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RESUMO

Os nematoides de galhas causam enormes prejuizos a varios agricultores
em todo o mundo, sendo responsaveis pela reducdo na producdo e no valor
comercial de diversos produtos agricolas. Dentre esses fitoparasitas se encontra
a espécie Meloidogyne incognita, que se destaca devido a sua ampla adaptagdo
as diversas condigfes ambientes e as ineficiéncias dos métodos para o seu
controle. Apesar de haver diversos estudos objetivando o desenvolvimento de
novos métodos para o combate desse fitoparasita, ainda ndo se conseguiu
alcancar procedimentos que sejam nao poluentes, economicamente viadveis e
eficientes em todas as situacdes agrondémicas. Consequentemente, investimentos
em pesquisas nesta area sdo imperativos para que novos métodos de controle de
M. incognita sejam desenvolvidos. Uma possibilidade interessante para
satisfazer esta demanda consiste em utilizar substancias naturais ativas contra
nematoides como ponto de partida para a busca por substancias analogas, cujas
atividades nematicidas sejam maiores que as observadas nas substancias
naturais. Em decorréncia, no presente trabalho foram investigadas as atividades
nematicidas in vitro de 35 substancias analogas da diidrouracila e 9H-purina, ja
que tais substancias se mostraram ativas contra Meloidogyne exigua em trabalho
anterior. Dentre as substancias estudadas, observou-se que é&cido 2-
pirazinocarboxilico (15), acido 5-metil-2-pirazinocarboxilico (16), acido orético
(14), cloreto de 2,3,5-trifenilélio (35), pirazinocarboxilato de metila (17) e 2,4-
diaminopirimidina (13) causaram, respectivamente, as seguintes imobilidades e
mortalidade para juvenis do segundo estadio (J2) de M. incognita: 98,8 e 91,9%;
92,7 e 89,3%; 90,1 e 88,5%; 90,7 e 81,8%; 71,4 e 68,5%; 66,3 e 64,6%. Quando
submetidas a teste com mudas de tomateiro (Solanum lycopersicon cv. Santa
Clara) inoculadas com M. incognita, as substancias que mais se assemelharam
ao nematicida comercial carbofuran (N-metilcarbamato de 2,3-diidro-2,2-
dimetil-1-benzofuran-7-ila) foram 13, 35 e 16, que reduziram o nimero de ovos
e de galhas do nematoide a valores que correspondiam a menos de 52, 51 e 26%,
55, 19 e 31%, respectivamente, do observado para o controle negativo, que
correspondeu ao veiculo empregado para dissolver as amostras. Assim, pode-se
concluir que 13, 35 e 16 sdo substancias promissoras no combate de M.
incognita.

Palavras-chave: Nematoides de galhas. At[vidade nematicida. Cloreto de 2,3,5-
trifeniltetrazélio. 2,4-diaminopirimidina. Acido 5-metil-2-pirazinocarboxilico.



ABSTRACT

The root-knot nematodes cause huge losses to many farmers around the
world, and they are responsible for reducing production and commercial value of
many agricultural products. Among these plant parasites there is the
Meloidogyne incognita species, which stands out due to its broad adaptation to
various environmental conditions and inefficiencies in its control methods.
Although there are many studies trying to develop new methods to combat this
phytoparasite, none of them has yet resulted in a procedure not pollutant,
economically feasible and efficient in all agronomic situations, simultaneously.
Consequently, investment in research in this area is imperative so that new
methods to control M. incognita can be developed. An interesting possibility to
meet this demand is using natural substances active against nematodes as
starting points for the search for similar substances with greater nematicidal
activities than those observed in natural substances. Therefore, in this work , in
vitro assays were used to study the nematicidal activities of 35 substances
similar to dihydrouracil and 9H-purine, because these substances proved to be
active against Meloidogyne exigua in a previous work. Among the studied
substances, it was observed that 2-pyrazinecarboxylic acid (15), 5-methyl-2-
pyrazinecarboxylic acid (16), orotic acid (14), 2,3,5-triphenyltetrazolium
chloride (35), methyl pyrazinecarboxylate (17), and 2,4-diaminopyrimidine (13)
caused, respectively, the following immobility and mortality of second stage
juveniles (J2) of M. incognita: 98.8 and 91.9%, 92.7 and 89.3%, 90.1 and
88.5%, 90.7 and 81.8%, 71.4 and 68.5%, 66.3 and 64.6%. When subjected to an
assay with tomato plants (Solanum lycopersicon cv. Santa Clara) inoculated with
M. incognita, substances that most resembled carbofuran (2,3-dihydro-2,2-
dimethyl-1-benzofuran-7-il N-methylcarbamate) were 13, 35 and 16, which
reduced the numbers of nematode eggs and galls to less than 52, 51 and 26%,
55, 19 and 31%, respectively, of that observed for the negative control, which
was the vehicle used to dissolve the samples. Thus, 13, 35 and 16 are promising
substances to control M. incognita.

Keywords: Root-knot nematode. Nematicidal activity. 2,3,5-
triphenyltetrazolium.  2,4-diaminopyrimidine. 5-methyl-2-pyrazinocarboxylic
acid.
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PRIMEIRA PARTE

1 INTRODUCAO

Os nematoides, vulgarmente conhecidos como vermes cilindricos
perfazem cerca de 26.500 espécies descritas, mas se acredita que o nimero total
possa chegar a milhdes. Apesar de a maioria das espécies serem de vida livre,
aquelas parasitas de plantas e animais causam grandes preocupac¢des aoc homem,
encontrando-se amplamente disseminadas pelo mundo (HUGOT; BAUJARD,
MORAND, 2001; LEY, 2000). Todas as espécies vegetais cultivadas sao
atacadas pelos nematoides parasitas de plantas, que também sdo denominados
nematoides fitoparasitas ou fitonematoides e acarretam reducdo na producédo e
no valor comercial de diversos produtos agricolas (DIAS-ARIEIRA; MOLINA;
COSTA, 2008; TIHOHOD, 2000).

Estima-se que perdas de até 12,7% sejam ocasionadas na producao
mundial de grdos por fitonematoides e, dependendo da cultura e de sua
localizacdo, as perdas podem variar de 35 a 90% da producdo agricola. Tais
percentagens correspondem a um prejuizo mundial superior a US $100 bilhdes
nas colheitas anuais (BIRD; OPPERMAN; WILLIAMSON, 2009;
MANZANILLA-LOPEZ et al., 2008). Dentre as espécies fitoparasitas se
destacam os nematoides de galhas, que sdo aqueles pertencentes ao género
Meloidogyne (MOLINARI, 2009). Em geral, esses sdo 0s nematoides mais
prejudiciais para a agricultura, pois possuem um vasto nimero de plantas
hospedeiras e grande capacidade de adaptacdo aos diversos agroecossistemas.
Além disso, quando em condigdes favordveis de temperatura e umidade,
reproduzem e desenvolvem-se durante todo o ano. Em condic¢@es inadequadas,

como as observadas em regides sob o frio severo ou seca prolongada, entram em
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estado de laténcia (BARKER; PEDERSON; WINDHAM, 2002; LORDELLO,
1981; MOLINARI, 2009; ZACHEO, 1993).

