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RESUMO

LOPES, LORENA NATACIA DA SILVA. Instituto Federal Goiano - Campus
Morrinhos, agosto de 2017. Controle de Meloidogyne javanica: Efeito in vitro de
Extratos de Plantas Nativas do Cerrado. Orientador: Dsc. Rodrigo Vieira da Silva.

Foram analisados extratos metanolicos de cinco espécies de plantas nativas do Cerrado
goiano: mangaba (Hancornia speciosa Gomes.), barbatimdo (Stryphnodendron
adstringens (Mart.) Coville), pequi (Caryocar brasiliense Camb.), jatobd (Hymenaea
stigonocarpa Mart.) e lobeira (Solanum lycocarpum A.St.—Hil ) in vitro para o controle
de Meloidogyne javanica. Foram analisadas as seguintes concentragdes: 0; 12,5; 25; 50
e 100 mg L™ dos extratos metanélicos. Em tubos e posteriormente em placas de Petri
colocaram-se separadamente a suspencao contendo 200 juvenis de segundo estadio (J2)
do nematoide, juntamente com as concentracdes dos extratos, incubados em camara de
crescimento a 25°C. Ap0s 48 horas realizou-se a quantificacdo dos J2 vivos, ou seja,
aqueles que atravessarem o papel de filtro colocado sobre as placas Petri sob
microscopio Fotdnico. A quantificacdo dos J2 foi realizada com o auxilio da camara de
Peters. Houve diferenca significativa entre os extratos que foram eficientes em causar a
mortalidade dos J2 de M. javanica. O extrato que causou a maior mortalidade de J2 foi
0 de barbatim&o (Stryphnodendron adstringens (Mart.) Coville), 80% na concentracdo
de 100 mg L. Independente dos extratos, as melhores concentragdes foram as maiores
de 50 mg L™* e 100 mg L™ Este efeito foi provavelmente devido a presenca de
metabdlicos secundarios pertencentes a classes importantes, tais como esteroides, fendis
simples, flavonoides, flavanonas, flavanonodis, saponinas e taninos, substancias
conhecidas por apresentar atividade antibactericida e nematicida. Com base nos
resultados, o extrato de barbatimdo (Stryphnodendron adstringens (Mart.) Coville) se

destacou apresentando um grande potencial para o controle de M. javanica. Portanto ha



necessidades de novos estudos in vivo sobre a agdo nematicida para a comprovacgéo de

sua efetividade.

PALAVRAS-CHAVE: Nematoides das galhas; nematicidas naturais; metabdlitos
secundarios.



ABSTRACT

LOPES, LORENA NATACIA DA SILVA. Instituto Federal Goiano - Campus
Morrinhos, agosto de 2017. Controle de Meloidogyne javanica: Efeito in vitro de

Extratos de Plantas Nativas do Cerrado. Orientador: DSc. Rodrigo Vieira da Silva.

METHANOL extracts from five species of plants native to the Cerrado of Goiés were
analyzed: mangaba (Hancornia speciosa Gomes), barbatimdo (Stryphnodendron
adstringens (Mart.) Coville), pequi (Caryocar brasiliense Camb.), Jatoba (Hymenaea
stigonocarpa Mart.) And lobeira (Solanum lycocarpum A.St.-Hil) in vitro for the control
of Meloidogyne javanica. They analyzed the following concentrations: 0; 12.5; 25; 50
and 100 mg L™ of the methanol extracts. In tubes and then in Petri dishes were placed
the suspension containing 200 second nematode juveniles (J2) together with the extracts
concentrations, incubated in a growth chamber at 25 ° C. After 48 hours quantification
of live J2 was performed, that is, those that cross the filter paper placed on the Petri
plates under a Photonic microscope. The quantification of J2 was performed with the
help of the Peters chamber. There was a significant difference between the extracts that
were efficient in causing the mortality of the J2 of M. javanica. The extract that caused
the highest mortality of J2 was barbatimdo (Stryphnodendron adstringens (Mart.)
Coville), 80% in concentration of 100 mg L™. Regardless of the extracts, the best
concentrations were higher than 50 mg L™ and 100 mg L™. This effect was probably
due to the presence of secondary metabolites belonging to the important classes, such as
steroids, simple phenols, flavonoids, flavanones, flavanonols, saponins and tannins
substances known to have antibactericidal and nematicidal activity. Based on the results
the barbatimédo (Stryphnodendron adstringens (Mart.) Coville), extract showed a great
potential for the control of M. javanica. Therefore, there is a need for new in vivo

studies on nematicidal action to prove its effectiveness.



KEYWORDS: Root-knot nematodes; natural nematicides; secondary metabolites.



1. INTRODUCAO GERAL

O Cerrado brasileiro vem sofrendo um acelerado processo de degradacao,
provocado principalmente pela rapida expansdo da agropecuaria, iniciada na década de
1970 (RIBEIRO; GALIZONI, 2005). Ainda ha necessidades de estudos voltados para a
identificacdo de plantas Uteis do bioma Cerrado, principalmente quando comparadas a
grande diversidade existente e o tamanho da area ocupada. E relevante considerar que
0s recursos disponiveis na natureza, uma vez extintos, estardo indisponiveis para
pesquisas futuras. Entre esses pode se considerar os recursos oferecidos pelo efeito de
extratos vegetais no controle de nematoides (RATTER et al., 1997).

Um fator relevante sobre o uso de extratos boténicos é a existéncia de
diferentes técnicas de aplicacdo via solo e via foliar. Ressalta-se que o estudo da
aplicacdo destes extratos via solo tem resultados significativos no controle de
fitonematoides (GARDIANO et al., 2008).

Os nematoides causam danos em diversas culturas, e 0S prejuizos estdo
relacionados com a densidade populacional destes vermes. O controle quimico com o
uso de nematicidas, na maioria das vezes, eleva o custo de producdo e possui alta
toxidade. Além disso, varios nematicidas nao possui registro especifico, nem eficiéncia
garantida. Dentre as estratégias de manejo, o controle alternativo com o uso de
substancias de plantas nativas do Cerrado torna-se uma opgdo vidvel no controle
populacional dos fitonematoides, uma vez que estas plantas possuem substancias com
potencial atividade nematicida. Nesse contexto, a utilizacdo de extratos vegetais pode
tornar-se uma medida vidvel, principalmente para pequenas aéreas de cultivo
(GARDIANO et al., 2011).

Com base no exposto, objetivou-se avaliar, in vitro, o efeito do extrato de

plantas nativas do Cerrado no controle de Meloidogyne javanica.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Bioma Cerrado

O Cerrado é o segundo maior bioma brasileiro, perdendo em extensdo de area
apenas para a Amazonia, e € considerado a ultima fronteira agricola do planeta
(BORLAUG, 2002). Além disso, constitui-se um dos biomas mais antigos e ricos do
planeta em formas de vidas. A flora, a fauna e a cultura existentes fazem desse
biomauma das mais importantes regides naturais a serem preservadas para as futuras
geracBes (WWF, 2017).

A vegetacdo natural do Cerrado é caracterizada por algumas espécies
dominantes, pertencentes principalmente as familias Fabaceae, Poaceae, Asteraceae,
Rubiaceae, Arecaceae e Cyperaceae (GOODLAND, 1970). Plantas pertencentes a essas
familias botanicas sdo encontradas em maior concentracdo e biodiversidade vegetal,
representadas por diferentes fisionomias, como o Cerrado sensu stricto, cerradéo,
campo limpo, campo sujo, matas ciliares, matas galerias e veredas, campo e cerrado
ruprestre (CARES; HUANG, 2008; EITEN, 1993; COUTINHO, 1978).

