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RESUMO

GONDIM, JOAO PEDRO ELIAS. Instituto Federal de Educacdo, Ciéncia e Tecnologia
Goiano - Campus Morrinhos, fevereiro de 2019. Efeito de terpenos purificados de
Euphorbia sp. sobre Meloidogyne javanica. Orientador: Dr. Rodrigo Vieira da Silva.
Coorientadora: Dr?. Dalila Séni Buonicontro.

Os fitonematoides causam grandes prejuizos a agricultura mundial, com destaque para o
género Meloidogyne, conhecido como nematoides-de-galhas-radiculares, considerado o
mais importante do mundo. A busca por préaticas sustentaveis de manejo tem se
intensificado pela crescente preocupacdo da sociedade por medidas que conservem o
meio ambiente e tragam seguranca alimentar. Uma medida de controle promissora é a
utilizacdo de nematicidas botanicos. Desse modo, objetivou-se avaliar a atividade
nematicida de terpenos purificados de Euphorbia sp. sobre Meloidogyne javanica. Os
ensaios consistiram em avaliar os efeitos in vitro desses compostos sobre a mortalidade
e eclosdo de juvenis de segundo estadio (J2) de M. javanica. Para avaliar o efeito sobre
a mortalidade, os testes foram divididos em duas etapas. Inicialmente, os J2 foram
tratados com os diferentes compostos na concentracdo inicial de 25 pg mLt e a
porcentagem de J2 mortos foi quantificada apds 24, 48 e 72 h de incubacdo. Apds, a
concentracdo inicial de cada composto foi diluida e analisadas as concentracdes 1,75;
3,5; 6,5; 12,5 e 25 pg mL’. Essas diferentes concentracdes foram avaliadas sobre J2 de
M. javanica a fim de ajustar um modelo de regressdo para determinar as concentraces
letais que matassem 50 % (CLsg) e 95 % (CLgs) da populagdo em 24 h. J& para os testes
de eclosdo, os ovos de M. javanica foram tratados com a CLgs de cada composto. Foi
quantificado o numero de J2 eclodidos diariamente por onze dias. Os tratamentos

controle utilizados foram &gua destilada e solucdo aquosa de tween 5 % (controles

xi



negativos) e 17,5 mg mL? de carbofuran (controle positivo). Foram utilizadas placas de
fundo chato de 96 pocos, cada poco representando uma unidade experimental. Nos dois
ensaios, utilizou-se o delineamento inteiramente casualizado com cinco repeticbes. No
teste de mortalidade, todos os compostos apresentaram atividade nematicida com mais
de 95 % de mortalidade ap6s 24 h de incubagdo. Todos os compostos tiveram efeito na
supressao da eclosdo de J2, com taxas de reducdo de 70,1 a 96,1 % em comparacdo ao
controle tween 5 %. Assim, conclui-se que os terpenos de Euphorbia sp. tém acgdo
toxica sobre M. javanica, apresentando potencial de seu uso para controle deste

nematoide.

PALAVRAS-CHAVE: controle, nematicidas  botanicos,  nematoides-de-galhas-

radiculares.
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ABSTRACT

GONDIM, JOAO PEDRO ELIAS. Instituto Federal de Educacdo, Ciéncia e Tecnologia
Goiano (Goiano Federal Institute of Education, Science, and Technology), Morrinhos
Campus. February 2019. Purified terpenes effect from Euphorbia sp. against
Meloidogyne javanica. Advisor: Dr. Silva, Rodrigo Vieira da. Co-advisor: Drd.
Buonicontro, Dalila Séni.

Plant-parasitic nematodes cause great damage to world agriculture, especially
Meloidogyne genus, known as root-knot nematodes, considered the most important in
the world. The management sustainable practices search has intensified due to growing
concern by society for measures that preserve the environment and bring food secure.
Using botanical nematicides is a control promising measure. Thus, this study aimed to
evaluate the nematicidal activity of terpenes purified from Euphorbia sp. against
Meloidogyne javanica. The experiments consisted of evaluating effects of these
compounds on mortality and hatch of second-stage juveniles (J2) of M. javanica in
vitro. The tests were separated in two stages to evaluate the effect on mortality. Initially,
the J2 were treated with the different compounds in the initial concentration of 25 g
mL?, and the percentage of dead J2 was accounted for after 24, 48, and 72 h of
incubation. Then, the initial concentration of each compound was diluted and the
following 1.75, 3.5, 6.5, 12.5, and 25 pg mL* concentrations were analyzed. These
different concentrations were evaluated on J2 of M. javanica to align a regression model
to define the lethal concentrations that killed 50 % (LCso) and 95 % (LCgs) of the
populations in 24 h. For hatch tests, M. javanica eggs were treated with the LCgs of each
compound. The number of J2 hatched was daily accounted for eleven days. The control

treatments used were distilled water and aqueous solution of tween 5 % (negative
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controls), and 17.5 mg mL™ of carbofuran (positive control). Flat bottom plates from 96
wells were used, and each well represented an experimental unit. A completely
randomized design with five replicates was used in both experiments. All compounds
showed nematicidal activity in the mortality test with more than 95 % mortality after 24
h of incubation. All compounds had an effect on J2 hatching suppression, with
reduction rates of 70.1 to 96.1 % as compared to the 5 % tween control. Therefore, it is
concluded that the Euphorbia sp. terpenes have a toxic action on M. javanica, showing

potential of its use for nematode control.

KEYWORDS: botanical nematicides, control, root-knot nematodes.
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1. INTRODUCAO GERAL

A olericultura constitui um dos pilares do agronegécio do pais, com producéo,
predominantemente, pelo sistema convencional, mas com crescimento para os cultivos
protegidos e organicos. As hortalicas constituem um grupo diversificado de plantas que
podem ser cultivadas de forma temporaria. A producdo estd concentrada em pequenas
propriedades de ambito familiar e permite a obtencdo de altos rendimentos por hectare
cultivado em relacdo a outras culturas. Todavia, a olericultura caracteriza-se pelos altos
riscos enfrentados, principalmente em funcdo de problemas fitossanitarios,
potencializados pela maior sensibilidade das hortalicas as condi¢fes climaticas adversas
(CNA, 2017; MELLO & VILELA, 2007).

Assim, entre 0s principais problemas envolvendo a sanidade das hortalicas,
podem ser citados os de natureza biotica, capazes de desencadear diversas doencas. Um
dos grupos de patdgenos mais danosos a esse grupo de plantas sdo os fitonematoides,
que causam danos e prejuizos as hortalicas, afetando sua qualidade e sua produtividade
(ROSA et al.,, 2013).

Medidas de controle podem ser adotadas para diminuir a populacdo de
fitonematoides na &area de cultivo, a exemplo do uso de variedades resistentes, da
rotacdo de culturas, do cultivo de plantas antagonistas, do controle bioldgico e quimico.
Entretanto, a associacdo de varias medidas é crucial para 0 sucesso no manejo
sustentdvel de fitonematoides. Um crescente esforco da comunidade cientifica tem sido
empreendido na busca por novas alternativas de controle que, possam atender as
demandas dos diversos setores agricolas e os anseios da sociedade por uma agricultura
sustentavel. Nessa linha, tem-se a prospeccdo de nematicidas botanicos, por serem
menos restritos as culturas e, em teoria, apresentar menor toxicidade, com custo
acessivel ao agricultor (FERRAZ & BROWN, 2016; SALGADO & BORGES, 2008).



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Panorama da olericultura

A olericultura brasileira tem destaque por contemplar inlmeras espécies de
plantas, atendendo praticamente a todos o0s nichos do mercado consumidor. As
hortalicas sdo os produtos que mais geram lucratividade por unidade de area cultivada
em comparagdo com grandes culturas agricolas como soja, milho, cana-de-agucar e
café. Sua producdo ocupa uma area de, aproximadamente, dois milhfes de hectares,
com destaque para a mandioca, que, sozinha, ocupa um milhdo e trezentos mil hectares
desse total. O wvolume de producdo ultrapassa 40 milhdes de toneladas e, se
considerarmos em nivel de propriedade rural, atacado e varejo, a olericultura
movimenta mais de 50 bilhGes de reais e emprega cerca de 10 milhdes de pessoas de
forma direta. O sistema de cultivo de hortalicas divide-se em campo aberto e ambiente
protegido, utilizando o formato convencional, hidropbnico ou organico, com
predomindncia em pequenas propriedades rurais de ambito familiar (CARVALHO et
al., 2016; IBGE, 2017).

No Estado de Goiés, a olericultura € um importante setor para 0 agronegdcio
goiano e brasileiro. Em 2017, as hortalicas ficaram em primeiro lugar em quantidade de
oferta de produtos na Ceasa-GO (Centrais de Abastecimento de Goias S/A), totalizando
516,4 mil toneladas, 54,7 % da oferta total. Apenas as hortalicas movimentaram 850
milhdes de reais, 40,7 % do montante de capital movimentado. O tomate foi 0 produto
mais comercializado, com 106,8 mil toneladas, 11,4 % da oferta total, com giro
financeiro de 199 milhdes de reais. A batata ocupou o segundo lugar, com 104,4 mil
toneladas, 11,1 % do total ofertado, e movimentacdo de 126,6 milhdes de reais. Goias
teve uma participacdo no grupo das hortalicas de 356,8 mil toneladas, ou seja, 69,4 %
do ofertado veio do préprio Estado (CEASA-GO, 2017).



Os principais fatores que ocasionam reducdo na producdo das hortalicas estéo
relacionados com questfes climaticas (cultivo a campo), tratos culturais, pos-colheita e
de natureza fitossanitiria. Este Ultimo fator merece atencdo especial, pois pode causar
danos e prejuizos irreparaveis, a depender da espécie cultivada e da praga/patdgeno
presente na &rea de producdo. Assim, merecem destaque 0s prejuizos causados pelos
fitonematoides, que reduzem o desenvolvimento da planta e causam queda na
produtividade, qualidade e no aspecto visual em algumas hortalicas. Os fitonematoides
podem ainda inviabilizar o cultivo, em alguns casos, levando ao abandono da atividade
em razdo da alta infestacdo da area de plantio (PINHEIRO, 2017).

2.2 Nematoides e sua importancia para a agricultura

Os nematoides sdo animais invertebrados de corpo mole, com formato
cilindrico e coloracdo quase transparente, que se alimentam por succdo, movem-se
como serpentes e, de modo geral, escapam a nossa percepcdo pelo seu tamanho
microscopico. A palavra nematoide tem origem no idioma grego e significa “‘verme em
forma de fio”, isso porque, em pelo menos uma fase da vida, todos os nematoides tém o
corpo fino e alongado, em forma de linha. Pertencem ao filo Nematoda e sdo
encontrados nos mais diversos ambientes naturais, desde que haja umidade e carbono
organico para sua sobrevivéncia (CARES, 2013).

