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RESUMO

COSTA, Mauro Junior Natalino da. Filtrados de culturas fungicas e extratos
de plantas e de estercos animais, com agdio antagonista a Meloidogyne
incognita (Kofoid & White) Chitwood. Lavras: UFLA, 2000. 115p.
(Dissertacio ~ Mestrado em Fitopatologia)®.

Virias moléculas orgénicas afetam fitonematdides na sua ontogenia, no
processo de reconhecimento do hospedeiro, ou mesmo alteram a resposta das
plantas ao parasitismo, resultando sempre redugio das suas populagGes. Na
busca por novas moléculas nematicidas, dezoito filtrados de espécies filngicas e
extratos de sete micélios fiingicos, doze espécies de plantas e de trés estercos
animais foram estudados quanto ao seu efeito inibidor sobre a eclosio e a
motilidade, e no aumento da mortalidade de juvenis do segundo estadio (J2) de
Meloidogyne incognita in vitro. Cinco filtrados fiungicos e sete extratos de
plantas e de estercos animais foram aplicados em plantas de tomate infestadas
por Meloidogyne incognita para estudar seus efeitos na patogenicidade e na
reproducdo desse patogeno in vivo. Filtrados fimgicos foram obtidos de culturas
em meio Czapek. Acetato de etila, hexano, metanol e agua foram usados como
solventes para obter extratos de tecidos de plantas, dos estercos animais e dos
micélios fingicos. Filtrados de Paecilomyces lilacinus, Fusarium moniliforme e
Fusarium oxysporum reduziram a motilidade e eclosdo, e aumentaram a
mortalidade (P < 0,05) de J2 de Meloidogyne incognita de forma semelhante a
observada com Aldicarbe. Alguns filtrados fimgicos reduziram a motilidade,
mas ndo causaram a morte de J2. Jai os filtrados de Aspergillus flavus,
Cylindrocarpon magnusianum, Fusarium solani e Mortierella sp. reduziram
apenas a eclosido de J2. Nio houve correlagio entre a produgdo de metabdlitos
toxicos e a quantidade de micélio fiingico produzido, mas a dose do filtrado
obtido de Curnninghamella elegans, Fusarium moniliforme e de Paecilomyces
lilacinus, capaz de imobilizar o J2, foi menor do que aquela que causara morte.
No caso especifico de Paecilomyces lilacinus, observou-se que s6 apds quatro
dias de cultivo o filtrado fingico correspondente apresentava toxidez contra
Meloidogyne incognita. Com o aumento do nimero de dias de cuitivo foi
elevado o efeito do filtrado sobre o nematéide, sendo que apenas apos 13 dias a
mortalidade de J2 alcangou o indice de 100%. Filtrados de Fusarium
moniliforme e Paecilomyces lilacinus, quando aplicados em plantas de tomate
infestadas com Meloidogyne incognita, reduziram a produg3o de ovos por esse
nematdide. O peso fresco da parte aérea da plantas de tomate foi reduzido pelas
aplicagdes de filtrados de Paecilomyces lilacinus, Fusarium moniliforme e

“Comité Orientador: Vicente Paulo Campos — UFLA (Orientador) e Ludwig
Heinrich Pfenning — UFLA.



Sclerotinia sclerotiorum nas maiores dosagens. In vitro, extratos de tecidos de
Coffea arabica, Carica papaya, Leucaena leucocephala, Ricinus communis e
Ruta graveolens, bem como de estercos de aves e sninos, aumentaram ® <0,05)
a mortalidade e reduziram (P < 0,05) a eclosdo de J2 quando comparados com
agua. Maior extracio de metabolito toxico de plantas a J2 foi alcancada na
utilizagdo dos solventes metanol e agua de forma analoga ao observado para os
filtrados fiingicos. As doses de extratos de Coffea arabica, Ricinus communis e
de Ruta graveolens capazes de imobilizar J2 foram menores do que aquelas
capazes de causar sua morte. Extratos de tecidos de plantas de Brachiaria
decumbens, Coffea arabica, Leucaena leucocephala e de esterco de aves,
quando aplicados em plantas de tomate infestadas por Meloidogyne incognita,
reduziram a produ¢do de ovos por esse nematdide e, em altas dosagens,
reduziram o peso fresco da parte aérea de tomateiros. Aplicagdes de extratos de
tecidos de Chenopodium ambrosioides e de Ricinus communis reduziram
também o peso fresco da parte aérea e causaram alta toxicidade a plantas em
desenvolvimento.

ABSTRACT

FUNGAL CULTURE FILTRATES, AND PLANT AND ANIMAL
MANURE EXTRACTS, WITH ANTAGONISTIC ACTIONS AGAINST
Meloidogyne incognita (KOFOID & WHITE) CHITWOOD

COSTA, Mauro Junior Natalino da. Fungal culture filtrates, and plant and
animal manure extracts, with antagonistic actions against Meloidogyne
incognita (Kofoid & White) Chitwoed. Lavras: UFLA, 2000. 115p. (Master
of Science Dissertation in Phytopathology)”.

Toxic organic molecules affect plant parasitic nematodes in their
ontogeny, the process of finding the host or even medifying the plant response to
their parasitism, resulting, always, into nematode population reduction. To
search for new nematicidal molecules, eighteen fungal species filtrates, seven
fungal mycelium extracts, twelve plant species and three animal manures
extracts were studied in their inhibition of hatching and mobility and increasing
mortality of second stage juveniles (J2) of Meloidogyne incognita. Five fungal
filtrates, and seven plant organic and animal manure suspensions were applied to
Meloidogyne incognita infested tomato plants to study their effects on
pathogenity and reproduction. Fungal filtrates were obtained from cultures in

* Guidance Comittee: Vicente Paulo Campos (Major Professor) and Ludwig
Heinrich Pfenning — UFLA.



Czapek medium. Ethyl acetate, hexane, metanol and water were used as solvents
to obtain plant or animal manure extracts. Paecilomyces lilacinus, Fusarium
moniliforme and Fusarium oxysporum filtrates reduced motility and hatching,
and increased mortality (P < 0,05) of J2 of Meloidogyne incognita similar to
Aldicarb. Some fungal filtrates reduced mobility of J2 without leading to death.
Aspergillus  flavus, Cylindrocarpon magnusianum, Fusarium solani and
Mortierella sp. filtrates reduced (P < 0,05) hatching of J2, only. Toxic
metabolite production by fungi was not dependent on the amount of mycelium
produced, but Cunninghamella elegans, Fusarium moniliforme and
Paecilomyces lilacinus filtrate dose able to immobilize the J2 was less than that
one to cause death. Paecilomyces lilacinus filtrate toxicity to J2 started
production four days after culturing and reached 100% mortality thirteen days
later. Paecilomyces lilacinus lilacinus and Fusarium moniliforme filtrates when
applied to infested tomato plants reduced the egg production. Shoot weights
were reduced by Paecilomyces lilacinus, Fusarium moniliforme and Sclerotinia
sclerotiorum filtrate applications. Leucaena leucocephala, Carica papaya,
Ricinus communis and Ruta graveolens, chicken and swine manures suspensions
increased (P < 0,05) hatching of J2 compared to water. Greater extraction of
plant metabolites toxic to J2 was done by metanol and water similar to that done
by fungal filtrates. The organic suspension doses able to immobilize the J2 were
always less than those to cause death. Brachiaria decumbens, Coffea arabica,
Leucaena leucocephala and chicken manure suspensions when applied to
Meloidogyne incognita infested tomato plants reduced the egg production and at
higher dosages, reduced the tomato shoot dry weights, as well. Chenopodium
ambrosioides and Ricinus communis suspension application reduced tomato
shoot dry weights and caused high toxicity to tomato plants development.

