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RESUMO

Na literatura sao encontrados relatos de sensibilidade diferenciada de populacdes de
Meloidogyne incognita a nematicidas quimicos. Diante disso, o objetivo desse trabalho foi
avaliar a sensibilidade de diferentes populacdes brasileiras de M. incognita aos nematicidas
ciclobutrifluram, fluazaindolizina, fluensulfona e fluopiram. Onze populagdes de M. incognita
provenientes de diferentes regides do Brasil foram utilizadas. Para determinar a concentracao
letal (CLso), cinco concentragdes diferentes foram testadas para cada molécula e para o
controle positivo, carbofurano. Nas cavidades de placa de polipropileno com 96 pogos, foram
adicionados 20 plL de uma suspensdo aquosa contendo aproximadamente 20 J2 de M.
incognita ¢ 100 pL da solu¢do das moléculas diluidas com solugdo aquosa de Tween® 80
(0,01%) + DMSO 1,8% (v/v) (1,5% (v/v). Em seguida, as placas foram mantidas em
incubadora a 28 °C por 48 horas. Apos o periodo de exposi¢do, avaliou-se a imotilidade e da
mortalidade dos J2. O ensaio foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado, com
cinco repeti¢des, sendo cada molécula avaliada de forma individual. Para o teste de eclosao,
nas cavidades de placa de polipropileno com 96 pogos, foram adicionados 20 pulL de uma
suspensdo aquosa contendo aproximadamente 100 ovos de M. incognita e 100 pL da solugdo
das moléculas diluidas de ciclobutrifluram, fluensulfona, fluopiram ou carbofurano. Agua
destilada foi utilizada como controle negativo. As placas foram mantidas em incubadora a
+28 °C por 72 h. Apds este periodo de exposi¢do, as moléculas foram removidas e foi
adicionada dgua destilada. A eclosdo dos ovos foi avaliada de forma acumulativa, durante um
periodo de 14 dias. O ensaio foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado, com
cinco repeti¢des, sendo cada molécula avaliada de forma individual. A populagdo UFLAO1
obtida da Bahia foi a mais sensivel a fluensulfona com CLso igual a 45,168 e 41,312 pg/ml.
Por outro lado, a populacdo UFLAOQ9 obtida do Tocantins apresentou menor sensibilidade a
fluensulfona com CLs igual 172,908 ¢ 213,808 pg/ml. A populagdo UFLAO8 ¢ UFLAO6
foram as mais sensiveis € menos sensiveis ao fluopiram e ao ciclobutrifluram. Para o
nematicida fluazaindolizina, UFLAO]1 foi a populagdo mais sensivel, enquanto UFLAOS foi a
menos sensivel. Fluensulfona e fluopiram atuaram como bons ovicidas, reduzindo a eclosao
em todas as populagdes. Ciclobutrifluram teve a¢do ovicida eficaz na maior concentragao.
Diferentes populagdes de M. incognita apresentam diferentes graus de sensibilidade as novas
moléculas nematicidas.

Palavras-chave: Nematicida. Nematoide das galhas. Controle quimico.



ABSTRACT

The literature contains reports of varying sensitivity of Meloidogyne incognita populations to
chemical nematicides. Given this, the objective of this study was to evaluate the sensitivity of
different Brazilian populations of M. incognita to the nematicides cyclobutrifluram,
fluazaindolizine, fluensulfone, and fluopyram. Eleven populations of M. incognita from
different regions of Brazil were used. To determine the lethal concentration (LCso), five
different concentrations were tested for each molecule and for the positive control, carbofuran.
In the wells of a 96-well polypropylene plate, 20 uL of an aqueous suspension containing
approximately 20 J2 of M. incognita and 100 pL of the solution of the molecules diluted with
an aqueous solution of Tween® 80 (0.01%) + DMSO 1.8% (v/v) (1.5% (v/v)) were added to
the wells of a 96-well polypropylene plate. The plates were then kept in an incubator at
+28 °C for 48 hours. After the exposure period, the mobility and mortality of J2 were
evaluated. The test was performed in a completely randomized design, with five replicates,
each molecule being evaluated individually. For the hatching test, 20 pL of an aqueous
suspension containing approximately 100 M. incognita eggs and 100 pL of the diluted
solution of cyclobutrifluram, fluensulfone, fluopyram, or carbofuran molecules were added to
the wells of a 96-well polypropylene plate. Distilled water was used as a negative control. The
plates were kept in an incubator at £28 °C for 72 h. After this exposure period, the molecules
were removed and distilled water was added. Egg hatching was evaluated cumulatively over a
period of 14 days. The test was performed in a completely randomized design, with five
replicates, each molecule being evaluated individually. The UFLAO1 population obtained
from Bahia was the most sensitive to fluensulfone, with LCso values of 45.168 and 41.312
pug/ml. On the other hand, the UFLAQO9 population obtained from Tocantins showed lower
sensitivity to fluensulfone, with LCso values of 172.908 and 213.808 pg/ml. The UFLAO08 and
UFLAO6 populations were the most sensitive and least sensitive to fluopyram and
cyclobutrifluram. For the nematicide fluazaindolizine, UFLAO] was the most sensitive
population, while UFLAOS was the least sensitive. Fluensulfone and fluopyram acted as good
ovicides, reducing hatching in all populations. Cyclobutrifluram had effective ovicidal action
at the highest concentration. Different populations of M. incognita show different degrees of
sensitivity to the new nematicide molecules.

Keywords: Nematicide. Root-knot nematode. Chemical control.



INDICADORES DE IMPACTO

O presente trabalho teve como objetivo avaliar a sensibilidade de diferentes populagdes
brasileiras de Meloidogyne incognita a nematicidas da terceira geragdo, visando subsidiar
estratégias mais eficazes e sustentaveis de manejo de fitonematoides. Foram testadas onze
populacdes provenientes de diversas regides do Brasil, revelando variagdes significativas na
sensibilidade as moléculas entre as populagdes avaliadas. Esses resultados possuem impactos
tecnologicos concretos ao fornecer dados que orientam o uso racional de nematicidas,
promovendo maior eficiéncia no controle de M. incognita, o que contribui diretamente para a
preservacdo ambiental e saude humana. Os impactos econOmicos sdo potenciais, ao
possibilitar aumento da produtividade agricola e reducdo de perdas causadas por nematoides,
especialmente em culturas de alto valor econdomico. O carater extensionista do trabalho ¢
evidenciado pela aplicabilidade direta dos resultados para produtores rurais, técnicos agricolas
e empresas do setor agroquimico. Espera-se que os resultados possam beneficiar diretamente
os produtores e técnicos, além de envolver docentes, estudantes e técnicos da UFLA na
condugdo dos experimentos. O trabalho se insere nas areas tematicas de tecnologia e produgao,
meio ambiente e satde, conforme a Politica Nacional de Extensdo, e esta alinhado aos
Objetivos de Desenvolvimento Sustentavel da ONU, especialmente os ODS 2 (fome zero e
agricultura sustentdvel), 12 (consumo e producdo responsaveis) e 15 (vida terrestre),
contribuindo para o cumprimento da Agenda 2030 no Brasil. Ao identificar a variabilidade
populacional na resposta aos nematicidas, o estudo reforca a importincia da pesquisa
cientifica aplicada como ferramenta de transforma¢do social, econdmica e ambiental,
promovendo inovacao e sustentabilidade no setor agricola nacional.

