U

UNIVERSIDADE FEDERAL DE LAVRAS

WILLIAN JOSE RODRIGUES DA SILVA

SUBSTANCIAS ORGANICAS NO CONTROLE

DE Meloidogyne spp. EM RAIZES DE PLANTAS

LAVRAS - MG
2011



WILLIAN JOSE RODRIGUES DA SILVA

SUBSTANCIAS ORGANICAS NO CONTROLE DE Meloidogyne spp. EM
RAIZES DE PLANTAS

Dissertagdo apresentada a Universidade
Federal de Lavras, como parte das
exigéncias do Programa de Pods-
Graduacdo em Agroquimica, para a
obtengdo do titulo de Mestre.

Orientador

Dr. Denilson Ferreira de Oliveira

LAVRAS - MG
2011



Ficha Catalografica Preparada pela Divisdo de Processos Técnicos da
Biblioteca da UFLA

Silva, Willian José Rodrigues da.

Substancias organicas no controle de Meloidogyne spp. em raizes
de plantas / Willian José Rodrigues da Silva. — Lavras : UFLA,
2011.

114 p. :il.

Dissertagdo (mestrado) — Universidade Federal de Lavras, 2011.
Orientador: Denilson Ferreira de Oliveira.
Bibliografia.

1. Fitonematoides. 2. Nematicida. 3. Indug¢ao de resisténcia. 4.
Controle. I. Universidade Federal de Lavras. II. Titulo.

CDD - 632.65182




WILLIAN JOSE RODRIGUES DA SILVA

SUBSTANCIAS ORGANICAS NO CONTROLE DE Meloidogyne spp. EM
RAIZES DE PLANTAS

Dissertacdo apresentada a Universidade
Federal de Lavras, como parte das
exigéncias do Programa de Pos-
Graduacdo em Agroquimica, para a
obtencdo do titulo de Mestre.

APROVADA em 25 de fevereiro de 2011.

Dr. Vicente Paulo Campos UFLA

Dr. Helvécio Martins dos Santos Junior UFRJ

Dr. Denilson Ferreira de Oliveira

Orientador

LAVRAS - MG
2011



Aos meus pais,
Pedro José da Silva
&

Petronila Rodrigues da Silva,

OFERECO

Aos meus avos,
José Pedro da Silva
&

Francelina dos Santos Silva,

DEDICO



AGRADECIMENTOS

A Deus, acima de tudo.

A UFLA, por meio do Programa de Pés-Graduagio em Agroquimica,
pela oportunidade de cursar o mestrado e ao CNPq, pela concessao da bolsa.

Ao meu amigo Alan que compartilhou os momentos bons e dificeis de
analisar as amostras de ressonancia magnética nuclear.

Aos meus amigos Jesse Valentim, Vanderley, Helvécio, Viviane,
Marilua, Leticia, Maria Clara, Renata, Leidiane, Amanda, Lilian, Eduardo.

Aos técnicos Tarley e Cleber pela atencdo prestada durante a execugio
do trabalho.

Ao meu orientador Professor Denilson Ferreira Oliveira, pela
oportunidade concedida.

Ao Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico

(CNPq), pela concessdo da bolsa de estudos.



RESUMO

Observam-se grandes prejuizos na agricultura mundial em decorréncia
da atuacdo dos nematoides das galhas (Meloidogyne spp.), que constituem o
grupo de nematoides fitoparasitas com maior importincia econdémica na
agricultura. Como grande parte dos métodos atualmente disponiveis para o
controle destes nematoides se baseiam no uso de nematicidas convencionais,
toxicos ao ambiente e com alto custo, existe uma demanda cada vez maior por
novas metodologias menos onerosas e com menos toxicidade ao ambiente e ao
ser humano, para o controle de Meloidogyne spp. Em decorréncia,
avaliaram-se, neste trabalho, os efeitos de substincias orginicas volateis
(SOV), disponiveis comercialmente, sobre a resisténcia de cafeeiros a
Meloidogyne exigua. Além disso, buscou-se averiguar, pelo emprego de
métodos colorimétricos, se o aumento da resisténcia poderia estar associado a
produgdo de carboidratos, aminoacidos, alcaloides e fendis. Combinagdes de
jasmona + jasmonato de metila, (Z)-hex-3-en-1-ol + (E)-hex-3-en-1-ol + (Z)-
hex-2-en-1-ol + (E)-hex-2-enal, acetato de (E)-hex-2-enila + acetato de hexila,
meso-butano-2,3-diol + butano-1,2-diol + butano-1,3-diol + butano-1,4-diol, 3-
hidroxibutanona + 4-hidroxibutanona e acetato de linalila + nerolidol, reduziram
a populagio de M. exigua nas raizes de cafeeiros quando foram aplicadas nas
partes aéreas das plantas. As exposicdes das plantas a todas as combinagdes de
SOV resultaram em alteracdes nas quantidades de alcaloides, aminodacidos,
carboidratos, sacarose e fenois. Também foram realizadas analises por
espectroscopia de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio, o que permitiu
identificar varias substancias nas raizes das plantas. Entretanto, ndo foi possivel
elucidar os mecanismos de agdo dessas SOV nas plantas estudadas. Também se
objetivou avaliar as atividades de substancias orgénicas sintéticas, ndo volateis,
contra Meloidogyne spp. Dentre as substancias testadas in vitro, o cloreto de
2,3,5-trifeniltetrazolio e o acido picrico se destacaram. Logo, foram empregados
em ensaio com plantas de alaface e soja inoculadas com Meloidogyne incognita,
0 que permitiu observar que o cloreto de 2,3,5-trifeniltetrazolio foi capaz de
reduzir a populagdo do nematoide nas raizes das plantas. Quanto ao acido
picrico, ele mostrou-se toxico as espécies vegetais dos experimentos, o que
impossibilitou avaliar a sua acdo sobre o nematoide. Estudos futuros deverdo ser
realizados, com vistas a obter substancias estruturalmente parecidas com o
cloreto de 2,3,5-trifeniltetrazélio, que possam ser mais eficientes no controle de
Meloidogyne spp.

Palavras-chave: Inducdo de resisténcia. Fitonematoides. Nematicida.



ABSTRACT

Large losses in global agriculture are caused by root-knot nematodes
(Meloidogyne spp.), which constitute the group of plant-parasitic nematodes of
major economic importance to agriculture. Since most of the currently available
methods for controlling these nematodes are based on the use of conventional
nematicides, which are toxic to the environment and highly expensive, there is
an increasing demand for new methodologies, less costly and less toxic to
environment and human beings, to control Meloidogyne spp. Consequently, in
this research the effects of commercially available volatile organic substances
(VOS's) on the resistance of coffee plants to Meloidogyne exigua were
evaluated. In addition, we sought to determine, by employing colorimetric
methods, if the increase in resistance could be associated to the production of
carbohydrates, amino acids, alkaloids and phenols.Combinations of methyl
jasmonate + jasmone , (Z)-hex-3-en-1-ol + (E)-hex-3-en-1-ol + (Z)-hex-2-en-1-
ol + (E)-hex-2-enal, (E)-hex-2-(tem algo errado aqui !!!)hexyl acetate + hexyl
acetate, meso-butane-2,3-diol + butane-1,2-diol + butane-1,3-diol + butane-1,4-
diol, 3-hydroxybut-2-one + 4-hydroxybut-2-one and linalyl acetate + nerolidol,
were able to reduce the population of M. exigua in coffee roots when they were
sprayed on the aerial parts of plants. Exposure of plants to all combinations of
VOS's resulted in changes in the amounts of alkaloids, amino acids,
carbohydrates, sucrose and phenol. The plants were also analyzed by hydrogen
nuclear magnetic resonance spectroscopy, which allowed the identification of
various substances in the roots. However, the mechanisms of action of these
VOS’s in the plants studied could not be elucidated. Another objective of this
work was to evaluate the activities of nonvolatile synthetic organic chemicals
against Meloidogyne spp. Among the substances tested in vitro, 2,3,5-
triphenyltetrazolium chloride and picric acid were the most effective.
Consequently, both substances were tested on soybean and lettuce plants
inoculated with M. incognita. 2,3,5-triphenyltetrazolium chloride reduced the
population of M. incognita in the roots of the plants, but the picric acid proved to
be toxic to the plants tested, maiking it impossible to assess its effects on the
nematode. Future studies should be conducted in order to obtain substances
structurally similar to the 2,3,5 —triphenyltetrazolium chloride, which can be
more efficient in controlling Meloidogyne spp.

Keywords: Induction of resistance, Plant-parasitic nematodes, Nematicides.
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Figura 1
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Figura 3

Concentragoes de alcaloides, aminoacidos, carboidratos,
sacarose e fendis, nas raizes de Coffea arabica cuja parte aérea
foi pulverizada com solu¢des das combinagdes de jasmona +
jasmonato de metila (1 e 7), (Z)-hex-3-en-1-o0l + (E)-hex-3-en-1-
ol + (Z)-hex-2-en-1-0l + (E)-hex-2-enal (2 e 8), acetato de (E)-
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encontrava na concentragdo de 0,5 mmol.L", enquanto nos
tratamentos de 7 a 12 cada substancia foi empregada na
concentracdo de 1,0 mmol.L™. Barras com as mesmas letras em
cada grafico ndo diferem entre si, pelo teste de Scott & Knott
(P0,05) oottt ettt sae s
Metabolitos identificados e quantificados nas raizes de cafeeiro
(Coffea arabica) com o uso da espectroscopia de ressonancia
magnética nuclear de hidrogénio. As plantas foram pulverizadas
com combinagdes de jasmona + jasmonato de metila (1 e 7), (Z)-
hex-3-en-1-ol + (E)-hex-3-en-1-ol + (Z)-hex-2-en-1-ol + (E)-
hex-2-enal (2 e 8), acetato de (E)-hex-2-enila + acetato de hexila
(3 ¢ 9), meso-butano-2,3-diol + butano-1,2-diol + butano-1,3-
diol + butano-1,4-diol (4 e 10), 3-hidroxibutan-2-ona + 4-
hidroxibutan-2-ona (5 e 11) ou acetato de linalila + nerolidol (6 e
12). Como controle foi empregado Tween 80 (13). Nos
tratamentos de 1 a 6, cada substancia se encontrava na
concentragdo de 0,5 mmol.L™, enquanto nos tratamentos de 7 a
12 cada substincia foi empregada na concentragdo de 1,0
mmol.L". Barras com as mesmas letras, em cada grafico, nio
diferem entre si, pelo teste de Scott & Knott (P<0,05) ..................
Escores das analises de componentes principais dos espectros de
ressonancia magnética nuclear de hidrogénio dos extratos das

[T 2]

raizes de Coffea arabica (Tx.y, sendo “x” correspondente ao
tratamento e “y”, o numero de repeticdo). As plantas foram
pulverizadas com combinagdes de jasmona + jasmonato de
metila (tratamentos 1 e 7), (Z)-hex-3-en-1-o0l + (E)-hex-3-en-1-o0l
+ (Z)-hex-2-en-1-ol + (E)-hex-2-enal (tratamentos 2 e 8), acetato
de (E)-hex-2-enila + acetato de hexila (tratamentos 3 e 9), meso-



butano-2,3-diol + butano-1,2-diol + butano-1,3-diol + butano-
1,4-diol (tratamentos 4 e 10), 3-hidroxibutan-2-ona + 4-
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PRIMEIRA PARTE

1 INTRODUCAO

A agricultura mundial enfrenta um cendrio complexo, com oscilagdes
nos valores de comercializagdo de seus produtos, o que contribui para a
diminuic¢do dos investimentos em manejo cultural. Em decorréncia disso, pode-
se observar um aumento da incidéncia de doengas, dentre as quais merecem
destaque as causadas por nematoides parasitas de plantas, que podem ser
chamados de fitonematoides. Além de ndo apresentarem a desejada eficiéncia,
os métodos empregados para o controle destes patdogenos acarretam problemas,
como o aumento do custo de produgdo e a contaminag¢do de seres humanos e do
ambiente com as substancias presentes nos varios produtos comerciais ativos
contra nematoides. Consequentemente, torna-se necessario o desenvolvimento
de novos métodos de controle de nematoides parasitas de plantas que possam
solucionar tais problemas (Chitwood, 2002; Filgueira, 2000).

Dentre as diversas espécies de fitonematoides, destacam-se aquelas do
género Meloidogyne, que sdo responsaveis por grandes prejuizos na producgdo
agricola (Sasser & Freckman, 1987; Koenning et al., 1999; Chitwood, 2003).
Um exemplo simples pode ser observado na cultura do café, que é de grande
importancia para o estado de Minas Gerais, no qual sdo produzidos 49,10% do
café brasileiro (Conab, 2011). Acredita-se que a infestacdo das areas agricolas
com nematoides fitoparasitas cause perdas anuais da ordem US$ 125 bilhdes no
mundo (Chitwood, 2003).

Com vistas a contribuir para a solu¢do de tais problemas, no presente
trabalho abordaram-se duas possibilidades. A primeira delas consistiu em
averiguar se o uso de substincias orgénicas volateis poderia aumentar a

resisténcia de cafeeiros a Meloidogyne exigua Goeldi, que ¢ um nematoide
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amplamente disseminado pelos cafezais brasileiros (Campos et al., 1997;
Oliveira et al., 2005; Castro et al., 2008). Além disso, buscou-se, também,
investigar os mecanismos de acdo de tais substancias volateis. Na segunda
possibilidade, substancias organicas com potencial atividade nematicida,
segundo dados da literatura ou segundo testes previamente realizados, foram
submetidas a testes in vitro e in vivo para que suas atividades contra M. exigua,
M. incognita (Kofoid & White) Chitwood e M. javanica (Treub) Chitwood,

pudessem ser avaliadas.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Nematoides do género Meloidogyne

Os nematoides do género Meloidogyne, vulgarmente conhecidos como
nematoides de galhas, sdo endoparasitas sedentarios. Varias sdo as espécies
incluidas neste género, sendo M. exigua, M. incognita e M. javanica as
principais causadoras de prejuizos na agricultura (Nasu et al., 2010; Marchese et
al., 2010).

Com a finalidade de completar seus ciclos de vida, estes patogenos
invadem as raizes de plantas susceptiveis, nas quais induzem uma grande
transformag¢ao em determinadas células do hospedeiro, que passam a fornecer os
nutrientes necessarios para que possam completar todo o seu ciclo de vida. Na
fase adulta, as fémeas do nematoide depositam seus ovos em uma massa
gelatinosa que, geralmente, & exposta para a parte de fora da raiz. Dentro de
poucas horas apods a liberagdo do ovo, comeca o desenvolvimento do embrido,
resultando na formag¢do de uma larva (Tihohod, 2000).

Nestes ovos, a multiplicacdo celular se torna intensa, com varios
processos mitoticos e meidticos, até chegar a formacao dos juvenis de primeiro
estadio (J1). Logo apos, ¢ formado o juvenil de segundo estadio (J2), que rompe
as camadas do ovo e migra até a raiz da planta. Geralmente, a penetragdo ocorre
na coifa da raiz. O J2 migra até um local especifico, onde as células ndo estdo
diferenciadas e, em seguida, induz a formagao do seu sitio de alimenta¢do no
parénquima vascular (Zhao; Schmitt; Hawes, 2000). Ap6s aproximadamente
quatorze dias, ocorre a formacdo do juvenil do terceiro estdgio (J3) e, mais a
seguir, do quarto estagio (J4). Por fim, ocorre a formagdo da fase adulta, durante
a qual a fémea, com corpo em formato piriforme, inicia o desenvolvimento

reprodutivo, com crescimento das gonadas funcionais, com posterior produgio
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de ovos e liberagdo dos mesmos no solo, para o inicio de um novo ciclo do
nematoide. Quanto aos machos, eles possuem corpo vermiforme e nio se
alimentam. Uma vez formados, migram para o solo, onde permanecem até a

morte (Eisenback & Triantaphyllou, 1991).

2.2 Formas de controle de Meloidogyne spp.

Uma das possibilidades para o controle de fitonematoides é o emprego
de métodos culturais, como, por exemplo, a rotagdo com culturas resistentes ou
ndo hospedeiras (Ferraz & Freitas, 2004). Outra possibilidade diz respeito ao
emprego de coberturas verdes, ja que ha varias plantas produtoras de substancias
toxicas a nematoides (Lopes et al., 2005; Neves et al., 2005). Apesar de tais
métodos serem de grande valor, demandam planejamento, ja que se faz
necessario o investimento de tempo e dinheiro para que possam alcangar
sucesso. Além disso, existem varias culturas, principalmente as perenes, que
apresentam grandes dificuldades para a implementacdo de tais metodologias
(Blum; Cares; Uesugi, 2006; Starr; Bridge; Cook, 2002).

Em principio, os nematoides das galhas podem ser controlados, em
algumas culturas, pelo uso de genes para resisténcia, como ¢ o caso do gene Mi,
proveniente de Solanum peruvianum (Pi 128657) (Watts), que foi empregado
para conferir resisténcia a tomateiros comerciais (Rossi et al., 1998; Gilbert &
Mcguirre, 1956). No entanto, populagdes de Meloidogyne spp. capazes de
contornar tal resisténcia ja foram identificadas. Também se observa que, em
varios casos, esses genes de resisténcia sdo ineficientes em temperaturas
elevadas no solo (Dropkin, 1969).

