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RESUMO

Os nematoides do género Meloidogyne Goeldi estdo entre os patdogenos
que possuem alta capacidade de causar prejuizos a diferentes culturas de
importancia economica. O uso de extrato de alho, além dos compostos organicos
volateis (COVs), pode constituir-se numa alternativa ao controle de diversas
doengas de plantas, incluindo aquelas causadas por nematoides. Este trabalho
foi realizado com o objetivo de investigar se os COVs e extratos de alho
possuem capacidade nematicida a Meloidogyne incognita. Em placa de Petri de
pléstico, foram realizados experimentos em que o extrato de alho, em diferentes
concentragoes, ficou em contato direto com ovos e juvenis de segundo estadio
(J2) de M. incognita, avaliando-se entdo a mortalidade e eclosdo de J2.
Utilizando-se placa de Petri de plastico bipartida, foi avaliada a imobilidade e
mortalidade de J2 por COVs. Os COVs também foram avaliados empregando-
se outra técnica em que se usaram tubos Supelco™™” SPME. O extrato aquoso de
alho possui compostos que diluidos em agua causaram alta imobilidade e
mortalidade de J2 de M. incognita, além de redugdo na eclosdo de J2. Esses
compostos diluidos em 4gua se mantiveram tdxicos aos J2 mesmo quando
estocado por 21 dias. Em placas bipartidas, tanto o extrato aquoso como o
macerado de alho sem agua, liberaram COVs toxicos a J2 de M. incognita, no
entanto, na maior dose usada para o extrato aquoso a mortalidade chegou a 17%
de J2 enquanto no alho macerado sem agua a mortalidade foi de 100% desde a
menor dose testada. Em tubos Supelco™ SPME, a menor dosagem do
macerado sem agua causou 96% de mortalidade enquanto no extrato aquoso foi
de 35% para a mesma dosagem. A mortalidade de J2 permaneceu a mesma com
o uso de areia seca e areia umida. Reducdo na eclosdo de J2 pelos COVs foi
semelhante tanto em macerado sem agua como em extrato aquoso de alho
chegando a 84% de reducdo da eclosdo quando comparado ao controle. O alho
pode ser um eficiente agente nematicida tanto pela liberagdo de COVs quanto
por compostos soliveis em agua, porém, os COVs sdo mais toxicos a J2 no
macerado de alho a seco.

Palavras-chave: Controle alternativo de fitonematoides. Manejo de
fitonematoides. Nematoides das galhas. Allium sativum.



ABSTRACT

The nematodes of the genus Meloidogyne Goeldi are among the
pathogens that have high potential to cause damage to different crops of
economic importance. The use of garlic extract, and volatile organic compounds
(VOCs), may become an alternative method for controlling various plant
diseases, including those caused by nematodes. The aim of this study was to
investigate whether VOCs and garlic extracts have the toxic capacity against
Meloidogyne incognita. By using plastic Petri dishes, experiments were
performed in which garlic extract, in different concentrations, was in direct
contact to eggs and second stage juveniles (J2) of M. incognita resulting in the
evaluation of J2 hatching and mortality. In compartimental Petri dishes the J2
mortality and immobility by VOCs, were evaluated. VOCs were also studied by
the technique in which Supelco'™ SPME tubes were used. The garlic aqueous
extract has water diluted compounds which caused high J2 immobility and
mortality as well as reduction in J2 hatching. The water diluted compounds
remained toxic to J2 even in storage for 21 days. In compartimental Petri dishes
both crushed garlic, aqueously or not, released toxic VOCs to M. incognita J2,
however, from aqueous, the J2 mortality reached 17% whereas from crushed
garlic without water the J2 mortality was 100% since the lower tested dose.
When the Supelco™ SPME tubes technique was used, the VOCs from the
lowest without-water-garlic-crushed caused 96% J2 mortality whereas from
aqueous crushed was 35% for the same dosage. The J2 mortality kept the same
when dried or wet sand was employed. J2 hatching reduction by VOCs was
alike in garlic crushed aqueously or not reaching to 84% hatching reduction
compared to control. Garlic may become an efficient bionematicide due to toxic
VOCs and water soluble compounds, however, the VOCs are more toxic to J2
when liberated from crushed garlic without water.

Keywords: Alternative control of nematodes. Management of nematodes. Root-
knot nematodes. Allium sativum.
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CAPITULO 1

INTRODUCAO GERAL

1 INTRODUCAO

Os nematoides s3o animais vermiformes que sdo encontrados em
praticamente todos os ambientes, podendo ser parasitas de humanos, animais e
plantas, causando diversos tipos de doencas ou serem organismos de vida livre.
Os nematoides parasitas de plantas sdo denominados fitonematoides. Estes
fitonematoides s@o responsaveis por uma redugdo aproximada de 11% das
producdes agricolas mundiais, o que corresponde a uma redu¢do de milhdes de
toneladas e um prejuizo de 80 bilhdes de dolares anuais (AGRIOS, 2005).

Em uma populacdo de nematoides de um solo sob condi¢do de manejo
agricola, 20 a 40% deles sdo fitonematoides (BOAG et al., 1998). No seu
controle tém sido empregadas diversas taticas de controle individualizadas ou
integradas (CAMPOS; SILVA, 2008; SIKORA; BRIDGE; STARR, 2005).
Porém, buscam-se métodos alternativos de controle que sejam eficientes e
possuam um baixo custo ao produtor além de evitar contamina¢des a0 homem e
ao meio ambiente.

As plantas podem ser uma saida na busca pelo controle de
fitonematoides, pois, elas possuem em seu metabolismo, compostos organicos
que sdo toxicos a diversos patogenos. Além de liberar esses compostos, as
plantas sdo utilizadas no manejo de doengas e pragas na forma de rotagdo de
culturas, consorcio, incorporagdo de 6rgdos triturados ao solo, entre outros.

Compostos constituintes de plantas que sdo toxicas a fitonematoides tém

sido encontrados como os glucosinolatos, entre outros (POTTER; DAVIES;
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RATHIEN, 1998; ZASADA; FERRIS, 2003) ¢ 6leos essenciais (BAKKALI et
al., 2008; CHOI et al., 2007; OKA et al., 2000; PARK et al., 2005, 2007).

Em extrato aquoso de alho, foi verificado que existem compostos
toxicos a Meloidogyne incognita (AMARAL et al., 2002; GUPTA; SHARMA,
1991). Compostos organicos volateis (COVs) de extrato aquoso de alho reduzem
a germinacdo de microconidio e o crescimento de hifas de Fusarium oxysporum
f.sp. lycopersici (TARIQ; MAGEE, 1990). Na atualidade, a maioria dos estudos
sobre a producdo de COVs tem se concentrado na produgdo de tais substancias
pelas plantas (KESSELMEIER; STAUDT, 1999). Entretanto, os COVs de alho,
ainda, ndo foram testados contra fitonematoides em nenhuma técnica em que os
COVs de alho sdo separados e s6 podem entrar em contato com o nematoide
pelo ar. Objetivou-se entdo, testar se os COVs e extrato do alho possuem

atividade nematicida a Meloidogyne incognita.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Nematoide de galhas Meloidogyne spp.

