquanto os pés-formados
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fazem parte do sistema de defesa latente na planta, ao qual sera ativado na
presenca do patdégeno, evitando gastos energéticos desnecessarios
(BONALDO; PASCHOLATI; ROMEIRO, 2005; SCHWAN-ESTRADA et al.,
2008).

Apesar de a resisténcia pré-formada ser o principal mecanismo quando
se pensa em resisténcia nado-especifica, quando se trata de inducdo de
resisténcia, os mecanismos de defesa pos-formados tem papel fundamental
(STANGARLIN et al., 2011). O maior foco de estudos fitopatoldgicos se da em
torno da resisténcia pos-formada (LORENZETTI et al., 2018).

Quando a ativagdo de mecanismos de defesa ocorre de forma sistémica,
€ chamado de Resisténcia Sistémica (SR), que tem como caracteristica, além
do efeito sistémico, apresentar um efeito duradouro, que pode persistir por
semanas ou até meses, e pode ser inespecifico, ou seja, o tratamento pode
proteger a planta ndo s6 apenas contra um patégeno, mas também contra outros
patdgenos. Por esses motivos a inducao da resisténcia sistémica tem chamado
bastante a atencdo como forma de controle (CAMARGO, 2018).

Dentro da Resisténcia Sistémica existe uma subdivisdo em duas
categorias: Resisténcia Sistémica Adquirida (RSA) e Resisténcia Sistémica
Induzida (RSI). Essa é uma divisdo mais didatica, uma vez que ambas funcionam
da mesma forma, porém, o que as difere € a sua forma de ativacdo. De forma
muito generalizada, pode-se dizer que a RSA é sinalizada a partir da rota
hormonal da via do &cido salicilico e induzida por agentes necrotroéficos,
enguanto a RSI é sinalizada pela via do acido jasmoénico e do etileno e induzida
por bactérias ndo patogénicas e promotoras de crescimento (rizobactérias)
(BONALDO; PASCHOLATI; ROMEIRO, 2005; CAMARGO, 2018; HENRY;
THONART; ONGENA, 2012).

A ativacdo dos mecanismos de defesa apGs a chegada do patégeno é
interessante principalmente quando se pensa em gasto energético. A planta
possui um pool limitado de recursos a serem investidos em crescimento,
desenvolvimento e defesa, sendo que no caso da inducéo de resisténcia a planta
s6 apresentara um custo na presenca do patégeno, economizando recursos, e
mesmo com a chegada desse, havera uma compensac¢éo pelo atraso temporal
na expressao da defesa (KUHN, 2007).
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A inducdo de resisténcia nas plantas envolve a ativagcdo de alguns
mecanismos de defesa, por exemplo fitoalexinas e enzimas como peroxidase,
polifenoloxidase e fenilalanina amoénia-liase. Essa ativagdo pode se dar tanto por
fatores bidticos, como a presenca do patdégeno, como por fatores abiéticos, como
a aplicacdo de indutores quimicos ou de extratos vegetais (MAZARO et al., 2008;
PASCHOLATI; DALIO, 2018).

A acdo dessas proteinas na resisténcia das plantas contra patdgenos
pode ser direto, quando ocorre a inibicdo do crescimento ou da germinacéo do
patégeno, ou indireto, agindo na inducdo de resisténcia. Na inducdo de
resisténcia a fenilalanina amonia-liase tem papel importante nas reagdes do
metabolismo dos compostos fendlicos, sendo responsavel pela desaminacao da
L-fenilalanina, transformando em acido trans-cinamico e aménia (SCHWAN-
ESTRADA et al., 2008; STANGARLIN et al., 2011).

As peroxidases foram classificadas como proteinas relacionadas a
patogénese (proteinas - RP) pertencentes a familia RP-9 por Van Loon e Van
Strien (1999). As enzimas desse grupo sao estudas nos processos de defesa e
resisténcia da planta por terem importante papel na lignificacdo, suberizacéo e
metabolismo da parede celular, e ainda podem estar envolvidas em respostas
de hipersensibilidade e producédo de fitoalexinas (CAVALCANTI; BRUNELLI;
STANGARLIN, 2005; NICHOLSON; HAMMERSCHMIDT, 1992).

O grupo das polifenoxidases sado as enzimas responsaveis pela
catalisacdo da reacdo de oxidacdo de polifendis para transforma-los em
quinonas. Em geral encontram-se dormentes, porém, sdo liberadas quando
ocorre uma ruptura, seja dano mecanico ou por acédo de insetos e patdgenos,
iniciando assim o processo de oxidacdo dos compostos fendlicos transformando-
0S em quinonas, sendo as quinonas um fator antinutritivo na alimentacédo do
invasor, impedindo a digestdo do mesmo (KUHN, 2007).