Outra possibilidade para o controle de Meloidogyne spp. consiste em
fazer enxertia, o que tem resolvido parcialmente o problema de producédo de café

em locais contaminados por nematoides (Fahl et al., 1998; Costa; Gongalves;
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Fasuoli, 1991).

Outras medidas de controle de Meloidogyne spp. se baseiam na
utilizacdo de organismos considerados inimigos naturais de fitonematoides, tais
como fungos, bactérias e nematoides predadores (Kerry, 1990). Especificamente
no caso dos fungos, ha varios nemat6fagos, no Brasil (Ferraz et al, 1992; Ribeiro
et al., 1999a), que utilizam redes ou noddulos adesivos tridimensionais para
aprisionar, infectar e colonizar o nematoide. Ha também aqueles que empregam
seus micélios como armadilhas ou produzem esporos que aderem a cuticula do
nematoide. Dentre as bactérias, destaca-se a Pasteuria penetrans, que pode atuar
sobre a fémea do nematoide das galhas inibindo a produgdo de ovos ou, mesmo,
impedindo o juvenil de segundo estadio (J2) de penetrar nas raizes, atuando
assim como um nematicida biolégico.

Apesar da eficiéncia observada em varios experimentos, tais agentes de
controle biolégico ainda ndo podem ser produzidos e utilizados de forma
economicamente vidvel (Sasser & Carter, 1985; Karssen, 2002; Pimentel;
Peixoto; Paz, 2009).

Embora os métodos acima mencionados apresentem vantagens,
principalmente no aspecto ecoldgico, o uso de substincias nematicidas de
origem sintética ainda faz parte dos procedimentos mais empregados para o
controle de fitonematoides. Em grande parte, isto se deve ao fato de tais
substancias representarem a possibilidade mais viavel, sob o aspecto econémico,
apods o estabelecimento da cultura (Mashela; Shimelis; Mudau, 2008; Hafez &
Sundararaj, 2000). Entretanto, os nematicidas de origem sintética atualmente
em uso sdo altamente toxicos a seres humanos e a organismos benéficos. Além
disso, como os nematoides podem ser disseminados no solo, faz-se necessaria a
aplicagdo de grandes quantidades de substincias com equipamentos
especializados. Consequentemente, observa-se forte demanda por novos

métodos de controle de nematoides (Ferraz & Freitas, 2004). Para tanto, a
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utilizacdo de substancias organicas volateis e ndo volateis de origem vegetal,
bem como de novas substincias sintéticas de baixa toxicidade ao homem e

ambiente, ¢ uma possibilidade bem promissoras (Arab & Bento, 2006).

2.3 Substancias organicas volateis (SOV) empregadas como sinalizadoras

por plantas

Estima-se que algo em torno de 1.700 substincias organicas volateis
(SOV) de plantas, oriundas de mais de 90 familias, ja tenham sido identificadas
(Knudsen & Gershenzon, 2006). Em geral, sdo classificadas como estruturas
quimicas de baixa polaridade que possuem alta pressdo de vapor, com
capacidade de atravessar as membranas com facilidade para serem liberadas no
solo e na atmosfera (Dudareva et al., 2006). Na grande maioria dos casos, sdo
terpenoides, fenilpropanoides e derivados de aminoacidos, carotenos e de acidos

graxos (Figura 1).
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Figura 1 Substancias organicas volateis de origem vegetal

Quando sofrem danos por fatores bidticos ou abidticos, as plantas
emitem respostas de defesa, com a sintese e a liberagao de SOV no local afetado
ou de maneira sistémica (Rose et al., 1996; Paré et al., 2005; Paré¢ & Tumlinson,
1999; Arimura; Kost; Boland, 2005; Roda & Baldwin, 2003). Uma das SOV
produzidas é o jasmonato de metila (Figura 3) (Rodriguez-Saona et al., 2001),

que pode ativar genes de defesa na planta (Bate & Rothstein, 1998).
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Dentre as varias rotas biossintéticas para a produgdo de SOV, pode-se
mencionar, por exemplo, a sintese de terpenoides pelas vias do mevalonato e do
1-deoxixilulose-5-fosfato (Lichtenthaler et al., 1997).

Também ¢é possivel mencionar que plantas de batata (Solanum
tuberosum L.) infestadas com o besouro-da-batata-do-colorado Leptinotarsa
decemlineata (Say) liberam o (Z)-hex-3-en-1-ol (Figura 1), que atrai o percevejo
rajado Bioculatus Perillus (Fabr.) para atuar como predador do besouro
(Weissbecker; Van Loon; Dicke, 1999). Outro exemplo pode ser observado
quando plantas de milho (Zea mays L.) sofrem danos artificiais em folhas
tratadas com o material regurgitado por larvas de Spodoptera exigua (Hiibner).
Em decorréncia de tal tratamento, as plantas liberam SOV que causam
repeléncia ao pulgdo Rhopalosiphum maidis (Fitch) (Bernasconi et al., 1998).

Algumas SOV também podem ter acdo direta contra agentes
patogénicos ou insetos. Um exemplo ¢ o efeito repelente ou toxico dos
monoterpenos f-pineno e 3-careno (Figura 2), que sdo produzidos por Pinus
ponderosa (Lawson), quando sob a herbivoria de larvas de mariposas (Halisdota
ingens Hy. Edwards) (Litvak & Monson, 1998).

CH
H3C 3

CH,
S-Pineno 3-careno

Figura 2 Substancias organicas volateis utilizadas por plantas para o controle de
insetos

Observa-se, em alguns casos, que plantas atacadas por pragas ou
doengas liberam SOV que podem afetar plantas vizinhas. Este ¢ o caso, por

exemplo, de Phaseolus lunatus L. que, ao ser atacada por acaros herbivoros,
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libera (Z)-hex-3-en-1-ol (Figura 1), (E)-hex-2-enal e acetato de (Z)-hex-3-enila
(Figura 3), que ativam varias proteinas relacionadas ao sistema de defesa em
plantas vizinhas ndo atacadas pelo inseto (Arimura et al, 2001; Kost & Heil,
2006). Sabe-se também que as plantas de Arabidopsis thaliana (L.) Heynh,
expostas a (E)-hex-2-enal, (Z)-hex-3-enal, (Z)-hex-3-en-1-ol ou allo-ocimeno
(Figura 3), t€ém maior resisténcia ao fungo Botrytis cinerea (Kishimoto et al.,
2005). Segundo Bate & Rothstein (1998), o (E)-hex-2-enal (Figura 3) ativa
varios genes em plantulas de Arabidopsis sp. que estdo envolvidos com o
sistema de defesa da planta. Tais resultados foram confirmados por Kishimoto et
al. (2006), segundo os quais algumas substancias volateis induzem o aumento da
lignificagdo em A. thaliana, o que torna a penetragcdo do fungo B. cinerea mais
dificil. Ademais, ocorre o acimulo de substancias antifingicas como a

camalexina, que inibe o crescimento fingico no interior da planta.
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Figura 3 Substancias organicas volateis liberadas por folhas atacadas por insetos

ou fungos que ativam o sistema de defesa de folhas intactas da planta

atacada ou de vizinhas

Também ¢é possivel mencionar Artemesia tridentata tridentata Nutt. que,

ao liberar varias substancias pela parte aérea como jasmonato de metila,

metacroleina (Figura 3) e alguns terpenoides, torna plantas de Nicotiana
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attenuata Steud mais preparadas para a resisténcia a insetos herbivoros. Quando
atacadas por lagartas de Manduca sexta L., ocorre uma acelerada produgao de
inibidores da tripsina proteinase em individuos de N. atfenuata, nas
proximidades da planta A. tridentata (Kessler et al., 2006).

Uma potencial forma de aproveitar tal comportamento diz respeito a
liberagdo de substancias orgénicas volateis na proximidade de plantas que se
queira proteger de algum ataque. Cientes disso, Heil & Kost (2006) liberaram,
em baixa concentragdo, durante 24 horas, uma mistura de acetato de (Z)-hex-3-
enila, f-ocimeno, (R)-(-)-linalool, (3E)-4,8-dimetilnona-1,3,7-trieno, salicilato
de metila, (Z)-jasmona, f-cariofileno e (3E,7E)-4,8,12-trimetiltrideca-1,3,7,11-
tetraeno (Figura 1 e 3), na presenca de P. lunatus. A seguir, fizeram danos
mecanicos na planta e avaliaram as respostas do seu sistema de defesa, o que
permitiu observar que os individuos submetidos a referida mistura de
substancias volateis tinham apresentado resposta 180% superior a daqueles sem
qualquer exposi¢do. (Keinanen; Oldham; Baldwin, 2001) também utilizaram tal
possibilidade ao exporem N. attenuata Steud a jasmonato de metila (Figura 3).
Com isso, as concentragdes de alguns metabolitos diretamente ligados ao
sistema de defesa da planta (cafeoilputrescina, nicotina - Figura 4 - e diterpenos

glicosilados) aumentaram sensivelmente nas folhas.



23

OH
H H HO Y
X N AN N
J ) \ COOH
N =
N H
Cafeoilputrescina Nicotina Acido cafeico

OH
O
X O
HO
OH

Acido rosmarinico

Figura 4 Metabolitos ligados ao sistema de defesa de Nicotiana attenuata Steud
e de Ocimum basilicum L., cuja produgdo foi aumentada pelas
exposi¢oes destas plantas a jasmonato de metila

Ao se borrifar Ocimum basilicum L. com solugdes de jasmonato de
metila (Figura 3) a 0,1 e 0,5 mmol/L, Kim et al. (2006) observaram grande
aumento nas concentra¢des de acido rosmarinico, acido cafeico (Figura 4), (R)-
(-)-linalool e de eugenol (Figuras 3 e 1). Em trabalho subsequente, verificou-se
que o jasmonato de metila induz o aumento da producdo das enzimas
lipoxigenase (LOX), 4acido 4-hidroxicinamicolase (C4H), prefenato
dehidrogenase (PDH), polifenol oxidase (PPO), acido phosphatase (APase) e
pentatricopeptideo repetidora (PPR), que tém papel fundamental na produgdo
dos metabolitos secundarios da referida planta (Li et al., 2007). Da mesma
forma, (Cooper; Jia; Goggin, 2005) obtiveram resultados que indicam uma
resposta de defesa sist€émica que reduz a reproducdo de Meloidogyne incognita
em plantas de tomate pulverizadas com solucdo de acido jasmoénico (Figura 3)
na concentracdo de 1,5 mmol/L. Com plantulas de Catharanthus roseus (L.) G.

Don e Cinchona ledgeriana (Howard) Bern. Moens ex Trimen, observou-se que
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a produgdo de alcaloides era duplicada quando tais plantas eram expostas a
jasmonato de metila na concentragdo de 1 pg/mL (Aerts et al, 1994).

Segundo Chen et al. (2004), quando a planta Solanum Ilycopersicon L. é
exposta a jasmonato de metila, ocorre aumento da atividade de arginase, que ¢
uma enzima de grande importancia no metabolismo do aminoacido L-arginina
para a producdo de poliaminas e de 6xido nitrico. Em Picea abies (L.) H. Karst.,
a referida SOV induz a formacdo de uma oleoresina rica em terpenoides que
protege a planta de pragas e doengas (Martin et al., 2002).

A liberacdo da SOV ndo se d& apenas pela parte aérea. Sabe-se, por
exemplo, que, quando atacadas por bactérias patog€nicas ou por insetos
predadores, as raizes de plantas podem liberar substancias como o 1,8-cineol

(Figura 5), também conhecido como eucaliptol (Rocha & Santos, 2007).

1,8-cineol

Figura 5 Estrutura de substancia que pode ser liberada pelas raizes de plantas e
que faz parte do sistema de defesa das mesmas

Também vale mencionar que o efeito promotor do crescimento de
plantas por rizobactérias pode ser, em grande parte, decorrente da producao de
substancias organicas volateis por tais microrganismos. Em trabalhos recentes
(Ryu et al., 2003; Ryu et al., 2004; Farag et al, 2006) foi observado que
butano-2,3-diol, acetoina (Figura 6) e analogos, produzidos por Bacillus spp.,
sdo capazes de ativar varios genes relacionados ao sistema de defesa de

Arabidopsis sp.
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Figura 6 Substancias orgénicas volateis produzidas por bactérias que aumentam
a resisténcia de Arabidopsis sp. a pragas e doengas

Em trabalho preliminarmente realizado pelo Grupo de Produtos Naturais
da Universidade Federal de Lavras (UFLA), verificou-se que a populacao de
Meloidogyne incognita podia ser reduzida nas raizes de feijoeiros suscetiveis a
tal nematoide pela aplicagdo foliar de uma combinagdo de linalool e nerolidol
(Figuras 3 e 1), na concentragao de 0,5 mmol/mL. Como foi verificado que tal
combinag¢do ndo tinha qualquer efeito in vitro sobre os juvenis do segundo
estadio de tal nematoide, acredita-se que a redugdo populacional observada
tenha ocorrido em decorréncia de ativacdo de mecanismos de defesa da planta

(Machado et al., 2008a).

2.4 Substancias orgéanicas ndo volateis de origem vegetal ativas contra

nematoides

Durante o processo de defesa da planta contra doengas, pode ocorrer a
producdo de varios metabolitos secundarios, cuja agdo contra os agentes
patogénicos pode ser direta ou indireta (Chitwood, 2002). Logo, o estudo de tais
substancias também pode ser de grande importancia para o desenvolvimento de

métodos mais eficientes para o controle de nematoides parasitas de plantas.
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2.4.1 Aminoéacidos

Os aminoacidos estdo envolvidos na formagao de praticamente todos os
compostos nitrogenados de origem vegetal: alcaloides, glicosideos cianogénicos,
proteinas, porfirinas, purinas, citoquininas, etc. Podem ser divididos em dois
grupos: os nao proteicos € os proteicos, que perfazem um total de 20 substancias
(Barbosa, 2004; Harborne, 1998; Wink, 1997). A primeira substincia organica
nitrogenada produzida pela planta ¢ a glutamina (Figura 7), que ¢ empregada na
sintese do acido L-glutamico (Figura 7). Este, por sua vez, ¢ utilizado na sintese

de outros aminoacidos (Harborne, 1998; Lea, 1997).

0
\rCOZH HZNWCOZH HS/\rCOZH . MCOZH

NH, O NH, NH; NH,
L-alanina L-asparagina L-cisteina L-glutamina
CO,H CO,H HO,C CO,H "
2 2 2 2 CO,H
( Hozc/\r \/\r HZNJ\NH/\/\r 2
NH; NH, NH, NH,
Glicina Acido L-aspartico Acido L-glutimico L-arginina

Figura 7 Estruturas de alguns aminoacidos utilizados na sintese de proteinas

Recentemente, o Grupo de Pesquisas em Produtos Naturais da
Universidade Federal de Lavras (UFLA) realizou um trabalho com M. exigua
que permitiu detectar a atividade nematicida de aminoacidos de origem
bacteriana (Oliveira et al., 2008). Alguns aminoacidos de fontes comerciais
também foram submetidos a testes in vitro com M. exigua, o que permitiu
observar que L-cisteina (Figura 7) era o mais ativo de todos, com CLs, de 283
g.Ll. Nas mesmas condi¢des, o nematicida comercial Aldicarbe apresentou CLs,

de 26 g.L"'. Quando submetido a teste com plantas de cafeeiro infectadas com
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M. exigua, o aminoacido L-cisteina a 8.480 g.L”' reduziu a populagdo de
nematoides a niveis estatisticamente iguais aos obtidos quando se empregou o
nematicida comercial aldicarbe a 500 g.L™".

O resultado obtido estd em sintonia com o trabalho realizado por Oka &
Cohen (2001), que observaram a atividade do 4cido DL-S-aminobutirico (Figura
8) contra Heterodera avenae Wollenweber. De forma analoga, foi verificada a
atividade de DL-metionina contra M. incognita (Talavera & Mizukubo, 2005;
Tsai & Van Gundy, 1988). O mecanismo exato de controle destes nematoides
por estes aminoacidos ainda ndo foi determinado. Contudo, existe a énfase que a
concentragdo dos D-aminoacidos na extremidade da raiz pode interferir na

nutricdo do nematoide.

NH

N2
H,N @) HO ~~__OH
OH @) @)
Acido D,L-B-aminobutirico  Acido glutimico Acido y-aminobutirico

Figura 8 Estruturas de aminoacidos ativos contra nematoides

O 4cido glutamico e o acido y-aminobutirico (Figura 8) sdo substancias
ligantes mediadoras, que abrem os canais de cloro de forma irreversivel, sendo a
ultima substdncia um transmissor inibitério na jungdo neuromuscular.
Especificamente nos nematoides, agem no sistema nervoso € na musculatura,
aumentando a inibi¢do da neurotransmissdo, o que causa a paralisia ¢ a morte
dos nematoides (Sangster; Song; Demeler, 2005). Tais dados parecem em
consonancia com o trabalho desenvolvido por Perry e Maule (2004), segundo os
quais o acido y-aminobutirico (Figura 8) pode causar paralisia flacida dos
musculos de nematoides e, especificamente em Ascaris suum Goeze, observou-

se que tal substincia inibia os neurdnios responsaveis pelo nervo ventral.
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Também se observa que glutamatos induzem tanto respostas inibitorias quanto
excitatorias em nematoides e que ha evidéncias de que glicina (Figura 7) pode
ter importante papel no sistema nervoso central desses animais (Gasol, 2004).
Tem-se observado significativa variagdo na quantidade e na propor¢ao
de aminoacidos em plantas infectadas com nematoides. Embora ainda ndo seja
possivel entender completamente tal variagdo, existem indicios de que plantas
resistentes produzam mais aminodcidos. Este € o caso, por exemplo, de algodao
(Gossypum hirsutum L.), pois Hedin & Creech (2001) verificaram que mudas
resistentes aumentaram as concentragdes dos aminoacidos metionina, lisina,
acido aspartico, arginina, alanina e acido glutimico (Figura 7, 8, 9) nas raizes,

quando comparadas com mudas suscetiveis.