IMPACT INDICATORS

The objective of this study was to evaluate the sensitivity of different Brazilian populations of
Meloidogyne incognita to third-generation nematicides, with a view to supporting more
effective and sustainable strategies for phytonematode management. Eleven populations from
different regions of Brazil were tested, revealing significant variations in sensitivity to the
molecules among the populations evaluated. These results have concrete technological
impacts by providing data that guide the rational use of nematicides, promoting greater
efficiency in the control of M. incognita, which directly contributes to environmental
preservation and human health. The economic impacts are potential, as they enable increased
agricultural productivity and reduced losses caused by nematodes, especially in crops of high
economic value. The extensionist nature of the work is evidenced by the direct applicability of
the results to rural producers, agricultural technicians, and companies in the agrochemical
sector. It is expected that the results will directly benefit producers and technicians, in
addition to involving UFLA faculty, students, and technicians in conducting the experiments.
The work falls within the thematic areas of technology and production, environment, and
health, in accordance with the National Extension Policy, and is aligned with the UN
Sustainable Development Goals, especially SDG 2 (zero hunger and sustainable agriculture),
SDG 12 (responsible consumption and production), and SDG 15 (life on land), contributing to
the fulfillment of the 2030 Agenda in Brazil. By identifying population variability in response
to nematicides, the study reinforces the importance of applied scientific research as a tool for
social, economic, and environmental transformation, promoting innovation and sustainability
in the national agricultural sector.
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1 INTRODUCAO

Os danos causados pelo parasitismo dos fitonematoides representam um importante
entrave a producdo agricola sustentavel (SIKORA et al., 2018). Estima-se que este grupo de
fitopatogeno reduza em até 10% da producdo agricola mundial, causando perdas econdmicas
estimadas em mais de 125 bilhdes de dodlares por ano (SIKORA; MOLENDIJK; DESAEGER,
2022). Mais de 4.000 espécies de fitonematoides foram descritas. Contudo, apenas uma
pequena porcao delas tem importancia relevante para a agricultura (DECRAEMER; HUNT,
2006).

Os nematoide das galhas, género Meloidogyne spp., sdo considerados o principal grupo de
fitonematoides, sendo responsaveis pelas maiores perdas econdomicas (LONG et al., 2023).
Este fato se deve a ampla distribuicdo geografica destes patdgenos radiculares, aliada a sua
extensa gama de espécies vegetais hospedeiras (MOENS; PERRY; STARR, 2010). Dentre os
nematoides das galhas, Meloidogyne incognita ¢ a espécie de maior relevancia econdmica
(JONES et al., 2013).

O controle dos nematoides das galhas ¢ uma tarefa desafiadora, dado que requer agdes
integradas de manejo, como a rotagdo de culturas, medidas de exclusdo, controle fisico,
genético, bioldgico e quimico (INOMOTO; SIQUEIRA; MACHADO, 2011; CORTE ef al.,
2014; CORREIA et al., 2017). Ao longo dos ultimos cem anos, o emprego de nematicidas
quimicos tem se mostrado uma ferramenta eficiente no controle de fitonematoides (TAYLOR,
2003). Contudo, nos ultimos vinte anos, gradativamente, os nematicidas quimicos mais
eficientes presentes no mercado, como brometo de metila, aldicarb, carbofurano foram
retirados do comércio (MARTIN, 2003; ZASADA et al., 2010; WRAM; ZASADA, 2019).
Esta situacdo criou uma lacuna nas opg¢des de manejo dos fitonematoides e incentivou as
grandes multinacionais do setor de defensivos agricolas a direcionarem esforcos na busca por
novas moléculas com a¢do nematicida.

A ultima década vai ficar marcada na Nematologia Agricola pelo langamento dos
nematicidas chamados de terceira geragdo que tem como caracteristicas serem ndo fumigantes,
seletivos e de baixa toxicidade a organismos nao alvo. Entre os novos nematicidas temos o
ciclobutrifluram  (Tymirium®), fluensulfona (Nimitz®), fluopiram (Verango®) e a
fluazaindolizina (Salibro®) (WATSON; DESAEGER, 2019).

Com a disponibilidade desses novos nematicidas, os produtores passaram a ter uma nova
ferramenta a disposi¢ao para o controle de fitonematoides. Entretanto, apesar de resultados

promissores, estudos recentes tém evidenciado que diferentes populagdes de M. incognita tem
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apresentado diferencas na sensibilidade a estas novas moléculas. Em Israel, por exemplo,
populacdes de M. incognita apresentaram entre si diferenca de até 10 vezes na sensibilidade
ao nematicida fluensulfona (OKA; SORAYA, 2019). No Japao, duas populagdes de M.
incognita apresentaram diferencas entre si de até 200 vezes na sensibilidade ao fluopiram
(FUIIKAWA; PERRY; TOYOTA, 2024).

Essa variacdo na sensibilidade intraespecifica, pode em parte explicar resultados
contraditdrios obtidos no controle de M. incognita observados em experimentos a campo € em
in vitro com estes novos nematicidas (DESAEGER; WRAM; ZASADA, 2020). Embora,
esses resultados ja sejam conhecidos em alguns paises, no Brasil, ainda ndo foi realizado, até
o momento, nenhum trabalho visando avaliar e esclarecer o comportamento das diferentes
populacdes brasileiras de M. incognita expostas as substidncias nematicidas da terceira
geracao.

Levando em consideracdo a importancia da produ¢do agricola no Brasil, a ocorréncia
endémica de M. incognita nas diferentes areas agricolas do pais e as elevadas perdas por ele
causadas, faz-se necessario a avaliagdo da sensibilidade de diferentes populagdes brasileiras
de M. incognita as as substincias nematicidas da terceira geracdo presentes no mercado

mundial.

2 HIPOTESE

As populagdes brasileiras de Meloidogyne incognita diferem entre si em relagdo a
sensibilidade as substancias nematicidas Ciclobutrifluran, Fluazaindolizina, Fluensulfona,

Fluopiram e Carbofurano.

3 OBJETIVO GERAL

Avaliar a sensibilidade de diferentes populagdes brasileiras de Meloidogyne incognita aos

nematicidas Ciclobutrifluram, Fluazaindolizina, Fluensulfona e Fluopiram e ao nematicida de

segunda geracdo carbofurano.