Nematoides sdo pequenos vermes filiformes pertencentes ao Filo
Nematoda, Reino Animal, abundantes no solo, na dgua e nas plantas. Em uma
populagido de nematoides de um solo sob condi¢do de manejo agricola, 20 a 40%
deles sdo fitonematoides (BOAG et al, 1998). No filo Nematoda sio
encontradas 4105 espécies de nematoides parasitas de plantas (HUGOT;
BAUJARD; MORAND, 2001). Sao diversos os 6rgaos das plantas atacados por
nematoides. Os nematoides formadores de galhas radiculares do género
Meloidogyne Goeldi estdo entre os patdgenos mais importantes da agricultura
mundial, pois, possuem a capacidade de causar prejuizos a diversas culturas de
importancia econdmica e possuem uma ampla disseminagdo pelo mundo em
decorréncia de sua facilidade de adaptacdo a diversos tipos de ambientes
(SASSER, 1980). No Brasil, a espécie M. incognita é uma das mais
disseminadas. Os danos causados as culturas sdo consequéncias do parasitismo
do nematoide na planta causando um efeito direto tanto na absor¢do de
nutrientes como na absor¢ao de agua por estas. Fatores como a idade da planta,
populacdo do nematoide, tipo de solo e condi¢des climaticas se relacionam
diretamente com as perdas causadas pelo fitonematoide (QUENEHERVE,
1988). Os juvenis de segundo estagio (J2) penetram na ponta da raiz e pela
injecdo de substancias, modificam algumas células localizadas proximas a regido
dos vasos dando origem as chamadas células gigantes ou nutridoras, que
aumentam de tamanho e passam a fornecer alimento ao nematoide que se torna
sedentdrio. Outras células menores, formadas proximas as células gigantes, sdo
produzidas para assimilacdo e transferéncia do alimento (FERRAZ;

MONTEIRO, 1995). Desse processo resultam raizes engrossadas na regido em
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que o parasitismo ocorre. Essas raizes diferenciadas sdo de facil visualizagdo a
olho nu e constituem as chamadas galhas que apresentam tamanho, forma e
localizacdo preferencial no sistema radicular, varidveis em fungdo da espécie de
Meloidogyne considerada, da planta hospedeira envolvida e do nivel de infecgdo
observado (FERRAZ, 2001).

Na cultura do café, os fitonematoides podem causar perdas em até 30%
(LORDELLO et al., 1990), e 17 espécies sao relatadas associadas ao cafeeiro no
mundo, sendo o M. exigua, uma das principais espécies para esta cultura, porém,
M. incognita e M. paranaensis sdo as espécies mais prejudiciais ao cafeeiro por
sua agressividade e dificuldade de controle (CAMPOS; VILLAIN, 2005;
ROBERTS, 1995). Meloidogyne paranaensis é agressivo ao cafeeiro, possui alta
persistencia no solo, ampla gama de hospedeiros e auséncia de fonte de
resisténcia em Coffea arabica (SILVA; OLIVEIRA; ZAMBOLIM, 2009). Em
todo o mundo foram descritas mais de 100 espécies de Meloidogyne ¢ 17 dessas
espécies estdo associadas ao cafeeiro (CAMPOS; VILLAIN, 2005).

Em algoddo, as estimativas de perdas no Brasil, causadas por
Meloidogyne spp. chega a 17% (SASSER; FRECKMAN, 1987), mas apenas as
ragas 3 ¢ 4 de M. incognita é que parasitam o algodoeiro. Na cultura da soja, os
prejuizos econdmicos chegam a bilhdes de ddlares no cendrio internacional com
perdas anuais de U$ 2,7 bilhdes causadas por Meloidogyne sp (TTHOHOD,
2000). No Brasil, M. javanica ¢ M. incognita sdo as espécies que mais limitam a
produgdo de soja. M. javanica ocorre de forma generalizada, enquanto M.
incognita predomina em areas cultivadas, anteriormente, com café ou algodao
(EMPRESA BRASILEIRA DE PESQUISA AGROPECUARIA - EMBRAPA,
2006). Além dessas, existem outras espécies que causam grandes prejuizos

econdmicos, como M. arenaria e Heterodera glycines.
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2.2 Biologia do alho

O alho (Allium sativum L.) pertence a familia Liliaceae, que inclui,
também, a cebola e cebolinha, constitui uma das 600 espécies dentro do género
Allium (BLOCK et al., 1993). E uma planta herbacea, com média de 50 cm de
altura ou mais. O pseudocaule ¢ formado pelas bainhas das folhas as quais se
implantam em caule pequeno e achatado. As gemas do caule, quando em
condi¢des climaticas favoraveis, desenvolvem-se formando cada uma um
bulbilho que, em seu conjunto, formam o bulbo. Os bulbilhos sdo formados pela
folha de protecdo, pela folha de reserva e pela folha de brotagdo. Os bulbilhos
estdo ligados ao caule pela base, recoberto por varias folhas que, em conjunto,
constituem a capa, que pode ser de coloragdo branca, arroxeada ou amarronzada
(SILVA; SILVA, 2009). Normalmente, no mesmo p¢, sdo produzidos de 6 a 15
bulbilhos, os quais sdo empregados como condimento culindrio e medicamento
ha centenas de anos em todo o mundo.

E uma cultura que exige baixa temperatura para que ocorra a
bulbificagdo e ¢ muito tolerante a geadas. Tanto a temperatura quanto o
fotoperiodo sdo fatores limitantes a produgdo e os valores sdo diferentes para
cada cultivar. O fotoperiodo deve ser maior que o valor critico da cultivar
utilizada, sendo que para algumas cultivares esse valor ¢ inferior a 9 horas,
porém, as cultivares tardias, denominadas cultivares nobres, exigem um
fotoperiodo minimo de 13 horas para bulbificar e clima frio. As temperaturas
exigidas pela cultura variam conforme as fases de desenvolvimento da planta,
variando de 10 a 25°C (MACEDO; SILVA; SILVA, 2009).

Para possibilitar o plantio de cultivares nobres em regides onde as
condigdes termo-fotoperiodicas ndo sdo favoraveis as exigéncias da planta, ¢
utilizada a pratica da vernalizagdo. Esta técnica se baseia em armazenar o alho-

semente durante um periodo de 40 a 60 dias em camara, com temperatura de 3 a
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5°C e umidade de 70 a 80%. A retirada dos bulbos da cdmara s6 devera ser feita
na véspera do plantio.

O plantio ¢ realizado entre fevereiro e julho e depende da cultivar a ser
plantada. O teor de 4gua no solo nunca deve ser inferior a 60%, porém, se o solo
tiver um teor muito maior que este, podera ocorrer superbrotamento.

O alho ¢ uma planta de cultura anual, porém, pode ser plantada
bienalmente. A China ¢ o maior produtor mundial de alho, onde foi responsavel
por cerca de 76% da produgdo no ano de 2005. Outros paises como a India,
Coreia do Sul, Russia, Espanha, Tailandia e Ucrania destacam-se entre os
maiores produtores mundiais. Na América do Sul, a Argentina ¢ o maior
produtor, seguido pelo Brasil (RESENDE; PEREIRA, 2009).

Apesar de o Brasil ser o segundo maior produtor de alho na América do
Sul, ele ¢ um importador de alho. Existe a exportagdo, porém, ¢ esporadica e em
baixa quantidade. Os maiores fornecedores de alho para o Brasil sdo Argentina e
China, sendo a China o maior exportador (MARQUES, 2011). No Brasil, Minas
Gerais se destaca pela maior produgdo de alho, seguida por Rio Grande do Sul,
Goias e Santa Catarina (COMPANHIA NACIONAL DE ABASTECIMENTO -
CONAB, 2011).

2.3 Usos, acdo pesticida e quimica do alho

Existem relatos sobre o alho desde 2600 a 2100 A.C.. Sua origem ¢ da
Asia Central e fazia parte da dieta de civilizagdes gregas e babilonicas.
Hipocrates (o pai da medicina moderna) descrevia o alho como um laxante,
diurético e que, também, servia no tratamento de tumores uterinos (HARRIS et
al., 2001).

Além de seu uso na alimentacdo, evidéncias de atividades

antimicrobianas do alho foram descritas na Franca, em 1721, quando, durante
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uma praga em Marselha, 4 homens ndo foram infectados apo6s a remogdo dos
mortos. Essa resisténcia a doenga foi atribuida ao alho e vinho (HANN, 1996).
Mas a atividade antimicrobiana do alho foi relatada por Pasteur em 1858,
embora nenhuma referéncia esteja disponivel.