NH,
0 O
.S ©
NH, OH OH NH,
Metionina Lisina Acido aspértico

Figura 9 Aminoacidos comumente encontrados em plantas, que sdo produzidos
em maiores quantidades em cuultivares de algoddo resistentes a
nematoides

Os resultados até agora obtidos tém demonstrado que a utilizagdo de
aminoacidos como ingredientes ativos em produtos nematicidas ndo parece
viavel, pois ndo foram muito eficientes nos testes realizados. No entanto, ¢
importante ressaltar que apenas uma parte muito pequena dos mais de 900
aminoacidos de origem vegetal (Harborne, 1998; Wink, 1997; Rozan; Kuo;

Lambein, 2000; Bell, 2003) foi testada até o momento. Também vale mencionar
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que vérias dessas estruturas ainda ndo testadas contra nematoides podem fazer
parte do mecanismo de defesa das plantas contra outros organismos. Um
exemplo ¢ a L-canavanina (Figura 10), que algumas espécies da familia
Leguminosae utilizam como inseticida (Mitri et al., 2009; Rosenthal, 2001).
Outro exemplo é o acido L-pipecolico (Figura 10), que simplesmente repele
alguns insetos (Bell, 2003). Também ¢ possivel citar aqui a mimosina (Figura

10), que protege espécies de Leucaena de animais herbivoros (Hammond, 1995).

O
OH

)% .0 CO-,H
H,NT N \/\( 2 N COH «NH;
CO,H
L-canavanina Acido L-pipecolico Mimosina

Figura 10 Estruturas de aminoacidos ativos contra insetos e animais

Com base no exposto até o presente momento, conclui-se que ¢ de
grande importancia averiguar se os aminoacidos podem estar relacionados com o

mecanismo de defesa de plantas contra nematoides.
2.4.2 Alcaloides

Em geral, o acimulo de varios alcaloides em plantas ¢ induzido por
fungos, ions de metais pesados, radiacdo ultravioleta, e choque osmotico
(Hashimoto & Yamada, 1994; Kutchan & Zenk, 1993; Meijer; Verpoorte; Hoge,
1993). Além disso, muitos dos alcaloides descritos na literatura atuam na defesa
das plantas contra herbivoros e patogenos (Caporale, 1995; Wink, 1999). Ha

também dados que apontam para a utilizacdo de alcaloides pelo sistema de
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defesa de plantas contra fitonematoides (Chitwood, 2002) (Tabela 1).

Um dos primeiros relatos de alcaloide com atividade nematicida ocorreu
para a fisostigmina, também conhecida como eserina (Tabela 1), que foi isolada
de Physostigma venosum Balf. Tal substancia podia imobilizar irreversivelmente
Ditylenchus dipsaci (Kuhn) Filipjev, quando na concentragdo de 1.000 pg.ml™
(Bijloo, 1965). Desde entdo, varios outros alcaloides com atividade nematicida

foram identificados (Tabela 1).

Tabela 1 Estruturas e nomes de alcaloides com atividade nematicida, plantas das
quais podem ser isolados e nematoides contra os quais sdo ativos

(Chitwood, 2002)
Alcaloide Planta Nematoide
MeN HCO, Physostigma Ditylenchus dipsaci
Venosum Balf. (Kuhn) Filipjev.
Eserina

Crotalaria Meloidogyne incognita Kofoid e
spectabilis Roth. White) Chitwood.

Monocrotalina




Tabela 1, continuagao

31

Queleritrina

\N+ BN

[e) 7%
T b

Citisina

Bocconia cordata

Willd.

Bocconia  cordata

Willd.

Sophora flavescens

Aiton.

Sophora

alopecuroides L.

Rhabditis sp.* e Panagrolaimus

sp.*

Rhabditis sp.* e Panagrolaimus

sp.*®

Bursaphelenchus xylophilus

Steiner € Buhrer.

Bursaphelenchus xylophilus

Steiner e Buhrer.




Tabela 1, conclusdo
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Sophora

alopecuroides L.

T
H
Aloperina

Catharanthus

Catharanthus

MeO,C

Serpetina

roseus (L.) G. Don.

roseus (L.) G. Don.

Bursaphelenchus xylophilus

Steiner e Buhrer.

Meloidogyne incognita (Kofoid e
White) Chitwood.

Meloidogyne incognita (Kofoid e
White) Chitwood.

* Nematoide de vida livre

Também se pode mencionar aqui o trabalho de (Thoden; Boppré;

Hallmann, 2007), que observaram atividade nematicida in vitro contra M.

incognita (Kofoid e White) Chitwood, por parte do alcaloide 1,2-

deidropirrolizidina. De forma analoga, verificou-se que ergostamina (Figura 11)

¢ altamente eficiente para a imobilizagdo de Pratylenchus scribneri Steiner

(Panaccione, 2005) e que a atropina (Figura 11) inibe fortemente a eclosdo de

juvenis de Heterodera rostochiensis Stow (Schreiber & Sembdner).
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Figura 11 Estruturas de alcaloides com propriedades nematicidas

Além de apresentarem potencial para emprego no controle de
nematoides parasitas de plantas, os alcaloides também tém sido estudados para o
controle de espécies parasitas de animais e do homem. Satou et al. (2002a), por
exemplo, observaram que queleritrina (Tabela 1) e sanguinarina (Figura 8) eram

ativos contra o nematoide Toxocara canis Wener, um parasita de animais. De
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forma analoga, (McDougal; Rico; Vanderveer, 1986) observaram que a
bengamida A (Figura 11) atuava contra o nematoide Nippostrongylus
braziliensis Travassos, enquanto a protopina (Figura 11) era ativa contra
Strongyloides ratti Sandground, e Strongyloides venezuelensis Brumpt (Satou et
al., 2002b).

Também ¢é importante mencionar que varios alcaloides possuem forte
atividade inibidora da acetilcolinesterase. Para exemplificar, ¢ possivel citar
eserina, sanguinina, deidroevodiamina, turbinatina e hamaina (Tabela 1; Figura
12) (Houghton; Ren; Howes, 2006). Tal atividade ¢ altamente relevante se
levarmos em consideragdo que uma das formas de ag@o de substancias organicas
contra nematoides consiste em inibir a referida enzima (Opperman & Chang,

1990).
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Deidroevodiamina Hamaina

Figura 12 Estruturas de alguns alcaloides inibidores da acetilcolinesterase

Talvez a producdo de alcaloides com propriedades nematicidas possa ser

simplesmente um acaso em algumas espécies vegetais, mas ha indicios de que
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isso, na verdade, ¢ parte de um mecanismo de defesa contra fitonematoides.
Segundo Voinilo & Ponin (1979), a quantidade de glicoalcaloides ¢ maior em
cultivares de batata (Solanum tuberosum L.) resistente a nematoide. Ademais,
observa-se que, quando expostas aos nematoides, tais cultivares aumentam
sensivelmente a producdo dos referidos alcaloides, especialmente a do
glicoalcaloide a-chaconina (Figura 11), que tem comprovada atividade
nematicida in vitro (Allen et al., 1971).

Tais resultados sdo bastante razoaveis se levarmos em consideracdo que
a principal fun¢do dos alcaloides em plantas ¢ a defesa contra diversos
organismos (Tingey, 1984). Sabe-se que a produgdo de varios deles ¢ estimulada
pela presenga de agentes patogénicos. Além disso, podem ser citadas a
ajmalicina e a catarantina (Figura 13), cuja produ¢do ¢ estimulada por fungos
(Wink, 1997). Segundo Vazquez-Flota et al. (2004), danos artificiais em
plantulas de Catharanthus roseus (L.) G. Don resultaram em um aumento de

100% no conteudo do alcaloide ajmalicina.

1y MeO,C

Ajmalicina Catarantina

Figura 13 Estruturas de alcaloides cuja producao pelas plantas ¢ estimulada por
fungos

Por tudo o que foi exposto, fica claro que averiguar possiveis interagdes
entre as respostas de plantas ao ataque por nematoides e a producdo de

alcaloides pelas mesmas pode ser de grande importancia para o desenvolvimento
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de novos métodos de controle desses organismos.

2.4.3 Fenois

Dentre todos os fendis de origem vegetal, talvez os mais conhecidos pela
sociedade em geral sejam os flavonoides, que sdo sintetizados a partir da via dos
fenilpropanoides. S3o amplamente distribuidos entre as plantas e podem ser
encontrados em diversas formas estruturais. A maioria dos flavonoides possui 15
atomos de carbono em seu nucleo fundamental, que ¢ constituido de duas fenilas
ligadas por uma cadeia de trés atomos de carbono (Simdes et al., 2000).

Os fenodis desempenham papel especifico na contengdo da
hipersensibilidade na planta causada pelo patdégeno (Dignum; Kerlaer;
Verpoorte, 2001). Portanto, varios fenodis apresentam potencial para uso no
controle de nematoides parasitas de plantas. Para exemplificar, ¢ possivel
mencionar o trabalho realizado por Choi et al. (2007), que observaram a
atividade nematicida de carvacrol e timol (Figura 14), quando trabalhavam com
o nematoide Bursaphelenchus xylophilus Steiner ¢ Buhrer. De forma analoga,
Oka et al. (2000) observaram que o carvacrol e o timol (Figura 14) reduziram a
populagdo do nematoide Meloidogyne javanica (Treub) em raizes de Cucumis
sativus L. Ao estudar varios alquilfenois, Takaishi et al. (2004) observaram que
o 3-nonilfenol (Figura 14) apresentava elevada atividade contra o nematoide B.

xilophylus.
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HO
CO,H on
N cot X
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Carvacrol Timol Acido 2-hidroxinaftoico Catecol
OH Z;
©\/\/\/\/\ HO OH OH
3-nonifenol Bisfenol A 4-(1-adamantil)fenol

Figura 14 Fenois com atividade nematicida

Em trabalho recente, Ahemed et al. (2009) verificaram que a
concentragdo de compostos fendlicos totais aumentava nas folhas de Vigna
radiata (L.) R. Wilczek, quando esta planta era exposta a M. javanica. Este
resultado sugere que as plantas responderam com estratégias bioquimicas para
suportar os efeitos adversos da infec¢ao.

Comportamento analogo pode ser observado com bananeiras inoculadas
com Radopholus similis Cobb (Valette et al., 1998) e com pimenta (Capsicum
annuum L.) inoculada com Meloidogyne arenaria (Chitwood), M. incognita ou
M. javanica. Neste ultimo caso, acredita-se que o principal fenol associado com
a resisténcia a nematoide seja o acido clorogénico (Figura 15; Pegard et al.,

2005).
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Figura 15 Fenol de origem vegetal que pode estar associado a resisténcia de
plantas a nematoides

Trabalhando com ovos de M. incognita, Balaji et al. (1988) verificaram
que catecol (Figura 14) era capaz de inibir totalmente a eclosdo de juvenis do
segundo estadio do nematoide, na concentragio de 500 pg.mL’. Ao trabalhar
com o mesmo nematoide, (Mahajan; Singh; Bajaj, 1985) observaram que o
acido 2-hidroxinaftoico (Figura 14) também reduzia a eclosao.

Tominaga et al. (2003) verificaram que bisfenol A e 4-(1-
adamantil)fenol (Figura 14) eram capazes de afetar a fecundidade do nematoide
Caenorhabditis elegans Maupas, em concentragdes 100 a 10.000 vezes
inferiores aos valores obtidos para a sua concentragdo letal para 50% da
populacdo de microrganismo (CLsy). Em trabalho realizado por Li et al. (2006),
observou-se que o 2,4-diidroxi-6-metilbenzoato de butila (Figura 16) era ativo

contra o nematoide de vida livre Panagrellus redivivus Linne.

OH O

O/\/\

HO
2,4-diidroxi-6-metilbenzoato de butila

Figura 16 Fenol com atividade nematicida que foi isolado do fungo Stereum sp.
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Enfim, os resultados apresentados acima e varios outros disponiveis na
literatura (Chitwood, 2002; Shaukat; Siddiqui; Zarina, 2004; Sosa & Tonn,
2008) deixam evidente que os fenois podem fazer parte do mecanismo de defesa

de plantas contra nematoides.

2.4.4 Carboidratos

Os carboidratos ocupam um lugar central no metabolismo das plantas,
pois sdo as primeiras substincias organicas complexas a serem formadas como
produtos da fotossintese. Eles podem ser utilizados para o armazenamento
(amido) e o transporte de energia (sacarose), ¢ como blocos estruturais
(celulose). Ademais, varias outras classes de substincias de origem vegetal,
como os acidos nucleicos e os glicosideos de plantas, possuem carboidratos em
suas estruturas (Harborne, 1998; Bowyer & Leegood, 1997; Brownleader;
Harborne; Dey, 1997; Avigad & Dey, 1997; Reid, 1997; Nelson & Cox, 2000).

Algumas estruturas sdo apresentadas na Figura 17.

CH,OH

H OH

-D-glicose

CO,H

o OH
OH
0]
“OH
H H
H OH °
Acido p-D-glicurénico -D-frutose

Figura 17 Estruturas de monossacarideos comumente encontrados em plantas
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Uma forma conveniente de classificar os carboidratos consiste em
dividi-los em trés grupos: monossacarideos, oligossacarideos (formados pela
condensacdo de dois ou mais monossacarideos) e polissacarideos (longas
cadeias de monossacarideos). Os monossacarideos geralmente utilizados pelas
plantas para a producdo de oligossacarideos, polissacarideos, acidos nucleicos
ou glicosideos sdo: arabinose, deoxiribose, frutose, galactose, glicose, manose,
ramnose, ribose e xilose. Também ¢ bem comum a presenga de derivados, como
o acido glicurdnico ¢ o acido galacturdnico (Harborne, 1998; Bowyer &
Leegood, 1997; Brownleader; Harborne; Dey, 1997; Avigad & Dey, 1997; Reid,
1997; Nelson & Cox, 2000).

A unido de uma molécula de glicose com uma de frutose resulta na
formacao da sacarose, que ¢ o principal produto da fixagdo de CO, durante o
processo fotossintético. Trata-se de um dissacarideo nao redutor e altamente
soluvel em agua, que ¢ utilizado pela planta para translocar carbono organico
dos tecidos fotossintéticos para os ndo fotossintéticos. Além disso, como a
energia liberada durante o rompimento da sua ligacdo glicosidica (entre a frutose
e a glicose) tem o mais alto valor para este tipo de ligacdo, a sacarose pode ser
um excelente modo de conservacdo de energia para a planta (Avigad & Dey,
1997; Nelson & Cox, 2000).

Apesar da grande importancia da sacarose como nutriente para diversos
organismos (Avigad & Dey, 1997; Nelson & Cox, 2000), em trabalho
recentemente realizado pelo Grupo de Pesquisas em Produtos Naturais da UFLA
(Oliveira et al., 2007), observou-se que tal carboidrato era uma das substancias
que conferiam atividade contra o nematoide M. exigua ao extrato dos bulbos de
cebola. Tal resultado é coerente com o obtido por Roman (1963), segundo o
qual, apesar de economicamente invidvel, o uso de sacarose permite o controle

de Rotylenchulus reniformis Linford & Oliveira em tomateiros.
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Segundo Del Valle et al. (2006), a infecgdo de raizes de cafeeiros por M.
exigua induz ao acumulo de sacarose nas galhas formadas. Para os autores, esta
seria uma forma da planta disponibilizar nutrientes para o nematoide. Porém, os
resultados aqui descritos permitem levantar a hipdtese de que o acimulo de
carboidratos em raizes infectadas por nematoides pode ndo ser benéfico a esses
fitoparasitas. Eles sugerem uma investigacdo a respeito de a possibilidade do
acumulo de carboidratos em raizes infectadas estar relacionada a um mecanismo

de defesa desencadeado pela planta.
2.4.5 Outras estruturas
Além das estruturas quimicas apresentadas acima, ha varias outras

substancias de origem vegetal com comprovada atividade nematicida. Algumas

delas sdo apresentadas na Tabela 2.



Tabela 2 Substancias com propriedades nematicidas isoladas de plantas

Nematicida isolado

Planta de origem

Nematoide afetado

Referéncia

N\

— I3\
N N

Carthamus tinctorius L.

Ocimum basilicum L.

Tacca sp. L.

Pilocarpus Microphyllus,
Joseph

Aphelencoides besseyi Christie.