vi



1 INTRODUCAO

Os nematoides sdao organismos alongados e afilados nas extremidades e
representam um dos grupos de animais mais numerosos da terra. Acredita-se que
haja cerca de 500.000 espécies de nematdides ocorrendo em todos os ambientes
onde ha possibilidade de vida, sendo em maior niimero nos solos e oceanos. Do
ponto de vista ecoldgico, os nematdides podem ser classificados em trés grupos:
parasitas de animais, de vida livre tanto em solo como em aguas doces e
salgadas, e parasitas de plantas, conhecidos como fitonematodides (Tsai et al.,
1991). O comprimento desses fitoparasitas varia de 0,5 a 4 mm ¢, embora haja
uma consideravel diversidade morfolégica dentro do grupo, todos possuem
estilete projetavel que, na maioria desses organismos, constitui-se de um cilindro
redondo e comprido. O estilete exerce a sua fungdo durante a ruptura da parede
do ovo na eclosdo, na penetragio da parede das células vegetais € na
alimenta¢do. Os fitonematdides podem ser ectoparasitas migradores,
introduzindo nas raizes das plantas apenas o estilete e movimentando-se em
filmes de dgua que circundam as particulas de solo e partes da planta;
migradores semi-endoparasitas que introduzem parte de seu corpo nas regides
subterraneas das plantas; endoparasitas que introduzem totalmente o corpo em
folhas, flores, raizes, tubérculos e caules, migrando temporariamente, ou durante
toda a sua vida (McDonald, 1979).

Os fitonematoides causam enorme prejuizo a agricultura, reduzindo as
colheitas e a qualidade do produto final, além de limitarem o uso do solo e
provocarem gastos adicionais com fertilizantes e defensivos agricolas. Sdo
organismos que apresentam dificil controle e facil disseminacdo, pois algumas
espécies atacam praticamente todas as culturas de importincia econdmica

(Tarjan, 1960; Patel e Desai, 1964; Lordello, 1976; Lambert e Taylor, 1979). As



perdas resultantes do parasitismo dos fitonematdides em 21 culturas de
importancia econémica mundial foram estimadas em 77 bilhSes de dolares
anuais, baseadas na produgdo e nos pregos de 1984. Reunindo todas as culturas,
os prejuizos excedem 100 bilhGes de délares (Tihohod, 1993).

Os primeiros trabathos com fitonematdides no Brasil foram realizados
com café, no fim do século XIX, na entdio Provincia do Rio de Janeiro. Hoje, ja
hi pelo menos 238 espécies relatadas no Brasil (Ionomoto, 1995), sendo
algumas largamente distribuidas nas culturas de grande importincia econdmica
como algoddo, atho, amendoim, arroz, banana, cacau, café, cana-de-agucar,
cenoura, feijio, hortalicas, mandioca, milho, soja, trigo etc. (Tenente, Bettiol e
Carvalho, 1981). De modo geral, os fitonematdides do género Meloidogyne sio
0$ que causam o0s maiores prejuizos, o que se deve a capacidade de adaptagdo de
tais fitoparasitas aos diversos agroecossistemas (Zacheo, 1993). Meloidogyne
possui uma ampla distribuigio geogrifica, sendo constatado em praticamente
todos os paises do mundo. Dentre as espécies mais comuns, destacam-se
Meloidogyne incognita e Meloidogyne javanica (Taylor e Sasser, 1978).

A erradicagdo de fitonematdides de uma éarea € uma tarefa extremamente
dificil. O produtor precisa conviver com eles através do manejo da populaczio no
solo. Nematicidas podem ser usados, mas sdo caros e recomendiveis apenas
para as culturas altamente rentdveis fazendo-se necessario conhecimento técnico
por parte do usuirio. Na fauna do solo, o nematicida provoca distirbios
indiscriminados, causando um intenso desequilibrio biolégico além de deixar
residuos toxicos nos produtos agricolas (Patel e Desai, 1964; Taylor e Sasser,
1978; Asmus, 1984). Por essas razGes, os atuais nematicidas tém o uso restrito
em muitos paises.

O controle através de resisténcia genética das plantas € limitado pela
escassez de cultivares resistentes na maioria das culturas pois em muitas delas

tais cultivares inexistem, ou sdo de adaptagZo restrita, impedindo o seu emprego



em larga escala. A ocorréncia de infestagdes por mais de uma espécie de
fitonematdide € outro fator limitante. Embora bastante estudado, o controle
biol6gico, em que se utilizam inimigos naturais dos nematoides, como fungos
predadores e parasitas, e bactérias do género Pasteuria, ainda nio apresentaram
eficiéncia em aplicagdes extensivas.

Nos ultimos anos, a sociedade tem priorizado aspectos ambientais,
direcionando muitas pesquisas para a descoberta de novas substincias bioativas
que possam ser empregadas no manejo integrado de pragas, com menos efeitos
negativos ao meio ambiente por serem produtos naturais (Castro, 1989). O
conceito de produto natural é extendido a todos os compostos de origem
biologica, que podem ser especificos de um {inico organismo, ou comum a um
grupo deles. A utilizagdo destes produtos pelo ser humano ja era comum na
Idade Média e ocorre até os dias atuais, com direcionamento para diferentes fins
(Mann, 1987).

As plantas, os fungos e as bactérias constituem a principal fonte de
produtos naturais, com enorme diversidade de espécies (Hawksworth, 1991;
Groombrige, 1992). Em 1991 havia aproximadamente 70.000 espécies
conhecidas de fungos, sendo que cerca de 5.000 delas ja tinham sido registradas
como produtoras de metabélitos secundarios (Hawksworth, 1991). Em plantas,
muitas das atividades desses metabdlitos tém um papel ecoldgico
freqiientemente associado com a sobrevivéncia e a competicdo entre organismos
(Harbourne, 1988). Entre os microrganismos, particularmente os fungos, que
possuem ciclos de vida complexos e interagem intimamente com outros
organismos, também € possivel identificar os metabélitos secundarios, que sdo
parte de suas estratégias para a sobrevivéncia (Porter e Fox, 1993).

Embora ocorra no Brasil enorme diversidade de espécies de plantas e de
microrganismos, componentes da microbiota do solo, ainda sdo escassos os

estudos sobre a interagdo entre eles e sobre o efeito de suas substincias
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produzidas. Desta forma, objetivou-se: 1) estudar in vitro o efeito de filtrados de
culturas fingicas e de extratos obtidos de residuos animais e vegetais, na
eclosdo, motilidade ¢ mortalidade de juvenis pré-parasitas do segundo estadio
(J2) de Meloidogyne incognita, 2) estudar o efeito, em casa-de-vegetagio, desses
filtrados filngicos e extratos, na patogenicidade e na populagio de Meloidogyne

incognita, em tomateiros.



2 REFERENCIAL TEORICO

No solo, os fungos antagonistas so os principais inimigos naturais dos
nematdides e, portanto, tém recebido muita atengdio dos pesquisadores. Varias
destas espécies foram intensivamente estudadas (Duddington, 1960; Barron,
1977; Dowe, 1987; Naves e Campos, 1991), destacando-se os endoparasitas, que
penetram no corpo do nematdide através de aberturas naturais ou mesmo pela
cuticula, desenvolvem-se e consomem todo o seu corpo (Aschner e Kohn, 1958;
Campos, 1992). Os parasitas de ovos e de cistos penetram no ovo ¢ infestam o
embrido (Mankau, 1979), destacando-se nesse grupo, os fungos Paecilomyces
lilacinus e Verticillium chlamydosporium, que causam a supressio dos
nematdides das galhas (Meloidogyne spp.) e do cisto (Heterodera glicynes)
(Jatala, Kaeltenbach e Bocangel, 1980). Os predadores desenvolveram um
mecanismo de formagéo de armadilha, através da qual a hifa adere ao nematéide
para penetrar no seu corpo logo em seguida (Dackman e Nordbring-Hertz, 1992;
Dijksterhius, 1993). Entre os principais géneros de fungos predadores, se
encontram Arthrobotrys, Dactylaria, Dactylella e Monacrosporium, que contém
mais de 100 espécies (Duddington, 1960).