O quimico alemdo Wertheim (1844) realizou os primeiros estudos
quimicos do alho. Por um processo de destilagdo a vapor, ele foi capaz de obter
um Oleo de cheiro pungente de dentes de alho. Ele propds o nome de alilo para
os hidrocarbonetos contidos no 6leo. O destilado a vapor que tinha propriedades
antimicrobianas também foi obtido por Semmler (1892). Cavallito ¢ Bailey
(1944) realizaram o primeiro estudo definitivo sobre a quimica do alho. Eles
atribuiram a atividade antibacteriana do alho ao tiossulfinato de dialila,
denominado alicina, que € uma substancia volatil e instavel. O bulbilho de alho
contém o substrato aliina (S-alil-S-oxo-L-cisteina) que, ao ser fatiado ou
esmagado, mistura-se a enzima alinase (Figura 1), produzindo o &cido
tiosulfénico que, pela dimerizacdo espontanea, forma a alicina, que ¢
responsavel pelo odor caracteristico do alho (SLUSARENKO; PATEL; PORTZ,
2008). A alicina contém, aproximadamente, 40% de enxofre, porém, sem
nitrogénio ou grupos halogénicos. O 6leo ¢ soluvel em agua e miscivel em
alcool, benzina e éter. A alicina ¢ mais bacteriostatica do que bactericida; no
entanto, seu efeito ¢ semelhante em bactérias Gram positivas ¢ em Gram
negativas (CAVALLITO; BAILEY, 1944).

Em decorréncia de sua alta instabilidade, a efetividade de sua agdo
antimicrobiana é questionada in vivo (AMAGASE et al., 2001). Bianchi et al.
(1997) verificaram que compostos orgédnicos volateis do alho, como cadeias
lineares de aldeidos, sulfeto de alila e dissulfetos, mostraram-se estaveis apos
uma semana de preparagdo em solucdo. As agdes biologicas da alicina foram
observadas em diversas pesquisas (PARK et al., 2005; SLUSARENKO;
PATEL; PORTZ, 2008).
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Na agricultura, o uso de extrato ou 6leo de alho pode constituir-se numa
alternativa no controle de diversas doengas de plantas, incluindo aquelas
causadas por nematoides (BIANCHI et al., 1997; PARK et al., 2005; TARIQ;
MAGEE, 1990).

(@] H i (0]
A | alinase $
C 2 piruvatos + 2 amdnias
AN \ NH, RO AN g T 2P
COOH
alina alicina

Figura 1 Produgdo de alicina pela quebra da aliina resultante da acdo da enzima
alinase

Oleos esséncias de alho, na maior concentracio testada, apresentaram
atividade nematicida, causando 100% de imobilidade ¢ de mortalidade em
machos, fémeas e juvenis de Bursaphelenchus. xylophilus (PARK et al., 2005).
Também foram avaliados os componentes do alho (sulfeto de dialila, dissulfeto
de dialila e trissulfeto de dialila) ¢ da canela (cinemaldeido e acetato cinamil)
quanto aos seus efeitos nematicidas a esse patogeno. O alho se mostrou mais
eficiente que a canela. Os compostos encontrados nos 6leos essenciais do alho
foram o dissulfeto de dialila (59,7%), sulfeto de dialila (21,3%) e trissulfeto de
dialila (10,9%). Dentre eles, o trissulfeto de dialila, foi o mais toxico e com
maior peso molecular, seguido do dissulfeto de dialila, com menor peso
molecular. Entretanto, Neves et al. (2005) ndo obtiveram redu¢do na eclosdo de
J2 de M. javanica com extratos cetdonicos de alho, mostarda e pimenta
malagueta.

Extrato de alho tem se mostrado eficiente no controle de fungos
fitopatogénicos. Bianchi et al. (1997) verificaram efeito fungistatico de extrato
aquoso de p6 de alho adicionado em meio BDA (batata dextrose Agar) em

placas de Petri em testes realizados com Rhizoctonia solani, Pythium ultimum
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var. ultimum, Fusarium solani e Colletotrichum lindemuthianum.  Eles
verificaram, por meio de MEV (microscopio eletronico de varredura) que, na
menor concentragdo testada, apenas P. ultimum apresentou alteragdes
morfologicas. Entretanto, na maior concentragdo, R. solani e C. lindemuthianum
tiveram suas hifas fortemente danificadas, enquanto F. solani teve suas hifas
fragmentadas e com um didmetro ligeiramente menor do que as do controle,
porém, tanto F. solani quanto C. lindemuthianum aumentaram a produgdo de
conidios nos tratamentos. O autor afirma que a atividade antifungica do alho
pode ser atribuida apenas parcialmente ao composto volatil que o alho contém e
que essa atividade pode ser atribuida a ajoenos, que ¢ um dos compostos ativos
do alho. Balestra et al. (2009), utilizando extrato de alho contra Pseudomonas
syringae pv. tomato, Xanthomonas vesicatoria e Clavibacter michiganensis
subsp. michiganensis verificaram o efeito antibacteriano tanto in vitro como in

Vivo.

2.4 Compostos orgéanicos volateis do alho e de outras plantas

Produtos a base de compostos orgénicos volateis (COVs) poderdo
constituir-se em método alternativo de controle de fitonematoides no futuro. Na
atualidade, a maioria dos estudos sobre a produgdo de COVs tem se concentrado
na producdo de tais substancias pelas plantas (KESSELMEIER; STAUDT,
1999). As plantas podem produzir mais de 1700 COVs diferentes em mais de 90
familias, mas a maioria das espécies pode emitir entre 20 e 60 compostos
diferentes (KNUDSEN; GERSHENZON, 2006).

Compostos volateis com agdo biocida liberados, durante a
decomposi¢do de brassicas, estdo envolvidos na biofumigag¢do (ANGUS et al.,
1994; KIRKEGAARD; SARWAR, 1998). Apo6s a ruptura mecanica ou

bioquimica de tecidos das brassicas, glucosinolatos e mirosinases, localizados
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em diferentes partes das células, sdo liberados. A hidrolise enzimatica de
glucosinolatos leva a formacao de isotiocianatos volateis bioativos, sendo entdo
os glucosinolatos os precursores do isotiocianato (ROUBTSOVA et al., 2007).
O isotiocianato ¢ toxico a diversos patogenos (MOJTAHEDI; SANTO, 1996;
SARAVIA; GAYLARDEB, 1998; ZASADA; FERRIS, 2003). Com cobertura
plastica, os volateis podem permanecer por mais tempo no ambiente do solo e
ser mais eficientes no controle de fitopatogenos. No entanto, quando ndo ha a
cobertura plastica, os compostos sdo rapidamente dissipados para a atmosfera
(AMBROSIO et al., 2008).

Muitos volateis florais possuem atividade antimicrobiana ou antifingica
e podem, também, agir na defesa de 6rgdos reprodutivos da planta contra
patogenos (FRIEDMAN; HENIKA; MANDRELL, 2002; HAMMER;
CARSON; RILEY, 2003; MORAES et al., 2001).

O alho ¢é famoso por seu odor caracteristico, decorrente da
alicina e outros componentes soliveis. Yu, Wu e Liou (1989a, 1989Db)
verificaram que, na destilacdo a vapor de homogeneizados de alho, a maioria das
alicinas foram decompostas a sulfuretos, e os principais volateis identificados
por CG-MS foram monossulfetos, dissulfetos e trissulfetos. Wu, Yang e Liu
(1996), expondo bulbos de alho a irradiagdes para verificar os niveis de
compostos volateis verificaram tanto em alho irradiado quanto ndo irradiado
(controle) que os principais compostos volateis foram dissulfeto de dialila (77%
dos volateis totais), dissulfeto de alila e metila (6%), 3,3~ tiobis-1-propeno
(4%), tetrassulfeto de dialila (2%), trans-1,2-dimetoxicicloexano (1 %), e
trissulfeto de dialila (1%).