Meloidogyne javanica (Treub)
Chitwood.

Meloidogyne incognita (Kofoid
& White) Chitwood.

Meloidogyne incognita (Kofoid
& White) Chitwood.

Kogiso; Wada; Munakata,
1976

Oka et al., 2000

Adam et al., 2001

Romero et al., 2006

[4%



Tabela 2, conclusido

TYrUT

Tagetes minuta L.

Liquidambar Orientalis Mill.

Mpyristica malabarica (Lam)

Rampatri.

Melia azedarach L.

Meloidogyne incognita (Kofoid
& White) Chitwood.

Bursaphelenchus xylophilus
Steiner & Buhrer.

Bursaphelenchus xylophilus
Steiner & Buhrer.

Meloidogyne incognita (Kofoid
& White) Chitwood.

ADEKUNLE; ACHARYA;
SINGH, 2007

Kim et al., 2008

Choi et al., 2008

Ntalli et al., 2010

134
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No caso especifico dos estudos com plantas do género Tacca, os
resultados foram tdo promissores que seus autores decidiram patentear as
substancias ativas isoladas, denominadas Tacanolidas, para uso no controle de

nematoides (Adam et al.,2001; Tabela 2).
2.5 Substancias organicas sintéticas ativas contra nematoides

Existem varias substincias organicas sintéticas com aplica¢cdes no
controle de doencas de plantas (Bergamin Filho et al., 1995). Como exemplo,
pode-se citar o nematicida aldicarbe (Figura 18), pertencente ao grupo dos
carbamatos, que tem sido amplamente empregado na agricultura brasileira e
mundial para o controle de diversos fitonematoides. Apesar de esta substincia
reduzir a populagdo de nematoides no solo, o seu acimulo contribui de forma

direta para a contaminagdo ambiental.

@] S
NH
\NHJJ\O/NQ(S/ H2N>_ ?

Aldicarbe Tiouréia

Figura 18 Estrutura do nematicida sintético aldicarbe e da tioureia

Apesar de algumas substancias sintéticas ndo possuirem acgdo direta
contra os nematoides, as aplicacdes das mesmas em plantas pode reduzir a
populacdo do nematoide. Como exemplo, pode-se citar a tioureia (Figura 18),
que reduz o nimero de galhas de M. incognita em tomateiro, mas ndo tem acgao
direta contra os J2 desta espécie (Glazer & Orion, 1984).

Dentre as substincias organicas sintéticas utilizadas em diversas
atividades, vale mencionar os tetrazois, que sdo compostos heterociclicos e

aromaticos, de cinco membros, contendo quatro atomos de nitrogénio (Figura
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19), que pertencem a classe de substancias denominada genericamente de azol.
O nucleo tetrazodlico estda presente em diversas moléculas de importancia
farmacoldgica, como ¢ o caso do losartan, que tem atividade anti-hipersensitiva

(Figura 19).

Me Cl

(N\N
N—N AN
N=N

Nucleo de Tetrazois Losartan

Figura 19 Niucleo fundamental dos tetrazdis e heterociclo nitrogenado
farmacologicamente ativo

Especificamente para uso na agricultura, pode-se mencionar a atividade
contra M. incognita por parte de derivados tetrazélicos com a estrutura geral
apresentada na Figura 20. Especialmente quando R corresponde a um grupo
alquenila. Neste caso, a substincia ¢ ativa na concentragio de 10 pg.mL’

(Watanabe et al., 2003).
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=
N—N F *n=0, 1 ou?2 atomos de oxigénio
N, Do
~ S(O)n F
I}I *  Representantes de (R) =
R hidrogénio, alquila, alquenila,

Derivados de Tetrazol clicloalquila

Figura 20 Estrutura geral de substancias tetrazolicas ativas contra nematoides

Outro exemplo de aplicagdo de estruturas tetrazolicas na agricultura
pode ser encontrado no trabalho descrito por Beier et al. (2011), segundo os
quais, quando R na estrutura quimica corresponde a ciclopropiletinil, 5-
fenilpent-1-inil, 3-cicloexilprop-1-inil, hex-1-inil, hexilamino ou
(pentiloxi)carbonilamino, observa-se o controle do fungo Phytophthora infestans
(Mont.) de Bary, em Solanum lycopersicum L., na concentragio de 100 pg.mL™".

Em decorréncia dos resultados promissores apresentados pelas estruturas
tetrazolicas, observa-se que as mesmas apresentam potencial para o
desenvolvimento de novos produtos para aplicagdo na agricultura (Watanabe et

al., 2003).
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SEGUNDA PARTE

ARTIGO 1

Substancias orgénicas volateis no controle de Meloidogyne exigua em Coffea

arabica

1 RESUMO

Substancias organicas volateis no controle de Meloidogyne exigua em Coffea

arabica

Com a finalidade de contribuir para o desenvolvimento de novos
métodos de controle de fitonematoides, no presente trabalho se estudaram os
efeitos de substancias organicas volateis (SOV) sobre Meloidogyne exigua em
raizes de cafeeiro. Observaram-se redugdes na populagdo do nematoide quando
as plantas foram pulverizadas nas partes aéreas com combinacdes de jasmona +
jasmonato de metila (1), (Z)-hex-3-en-1-ol + (E)-hex-3-en-1-o0l + (Z)-hex-2-en-
1-ol + (E)-hex-2-enal (2), acetato de (E)-hex-2-enila + acetato de hexila (3),
meso-butano-2,3-diol + butano-1,2-diol + butano-1,3-diol + butano-1,4-diol (4),
3-hidroxibutan-2-ona + 4-hidroxibutan-2-ona (5) ou acetato de linalila +
nerolidol (6). Embora ainda n3o se saiba o mecanismo de agdo dessas
substancias, observou-se que elas alteram as quantidades de alcaloides,
carboidratos, fenois e aminoacidos nas raizes das plantas. Novos estudos serdo
realizados com vistas a elucidar os mecanismos de agdo de tais SOV ¢ a
aperfeigcoar a metodologia desenvolvida.

Palavra-chave: nematoides, cafeeiro, inducdo de resiténcia.
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2 ABSTRACT

In order to contribute to the development of new methods of controlling
nematodes, the present research aimed to study the effects of volatile organic
substances (VOS’s) on Meloidogyne exigua in coffee roots. We observed
reductions in the nematode populations when plants were sprayed with
combinations of methyl jasmonate + jasmone (1), (Z)-hex-3-en-1-ol + (E)-hex-
3-en-1-0l + (Z)-hex-2-en-1-ol + (E)-hex-2-enal (2), (E)-hex-2-enyl acetate +
hexyl acetate (3), meso-butane-2,3-diol + butane-1,2-diol + butane-1,3-diol +
butane-1,4-diol (4), 3-hydroxybutan-2-one + 4-hydroxybutan-2-one (5), or
linalyl acetate + nerolidol (6). Although the mechanisms of action of these
substances are unknown, it was observed that they alter the quantities of
alkaloids, carbohydrates, phenols and amino acids in plant roots. These VOS’s
have potential for controlling nematodes in coffee plants and will be subjected to
further studies aiming to elucidate their mechanisms of action and to improve
the developed methodology.

Keyword: nematodes, coffee plants, induction of resistance.
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3 INTRODUCAO

Dentre os varios parasitas de plantas, podem-se citar os nematoides do
género Meloidogyne spp., que sdo responsaveis por perdas na agricultura
mundial da ordem de 125 bilhdes de dolares por ano (Chitwood, 2003). A
principal forma de controle desses fitoparasitas consiste na utilizacdo de
nematicidas sintéticos, toxicos ao ambiente. Em decorréncia disso, existe grande
demanda pelo desenvolvimento de novos produtos (Dong & Zhang, 2006), com
a finalidade de minimizar os efeitos adversos ao ambiente. Para tanto, as
substancias organicas volateis (SOV) de origem vegetal surgem como uma
alternativa promissora, ja que ha varios dados na literatura sobre o uso de tais
substancias na defesa de plantas contra pragas e doengas (Rose et al., 1996; Paré
e Tumlinson, 1999; Roda e Baldwin, 2003; Paré et al., 2005;; Arimura; Kost;
Boland, 2005).

Uma das rotas geralmente ativadas para a produgdo de SOV em plantas
¢ a do jasmonato de metila (Rodriguez-Saona et al., 2001), que é uma substancia
capaz de ativar genes de defesa da planta (Bate & Rothstein, 1998). Sabe-se, por
exemplo, que Solanum lycopersicum L., ao ser exposta ao jasmonato de metila,
promove a sintese da proteina Lepr-5, que pode desempenhar um papel
importante na resposta a estresses abidticos, além de estar envolvida na defesa
da planta contra patdégenos (Ren et al., 2011). Verificou-se, também, que as
plantas de Avena sativa L., expostas ao jasmonato de metila, tém maior
resisténcia aos nematoides Heterodera Avenae Wollenweber, e Pratylenchus
neglectus (Rensch) Filipjev & Schuurmans Stekhoven, (Soriano et al., 2004).
Aparentemente, em parte, isso se deve ao aumento na produgdo de um
glicosideo em plantas de aveia.

Sabendo do potencial das SOV para a prote¢do de plantas contra pragas

e doencgas, Heil & Kost (2006) expuseram Phaseolus lunatus L. a misturas de
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acetato de (Z)-hex-3-enila, f-ocimeno, (R)-(-)-linalool, (3E)-4,8-dimetilnona-
1,3,7-trieno, salicilato de metila, (Z)-jasmona, f-cariofileno ¢ (3E, 7E)-4,8,12-
trimetiltrideca-1,3,7,11-tetraeno, que sdo SOV de origem vegetal (Heil & Kost,
2006). Em seguida, fizeram danos artificiais na planta e avaliaram as respostas
do seu sistema de defesa, o que permitiu observar que os individuos submetidos
a referida mistura de substancias volateis tinham apresentado resposta de 180%
superior a daqueles sem qualquer exposigao.

Diante do grande potencial das SOV para o controle de pragas e
doengas, e da escassez de trabalhos com estas substdncias para a reducgdo
populacional de fitonematoides, objetivou-se, com este trabalho, investigar em,
plantas de café (Coffea arabica) suscetiveis a nematoides, o efeito de
combinagdes de SOV na populacdo de Meloidogyne exigua Goeldi e na

producdo de metabolitos secundarios nas raizes.

4 MATERIAL E METODOS

4.1 Substancias organicas volateis (SOV) comerciais

Foram adquiridas (Sigma Aldrich) e, sem qualquer tratamento posterior,
dissolvidas em solugdo aquosa de Tween 80 (10 g.L') até as concentragdes
desejadas, formando seis conjuntos: jasmona (pureza: 90%) + jasmonato de
metila (pureza: 95%) (tratamento 1 e 7), (Z)-hex-3-en-1-ol (pureza: 97%) + (E)-
hex-3-en-1-ol (pureza: 98%) + (Z)-hex-2-en-1-ol (pureza: 95%) + (E)-hex-2-
enal (pureza: 98%) (tratamento 2 e 8), acetato de (E)-hex-2-enila (pureza: 99%)
+ acetato de hexila (pureza: 99%) (tratamento 3 e 9), meso-butano-2,3 diol
(pureza: 97%) + butano-1,2-diol (pureza: 98%) + butano-1,3-diol (pureza: 93%)
+ butano-1,4-diol (pureza: 99%) (tratamento 4 e 10), 3-hidroxibutan-2-ona

(pureza: 96%) + 4-hidroxibutan-2-ona (pureza: 95%) (tratamento 5 e 11),
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acetato de linalila (pureza: 97%) + nerolidol (pureza: 98%) (tratamento 6 ¢ 12).
Estas substancias foram escolhidas para o presente trabalho por serem capazes
de aumentar a resisténcia de plantas a outras doengas e insetos (Martin et al.,
2002; Ryu et al., 2003; Ryu et al., 2004; Kost & Heil, 2006; Kishimoto et al.,
2006). Quanto as combinagdes das SOV, elas foram realizadas de acordo com as

suas semelhangas estruturais, visando a redugdo do niimero de tratamentos.

4.2 Obtencao do inéculo do nematoide

Raizes de cafeeiros (Coffea arabica L. cv. Catuai 144) cultivados em
casa de vegetacdo e infestados com M. exigua Goeldi foram lavadas
cuidadosamente e cortadas em pedacos de 1,0 cm. Em seguida, foram trituradas
em liquidificador por 40 segundos, em solugdo de hipoclorito de sédio a 0,5%
(g.g"), seguindo-se a técnica de Hussey e Barker (1973). Os ovos retidos na
peneira de 500 mesh foram recolhidos e colocados em camara de eclosdo,
formada com tela de 35 pm, colocada em um funil de vidro (Dunn, 1969). Os
juvenis do segundo estadio (J2) foram recolhidos depois de 48 ¢ 72 horas, tendo

sido descartada a primeira coleta de 24 horas.

4.3 Efeito in vivo das substancias organicas volateis (SOV) sobre

Meloidogyne exigua

Para a realizacdo do teste in vivo, mudas de cafeeiro (Coffea arabica L.
cv. Catuai 144) com trés pares de folhas foram adquiridas e transplantadas para
vasos plasticos de 3 L contendo uma mistura estéril de areia e solo, na proporgao
de 1:1 (v/v). Apds 15 dias em uma casa de vegetagdo, as partes aéreas das
plantas foram borrifadas até o ponto de escorrimento com solucdes dos seis

conjuntos de SOV descritos no item 4.1, em final de tarde. Para cada conjunto
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foram empregadas duas solu¢des: uma na qual cada substincia se encontrava na
concentragdo de 0,5 mmol.L" e outra na qual a concentragdo de cada substancia
era de 1,0 mmol.L". Apés dois dias, aplicaram-se 10 mL de suspensdes aquosas
contendo 3.000 J2 de M. exigua no substrato de cada muda. Decorridos cinco
dias, realizou-se outra aplicacao foliar das SOV, conforme descrito acima.

O experimento foi instalado em delineamento em blocos casualizados,
empregando-se trés repeticdes para cada tratamento, sendo utilizada solucao de
Tween 80 a 10 g.L”' como controle. Cada parcela foi representada por trés
plantas. Cento e dez dias apds a inocula¢@o dos J2 em cafeeiros, cortaram-se as
partes aéreas das plantas e retiraram-se os sistemas radiculares do solo, para que
os mesmos pudessem ser lavados com agua, secos com papel toalha e pesados.
Em seguida, as galhas foram contadas e se cortaram os sistemas radiculares em
pedacos de aproximadamente 1,0 cm para a extragdo de ovos pela técnica de
Hussey & Barker (1973) e contagem dos mesmos pelo emprego de um
microscopio com objetiva de lente invertida. Os valores foram divididos pela
massa da raiz fresca e, em seguida, converteram-se os resultados obtidos em

logaritimos (Log Y) antes dos calculos estatisticos.

4.4 Efeito in vitro das substancias orgéanicas volateis (SOV) sobre

Meloidogyne exigua

Para a realizacdo do experimento in vitro, que foi adaptado do método
descrito por (Amaral; Oliveira; Oliveira, 2003), empregaram-se solu¢des em
Tween 80 a 10 g.L”' das combina¢des de SOV descritas no item 4.1, com cada
uma das substancias em trés concentra¢des diferentes: 0,5, 1,0 ¢ 2,5 mmol.L™.
Aliquotas (100 uL) das solugdes de combinag¢des de SOV e 20 uL de uma
suspensdo aquosa contendo aproximadamente 25 J2 foram colocadas em

cavidades de 350 uL de uma placa de polipropileno com 96 cavidades. Apds 48
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horas, adicionou-se uma gota de solugdo de NaOH a 1 mol.L" ao conteudo de
cada cavidade e, em seguida, contaram-se os nematoides. Aqueles retos e
imoveis foram considerados mortos, enquanto os retorcidos e moéveis foram
considerados vivos. Realizaram-se quatro repeti¢cdes, sendo utilizada como
controle a solugio de Tween 80 a 10 gL', Os valores obtidos foram
transformados em percentagem de J2 mortos antes da realizagdo dos célculos

estatisticos.

4.5 Influéncia das substéncias organicas volateis (SOV) na producéo

metabolita das plantas

Mudas de cafeeiro foram preparadas e borrifadas com as SOV,
conforme descrito no item 4.3. Passados quatro dias, as partes aéreas das plantas
foram cortadas e os sistemas radiculares foram cuidadosamente retirados do
substrato, lavados com agua, liofillizados até peso constante, moidos com grau e
pistilo e guardados em freezer, a -10°C, durante 20 dias, at¢ o momento das
analises dos metabolitos. O experimento foi instalado em delineamento em
blocos casualizados, com quatro repetigdes, sendo cada repetigdo composta por

uma planta.

4.6 Atividade in vitro de extratos das raizes de plantas expostas as SOV

Aliquotas (250 mg) de cada sistema radicular seco e moido conforme
descrito no item 4.5, foram mantidos em 10 mL de metanol, durante 24 horas. A
seguir, as misturas foram filtradas em algoddo e submeteram-se os residuos a
mais quatro extragdes com 10 mL de metanol. Os liquidos das cinco extragdes
foram combinados e concentrados até secura em evaporador rotatério e

liofilizadora. Solubilizaram-se aliquotas de 5% das massas dos extratos obtidos,
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em 1,0 mL de solugdo aquosa de Tween 80 a 10 g.L”', para serem submetidas ao
teste de mortalidade de J2 de M. exigua, que foi realizado conforme descrito no

item 4.4.