Devido a ampla distribuicdo geogréfica, polifagia e variabilidade
fisiologica de Meloidogyne spp., é dificil o estabelecimento de medidas
eficientes de controle desses fitoparasitas, que causam problemas para diversas
culturas no pais. Espécies como Meloidogyne javanica (Treub) e M. incognita
(Kofoid & White) Chitwood, ainda representam sérios problemas em varias
regides agricolas, pois causam grandes prejuizos econdmicos aos agricultores
(ASMUS; ANDRADE, 1996; DALL'AGNOL; ANTONIO; BARRETO, 1984;
DIAS et al., 2010; JAHEN; MENDES; SILVA, 1998).

Existem varios métodos que almejam reducdes das populacdes dos
nematoides fitoparasitas, como o controle quimico e bioldgico, a rotagdo de
cultura, o uso de cultivares resistentes e de produtos naturais. Todos possuem
falhas como, por exemplo, ineficiéncia, alta toxicidade do produto a organismos
ndo alvos ou a inviabilidade econémica do método, tornando cada vez maior a
demanda por novas metodologias ou por produtos que sejam mais eficientes e,
a0 mesmo tempo, menos onerosos e toxicos ao homem e ao ambiente
(CHITWOOD, 2002).

Para satisfazer a tal demanda varios grupos de pesquisas tém
demonstrado o potencial dos produtos naturais que, em principio, podem ser
diretamente empregados no controle do nematoide, ou na busca por estruturas
quimicas analogas as substancias naturais, que sejam mais eficientes como
nematicidas.

Consequentemente, neste trabalho o objetivo foi avaliar as atividades
nematicidas de 35 substancias analogas da diidrouracila e da 9H-purina que,
segundo trabalho previamente realizado (OLIVEIRA et al., 2014), tratam-se de

substancias naturais ativas contra Meloidogyne exigua (Goeldi). Para tanto, as
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estruturas analogas foram submetidas a testes in vitro com M. incognita e, as

mais ativas, foram empregadas em teste in vivo com o referido nematoide.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Nematoides das Galhas

Os nematoides de galhas foram relatados pela primeira vez em 1855, por
Berkeley, que observava os danos causados por esses fitoparasitas em pepino.
Até o trabalho de Chitwood em 1949, todos os nematoides de galhas eram
caracterizados como Heterodera marione. A partir de entdo, varias espécies
foram caracterizadas no género Meloidogyne, uma palavra de origem grega que
significa fémea em forma de macd (BARKER; PEDERSON; WINDHAM,
1998; KARSSEN, 2002; LAMBERTI; TAYLOR, 1979).

Hoje sdo conhecidas mais de 90 espécies de nematoides do género
Meloidogyne (KARSEN; MOENS, 2006), que parasitam mais de 2000 plantas
hospedeiras (PERRY; MOENS; STAR, 2009). Dentre tais espécies se destacam
M. exigua, M. incognita e M. javanica, por possuirem um grande ndmero de
plantas hospedeiras e por serem, em varios casos, 0s principais causadores de
prejuizo na agricultura (NASU et al., 2010).

O desenvolvimento embriondrio dos nematoides de galhas no ovo
resulta no juvenil de primeiro estadio (J1), que passa por uma ecdise, dando
origem ao juvenil do segundo estadio (J2). Este eclode do ovo e migra pelo solo
em direcdo a raiz da planta hospedeira, na qual ele penetra através da regido
meristematica. Em seguida, o J2 migra até a zona de diferenciacdo das células
vegetais. Através de um estilete, o J2 deposita varios produtos salivares nas
células vegetais para induzi-las a formacéo de células gigantes, das quais retirara
0S nutrientes necessarios para o seu desenvolvimento. Uma vez estabelecido o
seu sitio de alimentagdo, o J2 se torna sedentario, passando por mais trés ecdises

até a fase adulta. O ciclo de vida, de ovo a ovo, dura, em média, quatro semanas
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e uma fémea é capaz de produzir até 2500 ovos por ciclo. Para M. incognita em
tomateiro, a 29 °C, as primeiras fémeas aparecem de 13 a 15 dias apds a
penetracdo nas raizes e as primeiras massas de ovos ap6s 19 a 21 dias.
Normalmente, as fémeas produzem ovos por trés semanas (MOENS; PERRY,;
STARR, 2009). Em decorréncia do parasitismo dos nematoides de galhas,
engrossamentos radiculares denominados galhas sdo formados nas raizes
infectadas. As galhas resultam dos processos de hipertrofia e hiperplasia nas
células proximas ao sitio de alimentacdo. O nimero, bem como o tamanho da
galha dependerdo fundamentalmente de trés fatores: densidade populacional,
espécie e raca do nematoide e espécie e cultivar/variedade de planta hospedeira
(SASSER; CARTER, 1985; BARKER; PEDERSON; WINDHAM, 1998;
CORDEIRO; MATOS; KIMATI, 2005; DIAS-ARIEIRA; MOLINA; COSTA,
2008).

Em condi¢BGes normais, para Meloidogyne spp., a quase totalidade dos
adultos é de fémeas. Porém, em condi¢cdes ambientais desfavoraveis os juvenis
que se desenvolveriam em fémeas se tornam machos. Tal processo, denominado
reversdo sexual, € um dos mecanismos de sobrevivéncia desses parasitas, pois
menos ovos serdo produzidos e o parasitismo sobre a planta infectada sera
reduzido, garantindo a sobrevivéncia de algumas fémeas (FREITAS;
OLIVEIRA; FERRAZ, 2006).

Apesar de os nematoides do género Meloidogyne atacar as raizes,
causando galhas, observam-se clorose e menor crescimento da parte aérea da
planta, ocasionando menor producdo agricola e comprometendo ou até
inviabilizando o cultivo. Quando em altas densidades, os nematoides de galhas
podem matar a planta, especialmente no inicio da estacdo de crescimento,
guando as plantas se encontram no periodo de menor massa do sistema radicular.

Em densidades abaixo da fatal, as plantas infetadas podem murchar, ja que as
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raizes galhadas apresentam capacidade limitada de absorver e transportar agua e
nutrientes para o resto da planta. Quando severamente atacadas pelo nematoide,
as plantas podem murchar mesmo em solos umidos, especialmente apds o meio
dia, gquando as temperaturas sdo mais elevadas. Ademais, elas apresentam
deficiéncias nutricionais e sofrem estresse, 0 que as torna mais vulneraveis a
varias outras doencas (KARSSEN, 2002; LAMBERTI; TAYLOR, 1979;
TIHOHOD, 2000).