Apesar dos virios fungos antagénicos a fitonematdides, a utilizagio
direta desses microorganismos para o controle de tais fitoparasitas ainda ndo
encontrou amplo emprego na agricultura. Na Franga, por exemplo, uma
linhagem de Arthrobotrys irregularis, produzida comercialmente em grdos de
centeio, controlou juvenis do segundo estadio (J2) de Meloidogyne spp. em solos
cultivados com plantas olericolas (Cayrol e Frankowski, 1979). Essa linhagem,
comercializada com o nome Royal, teve sua utilizagio dificultada devido ao tipo
de formulagio empregada, isto ¢, suporte nutritivo 4 base de cereal cozido, o que

exige armazenamento e transporte do produto em condigdes refrigeradas, além



do emprego de altas dosagens. Sao necessérios cerca de 1.400 kg/ha do produto
(algo em torno de 14 x 107 propagulos/m?), tornando prético o seu uso apenas
em pequenas areas. O produto deve ser espalhado a lango e incorporado na
superficie do solo, um més antes do plantio da cuitura (B’chir, Horrique e
Verlodt, 1982).

Freire e Bridge (1985) comprovaram a patogenicidade de isolados de
Paecilomyces lilacinus e de Verticillium chlamydosporium a ovos de
Meloidogyne incognita. No entanto, esse potencial em agar-dgua ndo representa
as condi¢Ges encontradas nos solos com seus complexos habitats. A auséncia de
um competidor e a falta de uma alternativa fonte de alimento no dgar-dgua pode
ter forcado Paecilomyces lilacinus e Verticillium chlamydosporium a se
utilizarem das massas de ovos como fonte tnica de alimento disponivel.

Em decorréncia das dificuldades para o emprego de fungos no controle
de fitonematdides tem surgido como alternativa a utilizacdo de metabdlitos

fingicos com propriedades toxicas a tais fitoparasitas.

2.1 Produgiio de metabélitos secundarios e utilizacéio pelo homem

Nos organismos vivos, compostos quimicos sdo sintetizados e
degradados por meio de uma série de reagdes quimicas, cada uma mediada por
uma enzima, na maioria dos casos. Esses processos sio conhecidos como
metabolismo, compreendendo o catabolismo ou degradagdo, e anabolismo ou
sintese. Todos os organismos possuem vias pelas quais sdo sintetizados
compostos quimicos essenciais, tais como: agicares, amino4cidos, 4cidos graxos
comuns, nucleotideos e os polimeros derivados deles (polissacarideos, proteinas,
lipidios, RNA e DNA etc.). Tais vias constituem o metabolismo primério.

Organismos podem também utilizar vias metabolicas alternativas, produzindo



compostos que nao tém aparente utilidade, os quais sdo conhecidos como
metabolitos secundarios. Portanto, os metabdlitos secundarios nio fazem parte
das rotas metabdlicas essenciais ao desenvolvimento dos organismos.
Aparentemente, a constitui¢io genética do organismo sé permite a ativacdo das
vias secundarias, durante estagios particulares de crescimento e
desenvolvimento, ou durante periodos de estresse causados por limitagdo
nutricional. Conseqiientemente, metabélitos secundérios foram definidos como
moléculas sintetizadas mas ndo requeridas para o crescimento dos seres vivos.
Eles pertencem a um vasto grupo de produtos naturais de baixo peso molecular
que ndo podem ser facilmente definidos, mas sdo produzidos largamente por
seres como bactérias, fungos e plantas (Mann, 1987).

A produgéo e a diversidade dos metabdlitos sdo fungdo do potencial
biosintético do organismo e das condigdes para a sua expressdo, sendo que
alguns par@metros podem ser manipulados para ajudar a producdo de diversos
metabdlitos secundarios. Pode-se, por exemplo, variar as fontes de carbono e de
nitrogénio, ou de outros componentes, de acordo com os produtos desejados
(Yarbrough et al., 1993). No caso especifico de fungos, usualmente as vias
biosintéticas para a producdo dessas moléculas sio ativadas no altimo estadio do
desenvolvimento da cultura, apos a divisdo celular e ou consumacio do acimulo
de biomassa.

Os metabdlitos secundérios foram primeiramente utilizados pelo homem
como: a) aromaticos obtidos das pimentas, b) componentes medicinais obtidos
de ervas, c) pigmentos para pinturas, d) alucindgenos obtidos dos fungos
Amanita e Psilocybe e venenos mortais originarios de alguns cogumelos
(Yarbrough et al., 1993). Com a descoberta e o desenvolvimento da penicilina,
teve inicio uma nova era na pesquisa de produtos naturais, congregando
cientistas com diferentes formagdes, interessados na obtengdo de novos

produtos. Com isso, antibidticos foram produzidos a partir de culturas de fungos



e bactérias de forma barata, com melhor qualidade e rapidez no processo
industrial. Nos anos entre 1945 e 1965 grandes avangos foram conquistados por
grandes companhias nas dreas de tecnologia farmacéutica de incubagdo de
microrganismos e de selecdo de isolados mais eficazes, gerando novas e
poderosas drogas para o combate a diversas infecgGes. Muitos desses novos
compostos descobertos ndo tiveram utilidade, pois nio possuiam propriedades
biolégicas iteis, mas a lista de produtos naturais conhecida cresceu
exponencialmente (Yarbrough et al., 1993). Desde entdo, a sintese e o acimulo
de metabdlitos secundédrios por fungos tem sido realizada em processos
industrializados. Isolados mais produtivos sdo selecionados e as condi¢Ses
étimas para a maxima produtividade dos metabdlitos sdo definidas. Alguns
exemplos de metabélitos fiingicos produzidos industrialmente sdo: penicilinas,
produzidas por Penicillium chrysogenum; acido citrico, produzido por
Aspergillus niger; acido fumarico produzido por Rhizopus spp. e acido malico,
produzido pelo Penicillium brevicompactum. Além disso, os fungos sdo
utilizados pelas indastrias para produgio de virias enzimas, aminoacidos,
pigmentos, vitaminas e substancias flavorizantes. Como exemplos de enzimas de
importdncia industrial produzidas por fungos pode-se citar a alfa-amilase,
produzida por Aspergillus niger e Aspergillus oryzae; glucoamilase produzida
por Rhizopus; enzimas para desdobramento de pectina produzidas por
Aspergillus niger; glucose oxidase produzida pelo Aspergillus niger e protease
produzida por Rhizomucor (Samson et al., 1985).

2.2 Metabdlitos fingicos téxicos a fitonematdides

Ao serem capturados em armadilhas de fungos predadores, os

nematéides pouco se debatem e tém sua movimentag¢do reduzida rapidamente até



a paralisia total. Acredita-se que isso se deva a toxinas fiingicas, que além de
imobilizarem, também podem matar os nematbides. Em acordo com essa
possibilidade, estdo os varios trabalhos que registraram a produgdo de toxinas
por fungos dos géneros Arthrobotrys, Dactylaria, Monacrosporium e
Nematoctonus (Olthof e Estey, 1963; Giuma e Cooke, 1971; Balan e Gerber,
1972; Krizkova, Balan e Nemec, 1976; Kennedy e Tampion, 1978).

Ao contrario dos fungos que produzem estruturas para captura de
nematdides, Pleurotus ostreatus nio gera armadilhas ou células adesivas, mas
sim minisculas gotas de toxinas em células especializadas. O nematéide que
toca tais goticulas é imobilizado em menos de 30 segundos (Barron e Thorn,
1987).

2.2.1 Procedimento para obtencdo de filtrados fiingicos e testes in vitro e in
vivo
Filtrados de culturas de fungos podem ser obtidos através do cultivo de

fungos em frascos contendo meios liquidos (Tabela 1).

TABELA 1 - Meios liquidos utilizados no cultivo de fungos para produgio de
filtrados.

Meio de cultura Referéncia

Czapek Dahya e Singh, 1985; Zaki, 1994; Arya, Saxena e Arya,
1993; Jackson et al., 1997.
Czapek Dox Zaki, 1994.