4.7 Quantificagdo de amino&cidos e carboidratos hidrosolGveis

Conforme descrito por Passos (1996), as raizes secas e moidas (250 mg)
de cada um dos sistemas radiculares (item 4.5) foram submetidas a duas
extragdes, com tempo de 10 minutos cada, com 20 mL de uma solugdo de
metanol/cloroformio/agua (MCA) na propor¢do de 12:5:3 (v/v/v). Apods
filtragdes em algodao, as fases liquidas de ambas as extracdes foram combinadas
e misturadas em um funil de decantagdo com 30 mL de cloroférmio e 60 mL de
agua. Agitaram-se as misturas obtidas e, em seguida, separaram-se por
decantacdo as fases aquosas, que foram concentradas até secura em evaporador
rotatério e liofilizadora. Posteriormente, cada uma das amostras foi solubilizada
em agua destilada até que o volume total fosse de 25 mL, obtendo-se, assim, a
solugdo padrao “A” para a dosagem de aminoacidos e carboidratos
hidrosoluveis.

Para a quantificacdo de aminoacidos, transferiram-se, em triplicata, para
os tubos de ensaio, aliquotas de 0,5 mL de cada solugdo padrdo “A” e 1,0 mL de
solucdo de ninidrina, que foi previamente preparada (25 mL de NaOAc.3H,0 a
1,36 gmL"' (pH 5,5), 20 mL de 4cido acético glacial, 75 mL de éter
monometilico de etinoglicol, 0,2 g de ninidrina ¢ 30 mg de hidrindantina). Os
tubos foram agitados para a obtencdo de solugdes homogéneas e, em seguida,
mantidos em banho-maria, a 100°C, por 15 minutos. Adicionaram-se 3,0 mL de
etanol/agua (1:1) a cada tubo, que foi deixado na bancada para resfriar.
Realizaram-se, entdo, leituras das absorvancias das solugdes resultantes em um

espectrofotometro Spectrum SP1105, a 570 nm, em cubetas de vidro. As
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concentragdes de aminoacidos totais foram determinadas pelas comparagdes dos
valores obtidos com aqueles provenientes de uma curva analitica resultante do
emprego de L-leucina (pureza: 98,5%), nas concentragdes de 0, 40, 60, 80, 100
120, 160, 180, 200, 250, ¢ 300,0 pg.mL".

Para a quantificacdo dos carboidratos hidrosoluveis, colocaram-se, em
triplicata, 1,0 mL de cada solu¢do principal, 0,5 mL de solucdo aquosa de fenol a
5% (g.mL™) e 2,5 mL de acido sulfiirico concentrado em cada tubo de ensaio.
Apds 10 minutos em repouso, aqueceram-se os tubos em banho-maria, a 30°C,
por 15 minutos. A seguir, realizaram-se leituras das absorvancias em 490 nm. A
concentragdo de carboidratos em cada tubo foi obtida pela comparagdo com
valores de uma curva analitica construida pelo emprego da D-glicose nas
concentragoes de 0, 1, 10, 20, 40, 60, 80, 100, 120 ¢ 140 ug.mL’l.

Quanto a quantificagdo da sacarose, transferiu-se 1,0 mL de cada
solucdo padrao “A” para tubos de ensaio em triplicata, para ser liofilizada e
redissolvida em 0,1 mL de 4gua. Adicionou-se 0,1 mL de KOH a 30% (g.mL™)
ao conteudo de cada tubo, que foi mantido em banho, a 100°C, por 10 minutos.
Apos resfriamento até a temperatura ambiente, adicionaram-se 5 mL de solugdo
de antrona (600 mg de antrona anidra, 270 mL de 4cido sulfurico concentrado e
30 mL de 4gua) ao contetido de cada tubo, que foi mantido em banho, a 40°C,
por 10-15 minutos. A seguir, realizaram-se as leituras de absorvancia em 620
nm. As concentragdes foram obtidas por comparagdo com uma curva analitica
construida com o uso de sacarose, nas concentragdes 0, 1, 10, 20, 40, 60, 80,

100, 120, 140, 160 e 200 pg.mL™".

4.8 Quantificacao de fendis totais

Com o objetivo de quantificar fenoéis totais (AOAC, 1960), colocaram-

se, em baldo fundo redondo, 200 mg de cada sistema radicular seco e moido
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(item 4.5) e 12,5 mL de metanol/agua (1:1). Em seguida, acoplou-se um
condensador de refluxo ao baldo. Apds refluxo durante 15 minutos, cada mistura
foi filtrada e repetiu-se tal processo de extragdo duas vezes. Combinaram-se os
filtrados e completou-se o volume de cada solugdo para 25 mL com agua
destilada. Em cada tubo de ensaio, foram colocados, em triplicata, 20 4L de cada
solucdo resultante, 1,68 mL de agua, 100 L do reagente de Folin Dennis [2,5 g
de tungstato de sodio di-idratado (Na,WO,.2H,0), 0,5 g de 4acido
fosfomolibdico, 1,25 mL de acido fosforico concentrado e agua para completar o
volume até 25 mL] e 200 uL de solucdo aquosa de carbonato de sodio a 2,0%
(gmL™"). Em seguida, fizeram-se leituras das absorvancias em 720 nm e
converteram-se os valores obtidos em concentragdo de fendis por comparagdo
com curva analitica obtida pelo emprego do acido tdnico em concentracdo de 0,

3,7,11,15¢ 19 pg.mL™".

4.9 Quantificacdo de alcaloides totais

Seguindo a metodologia descrita por Sreevidya e Mehrotra (2003) para a
analise de alcaloides, 500 mg de cada sistema racidular seco e moido (item 4.5)
foram submetidos a trés extragdes (10 minutos cada), com 10 mL de solugdo
aquosa de acido acético a 2 % (v/v). As solugdes obtidas foram combinadas e
retiraram-se trés aliquotas de 5 mL da solugdo final para serem misturadas com
2,0 mL do reagente de Dragendorff [0,8 g de Bi(NO;); 40 mL de 4dgua destilada,
10 mL de acido acético glacial, 8,0 g de KI e 20 mL de agua destilada], em tubos
de ensaio. Centrifugaram-se as misturas obtidas e se descartaram os
sobrenadantes. Apos lavagem com etanol (2 x 4 mL), os residuos foram tratados
com 2,0 mL de solugio aquosa de sulfeto de sodio a 1% (g.mL”) e
centrifugaram-se as misturas. Os sobrenadantes foram novamente descartados,

enquanto os residuos foram dissolvidos com 2,0 mL de HNO; concentrado,
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sendo as solucdes obtidas diluidas até 10 mL com agua destilada. Misturou-se
1,0 mL de cada solug@o obtida com 5,0 mL de solugdo aquosa de tioureia a 3%
(gmL™) e se fizeram leituras das absorvancias em 435 nm. Converteram-se os
valores em concentracdes de alcaloides totais por comparagdo com curva
analitica proveniente do uso de brucina nas concentracdes de 0, 50, 100, 150,

200, 250, 300, 350, 400, 450 € 500 pg.mL".

4.10 Andlise por espectroscopia de ressonancia magnética nuclear de
hidrogénio (RMN 'H)

Aliquotas (13,33 mg) de cada extrato seco em liofilizadora, conforme
descrito no item 4.5, foram dissolvidos em 250 pL de solucdo tampao de fosfato
a 50 mmol.L"' (Mallinckodt Baker S. A.) em 4gua deuterada (D,0O) (Cambridge
Isotope Laboratory), pH = 7,5, contendo 0,5 mmol.L" de 2,2-dimetil-2-
silapentano-5-sulfonato de sédio (DSS) (CIL — Cambridge Isotope Laboratory)
como referéncia interna. Os espectros de hidrogénio foram obtidos em
espectrometro Varian AS 500 (500 MHz), com tempo de aquisido de 4
segundos, acumulo de 32 varreduras e pulso de 90°. Para a identificagdo ¢ a
quantificacdo dos metabdlitos, utilizou-se o programa Chenomx Suite 6.0
(Chenomx INc., Edmonton, Canadd). Além do banco de dados do programa,
empregaram-se também aqueles disponiveis no Biological Magnetic Resonance
Data Bank (http://www.bmrb.wisc.edu) e Colmar Suite of Web Servers
(http://spinportal.magnet.fsu.edu).

4.11 Anélise estatistica

Os valores foram submetidos a analise de varidncia, sendo as médias

comparadas pelo teste de Scott e Knott (1974), a 5% de significancia. Para tanto,
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empregou-se o programa SISVAR (Sistema para analises Estatisticas, Versao
5.1, UFLA, Lavras, 2006). Os espectros de RMN 'H também foram convertidos,
nos intervalos de 0,02 a 4,50 ppm e 5,00 a 9,98 ppm, em uma tabela de area
versus intervalo de 0,04 ppm, para que pudessem ser submetidos a analise de
componentes principais (PCA) pelo emprego do software Pirouette 3.11

(Infometrix, Inc., Woodinville, WA).

5 RESULTADOS

5.1 Efeitos das substancias organicas volateis (SOV) sobre Meloidogyne

exigua em Coffeea arabica

Foram observadas diminui¢des nos nimeros de galhas por massa de raiz
de plantas de café, quando se empregaram as combinagdes de jasmona +
jasmonato de metila (tratamento 7), (Z)-hex-3-en-1-ol + (E)-hex-3-en-1-ol +
(Z)-hex-2-en-1-o0l + (E)-hex-2-enal (tratamento 2 ¢ 8), acetato de (E)-hex-2-enila
+ acetato de hexila (tratamento 3 ¢ 9), meso-butano-2,3-diol + butano-1,2-diol +
butano-1,3-diol + butano-1,4-diol (tratamento 4) e 3-hidroxibutan-2-ona + 4-
hidroxibutan-2-ona (tratamento 5 e 11), quando se comparam os valores com
aqueles obtidos para o controle (Tratamento 13). Observou-se, também, reducio
no numero de ovos nas massas de raizes de café, em decorréncia do uso de
jasmona + jasmonato de metila (tratamento 7), (Z)-hex-3-en-1-ol + (E)-hex-3-
en-1-ol + (Z)-hex-2-en-1-ol + (E)-hex-2-enal (tratamento 8), acetato de (E)-hex-
2-enila + acetato de hexila (tratamento 3 e 9), meso-butano-2,3-diol + butano-
1,2-diol + butano-1,3-diol + butano-1,4-diol (tratamento 4), 3-hidroxibutan-2-
ona + 4-hidroxibutan-2-ona (tratamento 5) e acetato de linalila + nerolidol
(tratamento 12) (Tabela 1). Nenhum dos tratamentos com as SOV afetou

significativamente a massa de raiz das plantas.



Tabela 1 Efeitos da pulverizacdo de combinagdes de substancias organicas volateis na parte aérea de mudas de cafeeiros
sobre a massa de raiz e sobre a populacdo de Meloidogyne exigua nas raizes das plantas

Substancias organicas volateis (concentragdo de cada Massa de Numero de ovos Niimero de galhgs
Tratamento .. . por massa de raiz por massa de raiz
substancia) raiz (g) (@) (@)

| Jasmona + jasmonato de metila (0,5 mmol.L'l) 19,3 a 1633 ¢ 12,3b
(Z)-hex-3-en-1-ol + (E)-hex-3-en-1-ol + (Z)-hex-2-en- 23,0a 80,3 ¢ 8,0a

2 1-ol + (E)-hex-2-enal (0,5 mmol.L™")

3 Acetato de (E)-hex-2-enila + acetato de hexila (0,5 22,0a 40a 33a
mmol.L™)

4 meso-butano-2,3-diol + butano-1,2-diol + butano-1,3- 23,6 a 9,6 a 46a
diol + butano-1,4-diol (0,5 mmol.L™")

5 3-hidroxibutan-2-ona + 4-hidroxibutan-2-ona (0,5 23,0a 26,3 b 40a
mmol.L™")

6 Acetato de linalila + nerolidol (0,5 mmol.L’l) 25,0 a 75,3 ¢ 16,0 b

7 Jasmona + jasmonato de metila (1,0 mmol.L'l) 19,3 a 27,6 b 6,0 a

3 (Z)-hex-3-en-1-ol + (E)-hex-3-en-1-ol + (Z)-hex-2-en- 16,6 a 150a 7,0a
1-ol + (E)-hex-2-enal (1,0 mmol.L™)

9 Acetato de (E)-hex-2-enila + acetato de hexila (1,0 17,0 a 20,3 b 7,0a
mmol.L™")

10 meso-butano-2,3-diol + butano-1,2-diol + butano-1,3- 22,0a 48,3 ¢ 11,6 b
diol + butano-1,4-diol (1,0 mmol.L™")

1 3-hidroxibutan-2-ona + 4-hidroxibutan-2-ona (1,0 20,6 a 350c¢c 10,3b
mmol.L™)

12 Acetato de linalila + nerolidol (1,0 mmol.L'l) 21,3 a 26,3 b 12,0b

13 Tween 80 (controle) 25,6 a 100,0 ¢ 25,6 b

* Valores seguidos pela mesma letra, em cada coluna, ndo diferem entre si, pelo teste de Scott e Knott (P<0,05)

L
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5.2 Efeito in vitro das substéncias orgéanicas volateis (SOV) em Meloidogyne

exigua

Na menor concentragio empregada (0,5 mmol.L™"), nenhuma das
combinagdes de SOV afetou a mortalidade dos juvenis do segundo estadio (J2)
de M. exigua, quando comparadas a testemunha (Tween 80). Nas outras
concentragdes (1,0 e 2,5 mmol.L"), apenas as combinagdes de jasmona +
jasmonato de metila e (Z)-hex-3-en-1-o0l + (E)-hex-3-en-1-ol + (Z)-hex-2-en-1-
ol + (E)-hex-2-enal aumentaram a mortalidade de J2. Observaram-se maiores
mortalidades dos juvenis do segundo estadio (J2) de M. exigua com os aumentos

nas concentragdes de tais SOV (Tabela 2).

5.3 Efeito de substancias organicas volateis (SOV) na producdo de
metabdlitos em raizes de Coffea arabica

Varias foram as modificagdes na producdo de metabolitos das plantas
tratadas com as SOV (Figura 1 e 2). Por exemplo, em todas as raizes de plantas
tratadas com as SOV na concentragdo de 0,5 mmol.L (tratamentos de 1 a 6), se
observaram concentragcdes de alcaloides menores que aquela nas raizes das
plantas tratadas com o controle (Tween 80). Na concentragdo de 1,0 mmol.L"
(tratamentos de 7 a 12), a excessdo da combinagdo de jasmona + jasmonato de
metila (tratamento 7), que também diminiu a concentracdo de alcaloides, ndo se
observaram variagdes nas concentracOes de tais metabolitos. Quanto as
concentragdes de aminoacidos, todos os tratamentos proporcionaram valores
estatisticamente iguais ou um pouco inferiores ao observado para a testemunha
(Figura 1). O menor de todos os valores foi obtido para as plantas pulverizadas
com 3-hidroxibutan-2-ona + 4-hidroxibutan-2-ona, na concentragdo de 1,0

mmol.L (tratamento 11).



Tabela 2 Mortalidade de juvenis de segundo estadio (J2) de Meloidogyne exigua expostos a combinagdes de substancias
organicas volateis

A s A e J2 mortos (%
Substancias organicas volateis (%)

0,5 mmol.L" 1,0 mmol.L™! 2,5 mmol.L"’
Jasmona + jasmonato de metila 19,0 a 216 a 4150
(Z)-hex-3-en-1-ol + (E)-hex-3-en-1-ol + (Z)-hex-2-en-1-o0l + (E)-hex-2-enal 233 a 489D 919¢
Acetato de (E)-hex-2-enila + acetato de hexila 194 a 16,1 a 16,7 a
meso-butano-2,3-diol + butano-1,2-diol + butano-1,3-diol + butano-1,4-diol 199 a 16,1 a 21,5a
3-hidroxibutan-2-ona + 4-hidroxibutan-2-ona 23,1a 199 a 12,6 a
Acetato de linalila + nerolidol 225a 29,7 a 21,1a
Tween 80 (controle) 53a 53a 53a

* Valores seguidos pela mesma letra ndo diferem entre si, pelo teste de Scott & Knott (P<0,05)

*Obs: Concentracdo de cada substancia na combinagdo de substincias organicas volateis

YL
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1 Concentragdes de alcaloides, aminoacidos, carboidratos, sacarose e

fenodis, nas raizes de Coffea arabica cuja parte aérea foi pulverizada
com solucdes das combinagdes de jasmona + jasmonato de metila (1 e
7), (2)-hex-3-en-1-ol + (E)-hex-3-en-1-ol + (Z)-hex-2-en-1-ol + (E)-
hex-2-enal (2 e 8), acetato de (E)-hex-2-enila + acetato de hexila (3 e
9), meso-butano-2,3-diol + butano-1,2-diol + butano-1,3-diol +
butano-1,4-diol (4 e 10), 3-hidroxibutan-2-ona + 4-hidroxibutan-2-ona
(5 e 11) ou acetato de linalila + nerolidol (6 ¢ 12). Como controle, foi
empregado Tween 80 (13). Nos tratamentos de 1 a 6, cada substancia
se encontrava na concentragio de 0,5 mmol.L', enquanto nos
tratamentos de 7 a 12 cada substancia foi empregada na concentracao
de 1,0 mmol.L". Barras com as mesmas letras em cada grafico ndo
diferem entre si, pelo teste de Scott & Knott (P<0,05)

(...continua...)
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Enquanto as concentra¢des de carboidratos totais e sacarose variaram
bastante para as plantas expostas as combina¢des de SOV, todos os tratamentos
reduziram as concentragdes de fendis totais em relacdo ao observado para
Tween 80 (Figura 1).