Em funcdo de habitos alimentares, os nematoides podem ser divididos em trés
grupos: de vida livre, parasitas de animais ou zooparasitas e 0s parasitas de plantas ou
fitoparasitas, ou ainda fitonematoides. Os nematoides de vida livre medem de 0,2 a 1,5
mm, com algumas espécies podendo atingir até 3,0 mm, alimentam-se apenas de
organismos  microscopicos como algas, bactérias, fungos e outros animais
invertebrados, inclusive nematoides. Os zooparasitas medem de milimetros a metros e
utilizam animais vertebrados e invertebrados como hospedeiros, estabelecendo-se, de
forma definitiva ou temporaria, em 6rgdos de seus sistemas. Por fim, os nematoides
parasitas de plantas somam 15 % das espécies descritas (4100) dentro do filo Nematoda.
Estes medem, em média, de 0,2 a 3,0 mm de comprimento, e seu alvo preferencial de
parasitismo sdo as raizes das plantas. Contudo, podem também atacar bulbos,
tubérculos, rizomas, caule, folhas, flores, frutos e sementes (FERRAZ & BROWN,
2016).



O reconhecimento da importancia do papel dos fitonematoides como fator
limitante a producdo agricola teve inicio no Gltimo século, a partir das décadas de 1930
e 1940, em razdo, principalmente, da expansdo das areas de cultivo e do aumento da
demanda por alimentos, impulsionados ap6s a Segunda Guerra Mundial (LOPES &
FERRAZ, 2016). Desde entdo, os fitonematoides vém causando perdas nas principais
culturas de importancia econbmica ou de subsisténcia em todos os continentes. Em
nivel mundial, uma das poucas estimativas de perdas disponiveis foi publicada no final
da década de 1980. Considerando os valores da época e projecfes monetarias mais
recentes, 0s prejuizos anuais sdo de US$ 78 - 125 bilhGes, com perdas estimadas em
12,3 % da producdo agricola em todo o mundo (McCARTER, 2009; RAVICHANDRA,
2014; SASSER & FRECKMAN, 1987).

Recentemente, foi feito um levantamento mundial com a participacdo de 225
nematologistas, relacionando os 10 fitonematoides mais importantes para a agricultura,
resultando, em ordem decrescente: Meloidogyne - Heterodera e Globodera -
Pratylenchus - Radopholus similis - Ditylenchus dipsaci - Bursaphelenchus xylophillus
- Rotylenchulus reniformis - Xiphinema index - Nacobbus aberrans - Aphelenchoides
besseyi (JONES etal., 2013).

Apesar de raros o0s trabalhos estimando as perdas causadas pelos
fitonematoides na agricultura brasileira, Machado (2014) ressalta os varios problemas
nematoldgicos vivenciados no Brasil, relacionando-os ao sistema agricola amplamente
adotado no pais, com intenso uso da terra e uma sucessao de culturas suscetiveis aos
nematoides. Frequentemente, surgem espécies emergentes, associadas a altas perdas,
que podem chegar a dados alarmantes de R$ 35 bilnGes de reais por ano, por néo se dar
a devida importancia a estes patdgenos (MACHADO, 2015). Em 2016, o Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA), por meio de portaria no Diario Oficial
da Unido, listou algumas espécies de pragas entre as principais ameagas fitossanitarias a
agricultura brasileira, com priorizacdo dos processos de registros de produtos para
controle, estando incluidas as espécies de fitonematoides Meloidogyne javanica, M.
incognita, Heterodera glycines e Pratylenchus brachyurus para a cultura da soja
(BRASIL, 2016).

Em hortalicas, a importancia dos fitonematoides é de abrangéncia mundial, e
0s danos causados sdo altamente expressivos, principalmente em regides tropicais. No
Brasil, as perdas podem variar de 12 a 100 %. As principais ocorréncias sao de
Meloidogyne spp. em alface, batata-doce, beterraba, cebola, cenoura, cucurbitaceas
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(abdboras, meldo, melancia, morangas e pepino), solanaceas (batata, berinjela, jilo,
pimenta, pimentdo e tomate) e mandioquinha-salsa; Pratylenchus spp. em batata,
inhame e mandioquinha-salsa; Rotylenchulus reniformis em coentro e meldo;
Ditylenchus dipsaci em alho; Scutellonema bradys em cara, inhame e mandioquinha-
salsa; e Helicotylenchus dihystera em cenoura (OLIVEIRA, 2016; PINHEIRO, 2017).

2.3 Nematoides-de-galhas-radiculares — Meloidogyne spp.

O @énero Meloidogyne spp., chamado nematoides-de-galhas-radiculares, ou
“root-knot nematodes” em ingles, ¢ o grupo de fitonematoides mais agressivo,
prejudicial e economicamente importante para a agricultura no Brasil e no mundo, pois
infecta praticamente todos os tipos de culturas agricolas (CARNEIRO et al., 2016).

O ¢énero foi proposto por Emilio Goeldi em 1887, ao publicar em seu relatorio
técnico-cientifico uma nova espécie de nematoide, M. exigua, encontrada parasitando
cafeeiros na entdo Provincia do Rio de Janeiro (FERRAZ & BROWN, 2016). A partir
dessa data, mais de 100 espécies do género ja foram descritas no mundo (HUNT &
HANDOO, 2009), e as que causam danos severos em hortalicas no Brasil, com perdas
de até 100 % da producdo, sdo M. incognita, M. javanica, M. arenaria, M. hapla, M.
ethiopica e M. enterolobii (PINHEIRO, 2017).

As espécies de Meloidogyne apresentam alta variabilidade genética pelo
nimero de espécies identificadas, diversidade citogenética, modo de reproducdo
(anfimixia e partenogénese) e pela ampla gama de hospedeiros (CARNEIRO et al.,
2016; TRUDGILL & BLOK, 2001).

Sdo parasitas obrigatérios de raizes e de caules subterraneos e apresentam
metabolismo ativo durante todo o ano em regides de temperaturas mais gquentes e solos
Umidos, porém ha espécies adaptadas a regides de climas mais frios. A forma de vida
movel no solo capaz de infectar as raizes é o juvenil de segundo estadio (J2), ou estadio
infectivo. Ao penetrarem nas raizes, 0s J2 movimentam-se para as regides proximas aos
vasos condutores, induzem a formacdo de células especializadas de alimentacdo e se
tornam sedentarios. Ali, passam por sucessivas ecdises, que é a troca da cuticula externa
(28, 3% e 4?), até chegarem a fase adulta. Também ocorre o alargamento progressivo do
corpo do juvenil durante as ecdises. Ao atingirem a fase adulta, as fémeas permanecem
em seu sitio de alimentacdo, assumindo um formato piriforme, e 0s machos reassumem

o formato filiforme, saindo das raizes em direcdo ao solo (FERRAZ, 2018).



O engrossamento das raizes denominado “galha” ¢ devido a hiperplasia celular,
uma multiplicacdo desordenada de celulas adjacentes ao sitio de alimentacdo do
nematoide. Contudo, esse sintoma ndo é essencial para o parasitsmo de espécies de
Meloidogyne em suas plantas hospedeiras. Posteriormente, a fémea deposita seus ovos
em uma matriz gelatinosa, que pode ser interna ou externa. Sao formadas em meio ao
parénquima cortical ou sobre a superficie das raizes, que conttm em média de 500 a
1000 ovos protegidos pela camada gelatinosa que evita a dessecagdo e protege contra o
ataque de microrganismos. Ainda dentro do ovo ocorre a formacdo do juvenil de
primeiro estadio (J1), que ali sofre a 1* ecdise, originando o J2, que abandona o0 ovo e
passa a migrar no solo a procura da raiz de um hospedeiro favoravel. O ciclo de vida
varia de 21 a 45 dias, dependendo das condicbes do ambiente, da planta hospedeira e da
espécie de Meloidogyne (FERRAZ, 2018; OLIVEIRA & ROSA, 2018; PINHEIRO,
2017).

O ovo € um estadio de Meloidogyne que pode entrar em dorméncia em
condi¢des desfavoraveis, como solo seco e auséncia de hospedeiro. Entretanto, este
fitonematoide tem uma ampla gama de plantas hospedeiras, podendo sobreviver em
plantas invasoras durante a entressafra. De modo geral, os sintomas causados por estes
patdgenos sdo observados no campo em éareas localizadas, de maior ou menor extensao,
denominadas manchas ou ‘“reboleras”, em que se concentram plantas com
desenvolvimento reduzido, murcha nas horas mais quentes do dia, declinio, queda de
folhas e sintomas de deficiéncia nutricional, e até mesmo morte prematura. As formas
de dispersdo sdo por meio da movimentacdo do solo por méquinas, agua e implementos
agricolas contaminados, alkm do proprio homem, animais e material de plantio
infectado (FERRAZ & BROWN, 2016; OLIVEIRA & ROSA, 2018).

A espécie Meloidogyne javanica tem ampla distribuicdo mundial, considerada
a segunda mais importante do género (CARNEIRO et al, 2016). Ocorre
predominantemente em regibes com estacdes secas bem caracteristicas (EISENBACK
& TRIANTAPHYLLOU, 1991), como as apresentadas no Cerrado brasileiro. Em
levantamento realizado em plantas nativas na regido do Cerrado, Silva et al. (2014)
detectaram predominancia de M. javanica em 75,7 % das amostras. No Brasil, M.
javanica sempre foi a espécie do género de maior ocorréncia nas areas de cultivo com
culturas hospedeiras (CASTRO et al., 2003; COFCEWICZ et al., 2004).



2.4 Principais estratégias de controle de fitonematoides em hortali¢as

Na agricultura do terceiro milénio, a utilizacdo combinada de varias medidas
de controle tem sido comumente priorizada, o chamado manejo integrado de
fitonematoides. A correta identificacdo da(s) espécie(s) na area de cultivo sob ataque é
essencial na elaboracdo do programa de manejo, pois possibilita a adocdo de praticas

mais eficientes no controle dos fitonematoides (FERRAZ, 2018).

2.4.1 Prevencao

A prevencdo é a estratégia de controle de fitonematoides mais eficiente, posto
que, uma vez introduzidos na area, sua erradicacdo € praticamente impossivel.  Assim,
as medidas usuais de controle tém a finalidade apenas de manter a densidade
populacional destes patdgenos em niveis baixos o suficiente para gque ndo causem
perdas econdmicas (PINHEIRO, 2017).

No manejo de fitonematoides, algumas medidas preventivas podem ser citadas,
a saber: limpeza de equipamentos (ferramentas, implementos agricolas, maquinarios,
sapatos etc.), uso de material de plantio isento de patdgenos (mudas, sementes,
tubérculos etc.) e quarentena (agcdes utilizadas para a exclusdo de organismos
indesejaveis) (CHARCHAR, 1999; FERRAZ et al., 2010; MARINHO et al., 2003).

2.4.2 Eliminacdo de restos culturais

A eliminacdo de restos culturais € uma medida de controle importante para
fitonematoides, visto ficarem alojados nos restos de raizes/tubérculos/bulbos nas areas
de plantio. Assim, fazem-se necessarios o revolvimento do solo e a exposicdo ao sol,
ocorrendo a morte dos nematoides por calor e dessecacdo. Podem ser feitas também a
remocao, a amontoa e a destruicdo desses restos culturais.