Richard Solution  Siddiqui e Mahmood, 1993.




O tempo de cultivo tem sido variado. Vadhera, Shukla e Bhatt (1995);
cultivaram os fungos por 7 dias. Ja Hallman e Sikora (1996), cultivaram-nos por
15 dias. Saifullah (1996) cultivou os fungos por 16 dias, enquanto Arya, Saxena
e Arya (1993) o fizeram por 20 dias. Durante o crescimento fingico, tem sido
utilizada incubadora rotatéria (shaker) a 240 rpm, & temperatura de 25 °C
(Siddiqui ¢ Mahmood, 1993; Zaki, 1994; Hallman e Sikora, 1996). Tem-se
utilizado como inéculo fingico inicial discos de 0,5 cm de didmetro, retirados de
placas com cultura de 7 dias de idade. Apds o tempo de crescimento, o micélio
fungico pode ser separado do meio através de filtragio em papel Whatman n° 1,
seguida de centrifuga¢do (Siddiqui ¢ Mahmood, 1993; Zaki, 1994). Esta tem
como objetivo remover as hifas e os esporos flingicos ndo retidos pelo papel.
Para confirmar que n#io ha esporos ou hifas restantes, os filtrados sdo observados
sob microscépio. Uma alternativa a filtragio em papel e centrifugagdo consiste
na filtragio com membranas de 0,2 pm e 8 um. A seguir, realizam-se
imediatamente testes in vitro ou de patogenicidade de nematdides in vivo,
empregando-se esse filtrado (Hallman e Sikora, 1996).

Para testes de patogenicidade, o filtrado fiingico tem sido diluido com
agua destilada esterilizada. Por exemplo, Siddiqui ¢ Mahmood (1993) utilizaram
diluiges de 100 vezes, enquanto Arya, Saxena e Arya (1993) diluiram o filtrado
em 100 e 1.000 vezes.

Alternativamente, Hallman e Sikora (1996) tomaram 100 mL de filtrado
fingico, concentraram-no por evaporag¢do rotatoria em banho-maria a 50 °C e,
em seguida, dissolveram o residuo obtido em 15 mL de dgua destilada. Em
seguida, os filtrados fingicos foram testados em juvenis do segundo estadio (J2)
ou em massas de ovos de nematdides. Os juvenis contidos em 1 mL de agua
destilada esterilizada foram colocados em 1 mL de solugéo antibiética (150 ppm
de penicilina e¢ 150 ppm de estreptomicina), para prevenir crescimento

microbiano. Testes prévios demonstraram que a mistura antibitica usada
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permitiu o controle do crescimento bacteriano, sem afetar a atividade do
nematdide. Os nematdides foram entdo colocados em placas de Petri
esterilizadas, juntamente com 10 mL do filtrado e mantidos entre 25 e 30 °C. A
cada 12, 24 ou 48 horas de exposi¢io ao filtrado, os nematdides foram
analisados quanto a motilidade (Alam, Khan e Saxena, 1973; Dahya e Singh,
1985; Arya, Saxena e Arya, 1993; Zaki, 1994; Galper et al., 1991; Hallman e
Sikora, 1996). Hallman e Sikora (1996) também testaram o tempo de exposigio,
a inativagdo e a mortalidade dos nematdides em periodos como 10, 30 e 60
minutos ou 2, 5, 9, 24 e 48 horas, apos o estabelecimento do ensaio. Nematoides
aparentemente inativos, isto €, rigidos, foram transferidos para peneira de 20 um
de abertura e lavados em agua de torneira, até a remogio de todo o filtrado. A
seguir, foram incubados em incubadora rotatéria, durante 24 horas, e
classificados como mortos ou ndo. Também os ovos tém sido submetidos a
procedimento anilogo, avaliando-se a eclosdo de J2 em diversos periodos de
tempo. Hallman e Sikora (1996) os avaliaram em 48 h; Rekha, Saxena e Arya
(1993) e Zaki (1994) em 48, 72 ¢ 96 h; Dahya e Singh (1985) em 1, 2, 4 ¢ 6 dias;
e Alam, Khan e Saxena (1973) em 5 dias. Como testemunhas tém sido
empregadas placas contendo apenas dgua, ou o meio de cultura liquido, sem
inoculo de fungos.

O tempo de agiio dos metabolitos toxicos de Fusarium oxysporum no
nematdide Meloidogyne incognita foi investigado por Hallman e Sikora (1996).
Eles reduziram a motilidade em apenas 10 minutos de exposigdo sendo que apds
60 minutos, 98% dos juvenis foram inativados. Com exposi¢do de 5 horas, 50%
dos juvenis foram mortos e, em 24 horas, ocorreu 100% de mortalidade.

Os efeitos de filtrados de Paecilomyces lilacinus na embriogénese de
ovos de Meloidogyne hapla foram estudados por Fitters, Belder e Belder (1993).
Ovos axenizados desse nematoide foram colocados em solugdo de agarose

estéril com ou sem filtrados, numa placa de microtitulagdo. A seguir. a agarose



se solidificou fixando os ovos individualmente. Desta forma, pode-se observar
durante 3 semanas, o desenvolvimento embrionirio em condigSes estéreis.
Naqueles ovos tratados com os filtrados, o desenvolvimento do embrifio parou
apos 2—4 dias, e ocorreu a morte em 88% dos embriGes. No entanto, nos ovos
que ja continham o juvenil desenvolvido no momento do estabelecimento do
ensaio, os filtrados ndo afetaram a eclosdio. Na testemunha (sem filtrado), 80%
dos ovos, quando no estidio de gastrula, desenvolveram-se até a eclosdo de J2.

Cayrol, Dijan e Pijarowski (1989), trabalhando com filtrado ndo diluido
de Paecilomyces lilacinus, obtiveram 100% de inativagio de juvenis de
Meloidogyne arenaria. Para Khan e Khan (1992), os efeitos de filtrados de
Paecilomyces lilacinus na mortalidade de Meloidogyne incognita, indicam a
ocorréncia de substincias nematicidas. Molina e Davide (1992) obtiveram
alguma atividade nematicida de filtrados de Paecilomyces lilacinus, com 26,4%
de mortalidade em Meloidogyne incognita e 12,4% em Radopholus similis.
Maior mortalidade e inibicdo da eclosdo foi obtida quando se aumentou a
concentragio dos filtrados e o periodo de exposi¢do em 24, 48 e 72 horas
(Lanjewar e Shukla, 1986; Korayem, Hasabo e Ameen, 1993; Vadhera, Shukla e
Bhatt, 1995).

Filtrados de Paecilomyces lilacinus inibiram a eclosdo de juvenis de
Meloidogyne javanica quando expostos por 72 horas. Inibi¢do irreversivel da
motilidade ocorreu em 47 a 62% dos espécimens submetidos a esse filtrado.
Porém, o filtrado em alta concentragéo imobilizou todos os J2 (Zaki, 1994).

Efeitos nematostiticos e nematicidas de filtrado de Verticillium
chlamydosporium cultivado em meio liquido ocorreram em Globodera pallida e
Panagrellus redivivus. Apés diluigdo com igual volume de agua, o filtrado
causou 100% de mortalidade em machos além de forte contragdo muscular,

como retragdo dos espiculos. A dilui¢io de 1:10 (filtrado:H,O) os nematéides
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ficaram paralizados, mas recuperaram a motilidade quando colocados em agua.
Dilui¢des maiores ndo tiveram nenhum efeito (Saifullah, 1996).