Os nematoides de galhas podem ser encontrados em todas as regides
cultivaveis do mundo, devido ao fato de possuirem ampla adaptacdo aos
diferentes ambientes existentes e, em geral, por possuirem um vasto nimero de
plantas hospedeiras. Para algumas espécies ha centenas de plantas hospedeiras.
Isso pode fazer com que seja extremamente dificil o controle do nematoide,
principalmente devido ao fato de algumas espécies poderem sobreviver em
plantas daninhas e/ou interagir com fungos fitopatogénicos habitantes do solo
em éareas cultivadas, o que dificulta ainda mais os seus controles (BARKER;
PEDERSON; WINDHAM, 1998; KARSSEN, 2002; LAMBERTI; TAYLOR,
1979; SASSER; CARTER, 1985).

2.2 Métodos de controle de Meloidogyne spp.

O controle preventivo, sempre gque possivel, ainda é a melhor forma de
se evitar perdas com fitonematoides. Fundamentalmente, essas técnicas
consistem em utilizar areas ndo infestadas e evitar que o nematoide venha a
contaminar a area. Para tanto, deve-se, por exemplo, empregar mudas sadias e
utilizar equipamentos limpos. Se a infestagdo da &rea plantada acontecer, outros
métodos de controle deverdo ser empregados. Uma possibilidade bastante

estudada consiste no controle biol6gico, que corresponde ao emprego de micro-
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organismos antagonicos aos nematoides, normalmente fungos ou bactérias. Ha
varios fungos nematdfagos, que empregam seus micélios como armadilhas ou
produzem esporos que aderem a cuticula do nematoide, destruindo-o. J& no caso
das bactérias, destacam-se as do género Pasteuria, cujos enddsporos se aderem a
cuticula do nematoide, na qual germina para, em seguida, penetrar no nematoide
(KARSSEN, 2002; SASSER; CARTER, 1985). O Ministério da Agricultura,
Pecudria e Abastecimento (MAPA) vem incentivando o produtor rural a utilizar
produtos biolégicos, cujos registros tém sido facilitados (BRASIL, 2013).

Esses agentes de controle biolégico também podem agir contra o
nematoide através da producdo de substancias nematicidas. Para exemplificar é
possivel citar o trabalho de Oliveira et al. (2014) para o controle de M. exigua
com as bactérias Bacillus cereus (Frankland & Frankland) e Bacillus subtilis
(Ehrengberg) Cohn. Os autores observaram a producdo de uracila, diidrouracila

e 9H-purina, que se mostraram ativas contra este nematoide.

0 0]
| NH |\)—LNH NI//\}\IN»
N 0 N 0 N N
H A H
Uracila Driidrouracila SH-purina

Figura 1 Estruturas quimicas de substancias de origem bacteriana com atividade
contra Meloidogyne exigua

Outra possibilidade para o controle de fitonematoides consiste no
emprego de métodos culturais, como a rotacdo com culturas resistentes ou nao
hospedeiras. Este método também é eficiente, porém, para que se alcance
sucesso € necessario planejamento e investimento de tempo e de recursos

financeiros. Ainda assim, existem varias culturas, principalmente as perenes, que
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apresentam grandes dificuldades para a implementacdo de tais metodologias
(STARR; BRIDGE; COOK, 2002; SASSER; CARTER, 1985; VIAENE, 1998).

Ha também o emprego de cultivares resistentes e tolerantes aos
nematoides. As cultivares resistentes foram definidas por Parlevliet (1997) como
plantas com capacidade de suprimir, retardar ou prevenir a entrada, crescimento
e desenvolvimento do patdgeno em seus tecidos. Ja as cultivares tolerantes
suportam a doenca, sem perdas severas na sua produtividade e qualidade. Ou
seja, 0 patogeno pode invadir a planta, mas ndo a afeta de maneira muito severa.

Ha relatos de utilizacdo de varias cultivares resistentes a M. incognita.
Em alguns casos, estd comprovado que, na presenca do nematoide, as plantas
produzem metabdlitos que contribuem para a diminuicdo da populacdo do
nematoide na raiz da cultivar e no solo (CAMPOS et al., 2012). Logo, estas
substancias apresentam potencial para emprego no desenvolvimento de novos
produtos para o controle de fitonematoides.

Do ponto de vista produtivo, 0o uso de cultivares resistentes €
interessante em areas infestadas pelo nematoide, embora algumas delas possuam
baixa produtividade quando comparadas com as cultivares suscetiveis. Além
disso, a resisténcia ao nematoide geralmente implica em suscetibilidade a outras
doencas que podem, dependendo das condicBes, acarretar perdas inaceitaveis
para os agricultores. Além disso, em altas densidades populacionais do
nematoide, a reagdo de resisténcia das cultivares pode sofrer alteracGes, ja
havendo relatos de selecdo de nematoides capazes de parasitar cultivares
resistentes ao nematoide (ARANTES et al., 2010).

Varias substancias de origem natural, geralmente chamadas de produtos
naturais, vém sendo estudadas com vistas ao desenvolvimento de novos
nematicidas economicamente viaveis e menos agressivos a0 meio ambiente e ao

homem. Um exemplo consiste no isdmero 111 da gliceolina, que se trata de uma
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fitoalexina produzida por cultivares de soja (Glycine max (L.) Merrill)
resistentes a nematoides. Esta substancia, bem como os seus isdbmeros, que
podem ser encontrados nas paredes celulares de tais cultivares, mantém as
plantas livres de alguns microrganismos e também é capaz de inibir a motilidade
de M. incognita quando em concentracfes na faixa de 12 a 22 pg/mL
(KAPLAN; KEEN; THOMASON, 1980). Porém, segundo estudos de Huang e
Barker (1991), a concentracdo maxima que se obtém do isémero | é de 8ug/g de
raiz de soja apds oito dias da inoculagdo de J2 de M. incognita. Esta € uma
concentracdo relativamente baixa quando comparada a de alcaloides, que foi de
150 mg/g de raiz de soja logo apds a inoculacdo de J2 de M. incognita em
plantas resistentes a tal nematoide, enquanto em plantas de soja suscetiveis, nas
mesmas condi¢bes, a concentracdo de alcaloides foi de 1 mg/g de raiz
(CAMPOS et al., 2012)