3.1 Objetivos especificos

I. Determinar a dose letal de ciclobutrifluram, fluensulfona, fluopiram fluazaindolizina e
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carbofurano capaz de matar 50% da populacdo de juvenis do segundo estadio (J2) de
Meloidogyne incognita de cada uma das onze diferentes populagdes de M. incognita do

Brasil,;

II. Avaliar o efeito do ciclobutrifluram, fluensulfona, fluopiram e carbofurano na eclosao de
juvenis de segundo estadio (J2) em cada uma das onze diferentes populacdes de M.

incognita do Brasil;

4 REFERENCIAL TEORICO

4.1 Nematoides das galhas (Meloidogyne spp.)

Os nematoides sdo animais, em sua maioria sdo de tamanho microscopico, que apresentam
corpo cilindrico, filiforme, com sistema digestorio completo, podendo ser encontrados em
diferentes ambientes (FERRAZ; BROWN, 2016). Este grupo apresenta diferentes estilos de
vida, algumas espécies sdo de vida-livre, alimentando-se de bactérias e fungos, enquanto
outras se associam a um hospedeiro, passando a ser parasitas tanto de outros animais como
das plantas, sendo estes ultimos denominados de fitonematoides (FERRAZ; BROWN, 2016;
GONZAGA; JESUS, 2019). Em torno de 4.100 espécies de nematoides foram caracterizadas
como fitoparasitas (DECRAEMER; HUNT, 2006).

Meloidogyne spp. conhecido como nematoide das galhas ¢ o principal género de
fitonematoides de importancia agricola no mundo, responsavel por ocasionar perdas
significativas na agricultura (YANG et al., 2022). Os nematoides deste género caracterizam-
se por serem parasitas biotroficos, endoparasitas sedentarios, com algumas espécies polifagas,
parasitando uma ampla gama de espécies de diferentes familias botanicas, com populagdes
abundantes no campo que podem se desenvolver rapidamente sob condigdes apropriadas
(CALDERON-URREA et al., 2016). O principal sintoma de Meloidogyne nas plantas
suscetiveis ¢ a formacdo de galhas radiculares, que consistem no engrossamento das raizes
(PALOMARES-RIUS et al., 2017). Conforme Hunt e Handoo (2009), o género Meloidogyne
¢ composto por mais de 100 espécies. De acordo com Carneiro et al. (2016), no Brasil, mais
de 20 espécies ja foram confirmadas.

Dentre as inimeras espécies de nematoide das galhas, M. incognita ¢ considerada a mais
importante e prejudicial, devido a sua elevada disseminacdo, aliada a sua alta agressividade e

ampla gama de hospedeiros (TRUDGILL; BLOK, 2001). Mais de 3.000 espécies vegetais
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podem ser parasitadas por M. incognita (LOPES; FERRAZ, 2016). M. incognita apresenta
um conjunto Unico de genes que reduzem a imunidade e os mecanismos de defesa das plantas,
contribuindo para a sua sobrevivéncia no interior do hospedeiro (ABAD et al., 2008). O ciclo
de vida desse fitonematoide ¢ constituido por seis estadios: ovo, juvenil de primeiro estadio
(J1), juvenil de segundo estadio (J2), juvenil de terceiro estadio (J3), juvenil de quarto estadio
(J4), e adultos (macho e fémea) (CHOI et al., 2017).

Na fase de ovo, inicia-se o desenvolvimento embriondrio, formando o J1, este permanece
no interior do ovo, e logo apds um processo de ecdise (troca de cuticula) forma-se 0 J2 . O J2
eclode do ovo, sendo este o unico estddio de vida infectivo dos nematoides das galhas
(FERRAZ; BROWN, 2016). Apds a eclosao, os J2s sdo atraidos por estimulos quimicos
derivados dos exsudados liberados pelas pontas das raizes, para encontrar o hospedeiro
(OOTA et al., 2020). Ao encontrarem o hospedeiro, o J2 inicia o processo de penetragdo,
sendo que este ¢ realizado por meio do estilete caniculado, por meio do qual secreta enzimas
celuloliticas e pectoliticas produzidas nas glandulas esofagianas que degradam a parede
celular vegetal (ABAD et al., 2003; JONES et al., 2013). A penetracdo ocorre na zona de
crescimento do sistema radicular, onde o juvenil move-se via intercelular em dire¢do a regido
do cilindro central (CAILLAUD et al., 2008). Apds alcangar o cilindro central, o J2 inicia a
formagdo do sitio de alimentacdo, composto por quatro a seis células do parénquima
denominadas células gigantes, originarias da rediferencia¢do celular (SUBEDI; THAPA;
SHRESTHA, 2020). Essa mudanca ¢ o resultado da ativacdo de genes da planta e da
reativacdo do ciclo celular, induzida por secrecdes do nematoide. Essas células sofrem
sucessivas divisdes nucleares sem ocorréncia de citocinese, tornando-se polipldides, podendo
cada uma conter até 100 nuacleos. Juntamente com a formagado desse sitio de alimentagao, as
células do cortéx, adjacentes as células gigantes, sofrem um processo de hiperplasia (ABAD
et al., 2003). O sitio de alimentagdo desvia o fluxo de nutrientes provenientes do floema e de
dgua via xilema para alimentar o nematoide (NOE, 2007). O J2 apds a indugdo do sitio de
alimentacdo mostra-se gradualmente mais robusto com corpo salsichdide e e fica imdvel
tornando-se sedentario. O J2 com o corpo bem desenvolvido sofrerd a 2° ecdise passando a
juvenil de terceiro estadio (J3) e logo em seguida sofrerd a 3° ecdise passando a J4. Apos a 4°
ecdise forma-se o adulto, as fémeas permanecem sedentarias, enquanto os machos se tornam
vermiformes e deixam a raiz da planta. As fémeas sedentarias, continuam a se alimentar e
produzem centenas de ovos, na superficie ou no interior da raiz em uma massa gelatinosa que
os protege (PAPADOPOULOU; TRIANTAPHYLLOU, 1982).

O ciclo de vida de M. incognita, geralmente tem duracdo de 4 a 6 semanas (30 dias



18

aproximadamente), podendo variar dependendo das condi¢des externas (KUMARI;
KANWAR; KUMAR, 2018). A temperatura ideal para o desenvolvimento do ciclo de vida
dessa espécie ¢ em torno de 25 a 30 °C, com um acimulo de graus-dias em torno de 400 a 500

(GINE; MONTFORT; SORRIBAS, 2021).