Em resumo, a alicina é um componente que possui caracteristicas
antimicrobianas e antifingicas ¢ ¢ um composto extremamente instavel, que se

decompoe em sulfetos, incluindo ajoeno. Embora a alicina tenha demonstrado
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ser um agente antimicrobiano eficaz in vitro, os seus efeitos in vivo sdo

questionaveis (FREEMAN; KODERA, 1995).
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3 CONSIDERACOES GERAIS

Diversas dificuldades s3o encontradas no controle de Meloidogyne
incognita por parte dos agricultores, por este patégeno apresentar uma ampla
gama de hospedeiro além de alta adaptagdo a diversos tipos de ambientes. As
principais formas de controle baseiam-se na aplicacdo de nematicidas sintéticos
que, além de apresentarem um alto custo de produgdo, sdo altamente toxicos ao
meio ambiente ¢ ao homem. Métodos de controle como rotacdo de cultura e
consorcios se fazem necessarios, porém, cada um isoladamente ndo apresenta
alta eficiéncia. Consequentemente, varios estudos tém sido realizados com o
objetivo de obter novos métodos de controle e que contornem os problemas dos
produtos atualmente disponiveis. Para tanto, uma possivel alternativa consiste no
uso de substincias organicas oriundas de extratos de plantas que possuem
atividade nematicida. Extratos de alho podem apresentar propriedades
nematicidas que poderdo ser testadas tanto na forma de extratos aquosos, em que
0s compostos se apresentam soliveis em agua, quanto na forma de compostos

organicos volateis.
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CAPITULO 2

Compostos organicos volateis e extrato de alho no controle de Meloidogyne

incognita

RESUMO

Os compostos orgénicos volateis (COVs) de 6rgdos de plantas, além de
demonstrarem outro modo de agdo das plantas, na redu¢do populacional de
fitonematoides, levam a investigacdo sobre a viabilidade de seu uso no controle
desses patogenos. Objetivou-se investigar se os COVs e extratos de alho
possuem atividade nematicida a Meloidogyne incognita. Com o uso de placas de
Petri de plastico, foram realizados experimentos onde extratos de alho em
diferentes concentra¢des ficaram em contato direto com juvenis do segundo
estadio (J2) de M. incognita e avaliadas mortalidade e eclosdo de J2. Também
foi avaliada a mortalidade de J2 por COVs em placa de Petri de plastico
bipartida assim como mortalidade e eclosdo dos nematoides também, pelos
COVs em tubos Supelco™ SPME. Foi verificado que o extrato aquoso de alho
causou imobilidade ¢ mortalidade de J2 de M. incognita bem como redugio na
eclosdo de J2. Esse efeito foi maior com o aumento da concentragdo do alho no
extrato e com o selamento das placas com parafilm onde estavam o extrato e os
J2. A toxicidade do extrato aquoso de alho continuou elevada quando estocado
por 21 dias. Os COVs do alho causaram imobilidade e mortalidade progressiva
de J2 de M. incognita com o aumento da dosagem do alho em extrato aquoso
com maior efeito no macerado sem agua. Nesse macerado sem agua os COVs
liberados do alho causaram alta imobilidade e mortalidade de J2 a partir de 24
horas e foram sempre mais elevadas do que em extrato aquoso. Entretanto,
quando no tubo Supelco™ SPME de uso na técnica empregada neste ensaio,
adicionou-se areia seca ou umida, a producdo de COVs toxicos a J2 pelos
macerados de alho sem agua foi semelhante. A eclosdo de J2 foi reduzida por
COVs liberados tanto pelo macerado sem agua como pelo extrato aquoso de
alho. Com base nesses resultados, o uso de COVs de alho pode ser um método
alternativo de controle de M. incognita, mas pesquisas ainda deverdo ser feitas
tanto em casa de vegetagdo como em campo para aperfeicoamento do método e
evitar riscos de fitotoxidez.

Palavras-chave: Controle alternativo de fitonematoides. Manejo de
fitonematoides. Nematoides das galhas. Allium sativum.
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ABSTRACT

The volatile organic compounds (VOCs) from plant organs besides
demonstrating other mode of action of plants on the reduction of plant-parasitic
nematode populations also motivate the investigation about the viability of their
use on the control of those pathogens. The objective of this study was to
investigate whether VOCs and garlic extracts have nematicidal activity to
Meloidogyne incognita. With the use of Petri dishes, experiments were
performed where garlic extracts at different concentrations were in direct contact
with second stage juveniles (J2) of M. incognita and evaluated mortality and
hatching of J2. The J2 immobility and mortality by VOCs were also evaluated in
compartimental Petri dishes. VOCs were also studied by technique which uses
Supelco™ SPME tubes. In the aqueous garlic extract, water diluted compounds
caused immobility and mortality of second stage juveniles (J2) of M. incognita
in addition to reduction of J2 hatching. Those effects were greater with the
increase of garlic concentration in the extract and with sealing the plates with
parafilm where the extract and J2 were inside. The garlic VOCs caused
immobility and mortality of M. incognita J2 progressively with better effect
when garlic were crushed without water. The VOCs released from crushed garlic
without water caused high J2 immobility and mortality since 24 hours storage
and the toxicity was always greater compared to aqueous garlic crushed. When
in Supelco™ SPME tubes wet and dried sands were used the VOCs productions
from crushed garlic without water were alike. The J2 hatching was reduced
similarly by VOCs released by both crushed garlic, aqueously or not. Based on
those results, the use of garlic as bionematicide may become an alternative
control method after development of additional research in field and greenhouse
for modeling the uses and investigation on plant toxicity.

Keywords: Alternative control of nematodes. Management of nematodes. Root-
knot nematodes. Allium sativum.



31

1 INTRODUCAO

O nematoide Meloidogyne incognita possui ampla gama de hospedeiros
entre plantas anuais e perenes causando prejuizos a maioria das culturas
exploradas economicamente (CAMPOS; SILVA, 2008; EVANS; TRUDGILL;
WEBSTER, 1993; LUC; SIKORA; BRIDGE, 2005). No seu controle tém sido
empregadas diversas taticas de controle individualizadas ou integradas
(CAMPOS; SILVA, 2008; SIKORA; BRIDGE; STARR, 2005). Porém,
buscam-se métodos alternativos que evitem a contamina¢do do homem e do
meio ambiente.

As plantas, neste sentido, possibilitam o controle desses patogenos pelo
uso direto (rotag@o de culturas, consoércio, incorporagdo de 6rgdos triturados ao
solo) além de possibilitar a obtencdo de conhecimento cientifico sobre moléculas
organicas toxicas integrantes de sua fisiologia e que ja existem no comércio cujo
potencial como nematicida devem ser analisados. Compostos constituintes de
plantas toxicas a fitonematoides tém sido encontrados como os glucosinolatos e
seus produtos de hidrolise além de triterpenoides, glucosideos, alcaloides,
compostos fendlicos, acidos graxos, sesquiterpenos, di € monoterpenoides,
poliacetileno, entre outros (BEGUN et al., 2008; BUSKOV et al., 2002;
CHITWOOD, 2002; DAYAN; CANTRELL; DUKE, 2009; LAZZERI;
TACCONI; PALMIERI, 1993; ZASADA; FERRIS, 2003) e dleos essenciais
(BAKKALI et al., 2008; CHOI et al., 2007; OKA et al., 2000; PARK et al.,
2005, 2007).

Compostos constituintes dos tecidos do alho tém demonstrado atividades
antifungicas, antibacterianas, antiviral e antiprotozoarios (HARRIS et al., 2001).
Contudo, as atividades nematicidas tém sido investigadas recentemente. Os
6leos essenciais de alho causam de 78 a 100% de mortalidade in vitro de

Bursaphelenchus xylophilus. Nesses 0leos encontram-se em concentragdes
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variadas de sulfeto de dialila (21,3%), dissulfeto de dialila (59,7%) e trissulfeto
de dialila (10,9%), sendo o trissulfeto de dialila observado como o mais toxico a
B. xylophilus (PARK et al., 2005).

No bulbilho do alho, em extrato aquoso, existem compostos toxicos a
Meloidogyne incognita (AMARAL et al., 2002; GUPTA; SHARMA, 1991).
Entretanto, a extragdo desses compostos toxicos por cetona e posterior diluigdo
em agua ndo reduziu a eclosdo de juvenis de segundo estadio (J2) de M.
javanica (NEVES et al., 2005). Possivelmente, a cetona ndo tenha sido o
extrator apropriado para as moléculas toxicas do alho a nematoides, desde que
essas moléculas organicas sejam de pequeno peso molecular e se volatilizam
durante o procedimento empregado. Compostos organicos volateis (COVs) de
extrato aquoso de alho reduzem a germinag¢do de microconidio € o crescimento
de hifas de Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici (TARIQ; MAGEE, 1990).
Entretanto, os COVs, ainda ndo foram testados em separado contra
fitonematoides. Portanto, objetivou-se neste trabalho investigar a capacidade
nematicida de compostos organicos volateis e extratos de alho a Meloidogyne

incognita.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Obtencdo de ovos e juvenis do segundo estadio (J2) de Meloidogyne

incognita

Raizes galhadas de tomateiros cv. Kada, cultivadas em casa de vegetagao
¢ infestadas por M. incognita, foram lavadas cuidadosamente e cortadas em
pedagos de, aproximadamente, 2 cm. A seguir, foram trituradas em
liquidificador por 40 segundos em solugcdo de hipoclorito de sédio 0,5%,
conforme técnica de Hussey e Barker (1973). Foram colocadas, entio,
aproximadamente, 3 g de caulim por tubo, realizando-se a limpeza dos ovos pela
técnica de Coolen e Herde (1972). Os ovos retidos na peneira de 0,025 mm
foram recolhidos em béquer de 500 mL, utilizando-se pisseta contendo agua
destilada. Para a obten¢do dos J2 foi utilizada uma camara de eclosdo formada

com tela colocada num funil de vidro.