Uma possibilidade bastante empregada para a redugdo populacional de
fitonematoides consiste no controle quimico, que corresponde ao emprego de
substancias nematicidas, geralmente de origem totalmente sintética, que podem
atuar de forma sistémia ou apenas por contato (DIAS et al., 2010). Tais produtos
se mostram altamente toxicos a seres humanos e a organismos benéficos ao
ambiente em geral. Para exemplificar, é possivel citar o Aldicarbe [O-(N-
metilcarbamoil) oxima do 2-metil-2-(metiltio)propanal], que foi proibido no
Brasil em outubro de 2012 devido & alta incidéncia de intoxicagdes humanas e
de envenenamentos de animais. Outro exemplo é o Metamidofos
(fosforamidotioato de O,S-dimetila), que foi proibido no Brasil em julho de
2012, por ser responsavel por prejuizos ao desenvolvimento embriofetal,
apresentar caracteristicas neurotdxicas e imunotdxicas, e por causar toxicidade
nos sistemas endocrino e reprodutor humano (AGENCIA NACIONAL DE
VIGILANCIA SANITARIA - ANVISA, 2012). Entretanto, ap6s o0
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estabelecimento da cultura e a infestacdo da area pelo nematoide, o controle
quimico infelizmente representa a possibilidade economicamente mais viavel
para reduzir as perdas causadas pelos fitonematoides (KARSSEN, 2002;
SASSER; CARTER, 1985).
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SEGUNDA PARTE - ARTIGOS

ARTIGO 1

Substancias analogas da diidrouracila e 9H-purina reduzem a populacéo de

Meloidogyne incognita em tomateiros

RESUMO

Em decorréncia dos enormes prejuizos causados aos agricultores pelos
nematoides de galhas e das deficiéncias dos métodos existentes para o controle
desses fitoparasitas, no presente trabalho foram investigadas as atividades
nematicidas in vitro de 35 substancias analogas da diidrouracila e 9H-purina,
gue se mostraram ativas contra Meloidogyne exigua em trabalho anterior. Dentre
as substancias estudadas, observou-se que acido 2-pirazinocarboxilico (15),
acido 5-metil-2-pirazinocarboxilico (16), &cido orético (14), cloreto de 2,3,5-
trifeniltetrazélio  (35), pirazinocarboxilato de metila (17) e 2,/4-
diaminopirimidina (13) apresentavam, respectivamente, 0s seguintes valores de
concentracdo letal para 50 % de juvenis do segundo estddio de Meloidogyne
incongita (CLs): (8,5+1,9)x10?, 2,8+1,4 x10™, 1,3+6,9 x10?, (3,2+0,4)x10™,
(5,5+0,4)x10" e 3,5+3,9 x 10" pmol/mL. Nas mesmas condicdes, 0 nematicida
comercial  carbofuran  (N-metilcarbamato  de  2,3-diidro-2,2-dimetil-1-
benzofuran-7-ila) apresentou CLs, de (7,0£0,1)x10 pumol/mL. Quando
submetidas a teste com mudas de tomateiro (Solanum lycopersicon cv. Santa
Clara) inoculadas com M. incognita, as substancias que mais se assemelharam
ao nematicida comercial carbofuran foram 13, 35 e 16, que reduziram o nimero
de ovos a valores que correspondiam, respectivamente, a 52, 51 e 26% do
observado para o controle negativo, que correspondeu ao veiculo empregado
para dissolver as amostras. Quanto ao nimero de galhas, foi respectivamente
reduzido a 55, 19 e 31% do observado para o controle negativo. Assim, pode-se
concluir que 13, 35 e 16 sdo substancias altamente promissoras para o controle
da populagdo de M. incognita em tomateiros.

Palavras-chave: Nematoides de galhas. A}ividade nematicida. Cloreto de 2,3,5-
trifeniltetrazélio. 2,4-diaminopirimidina. Acido 5-metil-2-pirazinocarboxilico.
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ABSTRACT

Due to the huge losses caused by plant-parasitic nematodes to farmers,
and to the deficiencies of existing methods for controlling these parasites, in this
study in vitro assays were carried out using 35 substances with similar chemical
structures to dihydrouracil and 9H-purine, which proved active against
Meloidogyne exigua in a previous work. Among the substances studied, 2-
pyrazinecarboxylic acid (15), 5-methyl-2-pyrazinecarboxylic acid (16), orotic
acid (14), 2,3,5-triphenyltetrazolium chloride (35), methyl pyrazinecarboxylate
(17), and 2,4-diaminopyrimidine (13) showed, respectively, the following lethal
concentration to 50% of the second stage juveniles of Meloidogyne incognita
(LCs): (8,5¢#1,9)x10", 2814 x10%, 1,3%6,9 x10% (3,2+0,4)x107,
(5,5i0,4)x10'1 e 3,5¢3,9 x 10* pumol/mL. In similar condition, LCs, for the
commercial nematicide carbofuran (2,3-dihydro-2,2-dimethyl-1-benzofuran-7-yl
N-methylcarbamat) was (7,0£0,1)x10 umol/mL. When subjected to an assay
with tomato (Solanum lycopersicon cv. Santa Clara) plants inoculated with M.
incognita, substances that most resembled carbofuran were 13, 35 and 16, which
reduced the numbers of nematode eggs to values corresponding , respectively,
to 52, 51 and 26%, of that observed for the negative control, which was the
vehicle used to dissolve the samples. The numbers of galls were respectively
reduced to 55, 19 and 31% of that observed for the negative control. Thus, 13,
35 and 16 are very promising substances to control M. incognita in tomato
plants.

Keywords: Root-knot nematodes. Nematicidal activity. 2,3,5-
triphenyltetrazolium choride. 2,4-diaminopyrimidine. 5-methyl-2-
pyrazinecarboxylic acid.
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1 INTRODUCAO

Os nematoides fitoparasitas podem causar um prejuizo mundial superior
a US$100 bilhdes nas colheitas anuais e, dependendo da cultura e de sua
localizacdo, as perdas causadas pelos nematoides parasitas de plantas podem
variar de 35 a 90% da producdo agricola (BIRD; OPPERMAN; WILLIAMSON,
2009; MANZANILLA-LOPEZ et al., 2008). Dentre as espécies mais danosas,
encontram-se 0s nematoides de galhas (Meloidogyne spp.), que podem ser
encontrados em todas as regides cultivaveis do mundo, o que se atribui ao fato
de possuirem ampla adaptacdo a diferentes ambientes, apresentarem
variabilidade fisiolégica e, em geral, possuirem elevado nimero de plantas
hospedeiras (BARKER; PEDERSON; WINDHAM, 1998; KARSSEN, 2002;
LAMBERTI; TAYLOR, 1979; SASSER; CARTER, 1985). Como os métodos
atualmente disponiveis para o controle desses nematoides apresentam varias
deficiéncias, é constante a busca por novos métodos e/ou produtos para o
controle de tais fitoparasitas que sejam de baixo custo e que ndo contaminem o
homem e o ambiente com substancias de elevada toxicidade (CHITWOOD,
2002).