4.2 Manejo de fitonematoides

Mesmo diante aos avangos tecnologicos empregados na agricultura, estima-se que de 5 a
10% da produgdo agricola ¢ perdida devido aos fitonematoides (MITIKU, 2018). Conforme
Abad et al. (2008) as perdas econdmicas ocasionadas por fitonematoides podem ultrapassar
centenas de bilhdes de dolares por ano. O manejo de fitonematoides ¢ de modo geral dificil,
especialmente do género Meloidogyne spp. (VANEGAS et al., 2022). Ribeiro et al. (2019)
ressaltam que as dificuldades no controle desses patdogenos se devem ao fato do seu curto
ciclo de vida, aliada a sua rapida e elevada multiplicagdo, tendo diversos ciclos reprodutivos
em uma unica safra. Diante disso, medidas de controle desses patdogenos sdo fundamentais
visando alta produtividade e com qualidade. O manejo de nematoides fitoparasitas ¢ definido
como uma pratica através da qual a populacdo desses ¢ mantida a niveis que nao causem
perdas econOmicas, ou seja, manter a populagdo abaixo do nivel de dano economico (SINGH,
2019). Assim sendo, diferentes estratégias de manejo podem ser empregadas no controle dos
nematoide das galhas. Dentre os principais métodos destacam-se: controle genético, controle

cultural, controle fisico, biologico e quimico (TEJO; FERNANDES; BURATTO, 2020).

4.3 Controle quimico

A utilizacdo de nematicidas quimicos ¢ indicada como um dos métodos de manejo mais
eficazes no controle de fitonematoides (CHEN; LI; SONG, 2020). O objetivo da utilizagao de
produtos quimicos ¢ reduzir os danos causados pelos fitonematoides e assim aumentar a
produtividade. O emprego de moléculas quimicas na agricultura visando o controle de
fitonematoides, tem seu primeiro relato ainda no século XIX, com a utilizagdo do dissulfureto
de carbono (RICH; DUNN; NOLING, 2003 citado por EBONE; KOVALESKI; DEUNER,
2019).

Os nematicidas podem ser classificados em duas categorias distintas, de acordo com sua
dispersdo no solo: fumigantes e ndo fumigantes. Os nematicidas fumigantes caracterizam-se

por serem comercializados em formulagdes liquidas que sao vaporizadas apos a aplicacao, se
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dispersando pelos poros do solo (MACHADO, 2016). Historicamente, a utilizagdo em larga
escala, dos primeiros produtos nematicidas fumigantes estd relacionada a Primeira Guerra
Mundial (1914-1919), dado que ao fim desta, existia inimeros estoques de armamentos
quimicos, como a cloropicrina. Este excedente militar entdo comegou a ser testados para o
controle de fungos, nematoides e bactérias na Inglaterra (TAYLOR, 2003).

Posteriormente, na década de 1940, novos nematicidas fumigantes foram descobertos,
como, o 1,3-dicloropropeno, 1,2-dicloropropano, dibrometo de etileno, 1,2-dibromo-3-
cloropropano e o brometo de metila (TAYLOR, 2003). Este ultimo comecou a ser introduzido
nas lavouras dos Estados Unidos para o controle de patdgenos de solo, e foi considerado um
dos principais fumigantes de solo no manejo dos fitonematoides (ZASADA et al., 2010). As
principais caracteristicas do brometo de metila consistem no seu largo espectro de controle,
incluindo plantas daninhas, melhor eficidcia em comparacdo a outros fumigantes e volatilidade
(ZASADA et al., 2010). Apesar dessas vantagens, este composto foi retirado do comércio
internacional a partir 2005, pois foi classificado como uma substancia que impacta na camada
de ozono, além de ser potencialmente toéxico ao ser humano (SCHNEIDER et al., 2003;
EBONE; KOVALESKI; DEUNER, 2019).

Na década de 1960 buscava-se um nematicida curativo, ou seja, que pudesse ser aplicado
com a planta vegetando no campo, a busca por esse novos grupo de moléculas nematicidas
levou ao desenvolvimento dos nematicidas ndo fumigantes, com destaque para compostos
classificados como organofosforados e carbamatos. Estes nematicidas caracterizam-se por
serem menos toxicos e sem fase de vapor, podendo serem produzidos sob a forma de granulos
ou liquido. O primeiro ingrediente ativo desses nematicidas ndo fumigantes foi o O-2,4-
diclorofenil,O-dietil fosforotioato (EBONE; KOVALESKI; DEUNER, 2019). Os nematicidas
organofosforados e carbamatos sdo soluveis em dgua e percolam-se no solo na solucdo aquosa,
sendo assim distribuidos em profundidade, apresentam menor espectro de acdo aos
organismos presentes no solo, sendo menos fitotoxicos e mais eficientes em dosagens
menores quando comparados com nematicidas fumigantes (SPURR, 1985). Os
organofosforados e os carbamatos apresentam mecanismo de agdo distinto dos fumigantes,
visto que atuam na inibi¢do da enzima acetilcolinsterase, causando a cessao de impulsos
nervosos, e consequentemente a paralisia do nematoide (NASR, 2013). Além disso, pode
ocasionar outros efeitos, tais como reducdo ou inibicdo da eclosdo de juvenis, redugdo da
mobilidade e atraso no processo de ecdise (MACHADO, 2016).

Assim como os nematicidas fumigantes de primeira geracdo, os nematicidas do grupo dos

organofosforados e carbamatos foram retirados do comercio internacional ao longo dos
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ultimos 20 anos. A justificativa para este fato se deve aos varios casos de contaminagao
alimentar e do lengol freatico relatados em areas onde estes produtos foram aplicados
(WANG et al., 2023). Diante destas limitagcdes e restricdes na utilizacdo de nematicidas,
criou-se uma lacuna nas opg¢des de controle quimico de fitonematoides. Portanto, as
companhias multinacionais foram motivadas a desenvolver novas moléculas para controlar os
danos causados pelos nematoides na agricultura (CHITWOOD, 2002; DESAEGER, 2020).

Do esforco da pesquisa desenvolvida pelas multinacionais em parceria com institui¢ao
publicas surgiu a terceira gera¢do dos nematicidas quimicos, que ficou marcada como o
langamento de um produto a base de fluensulfona em 2014 nos Estados Unidos. Desde entdo,
trés novos moléculas foram langadas no mercado internacional sendo elas: ciclobutrifluram,
fluazaindolizina, e o Fluopiram (DESAEGER; WRAM; ZASADA, 2020; UMETSU; SHIRAI,
2020).