Essas trés enzimas estado fortemente ligadas a sintese da lignina a partir
de compostos fendlicos, na via dos fenilpropanéides. Quando os nematoides
infectam a planta ativam genes especificos, além de ativar a sintese dessas
mesmas enzimas, que podem prejudica-los. Esse recurso bioquimico de defesa
pode ser induzido previamente ao contato dos nematoides com as plantas com
a aplicacao de produtos indutores, resultando em um controle mais eficiente
(SANKAR et al., 2017; MATTEI, 2018).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Motilidade e mortalidade de Meloidogyne incognita
O experimento in vitro para verificar a motilidade e mortalidade de juvenis

de segundo estadio (J2) de M. incognita seguiu a metodologia proposta por
Coltro-Roncato et al. (2016), o qual foi conduzido no Laboratério de Nematologia
da Unioeste, em delineamento inteiramente casualizado (DIC). O mesmo foi
composto por cinco tratamentos e cinco repeticdes, totalizando 25 parcelas
experimentais, sendo cada parcela correspondente a um frasco com tampa e
capacidade para 50 mL. Os tratamentos foram compostos das concentracdes
1%, 3%, 5% e 10% de extrato e para a testemunha foi utilizado 4gua destilada.
Os tratamentos foram obtidos através da diluicho do extrato de alecrim
proveniente de produto comercial ao qual possuia a concentragao inicial de 21%
de alecrim.

Para que fosse obtida uma populagédo contendo apenas J2 do nematoide,
uma suspensao extraida conforme o método proposto por Collen e D'Herde
(1972) foi submetida ao funil de Baermann (1917), onde um funil de vidro foi
acoplado a um suporte e dentro de sua cavidade foi colocado um papel filtro
chanfrado, cobrindo toda a superficie, porém sem aderir a parede do funil. Ao
final do mesmo foi acoplado uma mangueira de borracha com uma presilha. O
liquido contendo os nematoides foi colocado no funil, com a presilha impedindo
que o liquido saisse do funil. Apdés 48 horas a presilha foi retirada e o liquido
contendo os J2 foi recolhido em um béquer.

Para a avaliacdo de motilidade e mortalidade foram colocados em cada
frasco 8 mL de cada tratamento + suspensao contendo 240 J2 de M. incognita.
Apoés 24 horas foram contados o numero de nematoides que se moviam, aos
quais se concluiu como vivos, e a quantidade de nematoides iméveis. Em
seguida o liquido foi vertido em peneira de 400 Mesh, e recolhidos novamente
nos tubos, onde os tratamentos foram substituidos por 4gua destilada.

Apoés mais 24 horas foi realizada nova contagem, onde foi adicionado, no
momento da avaliacdo de cada amostra, 10% (v:v) de hidréxido de sédio 1 N
(1%), afim de excitar os nematoides vivos. Para a contagem foram considerados
mortos 0s nematoides que se mantiverem imdveis, retilineos ou que

apresentarem aspecto incomum.
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Essa avaliagdo teve como principal objetivo avaliar o efeito nematostatico
do extrato de alecrim, ao qual por vezes pode ser confundido com o efeito
nematotoxico. O efeito nematostatico corresponde a imobilidade dos nematoides
guando em contato com o produto, porém, assim que o produto € retirado, nesse
caso substituido por 4gua destilada, estes voltam a movimentar-se normalmente.
Por isso a necessidade da segunda avaliagdo, onde é possivel verificar o
controle efetivo que o extrato de alecrim promove.

As avaliacdes foram realizadas com auxilio de microscopio 6ptico e a
contagem em lamina de Peters. Os dados foram transformados em
porcentagem, submetidos a analise de variancia e teste de regressédo do tipo
Plateu, utilizando o programa SAS University Edition (SAS INSTITUTE Inc,
2014).

3.2 Controle de M. incognita por formulado alecrim em hidrogel
O experimento foi conduzido em delineamento de blocos casualizados

(DBC), cujos tratamentos corresponderam as doses do formulado alecrim em
hidrogel, sendo elas 0,25; 0,50; 0,75; 1,00 e 1,25 g do formulado por cova.
Contando ainda com duas testemunhas, a chamada dose 0, que correspondeu
a 1,25 g de hidrogel sem adigéo de extrato de alecrim, e a testemunha absoluta,
correspondendo apenas a agua destilada. Foram utilizadas cinco repeticoes,
resultando assim em 30 parcelas experimentais para o0 experimento visando
avaliar os parametros nematoldgicos, sendo que cada parcela correspondeu a
um copo de 1 L, contendo uma mistura de 3:1 de substrato e humus, ambos
comerciais e ndo autoclavados.

Os dados foram submetidos a andlise de variancia e teste de regressao
pelo programa SAS University Edition (SAS INSTITUTE Inc, 2014).

3.2.1 Obtencéo do formulado alecrim em hidrogel
O extrato de alecrim utilizado foi de produto comercial, onde 0 mesmo

possuia uma concentracdo de 21%, ao qual foi diluido até obtencdo de
concentracdo de 15%. Para cada 1 L do extrato liquido foi adicionado 12 g de
hidrogel Gel Plant (seguindo recomendacao do fabricante), onde se obteve uma
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massa com consisténcia pastosa, a qual foi reservada por aproximadamente 24
horas, até que o hidrogel absorvesse completamente o extrato.