No Brasil, esse bioma se destaca, dentre outros motivos, pela importancia que
exerce na manutencao de bacias hidrograficas brasileiras, como as dos rios Parana, Sdo
Francisco, Araguaia e Tocantins, e também por exercer papel de sumidouro dos gases
de efeito estufa. Todavia, a consagracdo como area de expansao agropecudria confere ao
bioma uma posicdo de suma importancia no cenario econémico brasileiro,
principalmente na producédo de gréos e pecuaria extensiva para a exportacdo (RATTER
et al., 1996).

Ao longo das Ultimas quatro décadas, o Cerrado tornou-se a maior fonte
brasileira de producdo de soja, arroz, milho, cana-de-acUcar e algoddo. Associado a isso,

serve de area de pastagem para a maior parte do rebanho de gado do pais. Cerca de 80%
2



da sua area original ja foi alterada de alguma forma, restando apenas 20% de vegetagédo
em estagio primario. Cerca de 5% do bioma encontra-se em unidades de conservacao,
restando somente 2,2% de protecdo integral (KLINK; MOREIRA, 2002; MYERS et al.,
2000).

2.2 Nematoides do género Meloidogyne

O género Meloidogyne faz parte da classe Chromadorea, ordem Rhabditida,
subordem Tylenchina, infraordem Tylenchomorpha, superfamilia Tylenchoidea e
familia Meloidogynidae (KARSEN; MOENS, 2006). As espécies do género
Meloidogyne descrita por Goeldi (1887) constituem uma pequena parte do filo
Nematoda, que compreendem o0s nematoides em geral, incluindo os parasitas do
homem, dos animais e de plantas, além de espécies de vida livre presentes no solo, agua
doce e no mar (MAGGENT]I, 1981).

A especie foi relatada pela primeira vez em uma viagem ao Brasil realizada
pelo suico Jobert, quando ele procurava identificar um problema que causava a queda
da produtividade nos cafezais no estado do Rio de Janeiro no ano de 1877, uma possivel
doenga que provocava 0 engrossamento das raizes do cafeeiro, inclusive levando
diversas plantas a morte em funcao do nivel de parasitismo (FERRAZ; MONTEIRO,
1995).

Os nematoides das galhas radiculares Meloidogyne spp. alimentam-se de
células vegetais modificadas, encontradas no interior das raizes das plantas, ocasionadas
pelas substancia injetadas pelos nematoides, por meio de seu estilete. Este parasitismo
induz a formacdo de galhas ‘engrossamentos’ resultante da hipertrofia e hiperplasia das
celulas ao redor do sitio de alimentacdo, o que caracteriza seu nome popular (MOURA,
1997). Existem varios fitonematoides que causam danos as culturas agricolas, mas os do
género Meloidogyne sdo seguramente os de maior importancia na agricultura mundial,
inclusive no Brasil, por constituir o grupo de fitoparasitas com mais de 100 espécies
descritas e mais de 2000 plantas hospedeiras. (MOENS et al., 2009; SASSER;
FRECKMAN, 1987).

O ciclo de vida destes fitonematoides tem uma duracdo média entre 24 e 35
dias, com faixa ideal de temperatura de 25 a 30 °C. Essa etapa é representada por seis
estadios fenoldgicos: ovo, quatro juvenis (J1, J2, J3, J4) e adulto (BLUM, 2006).



O ciclo se inicia com a deposicdo dos ovos pela fémea (cerca de 500 ovos), que
sdo envoltos em uma matriz gelatinosa, cuja fungéo é a de protegé-los da dessecacao.
Esses ovos séo depositados em um unico local da raiz, em meio ao parénquima cortical.
O desenvolvimento embrionario e a formacdo do juvenil dentro do ovo é o periodo
denominado de primeiro estadio juvenil (J1); ainda dentro do ovo, ele passa pela
primeira ecdise, dando origem ao juvenil de segundo estadio (J2), que eclode devido a
pressdo causada pelo estilete, e também pela acdo de enzimas produzidas nas glandulas
esofagianas, liberadas via canal do estilete. O J2 se move no solo a procura da raiz onde
ird se alimentar, sendo esta procura ao acaso e também guiada por algumas substancias
exsudadas da raiz do hospedeiro. Posteriormente, 0 J2 penetra na raiz e move-se entre
as células, em direcdo ao cortex, regido de diferenciacao celular. Contornando a barreira
formada pela endoderme, migra em direcdo a ponta da raiz, até a regido meristematica
apical onde se fixa e inicia a alimentagdo. Assim, a parede celular é puncionada pelo
estilete que injeta secrecBes das glandulas esofagianas, que expandem as células do
cilindro vascular, aumentando as taxas de divisdo celular no periciclo. Isso leva a
formacdo das células gigantes e proximas a essas células ocorre a hiperauxina,
promovendo a hiperplasia e hipertrofia. Essas células gigantes, denominadas de células
nutridoras, sdo as responsaveis pelo sustento dos J3 e J4. Posteriormente, 0s J4 saem da
raiz, movem-se livremente no solo e ficam sem se alimentar, permanecendo algumas
fémeas no solo. Dependendo do tipo e do modo de reproducéo das espécies, 0 macho
pode procurar por uma fémea e acasalar-se, permanecendo no solo até a morte. A
reproducdo desse género pode ocorrer por anfimixia ou partenogénese, a depender da
espécie em questdo (ABAD et al., 2009; MOENS et al.,, 2009; MOENS, 2006;
TIHOHOD, 2000; EISENBACK; TRIANTAPHYLLOU, 1991).



Figura 1: Esquema ilustrativo do ciclo de vida dos nematoides do género Meloidogyne

Fonte: Elaborado pela autora.

Em algumas plantas hospedeiras, as galhas podem ser pequenas ou
insignificantes, resultando na maioria das vezes em n&o identificagdo visual do
parasitismo. Sob condi¢bes ambientais normais, a maioria dos adultos presentes de
Meloidogyne spp. sdo fémeas. J& em condicOes ambientais desfavoraveis tais como
elevada populacdo de nematoides na raiz, ou até mesmo resisténcia da planta
hospedeira, os juvenis que se desenvolveriam fémeas, tornam-se machos, pois seu
primérdio sexual se desenvolve em testiculos, ao invés de ovarios. Tal processo é
conhecido por reversao sexual e atua como um dos mecanismos de sobrevivéncia, pois
menos massa contendo ovos serdo produzidas e o parasitismo sobre a planta parasitada
torna-se menos intenso, garantindo assim a sobrevivéncia das fémeas formadas
(MOENS et al., 2009; FREITAS et al., 2006).

Os nematoides pertencentes a esse género tem dimorfismo sexual, com

diferengas na forma do corpo entre machos com formatos vermiformes e fémeas com



formas arredondadas, que sdo estabelecidas durante o desenvolvimento pos-
embrionario. Os machos mudam de forma piriforme para vermiforme durante o quarto
estadio juvenil (J4), sofrendo uma metamorfose na qual o corpo se alonga, assumindo
uma forma vermiforme (EISENBACK; TRIANTAPHYLLOU, 1991).