4.4 Ciclobutrifluram

O ciclobutrifluram [N-[(1R,2R)-2-(2,4-dichlorophenyl)cyclobuty1]-2-(trifluoromethyl)-3-
pyridinecarboxamide] é o ingrediente ativo da nova tecnologia da Syngenta, TYMIRIUM®
(Figura 1). Esta nova tecnologia pretende atuar no controle de fungos do solo e nematoides
fitoparasitas em diferentes culturas agricolas, por meio do tratamento de sementes ou
aplicagdo no solo (BROWN; FASKE, 2024). O modo de acdo dessa nova molécula ¢
semelhante ao fluopiram, j& que ambos interferem na cadeia de transporte de elétrons do
sistema mitocondrial (complexo II) através da inibigdo da enzima succinato desidrogenase
(SDHI) (HEYDARI et al. 2023; SUN et al.; 2024; LI et al., 2024). Este produto teve seu
primeiro registro para uso na Argentina em 2022 (Businesswire, 2022). No Brasil, ele
encontra-se em processo de avaliacdo toxicologica e de registro a pedido da empresa
multinacional Syngenta (CULTIVAR, 2022; 2024). A primeira patente reivindicada para o
ciclobutrifluram foi publicada em 2013 (TSUKAMOTO et al., 2021).
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Figura 1 - Representagéo quimica do ciclobutrifluram.

Fonte: PubChem, (2025).

Na literatura ainda sdo poucos os trabalhos abordando o potencial nematicida do
ciclobutrifluram nos nematoides de galhas. Wong e Quesada-Ocampo (2024) analisaram a
sensibilidade de M. incognita raga 4, a quatro inibidores da succinato desidrogenase (SDHIs),
entre eles o ciclobutrifluram. Os autores constataram que o ciclobutrifluram foi o SDHI mais
eficaz na redugdo da eclosdo e da imotilidade do juvenil de segundo estadio (J2) do
fitonematoide. Conforme os autores, a concentragdo de 0,0018 pg/ml foi suficiente para
reduzir em 50% a eclosdo dos J2, enquanto a concentracdo de 1,6 pg/ml foi suficiente para
imobilizar 50% dos juvenis.

Brown e Faske (2024) compararam a sensibilidade de M. incognita e Rotylenchulus
reniformis ao ciclobutrifluram. De acordo com os autores, M. incognita foi mais sensivel em
comparagdo a R. reniformis, dado que a CLso ap6s 24 horas de exposicao foi de 0,5 pg/ml
para M. incognita e 0,38 png/ml para R. reniformis. Além disso, os autores também ressaltam a
atividade ovicida do ciclobutrifluram, ja que concentracdes de 1,00 e 10,00 pg/ml foram
suficientes para reduzir em mais de 50% a eclosdo dos J2 de M. incognita.

Heydari, Crespo e Wicky (2023) ressaltam que a CLso do ciclobutrifluram foi de 0,026
mg/L, para Caenorhabditis elegans, sendo que € cerca de 10 vezes menor que a concentragao

letal (CLso) do fluopiram para essa espécie. Além disso, diferentes concentracdes do produto
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diminuiram a duracdo do ciclo de vida do nematoide. Ribeiro (2019) enfatiza que o
tratamento de sementes de soja com ciclobutrifluram reduziu a populacdo de Pratylenchus
brachyurus ¢ Heterodera glycines por grama de raiz, além de aumentar a produtividade.
Tavares (2023) concluiu que o ciclobutrifluram afetou negativamente na reprodugdo de M.
Jjavanica, além de proporcionar menor penetracdo e reprodugdo de Pratylenchus brachyurus

em soja.

4.5 Fluazaindolizina

Salibro™ ¢ um novo nematicida do grupo das sulfonamidas (8-cloro-N-(2-cloro-5-
metoxibenzeno-1-sulfonil)-6-(trifluorometil)imidazo[ 1,2-a]piridina-2-carboxamida) que
contém como principio ativo a fluazaindolizina, produzida pela Corteva Agriscience™
(THODEN; PARDAVELLA; TZORTZAKAKIS, 2019) (Figura 2). Lahm et al. (2017) ao
avaliarem mais de 40 compostos de imidazopiridina-2-carboxilica-N-(2-clorofenil)
sulfonamidas, destacaram o grupo D25 (fluazaindolizina) entre os que apresentaram os
melhores resultados. Os autores observaram que os J2 de Meloidogyne incognita tratados com
fluazaindolizina nas concentracdes de 5-50 mg/L apresentaram aumento da imobilidade e,
morte entre 24-96 horas apos a exposi¢dao. Por outro lado, adultos de C. elegans ao serem
tratados com fluazaindolizina (300 mg/L) ndo apresentaram mortalidade ou efeito
significativo na motilidade durante 120 horas. Outro ponto observado pelos autores foi que o
ingrediente ao ser fornecido com a dieta para Drosophila melanogaster (mosca da fruta) nao
afetou o seu ciclo de vida (ovo até adulto). Essas caracteristicas evidenciam a seletividade que
a fluazaindolizina possui sobre outros organismos vivos e nematoides de vida livre

(UMETSU; SHIRAI 2020; LAHM et al., 2017).
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Figura 2 - Representacdo quimica da fluazaindolizina.

Fonte: PubChem, (2025).

O seu modo de acdo da fluazaindolizina sobre os nematoides das galhas até o momento ¢é
desconhecido. Contudo, alguns autores apontam como sendo um modo Unico entre 0s
nematicidas, além de ter demonstrado consideravel especificidade em relagdo aos nematoides
parasitas de plantas (LAHM et al., 2017; WU et al., 2021). Quando o produto quimico entra
em contato com os nematoides, causa disfuncdo muscular, levando a paralisia e,
eventualmente, a morte destes (Chen et al., 2018). Esse novo nematicida comegou a sua
comercializagdo no Estados Unidos, México e india no final do ano de 2023, porém, no
Canadé e na Australia a sua comercializag¢do ja ocorre desde 2021, com previsdo de expansao
em relagdo ao registro do produto em outros paises, como na Unido Europeira (CAPRIOTTI,
2023).

Nos trabalhos conduzidos por Wram e Zasada (2019), os autores observaram que a
fluazaindolizina comportou-se como um verdadeiro nematicida contra M. incognita. Os
autores verificaram que os J2 ndo conseguiram se recuperar apos a exposi¢ao ao produto. No
entanto, ainda conforme os autores, a fluazaindolizina exigiu a concentragdo mais elevada
para ser eficaz, com uma CLspo em 24 horas igual a 180,59 mg/L. Entretanto, a
fluazaindolizina foi um ovicida fraco, com efeitos na eclosdao dos ovos de M. incognita apenas
em altas concentragdes como 390 e 460 mg/L. Nestas duas concentragdes, a eclosdo dos ovos
foi reduzida em 51 e 59%, respectivamente.