Apos o periodo de repouso, a mistura foi levada a estufa a 60 °C, por 48
horas, até que o mesmo voltasse a consisténcia solida; esse material foi entao
batido em liquidificador para se obter o p6, que correspondeu ao formulado. O
produto foi pesado em balanca analitica, para a obtencdo das doses, as quais

foram depositadas na cova no momento do transplantio das mudas.

3.2.2 Inoculacao de M. incognita
As mudas de tomateiro utilizadas foram adquiridas em agropecuaria, com

aproximadamente 20 dias de emergéncia. A variedade utilizada foi Santa Clara
por ser conhecida como sendo suscetivel a M. incognita.

O indculo foi obtido através da metodologia descrita por Collen e D'Herde
(1972), onde as raizes contendo populacbes puras de M. incognita foram
seccionadas e trituradas em solucéo de hipoclorito de sédio (NaOCI) a 0,5% em
liquidificador por aproximadamente 30 segundos. A suspensao passou por um
conjunto de peneiras sobrepostas de 60 e 500 Mesh e o conteudo retido nesta
ltima recolhido em um béquer para contagem. Como a amostra mostrava-se
bastante limpa, descartou-se as etapas de centrifugacao.

Foi realizada contagem em camara de Peters em microscopio 6tico.
Foram inoculados 1.000 ovos + J2 de M. incognita por parcela experimental para
0 experimento de analises bioquimicas e 2.000 nematoides por parcela no
experimento de variaveis nematolégicas. Em ambos 0s casos a inoculagao

ocorreu trés dias apos a aplicacao dos tratamentos e transplantio das mudas.

3.2.3 Andlises nematoldgicas
Apoés 45 dias da inoculacao foi realizada a coleta do material afim de

avaliar as variaveis nematologicas para determinar a eficacia do formulado de
alecrim em hidrogel no controle de M. incognita.

Para a quantificacdo das massas de ovos seguiu-se a metodologia de
coloragdo com floxina B (TAYLOR; SASSER, 1978), onde as raizes apos
lavadas em agua corrente foram colocadas em um recipiente totalmente

encobertas pela solugcdo corante durante 20 minutos. Apos esse tempo foram
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retiradas e lavadas para eliminar o excesso de corante. A contagem considerou
0 numero de galhas coloridas como correspondente as que continham massas
de ovos.
Posterior a isso, foi realizada a extracdo de ovos e J2, conforme descrito
no item 3.2.2, e contagem em camara de Peters em microscépio Gtico.
Para obter o fator de reproducéo foi utilizada a populacao inicial, ou seja,
a quantidade de nematoides inoculados (ovos + J2), e ainda a quantidade de M.
incognita encontrado na raiz apos 45 dias de inoculacdo, que correspondeu a
populacao final. O Fator de Reproducéo (FR) foi calculado conforme metodologia
de Oostenbrink (1966), onde a populacao final é dividida pela populacédo inicial
(indculo) (FR=Pf/Pi), e conforme os resultados obtidos sdo classificados como:
planta suscetivel, com FR superior ou igual a 1,0; planta resistente, com FR

inferior a 1,0; e planta imune com FR igual a zero.

3.3 Andlises bioquimicas
Neste caso foram utilizadas trés repeticdes para cada um dos cinco

tempos referentes as coletas para as analises bioquimicas, totalizando 90
parcelas experimentais.

As analises bioquimicas basearam-se em coletas de raizes em diferentes
tempos. Foram coletadas aproximadamente 0,5 g da raiz, na regido média da
mesma no momento da inoculacéo e aos 5, 10, 20 e 50 dias apds a inoculacéo.
Assim que retiradas da planta, a raizes foram lavadas em agua corrente, secas
em papel toalha, pesadas, imediatamente acondicionadas em envelopes de
papel aluminio e congeladas a —20 °C.

Apos todas as coletas, as amostras foram trituradas com 4 mL de tampéao
fosfato de sddio 0,01 M (pH 6,0) em almofariz de porcelana previamente
resfriado com o auxilio de nitrogénio liquido. O liquido obtido foi centrifugado a
6.000g durante 20 minutos a 4 °C. O sobrenadante obtido, considerado como a
fracdo contendo as proteinas soltveis, foi armazenado em microtubos a -20 °C
para as posteriores analises bioquimicas.

A atividade da fenilalanina amonia-liase foi determinada através da
quantificacdo colorimétrica do &cido trans-cindmico liberado do substrato L-

fenilalanina segundo a metodologia descrita por Umesha (2006). Para isso fez-
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se a mistura de 50 pL do sobrenadante, 450 puL da solugcéo tampéo Tris-HCI
0,025 M (pH 8,8) e 500 pL de solugéo de L-fenilalanina (0,050 M em tampé&o Tris
HCI 0,025 M, pH 8,8). A mistura foi incubada a 40 °C por aproximadamente 2 h.
Apos esse periodo foram adicionados 100 pL de HCI 5 M para cessar a reagao
e, em seguida, realizada a leitura em espectrofotometro a 290 nm, utilizando
cubeta de quartzo. A absorbancia foi determinada pela diferenca das amostras
em comparagdo ao controle, ndo contendo a fracdo proteica, sendo que a
atividade enzimatica foi expressa em pg de acido trans-cinamico min* mg* de
proteina.