Esta medida de controle também se aplica a plantas invasoras, que devem ser
eliminadas manualmente ou pela aplicacdo de herbicidas, impedindo o aumento e a
manutencdo da populacdo de fitonematoides nas areas de cultivo, visto muitas dessas
plantas serem boas hospedeiras de nematoides-de-galhas-radiculares (CHARCHAR,
1999; FERRAZ etal., 2010; PINHEIRO, 2017).



2.4.3 Solarizacéo e biofumigacéo

A solarizacdo tem sido ainda empregada em &reas com altas populacbes de
fitonematoides, principalmente em regibes de clima quente e intensa radiacdo solar
(KATAN et al., 1981). E uma préatica que consiste em cobrir o solo com uma camada de
plastico de polietileno transparente, permitindo a entrada de raios solares que aquecem o
solo nas camadas superficiais, com efeitos positivos sobre a reducdo da populagdo de
fitonematoides por um periodo de 3 a 8 semanas. Durante a solarizacdo, a temperatura
pode chegar a 54 °C nas camadas mais superficiais e a 50 °C até aos 30 cm de
profundidade (PINHEIRO, 2017). A solarizacdo do solo foi capaz de diminuir em 99 %
a incidéncia de Meloidogyne spp. em area com tomateiro (EDDAOUDI & AMMANTI,
1995), em 86 % em cultivo de cenoura (STAPLETON et al,, 1985), em 82,7 % em
cultivo de quiabo (BETTIOL et al, 1996) e em 35 % em cultivo de pepino
(ESFAHANI, 2008).

A biofumigacdo consiste na integragdo da solarizagdo com a incorporacdo de
matéria organica, de origem animal ou vegetal. A mais comumente utilizada é a de
origem vegetal, principalmente com espécies da familia brassicaceae, que liberam, em
sua decomposicdo, compostos como isotiocianato, que apresenta acdo nematicida.
Assim, a integracdo dessas medidas de controle potencializa a agdo sobre o0s
fitonematoides em éareas altamente infestadas (BAPTISTA et al,, 2006; NEVES et al.,
2008).

2.4.4 Uso de plantas antagonistas

O uso de plantas antagonistas € uma pratica de sucesso para a reducdo de altos
niveis populacionais de fitonematoides. As plantas afetam negativamente sua
populacdo, seja por serem hospedeiras desfavoraveis (hd penetracdo, mas poucos se
desenvolvem), seja pela producdo de compostos tdxicos, que atuam no interior da planta
ou sdo liberados no meio externo (FERRAZ etal., 2010).

As plantas antagonistas mais utilizadas no manejo em areas de cultivo de
hortalicas séo: cravo-de-defunto (Tagetes patula, T. minuta e T. erecta), crotalarias
(Crotalaria spectabilis e C. juncea) e mucuna-preta (Mucuna aterrima), esta Ultima
com provada eficiéncia no controle de Meloidogyne incognita. As crotalarias e mucunas
podem ainda ser utilizadas como cultura de cobertura ou incorporadas ao solo na forma
de adubo verde (PINHEIRO, 2017).



2.4.5 Rotacdo de culturas

A rotacdo de culturas com plantas ndo hospedeiras € uma pratica importante e
efetiva na diminuicdo da populacdo de fitonematoides em areas infestadas. A rotacao,
quando bem planejada, além da acdo sobre os fitonematoides, também pode trazer
estabilizacdo ou aumento da produtividade, melhoria das condigcdes fisicas, quimicas e
biologicas do solo, melhor aproveitamento dos nutrientes, controle de pragas, de plantas
invasoras, da erosdo, entre outros beneficios (FERRAZ et al., 2010).

As espécies sorgo (Sorghum bicolor), milho (Zea mays), milheto (Pennisetum
glaucum), mamona (Ricinus communis), crotalarias (Crotalaria spp.), cravo-de-defunto
(Tagetes patula) e bréssicas sdo as mais empregadas em rotacdo com hortalicas
(PINHEIRO, 2017). Entretanto, o manejo de populacdes mistas de Meloidogyne em
hortalicas é bastante complexo. Charchar et al. (2007) relataram que o cultivo de
Crotalaria spectabilis, C. juncea, Mucuna pruriens, Brassica nigrum ou Zea mays por
120 dias ndo foi suficiente para viabilizar a producdo de cenoura em solo infestado com

M. incognita, raca 1, e M. javanica.

2.4.6 Suplementacdo do solo com matéria organica

A utilizacdo de matéria organica € uma pratica antiga na agricultura e comum
em sistemas de subsisténcia. Sua incorporacdo favorece as propriedades fisicas do solo,
a introducdo ou o incremento de microrganismos benéficos, inclusive inimigos naturais
dos fitonematoides, a liberacdo de substancias toxicas como amonia e &cidos organicos
liberados durante a decomposicdo e o aumento da tolerancia das plantas ao ataque de
patdgenos (CHITWOOD, 2002).

As principais fontes organicas utilizadas no manejo de fitonematoides séo:
tortas de sementes de oleaginosas (algoddo, amendoim, gergelim, mamona, mostarda,
nim, soja etc.); biomassa vegetal (alfafa, bréssicas, cravo-de-defunto, crotalarias,
mucunas, folhas de nim etc.); residuos da agroindistria (casca de amendoim,
manipueira, palha de arroz e café, sementes de mamdo, torta de filtro, vinhaca etc.);
residuos de animais (esterco bovino e de frango, farinha de 0ssos, rejeitos da limpeza de
peixes etc.); e residuos de lixo urbano (compostos organicos e lodo de esgoto)
(FERRAZ etal.,, 2010; OKA, 2010).



2.4.7 Resisténcia genética

A resisténcia genética de plantas a fitonematoides é considerada uma medida
eficiente e econbmica para evitar perdas causadas por estes patdgenos (SHUKLA et al.,
2016). A utilizacdo de cultivares de hortalicas resistentes diminui 0 uso de nematicidas,
que apresentam custo relativamente elevado e alta toxicidade. Espécies selvagens tém
sido importantes fontes de resisténcia a fitonematoides, como no programa de
melhoramento do tomateiro, em que o gene Mi, relatado hd mais de 70 anos, foi
identificado em um acesso selvagem (Solanum peruvianum) (WATTS, 1947). A
proteina codificada desse gene confere resisténcia a Meloidogyne incognita, M.
javanica e M. arenaria, porém com ineficiéncia em temperaturas elevadas do solo
(AMMATI et al, 1986). Vale salientar que, apesar da existéncia de cultivares
comerciais de tomateiro com resisténcia ao nematoide-de-galhas-radiculares, essa
resisténcia é limitada somente a trés espécies. Entretanto, existe a potencial emergéncia
de bibtipos virulentos, ja relatados em alguns paises em decorréncia do uso continuo de
cultivar resistente em uma mesma area de producdo (SEID et al., 2015).

Ademais, pesquisas com melhoramento genético de hortalicas visando a
resisténcia a fitonematoides sdo diversificadas, e muitos pesquisadores preveem boas
perspectivas para os proximos anos (PINHEIRO, 2017). Em relacdo as cucurbitaceas,
resultados no Brasil demonstraram a resisténcia dos genotipos de abdbora Goianinha e
Minipaulista, do meldo redondo amarelo e da melancia Charleston Gray a M. incognita
(FRANCO et al, 2008). Para a cenoura, as cultivares Brasilia e BRS Planalto
apresentam elevada tolerdncia a M. incognita e M. javanica (PINHEIRO, 2017).

Ja 0s grupos de pimenta e pimentdes (Capsicum spp.) sdo alvo de pesquisas
visando a resisténcia aos nematoides-de-galhas-radiculares desde 1956 (AGUIAR et al.,
2014; GISBERT et al, 2013; HARE, 1956). No mercado, estdo disponiveis algumas
cultivares de pimentdes resistentes principalmente a M. javanica e M. incognita. Em
relacdo a batata-doce, Charchar & Ritschel (2004) classificaram a cultivar comercial
Brazlandia Roxa como resistente a Meloidogyne spp., e Massaroto et al. (2008), como
resistente a M. incognita, raga 1.

Para a cultura da batata, apesar da sua importancia econbémica e social para o
mundo, ainda ndo foram identificados genes de resisténcia aos principais fitonematoides
que atacam a cultura, todavia diversos trabalhos estdo sendo desenvolvidos para

solucionar tal questdo. No Brasil, Charchar & Moita (1996) selecionaram seis cultivares
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com resisténcia moderada a M. incognita, raca 1, com destaque para a cultivar Achat,
que também apresentou resisténcia moderada a M. javanica (CHARCHAR & MOITA,
2001). Atualmente, genes de resisténcia para M. arenaria M. incognita e M. javanica
foram identificados na espécie silvestre Solanum sparsipilum e outras do género, no
Centro Internacional de La Papa - Peru, materiais que estdo sendo utilizados em
programas de melhoramento na Franca e em outros paises, com futuras perspectivas de
lancamento de cultivares resistentes (PINHEIRO, 2017).

2.4.8 Controle biolégico

O controle biologico é a acdo de microrganismos na manutencdo das
populacbes de fitonematoides a niveis inferiores do que ocorreria na sua auséncia, por
meio de mecanismos de competicdo, parasitismo, predacdo e producdo de compostos
toxicos (MOOSAVI & ZARE, 2012).

Os fungos sdo os inimigos naturais dos fitonematoides mais pesquisados,
principalmente as espécies Pochonia chlamydosporia e Purpureocillium lilacinum
(parasitas de ovos e fémeas); Arthrobotrys spp. e Monacrosporium spp. (predadores); e
espécies de Aspergillus, Fusarium, Myrothecium, Penicillium, Pleurotus e Trichoderma
(produtores de metabolitos toxicos). Além dos fungos, as bactérias também sdo
eficientes agentes de biocontrole de fitonematoides, principalmente Pasteuria spp.
(endoparasita), e rizobactérias dos géneros Bacillus e Pseudomonas (ABD-ELGAWAD,
2016; FREITAS et al.,, 2010).

Atualmente no Brasil, hd 22 registros de nematicidas microbiolégicos no
MAPA (Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento), sendo que 18 estdo
disponiveis para o uso em hortalicas. Esses nematicidas sdo & base de especies de
Bacillus, Purpureocillium lilacinum, Pochonia chlamydosporia e Trichoderma
harzianum (BRASIL, 2019a).

2.4.9 Controle quimico

O controle quimico ndo deve ser visto como a mais eficaz e Unica medida na
reducdo da populagdo de fitonematoides. Seu uso pode proporcionar o lixiviamento de
substancias toxicas, que contaminam diversos organismos e lengois freaticos, alem de
apresentar custo relativamente elevado. Apesar de existirem nematicidas quimicos

registrados no MAPA, poucos sdo registrados para uso no cultivo de hortalicas

11



(BRASIL, 2019b). Alguns fatores como a toxicidade e o periodo residual dificuttam o
emprego desses produtos, pois a maioria das hortalicas apresenta ciclo relativamente

curto, principalmente as folhosas, inviabilizando seu uso (PINHEIRO, 2017).

2.5 Compostos botanicos ativos no controle de fitonematoides

As plantas sdo grandes produtoras de metabdlitos secundarios em razdo das
mais diversas reacdes ocorridas em seu metabolismo. Estes compostos desempenham
funcdes fisiologicas nas proprias plantas e também participam de interacdes entre elas e
outros organismos (GARDIANO et al., 2008).