As anélises por RMN 'H permitiram a identificacio e a quantificagio de
dez metabolitos (Figura 2). As concentra¢des do acido malico, asparagina, (Z)-
hex-3-en-1-ol, trigonelina e colina foram sempre iguais ou inferiores as
observadas para o Tween 80 (controle), enquanto, nos casos do acido aspartico,
acido corismico e acido clorogénico, as concentragdes foram sempre menores
que a observada para o controle. J& para o acido citrico e a alanina, observaram-

se concentragdes menores, iguais ou superiores a do controle.
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Figura 2 Metabdlitos identificados e quantificados nas raizes de cafeeiro (Coffea
arabica) com o uso da espectroscopia de ressonancia magnética
nuclear de hidrogénio. As plantas foram pulverizadas com
combinagdes de jasmona + jasmonato de metila (1 e 7), (Z)-hex-3-en-
1-ol + (E)-hex-3-en-1-0l + (Z)-hex-2-en-1-ol + (E)-hex-2-enal (2 e 8),
acetato de (E)-hex-2-enila + acetato de hexila (3 ¢ 9), meso-butano-2,3-
diol + butano-1,2-diol + butano-1,3-diol + butano-1,4-diol (4 ¢ 10), 3-
hidroxibutan-2-ona + 4-hidroxibutan-2-ona (5 e 11) ou acetato de
linalila + nerolidol (6 ¢ 12). Como controle foi empregado Tween 80
(13). Nos tratamentos de 1 a 6, cada substancia se encontrava na
concentragio de 0,5 mmol.L™", enquanto nos tratamentos de 7 a 12 cada
substincia foi empregada na concentragdo de 1,0 mmol.L". Barras com
as mesmas letras, em cada grafico, ndao diferem entre si, pelo teste de
Scott & Knott (P<0,05)

(...continua...)
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De acordo com a andlise de componentes principais dos espectros de
RMN 'H, 99,9% da varidncia para os extratos das raizes de cafeeiros pode ser
explicada por doze componentes, sendo os dois primeiros responsaveis por
87,8% da referida variancia (Figura 3). Dentre as diferencas observadas, as mais
significativas parecem as correspondentes aos tratamentos 1, 2 e 7, que se

mostraram mais distantes do controle (tratamento 13).
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Figura 3 Escores das andlises de componentes principais dos espectros de

ressonancia magnética nuclear de hidrogénio dos extratos das raizes

de Coffea arabica (Tx.y, sendo “x” correspondente ao tratamento e

“y”, o numero de repeti¢do). As plantas foram pulverizadas com
combinagdes de jasmona + jasmonato de metila (tratamentos 1 e 7),
(Z)-hex-3-en-1-o0l + (E)-hex-3-en-1-0l + (Z)-hex-2-en-1-ol + (E)-hex-
2-enal (tratamentos 2 e 8), acetato de (E)-hex-2-enila + acetato de
hexila (tratamentos 3 e 9), meso-butano-2,3-diol + butano-1,2-diol +
butano-1,3-diol + butano-1,4-diol (tratamentos 4 e 10), 3-
hidroxibutan-2-ona + 4-hidroxibutan-2-ona (tratamentos 5 e 11),
acetato de linalila + nerolidol (tratamentos 6 e 12). Como controle foi
empregado Tween 80 (tratamento 13). Nas combinagdes de 1 a 6,
cada substincia foi empregada na concentragio de 0,5 mmol.L™,
enquanto, nas combinagdes de 7 a 12, cada substancia estava na
concentrag¢io de 1.0 mmol.L™
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5.4 Atividade in vitro de extratos de raizes tratadas com SOV contra

Meloidogyne exigua

Embora os extratos de plantas expostas aos tratamentos 3, 7, 12 e 13
(controle) ndo tenham influenciado na mortalidade in vitro de J2 de
Meloidogyne exigua, todos os outros tratamentos aumentaram a percentagem de
J2 mortos (Tabela 3). Dentre os extratos mais ativos contra o nematoide se
encontram aqueles provenientes da pulverizagdo das plantas com as
combinagdes de acetato de (E)-hex-2-enila + acetato de hexila (tratamento 9) e
meso-butano-2,3-diol + butano-1,2-diol + butano-1,3-diol + butano-1,4-diol

(tratamento 4 e 10).



Tabela 3 Mortalidade de juvenis de segundo estddio (J2) de Meloidogyne exigua expostos a extratos de raizes de café
pulverizadas com as combinagdes de substancias orgéanicas volateis

J2 mortos (%)

Tratamento Substancias organicas volateis 0.5 mmol L 1.0 p——

1 Jasmona + jasmonato de metila 19.3b 1,78 a
2 (Z)-hex-3-en-1-ol + (E)-hex-3-en-1-ol + (Z)-hex-2-en-1-ol + (E)-hex-2-enal 14,5b 10,14 b
3 Acetato de (E)-hex-2-enila + acetato de hexila 2,7a 47,69 d
4 meso-butano-2,3-diol + butano-1,2-diol + butano-1,3-diol + butano-1,4-diol 342 ¢ 28,88 ¢
5 3-hidroxibutan-2-ona + 4-hidroxibutan-2-ona 17,7b 10,62 b
6 Acetato de linalila + nerolidol 13,1b 2,08 a
7 Tween 80 (controle) 0,0a 0,0a

8 Tween 80 (controle do teste “in vitro™) 0,0a 0,0 a

* Barras com a mesma letra ou niimero ndo diferem significativamente entre si, pelo teste de Scott & Knott (P<0,05)
*Obs: Concentragdo de cada substincia na combinago de substincias organicas volateis

I8
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6 DISCUSSAO

Os melhores resultados no teste in vivo foram observados para a
combinagdo de acetato de hexila + acetato de (E)-hex-2-enila (Tratamentos 3 e
9), que reduziu a populacdo do nematoide em ambas as concentracdes
empregadas (Tabela 1). Aparentemente, tal resultado esta de acordo com a maior
producdo de acetato hexila por parte de plantas de Vaccinium corymbosum (L.)
Highbush expostas a herbivoria por Lymatria dispar L. (Rodrigues-Saona et al.,
2009), o que sugere a utilizagdo de tal substdncia como parte do sistema de
defesa da planta. Quanto ao acetato de (E)-hex-2-enila, ha dados na literatura
que deixam evidente a capacidade deste éster para ativar as defesas vegetais
(Kost & Heil, 2006; Ruther & Kleier, 2005; Engelberth et al., 2004). Logo,
parece razoavel supor que a combinagdo dessas substancias tenha reduzido a
populacao do nematoide no presente estudo.

Uma vez claro o potencial da combinagdo de acetato de hexila + acetato
de (E)-hex-2-enila para uso na redugdo da populagdo de M. exigua em cafeeiros,
fez-se necessario entender a forma de acdo destas substincias. Como havia
dados na literatura sobre a possibilidade de acdo direta de SOV contra pragas e
doengas (Kim et al., 2006; Ibraim; Traboulsi; El-Haj, 2006), inicialmente,
buscou-se verificar se a referida combinacao teria atividade in vitro contra J2 do
nematoide. Como e observa na Tabela 2, nenhuma atividade foi detectada,
mesmo quando as substancias foram utilizadas em concentragdo de 2,5 mmol.L’
' 0 que sugere que a forma de ago destas substincias seja realmente por meio
da indugdo de resisténcia das plantas.

Para investigar melhor a forma de ag¢do da combinagdo de SOV referente
aos tratamentos 3 e 9, extratos de plantas expostas a tais substdncias foram
submetidos a testes in vitro de mortalidade de J2 de M. exigua, o que permitiu

observar que, quando na concentragdo de 0,5 mmol.L! (tratamento 3), tais SOV
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ndo acarretaram qualquer aumento na atividade nematicida dos extratos
correspondentes (Figura 4). Como houve redugdo no numero de galhas por
massa de raiz (Tabela 1), talvez o tratamento 3 tenha causado aumento na
concentragdo de sacarose nas raizes (Figura 1), bloqueando a agdo de
citocininas, que sdo importantes para a formagdo do sitio de alimentagdo do
nematoide (Ikeda et al., 1999; Lohar et al., 2004). Outra possibilidade seria a
inducdo da producdo de alguma substancia que pudesse interferir na reproducgdo
do nematoide (Cooper; Jia; Goggin, 2005), ja que o nimero de ovos por galhas
foi menor que o observado para o controle (Tabela 1).

No entanto, quando a concentragdo da combinagdo de acetato de hexila
+ acetato de (E)-hex-2-enila foi elevada para 1,0 mmol.L" (Tratamento 9),
observou-se um resultado totalmente diferente no teste in vitro com o extrato da
planta, pois a mortalidade dos J2 subiu para 47%. Aparentemente, houve uma
alteragdo no mecanismo de a¢do com o aumento das concentragoes destas SOV,
j4 que o tratamento 9 claramente passou a induzir a producdo de substancias
nematicidas. Como este aumento na produgdo de substancias nematicidas ndo
foi acompanhado de redugdo na populagdo do nematoide em relagdo ao
tratamento 3 (Tabela 1), talvez tenha havido, de alguma forma, reducdo na
producdo de substincias que estariam agindo por meio de outros mecanismos
contra o nematoide. Tal possibilidade encontra certo respaldo nas diferengas
metabdlitas nas raizes de plantas expostas a tais tratamentos (Figura 1 e 2).
Observa-se, por exemplo, que a concentracdo de alcaloides nas raizes das
plantas expostas ao tratamento 9 € maior que naquelas expostas ao tratamento 3.

Este ¢ um resultado razoavel se levarmos em considercdo que hé relatos
na literatura sobre a atividade nematicida por parte de alcaloides (Chitwood,
2002). Além disso, tais substancias sdo comumente utilizadas para que as
plantas em geral possam defender-se de outras doengas ou de insetos herbivoros

(Simons et al., 2006; Keeling & Bohlmann, 2006). No entanto, ndo se pode
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deixar de mencionar que as concentragdes de alcaloides observadas para o
tratamento 9 e o controle sdo estatisticamente iguais (Figura 1), o que pode, em
principio, ter dois significados: 1) a concentragdo de alcaloides ndo tem qualquer
relacdo com a diferenca entre as mortalidades de J2 expostos aos extratos de
plantas (Figura 4) ou 2) a planta exposta ao tratamento 9 produziu a mesma
quantidade total de alcaloides, mas aumentou a produgdo daqueles que sdo
diretamente ativos contra o nematoide.

Uma situagdo inversa ¢ observada para a producdo de aminoacidos, ja
que, neste caso, a planta exposta ao tratamento 3 teve concentracdes destas
substancias que eram estatisticamente iguais ao controle (Tween 80), enquanto
aquela exposta ao tratamento 9 teve valores menores (Figura 1). Este ¢ um
resultado contrario ao esperado, ja que, segundo dados da literatura, as plantas
produzem mais de 900 aminoacidos (Bell, 2003), sendo varios deles diretamente
utilizados pelas plantas contra agentes patogénicos (Rosenthal et al., 2001),
inclusive contra nematoides (Oliveira et al., 2009). Logo, era de se esperar que a
planta exposta ao tratamento 9 tivesse maior produgdo de aminoacidos.

E interessante observar que, no controle (Tween 80), as concentra¢des
de carboidratos soluveis totais e de sacarose foram inferiores as das plantas
expostas aos tratamentos 3 e 9, tendo, neste Ultimo tratamento, a concentragdo
de carboidratos soliveis totais sido menor (Figura 1). Este pode ser um resultado
bastante interessante, se for levado em consideracdo que a elevagdao da
concentragdo de tais substdncias em tecidos vegetais pode causar a
superexpressao de genes relacionados ao mecanismo de defesa de plantas, como
¢ o caso daqueles responsaveis pela biosintese de inibidores de proteinases e da
chalcona sintase (Johnson & Ryan, 1990; Tsukaya et al., 1991).

Quanto aos fenodis, ambos os tratamentos, 3 e 9, apresentaram valores
inferiores aos da testemunha (Figura 1), o que foi um resultado inesperado

principalmente para o tratamento 9, ja que ha varios dados na literatura sobre a
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atividade de fenodis contra nematoides (Choi et al., 2007; Takaishi et al., 2004).
No caso especifico de tomateiros, sabe-se que a cultivar Nemadoro, que ¢
resistente a nematoides, produz mais feno6is quando em contato com o nematoide
que cultivares suscetiveis (Machado et al., 2008). Até mesmo o 4acido
clorogénico, que ¢ um fenol considerado ativo contra nematoides (Bacetty et al.,
2009), teve sua concentragdo reduzida nas plantas expostas aos tratamentos 3 ¢ 9
(Figura 2).

A concentragdo do 4cido citrico foi maior nas raizes das plantas
submetidas ao tratamento 3 (Figura 2). Como esta substincia ja se mostrou ativa
in vitro contra Meloidogyne incognita ¢ Rotylenchulus reniformis (Zuckerman;
Matheny; Acosta, 1994), acredita-se que tenha contribuido para a redugdo da
populacao de M. exigua em raizes de cafeeiro expostas ao tratamento 3. Quanto
as demais substancias quantificadas por RMN de 'H nos extratos de raizes
expostas aos tratamentos 3 e 9, elas apresentaram valores estatisticamente iguais
aos da testemunha (Figura 2).

A reducdo na populagdo de nematoides também foi bem significativa
nas plantas tratadas com a combinac¢do de meso-butano-2,3-diol + butano-1,2-
diol + butano-1,3-diol + butano-1,4-diol, quando as substincias se encontravam
na concentragdo de 0,5 mmol.L"' (tratamento 4; Tabela 1). Tal resultado parece
estar em consonancia com o fato de se observar que o butano-2,3-diol,
produzido por Bacillus spp., é capaz de ativar varios genes relacionados ao
sistema de defesa de Arabdopsis sp. (Ryu et al., 2003; Ryu et al., 2004; Farag et
al., 2006). Entretanto, quando a concentracdo destas mesmas substancias foi
elevada para 1,0 mmol.L™ (tratamento 10), ndo se observou qualquer redugio na
populagdo do nematoide. De forma analoga ao observado com os tratamentos 3
e 9, parece que variagdes pequenas nas quantidades de tais SOV podem acarretar

grandes altera¢des nas respostas das plantas.
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Com a finalidade de entender como tais substancias (tratamento 4)
estariam agindo, expuseram-se os J2 do nematoide aos extratos oriundos de
plantas submetidas ao tratamento 4, o que permitiu observar que o valor de J2
mortos era estatisticamente maior que o da testemunha (Figura 4). Logo, as SOV
presentes no tratamento 4 deveriam estar induzindo a planta a produzir
substancias com atividades nematicidas que, em principio, seriam as
responsaveis pela redu¢do na populagdo do nematoide. Entretanto, observou-se
também que o tratamento 10, que ndo havia reduzido a populagdo do nematoides
nas raizes de cafeeiros (Tabela 1), acarretou percentagem de J2 mortos
estatisticamente igual a observada para o tratamento 4, o que sugere que
produzir substincias nematicidas ndo seja suficiente para o controle do
nematoide. Aparentemente, ¢ necessario também que as substincias produzidas
entrem em contato com tal parasita, o que talvez ndo esteja ocorrendo, no caso
das plantas expostas ao tratamento 10. Tal proposta encontra certa sustentagao
no trabalho realizado por Rocha et al. (2005), no qual se observa que exsudatos
de plantas suscetiveis a nematoides aumentam a mortalidade de J2 de
Meloidogyne spp. in vitro, o que significa que plantas suscetiveis a nematoides
também possuem substancias com propriedades nematicidas em suas raizes.

Embora as concentragdes de sacarose tenham sido estatisticamente
iguais para os tratamentos 3, 4, 9 e 10, a concentragdo de carboidratos soluveis
totais foi bem menor para o tratamento 4, o que vai contra a sugestio
apresentada para o tratamento 3 e 9, de que a elevacdo da concentracdo destes
carboidratos poderia causar a ativacao de genes de resisténcia da planta.

As concentragdes de alcaloides para os tratamentos 4 e 10 também se
mostraram estatisticamente iguais as observadas para os tratamentos 3 ¢ 9,
respectivamente (Figura 1). Logo, talvez a producdo de alcaloides ndo esteja
correlacionada com a redu¢do da populagdo do nematoide nas raizes de

cafeeiros. Entretanto, talvez a diminuicdo da concentragdo de alcaloides possa
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ser um indicio de que a planta esteja reduzindo a produg@o de citocininas, que
sdo de fundamental importancia para o desenvolvimento do nematoide (Dropkin
et al., 1969). Em relago as outras analises realizadas (Figura 1 e 2), verificou-se
que as alteragdes metabdlitas ndo podiam ser correlacionadas com a redugdo na
populacao do nematoide que foi causada pelo tratamento 4 (Tabela 1).