Para a determinacdo da atividade de peroxidase foi seguida a
metodologia proposta por Hammerschmidt et al. (1982), utilizando uma solucao
substrato contendo 12,5 mL de guaiacol 2%, 310 uL de peroxido de hidrogénio
e 87,5 mL de tampéao fosfato de pH 7,0. Essa solucéo foi mantida em banho-
maria a 30 °C. No momento da leitura misturou-se 50 puL de cada amostra 950
pL da solucéo substrato. A leitura foi realizada em espectrofotdmetro a 470 nm
em cubetas de vidro, sendo anotado os valores de absorbancia a cada 15
segundos durante 1 minuto. Os resultados foram expressos em unidades de
absorbancia mint mg? de proteina, descontando-se os valores de absorbancia
do controle.

Para determinacdo da atividade das polifenoloxidases foi utilizada a
metodologia de Duangmal e Apenten (1999), utilizando solucéo substrato
composta por 50 mL de tampéo fosfato de sédio 0,1 M (pH 6,0) e 0,110 g de
catecol. A solucao foi mantida em banho-maria a 30 °C. Para a rea¢cao misturou-
se 50 pyL da amostra e 950 pyL do substrato, sendo imediatamente feitas as
leituras em espectrofotdbmetro a 420 nm utilizando cubetas de vidro, a cada 15
segundos durante 1 minuto. O diferencial entre a uUltima e a primeira leitura foi
utilizado para a determinacdo da atividade, os resultados foram expressos em
absorbancia mint mg* de proteina.

A determinagdo de proteinas totais foi realizada seguindo o método
proposto por Bradford (1976), onde 200 uL de cada amostra foram misturados a
600 pL de solucéo de tampao fosfato 5 M (pH 7,0) e, sob agitacdo em vortex, foi
adicionado 200 pL de solucdo de Bradford. Apos 10 minutos foram realizadas as
leituras de absorbancia em espectrofotdmetro a 595 nm, com cubetas de vidro.

A concentracdo de proteinas expressa em termos equivalentes pug de albumina
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de soro bovino (ASB) em um mL de amostra (ug proteina mL-1), foi determinada
utilizando-se curva padréo de concentragéo de ASB.

Os dados foram submetidos a analise de variancia e teste de regressao
pelo programa SAS University Edition (SAS INSTITUTE Inc, 2014).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Motilidade e mortalidade de M. incognita
A avaliagdo realizada ap6s 24 horas de contado direto de M. incognita

com as doses do extrato de alecrim, mostrou uma reducéo bastante expressiva
na porcentagem de nematoides modveis j& na primeira dose (1%), quando
comparado a testemunha contendo apenas 4gua destilada. A partir da dose
calculada de 1,5% né&o se encontravam mais nematoides em movimento (Figura
la). Na segunda avaliacdo, as 48 horas, foram consideradas as porcentagens
de nematoides mortos e vivos, e calculado o ponto de minima, ou seja, a dose
onde a partir dela ndo se encontrou mais nematoides vivos, que foi de 4,5%
(Figura 1b).
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Figura 1 - Porcentagem de Meloidogyne incognita imoveis apos 24 horas (a) e
mortos apoés 48 horas (b) de contato direto com o formulado de alecrim
em hidrogel nas concentracbes 0 (testemunha, correspondente a
agua destilada), 1%, 3%, 5% e 10%. **Significativo a 1% de
probabilidade e *significativo a 5% de probabilidade de acordo com
teste de regressao do tipo Plateu.

31



Esses resultados mostram que o efeito do contato direto do extrato de
alecrim com M. incognita ndo é apenas nematostatico, mas que também existe
um efeito de toxicidade. O mesmo comportamento foi observado no trabalho de
Muller et al. (2014), onde as maiores doses do extrato aquoso de alecrim,
proximas de 10%, apresentaram maior redugdo tanto na motilidade quanto na
mortalidade de M. incognita.

Outros extratos vegetais também demonstraram efeito nematicida sobre
J2 de M. incognita, tais como extrato agquoso de orégano (Origanum syriacum)
(IBRAHIM; TRABOULSI; EL-HAJ, 2006) e de Tagetes patula (MARAHATTA et
al., 2012), com um controle menor, de apenas 16% e 31,5% nas maiores
concentragdes, respectivamente.

No trabalho de Wang et al. (2012) foi possivel observar que o acido
rosmarinico, um dos principais componentes do alecrim, tem forte efeito
nematicida, alcancando mortalidade semelhante a do presente trabalho na
concentracdo de 3 mg L* apds 48 horas de exposicédo, uma possivel explicacdo

para o resultado obtido.

4.2 Analises nematolégicas
Nesse experimento foram utlizadas duas testemunhas, a primeira,

chamada no decorrer do trabalho como testemunha, que corresponde a néo
adicdo de nenhum tipo de tratamento, enquanto a segunda testemunha,
denominada dose 0, corresponde a aplicagéo apenas de hidrogel sem adicao de
alecrim. Ao fazer o teste de comparacdo de médias de Dunett, que tem como
objetivo comparar os tratamentos com a testemunha, foram realizadas duas
comparacdes, as meédias dos tratamentos, incluindo o tratamento 0, com a
testemunha e ainda a comparacdo das doses com a segunda testemunha, a
dose 0, como é possivel observar na Tabela 1.