Algumas plantas antagonistas, produtoras de compostos toxicos a nematoides,
sdo bastante estudadas, visando a identificar a série de componentes com propriedades
nematicidas/nematostaticas presentes nessas plantas. Contudo, tal linha de pesquisa
ainda € bastante incipiente. A partir da identificacdo, esses componentes podem ser
testados para comprovagdo da acdo sobre fitonematoides, com possibilidade de
formulagdo para o uso em produtos a base de extratos botanicos. Esses defensivos
naturais se destacam dos sintéticos por apresentarem vantagens como baixo custo, facil
biodegradacdo das moléculas quimicas presentes, baixa toxicidade e poderem ser
empregados em cultivos agroecologicos. Apresentam ainda grande diversidade de
constituintes quimicos e podem apresentar amplo modo de acdo, além de serem obtidos
de recursos renovaveis (CHITWOOD, 2002; FERRAZ et al., 2010).

Assim, entre as espécies vegetais mais comumente estudadas no preparo de
extratos ou Oleos essenciais com propriedades nematicidas, estdo as mucunas (Mucuna
spp.), cravo-de-defunto (Tagetes spp.), crotalarias (Crotalaria spp.), nim (Azadirachta
indica), mamona (Ricinus communis), brassicas, algumas gramineas, plantas medicinais
e aromaticas (BALDIN et al., 2012; FERRAZ et al., 2010).

2.5.1 Mucunaspp.

O género Mucuna tem mais de 100 espécies ja descritas, e no Brasil, a mais
conhecida é a mucuna-preta (Mucuna pruriens). As sementes de Mucuna spp. tém L-
Dopa (3,4-diidroxifenilalanina), substdncia com atividade nematicida ja comprovada
(BARCELOS, 1997). Na parte aérea de mucuna-preta, compostos como tiacontil-

tetracosanato e 1-triacontanol foram isolados e apresentaram atividade contra M.
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incognita, reduzindo a eclosdo de J2 e o nimero de galhas em ensaios in vitro e em casa
de vegetacdo, respectivamente (NOGUEIRA et al., 1996).

Outras substancias de mucuna como B-sisterol + stigmasterol, nitratos, acidos
graxos, prunetina, L-fenilalanina e L-tirosina foram extraidas e apresentaram atividade
nematicida (BARBOSA et al., 1999; NASCIMENTO, 1999).

2.5.2 Tagetes Spp.

O cravo-de-defunto (Tagetes spp.) compreende mais de 50 espécies diferentes,
das quais somente T. patula, T. erecta, T. luneta e T. tenuifolia sdo cultivadas em todo o
mundo (FERRAZ et al., 2010).

As plantas de cravo-de-defunto sd@o amplamente estudadas quanto a presenca
de compostos com propriedades nematicidas, a exemplo de a-tertienil e alil-
isotiocianato.  Todavia, alguns compostos presentes nas raizes dependem da
fotoativacdo, da acdo da peroxidase ou de outros ativadores para liberar 0 composto
toxico contra os nematoides (BALDIN et al., 2012; CHITWOOD, 2002). Porém,
compostos podem estar presentes em folhas e flores e ndo dependerem da luz, a
exemplo de extratos aquosos obtidos de flores de T. patula, que apresentaram reducéo
de 62,2 % no nimero de galhas, e de 61,5 e 52,8 %, no numero de J2 e ovos de M.

incognita, respectivamente, em tomateiro (FRANZENER et al., 2007).

2.5.3 Crotalaria spp.

Dentro do género Crotalaria, C. juncea é a espécie mais importante e mais
conhecida, pois, além de ser antagonista a fitonematoides, é capaz de fixar nitrogénio
atmosferico, crescer em solos pouco férteis e apresentar tolerancia a deficiéncia de agua
no solo, sendo C. spectabilis a espécie mais estudada no controle de fitonematoides
(FERRAZ et al, 2010). Uma importante substancia contida no exsudato radicular das
crotalarias é o alcaloide monocrotalina (FERRAZ et al, 2010). Fassuliotis & Skucas
(1969) avaliaram a exposicdo de J2 de M. incognita a este composto e encontraram

inibicdo de 100 % quando utilizada a concentracdo de 10 pg mL™.

2.5.4 Azadirachta indica e Ricinus communis

A espécie Azadirachta indica, popularmente conhecida como nim, merece

atencdo por conter compostos que tém propriedades quimicas capazes de afetar mais de
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200 espécies de pragas e patdgenos, incluindo &caros, insetos, bactérias, fungos,
nematoides e alguns virus (FREITAS et al, 2010). Seu efeito contra nematoides é
devido & presenca de substancias quimicas, como azadiractina, nimbina, salalina, entre
outras (CHITWOOD, 2002).

A eficiéncia do nim j& foi comprovada por varios autores, que relataram agéo
nematicida de extratos agquosos e metanolicos desta planta sobre varios fitonematoides,
a exemplo dos géneros Heterodera e Meloidogyne (BALDIN et al., 2012; SILVA et al.,
2008).

A mamona (Ricinus communis) tem, entre seus compostos quimicos, a
substancia ricina, principal composto da planta com alta toxicidade a nematoides,
encontrada em maior concentracdo em torta de sementes (RICH et al., 1989). O uso de
extratos tem apresentado eficiéncia contra M. incognita em hortalicas, a exemplo do
cultivo da cenoura, em que houve reducdo do numero de galhas e ovos provocados pelo
parasitismo deste fitonematoide (BALDIN et al., 2012).

2.5.5 Brassicas e gramineas

As plantas popularmente conhecidas como brassicas tém uma série de
compostos quimicos em sua constituicdo, tais como epinitrilas, glicosinolatos,
isotiocianatos, nitrilas e tiocinatos, todos com atividade nematicida (CHITWOOD,
2002; MAYTON etal., 1996).

Extratos e Oleos essenciais de mostarda (Brassica campestres), couve-flor
(Brassica oleracea) e brocolis (Brassica oleracea) sdo alguns exemplos do emprego de
brassicas no controle de M. javanica (NEVES et al., 2008).

Algumas espécies de gramineas contém em sua composicdo quimica alguns
glicosideos que podem apresentar acdo nematicida, a exemplo de Sorghum bicolor e S.
sudanense, que apresentam em sua composi¢cdo a durrina (CHITWOOD, 2002). A
comprovacdo da presenca desse composto foi descrita por Widmer & Abawi (2000),
que relataram reducdo da eclosdo de J2 de M. hapla em até 55 % em cultivo de alface
utilizando extrato de S. sudanense.

O capim-colchdo (Eragrotis curvula) também apresenta antagonismo contra
fitonematoides, devido ao composto fendlico catecol presente em suas raizes
(SCHEFFER et al, 1962), com eficiéncia relatada por Brito & Ferraz (1987) no
controle de M. javanica. Outra graminea estudada € o capim-limdo (Cymbopogon
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citratus) e seus principais constituintes sdo o citral (mistura dos aldeidos geranial +
neral) e alguns terpenos (mirceno e geraniol), ambos com propriedades nematicidas
(NEGRELLE & GOMES, 2007).

Ademais, testes de extratos de raizes de capim-pangola (Digitaria decumbens)
tiveram acdo deletéria sobre J2 de M. javanica, M. hapla e M. arenaria (HAROON &
SMART, 1983a-c), além de extratos de raizes de Panicum maximum e folhas de
Brachiaria decumbens eficientes no controle de Heterodera glycines e M. javanica
(DIAS-ARIEIRA etal., 2003).

2.5.6 Medicinais e aromaticas

As plantas medicinais e aromaticas sdo bastante estudadas no controle de
nematoides por terem componentes tdxicos, principalmente nos Oleos essenciais, tais
como acidos graxos, alcaloides, esteroides, flavonoides, glicosideos, isotiocianatos,
saponinas, taninos e outros compostos (CHITWOOD, 2002).

Assim, extratos e 6leos essenciais de bulbilhos de alho (Allium sativum), casca
de dliricidia (Gliricidia sepium), folhas de horteld (Mentha piperita), folhas de
mandioca (Manihot esculenta), sementes e folhas de mamoeiro (Carica papaya),
acafrdo-da-terra (Curcuma longa), amora (Morus nigra), arruda (Ruta graveolens),
cebola  (Allium cepa), eucalipto (Corymbia citriodora), erva-de-santa-maria
(Chenopodium  spp.), fedegoso (Cassia obtusifolia), figueira (Ficus elastica),
manjericdo (Ocimum spp.), orégano (Origanum vulgare), pimenta malagueta (Capsicum
frutescens), quebra-pedra (Phyllanthus amarus), roma (Punica granatum), tomilho
(Thymus vulgaris) e vinca (Catharanthus roseus) sdo relatados como excelentes fontes
potenciais de substadncias com acdo nematicida, atuando principalmente sobre J2 de
Meloidogyne (AMORA et al.,, 2017; CARBONI & MAZZONETTO, 2013; COIMBRA
et al., 2006; FERRAZ et al, 2010; MIORANZA et al, 2016; NEVES et al., 2008;
NEVES etal.,, 2009; MIORANZA et al., 2016; OLABIYI et al., 2008).

Na literatura cientifica, ha relatos ainda da atividade nematicida de outras
dezenas de espécies de plantas sobre o género Meloidogyne, como nos extratos e 6leos
essenciais de artemisia (Artemisia verlotorum), aster (Callistephus chinensis), bardana
(Arctium lappa), botdo de ouro (Unxia suffruticosa), canela (Cinnamomum zeylanicum),
centdurea (Centaurea cyanus), citronela (Cymbopogon nardus), coentro (Coriandrum

sativum), confrei (Symphytum officinale), cosmo (Cosmos bipinnatus), cravo-da-india
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(Eugenia caryophyllata), erva-de-touro (Tridax procumbens), funcho (Foeniculum
vulgare), gervdo (Verbena officinalis), girassol mexicano (Tithonia diversifolia), guiné
(Petiveria alliacea), guandu (Cajanus cajan), losna (Artemisia absinthium), magnolia
(Magnolia officinalis), margarida (Chrysanthemum leucanthemum), meldo-de-Séo-
Caetano (Momordica charantia), mentrasto (Ageratum conyzoides), mulungu
(Erythrina mulungu), pimenta-da-jamaica (Pimenta officinalis), samambaia (Pteridium
aquilinum), segurelha (Satureja hortensis), vedélia (Sphagneticola trilobata) e zinia
(Zinnia peruviana) (CETINTAS & YARBA, 2010; FERREIRA et al, 2013a;
FERREIRA et al, 2013b; GARDIANO et al, 2008; GARDIANO et al, 2011;
MATEUS etal., 2014; NEVES et al., 2010).

2.5.7 Euphorbia spp.

O género botanico Euphorbia abrange mais de 2.000 espécies de plantas, sendo
considerado o maior dentro da familia Euphorbiaceae (HORN et al., 2012). Esse género
tem a regido Indomalaia como centro primario de diversidade e a regido Neotropical
como centro secundario, podendo ser encontrada uma diversidade de espécies em varios
habitats (GOVAERTS et at., 2000).