2.3 Meloidogyne javanica Chitwood 1949

No ano de 1885, Treub havia descrito uma espécie de nematoide sedentario na
cultura da cana-de-aclcar na Indonésia, especificamente na regido da llha de Java, e
nomeou-a de Heterodera javanica Treub 1885. Porém, no ano de 1949, Chitwood
realizou uma revisao de Meloidogyne Goeldi 1887. Nesse estudo, a espécie descrita por
Treub foi transferida para Meloidogyne, mantendo-se o nome especifico, Meloidogyne
javanica Chitwood 1949 (SANTOS, 1997).

O nematoide Meloidogyne javanica Chitwood 1949 (M. Javanica) é a segunda
espécie mais comum e importante, em razdo de causar danos a um elevado nimero de
plantas hospedeiras e sua ampla distribuicdo geogréfica. Até o0 momento, trés racas de
M. javanica, segundo Rammah e Hirschmann (1990), foram encontradas na literatura:
raca 1, parasitando fumo, melancia e tomate; raca 2, parasitando as plantas citadas
anteriormente mais o pimentdo; raca 3, que parasita as mesmas plantas que a raca 1
mais 0 amendoim. No entanto, uma nova raga de M. javanica (raca 4) foi detectada pela
primeira vez no Brasil, em Londrina, causando danos ao Arachis pintoi Krapov. &
Gregory em campo. Plantas atacadas pelo nematoide tem redugdo de crescimento,
folhas menores e amareladas, resultando em declinio da cultura (CARNEIRO et al .,
2003).

Apesar de j& ter sido detectada 4 ragas fisiolégicas, o M. Javanica tem sido
reportado como uma espécie que tem baixo nivel de variabilidade intraespecifica.
Estudos recentes realizados com sete populagbes provenientes de bananeiras de
diferentes regides do Brasil revelaram uma variabilidade intra-especifica de
aproximadamente 29,1%, que é ainda considerada baixa. Entretanto, estudos realizados
com quatro populagbes brasileiras oriundas de M. javanica, tem variabilidades
morfoldgicas, enzimaticas, fisioldgicas e genéticas. A presenca de quatro racas

fisioldgicas detectadas em M. javanica é outro exemplo de variabilidade intra-especifica



observada nessa espécie (COFCEWICZ et al. 2004; CARNEIRO et al., 2003;
CASTAGNONE-SERENO et al., 1994).

2.4 Controle de Nematoides

A maioria dos cultivos de plantas sofrem com os danos causados pelo ataque
de nematoides, que acarretam prezuizos na produtividade e podem causar até a perda
total. Fatores como a densidade populacional dos nematoides no solo, nivel de
fertilidade, umidade e a interacdo com outros organismos patogénicos determinam o
nivel de danos a cultura (TIHOHOD, 2000).

Os fitonematoides causam perdas anuais estimadas em 125 bilhdes de dolares
em todo o mundo, constituindo-se em um fator limitante a produgdo agricola mundial.
No Brasil, a quantificagdo de perdas ndo é exata, por causa das interacdes com outros
tipos de danos provocados por pragas, doencas, fatores edafoclimaticos, presencas de
plantas daninhas e inadequacéo de tratos culturais. Entretanto, ha o desconhecimento da
importancia econdmica dos nematoides, e frequentemente a omissao por partes dos
produtores, que muitas vezes ndo ddo a devida atencdo quando a populagdo de
nematoides se encontra muito alta, causando assim prejuizos visiveis na producdo
(RITZINGER; FANCELLLI, 2006; CHITWOOD, 2003).

Na literatura encontram-se descritos diferentes métodos de controle de
fitonematoides. O seu manejo é uma tarefa dificil, principalmente pelas limitacGes da
maioria dos métodos utilizados (NEVES et al., 2008). Entre as estratégias de manejo de
doengas em geral, a utilizacdo de resisténcia é, sem davida, uma das alternativas mais
desejaveis, considerando sua compatibilidade com outras praticas de manejo, que nao
prejudicam o meio ambiente. Frequentemente, 0s nematologistas relacionam as
respostas do hospedeiro ao parasitismo dos nematoides com a habilidade da planta em
suportar a reproducdo do nematoide. A definicdo mais utilizada de resisténcia é a
habilidade da planta em inibir a reproducdo da espécie do nematoide. Portanto, uma
planta suscetivel pode ser intolerante, sendo supressa devido ao parasitismo do
nematoide, ou pode ser tolerante com limitado crescimento, permitindo que o nematoide
se desenvolva. Esses diferentes conceitos em &reas distintas devem ser considerados

para definir a resisténcia da planta a pragas e patdgenos, os métodos utilizados para



avaliar a resisténcia e a natureza da interacdo da praga ou patégeno com o hospedeiro
(RITZINGER; FANCELLLI, 2006; FANCELLLI, 2003).

A utilizacdo de plantas antagonistas e/ou armadilhas em esquemas de rotacéo,
sucessdo ou plantio consorciado, torna se uma alternativa bastante vidvel para o controle
de nematoides. Tal método consiste no uso de plantas em que 0 nematoide apds entrar
na raiz ndo consiga completar seu ciclo, prejudicando assim a reproducédo do patodgeno.
Algumas delas sdo capazes de fixar nitrogénio da atmosfera e todas fornecem
expressivos volumes de matéria organica, aumentando a atividade de fungos
antagonistas e melhorando as caracteristicas fisicas e quimicas do solo (FERRAZ;
VALLE, 2001). As espécies de plantas mais estudadas estdo consorciadas,
principalmente, em trés familias, sendo a Asteracea (Compostas) (ZAVALETA-
MEJIA; GOMEZ, 1995), Poaceae (Gramineas) (DIAS-ARIEIRA et al., 2003), e
Fabaceae (Leguminosas) (ROSA et al., 2004).

Contudo, o controle biologico é considerado uma alternativa viavel para o
manejo de fitonematoides, por minimizar 0s danos ambientais e ser mais vantajoso
economicamente, quando comparado aos métodos quimicos em pequenas areas. O uso
de microrganismos & uma pratica eficiente no manejo de fitonematoides. Varios
organismos sdo considerados inimigos naturais de fitonematoides, tais como fungos,
bactérias, nematoides predadores e microdcaros, que podem ter potencial para o
controle biologico. Dentre os inimigos naturais dos nematoides fitoparasitos, os fungos
destacam-se como o grupo mais diversificado e estudado dentre os agentes de controle
bioldgico. O fungo Paecilomyces lilacinus e as bactérias Pasteuria spp e Bacillus
subtilis tém se mostrado eficientes agentes para controle de Meloidogyne spp.
(COIMBRA; CAMPOS, 2005; MOURA, 1997).

A rotacdo de culturas para espécies do género Meloidogyne é muito dificil,
devido a sua grande diversidade, pois esse género possui mais de 2000 plantas
hospedeiras, com destaque para as espécies M. incognita e M. javanica (FERRAZ et al.,
2010).

O controle quimico é considerado uma estratégia de manejo eficaz em alguns
casos, mas invidvel economicamente devido ao alto custo, 0 que o torna desvantajoso,
principalmente para pequenas areas de cultivo agricola. Além disso, em excesso,
produtos quimicos sdo extremamente toxicos ao homem e ao meio ambiente, 0 que 0

torna uma desvantagem em relagéo ao seu uso.



2.5 Uso de extratos de plantas

Plantas que tem efeitos antagbnicos a nematoides sdo promissoras para o
controle alternativo desse grupo de patdgenos, podendo ser utilizadas em rotacdo de
culturas, plantio intercalar ou aplicadas como tortas ou extratos vegetais (OLIVEIRA et
al., 2005). A utilizacdo de extratos poderd ser uma ferramenta adicional para 0 uso
integrado com outras praticas dentro do manejo de nematoides (FERRAZ et al., 2010).