Consequentemente, em trabalho anterior, realizado com vistas a
contribuir para o desenvolvimento de novos produtos para o controle de
nematoides (OLIVEIRA et al., 2014), observou-se que uracila, diidrouracila e
9H-purina, produzidas pelas bactérias Bacillus subtilis e Bacillus cereus, eram
ativas contra o nematoide Meloidogyne exigua. No caso especifico da
diidrouracila, a concentracdo letal para 50% (CLsy) dos juvenis do segundo
estadio de M. exigua era de 204ug/mL, enquanto para o nematicida comercial
carbofuran (N-metilcarbamato de 2,3-diidro-2,2-dimetil-1-benzofuran-7-ila) o

valor de CLsp nas mesmas condi¢cBes era de 260ug/mL. Aparentemente, tais



26

substancias agem contra 0 nematoide através da inibicdo da enzima
fosforibosiltrasnferase, que se trata de uma enzima de grande importancia para a
sobrevivéncia de nematoides. Com base em tais resultados, objetivou-se no
presente estudo averiguar a atividade in vitro da diidrouracila e de analogos
desta substancia e da 9H-purina, sobre J2 de Meloidogyne incognita, que se trata
de um nematoide de distribuicdo muito mais ampla e que ataca um niimero bem
maior de plantas cultivadas do que M. exigua (CAMPOS, 2014). Em seguida, as
substancias mais ativas contra M. incognita foram submetidas a testes com
mudas de tomateiro infectadas com o nematoide, com vistas a selecionar aquelas
com potencial para uso futuro na formulacdo de produtos comerciais para o

controle de nematoides fitoparasitas.
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2 MATERIAL E METODOS
2.1 Substéncias orgéanicas estudadas

As substancias empregadas foram adquiridas de fontes comerciais e
utilizadas conforme recebidas, sem qualquer tratamento prévio. Foram estudados

19 analogos de diidrouracila (Figura 1) e 16 analogos de 9H-purina (Figura 2).
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Figura 1 Estruturas quimicas, nomes, cddigos, fornecedores e purezas da
diidrouracila e de seus analogos
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Figura 2 Estruturas quimicas, nomes, codigos, fornecedores e purezas das
substancias analogas da 9H-purina

2.2 Obtencéo do inoculo do nematoide

Raizes de plantas de tomateiro (Solanum lycopersicon cv. Santa Clara)
infectadas com M. incognita raca 3, mantidas em casa de vegetacdo, foram

submetidas a extracdo de ovos pelo emprego da técnica de Hussey e Barker
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(1973). Em seguida os ovos foram lavados com agua sobre peneira de 25 pm
(500 mesh ASTM), para serem colocados em camara de eclosdo formada por
uma peneira de 500 mesh, em funil, ao qual foi acoplada mangueira, pela qual
foram retirados os J2 do nematoide. Os J2 foram coletados em intervalos de 24
horas, sendo descartados aqueles da primeira coleta. Para as realizacdes dos
testes bioldgicos, utilizaram-se apenas o0s J2 coletados no mesmo dia e/ou no dia

anterior ao da montagem do teste.

2.3 Teste in vitro com J2 de Meloidogyne incognita

Em cavidades de 300 pL de placas de polipropileno contendo 96
cavidades foram colocados 20 pL de suspensdo contendo aproximadamente 20
J2 de M. incognita e 100 uL da substancia a ser testada (Figura 1), que foi
previamente dissolvida em solucdo aquosa de Tween 80® a 0,01g/L, até a
concentracdo de 5,4 umol/mL. Apos 48 horas, a 28 °C, foi realizada a avaliacdo
de motilidade e mortalidade, conforme metodologia descrita por Amaral,
Oliveira e Oliveira (2003). Fundamentalmente, contaram-se 0s J2 moveis e
imdveis e, logo em seguida, uma a duas gotas de NaOH 1,0 mol/L recém-
preparado foi adicionado a cada cavidade. Imediatamente apés tal adicdo nova
contagem foi realizada, considerando-se mortos 0s nematoides retos e imdveis, e
vivos os retorcidos. Foram empregadas cinco repeticdes e, como testemunha
positiva, foi utilizada solucdo aquosa de carbofuran (Aldrich, 98%) a 9,04 x 10™
pmol/mL. As testemunhas negativas utilizadas foram &gua e o veiculo para a
dissolucdo das amostras (Tween 80® a 0,01g/mL). Os dados foram convertidos
em percentagem e submetidos a andlise de variancia, sendo as médias
comparadas pelo teste de agrupamento de Scott e Knott (1974) a 5%. Para tanto,

empregou-se 0 programa computacional SISVAR 5.3 (Sistema para analises
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Estatisticas, UFLA, Lavras, 2006). Aquelas substancias que acarretaram
percentagens de J2 mortos acima de 60 %, bem como o carbofuran, foram
novamente avaliadas em cinco diferentes concentragbes com vistas a determinar
as correspondentes concentracdes letais para 50% dos J2 (CLs). Para a
substancia 2,4-diaminopirimidina (13), foram empregadas solu¢Bes com as
seguintes concentracdes: 1,5, 3,0, 4,5, 6,1 e 7,6 umol/mL. Para o cloreto de
2,3,5-trifeniltetrazdlio (35) foram utilizadas solugbes com as seguintes
concentracdes: 1,1 x 10%, 1,9 x 10%, 2,8 x 10%, 3,6 x 10 e 4,5 x 10™ pmol/mL.
Para o acido orético (14) foram utilizadas solugcbes com as seguintes
concentracdes: 9,6 x 10, 1,9, 2,9, 3,8 e 4,8 umol/mL. Para o &cido 2-
pirazinocarboxilico (15) foram utilizadas solugbes com as seguintes
concentracdes: 3,5 x 107, 5,7 x 10™, 7,9 x 10*, 1,0 e 1,2 pmol/mL. Para o 4cido
5-metil-2-pirazinocarboxilico (16), foram utilizadas solu¢des com as seguintes
concentracdes: 1,2, 2,4, 3,6, 4,8 e 6,0 umol/mL. Para o pirazinocarboxilato de
metila (17) foram utilizadas solugdes com as seguintes concentracdes: 1,5 x 107,
3,1 x10% 4,6 x 107, 6,2 x 10" e 7,7 x 10" umol/mL. Para a obtencéo do valor
correspondente a zero de concentracdo foi empregada solugdo aquosa de Tween
80® a 0,01 g/mL no caso das substancias estudadas e 4gua para o carbofuran. Ao
final, os valores obtidos para cada substancia foram submetidos a analise de
logit com o pacote drc (RITZ; STREIBIG, 2005) do programa computacional R
versdo 3.1.0 (R CORE TEAM, 2014).