2.2 Obtencao do extrato aquoso de alho

Bulbilhos de alho do grupo Roxo, subgrupo Nobre, produzidos em
Mendoza, na Argentina, foram descascados e triturados em liquidificador com
agua destilada por 1 minuto e 30 segundos. O extrato, assim obtido, foi diluido

em agua destilada e esterilizada conforme as necessidades de cada ensaio.

2.3 Obtencao do macerado sem agua de alho

Bulbilhos de alho comercializado em Lavras, MG, foram descascados e

esmagados em esmagador de alho de cozinha e empregados imediatamente nos

ensaios.
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2.4 Compostos diluidos em agua a partir de macerado aquoso de alho

2.4.1 Imobilidade e mortalidade de juvenis de segundo estadio (J2) de

Meloidogyne incégnita

Foram colocados em placas de Petri de 5 cm de didmetro, 1 mL de
suspensdo contendo 100 J2 recentemente eclodidos juntamente com 7 mL do
extrato de alho nas concentragdes de 5, 10, 20 e 40 g/L de agua esterilizada.
Como controle, utilizou-se dgua no lugar do extrato de alho. O experimento foi
montado em delineamento inteiramente casualisado em fatorial (2X4) com 4
repeticdes (placas): [2 (placas seladas com parafilm e placas ndo seladas com
parafilm) X 4 (dosagens) X 4 (repeticdes)]. Todas as placas foram mantidas em
camara de crescimento a 28°C. Quarenta e oito horas apds, avaliou-se o numero
de J2 imo6veis e mortos. A suspensdo de J2 iméveis adicionou-se NaOH 1M
conforme metodologia descrita por Chen e Dickson (2000), caracterizando-se,

assim, os J2 mortos.

2.4.2 Eclosao de J2 de M. incognita em extrato aquoso de alho

Ovos de M. incognita foram colocados em 8 mL de extrato aquoso de alho
nas concentracdes de 5, 10, 20 e 40 g/ de agua esterilizada em placas de Petri
com 5cm de diametro, formando camaras de eclosdao que foram mantidas em
temperatura de 28°C. Como controle, os ovos foram colocados em agua pura. O
experimento foi feito em delineamento inteiramente casualisado, com 8
repeti¢cdes. O niimero de J2 eclodido foi contado a cada 24 horas durante 14 dias,
em microscopio de objetiva invertida. A cada dia foi feita, também, a
substituicdo do extrato de alho das placas por outro extrato que foi produzido no

dia da montagem do experimento.
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2.4.3 Mortalidade de J2 de M. incognita em extrato aquoso de alho estocado

por 21 dias

Extrato aquoso de alho nas concentragdes de 5 e 20g/L foram
armazenados em garrafas plasticas tipo “PET” durante 21 dias. A seguir, sete
mL desses extratos foram colocados em placas de Petri de 5 cm de didmetro e
adicionado ImL de suspensdo contendo, aproximadamente, 100 J2 vivos. Como
controle, foi colocado dgua na placa em substituicdo ao extrato aquoso de alho.
O delineamento empregado foi inteiramente casualisado com 8 repeti¢des
(placas). As placas foram incubadas em camara de crescimento a 28°C por 48 h.
A seguir, contou-se o numero de J2 imoveis e moveis. Empregando-se técnica
de Chen e Dickson (2000) estimou-se o nimero de J2 mortos dentre aqueles

imoveis.

2.5 Compostos orgéanicos volateis (COVs) de alho a Meloidogyne incognita

Utilizaram-se no estudo de COVs de alho as técnicas desenvolvidas por
Fernando et al. (2005) em que se usam placas bipartidas e por Botelho et al.
(2011) em que se usam tubos Supelco™ SPME. Foram estudados os COVs

liberados pelo extrato aquoso e macerado seco.

2.5.1 Mortalidade de J2 de M. incognita por COVs liberados por extrato

aquoso de alho empregando placas bipartidas

Extrato aquoso de alho na concentragdo de 5, 10, 20 ou 40 g/L. foi
colocado em um dos compartimentos de placa de Petri de plastico bipartida com
9 cm de diametro pela técnica de Fernando et al. (2005). No compartimento

contiguo foi colocado 1 mL de suspensdo com 100 J2. O delineamento do
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experimento foi inteiramente casualisado com 8 repetigdes. Como controle, foi
colocado agua no lugar de extrato de alho. As placas foram incubadas em
camara de crescimento a 28°C. Apds 48 h foi feita a avaliacdo. Para isto, a
suspensao foi colocada em placa Elisa e contados os J2 imdveis e mortos. A
mortalidade entre os J2 imoveis foi definida pelo teste de NaOH seguindo

técnica de Chen e Dickson (2000).

2.5.2 Mortalidade de J2 de M. incognita por COVs liberados por alho
macerado sem agua empregando placas bipartidas

Alho macerado sem agua nas quantidades de 2, 4, 6 ou 8 gramas foi
colocado em um dos compartimentos da placa bipartida. No compartimento
oposto foi colocado ImL de suspensdo com 100 J2. Como controle, foi colocado
em um dos compartimentos apenas a suspensdo de J2. A placa, entdo, foi selada
com parafilm. O delineamento foi inteiramente casualisado com 5 repetigdes.
Ap0s 24 horas foram contados os J2 moéveis e imoveis. A mortalidade dentre os
J2 imoveis foi avaliada utilizando-se a técnica de Chen e Dickson (2000), com

NaOH 1IM.

2.5.3 Mortalidade e imobilidade de J2 de M. incognita por COVs liberados
do alho macerado sem &gua e do extrato aquoso empregando tubos
Supelco™ SPME

Foi utilizada técnica descrita por Botelho et al. (2011) (Figura 1)
modificada, para avaliacdo de volateis de oOrgdos vegetais, j4 que a técnica
original foi desenvolvida para COVs de solo. Na superficie da camada de 25 g
de areia seca e ao lado do microtubo enterrando até sua metade (Figura 1D e E),

colocaram-se 2, 4, 6 ou 8 gramas de alho macerado sem agua ou alho macerado
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com adi¢do de agua esterilizada 1:1 (1 grama de alho para 1 mL de 4gua)
formando o extrato aquoso de alho. Como controle foi preparado o tubo
Supelco™ SPME apenas com areia e o microtubo. Colocou-se no microtubo de
cada tubo Supelco™ SPME, aproximadamente, 100 juvenis de segundo estadio
(J2) de Meloidogyne incognita em 1 mL de suspensdo no mesmo dia em que o
ensaio foi montado (Figura 1F a H). Os frascos foram, entfo, vedados com
tampa rosqueada metalica, revestida internamente por uma pelicula de silicone
ligando a tampa metalica ao frasco, garantindo vedagao total (Figura 1 A a C). O
ensaio foi montado em delineamento inteiramente casualisado em fatorial (2X5)
com 4 repeti¢des: [2 (alho macerado sem agua e extrato aquoso) X 5 (dosagens)
X 4 (repetigdes)]. Vinte e quatro horas e quarenta e oito horas apds, avaliou-se o
numero de J2 imoveis e moveis. A mortalidade, dentre os imoveis, foi avaliada

empregando-se a técnica de Chen e Dickson (2000) utilizando-se NaOH 1 M.