A probalidade de controle de fitonematoides via extratos ou dleos de origem
vegetal com propriedades nematicidas é estudada por diversos pesquisadores em todo o
mundo, testando-se metabdlitos e componentes quimicos de muitas plantas para o
controle do nematoide das galhas (CHITWOOD, 2002; FERRIS; ZENG, 1999).

As plantas nas quais encontram-se mais estudos relacionandos ao preparo de
extratos ou para a extracdo de dleos essenciais com propriedades nematicidas sdo:
Mucuna prurienses (mucuna); Tagetes spp. (cravo-de-defunto); Crotalaria spp. (sendo
a C. juncea a mais estudada); Azadirachta indica A. Juss (nim); diversas Poaceas
(antiga gramineas); Ricinus communis (mamona); bréssicas e algumas plantas com
caracteristicas medicinais e aromaticas (FERRAZ et al., 2010).

Foi analisada a acdo de compostos extraidos de folhas e de sementes de
mucuna-preta, por meio do uso de extratos aquosos a 0,1 g mL, que foram pulverizados
em plantas de tomateiro, nas quais verificou-se uma reducéo significativa do niamero de
galhas e de ovos nas plantas inoculadas com M. incognita de 26,5% e 29,7%,
respectivamente, em relacdo a testemunha que foi pulverizada apenas com agua
destilada (LOPES et al., 2005). Em outro estudo, analisou-se em experimentos in vitro a
inibicdo e a eclosdo de J2 de M. incognita em 100%, logo apds 48 horas de exposicado
dos juvenis, nas diferentes concentragdes 6,6%, 10%, 13,3%, 16,6%, 20%, do extrato
aquoso oriundo de folhas de T. patula (cravo-de-defunto) (BHARADWAJ; SHARMA
2007).

Foram analisados os extratos aquoso e metandlico de Crotalaria juncea, sendo
utilizado o0 aquoso na concentragdo de 50 g L™, o que causou a morte de alguns juvenis.
No entanto, observou-se melhores resultados nos extratos metandlicos, porque 0s
compostos com propriedades nematicidas presentes naquela espécie sdo mais soltveis
em metanol do que em &gua, devido as suas propriedades hidrofobicas (AMARAL et
al., 2002).



Conhecido popularmente como nim ou amargosa, a Azadirachta indica atrai a
atencdo de muitos pesquisadores por conter propriedades quimicas como esteroides,
terpenoides e glicosideos, que podem controlar mais de 220 espécies, dentre elas
insetos, fungos, bactérias, fitovirus e nematoides. Houve reducdo significativa no
numero de galhas e no nimero de ovos de M. javanica, quando aplicado ao solo o
extrato aquoso de folhas de nim nas concentracdes de 1,5% e 3,0%. Observou-se em
testes in vitro, que o extrato bruto de nim na concentracdo de 0,25 g mL, reduziu em
100% a eclosdo e causou 100% de mortalidade de J2 de M. incognita (JAVED et al.,
2008; CHITWOOD, 2002; ADEGBITE; ADESIYAN, 2005).

O capim-limdo, também conhecido como capim santo, capim cheiroso ou
capim-cidreira Cymbopogon citratus, reduziu em até 44,2% a reproducdo de M.
javanica, quando utilizado o seu extrato aquoso na concentragdo de 0,1g mL™. O
capim-limdo pertence a familia Poaceae, € 0s principais componentes do seu 6leo
essencial sdo o citral, terpenos e geraniol (GARDIANO et al., 2009; NEGRELLE;
GOMES, 2007). Segundo Sangwan et al. (1990), o composto geraniol; possui
caracteristicas com agdo nematicida em J2 de M. javanica, H. cajani Koshi; (1967) e
Tylenchulus semipenetrans Cobb (1914).

Em estudos foram analisados extratos metandlicos obtidos a partir de raizes de
Panicum maximum cv. Guiné, na concentracéo de 0,1 g mL™, obtendo uma reducéo da
ecloséo dos nematoides M. javanica e Heterodera glicynes (DIAS-ARIEIRA et al.,
2003). Amaral et al. (2002) verificaram que, 0 extrato aquoso obtido a partir das folhas
de Brachiaria decumbens, na concentraco de 4 gL, apresentou efeito t6xico sobre J2
de M. exigua.

Algumas plantas pertencentes a familia Brassicaceae possuem determinados
compostos quimicos em sua composi¢cdo, como glicosinolatos e isotiocianatos, que
apresentam atividade nematicida (CHITWOOD, 2002). Foi avaliado o efeito in vitro do
extrato cetdnico de mostarda Brassica campestris L., e verificou-se que ocorreu reducéo
de 47% na taxa de eclosdo de J2 de M. javanica, em compara¢do com o tratamento
controle, composto somente por agua (NEVES et al., 2005).

Estudos avaliaram o efeito do uso de extrato aquoso de 153 plantas
documentadas na medicina chinesa tradicional, sendo que 64 delas foram citadas como
anti-helminticas, e, dentre essas, 36 foram efetivas no controle in vitro de Meloidogyne
javanica e Pratylenchus vulnus (FERRIS; ZHENG 1999).

10



Foi analisado o efeito do extrato aquoso de folhas de horteld, Mentha piperita
pertencente a familia das Lamiaceae na concentracdo de 2 gL, que resultou na
ocorréncia de 45% de mortalidade sobre o nematoide Scutellonema bradys, em inhame
(COIMBRA et al., 2006).

Espécies de manjericdo Ocimum spp., também pertencentes a familia das
Lamiaceae, sdo citadas por conter substancias com acdes nematicidas, principalmente
as espécies O. sanctum L., O. basilicum L. e O. americanum L. (CHITWOOD, 2002).
Em estudo realizado por Lopes et al., (2005) verificou-se uma reducdo significativa de
32% no namero de galhas causadas por M. incognita em raizes de tomateiro quando

utilizado o extrato aquoso de manjericéo O. basilicum a 0,1g mL™.
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3. CAPITULO |

Controle de Meloidogyne javanica: Efeito in vitro de extratos de plantas nativas do
Cerrado

(Normas de acordo com a Revista Brasileira de Ciéncias Agrarias)

RESUMO

Os metabdlicos secundarios presentes nas plantas sdo constantemente estudados a fim
de se analisar sua atividade biologica. Considerando a importancia desses estudos,
objetivou-se avaliar a mortalidade in vitro de juvenis de segundo estadio (J2) de
Meloidogyne javanica, quando utilizado extratos metandlicos de cinco espécies de
plantas nativas do Cerrado goiano: mangaba (Hancornia speciosa Gomes.), barbatiméo
(Stryphnodendron adstringens (Mart.) Coville), pequi (Caryocar brasiliense Camb.),
jatobd (Hymenaea stigonocarpa Mart.) e lobeira (Solanum lycocarpum A.St.—Hil ) in
vitro. Os extratos das plantas foram obtidos a partir da maceragdo a frio, e
posteriormente levados ao evaporador rotativo e depois foram fracionados nas
concentracdes de 0; 12,5; 25; 50 e 100 mg L-1, dos diferentes extratos metanolicos. O
experimento foi instalado em delineamento inteiramente casualizado em condigdes de
laboratdrio, utilizando tubos de ensaio e, posteriormente, em placas de Petri. Foram
pipetados 1,5 mL da solucdo com as respectivas concentracdes e mais 1 mL da
suspensdo contendo em média 200 J2 de M. javanica, formando, um volume total de 2,5
mL. Apds 24 horas, 0s tubos foram vertidos em placas de Petri e mantidos por mais 24
horas, quando foi realizada a quantificagdo dos J2 vivos, ou seja, aqueles que
atravessaram o papel nas placas de Petri e continuavam mdveis. A quantificacdo foi
realizada com auxilio da camara de Peters, sob microscépio fotdnico. Houve diferenca