2.4 Efeito das substancias organicas sobre Meloidogyne incognita em mudas

de tomateiro

Utilizaram-se no presente teste apenas as substancias que apresentaram

os menores valores de CLs. Todas foram dissolvidas em Tween 80® a 0,01g/mL
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até concentragoes iguais a CLsy X (Ccar/CLso do carbofuran), sendo C.4 igual &
concentragdo da solugdo de carbofuran utilizada no presente experimento. As
substancias empregadas foram: 2,4-diaminopirimidina (13; 9,7 pmol/mL),
cloreto de 2,3,5-trifeniltetrazélio (35; 7,0 x 10 pmol/mL), &cido orético (14; 3,5
pmol/mL), acido 2-pirazinocarboxilico (5; 2,4 umol/mL), éacido 5-metil-2-
pirazinocarboxilico (16; 7,6 umol/mL) e pirazinocarboxilato de metila (17; 1,5
pmol/mL). Quanto ao carbofuran (controle positivo), foi utilizado na
concentracdo de 1,9 pumol/mL. No que diz respeito ao controle negativo, foi
utilizado o Tween 80® a 0,01g/mL.

Em bandejas de isopor de 72 células conicas, com largura de 4 cm,
profundidade de 7,5 cm, e volume de 50 cm®, contendo substrato agricola
(Tropstrato® HA hortalicas), foram semeadas alternadamente sementes de
tomateiro (Solanum lycopersicon cv. Santa Clara). Passados sete a quinze dias
fizeram-se desbastes para deixar apenas uma muda por célula e se mantiveram
as bandejas durante 60 dias em casa de vegetacdo. Durante toda a fase de
preparo e de realizacdo do experimento, as mudas foram irrigadas diariamente e,
aproximadamente a cada 15 dias foi aplicado o fertilizante Biofert Universal
(Biokits) nas folhas e também no substrato. Sempre que necessario, aplicaram-se
produtos para tratar doengas fungicas, acaros e insetos, como o leite bovino
(BETTIOL; ASTIARRAGA, LUIZ, 1999), Folicur 200 EC (Bayer) e Actara 250
WG (Syngenta). Passado o referido periodo, foram inoculados 400 J2 de M.
incognita raca 3 (2,4 mL de suspensdo aquosa do J2) por muda com o uso de
uma micropipeta com capacidade de 5.000 pL. Para tanto, aplicou-se a referida
suspensdo em quatro furos com profundidade aproximada de 3 cm no substrato
(0,60 mL por furo), ao redor do caule da planta, que foram feitos com o uso de
um bastdo de vidro. As solucdes das substancias e os controles (2,0 mL) foram

aplicados logo em seguida, através dos mesmos furos, sendo 0,50 mL por furo.
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Nas primeiras 48 horas apds a inoculacdo do J2, as mudas foram deixadas em
camara mantida a 24+1 °C e umidade de 70+10%. Em seguida, foram
novamente mantidas em casa de vegetacdo durante 40 dias. Findo tal periodo de
tempo, as raizes das mudas foram removidas das bandejas, lavadas para retirar o
excesso de substrato e conservadas em sacos plasticos identificados em camara
fria (10 °C). Posteriormente, foram submetidas a contagem de galhas e extracdo
de ovos de acordo com Hussey e Barker (1973). Os ovos foram contados em
suspensdo aquosa de 50 mL, com uso de microscopio éptico. Os resultados
obtidos, bem como os resultados da divisdo dos nimeros de ovos e de galhas
pelas massas das raizes, foram submetidos a andlise de variancia, sendo as
médias comparadas pelo teste de agrupamento de Scott e Knott (1974) a 5%.
Para tanto, empregou-se o programa computacional SISVAR 5.3 (Sistema para
analises Estatisticas, UFLA, Lavras, 2006). O experimento foi realizado duas
vezes, resultando em valores semelhantes. Consequentemente, apenas os

resultados de um dos experimentos serdo apresentados neste trabalho.
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3 RESULTADOS

3.1 Efeito nematicida in vitro das substancias organicas

Em geral, os analogos da diidrouracila foram mais toxicos a M.
incognita no teste in vitro que os analogos da 9H-purina (Tabela 1). Dentre todas
as substancias estudadas, apenas o cloreto de 2,3,5-trifeniltetrazélio (35), acido
orético (14), é&cido 2-pirazinocarboxilico (15) e é&cido 5-metil-2-
pirazinocarboxilico (16), apresentaram valores de J2 mortos que ndo diferiam
estatisticamente do observado para o carbofuran, sendo a primeira substancia
(35) um analogo da 9H-purina, enquanto as demais sdo andlogas da
diidrouracila.

As substancias mais ativas contra 0 nematoide no teste in vitro (Tabela
1) apresentaram o0s seguintes valores de Clsy: 3,5+3,9x10" (2,4-
diaminopirimidina, 13), (3,2+0,4)x10™ (cloreto de 2,3,5-trifeniltetrazdlio, 35),
1,3+6,9x10% (4cido orético, 14), (8,5+1,9)x10™ (4cido 2-pirazinocarboxilico,
15), 2,8+1,4x10" (4cido 5-metil-2-pirazino carboxilico, 16), (5,5+0,4)x10™"
(pirazino carboxilato de metila, 17) umol/mL. Vale chamar a atencdo para o fato
das substancias 35, 15 e 17 terem sido mais ativas que o nematicida comercial
carbofuran, cuja CLs, foi de (7,0+0,1)x10™" pumol/mL nas mesmas condigdes

empregadas para as substancias estudadas.
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Tabela 1 Efeitos das substancias sobre a motilidade e mortalidade de juvenis do
segundo estadio (J2) de Meloidogyne incognita

J2 imbveis J2 mortos

Substancia® (%)? (%)? OBS®
diidrouracila (1) 442 ¢ 375b D
tioureia (2) 15,7 a 15,7 a D
timina (3) 17,6a 17,6a D
6-aminouracila (4) 22,2 a 17.8a D
6-carbetoxi-2-tioureia (5) 229a 19,8 a D
6-propil-2-tiouracila (6) 250a 22,2 a D
5-aminouracila (7) 29,3 a 27,8 b D
5-acetiluracila (8) 33,7b 28,2 b D
4,6-diidroxipirimidina (9) 37,2b 28,7h D
2H-1,4-benzoxazin-3-(4H)-ona (10) 26,7 a 24,7 a D
uracila (11) 42,2b 36,6 b D
5-(hidroximetil)uracila (12) 359b 23,0a D
2,4-diaminopirimidina (13) 66,3 d 64,6 ¢ D
acido orético (14) 90,1e 88,5d D
acido 2-pirazinocarboxilico (15) 98,8 ¢ 91,9d D
acido 5-metil-2-pirazinocarboxilico (16) 92,7¢ 89,3d D
pirazinocarboxilato de metila (17) 71,4d 68,5 ¢ D
2H-1,3-benzoxazina-2,4-(3H)-diona (18) 27,0a 21,7 a D
N-hidroxisuccinimida (19) 51,3¢ 40,4b D
kinetina (20) 105a 10,5a P
adenina (21) 336b 16,5a P
4-aminoantipirina (22) 33,0b 31,7b P
2-fenil-1,3-ditiano (23) 35,0b 28,3b P
4-acetamidoantipirina (24) 29,6 a 20,7a P
2,6-diaminopurina (25) 28,2a 22,6a P
2-pirrolidona (26) 10,7 a 10,7 a P