Em todas as varidveis analisadas as testemunhas diferiram
estatisticamente das doses do formulado. Nas variaveis massa de ovos e
namero de galhas tanto a testemunha quanto a dose 0 mostraram um resultado
estatisticamente superior aos demais, ou seja, a aplicacdo do formulado alecrim
em hidrogel, em qualquer dose, resulta em uma diminuicdo nessas variaveis, 0

gue corresponde ao controle.
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Tabela 1 - Efeito do formulado alecrim em hidrogel em comparacdo as
testemunhas nas variaveis nematologicas quantidade de massas de ovos (MO),
quantidade total de galhas, numero total de nematoides por raiz, nimero de
nematoides por grama de raiz (N g raiz) e fator de reproducéo (FR) em plantas

de tomateiro inoculadas com M. incognita.

Tratamentos (MO Galhas Nematoides N g™ raiz FR

Testemunha 185,20 aA 380,75 aA 32442,50 a+B | 1580,69 a+B | 16,22 a+B
0 194,30 aA 335,60 aA 21830,00 -bA 1018,95 -bA | 10,92 -bA
0,25 110,40 -b-B 220,20 -h-B 10272,00 -b-B 406,45 -b-B 5,14 -b-B
0,5 86,80 -b-B 157,00 -b-B 8280,00 -b-B 425,85 -b-B 4,14 b-B
0,75 36,40 -b-B 59,80 -b-B 3248,00 -b-B 152,36 -b-B 1,63 -b-B
1 40,80 -b-B 64,60 -b-B 4100,00 -b-B 207,59 -b-B 2,05 -b-B
1,25 29,60 -b-B 47,40 -b-B 2960,00 -b-B 118,84 -b-B 1,48 -b-B
CV(%) 20,56 14,41 28,62 29,3 28,61

Os tratamentos correspondem a quantidade (g) do formulado por cova de transplantio.

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

Letras minUsculas representam a comparacao dos tratamentos em relacdo a testemunha;
Letras mailsculas correspondem a comparacao dos tratamentos em relagdo ao tratamento 0
(hidrogel sem adicéo de alecrim).

Sinal negativo significa que foi inferior, enquanto o sinal positivo que foi superior.

Ja nas variaveis numero total de nematoides, nematoides por grama de
raiz e fator de reproducdo, quando se compara a testemunha com todas as
doses, tem-se uma diferenca estatistica, ou seja, apenas a simples adicdo de
hidrogel, sem a presenca do alecrim, causa uma reducdo nessas variaveis, 0
gue pode ser causado pelo impedimento fisico que o hidrogel provoca, formando
uma barreira em torno da raiz, dificultando a entrada dos nematoides.

Outra explicacdo possivel é que a composicao quimica do hidrogel tenha
causado alteracdo na bioguimica da rizosfera das plantas, alterando o gradiente
de exsudatos radiculares. E através desse gradiente de exsudatos radiculares
que o juvenil de Meloidogyne, fase infectiva, movimenta-se no solo até a parte
de alongamento radicular (FERRAZ, 2018). Uma alteracdo na composi¢ao pode
resultar em desorientacdo desses nematoides, fazendo com que a quantidade
deles que cheguem até as raizes seja menor.

No trabalho de Zhou et al. (2015) é possivel constatar que a composigao
bioguimica da rizosfera interfere na microfauna dessa regido. O autor analisou
as bactérias presentes na rizosfera e afirma que pequenas alteracbes

bioguimicas podem mudar toda a composi¢cdo microbiana, reforcando a teoria
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anteriormente citada. A interagdo composi¢cdo bioquimica da rizosfera x
populacdo de nematoides ainda é pouco estudada, porém é um ponto bastante
importante a ser observado em trabalhos futuros.

E possivel ainda considerar que o hidrogel retém uma grande quantidade
de 4gua, sendo essa uma de suas principais caracteristicas, resultando assim
em uma diminuicdo na agua livre em torno das raizes. Os nematoides presentes
no solo necessitam de agua livre para movimentar-se até as raizes e iniciar seu
processo infeccioso (PINHEIRO, 2017; FERRAZ, 2018). Uma restricdo nesse
sentido seria prejudicial ao seu deslocamento, consequentemente diminuindo
sua taxa de infestagéo.

O trabalho de Charchar et al. (2005) corrobora com os resultados
encontrados, uma vez que ao testar oito cultivares de ervilha em diferentes
laminas de agua, observou-se que o fator de reproducdo de M. incognita foi
significativamente reduzido nas menores laminas de 4gua testadas.