significativa entre os extratos e suas concentracGes que foram eficientes em causar a
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mortalidade dos J2 de M. javanica. O extrato de barbatimédo, (Stryphnodendron
adstringens) destacou-se em relacdo aos demais pela elevada taxa de mortalidade de
juvenis, sendo que na concentracdo de 100 mg L-1 resultou em mortalidade de 80%,
enguanto que o extrato de lobeira (Solanum lycocarpum A.St.—Hil ) foi o de mais baixa
efetividade, com apenas 10% de mortalidade na mesma concentragdo. A acgéo
nematicida foi detectada nos extratos metanolicos, causando a mortalidade de J2 de M.
javanica em condicGes em in vitro. Entretanto, novos estudos deverdo ser realizados
para validar essa atividade biolégica in vivo dos extratos de plantas nativas do Cerrado

sobre 0s nematoides.

Palavras-chave: Nematoides das galhas, nematicidas naturais, metabdlitos secundarios.

Control of Meloidogyne javanica: In vitro effect of extracts of plants native to the
Cerrado

ABSTRACT

The secondary metabolites present in plants are constantly studied in order to analyze
their biological activity. Considering the importance of these studies, the objective was
to evaluate the in vitro mortality of juveniles of the second stage (J2) of Meloidogyne
javanica, when using methanolic extracts of five species of plants native to Cerrado
goiano: mangaba (Hancornia speciosa Gomes), barbatimdo (Stryphnodendron
astringens (Mart.) Coville), pequi (Caryocar brasiliense Camb.), jatoba (Hymenaea
stigonocarpa Mart.) and lobeira (Solanum lycocarpum A.St.-Hil) in vitro. The extracts
of the plants were obtained from the cold maceration and later brought to the rotary
evaporator after it was fractionated in the concentrations of 0; 12.5; 25; 50 and 100 mg
L of the different methanolic extracts. The experiment was installed in a completely
randomized design under laboratory conditions using test tubes and later in Petri dishes.
1.5mL of the solution was pipetted with the respective concentrations and another 1ImL
of the suspension containing on average 200 &l of M. javanica forming a total volume
of 2.5mL. After 24 hours, the tubes were poured into Petri dishes and held for another
24 hours when quantification of the living J2 was performed, those that crossed the
paper in the Petri dishes and remained mobile. The quantification was performed with

the help of the Peters chamber, under a photonic microscope. There was a significant
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difference between the extracts and their concentrations that were efficient in causing
mortality of the J2 of M. javanica. The barbatimdo extract, Stryphnodendron
adstringens, was outstanding in relation to the others due to the high mortality rate of
juveniles. At 100 mg L™ concentration, 80% mortality was obtained, whereas the
lobeira extract (Solanum lycocarpum A.St.- Hil) was the lowest effective, with only
10% mortality at the same concentration. The nematicidal action was detected in
methanolic extracts causing J2 mortality of M. javanica under in vitro conditions.
However, new studies should be carried out to validate this in vivo biological activity of
extracts of Cerrado native plants on nematodes.

Key words: Root-knot nematodes, natural nematicides, secondary metabolites.

INTRODUCAO

O Cerrado brasileiro é o segundo maior bioma do Brasil, com aproximadamente 205
milhdes de hectares, declarado como a savana mais rica do mundo em biodiversidade,
com a presenca de diversos ecossistemas. Abrange cerca de 20% do territorio nacional,
e nesse espaco territorial, encontram-se as nascentes das trés maiores bacias
hidrograficas da América do Sul (Amazonica/Tocantins, Sdo Francisco e Prata), o que
resulta em um elevado potencial aquifero, o que favorece a sua biodiversidade (MMA,
2017; Myers et al., 2000).

Além dos aspectos ambientais, 0 Cerrado tem grande importancia social. Muitas
populacGes sobrevivem de seus recursos naturais e detém um conhecimento tradicional
de sua biodiversidade. Mais de 220 espécies tém uso medicinal e mais de 416 delas
podem ser usadas na recuperacdo de solos degradados, além de servirem de protecdo
contra a erosdo. Mais de 10 tipos de frutos comestiveis sdo regularmente consumidos
pela populacdo local e vendidos nos centros urbanos, como os frutos do pequi
(Caryocar brasiliens, Camb.), buriti (Mauritia flexuosa L.), mangaba (Hancornia
speciosa Gomes), cagaita (Eugenia dysenterica DC.), bacupari (Salacia crassifolia
Mart.), cajuzinho do cerrado (Anacardium humile St. Hill), araticum (Annona
crassifolia Mart.) e as sementes do bart (Dipteryx alata Vogel.) (MMA, 2017).

As diversas tipologias vegetacionais existentes no Cerrado sdo adaptadas a solos
distroficos com teores elevados de aluminio e pertencentes as classes dos Cambissolos,

Latossolos e Neossolos Quartzarénicos (Toledo et al., 2009).
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Ha relatos da ocorréncia de varios géneros de nematoides em solos do Cerrado, tanto
em areas nativas quanto em cultivadas. Os nematoides sdo organismos pertencentes ao
filo Nematoda, que possuem tamanho reduzido, variando de 0,3 a 3,0mm de
comprimento, e de 15 a 50um de diametro. Possuem coloragao quase transparente, por
iSs0, muitas vezes escapam a nossa percepcdo. Esses vermes movimentam-se como
serpentes e habitam solos, rios, lagos e mares, podendo ser encontrados desde regides
extremamente frias, até em regides de deserto (Freitas et al., 2006).

Em estudo realizado por Cares et al. (1991) comparou-se a predominancia de géneros
de nematoides em campo Cerrado, mata de galeria e campo Umido. Espécimes dos
géneros Aorolaimus, Coslenchus, Criconema, Discocriconemella, Hemicriconemoides e
Trophotylenchulus foram encontrados com maior frequéncia em areas de Cerrado sensu
stricto, enquanto os dos géneros Meloidogyne, Hemicycliophora, Aphelenchoides,
Malenchus, Helicotylenchus e Ditylenchus em mata de galeria. Nos campos Umidos, 0s
nematoides encontrados com maior frequéncia foram os dos géneros Caloosia,
Criconemella, Filenchus, Pratylenchus, Xiphinema e Meloidogyne. As populagdes de
alguns nematoides foram maiores nas areas cultivadas do que nas areas nativas, ou seja,
se adaptaram bem as novas condigdes.

O género Meloidogyne Goeldi 1887 é conhecido como nematoide das galhas
radiculares. Algumas espécies desse género sdo amplamente disseminadas e capazes de
parasitar plantas superiores, de diferentes familias botanicas. Essas espécies constituem-
se do grupo de fitoparasitas mais importantes do mundo, com mais de 100 espécies
descritas e mais de 2000 plantas hospedeiras, representando uma grande ameacga a
producdo agricola mundial (Perry et al., 2009; Karssen et al., 2006; Moura, 1996).