Tabela 1, concluséo
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J2 imoéveis

J2 mortos

Substancia® (%)? (%)? OBS®
6-tioguanina (27) 28,1a 16,9 a P
acido Urico (28) 28,5a 285b P
5-amino-1,3,4-tiadiozolo-2-tiol (29) 52,0c 42,2b P
(S)-4-(4-aminobenzil)-2-(1H)-oxazolidinona (30) 34,40 30,7b P
4-amino-6-metoxipirimidina (31) 11,0a 95a P
2,4-tiazolinadiona (32) 70,3d 53,8¢ P
brometo de metiltiazolildifeniltetrazélio (33) 36,1b 34.2b P
acido L(-)-tiazolidina-4-carboxilico (34) 53,0c 46,3 b P
cloreto de 2,3,5-trifeniltetrazélio (35) 90,7e¢ 81,8d P
carbofuran* (controle positivo) 96,7 ¢ 92,8d
agua (controle negativo) 209 a 148 a
Tween 80 (controle negativo) 220a 16,5a

! As substancias estavam na concentracio de 5,4 pmol/mL
2 Médias seguidas da mesma letra, em cada coluna, ndo podem ser diferenciadas entre si

de acordo com o teste de Scott e Knott (P < 0,05)

® Em que D representa os derivados de diidrouracila e P os derivados de 9H-purina.

* Concentracéo de 9,04 x 10" pmol/mL

3.2 Efeitos das substancias organicas sobre a populacdo de Meloidogyne

incognita

Quando se leva em consideracdo o nimero de ovos por planta, observa-

se que todas as substancias testadas reduziram a populagcdo do nematoide nas

plantas de tomateiro quando comparadas ao controle negativo, que correspondeu

a solugdo aquosa de Tween 80®. Ao se passar para 0 pardmetro nimero de galhas

por planta, apenas a substancia 14 acarretou a obtencéo de valor que ndo diferiu

significativamente do observado para o controle negativo (Figura 3).
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Vale mencionar que as massas das raizes das plantas expostas ao Tween 80
(controle negativo) foram significativamente maiores que as observadas para os
outros tratamentos. As menores massas ocorreram para as plantas tratadas com 15,
enguanto todos os outros tratamentos apresentaram valores intermediarios. Quando
os numeros de galhas por planta foram divididos pelas massas dos sistemas
radiculares, observou-se que apenas as plantas tratadas com 16 apresentavam
valores que ndo diferenciavam significativamente dos valores obtidos para o
nematicida carbofuran. Ao se fazer o mesmo com os nimeros de ovos por planta,
verificou-se que as plantas tratadas com 13, 35, 16 e 17 resultavam em valores que

também nao diferenciavam significativamente do carbofuran.
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Figura 3 Efeitos das substancias organicas sobre a populacdo de Meloidogyne
incongita em tomateiros. Barras com a mesma letra, em cada gréfico,
ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Scott e Knott (P <
0,05). 13: 2,4-diaminopirimidina (9,7 umol/mL); 14: &cido orético (3,5
pmol/mL); 15: acido 2-pirazinocarboxilico (2,4 umol/mL); 16: &cido
5-metil-2-pirazinocarboxilico (7,6 umol/mL); 17: pirazinocarboxilato
de metila (1,5 pumol/mL); 35: cloreto de 2,3,5-trifeniltetrazolio (7,0 x
10" pmol/mL); C: carbofuran (1,9 pmol/mL); T: Tween 80 a 0,01
g/mL
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4 DISCUSSAO

No presente trabalho, quando na concentracdo de 5,4 pmol/mL, a
diidrouracila causou 37,5 % de mortalidade de J2 de M. incognita (Tabela 1),
enquanto em trabalho anterior, na concentracdo de 4,4 pmol/mL, elevou a
mortalidade de J2 de M. exigua para 100% (OLIVEIRA et al., 2014). Além
disto, verifica-se claramente que a atividade nematicida da diidrouracila no
presente trabalho é bem inferior a observada para o carbofuran (Tabela 1). Em
outras palavras, a diidrouracila é bem mais ativa contra M. exigua do que contra
M. incognita. Situacdo similar foi observada para a 9H-purina que, em testes in
vitro preliminarmente realizados contra M. incognita, em trabalho ainda néo
publicado, apresentou menor atividade nematicida que a relatada contra M.
exigua (OLIVEIRA et al.,, 2014). Diante de tais resultados, alteracGes nas
estruturas quimicas da diidrouracila e da 9H-purina foram necessarias para se
conseguir substancias com maiores atividades nematicidas contra M. incognita.

No grupo da diidrouracila e andlogos, observa-se que uracila (11) tem
fraca atividade nematicida (Tabela 1). Entretanto, a conexdo de uma carboxila ao
anel, formando o &cido orético (14), faz com que a atividade aumente
significativamente. E interessante observar que as remocdes dos atomos de
oxigénio e a mudanga de posi¢do de um dos atomos de nitrogénio, 0 que gerou o
acido 2-pirazinocarboxilico (15), ndo alterou significativamente a atividade
nematicida contra M. incognita. Logo, parece que a existéncia de um anel
aromatico ligado a uma carboxila que tenha um atomo de nitrogénio em carbono
vizinho é de grande importancia para maximizar a atividade nematicida. Tanto é
assim, que quando a carboxila de 15 foi protegida na forma de um éster metilico,
gerando o pirazinocarboxilato de metila (17), a atividade nematicida caiu

significativamente. Ademais, segundo dados da literatura, a pirazina, que
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corresponde a 15 sem a carboxila, apresentou atividade nematicida muito baixa
frente a M. incognita (WEN et al., 2015). Segundo os autores, tal
comportamento também foi observado para 2,6-dimetilpirazina, trimetilpirazina
e 2-metilpirazina, o que estad de acordo com a necessidade de uma carboxila
ligada ao anel aromatico da pirazina para que a atividade nematicida seja
maximizada.

Dentre as substancias analogas da diidrouracila, também vale mencionar
que as fracas atividades nematicidas de 2H-1,4-Benzoxazin-3-(4H)-ona (10) e
2H-1,3-benzoxazina-2,4-(3H)-diona (18), no presente trabalho (Tabela 1),
parecem de acordo com a baixa eficiéncia de 10 contra 0 mesmo nematoide no
solo (MEYER; RICE; ZASADA, 2009).