Assim como também ocorreu no trabalho de Quintela et al. (2015), onde
foi observado o patossistema cana-de-acUcar X M. incognita e os tratamentos
com menor agua disponivel foram os que apresentaram menor nimero de ovos
g raiz e menor fator de reproducéo. Os autores deste trabalho atribuem essa
diminuicdo a trés fatores: primeiro a dificuldade de locomocéo e colonizacéo,
como ja citado anteriormente, mas também trazem como questao a desidratacéo
da matriz gelatinosa que recobre os ovos de M. incognita, interrompendo seu
ciclo de vida, e ainda que o baixo suprimento de 4gua faz com que as raizes
desenvolvam camadas mais espessas, dificultando a penetracdo do parasita,
dependendo das espécies vegetais inoculadas.

Ao serem submetidos a analise de regressdo, 0Ss parametros
nematoldgicos analisados (quantidade de massas de ovos, quantidade total de
galhas, nimero total de nematoides por raiz, nUmero de nematoides por grama
de raiz e fator de reproducdo) apresentaram um comportamento bastante
semelhante, uma vez que h& a reducdo dos mesmos conforme o aumento da

dose (Figura 2 a, b, c, d e e, respectivamente).
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Figura 2 - Efeito das doses do formulado alecrim em hidrogel (g coval) nas
variaveis nematoldégicas quantidade de massas de ovos (a),
guantidade total de galhas (b), nUmero total de nematoides por raiz
(c), numero de nematoides por grama de raiz (d) e fator de
reproducao (e) em tomateiro inoculado com M. incognita, Anélise de
regresséo a 5% de probabilidade.

Pode-se separar esses parametros em dois grupos, o primeiro refere-se

a colonizacdo e reproducdo do nematoide, ao qual inclui numero de galhas,

namero de massa de ovos e fator de reproducéo, e um segundo grupo que diz
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respeito a presenca de ovos e juvenis de M. incognita nas raizes, com os fatores
nematoides por raiz e nematoides por grama de raiz.

Apesar de no presente trabalho ambos o0s grupos apresentarem
comportamentos semelhantes, em trabalhos como o de Mattei et al. (2014),
testando doses do 6leo essencial de alecrim no patossistema Meloidogyne
javanica x soja, houve a reducdo dos parametros reprodutivos conforme o
aumento da dose, porém, para os parametros de presenca dos nematoides nao
houve diferenca na aplicacéo do 6leo essencial, nem mesmo para a testemunha.
Os autores acreditam que esse comportamento se deve as doses baixas, onde
aumentando as mesmas o0 efeito nematicida observado nas variaveis
reprodutivas também seria observado na quantidade de nematoides presentes
nas raizes.

No trabalho de Moreira et al. (2016), alguns fatores reprodutivos de M.
incognita foram reduzidos no tomateiro com a aplicacéo de 6leos essenciais de
alecrim pimenta e capim citronela. Nesse trabalho foi possivel observar reducéo
de até 83% no numero de galhas. Houve também reducdo no fator de
reproducdo, porém, o numero de massa de ovos nado sofreu alteracdo quando
comparado a testemunha, o que provavelmente ocorreu, segundo o0s autores,
em funcdo da forma de obtencéo dessa variavel, a qual é feita por meio de uma
escala de notas.

No trabalho de Coltro-Roncato et al. (2016) foram avaliados 0os mesmos
parametros nematolégicos no controle de M. incognita em tomateiro com extrato
de crambe em diferentes formas de aplicacdo. As variaveis analisadas foram
reduzidas com a aplicacdo do extrato e a melhor forma de aplicacdo encontrada
foi via solo, a mesma utilizada no presente trabalho. Os autores atribuiram o
controle obtido no contato direto, com os danos que alguns extratos de plantas
podem ocasionar na cuticula externa do nematoide, além da acao de inibicdo da
enzima V-ATPase, que tem efeito nematostatico e nematicida, o que concorda
com os resultados do experimento in vitro deste trabalho.

No trabalho de Swarowsky et al. (2014) o tratamento homeopatico teve
efeito sobre M. incognita, onde reduziu a oviposicdo e a eclosao dos J2,
resultando em uma diminuicdo no numero de juvenis em todas as doses
testadas. Segundo os autores, a inibicdo da ecloséo pode ser devido a reducdo

da producdo dos exsudatos radiculares que atuam como um estimulo para a
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eclosdo dos nematoides, além de um provavel efeito na planta tratada para
producdo de enzimas que podem degradar a superficie dos ovos e a cuticula
dos J2, como enzimas lipoliticas, proteases e quitinases.

Diferentes extratos vegetais podem mostrar efeito nematicida, porém é
dificil determinar qual componente causa esse resultado, uma vez que ha um
grande efeito de interacdo entre o extrato utilizado, a planta hospedeira e o
nematoide a ser controlado. O componente do alecrim ja reconhecido como
nematicida é o acido rosmarinico (SILVA, 2011).

A acdo nematicida do acido rosmarinico ja foi comprovada em alguns
trabalhos, tais como o de Cooper, Jia e Goggin (2005), que encontraram
respostas sistémicas de plantas de tomate apds serem pulverizadas com
solucdo de acido rosmarinico e jasmonico em concentragcdes de 1,5 mmol L1,
diminuindo drasticamente a populagcédo de M. incognita.