O manejo de nematoides do género Meloidogyne é bastante dificil devido a
amplitude de hospedeiros, sua alta capacidade reprodutiva e sua adaptacéo a diferentes
condigdes de ecossistemas. Por essas razdes, métodos alternativos de controle tem sido
cada vez mais estudado, visando facilitar o manejo (Lopes et al., 2008).

Existem fatores positivos na utilizacdo de extratos vegetais de plantas do Cerrado no
controle de nematoides do género Meloidogyne, com vantagens em relacdo aos
nematicidas sintéticos. Diversos pesquisadores ja demonstraram o efeito de extratos
vegetais no controle de nematoides, utilizando-se principalmente de plantas medicinais
para o controle do nematoide de galhas (Frighetto et al., 1994; Silva, 1993; Silva &
Ribeiro, 1989; Scramin et al., 1987).
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Outra vantagem quanto a utilizacdo de substancia nematicida de origem vegetal é
que os proprios agricultores podem coleta-las, prepara-las e aplica-las em reboleiras
infestadas com nematoides. Tais compostos também podem resultar em produtos
comerciais potencialmente menos toxicos (Lopes et al., 2005).

De forma geral, os compostos quimicos presentes em plantas podem atuar
diretamente inibindo a eclosdo de ovos ou causando mortalidade de juvenis de
nematoides presentes no solo, interferindo diretamente na densidade populacional.
Assim, para o resgate do uso de plantas baseado na experimentacdo empirica, deve
haver um grande esforco para a formatagdo das informagdes cientificas obtidas e, para
tanto, objetivou-se avaliar o efeito de substancias de plantas nativas do Cerrado no

controle da mortalidade de Juvenis de segundo estadio de M. javanica in vitro.

MATERIAL E METODOS

Local dos experimentos

O experimento foi conduzido no laboratério de Nematologia Agricola do Instituto
Federal Goiano - Campus Morrinhos, localizado no municipio de Morrinhos, Estado de
Goias, situado nas coordenadas geograficas 17° 43'S e 49° 08°W, a uma altitude de
aproximadamente 850 metros.

A identificacdo das espécies nativas do Cerrado em forma de exsicatas foi realizada
pela Dra. Rosana Romero, do Instituto de Biologia Herbarium Uberlandese (HUFU), da

Universidade Federal de Uberlandia.

Material Vegetal

Foram coletadas folhas das seguintes espécies: mangaba (Hancornia speciosa),
barbatimdo (Stryphnodendron adstringens), pequi (Caryocar brasiliense), jatoba
(Hymenaea stigonocarpa) e lobeira (Solanum lycocarpum) (Figura 1). As coletas foram
feitas em dezembro de 2016, no verdo, periodo chuvoso na éarea de preservacdo da
fazenda Panamby, na regido de Cristalina, Goias, com coordenadas geograficas
16°49°59.12” de latitude sul ¢ 47°31°21.78” de longitude oeste, a 980 m de altitude.

A planta de lobeira (Solanum lycocarpum) a qual foram coletadas as folhas, estava

em estagio de florescimento. A de pequi (Caryocar brasiliense) estava em frutificacdo e
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as demais em estagio de desenvolvimento. As maiores folhas foram coletadas de uma

Unica planta, na parte superior da copa.
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Figura 1: Plantas nativas do Cerrado que foram coletadas as folhas para obtencdo dos extrato: A) mangaba
(Hancornia speciosa, Gomes.); B) barbatimdo (Stryphnodendron adstringens, (Mart.) Coville); C) pequi (Caryocar
brasiliense, Camb.); D) jatoba (Hymenaea stigonocarpa, Mart.); E) lobeira (Solanum lycocarpum, A.St—Hil )
Morrinhos-GO, 2017.

Fonte: Autora.
Obtencdo do extrato metanolico bruto

Apos a coleta, as folhas foram separadas dos galhos e submetidas ao processo de
higienizacdo em agua corrente, e 0 excesso de agua foi retirado naturalmente ao ar livre.
Em seguida, acondicionaram-nas em sacos de papel e secou-as, em estufa de circulacao
forcada (marca: Tecnal®) por 48 horas, a uma temperatura de 50 °C. O material vegetal
foi triturado em moinho de facas (marca: Fortinox®). O p6 obtido foi armazenado por 2
semanas em temperatura ambiente, em frascos cor ambar.

Retirou-se amostras de 100 gramas de cada espécie e essas foram maceradas a frio.
Posteriormente, adicionou-se 500 mL de etanol 95%, mantendo-as assim por 7 dias.
Filtrou-se a solucdo obtida com papel filtro quantitativo, que depois foi submetido ao
evaporador rotativo (marca: Solab®) a temperatura de 55°C. O concentrado extraido foi
retirado do baldo do evaporador rotativo com metanol e colocado em frasco, onde ficou

por mais 7 dias até a evaporacao total do metanol (Figura 2).
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Figura 2: Processo de preparo dos extratos metanélicos. A) Moinho de facas; B) Maceracéo a frio; C) Extracdo no
evaporador rotativo; D) Extrato metandlico. Morrinhos-GO, 2017.

Fonte: Autora.
Obtencéo dos nematoides

Os in6culos dos nematoides utilizados no experimento foram obtidos de populac6es
puras de M. javanica, cedidos pelo laboratorio de Nematologia Agricola do Instituto
Federal Goiano - Campus Morrinhos. Essas populagdes foram multiplicadas em plantas
de tomateiro (Solanum lycopersicum) da variedade Santa Cruz ‘Kada’. Para obtengdo
das mudas de tomateiro, as sementes foram semeadas em bandejas de isopor com 128
células, contendo substrato comercial (marca: Bioplant®). Quando as plantas atingiram
4 ou 5 folhas definitivas, foram transplantadas para vasos de polipropileno, com
capacidade para 1 L. O substrato utilizado constituiu-se de uma mistura de solo e areia
na proporcgéo de 2:1 (v/v), previamente autoclavada, em autoclave vertical a 120 °C por
uma hora e mantidas em casa de vegetacao por 60 dias.

A extracdo dos ovos de M. javanica foi realizada segundo a metodologia de Boneti &
Ferraz (1981). A contagem dos ovos para a calibracdo da suspensdo (3.000 ovos/vaso)
foi feita em microscopio estereoscopio, utilizando a camara de contagem de Peters
(marca: Astel®). Posteriomente, foram realizados 4 furos com 1 cm de profundidade,
proximo ao caule do tomateiro, onde foi feita a inoculagdo de 4 mL contendo 0s ovos.

Em cada furo foi colocado 1 mL (Figura 3).
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Figura 3: Multiplicacagdo do indculo. A ¢ B) Plantas de tomate cultivar Santa cruz ‘Kada’; C) Ovos e juvenis de
segundo estadio; D) Inoculacéo de ovos de Meloidogyne javanica. Morrinhos-GO, 2017.
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Fonte: Autora.
Técnicas de trabalho empregadas