Muitas espécies de Euphorbia sdo bastante conhecidas por serem ornamentais,
tais como E. pulcherrima (bico-de-papagaio, flor-de-sdo-jodo, poinsétia-natalina), E.
milii (coroa-de-cristo) e E. cotinifolia (caracasana). Outras também sdo conhecidas por
serem plantas invasoras de dificil controle, a exemplo de E. heterophylla (amendoim-
bravo), com distribuicio em regiGes tropicais e subtropicais (BRIGHENTI &
OLIVEIRA, 2011; TAKANO et al., 2013). Sdo encontradas ainda algumas espécies
com propriedades medicinais como E. peplus, E. prostrata, E. thymifolia e E. hirta, que
sd0 produtoras de compostos anticancerigenos, inibidores de tumores, imuno-
estimulantes e anti-inflamatorios (MWINE & VAN DAMME, 2011).

Dentro do género Euphorbia, algumas espécies apresentam efeitos alelopaticos
sobre algumas culturas agricolas como alface, pepino, sorgo e trigo (ABU-ROMMAN
et al, 2010; SILVA et al, 2018). Alguns autores relataram ainda a acdo antifingica
(DHOLE et al, 2011) e anti-helmintica (NALULE et al., 2013) de espécies de
Euphorbia.

Em trabalhos de pesquisas envolvendo fitonematoides, Olabiyi et al. (2008)

relataram eficiéncia de 100 % do extrato etandlico de E. hirta na mortalidade de J2 de
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Meloidogyne incognita em condi¢fes in vitro. Liu et al. (2014) obtiveram 0s mesmos
resultados, porém utilizando a espécie botanica E. fischeriana. Ainda Khun et al. (2015)
mostraram a eficacia in vitro do extrato aquoso de E. heterophylla sobre J2 de M.
incognita, com taxa de mortalidade de 86 %. J& sobre eclosdo de J2 de Meloidogyne
spp., Ononuju & Nzenwa (2011) descreveram inibicdo de até 79 % da eclosdo
utilizando o extrato aquoso de E. hirta. Por fim, em pesquisa avaliando o parasitismo de
M. incognita, raca 3, e M. javanica em plantas invasoras em areas de cultivo de cana-
de-aclcar, Giraldeli et al. (2017) classificaram E. heterophylla como méa hospedeira,
com baixos valores de fator de reproducdo para os respectivos fitonematoides.

Na literatura cientifica, diversos sdo o0s trabalhos encontrados utilizando
extratos e Oleos essenciais de plantas com potencial para controle de nematoides. Seu
uso no controle de fitonematoides é uma alternativa interessante, com valor pratico e
econdmico, substituindo  produtos quimicos convencionais, principalmente  para
pequenos produtores rurais, para cultivos de hortalicas, plantas ornamentais e
medicinais, além do cultivo organico (MOREIRA et al., 2009; FERRAZ, et al., 2010).

Apesar de haver uma vasta lista de plantas produtoras de compostos toxicos a
fitonematoides, muitos desses estudos datam de varios anos e pouco se sabe sobre 0s
compostos nematicidas presentes nessas plantas e menos ainda sobre 0s possiveis
modos de acdo. Vale salientar ainda que geralmente os trabalhos relatados na literatura
investigaram somente a atividade de extratos brutos e pouquissimos avancaram na
busca pela identidade das moléculas responsaveis por tais efeitos toxicos aos
fitonematoides. H4 muitas plantas ainda a serem pesquisadas no Brasil, pois 0 pais tem
uma flora muito rica, e muitas familias botanicas ainda ndo foram sequer estudadas.
Deste modo, novos trabalhos devem se basear na busca por novas plantas com potencial
nematicida/nematostatico, na descoberta e caracterizagdo de novos compostos ativos, na
determinacdo das concentragdes efetivas de uso, seu modo de acdo e definicdo de
formas de aplicacdo (FERRAZ etal., 2010).
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3. CAPITULO |

Efeito de terpenos purificados de Euphorbia sp. sobre Meloidogyne
javanica

(Normas de acordo com a revista Tropical Plant Pathology)

Resumo
Os fitonematoides causam grandes prejuizos a agricultura mundial, com destaque para o

género Meloidogyne, conhecido como nematoides-de-galhas-radiculares, considerado o
mais importante do mundo. A busca por praticas sustentaveis de manejo tem se
intensificado pela crescente preocupacdo da sociedade por medidas que conservem o
meio ambiente e tragam seguranca alimentar. Uma medida de controle promissora é a
utilizacdo de nematicidas botanicos. Desse modo, objetivou-se avaliar a atividade
nematicida de terpenos purificados de Euphorbia sp. sobre Meloidogyne javanica. Os
ensaios consistiram em avaliar os efeitos in vitro desses compostos sobre a mortalidade
e eclosdo de juvenis de segundo estadio (J2) de M. javanica. Para avaliar o efeito sobre
a mortalidade, os testes foram divididos em duas etapas. Inicialmente, os J2 foram
tratados com os diferentes compostos na concentracdo inicial de 25 pg mLt e a
porcentagem de J2 mortos foi quantificada apds 24, 48 e 72 h de incubacdo. Apds, a
concentracdo inicial de cada composto foi diluida e analisadas as concentracfes: 1,75;
3,5; 6,5; 12,5 e 25 pg mL . Essas diferentes concentracdes foram avaliadas sobre J2 de
M. javanica a fim de ajustar um modelo de regressdo para determinar as concentraces
letais que matassem 50 % (CLsg) e 95 % (CLgs) da populagdo em 24 h. Ja para os testes
de eclosdo, os ovos de M. javanica foram tratados com a CLgs de cada composto. Foi
quantificado o numero de J2 eclodidos diariamente por onze dias. Os tratamentos

controle utilizados foram &gua destilada e solucdo aquosa de tween 5 % (controles
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negativos) e 17,5 mg mL? de carbofuran (controle positivo). Foram utilizadas placas de
fundo chato de 96 pocos, cada poco representando uma unidade experimental. Nos dois
ensaios, utilizou-se o delineamento inteiramente casualizado com cinco repeticbes. No
teste de mortalidade, todos os compostos apresentaram atividade nematicida com mais
de 95 % de mortalidade ap6s 24 h de incubagdo. Todos os compostos tiveram efeito na
supressao da eclosdo de J2, com taxas de reducdo de 70,1 a 96,1 % em comparacdo ao
controle tween 5 %. Assim, conclui-se que os terpenos de Euphorbia sp. tém acgdo
toxica sobre M. javanica, apresentando potencial de seu uso para controle deste

nematoide.

Palavras-chave: controle; nematicidas botanicos; nematoides-de-galhas-radiculares.

Abstract
Plant-parasitic nematodes cause great damage to world agriculture, especially
Meloidogyne genus, known as root-knot nematodes, considered the most important in
the world. The management sustainable practices search has intensified due to growing
concern by society for measures that preserve the environment and bring food secure.
Using botanical nematicides is a control promising measure. Thus, this study aimed to
evaluate the nematicidal activity of terpenes purified from Euphorbia sp. against
Meloidogyne javanica. The experiments consisted of evaluating effects of these
compounds on mortality and hatch of second-stage juveniles (J2) of M. javanica in
vitro. The tests were separated in two stages to evaluate the effect on mortality. Initially,
the J2 were treated with the different compounds in the initial concentration of 25 g
mL?, and the percentage of dead J2 was accounted for after 24, 48, and 72 h of
incubation. Then, the initial concentration of each compound was diluted and the
following 1.75, 3.5, 6.5, 12.5, and 25 pg mL™* concentrations were analyzed. These
different concentrations were evaluated on J2 of M. javanica to align a regression model
to define the lethal concentrations that killed 50 % (LCsg) and 95 % (LCgs) of the
populations in 24 h. For hatch tests, M. javanica eggs were treated with the LCgs of each
compound. The number of J2 hatched was daily accounted for eleven days. The control
treatments used were distilled water and aqueous solution of tween 5 % (negative
controls), and 17.5 mg mL™ of carbofuran (positive control). Flat bottom plates from 96
wells were used, and each well represented an experimental unit. A completely
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randomized design with five replicates was used in both experiments. All compounds
showed nematicidal activity in the mortality test with more than 95 % mortality after 24
h of incubation. All compounds had an effect on J2 hatching suppression, with
reduction rates of 70.1 to 96.1 % as compared to the 5 % tween control. Therefore, it is
concluded that the Euphorbia sp. terpenes have a toxic action on M. javanica, showing

potential of its use for nematode control.

Keywords: botanical nematicides; control; root-knot nematodes.

3.1 Introducao

Os fitonematoides sdo patdgenos de grande importancia para as culturas
agricolas ao redor do mundo, causando danos e perdas significativas na producéo, além
de elevar cada vez mais 0s custos para o seu manejo (BELOT & GALBIERI, 2016). A
maioria das espécies de fitonematoides do solo é microscdpica, mas seus efeitos diretos
e indiretos sdo bem significantes. Em termos mundiais, as perdas agricolas anuais
podem ultrapassar os US$ 80 bilhdes ao ano (SHAH & MAHAMOOD, 2017). S6 no
Brasil, as perdas estdo estimadas em R$ 35 bilhdes de reais ao ano (MACHADO, 2015),
causando ainda danos indiretos, como desvalorizacdo da terra, aumento de custo de
producdo e predisposicdo de plantas ao ataque de outros fitopatdgenos oportunistas,
como fungos e bactérias, 0 que potencializa ainda mais essas perdas (LOPES &
FERRAZ, 2016).

Entre os fitonematoides mais importantes e prejudiciais a agricultura mundial,
podem ser citados 0s nematoides-de-galhas-radiculares (Meloidogyne spp.). Esse género
tem maior distribuicdo nas areas de cultivo, sendo capaz de infectar diversas culturas
agricolas e de se reproduzir em ampla variagdo de temperatura do solo (FERRAZ &
BROWN, 2016; PINHEIRO, 2017).

No manejo integrado de fitonematoides, a utilizagdo combinada e integrada de
algumas medidas de controle possibilita a elaboracdo de estratégias mais eficientes na
reducdo da populagdo do patdégeno (FERRAZ, 2018). A prevencdo, muitas vezes
ignorada, ¢ a medida de controle mais eficiente, pois a erradicacdo dos fitonematoides é
quase impossivel quando estabelecidos na area de cultivo. Assim, o uso de material
propagativo, maquinas, implementos e agua isentos de patogenos é fundamental para a
prevencdo (FERRAZ & BROWN, 2016).
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Entre as medidas de controle de fitonematoides mais comumente empregadas
nos cultivos agricolas, podem ser citadas o uso de variedades resistentes, a rotacdo de
culturas, o cultivo de plantas antagonistas, a suplementacdo do solo com matéria
organica e o controle quimico (FERRAZ et al., 2010; PINHEIRO, 2017). A existéncia
de cultivares comerciais com resisténcia a fitonematoides é limitada a algumas poucas
espécies e apresenta potencial emergente a bidtipos virulentos pelo uso continuo de uma
cultivar resistente em uma mesma area de produgdo (SEID et al., 2015). A utilizacdo da
rotacdo de culturas, apesar de eficiente na reducdo da populacdo de fitonematoides, é
dificuttada pela ampla gama de plantas hospedeiras do género Meloidogyne
(PINHEIRO, 2017). O cultivo de plantas antagonistas ndo tem producdo de valor
econdmico, limitando sua aplicacdo pelos agricultores (FERRAZ & BROWN, 2016). Ja
a adicdo de matéria organica ao solo é fundamental para melhorar suas propriedades
fisicas, quimicas e biologicas, porém com reposicdo em maior frequéncia, visto que a
matéria organica sofre maior decomposicdo em solos de clima tropical e em cultivos
intensivos (BARROS, 2013). O controle quimico de fitonematoides é restrito a culturas
agricolas de maior valor econdmico e apresenta custo relativamente alto. Além disso,
proporciona o lixiviamento de substancias toxicas capazes de contaminar diversos
organismos e lencéis freaticos (PINHEIRO, 2017).