Filtrados de culturas de fungos ndo antagonistas de nematdides também
podem afetar a eclosdo, motilidade e mortalidade de J2 de fitonematoides.
Varios fungos tém sido testados para selegdo de filtrados mais promissores no
controle de fitonematoides. Segundo Khan e Khan (1992), ficou evidente que
filrados de 15 fungos apresentavam substincias nematicidas contra
Meloidogyne incognita, sendo que Nigrospora spp. e Nigrospora sphaerica
continham essas substidncias em maior quantidade e Thielavia terricula, em
menor quantidade. Filtrados obtidos de culturas de Fusarium tém demonstrado
toxidez a fitonematoides. A exposicdo de nematdides a filtrados de cultura de
Fusarium oxysporum, por mais de 48 horas, causou desintegragdo dos tecidos do
corpo dos juvenis, levando-os a flutuarem na superficie da solugdo testada.
Também se observou efeitos sobre Meloidogyne arenaria pelo filtrado de
Fusarium roseum var. arthrosporoides, sendo que a percentagem de inibicao da
eclos@o e de mortalidade de J2 foi diretamente proporcional a concentragio dos
filtrados (Cayrol, Djan e Pijarowski, 1989; Arya, Saxena e Arya, 1993; Hallman
e Sikora, 1996). Filtrados de cultura de Fusarium solani, apresentaram efeitos
deletérios sobre Meloidogyne incognita. Cerca de 100% dos juvenis foram
inativados apds 48 horas de exposicdo, recuperando a motilidade ao serem
colocados em 4dgua. Apenas com tempo de exposi¢do superior a 72 horas, foi
obtida mortalidade de 100%. Esses metabolitos fiingicos afetam o sistema
nervoso do nematodide, causando sua rapida inativagdo (Mani e Sethi, 1984).
Filtrados de cultura de Fusarium solani também tiveram efeitos nematicidas em
fémeas de Rotylenchulus reniformis, sendo que a percentagem de mortalidade
aumentou com a concentragdo do filtrado fiingico e o periodo no qual
permaneceram expostas. A taxa de mortalidade foi mais baixa apos 24 horas e

maxima apds 96 horas de exposi¢do. Quando concentrado, a mortalidade foi de



28% apbs 24 horas, chegando ao maximo de 52,4% apds 96 horas de exposicdo
(Vadhera, Shukla e Bhatt, 1995).

Fungos associados a raizes, como os endofiticos, também tém sido
estudados. Segundo Hallman e Sikora (1996), Fusarium oxysporum,
Phytophthora cactorum, Pythium ultimum e Rhizoctonia solami, isolados de
tecido cortical da superficie esterilizada de raizes de tomate coletadas em
campos de producdio, produziram metabolitos secundirios que foram muito
toxicos a Meloidogyne incognita. Alan, Khan e Saxena (1973) estudaram o
efeito de filtrados de Helminthosporium nodulosum, Trichoderma lignorum,
Curvularia tuberculata, Penicillium coryophilum e de Aspergillus niger obtidos
da rizosfera de tomate, na mortalidade de Haplolaimus indicus,
Tylenchorrynchus brassicae € na eclos@io e mortalidade de juvenis de
Meloidogyne incognita. Os filtrados desses fungos testados tiveram efeitos
toxicos sobre os nematdides ¢ inibiram a eclosio de juvenis. Maior efeito foi
obtido aumentando-se o tempo de exposicéo e a concentragio.

Filtrados de 17 espécies fungicas foram avaliados quanto a atividade
nematicida contra nematdides Meloidogyne incognita e Radopholus similis. Para
tanto, foram feitos testes de mortalidade de J2 e de inibigdo da infectividade de
J2 em plantas de tomate (Lycopersicon esculentum) e de banana (Musa sp.)
(Siddiqui e Mahmood, 1995). Os melhores resultados foram obtidos com:
Penicillium oxalicum, Penicillium anatolicum, Aspergillus niger e Penicillium
sp. Filtrados de Aspergillus niger, Curvularia tuberculata e Penicillium
coryophilum, isoladamente ou em combinagdes, foram empregados no
tratamento de sementes, para o manejo do complexo da podriddo-de-raiz de
ervilha causado por Meloidogyne incognita raga 3 e Macrophomina phaseolina.
Plantas que receberam filtrados de todos os quatro fungos sozinhos ou em

misturas, tiveram maior peso seco e redugdo da populagiio de Meloidogyne
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incognita, de galhas e do indice de podriddo de raizes (Siddiqui e Mahmood,

1995).

Podem-se citar outras culturas fingicas cujos filtrados tém demonstrado

efeitos antagdnicos a nematdides (Tabela 2).

TABELA 2 — Alguns fungos que produzem filtrados com efeito antagénico a

nematoides.

Fungo

Nematoide

Referéncia

Alternaria brassicola
Apergillus flavus

Aspergillus niger

Aspergillus niger
Aspergillus niger

Cephalophora irregularis

Cunninghamella elegans
Fusarium equiseti

Fusarium oxysporum

Nigrospora sphaerica
Penicillium anatolicum

Penicillium coryophilum

Penicillium oxalicum

Meloidogyne incognita
Meloidogyne incognita

Meloidogyne incognita

Meloidogyne sps.
Rotylenchulus
reniformis
Meloidogyne incognita

Meloidogyne incognita
Meloidogyne incognita

Meloidogyne incognita

Meloidogyne incognita
Meloidogyne incognita

Meloidogyne incognita

Meloidogyne incognita

Siddiqui e Hussein,
1992,
Siddiqui e Hussein,
1992.

Alam, Khan e
Saxena, 1973;
Molina e Davide,
1992;:  Zuckerman,

Matheny e Acosta,
1994,
Dahya e Singh, 1985

Anwar € Saxena,
1993.
Meshram e

Goswami, 1992.
Galper et al., 1991.
Nitao, Meyer e
Chitwood, 1999.
Arya, Saxena e Arya,
1993,

Khan e Khan, 1992.

Molina e Davide,
1992.
Alam, Khan e
Saxena, 1973.
Molina e Davide,
1992,

...continua...
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Penicillium oxalicum
Pythium myriotylium
Rhizoctonia solani
Rhizoctonia solani

Sepedonicum sp.

Trichoderma harzianum

Trichoderma lignorum

Trichoderma viride

Radopholus similis
Meloidogyne incognita
Meloidogyne
graminicola
Meloidogyne incognita
Meloidogyne incognita
Meloidogyne
graminicola

Meloidogyne incognita

Meloidogyne incognita

Molina e Davide,
1992.
Lanjewar e Shukla,
1986.
Sharma e Saxena,
1992.
Sharma e Saxena,
1992.

Meshram e
Goswami, 1992.
Pathak e Kumar,
1998.

Alam, Khan e
Saxena, 1973.

Sharma e Saxena,
1992,

2.2.2 Moléculas caracterizadas

Djan etal. (1991) observaram atividades toxicas a Meloidogyne spp., a
partir de uma substincia isolada de filtrados de Paecilomyces lilacinus e de

Trichoderma longibrachiatum. Tal substancia, identificada como édcido acético,

era produzida abundantemente durante o crescimento do fungo (0,044 mol de

CH3COOH, por litro de filtrado de cultura). Em testes realizados in vitro a

substincia diminuiu a motilidade de J2, enquanto nos testes in vivo reduziu a

patogenicidade do nematéide.

Kawazu et al. (1993) identificaram e caracterizaram as substincias

bursaphelocida A e B, toxicas a Bursaphelenchus xylophilus.
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2.3 Metabélitos vegetais téxicos a fitonematdides

Métodos culturais como a rotagio de culturas e o emprego de plantas
antag6nicas, tém merecido destaque dentre as alternativas para o controle de
fitonematdides. Quando empregadas na forma de adubagdo verde, essas plantas
melhoram as condigdes fisico-quimicas do solo. A decomposicdo da matéria
orginica incorporada favorece a proliferacio de inimigos naturais, além de
liberarem substincias com efeito nematicida (Badra, Saleh e Oteifa, 1979).