Para a extracdo dos ovos dos nematoides foi seguido o método descrito por Boneti &
Ferraz (1981). As raizes foram imersas cuidadosamente em uma vasilha com &gua para
retirar o excesso de terra aderido a elas, fragmentadas em pedacos de 2cm e colocadas
no copo do liquidificador, adicionando-se até cobri-las uma solucdo de hipoclorito de
sodio a 0,5% e a&gua em um volume total de 300 mL. Elas foram trituradas na menor
velocidade, durante 20s. A suspensdo contida no copo foi vertida em uma peneira de
100 mesh, sobreposta a uma de 400 mesh. O residuo da peneira de menor mesh foi
descartado. Com a ajuda de uma pisseta com agua, o residuo da peneira de 400 mesh foi

recolhido em um copo do tipo Becker.
Obtencéo de juvenis M. Javanica

Para a obtencdo dos juvenis de segundo estddio (J2), a suspensdo de ovos da
populacdo de nematoides foi vertida cuidadosamente em uma camara de eclosdo (prato
sobreposto com uma peneira e papel toalha). Apos 24 horas foi feita a troca da agua
para eliminar nematoides ja eclodidos, e, em seguida, a camara de eclosao foi mantida a
25 °C por mais 48 horas no escuro. Posteriormente, os nematoides que eclodiram foram

recuperados em peneira granulométrica de 400 mesh e usados no teste de mortalidade.
Preparo da solugéo estoque e diferentes concentracoes

Foi medida a massa de 160 mg do extrato vegetal seco, referente a cada amostra

obtida por meio do extrato metanolico bruto, processo descrito anteriormente. Diluiu-se
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16 pL de dimetilsulfoxido (DMSQ) a 1%, em 16 mL de agua deionisada, obtendo-se a
concentracéo de 100 mg L™. Para a concentracdo de 50 mg L™, mediu-se a massa de 80
mg do extrato vegetal e o dissolveu em 16 uL. de DMSO (1%), diluido em 16 mL de
4gua deionisada. Para a concentracdo de 25 mg L™, mediu-se a massa de 40 mg do
extrato vegetal que foi dissolvido em 16 puL de DMSO (1%), mais 16 mL de &gua
deionisada. Para a concentracéo de 12,5 mg L™, 20 mg do extrato vegetal foi dissolvido
em 16 pL. de DMSO (1%), mais 16 mL de agua deionisada.

Estudo das concentracdes dos extratos metandlicos na mortalidade de juvenis de

segundo estadio de M. Javanica

Nesta etapa, foram analisados os extratos botanicos de mangaba, barbatiméo, pequi,
jatobé e lobeira, nas concentragdes de 0; 12,5; 25; 50 e 100 mg L™ . Para o preparo das
concentracOes do extrato utilizou-se a metodologia descrita anteriormente.

Para avaliar o efeito dos extratos botanicos sob o juvenil de segundo estagio (J2),
adicionou-os em tubos de ensaio de vidro (dimensdes 25 x 150 mm), de 1 mL, contendo
esses nematoides. Em seguida, para cada tubo de ensaio preestabelecido, adicionou-se
1,5 mL de solucdo dos extratos botanicos. No tratamento controle acrescentou-se agua
deionizada. Os tubos de ensaio foram fechados com camada dupla de lenco de papel
permeével por 24 horas, a 25 °C, no escuro. Em seguida, verteu-se em placa de Petri de
vidro (dimens6es 90x90 mm) a solucdo (extrato+nematoides) e manteve-se assim por
mais 24 horas, quando foi realizada a quantificacdo dos J2 vivos. A quantificacdo foi
feita em camara de contagem de Peters (marca: Astel®) sob microscépio esteroscopio,

estabelecendo-se como vivos aqueles que atravessaram o papel e continuavam moveis.
Delineamento estatistico

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, em arranjo, fatorial 5x5
(extratos boténicos x concentragfes), com seis repeticdes. A parcela experimental foi
representada por cada tubo e posteriormente pelas placas de Petri, totalizando 150
unidades experimentais.

Antes da avaliacdo final, fez-se 3 ensaios para ajustar a técnica. As avalia¢fes foram
feitas apds 48 horas da implantacdo do experimento, avaliando-se a contagem dos

nematoides que atravessaram o papel filtro, os quais foram classificados como vivos.
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Os dados numéricos foram avaliados estatisticamente mediante anéalise de variancia
e, quando significativos, realizou-se a analise qualitativa pelo teste de Scoot-Knott a 5%
de probabilidade. Para os dados quantitativos, realizou-se a analise de regressdo. Para o

tratamento dos dados, foi utilizado o software Sisvar ® (Ferreira, 2011).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Houve interacdo entre os fatores ‘“‘extratos” e “concentracdo” para a varidvel
mortalidade de juvenis. Nesse sentido, o efeito dos extratos variou em funcdo das
concentra¢Bes empregadas.

A populacéo inicial do tratamento controle variou de 160 a 176 J2 vivos. A maior
mortalidade de J2 (P < 0,05) ocorreu nos extratos de barbatimio, Stryphnodendron
adstringens, onde foi verificado apenas 14 J2 vivos para a concentracdo de 100 mg L
do extrato de barbatiméo, o que representou 80% de mortalidade, sendo esse 0 melhor
resultado obtido. Na concentracdo de 100 mg L™ do extrato de mangaba, Hancornia
speciosa, manteve-se vivos 92 J2, o que equivale a 40% de mortalidade; 128 em extrato
de jatoba, Hymenaea stigonocarpa, e pequi, Caryocar brasiliense, que equivale a 20%,
e 147 em lobeira, Solanum lycocarpum, correspondente a taxa de 10% de mortalidade
(Figura 1).

Verificou-se que em todos os tratamentos houve a mortalidades dos nematoides,
obtendo-se os maiores indices nas concentragdes de 50 e 100 mg L™, respectivamente.
Independentemente do extrato analisado, as melhores concentracdes foram sempre as
maiores, onde ocorreu mais mortalidades (Figura 1).

Visualmente ndo observou-se quaisquer alteracbes quanto ao formato e a coloracao
dos nematoides. Ao se aplicar os extratos boténicos, eles mantiveram-se integros e com
a coloracdo caracteristica da espécie (transparente). Verificou-se também que os
nematoides quantificados como vivos movimentavam-se, embora, lentamente, e 0s que
estavam imoveis se encurvavam. Os caracterizados como mortos se estendiam, ficando
esticados. Ou seja, verificou-se que o0s extratos botanicos, nas concentragcbes mais
baixas, ndo foram efetivos nos nematoides, pois esses ultrapassaram a barreira imposta
pelo papel toalha e continuavam ainda com certa motilidade.

O modelo de regressdo linear teve melhor ajuste em resposta ao tipo de extratos
botanicos, obtendo os maiores valores para R A tendéncia foi obter maiores taxas de

mortalidades, independende do tipo dos extratos botanicos utilizados, a medida que
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aumentou a concentracdo. Com o extrato de barbatimdo, obteve-se a maior taxa de

mortalidade, seguido pelo extrato de mangaba, jatobd, pequi e lobeira (Figura 1).

Figura 1: NUmero médio de juvenis de segundo estadio (J2) de Meloidogyne javanica em fungdo das concentracoes
de extratos metandlicos das espécies de plantas nativas do Cerrado. Morrinhos — Goias, 2017.
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Fonte: Dados da pesquisa.