Wu et al. (2021) testaram in vitro respostas de varias espécies de nematoides a
fluazaindolizina. Segundo este estudo apds a exposi¢cdo por 72 horas as CLso para J2 de M.
incognita, Tylenchulus semipenetrans, Pratylenchus brachyurus e Heterodera schachtii foram
de 177,14 mg/L; 355,2 mg/L; 1187,5 mg/L e 1019,3 mg/L, respectivamente. Os autores

verificaram também que a exposicdo do J2 a concentragdes de 5 e 10 mg/L de
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fluazaindolizina foram suficientes para causar a reducdo de aproximadamente 25 a 50% no

numero de galhas nas raizes, em comparagdo com o controle de dgua.

4.6 Fluensulfona

A Fluensulfona, ou MCW-2, (5-cloro-2-(3,4,4-trifluorobut-3-enilsulfonil)-1,3-tiazol) ¢ um
membro do grupo fluoroalquenil tioéter (Kearn et al., 2014) (Figura 3). Apresenta atividade
nematicida, além de ter baixa toxicidade para insetos e mamiferos ndo-alvo (KEARN et al.,

2014). Também possui baixo potencial de lixiviagdo no solo devido a sua baixa solubilidade

em agua e meia-vida relativamente curta no solo (OKA; SHUKER; TKACHI, 2009).

Figura 3 - Representacdo quimica da fluensulfona.

=

Fonte: PubChem, (2025).

A fluensulfona foi desenvolvida pela empresa multinacional Bayer em 2001. O primeiro
registro de um produto a base desta molécula ocorreu nos Estados Unidos em 2014, sendo
Nimitz® (Adama) o nome do produto comercial (DESAEGER; WRAM; ZASADA, 2020). No
Brasil, cinco produtos comerciais com o principio ativo da fluensulfona sdo registados para o
controle de nematoides (Azir®, Legado®, Nimitiz CF®, Nimitiz EC® e Nimitz TS®) todos
tendo a Adama como a titular de registro. Todos possuem classificagcdo toxicoldgica categoria
5, ou seja, produto improvavel de causar dano agudo, e classificagdo do potencial de
periculosidade ambiental categoria III (BRASIL, 2025; WALENDORFF, 2018). Azir®,
Nimitiz CF® e Nimitiz TS® sdo empregados exclusivamente para o tratamento de sementes,
enquanto os demais sdo utilizados no sulco de plantio, ou na superficie do solo (BRASIL,
2025). O uso do Nimitz EC® foi autorizado no Brasil em 2018. A Fluensulfona ¢é registada
no Brasil para diversas culturas, como alho, cana-de-agucar, café, algoddo, batata, cenoura,

citros, goiaba, pimentdo, tomate, soja, entre outras.
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O modo de agdo nematicida da fluensulfona até o momento ¢ desconhecido (OKA;
SHUKER; TKACHI, 2009). Oka (2022) observaram que a fluensulfona, a 50 ¢ 100 mg/L
reduziu a eclosdo de J2 de M. incognita em mais de 50% apoés sete dias de exposi¢do ao
nematicida, em comparagdo com a testemunha. Em experimento conduzido por Watson T.T
(2022), o autor verificou que M. enterolobii apresentou menor sensibilidade a fluensulfona
em comparagdo a M. incognita. A fluensulfona mostrou alta inibi¢do de penetrag¢do radicular
em baixas concentragdes (valores de CLso de 0,151 a 0,065 mg/L para M. enterolobii ¢ M.
incognita, respectivamente). Ploeg et al. (2019) ao avaliarem o efeito da fluensulfona em
campo sobre M. incognita no rendimento e na qualidade da batata-doce, observaram que os
tratamentos com fluensulfona mais do que duplicaram os rendimentos. Outro ponto destacado
pelos autores foi a forte redugdo dos sintomas do nematoide nas raizes. A taxa de fluensulfona

incorporada no solo pré-plantio de 1,96 kg/ha foi tdo eficaz quanto a dose de 2,8 kg/ha.

4.7  Fluopiram

O Fluopiram (N-[2-[3-cloro-5-(trifluorometil)piridin-2-il]etil]-2-(trifluorometil)benzamida)
(Verango®, Velum®, Bayer CropScience; PubChem 2025) pertencente ao grupo quimico
piridinil-etil-benzamida (Figura 4), foi inicialmente patenteado pela empresa multinacional
Bayer como um fungicida em 2012. O primeiro registro como nematicida ocorreu em
Honduras na cultura da banana, tendo o produto recebido o nome comercial de Verango®.
Posteriormente o produto foi registrado também na Africa do sul. No Brasil, em 2019 o
Ministério da Agricultura e Pecuaria (MAPA) registrou o ingrediente ativo com autorizacao
para diversas culturas, como soja, milho, batata, algoddo, café, cana-de-aglicar, entre outras
(TOOGE, 2019). Atualmente, no Brasil dois produtos comerciais possuem o fluopiram como
principio ativo, Verango® Prime da Bayer, e Ilevo® da Basf. O primeiro é recomendado para
28 culturas, atuando em diferentes espécies de fitonematoides, enquanto que o segundo ¢ mais
especifico, sendo recomendado apenas para a cultura do algoddo, milho e soja, além de ser
utilizado no tratamento de sementes. Verango® Prime possui classificagdo toxicologica
categoria 5, ou seja, produto improvavel de causar dano agudo, e classificagdo do potencial de
periculosidade ambiental categoria III, por outro lado, Ilevo® possui classifica¢do toxicologica
categoria 4, isto é, produto pouco téxico, e classificagdo do potencial de periculosidade

ambiental categoria II (BRASIL, 2025).
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Figura 4 - Representagdo da estrutura quimica do fluopiram.

Fonte: PubChem, (2025).

O modo de acao do fluopiram ¢ a inibicdo da enzima succinato desidrogenase
(SCHLEKER et al., 2022). Outra caracteristica dessa nova molécula ¢ a sua meia-vida
consideravelmente longa no solo, com duracdo de até 746 dias (LUDLOW, 2015). O
Fluopiram possui movimento limitado do xilema, fator esse que indica que o contato direto ¢
crucial para a supressd@o do nematoide fitoparasita (FASKE; HURD 2015).

Diversos trabalhos evidenciam o elevado potencial nematicida do fluopiram. Faske e Hurd
(2015) salientaram que J2 de M. incognita foi mais sensivel ao fluopiram do que
Rotylenchulus reniformis, dado que nos ensaios de motilidade, 78% dos J2 de M. incognita
ficaram imoéveis ja nas primeiras 2 horas com uma exposi¢cdo de 10,0 mg/ml. Outro ponto
verificado pelos autores foram os valores de CLso de 24 horas que foram 1,18 mg/L para M.
incognita ¢ 1,97 mg/L para R. reniformis. Enquanto os valores CLoo em 24 horas de exposi¢ao
para M. incognita e R. reniformis foram iguais a 5,31 e 9,68 mg/L, respectivamente. Além
disso, outro resultado promissor obtido pelos autores foi na redug¢dao da infe¢ao pelos
nematoides, o numero de galhas radiculares foi reduzida de 31% a 84% em concentracdes de
1,3 a 5,3 mg/ml de fluopiram, respetivamente .