Algumas plantas contém, na parte aérea, compostos nematicidas pré-
formados, que podem contribuir para o controle de nematdides apés a
incorporagio no solo (Nogueira, Oliveira e Ferraz, 1994), além de poderem atuar
contra patégenos do solo (Rodriguez-Kabana et al., 1994). Sing e Sitaramaiah
(1967) constataram efeito adverso na reprodugio de Meloidogyne javanica em
tomateiro e quiabeiro, ao incorporarem ao solo folhas de diversas plantas. De
forma analoga, outros trabalhos também demonstraram que a incorporagdo ao
solo de folhas de abacaxi picadas (Linford, Yap e Oliveira, 1938), trevo-doce ¢
sorgo como adubos verdes (Patel e Desai, 1964) ou de folhas de Cassia
ocidentalis (Sing e Sitaramayah, 1967), reduziram a populagio de espécies de
Meloidogyne.

A utilizagdo de mucuna preta (Stizolobium aterrimum) em rotagdo de
cultura, é pritica adotada por muitos agricultores, principalmente pelo efeito
como adubo verde, em razido da grande quantidade de massa produzida, como
também, na redugdo de populagdes de fitonematdides (Tenente, 1980; Miyasaka,
Camargo e Cavaleri, 1983).

Sete espécies de plantas foram testadas contra Meloidogyne javanica, em
condigdes de campo, por Asmus (1984). Apos 90 dias de plantio no campo, a
parte acrea foi incorporada ao solo e, passados mais 10 dias, observou-se

considerével redugfio populacional de Meloidogyne incognita.
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Decker, citado por Orlando (1957), recomendou o uso do extrato da
erva-de-Santa Maria (Chenopodium ambrosioides) para o controle dos vermes
de raizes. Baseado nessa informagio e em outras que tratam do valor do 6leo de
quenopédio como vermicida humano, Orlando (1957) testou em campo
naturalmente infestado por Meloidogyne javanica a erva-de-Santa Maria de
diferentes formas: como cultura intercalar, adubo verde, extrato aquoso e éleo.
Obteve-se alta redugdo de Meloidogyne javanica no solo em todos os
tratamentos. O mecanismo envolvido pode estar relacionado com sua
composi¢do quimica que, entre outras substincias, contém o icido butirico, de
comprovada eficiéncia nematicida contra Meloidogyne incognita e Pratylenchus
penetrans (Sayre e Patrick, 1965).

O nim (Azadirachta indica), uma Meliaceae de origem asiatica, contém
em seus tecidos diversos compostos com propriedades inseticidas e nematicidas,
0 que a torna uma das plantas mais promissoras como produtora de defensivos
agricolas naturais (Ferraz e Valle, 1997).

Segundo Giesbrecht (1980), a produgiio de substincias bioativas por
plantas € realizada através de diversas vias metabdlicas secundarias, que levam a
formagdo de compostos cuja distribuigio pode ser restrita a algumas familias,
géneros ou até mesmo espécies. Muitos sdo produzidos e armazenados em
tecidos jovens, particularmente folhas, ou entdio, em tecidos reprodutivos como
flores e sementes. A natureza desses compostos varia de espécie para espécie,
sendo geralmente constante dentro da mesma espécie vegetal, o que pode torna-
los de importincia taxon6mica (Bennett e Wallsgrove, 1994),

A produgdo e o acimulo de compostos secundarios pelas plantas sdo
metabolicamente dispendiosos, sendo por isso encontrados em quantidades
minimas, quando comparados com os compostos primarios. Ademais, a
distribuicio dessas substincias nos tecidos vegetais pode ser totalmente
desuniforme (Balandrin e Klocke, 1988). No entanto, esses metabélitos podem
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ser de grande importancia, ja que podem apresentar alta atividade bioldgica
mesmo em concentracdes minimas.

Com a interacdo das ciéncias Ecologia e Bioquimica, pdde-se constatar
que muitos desses compostos possuem importantes fungdes nos vegetais, ja que
podem agir na preservagdo da integridade das plantas, contra ataques de
inimigos, como bactérias, fungos, insetos ou herbivoros, ou na atragio de
polinizadores e dispersores de sementes. Além disso, esses compostos
secundarios podem estar envolvidos e/ou exibir fungdes de reserva, protegdo
contra radiag@o ultravioleta, protegdo contra estresse osmotico e nutricional e
processos alelopaticos (Bennett e Wallsgrove, 1994). Esses compostos, quando
ingeridos por um animal, por exemplo, produzem variados efeitos, dos quais
origina a classificac@o das plantas em medicinais, quando esse efeito é benéfico,
ou toxicas, quando esse efeito ¢ toxico ou deletério as fungdes organicas animal.
Como efeitos benéficos desses compostos no homem podem-se listar:
analgésico, hipotensor, diurético, antiséptico, descongestionante, cicatrizante etc.
(Santos, 1996). Esses efeitos decorrem principalmente de dois grupos de fatores:
genéticos (hereditarios) e portanto fixos, e ambientais como luz, temperatura,
solo, agua etc. (Correa Jr, Ming ¢ Scheffer, 1994). As plantas produzem
compostos secundarios, com diferentes estruturas quimicas como : alcaléides,
oleos essenciais (terpendides), taninos, glicideos, acidos orgdnicos e acidos
urdnicos (Correa Junior, Ming e Scheffer, 1994). Uma enorme variedade de
compostos deriva do acido shiquimico ou de aminoacidos aromaticos (Bennett e
Wallsgrove, 1994). Conhecem-se compostos como glicosideos cianogénicos,
glucosinolatos, aminoacidos na@o protéicos, alcaldides, fendis (fenilpropanoides,
acido cinidmico, precursores de lignina, acidos hidroxibenzoicos, taninos,
isoflavonoides, etc.), acido salicilico e metil jasmonato, que sdo relacionados aos
mecanismos de defesa das plantas. Parece claro que alguns sistemas de produgio

de compostos secunddrios nas plantas sao dindmicos, respondendo a ataques,
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infecgbes e estresse, sendo que o aumento da sintese ou acimulo de tais
compostos parte de um mecanismo de defesa integrado (Bennett e Wallsgrove,
1994; Pascholati e Leite, 1994; Pascholati e Leite, 1995).

2.3.1 Procedimentos para obtencfio de extratos vegetais

De um modo geral, o método de extragio a ser utilizado depende muito
do material vegetal e das caracteristicas fisico-quimicas das substincias ativas.
Quando ndo existe um padrio para nenhum desses aspectos busca-se,
geralmente, a adogdo de procedimentos mais abrangentes. Para tanto, uma
possibilidade consiste na extragio a quente, com solventes de diferentes
polaridades, como hexano, acetato de etila, cloroférmio, diclorometano,

metanol, agua etc.

2.3.2 Efeito toxico de extratos vegetais em fitonematdides

Extratos vegetais podem afetar a eclosdo, motilidade e a mortalidade de
fitonematdides. Nandal e Bathi (1983) realizaram selegdio in vitro de extratos
foliares de 30 espécies de plantas, de virias familias, em diferentes diluigdes, e
determinaram a percentagem de mortalidade de J2 de Meloidogyne javanmica,
ap6s 48 horas. Diluigdes até 1:20 (extrato:H,0) de extratos de Tagetes patula,
Vernonia cineraria e Xanthium strumarium, causaram taxa de mortalidade muito
baixa, enquanto extratos de Tagetes erecta, a diluigio 1:10 (extrato:H,0),
exibiram taxas bem maiores. -

Testes com algumas plantas de outras familias apresentaram resultados

similares. Kawazu et al. (1980), avaliando o efeito de extratos de 61 espécies de
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plantas em 31 familias, verificaram que 11 delas, em quatro familias,
apresentaram atividade nematicida in vitro em relagdo a Bursaphelenchus
lignocolus. Na familia Compositae, Cirsium japonicum, Coreopsis lanceolata e
Erigeron arinus apresentaram atividade nematicida, enquanto Chrysanthemum
decaisneanum néo apresentou atividade.

Bano, Anver e Tiyagi (1986) testaram extratos de Cosmos bipinnatus,
Eclipta alba, Sonchos oleraceus e Zinnia elegans contra Meloidogyne incognita.
Verificaram que todos os extratos obtidos de flores, caules e raizes das plantas
estudadas causaram mortalidade dos J2, na seguinte ordem decrescente de
eficiéncia para as espécies: Sonchos oleraceus, Eclipta alba, Zinnia elegans ¢
Cosmos bipinnatus. Também observaram que a eclosio de juvenis era
significativamente reduzida na presenga de extratos dessas plantas.