Como ja comentado, os principais ativos existentes em 6leos essenciais
e extratos de plantas podem atuar diretamente sobre a cuticula do nematoide,
alterando a sua permeabilidade, dentre outros efeitos diretos que podem exercer
ao serem aplicados, mas também pode ocorrer a ativagdo de mecanismos de
defesa da planta. A presenca e composi¢cdo desses extratos podem promover
liberacdo a ativacéo de diferentes mecanismos envolvidos na defesa vegetal, via
exsudacdo das raizes, que podem resultar em modificacbes enzimaticas na
planta ou alteracdes fisioldgicas, as quais irdo prejudicar o ciclo de vida do
nematoide nas plantas (LOPES et al., 2005; SCHWAN-ESTRADA; STANGALIN;
CRUZ, 2003).

4.2.3 Analises bioquimicas
Afim de verificar a possivel ativacdo de mecanismos de defesa vegetal

pela aplicagéo do formulado alecrim em hidrogel, foram medidas a atividade de
trés enzimas em fungéo do tempo (dias apods inoculacdo (DAI)), sendo elas a
fenilalanina aménia-liase (FAL), peroxidase (POX) e polifenoloxidase (PFO),
cujos resultados podem ser observados nas Figuras 3, 4 e 5, respectivamente.
E importante ressaltar que o dia considerado como 0 (zero) é o momento da

inoculacdo, porém, a mesma ocorreu 3 dias apos a aplicacdo dos tratamentos
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no solo no momento do transplante, justificando assim o porqué de algumas
enzimas ja apresentarem valores de atividade altos no dia O.

Como é possivel observar na Figura 3, em nenhum momento medido
houve diferenca estatistica na atividade de FAL que diferenciasse o0s

tratamentos.
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Figura 3 — Atividade da enzima fenilalanina amoénia-liase (FAL) em funcao do
tempo apos a inoculagcédo de tomateiro com Meloidogyne incognita. O
tratamento das plantas com doses (g cova™) do formulado hidrogel
em alecrim ocorreu trés antes da inoculacdo. Nao houve diferenca
significativa entre os tratamentos dentro de cada tempo de avaliacéo.

Assim também ocorreu no trabalho de Kuhn (2007), onde a atividade de
FAL ndo foi alterada pela aplicacdo de acibenzolar-S-metil e Bacillus cereus em
plantas de feijdo contra Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli, mesmo o
primeiro sendo conhecido como um indutor de resisténcia ja consolidado.

No trabalho de Formentini (2012) a FAL também néo apresentou atividade
na avaliacdo de inducado de resisténcia utilizando extrato de alecrim em plantas
de tomate, porém o autor contra-argumenta que é possivel a planta apresentar
FAL constitutiva armazenada, e que com isso a rota dos fenilpropanoides pode
ter sido ativada, o que resulta na produgdo de compostos fendlicos, sendo que

sabe-se que a FAL é precursora dessa rota, a qual pode produzir diversos
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compostos como &cido benzoico, cumarinas, antocianinas, acido caféico,
precursores de lignina, entre outros.

Segundo Pascholati e Dalio (2018), o acido clorogénico, que é um
composto fendlico caracterizado como um éster de acido caféico e acido quinico,
€ um dos compostos encontrados nas plantas de alecrim e que também faz parte
das raizes do tomateiro. E possivel que apds a infecgéo por nematoides esse
composto seja oxidado pelas polifenoloxidases, produzindo quinonas toxicas
gue possivelmente tenham acao no controle dos nematoides.

Para a peroxidase pode-se observar atividade da dose de 1,25 aos 10
dias apo6s a inoculacdo. Ja aos 20 DAl estatisticamente os tratamentos 0, 0,25 e
0,75 foram relevantes. Aos 50 DAI o tratamento 1,25 volta a se destacar dos
demais. Apesar do que é observado aos 20 DAI, os dados de 10 e 50 dias séo
bastante consistentes, mostrando uma atividade dessa enzima na dose mais alta

do formulado.
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Figura 4 - Atividade da enzima peroxidase em funcdo do tempo apds a
inoculagcdo de tomateiro com Meloidogyne incognita. O tratamento
das plantas com doses (g cova) do formulado hidrogel em alecrim
ocorreu trés antes da inoculacdo. Médias seguidas pela mesma letra

dentro de cada tempo néo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%
de probabilidade. ns: ndo significativo.

Os resultados apresentados por Formentini (2012) sdo semelhantes ao
do presente trabalho, onde ha a atividade da enzima peroxidase pela aplicagdo

dos tratamentos Bacillus cereus, extratos de alecrim e de curcuma quando
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comparados a testemunha positiva (acibenzolar-S-metil) e a testemunha
absoluta (agua). Além disso os tratamentos testados também promoveram
resultados eficientes nas variavéis nematologicas no controle de M. incognita,
assim como neste trabalho.

A atividade de peroxidase esta relacionada com a lignificagdo, por
catalisar a oxidacdo de alcoois fendlicos neste processo, 0 que resulta em
mudancas na parede celular, proporcionando maior resisténcia contra toxinas
patogénicas (CARVALHO, 2012).