Quanto a combinagdo de (Z)-hex-3-en-1-ol + (E)-hex-3-en-1-o0l + (Z)-
hex-2-en-1-ol + (E)-hex-2-enal (tratamento 2 e 8), observou-se que a reducio da
populagdo do nematoide parecia correlacionar-se com o aumento da
concentragdo das SOV pulverizadas na planta. Aparentemente, tais resultados
estdo de acordo com a inducdo de varios genes de defesa em Arabidopsis
thaliana (L.) Heynh por (E)-hex-2-enal (Bate & Rothstein, 1998). Sabe-se
também que as plantas de A. thaliana expostas a (E)-hex-2-enal, (Z)-hex-3-enal
ou (Z)-hex-3-enol tém maior resisténcia ao fungo Botrytis cinerea (Kishimoto et
al., 2005). No teste in vitro, verificou-se que, dentre todas as combinagdes de
SOV, a correspondente aos tratamentos 2 ¢ 8 eram as mais ativas contra J2 de
M. exigua (Tabela 2), o que sugeria a possibilidade de estas substincias terem
translocado das folhas para as raizes, para atuarem diretamente contra os
nematoides. No entanto, apesar da maior eficiéncia do tratamento 8 em relagdo
ao de numero 2 (Tabela 1), as percentagens de J2 de M. exigua mortos apods
exposi¢do aos extratos das plantas eram estatisticamente iguais para ambos o0s
tratamentos (Tabela 2). Logo, se estiver havendo translocacdo, provavelmente
ela ndo estd ocorrendo de forma a fazer com que a concentragdo das SOV
pulverizadas seja proporcional a quantidade delas em contato com o nematode
nas raizes das plantas. Além disso, oberva-se claramente que a concentragdo de
(Z)-hex-3-en-1-0l, um dos componentes dos tratamentos 2 ¢ 8, ¢ menor nas
plantas expostas a tais trartamentos que nas outras plantas (Figura 2), o que
também sugere que translocagdo das folhas para as raizes ndo seja a forma de

acdo destes tratamentos.
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Dentre as variagdes percentuais nas concentragdes dos metabolitos
avaliados nas raizes das plantas expostas aos tratamentos 2 e 8, a mais
expressiva diz respeito a quantidade total de alcaloides, que foi 41% maior no
ultimo tratamento. Avaliando apenas tal resultado, poder-se-ia pensar que os
alcaloides teriam agido contra os nematoides, pois, como ja dito anteriormente,
estas substancias podem apresentar atividade nematicida (Chitwood, 2002). No
entanto, tal resultado ndo é coerente com o fato de os extratos das raizes das
plantas expostas aos tratamentos 2 e 8 ocasionarem o mesmo numero de J2
mortos (Figura 4) e com o fato de a concentragcdo de alcaloides presentes nas
raizes das plantas expostas ao tratamento 8 ser estatisticamente igual a
observada na testemunha (Tween 80) e em outros tratamentos que nao
reduziram a populagdo do nematoide na planta (Tabela 1).

Embora com menor eficiéncia no geral, a combinacdo de 3-
hidroxibutan-2-ona + 4-hidroxibutan-2-ona (Tratamentos 5 e 11) também
reduziu a populacdo de nematoides (Tabela 1), o que parece de acordo com
relatos sobre a capacidade da 3-hidroxibutanona e analogos poderem ativar
varios genes do sistema de defesa de Arabidopsis sp. (Ryu et al., 2003; Ryu et
al., 2004; Farag et al., 2006). Aparentemente, estas substancias ndo agiram
diretamente contra o nematoide nas plantas, ja4 que ndo afetaram a mortaldiade
de J2 de M. exigua no teste in vitro (Tabela 2). Como os extratos das raizes das
plantas expostas a tais tratamentos aumentaram a mortalidade dos J2 in vitro
(Figura 4), talvez estejam induzindo a produ¢@o de substancias nematicidas pela
planta.

As concentragdes de carboidratos e sacarose foram superiores ao
controle (Tween 80) nas raizes de plantas expostas ao tratamento 5, o que parece
de acordo com o trabalho de Oliveira et al. (2007), segundo os quais a sacarose
era uma das substancias que conferiam atividade contra M. exigua aos extratos

de bulbos de cebola (4/lium cepa). Vale mencionar também que o tratamento 5
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ocasionou aumento na concentragdo da trigonelina, o que pode induzir genes de
defesa de plantas (Kraska & Schoenbeck, 1992).

Embora o tratamento 12 tenha reduzido a populacdo de nematoides,
parece improvavel, a agdo nematicida, uma vez que tal substancias apresentaram
pouco efeito sobre a mortalidade de J2 nos testes in vitro (Figura 4; Tabela 2),
estes resultados divergem de alguns trabalhos da literatura, em exemplo
podemos citar o linalool que € estruturalmente similar ao acetato de linalila, foi
ativo contra Meloidogyne incognita quando na concentragio de 1,0 mg.l”
(Ibraim; Traboulsi; El-Haj, 2006).

Com isso leva a pensar que o mecanismo de ag¢do baseado na producio
de compostos ativos contra M. incognita, nas plantas pulverizadas com as
SOV’s, parecia mais provavel que atividade direta sobre os nematdides por essas
substancias, um estudo das altera¢des nas quantidades de alguns metabolitos
presentes nas raizes de cafeeiro. Buscou-se averiguar a concentracdo de
carboidratos e sacarose em cada planta, ja que na literatura se encontram alguns
dados de substancias dessa classe com atividade contra nematoides (Oliveira et
al., 2007), o tratamento (6) aumentou a producdo de sacarose da planta,
sugerindo que este carboidrato ndo pode estar relacionado com o modo de agdo
do presente tratamento. Embora o mesmo comportamento nao foi observada
para plantas de café pulverizadas para o tratamento (12), sugerindo que este
carboidrato ndo se correlaciona a resisténcia da planta a nematoide.

De fato, observou-se que as plantas de café pulverizadas com acetato de
linalila + nerolidol (6), apresentaram niveis de alanina superiores ao observado
para o controle (Tween 80). No entanto, como este comportamento observado
em plantas de café, ndo causaram reducdo na populagdo de nematoide nas raizes
de cafeeiro, acredita-se ndo ser possivel fazer uma correlagio entre a quantidade
de alanina nas raizes das plantas ¢ o modo de agdo das SOV’s (tratamento 6 e

12).
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O uso da RMN também permitiu identificar o acido clorogénico, que
pode estar relacionada a resisténcia de plantas a nematoides (Hung; Rohde,
1973; Pegard et al., 2005). Como no presente estudo a concentragdo deste
fenolico foi inferior ou igual a das plantas controle (Figura 2), acredita se que tal
substancia nao esteja relacionada com o mecanismo de acdo das SOV’s.

Quanto ao tratamento 7, que também reduziu a populacdo do nematoide,
a falta de atividade direta contra o nematoide por parte das SOV e do extrato das
plantas expostas a tais substancias, ele esta de acordo com a capacidade do
jasmonato de metila ativar genes de defesas em plantas (Bate & Rothstein,
1998).

7 CONCLUSAO

A aplica¢do foliar de acetato de (E)-hex-2-enila + acetato de hexila
(tratamento 3 e 9), meso-butano-2,3-diol + butano-1,2-diol + butano-1,3-diol +
butano-1,4-diol (tratamento 4 e 8), 3-hidroxibutan-2-ona + 4-hidroxibutan-2-ona
(tratamento 5), jasmona + jasmonato de metila (tratamento 7), ou de acetato de
linalila + nerolidol (tratamento 12), reduziu a populagdo de M. exigua nas raizes
de cafeeiros, tendo os tratamentos 3, 4 e 8 sido os mais eficientes. Em nenhum
dos casos se observou qualquer sinal de atividade fitotoxica por parte de tais
tratamentos, o que os torna promissores para uso pelos cafeicultores para o
controle do referido nematoide. Embora o mecanismo de agdo de tais
substancias ndo tenha sido elucidado, os resultados obtidos sugerem que estejam
induzindo as plantas a realizarem alteragdes metabodlitas que possam afetar o
desenvolvimento do parasita. Ademais, os resultados obtidos certamente
motivardo a realizacdo de novos experimentos com vistas a compreender melhor
o mecanismo de acdo de tais substancias e a aperfeicoar a metodologia

desenvolvida
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ARTIGO 2

Efeito in vitro e in vivo de substéncias organicas sobre Meloidogyne spp.

1 RESUMO

Efeito in vitro e in vivo de substancias organicas sobre Meloidogyne spp.

Com a finalidade de contribuir para o desenvolvimento de novos
produtos para o controle de fitonematoides, o presente trabalho foi realizado
com o objetivo de estudar o efeito de substincias orgdnicas pré-selecionadas
sobre Meloidogyne exigua, M. incognita ¢ M. javanica. Dentre as substancias
avaliadas em testes in vitro, realizados com ovos e juvenis de segundo estadio
(J2) dos nematoides, o cloreto de 2,3,5-trifeniltetrazélio (A) e o acido picrico (B)
se destacaram, com concentracdes letais contra 50% dos J2 de M. incognita
(CLso) iguais a 133 pg.mL” e 327 pg.mL’, respectivamente, enquanto, nas
mesmas condigdes, a CLsy do nematicida comercial aldicarbe (C) era de 16
png.ml”. Quando aplicado em mudas de alface (Lactuca sativa) ou de soja
(Glycine max), “A” reduziu a populagdo de M. incongita nas raizes das plantas,
embora ndo tenha sido tdo eficiente quanto “C”, “B” se mostrou fitotdxico nos
experimentos realizados com as mesmas espécies vegetais, o que impossibilitou
avaliar a sua acdo sobre a populacdo do nematoide nas raizes das plantas.
Estudos futuros deverdo ser realizados com vistas a obter substincias
estruturalmente parecidas com o cloreto de 2,3,5-trifeniltetrazélio, que possam
ser mais eficientes no controle de Meloidogyne spp.

Palavras-chave: Fitonematoides, nematicida, tetrazol.
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2 ABSTRACT

Aiming to contribute to the development of new products for controlling
nematodes, this work studied the effect of pre-selected organic substances on
Meloidogyne exigua, M. incognita and M. javanica. Among the substances
evaluated in vitro against eggs and second stage juveniles (J2) of these
nematodes, 2,3,5-triphenyltetrazolium chloride (A) and picric acid (B) stood out,
with lethal concentrations against 50 % of M. incognita J2 (LCs) equal to 133
pg.ml™” and 327 pg.ml”, respectively, while under the same conditions, the LCs,
of the commercial nematicide aldicarb (C) was 16 pg.ml”'. When sprayed on
lettuce (Lactuca sativa) and soybean (Glycine max) seedlings, “A” reduced the
population of M. incognita in the roots, although not as efficient as “C”. “B” was
phytotoxic in the experiment conducted with the same plants species, being
impossible to assess its effects on the nematode populations in the plant roots.
Future studies should be conducted in order to obtain substances structurally
similar to the 2,3,5-triphenyltetrazolium chloride, which can be more efficient
for the control of Meloidogyne spp.

Keywords: Plant-parasitic nematodes, nematicide, tetrazole.
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3 INTRODUCAO

Dentre os nematoides parasitas de plantas, se destacam os pertencentes
ao género Meloidogyne, que contribuem para perdas anuais na agricultura da
ordem de US$ 125 bilhdes (Chitwood, 2003). Como os métodos atualmente
disponiveis para o controle destes fitoparasitas apresentam aspectos negativos,
como custo elevado e danos ao ambiente, existe uma considerdvel demanda por
novos produtos que possam minimizar os referidos aspectos negativos (Dong &
Zhang, 2006). Em decorréncia, varios trabalhos tém sido realizados em nosso
grupo de pesquisas, com vistas a contribuir para contornar tais problemas, o que
permitiu observar que alguns produtos pareciam apresentar alguma atividade
contra Meloidogyne spp. Para dar continuidade a tal trabalho, buscou-se realizar
testes in vitro com juvenis do segundo estddio (J2) de Meloidogyne incognita
(Kofoid & White) Chitwood, M. exigua Goeldi e M. javanica (Treub). Em
seguida, utilizando-se soja e alface como modelos, avaliaram-se as influéncias
das substancias mais ativas in vitro sobre a populacdo de M. incognita nas raizes

de tais plantas.

4 MATERIAL E METODOS

4.1 Obtencdo de ovos e juvenis de segundo estadio (J2) dos nematoides

Raizes de tomateiro (Solanum lycopersicum L. Cv Kada), infestadas
com M. incognita (Kofoid & White) Chitwood ou M. javanica (Treub)
Chitwood, e de cafeeiro (Coffea arabica L. cv Mundo novo), infestadas com M.
exigua (Goeldi), foram lavadas ¢ cortadas em pedagos de 1,0 cm. Em seguida,
foram trituradas em liquidificador, por 40 segundos, em solucdo de hipoclorito

de sodio a 0,5% (g.g"), seguindo-se a técnica de Hussey & Barker (1973),
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modificada por Boneti & Ferraz (1981). A seguir, filtraram-se as misturas e os
ovos retidos em peneira de 0,025 mm foram lavados com agua destilada, sendo
uma parte dos mesmos separada para os testes de eclosdo. Outra parte dos ovos
foi colocada em funil de Baermann (Dunn, 1969), no qual os juvenis do segundo
estadio (J2) dos nematoides eclodiram e foram coletados ap6s 48 ¢ 72 horas,

sem aqueles J2 obtidos durante as primeiras 24 horas, que foram descartados.

4.2 Substancias organicas comerciais

Para a realizacdo dos testes in vitro de eclosdo ¢ de mortalidade de J2
dos nematoides, as substancias organicas, obtidas de fontes comerciais, foram
dissolvidas em solugdo aquosa de Tween® 80 a 0,01 g.mL™" até atingirem a
concentragio de 500 pg.L”'. Empregaram-se: cloreto de 2,3,5-trifeniltetrazolio
(>99,0%, Merck, Germany), acido picrico (ACS, Mast, Brasil), 4cido tartérico
(ACS, CRQ, Brasil), edathamil (>99,0%, Riedel), acido ascérbico (ACS, Vetec,
Brasil), acido galico (ACS, Merck, Germany), vermelho de fenol (ACS, Merck,
Germany), azul de metileno (ACS, Merck, Germany), acido citrico (99,5%,
Proquimios, Brasil), circlegrow (ACS, MP Biomedical, United States), azul
brilhante de comassie (ACS, Merck, Germany), cetremide (98,0%, Proquimios,
Brasil), acido nicotinico (98,0%, Sigma, Brasil), tioureia (99,0%, Synth, Brasil),
curcumina (ACS, Fluka, USA), verde de bromocresol (ACS, Merck, Germany) e

tartarato de potéssio e sodio (99,0%, Proquimios, Brasil).

4.3 Teste in vitro de mortalidade de juvenis de segundo estadio (J2) de

Meloidogyne incognita, M. exigua e M. javanica

Para a realizagdo do experimento in vitro, que foi adaptado do método

descrito por (Amaral; Oliveira; Oliveira, 2003), as solugdes das substincias
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organicas (100 uL), obtidas conforme mencionado acima, foram colocadas em
cada célula de 350 pL de uma placa de polipropileno com 96 células. Em
seguida, colocaram-se 20 uL de uma suspensdo aquosa contendo cerca de 25 J2
de M. incognita, M. exigua ou M. javanica, em cada célula, fazendo com que a
concentracio final de cada substincia na cada cavidade fosse de 416,66 pg.mL™".
Depois de 48 horas a 28°C, no escuro, uma gota de NaOH a 1,0 mol.L"! foi
adicionada ao contetido de cada célula e os nematoides foram contados. Aqueles
que se mexiam ou que passaram os seus corpos de uma conformacdo em linha
reta para ondulada ou em forma de gancho até 3 mim apos a adi¢do do NaOH
foram considerados vivos, enquanto os demais foram considerados mortos. O
experimento foi realizado com quatro repeti¢des, utilizando-se solugdo aquosa
de Tween® 80 a 0,01 g.mL'1 como controle. Os valores foram transformados em

porcentagem antes das analises estatisticas.

4.4 Teste in vitro de eclosdo de juvenis do segundo estadio (J2) dos

nematoides

As solugdes das substancias (200 pL), preparadas conforme descrito no
item 4.2, foram colocadas em cada célula de 350 puL de uma placa de
polipropileno de 96 células. Em seguida, colocaram-se 100 pL de uma
suspensao aquosa contendo cerca de 25 ovos de M. incognita, M. exigua ou M.
javanica, em cada cavidade, fazendo com que a concentragdo final de cada
substdncia fosse de 333,33 pug.mL". Depois de 15 dias, os J2 eclodidos foram
contados. O experimento foi realizado com cinco repeti¢cdes, utilizando-se
solugdo aquosa de Tween® 80 a 0,01 g.mL" como controle. Os valores foram

transformados em porcentagem antes das analises estatisticas.
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4.5 Determinacdo das concentracGes letais das substancias organicas para

50% dos juvenis do segundo estadio de Meloidogyne incognita (CLs)

As solugdes de cloreto de 2,3,5-trifeniltetrazdlio (208, 146, 117, 83
pug.mL™) e de acido picrico (333, 317, 292, 250 ug.mL™") em Tween® 80 a 10
gL, e solugdes aquosas de aldicarbe (33, 17, 8 ug.mL™"), foram submetidas ao
teste in vitro de mortalidade de J2 de M. incognita, conforme descrito
anteriormente. Para tanto, empregou-se a solugio de Tween® 80 a 10 g.L”' como
controle. Os valores de J2 mortos foram convertidos para percentagem, para
serem corrigidos pela formula de Abbott (1957): valor correto= 100x
[(tratamento — controle)/(100 — controle)]. A seguir, foram submetidos a analise
de probit pelo programa estatistico SAEG (Sistema para analises Estatisticas,

Versdo 9.1: Fundagdo Arthur Bernardes, UFV, Vigosa, 2007).