2.5.4 Mortalidade de J2 de M. incognita por COVs liberados do alho

macerado sem 4gua em tubos Supelco™ SPME com areia seca e molhada

Foi utilizada técnica descrita por Botelho et al. (2011) (Figura 1). Em
frasco Supelco™ SPME colocaram-se 25 g de areia lavada e seca, ou areia
umida a 80% da capacidade de campo utilizando-se dgua esterilizada apds 20
minutos a 120°C sob pressio de 1 kgf/lcm®. No centro, enterrado até a sua
metade, colocou-se um microtubo Eppendorf (1,5 mL de capacidade). Na
superficie da camada da areia seca ou molhada e ao lado do microtubo,
colocaram-se 2, 4, 6 ou 8 gramas de alho macerado sem agua. Como controle
utilizou-se apenas areia seca ou areia molhada e o microtubo enterrado até sua
metade. Colocaram-se no microtubo, dentro de cada tubo, aproximadamente 100
J2 de M. incognita em 1 mL de suspensdo no mesmo dia em que o ensaio foi

montado. Os frascos foram, entdo, vedados com tampa rosqueada. O ensaio foi
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montado em delineamento inteiramente casualisado em fatorial (2X4) com 3
repeticdes [2 (areia molhada e areia seca) X 4 (dosagens) X 3 (repetigdes)].
Vinte e quatro horas e quarenta e oito horas apds, avaliou-se o numero de J2
mortos. A mortalidade, foi avaliada empregando-se a técnica de Chen e Dickson

(2000) utilizando-se NaOH 1 M.

Figura 1 Material usado na avaliagdo de volateis de macerados de alho. A)
frascos Supelco™SPME; B) pelicula de silicone; C) tampa metalica
expondo, no topo, a pelicula de silicone; D) tubos Eppendorf; E) frasco
com areia, alho macerado e J2, pronto para o bioteste de volateis de
alho téxicos; F) seringa para inje¢do da suspensdao de juvenis de
segundo estadio (J2) de Meloidogyne incognita; G) inje¢do da
suspensdo de juvenis de segundo estadio (J2); H) selagem com fita
adesiva do orificio de perfuracdo do silicone pela seringa. Seta em E:
indica o alho macerado; em G: inje¢do da suspensdo no interior do
microtubo Eppendorf e em H: indica a fita adesiva sobre orificio feito
pela agulha
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2.5.5 Mortalidade e imobilidade de J2 de M. incognita por COVs liberados
pelo alho macerado sem &gua e estocado empregando tubos Supelco™
SPME

Utilizou-se, também, a técnica modificada de Botelho et al. (2011),
porém, substituindo o solo por areia, pois a técnica foi desenvolvida para
estudos de COVs de solo.

Com o objetivo de avaliar a mortalidade e imobilidade de J2, quanto a
diferentes tempos de estocagem dos COVs de alho, dois gramas de alho
macerado sem 4gua foram colocados na superficie da camada de areia ao lado
do microtubo e em tubos Supelco™ SPME. Os tubos foram vedados e estocados
em camara de crescimento a 28°C nos tempos de 3, 6 e 12 dias. No terceiro dia
de estocagem, injetou-se 1 mL de uma suspensdo aquosa com,
aproximadamente, 100 J2 no microtubo. Esse procedimento foi feito no sexto e
no décimo segundo dia para os tubos correspondentes de cada tratamento
(diferentes tempos). Como controle, empregou-se frasco apenas com areia (sem
alho). O delineamento foi inteiramente casualisado com 4 repeti¢des. Apos 24 e
48 horas contou-se o niumero de J2 moveis e imoveis. A mortalidade entre os J2
iméveis foi definida empregando NaOH de acordo com a técnica descrita por

Chen e Dickson (2000).

2.5.6 Eclosdo de J2 de M. incognita por COVs liberados pelo alho em tubos
Supelco™ SPME

Utilizou-se, também, a técnica modificada de Botelho et al. (2011). Para
isto, o alho foi macerado sem agua e em agua esterilizada 1:1 (1 grama de alho
para 1 mL de 4gua). Na superficie da camada de areia lavada e seca e ao lado do

microtubo colocaram-se 2, 4, 6 ou 8 gramas de alho macerado sem agua ou em
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agua. No microtubo de cada tubo colocaram-se, aproximadamente, 500 ovos de
M. incognita em 1 mL de suspensio em agua. Os tubos foram vedados e
mantidos a 28°C em camara de crescimento. O delineamento foi estabelecido no
delineamento inteiramente casualisado. Sete dias apos, foi avaliado o nimero de
J2 eclodidos e calcularam-se as porcentagens de eclosdo e de reducdo da

eclosdo.

2.6 Desenvolvimento embrionario dentro dos ovos

Apds a exposi¢do dos ovos aos COVs dos macerados a seco e aquoso do
alho do experimento anterior (teste de eclosdo de J2) avaliaram-se as fases do
desenvolvimento embrionario dentro dos ovos ndo eclodidos. Para isso, 100
ovos foram escolhidos ao acaso e estimou-se o nimero deles nas fases: Fase 0=
ovos na fase unicelular, embriées mortos ou anormais, Fase A = 2 células, Fase
B =4 células, Fase C = multicelular, Fase D = gastrula, Fase E = tadpole e Fase
H = ovos com juvenil formado. Esta avaliagdo foi repetida, ao acaso, por 3 vezes
e calculada a média que foi utilizada como resultado de cada repeti¢do. Os dados
obtidos das fases A, B e C foram agrupados em MC (multiplicagdo celular), bem

como os obtidos nas fases D e C em DE (desenvolvimento embrionario).

Todos os ensaios foram repetidos por 2 a 3 vezes.
2.7 Andlise dos dados e estatistica

os valores foram submetidos a analise de varidncia, sendo as médias
comparadas pelo teste de Scott ¢ Knott (1974) a 5% de significancia. Para tanto,

empregou-se o programa SISVAR. Também se usou em alguns ensaios a analise

de regressao.
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3 RESULTADOS

3.1 Efeito dos compostos do alho diluidos em agua a partir de macerado

aquoso em Meloidogyne incognita

O extrato aquoso de alho apresentou toxicidade progressiva
reduzindo a mobilidade e aumentando a mortalidade de juvenil de segundo
estadio (J2) de M. incognita, de acordo com o aumento da concentragdo de alho
no extrato em placas mantidas seladas ou nao com parafilm, sendo mais elevada
a toxicidade nas placas seladas, porém, igualaram-se na concentragdo mais
elevada dos extratos testados chegando a 100% de mortalidade dos J2 (Gréafico
1A e B). Da mesma forma, a eclosdo foi reduzida, significativamente, com o
aumento da dose de alho no extrato igualando-se nas maiores doses (10- 40 g/L
com 96% de reducdo da eclosdo) (Grafico 1 C). Quando o extrato aquoso foi
estocado por 21 dias, os compostos aumentaram, significativamente, a
mortalidade com o aumento da concentragdo do alho no extrato comparados

com o controle chegando a 98% de mortalidade na maior dose (Grafico 1D).
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Grafico 1 Toxicidade de compostos diluidos em 4gua a partir do extrato aquoso
de alho a juvenis de segundo estadio (J2) e inibi¢do da eclosdo de J2
de Meloidogyne incognita. Imobilidade (A) e mortalidade (B) de J2
por varias concentragdes de alho em placas seladas ou ndao com
parafim avaliadas 48 horas apo6s a exposi¢do a suspensao do extrato.
Eclosdo de J2 (C) por extrato aquoso de alho. Mortalidade de J2 (D)
por extrato aquoso de alho estocado por 21 dias. Barras com mesma
letra ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de
probabilidade
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3.2 Efeito dos compostos organicos volateis do alho em Meloidogyne

incognita

Estudos preliminares foram realizados, utilizando-se a técnica de
Fernando et al. (2005) (placas bipartidas) e observou-se que tanto o extrato
aquoso como o macerado sem agua de alho liberaram componentes orgéanicos
volateis (COVs) toxicos a J2 de Meloidogyne incognita. Embora as
concentragoes dos macerados colocados nas placas sejam diferentes, observou-
se de imediato menor atividade nematicida do extrato aquoso comparado com o
macerado sem agua. O macerado sem agua causou alta mortalidade (100 %)
desde a menor dose testada (Grafico 2B) enquanto no extrato aquoso o aumento