Sharma (1996) obteve total imobilizagio de J2 de Meloidogyne
incognita em 1 hora, com extratos de Urtica dioica, Ricinus communis, Datura
stramonium e Lantana camara.

Scramin, Silva e Fernandes (1987) fizeram uma avaliagdo in vitro do
efeito nematicida ou nematostatico de extratos de 14 espécies vegetais sobre J2
de Meloidogyne incognita raga 1. Como testemunha, utilizaram o nematicida
Carbofuran. Foram testados trés tipos de extratos para cada planta: hexanico,
etandlico e cloroférmico. Diferentes partes da planta e diferentes solventes
extratores tiveram efeitos diversos na atividade nematicida em juvenis. Os
extratos hexanicos de caule de Vernonia polyanthes apresentaram atividade
comparavel ao do Carbofuran, ao passo que o extrato cloroférmico ndo
apresentou atividade significativa.

Testes com extratos hexdnicos e cloroférmicos de partes aéreas de
Mucuna aterrima, realizados por Nogueira et al. (1994), apresentaram uma
pequena redugdo no nimero de juvenis de Meloidogyne incognita eclodidos. No

entanto, em extratos com etanol/agua (4:1 v/v) e acetato de etila/agua (4:1 v/v),

21



a reducio do numero de juvenis vivos de Meloidogyne incognita foi
significativa. Juvenis apresentaram movimentos reduzidos ou foram paralizados.
Resultados similares foram obtidos com extratos otidos de raizes. Em extratos de
cloroférmio e de acetato de etila/acetona ndo ocorreu eclosido de juvenis. Em
extrato de etanol/dgua a eclosdo de juvenis permaneceu baixa, porém com
redugdo dos seus movimentos.

Podem-se citar muitas plantas que tém apresentado efeitos antag6nicos a

nematdides (Tabela 3).

TABELA 3 — Plantas que produzem extratos com efeito antagénico a

nematoides.

Planta Nematdide Referéncia

Aegle marmelos Meloidogyne incognita Gupta e Sharma,
1993; Awad et
al., 1997,

Allium cepa Meloidogyne incognita Gupta ¢ Sharma,
1993; Awad et
al., 1997.

Allium sativum Meloidogyne incognita Gupta, Sharma e
Gupta, 1995.

Meloidogyne javanica Krishnamurthy e

Murthy, 1993.

Anacardium occidentale Meloidogyne incognita  Onifade e
Fawole, 1996.

Arthemisia abssinthum Helicotylenchus Korayem,

dihystera Hasabo ¢ Ameen,

1993.

Ascophyllum nodosum Meloidogyne javanica Wu et al., 1997.

Asparagus officinalis Meloidogyne hapla Takasugi et al,
1975.

Paratrichodorus minor

Pratylenchus curvitatis

Rohde e Jenkins,
1958.
Takasugi et al.,
1975.
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TABELA 3, Cont.

Azadirachta indica

Bougainvillea spectabilis

Brassica nigra
Caesalpina crista
Calendulla officinalis

Calotropis gigantea

Calotropis procera

Cannabis sativa
Capsicum annuum

Pratylenchus penetrans
Ditylenchus
miceliophagus
Meloidogyne arenaria
Meloidogyne incognita
Pratylenchus loosi

Pratylenchus penetrans

Rotylenchulus reniformis

Tylenchulus
semipenetrans
Meloidogyne incognita
Meloidogyne javanica
Meloidogyne javanica
Meloidogyne incognita
Meloidogyne incognita
Rotylenchulus reniformis
Rotylenchulus reniformis
Tvlenchulus
semipenetrans

Meloidogyne incognita
Meloidogyne javanica

Takasugi et al.,
1975.

Ganai, Kaul e
Chabra, 1992.
Rossner e Zebitz,
1986.

Mojunder e
Mishra, 1992.
Gnanapragasam
et al., 1993,
Rossner e Zebitz,
1986.

El Nagar et al.,
1994.
Gnanapragasam
et al., 1993.
Awan et al,
1992.
Sankaranayanam
e Sundarabadu,
1996.
Krishnamurthy e
Murthy, 1993.
Krishnamurthy e
Murthy. 1993.
Sharma e Trivedi,
1991.

Prasad, Singh e
Singh, 1995.
Siddiqui e Alam,
1988.

Siddiqui e Alam,
1988.

Awan et al.,
1992.

Sharma, 1996.
Krishnamurthy e
Murthy, 1993.
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TABELA 3, Cont.

Carica papaya Helicotylenchus indicus  Siddiqui, Haseeb
e Alam, 1992,
Hoplolaimus indicus Siddiqui, Haseeb
e Alam, 1992.
Meloidogyne incognita Parada e
Guzman, 1997.
Carthamus tinctorius Aphelenchoides besseyi  Kogiso, Wada e
Munakada, 1976.
Catharanthus rosea Meloidogyne javanica Krishnamurthy e
Murthy, 1993.
Chenopodium ambrosioides ~ Meloidogyne incognita Nogueira et al,
1994.
Chrysantemum indicum Meloidogyne incognita Sharma e Trivedi,
1991.
Meloidogyne javanica Krishnamurthy e
Murthy, 1993.
Cineraria maritima Meloidogyne arenaria Sassaneli e
D’Addabbo,
1993.
Meloidogyne hapla Sassaneli e
D’Addabbo,
1993.
Meloidogyne javanica Sassaneli e
D’Addabo, 1993.
Clerodendron enemi Meloidogyne javanica Krishnamurthy e
Murthy, 1993.
Crotalaria juncea Radopholus similis Jasy e Koshy,
1992.
Crotalaria spectabilis Meloidogyne incognita Fassuolitis e
Skucas, 1969.
Cymbopogon flexuosus Helicotylenchus indicus  Tiyagi, Siddiqui e
Alam, 1986.
Hoplolaimus indicus Tiyagi, Siddiqui e
Alam, 1986.
Rotylenchulus reniformis  Tiyagi, Ahmada e
Alam, 1990.
Tylenchorhynchus Tiyagi, Siddiqui e
brassicae Alam, 1986.
...continua...
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Cymbopogon spp.

Cynodon dactylon
Datura metel

Datura stramonium
Derris sp.

Digitaria decumbens
Eclipta alba
Euphorbia pillulifera

Ficus carica

Ficus elastica

Ficus glomerata

Glyricidia maculata

Ipomaea fistula

Heterodera avenae

Heterodera zeae

Meloidogyne incognita
Tylenchulus
semipenetrans
Meloidogyne incognita
Xiphinema
diversicaudatum
Meloidogyne incognita
Tylenchorhynchus
brassicae

Meloidogyne incognita
Helicotylenchus indicus
Hoplolaimus indicus
Helicotylenchus indicus
Hoplolaimus indicus
Helicotylenchus indicus
Hoplolaimus indicus
Radopholus similis
Helicotylenchus indicus

Hoplolaimus indicus

Tylenchus filiformis

Gokte,
Maeshwari e
Mathur, 1991.
Gokte,
Maeshwari e
Mathur, 1991.
Parada e
Guzman., 1997.
Awan et al,
1992.

Sharma, 1996.
Birch, Robertson
e Fellows, 1993,
Haroon e Smart
Junior, 1983.
Wani e Ansari,
1993.

Hussaini, Rao e
Pundue, 1996.
Siddiqui, Haseeb
e Alam, 1992,
Siddiqui, Haseeb
e Alam, 1992.
Siddiqui, Haseeb
e Alam, 1992.
Siddiqui, Haseeb
e Alam, 1992,
Siddiqui, Haseeb

¢ Alam, 1992,
Siddiqui, Haseeb
e Alam. 1992,

Jasy e Koshy,
1992.