Nas Ultimas décadas, a comunidade cientifica tem se dedicado a buscar praticas
agricolas mais sustentveis, que conservem 0 meio ambiente e tragam seguranca
alimentar e salde a sociedade. (SALGADO & BORGES, 2008). Nesse raciocinio, as
praticas mais promissoras sdo a utilizagdo do controle bioldgico e de nematicidas
botanicos (FREITAS et al., 2010; NATALLI & CABONI, 2012). Apesar de o controle
biolbgico ter ganho prestigio nos Ultimos anos, alguns dos agentes de biocontrole de
fitonematoides mais eficientes apresentam certa especificidade a organismos-alvo e
dependem de condi¢bes ambientais favoraveis para sua melhor atividade de controle
(MOOSAVI & ZARE, 2012). Outra linha de pesquisa voltada a sustentabilidade é a
utilizacdo de nematicidas botanicos, desenvolvidos por formulagdes de extratos e Oleos
essenciais obtidos de tecidos vegetais. Essas formulacbes podem ainda servir como
fonte para identificacdo e caracterizagdo de moléculas modelo para sintese de novos
produtos de baixa toxicidade (NATALLI & CABONI, 2012).

A atividade nematicida de algumas espécies de plantas ja é bem conhecida
(FREITAS et al,, 2010), porém a maioria dos estudos é limitada apenas a avaliacdo do
efeito nematicida/nematostatico do extrato bruto de plantas, e pouquissimos tém
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avancado na busca pela identidade das moléculas responsaveis por tais efeitos toxicos
aos fitonematoides (DEMUNER et al., 2003; SANTOS JUNIOR et al., 2010).

O ¢género botanico Euphorbia é conhecido por conter espécies de plantas
invasoras de dificil manejo (BRIGHENTI & OLIVEIRA, 2011; TAKANO et al., 2013).
Algumas espécies desse género sdo capazes de produzir compostos com efeitos
alelopaticos sobre outras plantas (ABU-ROMMAN et al., 2010; SILVA et al., 2018), e
apresentar acdo antifingica (DHOLE et al., 2011) e anti-helmintica (NALULE et al.,
2013). Em pesquisas envolvendo fitonematoides, a utilizacdo de extratos brutos das
espécies botanicas E. fischeriana, E. hirta e E. heterophylla causou mortalidade in vitro
de 86 a 100% de juvenis de segundo estadio (J2) de Meloidogyne incognita (KHUN et
al., 2015; LIU et al, 2014; OLABIYI et al. 2008). Ja sobre a eclosdo de J2 de
Meloidogyne spp., 0 extrato aquoso de E. hirta apresentou inibicdo em até 79 % sob
condi¢des in vitro (ONONUJU & NZENWA, 2011). Sabe-se ainda que a espécie E.
heterophylla é mé hospedeira de M. incognita, raca 3, e de M. javanica (GIRALDELI et
al., 2017).

Novos trabalhos devem explorar espécies botanicas com potencial
nematicida/nematostatico para descoberta e caracterizacdo de novos compostos ativos e
seu modo de acdo, alétm de buscar o desenvolvimento de formulages que possam ser
empregadas em setores agricolas carentes de alternativas para 0 manejo sustentavel de
fitonematoides. Assim, 0 objetivo do presente trabalho foi avaliar a atividade
nematicida de terpenos purificados de Euphorbia sp. sobre a mortalidade e eclosédo de

juvenis de segundo estadio (J2) de Meloidogyne javanica.

3.2 Material e Métodos

3.2.1 Obtencao e multiplicacdo do indculo de Meloidogyne javanica

A populagdo de M. javanica utilizada nos ensaios in vitro foi oriunda de
tomateiros cv. Santa Clara, mantidos em casa de vegetacdo. Para isso, mudas de
tomateiro no estidio de dois a trés pares de folhas definitivas foram transplantadas para
vasos plasticos com capacidade para 2 L, contendo uma mistura de solo/areia na
proporcdo 2:1 (v v''), previamente tratada com o fumigante de solo Basamid (dazomete
908 g/kg — grupo quimico: isotiocianato de metila).

Para multiplicacdo do inoculo, ap6és 20 dias do transplantio das mudas de
tomateiros, elas foram inoculadas com, aproximadamente, 2000 J2/planta (Figura 1). As
plantas foram mantidas em casa de vegetacdo e, apds 60 dias, as raizes foram coletadas
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para extracdo de ovos e/ou obtengdo de J2, os quais foram utilizados nos ensaios
descritos nos itens 3.2.3 e 3.2.4.

‘f\' -

igura 1. Inoculagdo de mudas de tomateiros cv. Santa Clara com 2000 juvenis de segundo
estadio (J2) de Meloidogyne javanica por planta.

Os ovos de M. javanica foram extraidos de raizes de tomateiros infectados,
segundo a técnica de Boneti & Ferraz (1981). As raizes de tomateiros foram lavadas
cuidadosamente em agua, cortadas em fragmentos de 1 a 2 centimetros e colocadas em
liquidificador doméstico com solugcdo de hipoclorito de sodio a 0,5 % de cloro ativo,
trituradas na menor rotacdo por 20 segundos. A suspensdo foi vertida em uma peneira
de 200 mesh (abertura de 0,075 mm) sobreposta a uma de 500 mesh (abertura de 0,025
mm), e o residuo da Ultima foi recolhido em um béquer com auxilio de uma pisseta com
agua. A suspensdo obtida foi colocada em tubos da centrifuga, com adicdo de uma
aliquota de 5 g de caulim, e entdo os tubos foram centrifugados a uma rotacdo de 1750
rpm por 5 minutos. Decorrido o tempo, o sobrenadante foi descartado e acrescentou-se

nos tubos uma solugdo de sacarose (454 g L™ de aglcar) por meio de jatos fortes para a

32



ressuspensdo do residuo contido no fundo dos tubos. Foi feita uma segunda
centrifugacdo na mesma rotacdo, porém por 1 minuto. Apos esse tempo, 0 sobrenadante
foi vertido em uma peneira de 500 mesh, onde os ovos dos nematoides ficaram retidos
(COOLEN & D’HERDE, 1972). Esses ovos foram recolhidos € a suspensdo obtida foi
quantificada com auxilio da camara de contagem de Peters sob microscépio de fotdnico.

Apos a contagem, a suspensdo contendo os ovos dos nematoides foi colocada
em camara de eclosdo, que representa um ambiente escuro contendo solucdo aquosa e
papel filtro, que rettm os ovos. A medida que os juvenis de segundo estadio (J2)
eclodem, eles atravessam a barreira de reten¢do e migram para a agua. Utilizou-se como
camara de eclosdo um funil escuro contendo uma presilha que impede o escape da
suspensdo. A camara de eclosdo foi incubada em incubadora B.O.D. (Biochemical
Oxigen Demand — Demanda Bioquimica de Oxigénio) a 25 °C. Apo6s 6 h, foi recolhida
e eliminada uma pequena suspensdo por causa da presenca de nematoides de vida livre
e juvenis de M. javanica em estadios avancados, para padronizar apenas ovos na camara
de eclosdo. Assim, ap6s 72 h, a suspensdo contendo os J2 de M. javanica foi recolhida
para um béquer, e o0s J2 quantificados em camara de contagem de Peters sob

microscopio de fotonico e calibrados para uso nos ensaios.

3.2.2 Obtencéo dos compostos de Euphorbia sp.

Foram obtidas raizes de Euphorbia sp., que foram dessecadas em estufa de
secagem a 40 °C por dois dias. O material seco foi triturado em liquidificador industrial
e, em seguida, submetido & extracdo em aparelho Soxhlet por 3 h (PORTILLO et al,
2001; RODRIGUEZ-SOLANA et al, 2014), utizando 1,5 L de hexano, com
realizacdo em triplicata. Apds a extracdo, o solvente foi removido em evaporador
rotativo, levando a obtencdo do extrato da raiz em hexano. O extrato obtido foi
submetido & andlise fitoquimica para identificacdo de compostos ativos presentes.
Foram feitos os testes de Dragendorff (Jia & Tian, 2009) e de Wagner (Furr &
Mahlberg, 1981) para detectar alcaloides, de Liebermann-Burchard (Silva et al., 2010) e
Salkawski (Edeoga et al., 2005) para terpenos, de Keller Killian (Edeoga et al., 2005)
para carboidratos, de Biureto (Layne, 1957) para proteinas e, por fim, de Shinoda (Silva
et al., 2010) e Cloreto Feérrico (Silva et al., 2010) para compostos fendlicos. Assim, 0s
testes indicaram somente a presenca de terpenos.

O extrato de raizes de Euphorbia sp. em hexano (3 g) foi fracionado por meio
de uma série de separacBes por cromatografia em camada delgada (CCD) preparativa
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(Silva et al, 2010), utilizando hexanodiclorometano 1:1 (v v'!), e eluidas duas vezes.
ApoGs as eluicdes, as placas de CCD tiveram suas laterais reveladas com solugdo acida
de vanilina com obten¢do de 12 bandas. As bandas foram raspadas, eluidas com acetato
de etila, e as trés fragdes principais, denominadas F1: 96,4 mg, F2: 342 mg e F3: 94 mg,
foram submetidas a novas etapas de fracionamento. A fracdo F1 foi submetida a
separacdo por CCD preparativa, utilizando diclorometano como fase modvel, sendo
obtidas duas subfracfes majoritarias. As analises por cromatografia gasosa acoplada ao
espectrometro de massas mostraram que a fracdo F1.1 (15,6 mg) correspondia ao
composto pS-sitosterol (C1) e que a fragdo F1.2 (20 mg) correspondia a uma mistura de
[-sitosterol + estigmasterol (C1,2). As fragdes F2 e F3 foram dissolvidas em etanol a
quente e mantidas em repouso por 48 h. O precipitado formado foi lavado com etanol a
frio e coletado. A fase liquida foi concentrada em evaporador rotativo e novamente
dissolvida em etanol a quente. Esse processo foi repetido até que ndo fosse produzido
precipitado. O solido obtido da fracdo F2 foi submetido a CCD preparativa, utilizando
como fase estacionaria silica gel contendo AgNO3 a 10 % (m m). Em cada placa, foi
aplicada solucdo de 100 mg do precipitado em quantidade de diclorometano suficiente
para dissolugdo. A placa foi eluida em hexanodiclorometano 1:1 (v v''), sendo obtidos
acetato de lupeol (C3) (27,1 mg), acetato de taraxasterol (C4) (10,7 mg), acetato de
pseudo-taraxasterol (C5) (10,8 mg), acetato de germanicol (C6) (21,9 mg) e uma
mistura de acetato de a-amirina + acetato de p-amirina (C7,8) (26,5 mg). A amostra F3

foi reprecipitada em etanol e identificada como hexanoato de germanicol (C9) (29 mg).