4.6 Efeitos das substancias organicas sobre Meloidogyne incognita em alface

e soja

Sementes de alface (Lactuca sativa L. cv. Regina 500) e soja (Glycine
max L. cv. BRS-MT Pintado), previamente desinfestadas com solugdo de
hipoclorito de sédio a 1,0 % (g.g"), foram semeadas em vasos plasticos de um
litro contendo mistura esterilizada de solo e areia, na propor¢ao de 1:1 (v/v).
Ap6s 20 dias em casa de vegetacdo, quando as mudas estavam com trés pares de
folhas, os vasos foram infestados pela aplicacdo no solo de 10 ml de suspensdes
de ovos contendo 5.000 e 3.000 ovos de M. incognita para as plantas de alface e
soja, respectivamente. Logo em seguida, adicionaram-se ao solo 10 ml de
solugdo de cloreto de 2,3,5-trifeniltetrazdlio ou de acido picrico, solubilizados

em Tween® 80 a 0,01 g.mL’, nas concentragdes de 2.060 pg.mL’, 4.150
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pg.mL”' e 8.310 pg.mL", ou 5.110 pg.mL™", 10.220 pg.mL™" e 20.440 pg.mL",
respectivamente.

Para o célculo das concentragdes (C) das substincias, se empregou a
seguinte formula: C= f x [(CLsy substancia x 500)/CLs, aldicarbe]. f
correspondeu a um fator de corre¢do que variou entre 1, 2 e 3. Empregaram-se
10 ml de aldicarbe a 500 pg.mL" e 10 ml de Tween® 80 a 0,01 g.mL", como
controle positivo e negativo, respectivamente. Passados 30 dias (para plantas de
alface) ou 40 dias (para plantas de soja) apds as aplicacdes das substancias
orgénicas, a parte area de cada planta foi removida, seca por 48 horas em estufa
ventilada a 40°C, e pesada. As raizes foram cuidadosamente retiradas do
substrato, lavadas com agua e secas em toalha de papel e pesadas. Contaram-se
as galhas em cada sistema radicular que, em seguida, foi cortado em pedagos de
1,0 cm para a extragdo de ovos de acordo com a técnica de Hussey & Barker
(1973). Os ovos foram contados em cada suspensao resultante pela utilizagdo de
um microscopio invertido. Este experimento foi conduzido em delineamento em
blocos casualizados, empregando-se cinco repeti¢cdes. Os niimeros de galhas e de
ovos foram divididos pelas massas das raizes e os resultados de tal operagdo

foram convertidos de acordo com a seguinte formula antes de serem submetidos

aos calculos estatisticos: X =+/Y +1, sendo X referente ao valor transformado,

enquanto Y ¢ o valor do tratamento.
4.7 Analise estatistica

Os valores obtidos foram submetidos a analise de varidncia (ANOVA),
empregando-se o programa computacional SISVAR (Sistema para andlises
Estatisticas, Versao 5.1, UFLA, Lavras, 2006), por meio do qual, logo em
seguida, compararam-se as médias segundo o teste de Scott & Knott (1974), a

5% de probabilidade.
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5 RESULTADOS

5.1 Mortalidade e eclosdo in vitro de juvenis de segundo estadio (J2) de
Meloidogyne incognita, M. exigua e M. javanica

Dentre as 17 substancias testadas contra J2 de M. incognita, apenas o
acido picrico e o cloreto de 2,3,5-trifeniltetrazolio se mostraram promissores
para o emprego no controle de nematoides fitoparasitas, com valores de 96,7% e
91,8% de J2 mortos, respectivamente (Tabela 1). A mortalidade causada por
estas substancias também foi elevada para M. exigua e M. javanica, o que
corroborou o resultado obtido com M. incognita. Quanto as outras substancias
testadas contra M. incognita, a excegdo do acido tartarico, que causou morte de
35,1% dos J2, todas as outras acarretaram a obten¢do de valores proximos ou
estatisticamente iguais aos da testemunha (Tween 80). Dentre as substancias
inativas ou pouco ativas contra J2 de M. incognita, a maior parte também se
mostrou inativa contra J2 de outros nematoides. No entanto, o circlegrow causou
61,2% de mortalidade de J2 de M. exigua, enquanto o edathamil matou 56,1% e
52,5% dos J2 de M. exigua e M. javanica, respectivamente.

No teste de eclosdo se observou que o cloreto de 2,3,5-trifeniltetrazolio
também foi muito ativo contra todas as espécies de Meloidogyne estudadas
(Tabela 1), o que confirmou a acao desta substancia contra nematoides que tinha
sido observada no teste de mortalidade de J2 (Tabela 1). Quanto ao &cido
picrico, observou-se forte acao inibidora da eclosdo nos testes com M. incognita
e M. javanica. Também se observou coeréncia entre os resultados de ambos os
testes, quando se compararam os valores para o edathamil, que se mostrou ativo
contra M. exigua ¢ M. javanica, nos testes de mortalidade e de eclosdo dos J2.
Dentre as outras substancias, observou-se que algumas tinham forte influéncia

sobre a eclosdo de J2, embora os valores no teste de mortalidade de J2 tivessem
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sido iguais ou proximos do observado para a testemunha. Este foi o caso, por
exemplo, do azul de metileno, que ndo teve qualquer influéncia sobre a
mortalidade de J2 das trés espécies nematoides, mas reduziu a eclosdo de J2 de
M. javanica para valores estatisticamente iguais ao observado para o acido
picrico. O circlegrow também teve pouca ou nenhuma influéncia sobre a
mortalidade de J2 de M. incognita e M. javanica, mas foi muito ativo sobre a

eclosdo de J2 destas mesmas espécies de nematoide.



Tabela 1 Influéncias de substincias organicas, na concentragio de 416,6 pg.mL™, sobre a mortalidade e eclosdo de juvenis
de segundo estadio (J2) de Meloidogyne incognita, M. exigua e M. javanica

Tratamentos Substancias organicas J2 mortos (%) 12 eclodidos (%)
M. incognita M. exigua M. javanica M. incognita M. exigua M. javanica
1 Cloreto de 2,3,5- 919a 99,1a 83,5a 39a 8,7a 32a
trifeniltetrazolio
2 Acido picrico 96,7 a 100,0 a 91,0 a 0,7a 457b 1,2a
3 Acido tartarico 35,1b - - - - -
4 Edathamil 10,7 ¢ 56,1 b 52,5b 63,2d 30,1 a 10,2 a
5 Acido ascorbico 99c¢ - - 252b - -
6 Acido galico 7,1c - - - - -
7 Vermelho de fenol 6,5¢ - - - - -
8 Azul de metileno 5,8¢ 2,7d 10,7 ¢ - - 9,6 a
9 Acido citrico 54c¢ 243 ¢ 22,0c - 41,6 b 39.0b
10 Circlegrow 42 ¢ 61,2b 18,2 ¢ 2,4 a 24,4 a 7,52a
11 Azul brilhante de 42¢ 3,5d 1,7¢ - - 322b
Comassie
12 Cetremide 2,9d 6,7d 80c - 420b 21,7 a
13 Acido nicotinico 1,1d 11,4d 7,6 ¢ - 52,1b 41,8 b
14 Tioureia 0,6d - - - - -
15 Curcumina 0,0d - - - - -
16 Verde de bromocresol 0,0d 20,2 ¢ 11,0 ¢ 459 ¢ 43,7b 34,1b
17 Tartarato de potassio e 0,0d 0,9d 6,6 ¢ - 50,3b 31,8b
sodio
18 Tween 80 a 0,01 g.ml 0,0d 0,7d 6,6 C 68,5d 384b 524 ¢
C.V. (%) 30,3 17,7 36,8 13,9 37,5 43,6

*As médias seguidas da mesma letra, em cada coluna, ndo diferem estatisticamente entre si, pelo teste de Scott-Knott (P < 0,05)
- Néo foi avaliado

S0l
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Por se mostrarem os mais ativos tanto no teste de mortalidade quanto no
de eclosdo de J2 para as trés espécies de nematoide, o cloreto de 2,3,5-
trifeniltetrazolio e o acido picrico foram novamente submetidos ao teste de
mortalidade de J2 de M. incognita em diferentes concentragdes. Com isso,
observou-se que apresentavam concentragdes letais contra 50% da populacao do
nematoide (CLso) de 133,23 pg.ml” e 327,78 pg.ml”, respectivamente. Nas

mesmas condigdes, o nematicida comercial aldicarbe apresentou CLsy de 16,5

pg.ml™.

5.2 Efeito das substancias orgénicas sobre Meloidogyne incognita em alface

e soja

Por serem os produtos mais ativos in vitro contra todos os nematoides
estudados, o cloreto de 2,3,5-trifeniltetrazolio e o acido picrico foram
empregados no experimento in vivo. Nas duas menores concentragdes observou-
se que a primeira substancia reduziu a populacdo de M. incognita em plantas de
alface e soja (Tabela 2). No entanto, a excecdo do nimero de ovos por raiz para
a planta de alface tratada com o cloreto de 2,3,5-trifeniltetrazolio na
concentragdo de 4150 pg.ml”, a populagdo do nematoide foi sempre superior &
observada em plantas tratadas com aldicarbe a 500 pg.ml’. Na maior
concentragio (8300 pg.ml') estudada, o cloreto de 2,3,5-trifeniltetrazolio se
mostrou muito toxico as plantas, o que inviabilizou a condu¢ao do experimento.
Quanto ao acido picrico, foi observada intensa atividade fitotdxica em todas as

concentragdes utilizadas, o que acarretou a morte das plantas.



Tabela 2 Numero de galhas e ovos de Meloidogyne incognita em raizes de Lactuca sativa e Glycine max tratadas com
substincias organicas ¢ inoculadas com ovos do nematoide
L. sativa G. Max

Galhas/raiz (g')  Ovos/raiz (g") Galhas/raiz (g")

Tratamentos Substancias organicas Ovos/raiz

()
1 Cloreto de 2,3,5-trifeniltetrazélio (2060 2410c¢ 1883,6 b 61,6¢c 66,8 ¢
ug.ml™)
2 Cloreto de 2,3,5-trifeniltetrazolio (4150 1212 b 304,8 a 16,4 b 34,4b
pg.ml™)
3 Aldicarbe (500 pg.ml™) 4,6 a 44,4 a l4a 0,0 a
4 Tween® 80 (0,01 g.ml™) 333,4d 1916,6 b 78,8 d 61,8 ¢
C. V. (%) 17,5 42,8 32,1 39,8

* As médias seguidas das mesmas letras em cada coluna ndo diferem estatisticamente entre si, pelo teste de Scott-Knott (P<0,05)

LO1
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6 DISCUSSAO

Os testes in vitro e in vivo confirmaram a acdo nematicida
preliminarmente observada para o cloreto de 2,3,5-trifeniltetrazolio (Figura 1;
Tabela 1 e 2), para o qual ndo se havia descrito qualquer atividade nematicida na
literatura. No entanto, ¢ importante mencionar que Hurwitz & Mc Carthy (1986)
e Mustakallio & Ahos (1955) haviam mencionado a acdo biocida desta
substancia, quando em elevada concentragdo. Talvez o seu mecanismo de agdo
se baseie na inibi¢do da biossintese de esterois, o que possibilita a auséncia de
ergosterol e, consecutivamente, o aumento de compostos intermediarios que, por
sua vez, promovem uma desorganizagdo da estrutura celular. Em caso de doses
elevadas se observam danos diretos sobre a membrana, assim como alteracdes
morfolégicas das células de fungos (Hewitt, 1998). Estas alteracdes se
caracterizam por inchamento das células, vacuolizacdo excessiva, septagdo
incompleta, aparecimento de vesiculas entre as membranas e a parede celular e a
formagdo de inclusdes membranosas das células fungicas (Forcelini, 1994;
Tomlin, 2002).

O cloreto de 2,3,5-trifeniltetrazélio (Figura 1) se enquadra no grupo dos
tetrazois, que sdo compostos heterociclicos aromaticos de cinco membros,
contendo quatro atomos de nitrogénio (Figura 1), pertencentes a classe de
substancias denominada genericamente de azol. O nucleo tetrazdlico esta
presente em diversas moléculas de importancia farmacoldgica, o que pode ser
exemplificado pela atividade anti-hipersensitiva do losartan (Roth; Kleemann;

Beisswenger, 1996; Gilmam et al., 1991).
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Nucleo de Cloreto de
Tetraz6is  2,3,5-trifeniltetrazolio

Figura 1 Nucleo fundamental dos tetrazois e estrutura do cloreto de 2,3,5-
trifeniltetrazolio

Como os tetrazois apresentam enorme diversidade estrutural (Beier et
al., 2011; Watanabe et al., 2003) e demonstram baixa toxicidade ao ser humano
(Gilman et al., 1991), acredita-se que seja possivel chegar a estruturas com
maior atividade nematicida e menor efeito fitotoxico, tendo o cloreto de 2,3,5-
trifeniltetrazolio como modelo inicial. Afinal, no unico estudo sobre o uso de
tetrazois para controle de fitonematoides, observou-se que as substancias eram
ativas contra M. incognita na concentragio de 10 pg.ml” (Watanabe et al., 2003)

O acido picrico proporcionou resultados nos testes in vitro que variaram
de acordo com a espécie de Meloidogyne empregada. Apesar de inibir a eclosio
de J2 de M. incognita e M. javanica, tal substincia ndo teve qualquer efeito
sobre a eclosdo de J2 de M. exigua (Tabela 1). Trata-se de um resultado parecido
com o observado por Clarke & Shepherd (1967), segundo os quais o acido
picrico pode inibir a eclos@o de Heterodera rostochiensis, mas nao tem qualquer
efeito sobre a eclosdo de H. schacthii e H. tabacum.

Quanto ao edathamil, que se trata de um composto a base de calcio, com
grande aplicag@o como quelante de metais pesados, alguns trabalhos relatam sua
utilizagdo como nematicida quando complexado a cloreto de zinco (Tefft et al.,
1984). Dentre os poucos trabalhos relatados na literatura sobre o efeito de
edathamil em nematoides, pode-se citar o desenvolvido por Singh et al. (1980),

que verificaram a atividade inibitéria da isoenzima fosfatase de Setaria cervi,
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que se trata de um nematoide parasita de animais, quando o mesmo era exposto
ao edathamil na concentragio de 10 mmol.L". Apesar de nio ter sido observada
atividade por parte do edathamil contra M. incognita, verificou-se que ovos e J2
de M. exigua e M. Javanica foram afetados por tal produto (Tabela 1). Nao
foram encontrados dados que possam ser utilizados para explicar as varia¢des
ocorridas na atividade do edathamil contra os nematoides empregados neste
trabalho.

O circlegrow, que ¢ um meio de cultura utilizado no cultivo de
Escherichia coli (Lombardi; Harakava; Colariccio, 2010), inibiu a eclosdo de J2
de M. exigua, mas se mostrou inativo em todos os outros testes in vitro
realizados. De forma andloga ao edathamil, também nao ha dados para explicar
as variagoes ocorridas.

Quanto ao acido tartarico, a falta de atividade nematicida no presente
trabalho estd de acordo com o trabalho de Peterdi et al. (1984), segundo os quais
esta substincia era inativa contra J2 de M. incognita mesmo em concentracao
duas vezes maior que a empregada no presente trabalho.

Apesar da mortalidade de J2 de M. incognita expostos a solugdo do
acido galico ndo ter sido elevada no presente trabalho, o resultado esta de acordo
com a acdo desta substancia sobre Caenorhabditis elegans, que foi descrita por
Abdel-Aty (2007), e com a atividade nematicida contra J2 de M. incognita,
descrita por (Sultana; Akhter; Khatoon, 2010).

Quanto as demais substancias, elas mostraram-se inativas contra os
nematoides. No entanto, vale mencionar que, apesar da auséncia de atividade
nematicida, segundo dados da literatura, a tioureia é capaz de reduzir a

populagdo de M. javanica nas raizes de plantas (Glazer & Orion, 1984).
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7 CONCLUSAO

Dentre as substancias orgéanicas testadas, o cloreto de 2,3,5-
trifeniltetrazolio foi o que se mostrou com maior potencial para o
desenvolvimento de novos produtos para o controle de Meloidogyne spp. Logo,
novos estudos serdo realizados, com vistas a desenvolver tetrazois mais

eficientes no controle destes fitoparasitas.
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