foi progressivo e lento, chegando a maior dose testada a 17% (Grafico 2A).
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Grafico 2 Toxicidade de compostos organicos volateis (COVs) liberados por
extrato aquoso de alho e por alho macerado sem agua a Meloidogyne
incognita empregando-se placas bipartidas: Mortalidade (A) de
juvenis de segundo estadio (J2) por COVs liberados por extrato
aquoso de alho. Mortalidade (B) por COVs liberados pelo alho.
Barras com mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Scott-
Knott a 5% de probabilidade
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Decidiu-se, entdo, realizar um estudo comparativo entre macerado sem
agua e com agua utilizando-se a técnica de Botelho et al. (2011) e as mesmas
concentragdes de alho macerado. No macerado sem 4agua, tanto a mortalidade
como a imobilidade foram mais elevadas comparadas com o macerado aquoso,
principalmente, nas menores dosagens. Na avaliacdo feita em 48 horas de
exposi¢do aos COVs, a menor dosagem do macerado sem agua (1 g) a
mortalidade chegou a 96%, enquanto no extrato aquoso (1g/1 mL de 4dgua) foi de
35%. Maior mortalidade ¢ imobilidade foram observadas nas avaliacdes de 48
horas de exposi¢do dos J2 aos COVs comparada com 24 horas. A porcentagem
de J2 mortos foi sempre menor do que os imdveis em qualquer dose ou tempo de
exposic¢do (Grafico 3 A, B, C e D). Os COVs das doses 6 e 8 gramas de alho em
extrato aquoso em 48 horas causaram mortalidade semelhante ao macerado sem
agua e maior (P<0,05) do que os demais testados. Porém, no macerado sem 4gua
apenas os COVs da dose mais baixa (1 g) causaram mortalidade de J2 menor
(P<0,05) do que os demais testados (Grafico 3D). No controle a imobilidade e
mortalidade de J2 em 24 horas foram em média de 3,5% e 1,25%
respectivamente. No periodo de 48 horas as médias de imobilidade e

mortalidade do controle foram de 2,75% e 2,25%, respectivamente.



46

Macerado a seco Extrato aquoso
Macerado a seco Extrato aquoso
120
100 A S
o =}
s 7 2
5 ]
) 1
3 60 g
=2 =
;<S: 40 4 ;25
E 20
O e 6 8 1 246 8
1 2 4 6 8 1 2 4 6 8
Dosagens (g) Dosagens (g)
Macerado a seco Extrato aquoso Macerado a seco Extrato aquoso
120
3 120 a bbbb b b b 100 a b b b b d d
< 100 a @
= a <
s 80 S 80
< 3
g 60 g 60
]
=2 4 £ 40
- 3
£ 20 20
0 1 2 4 6 8 1 2 4 6 8 0
12 4 6 8 1 2 4 6 8
Dosagens (g) Dosagens (g)

Grafico 3 Toxicidade de compostos organicos volateis (COVs) liberados por
extrato aquoso de alho e macerado sem agua em dois tempos de
exposigdo dos juvenis de segundo estadio (J2) de Meloidogyne
incognita (24 e 48 horas). Imobilidade (A) e mortalidade (B) de J2
avaliados apds 24 horas apds de exposi¢do dos J2 aos COVs.
Imobilidade (C) e mortalidade (D) de J2 avaliados ap6s 48 horas de
exposicdo dos J2 aos COVs. Barras com mesma letra ndo diferem
entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade

Como a umidade foi fator importante na diminui¢do da capacidade
nematicida do macerado de alho, testou-se, entdo, o efeito na mortalidade de J2
da areia seca ou molhada (80 % da capacidade de campo) que se usa como
suporte para o microtubo na técnica de Botelho et al. (2011). Embora o efeito
ndo tenha sido significativo, houve um aumento gradativo da mortalidade, de

acordo com as doses, igualando-se na maior dosagem (Grafico 4).
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Como a atividade nematicida do extrato aquoso se manteve elevada com
21 dias de estocagem, decidiu-se testar a estocagem dos COVs. Observou-se que
os COVs estocados por 3, 6 e 12 dias mantém alta mortalidade e imobilidade de
J2 expostos por 48 horas (91 — 97%). Entretanto, os J2 expostos em COVs por
24 horas tiveram alta mortalidade com 3 dias de estocagem (91%) e queda
significativa aos 6 (44%) e 12 dias (57%) (Grafico 5 A, B e C). No controle, a

imobilidade e mortalidade médias foram de 3 e 1,5%, respectivamente.
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Grafico 4 Toxicidade de compostos organicos volateis (COVs) liberados por
macerado de alho a seco colocado na superficie da areia molhada e
de areia seca dentro de tubo Supelco™ SPME a juvenil de segundo
estadio (J2) de Meloidogyne incognita. Mortalidade de J2 avaliada
com 24 horas (A) e com 48 horas (B) de exposi¢ao aos COVs
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Grafico 5 Toxicidade de compostos organicos volateis (COVs) a partir de alho
macerado sem 4agua e armazenado em recipiente fechado por 3, 6 ¢ 12
dias em tubos Supelco™ SPME avaliado com juvenis de segundo
estadio (J2) expostos por 24 (A) e 48 horas (B e C). Mortalidade (A)
de J2 avaliados com 24 horas ap6s a introducdo no microtubo.
Imobilidade (B) e mortalidade (C) de J2 avaliados 48 horas apés a
introdu¢do no microtubo. Barras com mesma letra ndo diferem entre
si pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade
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A exposi¢cdo de ovos aos COVs emitidos pelo macerado de alho sem
agua ou aquoso nao diferiram estatisticamente, no entanto, causaram redugao
semelhante (P<0,05) na eclosdo de 67 a 84% e significativa comparados com
ovos ndo expostos aos COVs, porém, sem aumento significativo na inibi¢ao da

eclosdo pelo aumento da dosagem de alho no macerado (Tabela 1).

Tabela 1 Ecloséo de juvenis de segundo estadio (J2) de Meloidogyne incognita a
partir de ovos expostos a compostos organicos volateis liberados por
macerados de alho a seco e em agua

Alho macerado sem agua Extrato aquoso
0,
Dosagens (g) N° de J2 % de Reducdo  N°de J2 Redﬁ) gﬁ da
eclodido da ecloséo eclodido eclgsao
0 125,5 Ab 0 125,5 Ab 0
2 34,0 Aa 72 41,0 Aa 67
4 29,75 Aa 76 30,25 Aa 76
8 19,25 Aa 84 29,25 Aa 77

Meédias seguidas de mesma letra maitiscula na linha e mintiscula na coluna néo diferem
entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade

A analise dos ovos, apos o periodo de 7 dias de exposi¢ao aos COVs,
mostrou que apenas na fase de desenvolvimento do embrido (DE) ocorreu maior
(P<0,05) numero de ovos comparado com o controle, quando se usou alho
macerado sem 4gua, porém, sem aumento significativo dos COVs encontrados
nesta fase com o aumento das doses de alho no extrato. O numero de ovos nas
demais fases avaliadas (0, MC e H) ndo diferiram significativamente entre
controle ¢ doses de alho no extrato. Os COVs de alho macerado em agua
tiveram efeitos semelhantes nas fases 0 ¢ H do desenvolvimento embrionario
analisados e diferiram do controle nas fases DE e MC (Tabela 2)

Menos de 10% dos ovos permaneceram nas fases de multiplicagéo
celular (MC) e entre 42 a 51% deles nas fases de desenvolvimento do embrido

(DE) apds a exposicdo aos COVs. Contudo, mesmo nos ovos nao expostos aos
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COVs a menor porcentagem deles foi, também, na fase de multiplicagdo celular

e a maior em desenvolvimento embrionario (DE) (Tabela 2).