3.2.3 Efeito dos compostos sobre a mortalidade de juvenis de segundo
estadio (J2) de Meloidogyne javanica, in vitro

A atividade nematicida dos compostos de Euphorbia sp. foi avaliada em placas
de 96 pocos (capacidade de cada poco: 300 pL) com fundo chato (placas do tipo Elisa).
Cada poco representou uma parcela experimental e recebeu 100 pL de suspensdo
aquosa, contendo, aproximadamente, 50 juvenis de segundo estadio (J2), obtidos como
descrito no item 3.2.1 e 100 pL de cada composto. A montagem dos testes nematicidas
nas placas do tipo Elisa foi feita em cadmara de fluxo laminar vertical (Figura 2), a fim
de minimizar possiveis contaminacdes das amostras. Apos a montagem, as placas foram
seladas com plastico filme PVC e armazenadas em incubadora B.O.D. a 25 °C no

€scuro.
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Figura 2. Montagem dos testes nematicidas em placas de 96 pocos do tipo Elisa, utilizando cAmara
de fluxo laminar vertical.

O ensaio experimental foi dividido em duas etapas. Na primeira etapa, foi
avaliado o potencial nematicida de 8 compostos, Tabela 1, na concentracdo de 25 g
mL?. Agua destilada (autoclavada) e solucdo aquosa de tween 5 % (autoclavada) foram
utilizadas como controles negativos, e 17,5 mg mL™* de Carbofuran (Sigma-Aldrich),
como controle positivo. A mortalidade foi avaliada nos periodos de 24, 48 e 72 h ap6s a
aplicagdo dos tratamentos, utilizando uma placa do tipo Elisa para cada dia de
avaliacdo. Foi adicionada a cada po¢co uma gota contendo 10 pL de solucdo aquosa de
NaOH (1 mol L, pH 10) para proceder & contagem dos J2 logo em seguida. Aqueles
nematoides que exibiram o corpo retorcido foram considerados vivos, e 0s que
apresentaram o corpo reto e imovel foram classificados como mortos (CHEN &
DICKSON, 2000). A avaliacdo foi feita com o auxilio de um microscopio de luz
invertido. O delineamento empregado foi o0 inteiramente casualizado com 11
tratamentos e 5 repeticdes para cada periodo avaliado. Todo o teste da primeira etapa foi
repetido uma vez.
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Tabela 1. Compostos avaliados nos testes de mortalidade e
de eclosdo de juwenis de segundo estadio (J2) de
Meloidogyne javanica, in vitro.

Composto Terpeno

C1 p-sitosterol

C1,2 f-sitosterol + estigmasterol

C3 acetato de lupeol

C4 acetato de taraxasterol

C5 acetato de pseudo-taraxasterol

C6 acetato de germanicol
C7,8 acetato de a-amirina + acetato de S-amirina
C9 hexanoato de germanicol

Apbs, a concentracdo inicial de cada composto (25 pg mL?) foi diluida em
quatro diferentes concentragdes. Assim, a segunda etapa consistiu em avaliar diferentes
concentragbes dos compostos (1,75; 3,5; 6,5; 12,5 e 25 pg mL™) sobre J2 a fim de
determinar as concentracdes letais que matassem 50 % (ClLsg) e 95 % (Clgs) da
populacdo em 24 h de incubacdo, seguindo a metodologia de avaliacdo, descrita
anteriormente. Uma placa do tipo Elisa foi utilizada para cada composto com suas
devidas concentragcdes. A solucdo de tween 5 % foi utilizada como controle negativo. O
delineamento empregado foi o inteiramente casualizado com 6 tratamentos e 5

repeticOes para cada composto. Todo o teste da segunda etapa foi repetido uma vez.

3.2.4 Ensaio in vitro sobre a inibicdo da eclosdo de juvenis de segundo
estadio (J2) de Meloidogyne javanica

Para avaliar a atividade dos compostos de Euphorbia sp. na inibicdo da ecloséo
de juvenis de segundo estadio (J2) de M. javanica, o ensaio experimental foi montado
como descrito nos itens 3.2.3 e 3.2.5. Cada poco recebeu uma suspensdo aquosa de 100
pL contendo, aproximadamente, 150 ovos extraidos segundo a técnica de Boneti &
Ferraz (1981), descrita no item 3.2.1, e 100 pyL de cada composto, Tabela 1, na
concentracdo letal a 95 % (CLgs) dos J2, determinada como descrito no item 3.2.3.

Os controles negativos utilizados foram agua destilada (autoclavada) e solucdo
aquosa de tween 5 % (autoclavada), e o positivo foi 17,5 mg mL? de Carbofuran
(Sigma-Aldrich). A placa do tipo Elisa foi selada com plastico filme PVC e armazenada
em incubadora B.O.D. a 25 °C no escuro, durante 11 dias, com avaliacdo diaria do

nimero de J2 eclodidos sob um microscopio de luz invertido. O delineamento
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empregado foi o inteiramente casualizado com 11 tratamentos e 5 repeticbes. Todo o

ensaio foi repetido uma vez.

3.2.5 Analise estatistica

Os dados obtidos foram analisados quanto as premissas de homogeneidade
(teste de Bartlett) e normalidade (teste de Shapiro-Wilk) para posterior analise de
variancia (ANOVA). Para o teste de mortalidade de J2 no periodo de 24 h, os dados
apresentaram distribuicdo homogénea e normal. Assim, apdés a ANOVA, as médias
foram comparadas pelo teste de Tukey em nivel de 5 % de significancia. Contudo, as
premissas ndo foram atendidas para os demais dados, ou seja, ndo apresentaram
homogeneidade e normalidade. Assim, os dados de mortalidade de J2 nos periodos de
48 e 72 h e os de eclosdo de J2 foram submetidos ao teste ndo paramétrico de Kruskal-
Wallis em nivel de 5 % de significancia.

Para determinacdo das concentracOes letais (CLs) de cada composto, as meédias
de mortalidade observadas nas diferentes concentragcbes foram ajustadas ao modelo de
regressdo da Linear Response Plateau. Todas as andlises foram feitas no programa
estatistico RStudio 1.0.136 (RSTUDIO, 2016).

3.3 Resultados e discusséo

3.3.1 Atividade dos compostos na mortalidade de juvenis de segundo
estadio (J2) de Meloidogyne javanica

Na primeira etapa dos testes, todos 0s compostos terpenos foram capazes de
matar mais de 95 % dos J2 de M. javanica em apenas 24 h de incubacédo, diferindo
estatisticamente dos controles agua destilada e tween 5 %. Apenas 0 acetato de
taraxasterol (C4) ndo teve efeito equivalente ao do controle Carbofuran, mas causou

mortalidade maior que 95 % (Figura 3).
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Figura 3. Atividade de terpenos purificados de Euphorbia sp. na mortalidade in vitro de juvenis de
segundo estadio (J2) de Meloidogyne javanica em avaliacGes ap6s 24, 48 e 72 horas ap0s a incubacao.
Médias seguidas pela mesma letra na coluna de 24 h ndo diferem entre si estatisticamente pelo teste de
Tukey em 5 % de probabilidade; Médias seguidas pela mesma letra na coluna de 48 e 72 h nao diferem
entre si estatisticamente pelo teste de Kruskal-Wallis em5 % de probabilidade; Coeficientes de variagao
(%) = 1,93 (24 h); 3,49 (48 h); 2,23 (72 h). A = agua destilada; AT =solucdo de tween 5 %; N = 17,5
mg mL™? do nematicida Carbofuran; C1 = g-sitosterol; C1,2 = p-sitosterol + estigmasterol; C3 = acetato
de lupeol; C4 = acetato de taraxasterol; C5 = acetato de pseudo-taraxasterol; C6 = acetato de
germanicol; C7,8 = acetato de a-amirina + acetato de p-amirina; C9 = hexanoato de germanicol,
Concentracdo de todos compostos = 25 pug mL™.

Na literatura, sdo relatadas algumas pesquisas sobre avaliacbes de mortalidade
de Meloidogyne spp. pela agdo de terpenos. Avaliando citral, geraniol e a-terpineol,
Echeverrigaray et al. (2010) relataram a inibicdo da mobilidade in vitro de J2 de M.
incognita em mais de 80 % utilizando a concentracdo de 60 mg L. Trabalhando com a
mesma espécie de nematoide, Kim et al. (2014) encontraram taxas significativas de
mortalidade de J2 in vitro causada por mentol, canfora, borneol e a-pineno, utilizando a
concentragdo de 100 mg L. Em outras pesquisas, Nasiou & Giannakou (2017)
relataram mais de 90 % de imobilidade de J2 de M. javanica ap6s 96 h de incubacdo,
utilizando 250 mg L de carvacrol. Semelhantemente, Nasiou & Giannakou (2018)
encontraram mais de 98 % de imobilidade ap6s 12 h de incubacdo para a mesma espécie

de nematoide, porém utilizando 500 mg L™ de geraniol. Outros autores encontraram
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ainda a acdo nematicida sinergistica de alguns terpenos, como relatado por Ntalli et al.
(2011), que encontraram potente acdo in vitro para anetol/geraniol, anetoleugenol,
carvacrol/eugenol e geraniol/carvacrol sobre J2 de M. incognita. Em relacdo aos
terpenos acetato de lupeol e [-sisterol, avaliados no presente estudo, Sultana et al.
(2013) encontraram 91 % de mortalidade de J2 de M. incognita apds 24 h de incubacao,
utilizando a concentracdo de 30 mg L' de acetado de lupeol Ja para B-sisterol na
mesma concentracdo, os autores relataram 69 % de mortalidade apds 48 h de incubacéo.
Assim, todos esses relatos reforcam a conhecida acdo tdxica de diferentes tipos de
terpenos sobre fitonematoides, confirmando o observado na presente pesquisa.

As concentracdes letais (CLs) sdo empregadas rotineiramente em pesquisas
para comparar o poder letal de compostos quimicos sobre os mais diversos organismos
(RATH et a., 2011). Essas concentracbes representam a porcentagem de organismos
que sdo mortos com uma concentragdo preestabelecida. Quanto menor seu valor, maior
¢ a toxicidade apresentada do composto sobre o organismo. Neste estudo, foram
encontradas as concentragdes letais de 50 % (CLsg) e 95 % (CLgs) a J2 de M. javanica
para todos os compostos em 24 h de incubacdo. Os compostos mais toxicos aos J2
foram p-sitosterol (C1), acetato de germanicol (C6) e acetato de pseudo-taraxasterol
(C5), apresentando Clso de 2,03; 2,58 e 2,85 pg mL™, respectivamente. Porém, de
maneira geral, todos 0s compostos terpenos avaliados apresentaram baixas CLssg
(Tabela 3). Apos obter a funcdo Plateau para cada composto, nota-se que, a partir de
determinado ponto (Fx), ndo ha mais efeito de concentracdo dependente, ou seja, com 0
aumento das concentragbes, ndo ha progresso de mortalidade dos nematoides, com
tendéncia a estabilizacdo dataxa de mortalidade (Tabela 2; Figura 4).