Kim et al. (2016) ao avaliarem a atividade nematicida de alguns compostos nematicidas
contra juvenis do nematoide de cisto da beterraba sacarina (Heterodera schachtii),
identificaram que o fluopiram apresentou o maior efeito inibitorio e toxicidade aguda nos
juvenis, sendo que houve uma mortalidade de 100% dos juvenis. Além disto, segundo os
autores a concentracado letal (CLso) foi de 0,0543 mg/L.

Wram e Zasada (2019) enfatizam sobre o baixo efeito ovicida do fluopiram, ja que nao
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afetou a eclosdo dos ovos. Neste mesmo trabalho,os autores demonstraram que o fluopiram na
dose sub-letal (1 mg/L) ndo afetou a reprodugdo do nematoide em tomateiro, com taxas de
reproducdo semelhantes a testemunha ndo tratada. Schleker et al. (2022) salientam que o
tratamento com 2,5 mg/L de fluopiram foi suficiente para reduzir a formagdo de galhas em
48% e a exposicao a 20 mg/L resultou em mais de 80% de reducdo de galhas em tomate. Isto
evidencia que, o fluopiram ¢ um bom nematicida para M. incognita em baixas concentragdes

do composto.

4.8 Sensibilidade de diferentes populacoes de M. incognita aos nematicidas

Na literatura sdo encontrados relatos de sensibilidade diferenciada de populacdes de M.
incognita a nematicidas quimicos. Por exemplo, Li et al. (2018) ao avaliarem a toxicidade da
abamectina aos J2 de M. incognita coletados em diferentes regides da China verificaram
diferencas em relacdo os valores de CLso e CL9go. Segundo os dados dos pesquisadores, J2
coletada na cidade de Laiwu, regido de Lujiazhuang foram os mais sensiveis a abamectina
com um valor de CLso/24 h igual a 1,70mg/L resultado esse quase 3 vezes menor que a
populagdo da cidade de Tai’an, Dongdawu , que foi menos sensivel que obteve CLso de 4,76
mg/L.

Oka e Soroya (2019) concluiram que a sensibilidade dos nematoides a um nematicida pode
apresentar variagdes entre espécies e entre populagdes de uma mesma espécie. Ao testarem a
fluensulfona e o fluopiram em duas populacdes de M. incognita provenientes de Israel, os
autores observaram diferencas na percentagem de imobilizagdo das populagdes de M.
incognita a fluensulfona em comparagdo ao fluopiram. A populagdo de Kadesh de M.
incognita foi mais sensivel a fluensulfona, com uma CLso 0,22+0.09, valor esse dez vezes
inferior a da populagdo de Gilate (2,91+£1,13).

Thoden, Pardavella e Tzortzakakis (2019) também relataram essa diferenga na
sensibilidade de diferentes populagdes de M. incognita ¢ de M. javanica da Grécia ao
nematicida Salibro® (fluazaindolizina). De acordo com os autores, as cinco populagdes de M.
incognita apresentaram diferentes respostas em relacdo a imobilidade, quando foram
submetidas a duas doses de Salibro®. Algumas populagdes apds 72 horas de exposigdo ao
nematicida, na menor dose (5 pg/ml), apresentaram mais de 49% dos juvenis de segundo
estadio imobilizados, enquanto outra populagdo apresentou resultado 2 vezes inferior a
populagdo menos sensivel.

Huang et al. (2016) avaliaram duas populacdes de M. incognita, ambas de Daxing,
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Pequim (China). De acordo com os autores, a populagdo menos sensivel apresentou uma CLso
ao nematicida Fostiazato de 152,18 pg/ml, valor esse quase trés vezes maior que o encontrado
para a populacao mais sensivel, que foi de 55,54 pg/ml. Segundo os autores, a populagio
menos sensivel ao fostiazato apresentou niveis mais baixos de atividade da enzima
acetilcolinesterase (AChE) do que a populagdo suscetivel, sugerindo que uma AChE
modificada pode ter contribuido para a afinidade reduzida ao nematicida.

Fujikawa, Perry e Toyota (2024) também relatam que duas populacdes de M. incognita
provenientes de diferentes regides do Japao apresentaram respostas distintas quando foram
expostas aos nematicidas fluopiram e fostiazato. De acordo com os autores, a CLso do
fluopiram a populagdao de Aichi foi de 0,011 pg/ml, resultado esse 200 vezes maior que o
observado para a populagdo de Ibaraki, que foi de 2,3 pg/ml. Para o fostiazato a variacao foi
ainda mais acentuada, sendo que a populacdo de Aichi teve CLso de 0,024 pg/ml, enquanto a
populagdo de Ibaraki foi de 5,4 pg/ml, 225 vezes maior.

Ensaios em campo com diferentes culturas agricolas também tem evidenciado resultados
contrastantes em relagdo a dose empregada no controle de M. incognita utilizando as novas
moléculas nematicidas. Hajihassani, Davis e Timper (2019) observaram a eficacia de
fluopiram, fluazaindolizina e fluensulfona na reducdo dos indices de galhas e na densidade
populacional de M. incognita oriundas da Georgia (EUA) em pepinos (Cucumis sativus L.).
De acordo com os autores, fluopiram a 0,50 litros de ingrediente ativo (ia)/ha,
fluazaindolizina a 4,48 litros de ia/ha e fluensulfona a 5,84 litros de ia/ha resultaram na
reducdo nas densidades populacionais finais de 79, 91 e 94%, respectivamente.

Silva et al. (2019) avaliaram duas doses de fluazaindolizina a 4,49 L/ha e 2,25 L/ha;
fluensulfona a 5,85 L/ha e 8,18 L/ha; fluopiram a 0,95 L/ha e 0,48 L/ha no controle de M.
incognita em tomateiro no Norte da Florida (EUA). Segundo os autores, a produgdo das
plantas, o nimero e¢ peso dos frutos nao foram afetados pelos nematicidas aplicados, em
ambas as doses utilizadas. Por outro lado, as plantas submetidas ao tratamento com
fluensulfona na dose mais baixa (5,85 L/ha) apresentaram o menor indice de galhas e reducao
de 75% no nimero de ovos, 68% na densidade populacional e 75% no fator de reprodu¢do do
nematoide quando comparado ao controle nao tratado. No trabalho conduzido por Becker,
Ploeg e Ninez (2019), verificou-se que fluensulfona, fluazaindolizina e fluopiram reduziram
as escoriacdes em cenouras provocadas por M. incognita provenientes do vale de Sao
Joaquim, Califéornia (EUA) em comparacdo com a testemunha. Conforme os autores, a
fluazaindolizina a 2,24 kg/ha resultou no rendimento de cenoura comercializdvel mais

consistente e mais elevado, seguida pela fluensulfona a 2,95 kg/ha. O fluopiram (256 g/ha)
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por outro lado, resultou em menos escoriagdes, entretanto ndo protegeu suficientemente a

parte inferior da raiz principal.