Resultados semelhantes foram encontrados no trabalho de Lorenzetti et
al. (2018), onde ocorre um aumento na atividade dessa enzima apés o
tratamento com extrato de alecrim em soja e inoculagao do fungo Macrophomina
phaseolina. Como no presente trabalho, os autores encontraram dois picos de
atividade para uma mesma dose, ambos apds o inicio do processo infeccioso.

Segundo Portz et al. (2011), o qual explica esse comportamento utilizando
o exemplo do etileno, no geral o segundo pico € menos elevado que o primeiro
e se d& devido ao processo de colonizacdo dos tecidos do hospedeiro pelo
patbgeno, momento em que varios mecanismos de defesa se expressam de
maneira mais acentuada. No caso desse trabalho, aos 50 dias é 0 momento em
gue M. incognita termina seu primeiro ciclo de vida e inicia o segundo, ou seja,
€ quando os J2 estdo retornando para as raizes em sua forma infectiva, para
uma nova colonizacao.

Como se pode observar na Figura 5, a polifenoloxidase (PFO) também
mostrou atividade, porém esta se concentrou nos primeiros 20 DAI, onde se
destaca o tratamento 0,25 g cova* no tempo 0 e o tratamento 1,25 g cova! aos
10 DAI. Aos 20 DAI, apesar de visualmente os resultados serem bastante
proximos, estatisticamente os tratamentos 0 e 0,25 g cova™ diferem dos demais.

Segundo Bonaldo et al. (2005), quando a planta reconhece uma molécula
eliciadora, rapidamente ela consegue se proteger do patbgeno com maior
eficiéncia. Porém, neste estudo € possivel perceber que existe um pico do
tratamento de 0,25 g do formulado ja no momento da inoculag&o, o que pode ser
prejudicial para a planta no sentido de gasto, pois mesmo conseguindo retardar
0 processo infeccioso ou mesmo impedi-lo, em alguns casos o gasto metabdlico
envolvido faz com que a inducdo ndo seja vantajosa, pois pode resultar em

perdas de producéao, por exemplo.
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Figura 5 - Atividade da enzima polifenoloxidase em funcéo do tempo apds a
inoculacdo de tomateiro com Meloidogyne incognita. O tratamento
das plantas com doses (g cova) do formulado alecrim em hidrogel
ocorreu trés antes da inoculacdo. Médias seguidas pela mesma letra
dentro de cada tempo nao diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%
de probabilidade. ns: ndo significativo.

Como ocorreu na peroxidase, no trabalho de Formentini (2012) também
houve resposta para a PFO apds a aplicacdo do extrato de alecrim, porém o
autor testou em seu trabalho cultivares suscetiveis e resistentes a M. incognita,
onde a resposta da cultivar resistente foi mais pronunciada, o que foi atribuido
aos niveis constitutivos da enzima encontrados em plantas de gendétipo
resistente. Isso € o contrario do que foi relatado no trabalho de Kuhn (2007),
onde os indutores, tanto abiotico (acibenzolar-S-metil), quanto bidtico (B. cereus)
nao mostraram alteracdo na acdo da PFO em feijoeiro, ou seja, essa rota ndo
sofreu alteracéo pela acéo dos indutores.

Ja Viecelli et al. (2009) encontraram alteracdo de concentracdo para
polifenoloxidase apos tratamento com Pycnoporus sanguineus, onde a atividade
enzimatica também se concentrou nos primeiros dias apdés a aplicagdo do
tratamento indutor. Essa concentracao inicial é explicada pela acdo dessa
enzima contra fitopatdégenos, a qual ocorre logo apds a penetragdo, quando a
enzima € liberada dos tilacéides, apds a ruptura da célula pelo processo de

penetracdo do patdgeno, quando ocorre a oxidagdo dos compostos fendlicos
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gue também sdao liberados dos vacuolos, produzindo quinonas que possuem
acao antimicrobiana (LIU et al., 2005; TAIZ; ZEIGER, 2004).

Segundo Portz et al. (2011), a atividade das enzimas, hora alta, hora
baixa, € explicada como a resposta que a planta ocasiona em funcdo do
processo infeccioso, ou seja, quando a mesma julga necessario, aumenta 0s
niveis dessas proteinas, porém, afim de poupar energia, em outros momentos a
sua producéao € diminuida. Este fato reforca a ideia de que houve a inducao de
resisténcia através da aplicacdo do formulado alecrim em hidrogel no

patossistema estudado.
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5 CONCLUSOES

Conclui-se gue ha o efeito de toxicidade direta do extrato de alecrim sobre
juvenis de segundo estagio de M. incognita, chegando a mortalidade de 100%
mesmo em doses baixas.

O formulado alecrim em hidrogel foi eficiente para o controle de M.
incognita havendo uma reducéo proporcional ao aumento da dose em todas as
variaveis testadas.

Devido a atividade encontrada nas enzimas peroxidase e polifenoloxidase
nas avaliacdes realizadas durante o periodo, € possivel concluir que a aplicacdo
do formulado alecrim em hidrogel tenha ativado mecanismos de defesa vegetal
no tomateiro contra a infec¢cdo de M. incognita.
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