Avaliando o potencial in vitro de 34 terpenoides sobre a mortalidade do
nematoide de vida livre Caenorhabditis elegans, Abdel-Rahman et al. (2013) relataram
0s terpenos carvacrol, timol, nerolidol, o-terpineno, geraniol, citronelol, farnesol,
limoneno, pseudoionone e eugenol como os mais eficazes, com concentracdes letais de
50 % (CLsso) de 3 a 30 pg mL™ apés 24 h de incubacfo. Em estudos envolvendo
fitonematoides, Ntalli et al. (2010) relataram in vitro a atividade nematicida decrescente
dos terpenos L-carvone, pulegona, anetol, geraniol, eugenol, carvacrol, timol e 4-
terpineol sobre a mortalidade de J2 de M. incognita, com CLsso de 115 a 392 pg mL*
ap6s 24 h de incubacdo. Em estudo com a mesma espécie de nematoide, Bai et al.
(2011) encontraram distintas CLsso para ascaridol e isoascaridol, com 32,79 e 1323,51
pg mL™, respectivamente, para os J2 com 24 h de incubagio in vitro.
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Figura 4. Anélise de regressdo da Linear Response Plateau para determinacdo das concentrac@es letais (CLsg € Clgs)
a juvenis de segundo estadio (J2) de Meloidogyne javanica, apés 24 horas de incubagdo. Concentragdes usadas para
dispersdo dos pontos no gréafico: 0; 1,75; 3,5, 65 125 e 25 ug mL™. C1 = Bsitosterol; C1,2 = p-sitosterol +
estigmasterol; C3 = acetato de lupeol; C4 = acetato de taraxasterol; C5 = acetato de pseudo-taraxasterol; C6 = acetato
de germanicol; C7,8 = acetato de a-amirina + acetato de g-amirina; C9 = hexanoato de germanicol.
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Tabela 2. Dados da Linear Response Plateau para determinagcdo das concentragdes
letais (CLso e Clgs) a juvenis de segundo estadio (J2) de Meloidogyne javanica, apos
24 horas de incubacéo.

Compostos X Plateau F(X) Plateau Funcao Plateau
C1l 5,36 97,61 y =20,9 + 14,31*x
C1.2 9,65 97,17 y = 22,88 + 7,69*x
C3 7,92 98,51 y = 15,71 + 10,45*x
C4 7,97 99,29 y= 17,02 + 10,33*x
C5 8,80 98,12 y = 26,93 + 8,09*x
Cé6 6,76 97,61 y =20,62 + 11,38*x
c78 7,71 98,42 y = 13,49 + 11,02*x
C9 7,49 99,63 y = 13,89 + 11,44*x

X= concentracdo (Hg mL™) méxima estavel do composto sobre J2 de M. javanica, apés 24 h de
incubacdo; F(X) = mortalidade (%) maxima estavel de J2 de M. javanica, apds 24 h de incubacédo; C1 =
pS-sitosterol; C1,2 = p-sitosterol + estigmasterol; C3 = acetato de lupeol; C4 = acetato de taraxasterol;
C5 = acetato de pseudo-taraxasterol; C6 = acetato de germanicol; C7,8 = acetato de a-amirina + acetato
de p-amirina; C9 = hexanoato de germanicol.

Tabela 3. ConcentragGes letais (CLso, CLgs) dos terpenos purificados de Euphorbia sp. a
juvenis de segundo estadio (J2) de Meloidogyne javanica, apés incubacdo por 24 horas.

Compostos ClLso (ug mL™) Clos (ug mL™)
Cl 2,03 5,18
Cl2 3,52 9,37
C3 3,28 7,59
C4 3,19 7,55
C5 2,85 8,41
C6o 2,58 6,53
c78 3,31 7,4
C9 3,16 7,1

C1 = p-sitosterol; C1,2 = p-sitosterol + estigmasterol; C3 = acetato de lupeol; C4 = acetato de taraxasterol;
C5 = acetato de pseudo-taraxasterol; C6 = acetato de germanicol; C7,8 = acetato de a-amirina + acetato de
S-amirina; C9 = hexanoato de germanicol.
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No teste de mortalidade, foram observadas alteracGes internas e formagdes de
granulos dentro do corpo dos J2 de M. javanica quando tratado com os terpenos (Figura
5D; Figura 6). Essas mesmas observacdes foram relatadas por Li et al. (2013), que
isolaram 31 saponinas triterpénicas e avaliaram in vitro a acdo sobre J2 de M. incognita.

Todavia, sabe-se que 0 modo de acdo de terpenos sobre as células eucariotas
esta relacionado com a citotoxicidade, danificacdo de organelas e membrana celular, e
producdo de espécies reativas de oxigénio (BAKKALI et al., 2008). Tal afirmacéo pode
explicar a acdo dos compostos utilizados nestes ensaios, visto terem afetado a estrutura
da interna dos J2 de M. javanica.

Figura 5. Estrutura do corpo dos juvenis de segundo estadio (J2) de Meloidogyne javanica tratados, apos 24 horas de incubacédo. A)
Agua destilada; B) Solucdo aquosa de tween 5 %; C) 17,5 mg mL™ de Carbofuran; D) 5,18 pg mL™ de p-sitosterol (C1); Barra de
escala = 50 pm.
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Figura 6. Alteracdes internas e formagdes de granulos no corpo de juvenis de segundo estédio (J2) de
Meloidogyne javanica quando tratados com os terpenos purificados de Euphorbia sp.; Barra de escala =
20 pm.
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3.3.2 Atividade dos compostos na inibicdo da ecloséo de juvenis de
segundo estadio (J2) de Meloidogyne javanica

Todos os compostos diminuiram a taxa de eclosdo de J2 em comparacdo aos
controles negativos. Os compostos p-sitosterol (C1),  p-sitosterol + estigmasterol
(C1,2), acetato de taraxasterol (C4), acetato de pseudo-taraxasterol (C5) e hexanoato de
germanicol (C9) ndo diferiram estatisticamente do Carbofuran e tiveram elevada

reducdo da taxa de ecloséo de J2 (Tabela 4).

Tabela 4. NUmero cumulativo de juvenis de segundo estadio (J2) de Meloidogyne javanica
eclodidos em ensaios in vitro utilizando terpenos purificados de Euphorbia sp., em
avaliagbes cumulativas até o 11° dia de incubacdo.

P.R. (%)
Tratamentos Numero de J2 eclodidos
Agua Tween 5 %
Agua 120,4 d -
Tween 5 % 111,6 d -
Carbofuran 1,8 a 98,5 98,4
Cl1 13,0 abc 89,2 88,4
C1l.2 9,0 abc 92,5 91,9
C3 33,4 c 72,3 70,1
C4 4.4 ab 96,3 96,1
C5 20,6 abc 82,9 81,5
C6 22,0 bc 81,7 80,3
C78 22,2 bc 81,6 80,1
C9 15,8 abc 86,9 85,8
C.V. (%) 48,06

Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem entre si estatisticamente pelo teste de Kruskal-
Wallis em 5 % de probabilidade; P.R. = Percentagem de reducdo em relagdo a agua e a solucdo aquosa de
tween 5 %. C.V. = Coeficiente de variacdo; Carbofuran = 17,5 mg mL™; C1 = 5,18 pg mL™ de p-sitosterol;
C1,2 = 9,37 pug mL* de p-sitosterol + estigmasterol; C3 = 7,59 pg mL™ de acetato de lupeol; C4 = 7,55 ug
mL! de acetato de taraxasterol; C5 = 8,41 pg mL™ de acetato de pseudo-taraxasterol; C6 = 6,53 pg mL™ de
acetato de germanicol; C7,8 = 7,4 ug mL™ de acetato de a-amirina + acetato de g-amirina; C9 = 7,1 ug mL*
de hexanoato de germanicol.



Avaliando a atividade de terpenos como mentol, canfora, borneol ¢ a-pineno
sobre a ecloséo de J2 de M. incognita, Kim et al. (2014) encontraram redug&o de 82, 72,
63 e 44 % em comparacdo ao controle, respectivamente, utilizando a concentragéo de
100 mg L™ em avaliacdo durante 10 dias de incubacao.

Outros estudos, como de Nasiou & Giannakou (2017), relataram taxas de
reducdo da eclosdo de J2 de M. javanica de 50, 60, 70 e 84 %, utilizando 250, 125, 500
e 1000 mg L* de carvacrol, respectivamente, em avaliacio semanal por 35 dias.
Utilizando a mesma espécie de nematoide e metodologia de avaliacdo, Nasiou &
Giannakou (2018) observaram reducdo de 50, 55, 68 e 78 % de ecloséo de J2 para as
doses de 125, 250, 500 e 1000 mg L de geraniol, respectivamente. Todos esses
resultados reforcam a constatacdo da acdo tdéxica de diferentes terpenos sobre
fitonematoides, confirmando os resultados observados no presente estudo.

No ensaio de avaliagdo da ecloséo de J2 de M. javanica, foram observadas
irregularidades na estrutura interna, com formacbes de grénulos dentro do ovo do
nematoide quando tratado com os terpenos (Figura 7A). Notou-se que, para alguns
compostos como o acetato de taraxasterol (C4), ocorreu a morte do J2 logo apds sua
ecloséo, com posteriores alteragdes no interior do seu corpo (Figura 7B). Uma vez que
terpenos afetam a permeabilidade da membrana citoplasmatica de microrganismos
(BAKKALI et al, 2008), pode-se sugerir esta acdo de inibicdo da eclosédo de J2 de M.

javanica pelos compostos utilizados neste trabalho.

45



R
~ 8

Figura 7. Tratamento de Meloidogyne javanica com 7,55 pug mL™ de acetato de taraxasterol (C4). A)
Estrutura do ovo apés 24 h de incubacéo; Barra de escala = 20 um; B) Eclos&o e morte subsequente do

juvenil de segundo estadio (J2); Barra de escala = 50 pm.

Os terpenos sdo compostos que apresentam potencial em estudos envolvendo
nematicidas naturais (ZOU et al, 2012). Estes compostos quimicos apresentam
facilidade no processo de extracdo, consideravel rendimento e podem servir ainda como
molécula modelo para o desenvolvimento de derivados comerciais com atividade
nematicida (ANDRES et al, 2012). Nesse sentido, mais pesquisas devem ser
empreendidas na avaliagdo do potencial nematicida desses terpenos em condicbes de
casa de vegetacdo e no desenvolvimento de formulacdes a base de extratos ricos nesses

compostos, que possam ser empregados no manejo de Meloidogyne spp.
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3.4 Concluséo
Todos os compostos terpenos purificados de Euphorbia sp. analisados tém

efeito nematicida nas condicGes in vitro.
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