Tabela 2 Avaliacdo das fases do desenvolvimento embrionario dentro dos ovos
de Meloidogyne incognita 7 dias apds a exposi¢cdo aos compostos
organicos volateis de alho macerado sem agua e em agua em diversas

dosagens (g/L de agua)
Alho macerado a seco
Dosagens Fases (%)
(g/L) 0 MC DE H
0 31,75 Ba 9,25 Aa 35,75 Ba 23,25 Ba
2 20,50 Ba 6,25 Aa 46,75 Cb 26,50 Ba
4 23,25 Ba 6,75 Aa 47,25 Cb 22,75 Ba
8 17,25 Ba 7,00 Aa 48,00 Db 27,75 Ca
Alho macerado em dgua
Dosagens Fases (%)
(g/L) 0 MC DE H
0 31,75 Ba 9,25 Ab 35,75 Ba 23,25 Ba
2 18,25 Ba 4,25 Aa 51,50 Cc 26,00 Ba
4 23,25 Ba 5,25 Aa 42,50 Cb 29,00 Ba
8 16,00 Aa 6,75 Aa 47,50 Cc 29,75 Ba

Meédias seguidas de mesma letra maitiscula na linha e mintiscula na coluna ndo diferem
entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade

Fase 0: ovos na fase unicelular, mortos ou anormais, Fase MC: multiplicacdo celular,
Fase DE:gastrula + tadpole e Fase H: ovos com juvenil formado
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4 DISCUSSAO

O extrato aquoso do alho contém compostos que causam mortalidade de
Meloidogyne incognita (AMARAL et al., 2002; GUPTA; SHARMA, 1991), os
quais, também, causam imobilidade ¢ redugdo na eclosdo de M. incognita,
demonstrado neste trabalho. Compostos encontrados no extrato de alho
(aldeidos, sulfeto de alila e dissulfetos) sdo estaveis em solucdo aquosa por uma
semana (BIANCHI et al., 1997). Ao que tudo indica, os compostos responsaveis
pela toxicidade a M. incognita no extrato aquoso de alho encontrados neste
trabalho, ainda ndo caracterizados, tém estabilidade em solu¢do aquosa por 21
dias.

Além dos compostos em solug@o no extrato de alho, existem outros que
se volatilizam e sdo toxicos a Meloidogyne incognita como demonstrado neste
trabalho, pois, a técnica empregada nos testes com os COVs permite contato
com a suspensdo de nematoides apenas pelo ar. Essa toxicidade pode estar
relacionada a volatilizagdo, entre outros compostos, da alicina que, também, ¢é
responsavel pelo odor caracteristico do alho (SLUSARENKO; PATEL; PORTZ,
2008), a qual tem atividade antifungica (HUGHES; LAWRON, 1991) e
antibacteriana (JONKERS; SLUIMER; STOBBERINGH, 1999). Porém, outros
compostos presentes no alho como dialila, trissulfeto de dialila, ajoenos, alcool
alila, tém propriedades antifungicas e antivirais (HARRIS et al., 2001). Tariq e
Magee (1990), verificaram que o extrato aquoso de alho reduz a germinagao de
microconidio e o crescimento hifal de Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici. Os
compostos presentes no alho: sulfeto de dialila, dissulfeto de dialila e trissulfeto
de dialila tém atividade nematicida contra o nematoide Bursaphelenchus
xylophilus (PARK et al., 2005). O maior efeito nematicida e nematostatico dos
COVs do macerado sem agua do alho, comparado ao extrato aquoso, indica que

a volatilizacdo direta a partir das células vegetais pelo macerado sem agua evita
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varias formas de inativagcdo dos compostos, como solvatagdo, sor¢do e alteragdes
causadas por rea¢des quimicas que ocorrem na presenca da agua (REZENDE et
al., 2010).

Embora a exposi¢cdo dos J2 aos COVs por 24 horas apresente efeitos
nematicida e nematostatico, os dados com a exposi¢do por 48 horas sdo mais
consistentes. Entretanto, isto indica que neste menor tempo de exposicio (24
horas) o nivel do componente toxico que chega as células de J2 ja foram eficazes
na reducdo dos seus movimentos bem como no aumento da mortalidade. Os
COVs sdo ativos em baixas concentragdes (WHEATLEY, 2002). Presume-se,
portanto, que menor exposi¢ao (24 horas) de J2 aos COVs resulte em menor
nivel dos componentes toxicos que chegam a célula e desta forma o bioteste
feito com J2 neste periodo de exposicao (24 horas) torna-se eficaz na detec¢do
de possiveis inativagdes de molécula no armazenamento. Por conseguinte, certa
degradagdo dos COVs ocorrem no periodo de 6 e 12 dias de estocagem, porém,
isto ndo ocorre com a toxicidade do extrato aquoso estocado por 21 dias a M.
incognita.

A maior imobilidade dos J2 comparada com a mortalidade causada pelos
COVs em todos os ensaios realizados indica que os 6rgaos sensoriais e todo o
sistema nervoso sao afetados pelos COVs antes da efetivacao de reagdes letais
como, talvez, a interrup¢do da cadeia de transporte de elétrons da respiragdo.
Contudo, a imobilidade do J2 ja vai afetar o tempo de conclusdo do seu ciclo de
vida e os danos nos orgdos sensoriais poderdo impedir o reconhecimento do
local da penetragdo no hospedeiro causando, por conseguinte, morte dos J2 por
inanigao.

A semelhanga na inibi¢do da eclosdo entre os COVs do macerado sem
agua e aquoso contrapondo os dados com mortalidade e imobilidade de J2,
indica que processos vitais sdo inativados com os COVS toxicos do alho mesmo

em menor concentragdo ao nivel celular. Extrato de alho inibe a sintese de
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lipideos, proteinas e acidos nucleicos (ADETUMBI; JAVOR; LAU, 1986) e
danifica membranas (GHANNOUM, 1988). Por conseguinte, ovos expostos aos
COVs de alho podem ter inativagdo da multiplicacdo celular e do
desenvolvimento do embrido e matar o juvenil formado, impedindo a eclosdo,
afetando assim, na mesma intensidade todas as fases envolvidas na formacao do
J2 dentro do ovo. De fato, neste trabalho, apenas o efeito na fase DE ndo explica
toda a inibi¢ao da eclosdo de J2 ocorrida no macerado sem agua, pois, a retengio
de ovos na fase DE foi de 6,75- 15,75% em relag@o ao controle e a inibi¢do da
eclosdo de 72- 84% (Tabelas 1 e 2).

Com os resultados obtidos em todo o trabalho, pode-se verificar que
tanto os COVs como os extratos de alho controlam o nematoide e a eclosdo
destes em testes realizados in vitro, no entanto, faz-se necessario pesquisar
metodologias de aplicagdo dos COVs e do extrato em casa de vegetacdo e
campo, além de identificar as moléculas ativas contra os nematoides para
posterior isolamento destas ¢ analise individual sobre o efeito na mortalidade e

eclosdo de Meloidogyne incognita.
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5 CONCLUSOES

a)

b)

d)

quanto maior a concentragdo do extrato, menor a mobilidade e maior
a mortalidade de J2 de Meloidogyne incognita;

extrato aquoso e COVs de alho causam alta reducdo na eclosao de J2
de M. incognita;

extrato aquoso ¢ macerado sem agua de alho liberam compostos
orgénicos volateis (COVs) toxicos a M. incognita, porém macerado
sem agua ¢ muito mais toxico desde baixas concentragdes;

os COVs de alho sdo mais eficientes no aumento da imobilidade e

mortalidade no periodo de 48 horas do que no periodo de 24 horas.



56

6 CONSIDERACOES FINAIS

Compostos organicos volateis e extrato aquoso de alho apresentaram alta
capacidade nematicida a Meloidogyne incognita em experimentos realizados em
laboratorio. A utilizacdo de COVs e extrato de alho poderdo, futuramente, ser
mais uma alternativa de método de controle de nematoides empregado pelo
agricultor. Diante dos resultados deste trabalho, faz-se necessario a busca por
resultados similares em campo, com o desenvolvimento de metodologias que
utilizem os COVs e/ou os extratos de alho e que impecam o nematoide de
concluir seu ciclo de vida. As identificagdes moleculares desses compostos que
sdo ativos contra nematoides, também fazem-se necessarias, uma vez que, tendo
o conhecimento das moléculas, ¢ possivel fazer uma anélise individual delas
sobre o efeito na mortalidade e eclosdo de M. incognita e, posteriormente,

utilizd-las em produtos comerciais naturais de facil acesso a produtores.
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