Siddiqui, Haseeb
e Alam, 1992,
Siddiqui, Haseeb
e Alam, 1992,
Siddiqui, Haseeb
e Alam, 1992.
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Leucaena leucocephala
Mangifera indica
Melia azedarach
Mentha pipertia
Nerium indicum

Nerium odorum

Nicotiana tabacum

Parthinium hysterophorus

Punica granatum

Ricinus communis

Rubus idaeus

Ruta graveolens

Tabernaemontana coronaria

Tabernaemontana coronaria

Meloidogyne incognita
Meloidogyne javanica
Meloidogyne incognita
Ditylenchus
miceliophagus
Tylenchorhynchus
brassicae
Helicotylenchus indicus
Tylenchus filiformis
Meloidogyne javanica
Ditylenchus

miceliophagus
Helicotylenchus sp.

Meloidogyne incognita
Radopholus similis
Longidorus elongatus

Meloidogyne incognita
Meloidogyne javanica

Meloidogyne spp.

Xiphinema index
Helicotylenchus indicus

Hoplolaimus indicus

Tylenchus filiformis

Hoan e Davide,
1979.

Krishnamurthy e
Murthy, 1993.
Ahmad et al,
1991.

Ganai, Kaul e
Chabra, 1992.

Siddiqui, Haseeb
e Alam, 1992.
Siddiqui, Haseeb
e Alam, 1992.
Siddiqui, Haseeb
e Alam, 1992.
Krishnamurthy e
Murthy, 1993.
Ganai, Kaul e
Chabra, 1992.
Korayem,
Hasabo e Ameen,
1993.

Rich et al., 1989.
Jasy e Koshy,
1992.

Taylor e Murrant,
1996.

Sasaneli, 1995.
Sassaneli e
D’Addabo, 1993.
Sassaneli e
D’Addabo, 1993.
Sassaneli, 1992.
Siddiqui, Haseeb
e Alam, 1992.
Siddiqui, Haseeb
e Alam, 1992.
Siddiqui, Haseeb
e Alam, 1992,
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Tagetes erecta Meloidogyne incognita Sankaranayanan
¢ Sundarabanu,
1996.

Meloidogyne javanica Hussaini, Rao e

Pandue, 1996.

Thymus vulgaris Helicotylenchus sp. Korayem,
Hasabo € Ameen,
1993.

Xanthium strumarium Meloidogyme incognita Gosh e Sukul,
1992.

Os extratos vegetais também tém sido estudados quanto &
patogenicidade e redugiio da populagio de fitonematdides. A observagdo de uma
determinada 4rea plantada com diversas espécies de plantas € com muitos
géneros de nematdides parasitas e de vida livre, levou ao estudo do efeito
antagbnico dos extratos de Cassiope tetragena, Empetrum hermaphroditum e
Betula pubescens que apresentavam reduzida populagido de fitonematéides em
seus sistemas radiculares. Os extratos alteraram a composigio das espécies de
nematdides na érea e o indice de mortalidade das mesmas, além de reduzirem a
taxa de reproducdo e a diversidade de varios géneros. A populagio de
microrganismos néo foi afetada, exceto quando se utilizou extratos de Betula
pubescens, com aumento da presenca de fungos, indicando que apesar dos
aleloquimicos com propriedades nematicidas, os carboidratos dos extratos de
folhas promoveram efeitos benéficos a microflora (Ruess et al., 1988).

Oleos essenciais de algumas plantas aromadticas tém demonstrado forte
acdo nematicida (Leela et al., 1992). O eugenol, um dos constituintes do dleo
essencial de Ocimum sanctum, apresentou a¢dio nematicida sistémica (Bala e
Sukul, 1987). Produtos obtidos de plantas como o latex de Calotropis procera e
Euphorbia caducifolia (Siddiqui e Alam, 1988) e extratos de Melia azedarach e
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Calotropis procera (Akhtar, Wani e Alam, 1992) sio eficazes na redugdo
populacional de fitonematdides quando empregados para o tratamento de

sementes ou imerszio de raizes.

2.3.3 Moléculas caracterizadas

Substincias com atividade nematostatica e ou nematicida, pertencentes a
grupos quimicos diferentes, jd foram isoladas de algumas plantas. O cravo-de-
defunto (Zagetes spp.) foi uma das primeiras plantas estudadas, pois
freqiientemente suprimia as populagdes de nematdides do solo, particularmente
Pratylenchus spp. e Meloidogyne spp. Os compostos obtidos de Tagetes spp. que
apresentaram ag#o supressiva foram ‘2-terthienyl’ (‘2,2°-5°,2’’-terthienyl’), *5-
(3-buten-1-ynyl)-2,2°-bithienyl e derivados (Gommers, 1981).

Outra planta utilizada para suprimir popula¢des de nematdides tem sido
a Crotalaria spectabilis, da qual se isolou o alcaléide monocrotalina, inibidor de
movimentos de juvenis de Meloidogyne incognita (Fassuolits e Skucas, 1969,
citados por Chitwood, 1993). De Helenium sp., Secale cereale (cevada) e
Eragrostis curvula foram isoladas, respectivamente, as substéincias tridec-1-en-
3,5,7,9,11-pentino, acido butirico e pirocatecol, que sdo compostos téxicos a
fitonematéides (Chitwood, 1993).

Dois compostos nematicidas foram isolados das raizes de aspargo
(Asparagus officinalis), explicando-se assim a conhecida agfio antagénica a
nematoides. O primeiro €¢ um glicosideo de baixo peso molecular, com agdo
sistémica, que é capaz de inibir a enzima acetilcolinesterase (Rohde e Jenkins,
1958; Rohde, 1960). Quanto ao segundo composto, acido asparagisico, ndo foi
determinada a forma de agio (Takasugi, Yachida e Anetai, 1975).
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Uma mistura de substincias biologicamente ativas, incluindo os
triterpendides azadirachtin, salanin e meliantol, é encontrada em folhas, frutos,
sementes e cascas de Azadirachta indica (nim). Tem sido relatado o controle de
mais de 100 espécies de insetos, dcaros e nematdides por esses compostos

segundo Ahmed e Graince (1986), citados por Ferraz e Valle (1997).



3 MATERIAL E METODOS

3.1 Producio de inéculo de Meloidogyne incognita

A partir de cultura pura de Meloidogyne incognita, mantida em
tomateiros em casa-de-vegetagdo, obteve-se uma suspensio de ovos. O sistema
radicular de tomateiros infestados foi lavado cuidadosamente em um balde,
evitando o uso de dgua corrente para nio danificar massas de ovos aderidas. A
seguir as raizes foram picotados em pedagos de 1-2 cm. Os ovos foram obtidos
pela técnica de Hussey e Barker (1973), modificada por Boneti € Ferraz (1981),
que consistiu em triturar as raizes picotadas no ligiiidificador por 20 segundos, a
baixa rotagdo, em uma solugiio de hipoclorito de sédio a 0,5%. A suspensdo
obtida foi vertida em peneira de 0,075 mm de abertura, sobre outra de 0,025 mm
e lavada com jatos de 4gua para eliminar o hipoclorito. As raizes foram expostas
ao hipoclorito, por periodo total inferior a 4 minutos, isto é, o tempo de
exposi¢do somado ao tempo de lavagem das raizes trituradas. O material retido
na peneira de 0,025 mm foi recolhido com o auxilio de jatos de dgua, em um
béquer. Deixou-se a suspensdo de ovos decantar por 30 minutos. A seguir
eliminou-se parte do sobrenadante. Apés contagem em caixa plastica colocada
em microscépio de objetiva invertida, a suspensdo resultante foi calibrada para
1.000 ovos/mL.

Foi preparada uma mistura de solo, esterco bovino curtido ¢ areia na
propor¢do de 2:1:1 (p/p/p). Essa mistura foi peneirada, tratada com brometo de
metila (200 cm*/m’ de mistura) durante 96 horas e espalhada sobre uma lona
plastica, onde per