Quanto aos analogos da 9H-purina, o grande destaque foi o cloreto de
2,3,5-trifeniltetrazdlio (35), que se mostrou bastante ativo no teste in vitro
(Tabela 1). Havia um relato de atividade nematicida para esta substancia na
literatura (SILVA et al., 2009), o que corrobora os resultados aqui descritos.
Além disso, 0 seu poder biocida, quando em elevadas concentracdes, era
conhecido (HURWITZ; MC CARTHY, 1986; MUSTAKALLIO; AHOS, 1955).
Ainda um estudo com substancias analogas ao tetrazol revelou potente atividade
nematicida deste grupo frente a um amplo espectro de nematoides parasitas de
plantas e de animais, sendo nesses administrada por via oral e topica
(CRAWFORD et al., 2012). Também foi relatada a sua atividade fitotoxica
contra alface e soja, embora isso tenha ocorrido em concentracdo proxima de 80
vezes aquelas que foram empregadas no presente trabalho (SILVA et al., 2009).

Quando os valores de CLs, foram calculados para as substancias mais
ativas no teste in vitro (Tabela 1), observou-se que eram bem proximos do obtido
para o carbofuran, sendo varios deles menores que os observados para tal

nematicida. Especificamente para 35, a CLs, foi préxima daquela relatada contra
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M. incognita e M. exigua (SILVA et al., 2009). Logo, todas as substancias
selecionadas no teste in vitro se mostraram potencialmente Uteis para o controle
de M. incognita.

Em geral, os resultados do teste in vitro estdo condizentes com 0s
valores observados para o teste realizado com mudas de tomateiros, ja que, a
excecdo da substancia 14, todas as outras reduziram o nimero de galhas nas
raizes das plantas a valores que ndo diferiam estatisticamente do obtido para as
plantas tratadas com o carbofuran (Figura 2). Esse é um resultado bastante
promissor, especialmente para as substancias 35, 15 e 17 (4,7 x 10™, 6,0 x 10" e
4,1 x 10" mg de cada substancia, respectivamente, por planta), que foram
utilizadas em menores quantidades que o carbofuran (8,4 x 10 mg por planta).
Embora o comportamento geral tenha sido parecido quando se levou em
consideracdo o numero de ovos por planta, verifica-se para as substancias 15 e
17, que este parametro nao se correlaciona totalmente com o nimero de galhas
por planta. Quando se leva em consideracdo ambos os parametros (numero de
galhas e de ovos por planta) o destaque fica para a substancia 35, que acarretou a
obtencdo de valores que nao diferiam estatisticamente do carbofuran (Figura 2).

Quanto a toxicidade desses compostos observou-se que um derivado do
2,4-diaminopirimidina (13), o aditoprim, que possui efeito bacteriostatico, ndo
causou malformacg&o externa, viscerais ou esqueléticas 6bvias em fetos de ratos,
ndo apresentando assim efeito teratogénico, efeito este observado na grande
maioria dos pesticidas existentes (WANG et al.,, 2015). Ha um derivado
pirazinico, a pirazinamida, que é utilizada clinicamente no tratamento de
tuberculose, 0 que indica seu baixo efeito téxico ao homem (LE BOURGEOIS
et al., 1989). Substancias analogas ao tetrazol quando administrado por via oral e
topica, ou quando utilizado em plantas, ndo causaram significativa toxicidade

aos animais e/ou fitotoxicidade, mostrando atividade comparada aos padr@es
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comerciais e ainda seguranga para organismos ndo alvos (CRAWFORD et al.,
2012), o que pode indicar que o cloreto de 2,3,5-trifeniltetrazolio (35) reproduza
0S mesmos resultados.

Os pesticidas sdo a principal classe suspeita de intoxicacdo a animais, 0s
carbamatos, por exemplo, como o carbofuran, usado como controle positivo no
presente trabalho, foi responsavel por mais de 20% dos casos de envenenamento
a animais de 2000 a 2010 (CALONI; CORTINOVIS; DAVANZO, 2012).
Ocorreu uma diminuicdo de casos de envenenamento apds sua proibicdo na
Unido Europeia em 2007, devido a sua alta toxicidade, baixa seguranca de
manipulacdo e efeitos ecotoxicoldgicos, porém, mesmo ap6s sua proibicdo foi
atribuido ao carbofuran e ao aldicarb a responsabilidade pela morte de 62% de
animais selvagens e 74% de animais domésticos na Espanha (RUIZ-SUAREZ et
al., 2015), ja no Brasil sua venda continua livre.

Quanto ao aspecto econdmico, que é de fundamental importancia para o
desenvolvimento de um novo nematicida, observam-se os seguintes valores
comerciais para 1 g das substdncias que apresentaram as maiores atividades
nematicidas no presente trabalho: R$46,00 (35; pureza >99,0%), R$324,00 (13;
pureza de 98%), R$70,20 (16; pureza de 98%). No que diz respeito a 1 g do
nematicida comercial carbofuran, com grau de pureza de 98%, tem-se um custo
de R$80,00 (SIGMA-ALDRICH, 2015). Levando-se em consideracdo tais
valores e as concentragdes utilizadas no teste in vivo realizado no presente
trabalho, os custos com essas substancias puras foram, respectivamente, 0,4,
10,3 e 2,2 vezes o custo de uso do carbofuran. Assim, pode-se afirmar que, além
de possuirem elevadas atividades nematicidas, as substancias 35 e 16 também
apresentam viabilidade econémica. Logo, sdo altamente promissoras para o
desenvolvimento de novos nematicidas comerciais. Porém, no comércio é facil

encontrar substancias a base de carbofuran com baixos pregos, como é o caso do
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Furadan 350 SC, que apresenta 350g de carbofuran por litro. Cada litro desta
substancia sai por R$27,97, e no combate de M. incognita em tomateiros é
necessario o uso de 200L por hectar (AGROLINK, 2015), o que pode nao
refletir nos custos encontrados no presente trabalho, por se trabalhar com

substéancias puras.
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5 CONCLUSAO

Dentre todas as substancias andlogas da diidrouracila e da 9H-purina
que foram submetidas a testes in vitro e in vivo com M. incognita no presente
trabalho, as que mais se destacaram foram: cloreto de 2,3,5-trifeniltetrazolio
(35), que é um analogo da 9H-purina; e acido 5-metil-2-pirazinocarboxilico (16)
e 2,4-diaminopirimidina (13), que sdo analogos da diidrouracila. Essas
substéancias reduziram a populacdo de M. incognita em tomateiros a valores que
ndo diferiram estatisticamente do observado para 0 nematicida comercial
carbofuran. Logo, tais substdncias sdo altamente promissoras para uso no
desenvolvimento de novos nematicidas comerciais. Ademais, com base nos
valores comerciais dessas substancias e do carbofuran, quando com graus de
pureza iguais ou maiores do que 98%, verifica-se que os custos de uso de 35 e
16 sdo proximos do valor calculado para o carbofuran, o que sugere a existéncia
de viabilidade econdmica para o uso atual de 35 e 16 nas formulagdes de novos

nematicidas comerciais.
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