Percebe-se a eficiéncia na utilizacdo dos extratos, haja vista a alta taxa de
mortalidade de J2 de M. javanica. Com exce¢do ao tratamento controle, nas demais
concentracOes, o extrato de barbatimdo foi o que apresentou melhor resultado de
mortalidade (116,00; 111,33; 48,00; 14,00) em 12,5; 25; 50; 100 mg L™. Extratos
concentrados a 12,5 mg L™ mantiveram a mortalidade nos demais extratos na faixa de
142,00 a 162,00. Extratos concentrados a 25 mg L™, preparados com jatob4 e mangaba,
obtiveram mortalidade de 140,00 e 134,67. J& com os extratos de pequi e lobeira as
mortalidades foram de 154,00 e 162,00. Extratos concentrados a 50 mg L™, como os de
mangaba, pequi e jatoba mataram, em média, 132,67; 131,33; 127,33. O de lobeira foi o
menos eficiente, cuja média foi de 160,67. Para os extratos concentrados a 100 mg L™,
como o extrato de mangaba, obteve-se em média 92,67; para os de pequi, jatoba e

lobeira as médias foram de 128,67 e 147,33 (Tabela 1).
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Tabela 1. Valores médios da mortalidade de juvenis de segundo estadio de M. javanica em fungdo da concentragdo
dos extratos metandlicos de plantas nativas do Cerrado. Morrinhos-GO, 2017.

isti Concentracdo (mg L*
Caracteristica ... ¢do (mgL™)

avaliada 0 12,5 25 50 100

Mangaba 171,33a  142,00b 134,67b 132,67b 92,67b 134,67
Barbatimdo 174,00a 116,00a 111,33a  48,00a 14,00a 92,67

Média

Nematoides

Juvenis Pequi 163,33a  154,67b 154,00c 131,33b 128,67c 146,40
Jatoba 173,67a  142,67b 140,00b 127,33b 128,67c 142,47
Lobeira 176,00a  162,00b 162,00c 160,67c 147,33c 161,60
Média 171,67 143,46 140,4 120,00 102,27 135,56

Meédias seguidas pela mesma letra na coluna, para a mesma caracteristica avaliada, ndo diferem entre si, pelo teste de
Scott-Knott, a 5% de probabilidade.

Fonte: Dados da pesquisa.

Dos extratos analisados, o extraido de folhas de barbatimdo, Stryphnodendron
adstringens, obteve-se uma taxa de 80% de mortalidade de J2 de M. Javanica;
Verificou-se as seguinte taxas para as demais: mangaba, Hancornia speciosa, 40%;
jatoba, Hymenaea stigonocarpa, 20%; pequi, Caryocar brasiliense, 20% e lobeira,

Solanum lycocarpum, 10% (Figura 2).

Figura 2. Porcentagem de mortalidade de juvenil de segundo estadio (J2) de cada extrato. Morrinhos-GO, 2017.
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Fonte: Dados da pesquisa.
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A primeira etapa para a extracdo do principio ativo que foi utilizado no experimento
foi a maceracdo a frio com etanol, devido ao fator de maior afinidade de polaridade do
soluto. Segundo Dias et al., (2000) os extratos botanicos obtidos pelo método de
maceracdo dos tecidos, em geral, tem maior efeito nematotdxico ou nematicida em
comparagdo aos extratos obtidos por infuséo. Quando realizada a retirada dos extratos
do baldo do evaporador rotativo com auxilio do metanol, espera-se que as substancias
presentes nos extratos se solubilizem para que tenham maior afinidade com a polaridade
do soluto.

O barbatimdo é uma espécie da familia Fabaceae e subfamilia Mimosoideae.
Espécies dessa famila possui substancias bioativas presentes nas suas folhas e cascas,
como inibidores de proteases, taninos, saponinas, inibidores de tripsina, alcaloides,
terpenos, esteroides, estilbenos e flavonoides (Oliveira et al., 2002; Soares et al., 2002;
Pinho et al., 2012). Essas substancias, cuja acdo ja foi comprovada em fitonematoides,
inibe o ataque de predadores como insetos, aves, herbivoros, fungos, bactérias, entre
outros (Cenci et al., 2007; Nico et al., 2004; Chitwood, 2002; Mian & Rodriguez-
Kébana,1882). Esse fato pode justificar a mortalidade igual ou superior a 80% em M.
javanica deste estudo.

No trabalho realizado por Maistrello et al., (2010) verificou-se a reducgéo da eclosdo
do nematoide das galhas in vitro e reducdo do nimero de ovos de J2 em tomateiros,
utilizando taninos de castanheira, atribuindo tal resultado ao efeito nematostatico e de
desorientacdo do movimento dos nematoides. Ja em experimentos in vitro realizados
por Olabiyi et al. (2008) verificaram que 0s extratos aquosos de espinho-de-cristo
(Euphorbia hirta L.), quebra-pedra (Phylanthus amarus L.) e fedegoso (Cassia
obtusifolia L.) a 0,15 e 0,20 g mL-*, ocasionaram até 100,0% de mortalidade de juvenis
de M. incognita. Nas analises fitoquimicas das plantas estudadas, constatou-se que elas
possuem diferentes compostos quimicos, que podem exercer atividade nematicida.
Nessas analises foram encontrados taninos, flavonoides, alcaloides, esterois e
glicosideos.

Estudos feitos com H. Contortus, parasita de ruminantes, realizados por Oliveira et
al. (2011) avaliaram a eficécia in vitro da aroeira (Myracrodrum urundeuva L.). Os
pesquisadores relataram que o extrato de folhas foi efetivo, inibindo 98% da ecloséo na
concentracdo de 1,25 mg mL™, enquanto o extrato do caule inibiu a eclosido em 83% na
concentracdo de 5 mg mL™. Ao utilizar o extrato de folhas e caule no teste de
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desembainhamento na concentracdo de 0,31 mg mL™, ocorreu um bloqueio de 100% do
processo. De acordo com o autor, M. urundeuva pode ser usado para o controle de
nematddeos gastrintestinais de pequenos ruminantes e a atividade anti-helmintica da
planta se da, provavelmente, devido a presenca de taninos.

Portanto, vale salientar que o extrato metandlico de barbatimdo, uma espécie nativa
do Cerrado brasileiro, mesmo que ainda ndo esteja relatada na literatura quanto a
utilizacdo para o controle de fitonematoides, obteve grande potencial para o controle de
M. Javanica. Ressalta-se que as demais plantas analisadas ndo devem ser descartadas
guanto ao seu potencial nematicida. Entretanto, novos estudos serdo necessarios para
validar o potencial nematicida in vivo, tais como estudos fitoquimicos, para que possa
concluir se a sua atividade nematicida é devida a um Unico composto ou advém do

sinergismo entre 0s varios compostos.

Conclusoes

Extratos metanolicos preparados a partir de folhas de barbatiméao
(Stryphnodendron adstringens (Mart.) Coville) controla juvenis de segundo estadio (J2)
in vitro com grande eficiéncia. Desse modo, esta espécie apresenta potencial de

utilizacdo para o controle de M. javanica.
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APENDICES

Apéndice A: Resumo de analises de variancia do nimero de nematoides juvenis de
segundo estadio (J2) em funcdo de concentracdo de extratos de plantas nativas do
Cerrado goiano. Morrinhos — GO, 2017.

Graus de Soma dos Quadrados
Fatores de Variagao Liberdade

Juvenil
Extratos 4 80517,76**
ConcentracOes 4 82205,76**
Extratos x Concentragc0es 16 47533,00**
Residuo 125 46398,00
Total 149 256654,96
CV (%) 14,21

CV - Coeficiente de variagdo; " ~Nao significativo pelo teste de F; ** - Significativo ao nivel de 1% de
probabilidade, pelo teste de F; * - Significativo ao nivel de 5% de probabilidade, pelo teste de F

Apéndice B: Significancia do efeito de extratos vegetais, distintas concentracdes e
interacdo destes fatores na mortalidade de juvenis de segundo estadio (J2). Morrinhos —
GO, 2017.

Fatores de variacdo Mortalidade de juvenis
Extratos 54,23**

Concentracdes 55,36**

Extratos x Concentragoes 8,00**

Coeficiente de variacao 14,21

** significativo (p<0,01)