5 MATERIAL E METODOS

5.1 Manutenc¢io e multiplicacio das onze populac¢des brasileiras de M. incognita

Onze populacdes de Meloidogyne incognita (Tabela 1) foram multiplicadas e mantidas em
casa de vegetacdo do Departamento de Fitopatologia da Universidade Federal de Lavras
(UFLA), em Lavras, MG. Para tanto, plantas de tomate (Solanum lycopersicum L. cv. Santa
Clara) com trés semanas apds semeadura foram transplantadas em vasos de 5 L contendo
substrato comercial (Tropstrato HA hortaligas® e Carolina Soil®) na propor¢do 1:1. A
extragdo para obtengdo de ovos de cada indculo (populagdo), seguiu a metodologia descrita
por Hussey e Barker (1973) adaptado por Boneti e Ferraz (1981). A infestagdo das plantas de
tomate foi realizada com uma suspensao de ovos contendo em torno de 5.000 ovos de M.
incognita, utilizando uma pipeta de 10 ml, aplicada em trés orificios na altura do colo das
mudas de tomate, de 2-3 cm de profundidade.

As populagdes de M. incognita UFLA06 e UFLAO2 foram mantidas em mudas de tomate
(cv. Santa Clara) para multiplicagdo dos nematoides desde maio de 2024. As populacdes
UFLAO4, UFLA10, UFLA11 e UFLAOS, foram mantidas em mudas de tomate (cv. Santa
Clara) para multiplicacdo dos nematoides desde setembro de 2024, enquanto que as amostras
UFLAOS5, UFLAO7 e UFLA(Q9 foram mantidas em mudas tomate (cv. Santa Clara) para
multiplicacdo dos nematoides a partir de outubro de 2024. A amostra UFLAO1 foi mantida
em mudas de tomate (cv. Santa Clara) para multiplicacdo desde novembro de 2024. A
populacao identificada como UFLAO3, foi a Unica dentre as 11 populacdes que nao foi
mantida e multiplicada em casa de vegetagdo, sendo que o inodculo foi obtido diretamente no
campo (municipio de Ijaci, MG). Ao longo dos meses subsequentes, o indculo de cada
populagdo foi sendo renovado, ou seja transferido para novas mudas de tomate (cv. Santa
Clara), jilo (Solanum aethiopicum 'Gilo Group', var. Comprido Verde Claro) e em plantas de

quiabo (Abelmoschus esculentus, var. Santa Cruz).
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Tabela 1 - Local de origem e cultura hospedeira das diferentes populacdes brasileiras de

Meloidogyne incognita.

Espécie Local de origem Codigo hocsl[l)l:(lllg:‘a
Meloidogyne incognita Barreiras - BA UFLAO1 Soja
Meloidogyne incognita Linhares - ES UFLAO02 Cafe
Meloidogyne incognita Ljaci - MG UFLAO3 Alface
Meloidogyne incognita Vigosa - MG UFLA04 Algodao
Meloidogyne incognita Pelotas - RS UFLAO5 Tabaco
Meloidogyne incognita Tavares - RS UFLAO06 Cebola
Meloidogyne incognita Urussanga - SC UFLAO7 Maracuja
Meloidogyne incognita Garga - SP UFLAO08 Cafe
Meloidogyne incognita Palmas - TO UFLAO09 Tomate
Meloidogyne incognita UNB - DF UFLAIO Algodao
Meloidogyne incognita UBN- DF UFLAI1 Algodao

Fonte: Do autor, (2025).

5.2  Identificaciao de espécies pelo padriao perineal de fémeas (HARTMAN; SASSER,
1985)

Oito fémeas adultas de cor branca leitosa no inicio da oviposi¢ao foram coletadas de raizes
de tomate, com o uso de uma agulha hipordémica e de um estereomicroscépio binocular.
Feito a remocao das fémeas, essas foram adicionadas em uma solugdo contento acido latico
45%. Em seguida, fez-se um corte na regido anterior das fémeas, utilizando um bisturi, os
cortes obtidos foram imersos na gota de acido latico por 30 minutos, para que 0 mesmo
pudesse fazer limpeza dos corte. Posteriormente, realizou-se cortes ao redor da regido perineal
das fémeas, visando eliminar o excesso de cuticula. Em seguida, os cortes perineais foram
transferidos para uma gota de glicerina depositada no centro de uma ldmina de microscopia.
Na sequéncia, uma laminula foi depositada sob a gota de glicerina, e foi feito a vedacdo da
lamina utilizando permalte. A visualizacdo dos padrdes perineais foi realizada com o
microscopio de objetiva invertida, as fotografias registradas foram realizadas utilizada os sofwate
OptView. Fémeas de Meloidogyne javanica também foram empregadas para a realizagdo dos

padroes perineais, seguindo a metodologia descrita anteriormente.
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5.3  Caracterizacio de isoenzimas das 11 populacdes brasileiras de Meloidogyne

incognita

Cinco fémeas adultas de cor branca leitosa no inicio da oviposi¢cdo foram coletadas de
raizes de tomate. As fémeas foram transferidas para tubos de microcentrifuga de 0,2 ml
contendo 12 pL de tampao de extracdo de proteina, e foram posteriormente esmagadas com
um bastido de vidro de ponta arredondada em contato com superficie de baixa temperatura
(almofada de gelo artificial) para evitar degradagcdo da proteina contida nas fémeas. Apds a
maceracao de todas as amostras, adicionou 3 ul da solucao corante de azul de bromofenol 1%.
O extrato de proteina de M. javanica foi colocado no primeiro e ultimo pogo de cada gel
como padrdo para comparagdo com os fenotipos encontrados.

A eletroforese vertical em gel de poliacrilamida vertical foi usada com uma concentracao
de bis-acrilamida de 6% para o gel de empilhamento. Em seguida, aplicou todo o conteudo
das amostras nos pocos do gel vagarosamente, para evitar transbordamento, utilizou pipeta de
20 pl ajustada para 15 pl. A eletroforese foi realizada em um refrigerador a aproximadamente
4 °C, com uma voltagem de 80 V aplicado no gel de empilhamento por 15 minutos e 150 V
no gel de corrida por 45 minutos. A migracdo foi monitorada por meio do deslocamento da
linha de frente do azul de bromofenol. A eletroforese foi interrompida quando essa linha
estava a 1 cm da parte inferior do gel. Depois de interromper a corrida eletroforética, o gel foi
removido da placa. O gel foi entdo imerso em uma solu¢do de revelagdo preparada
imediatamente antes do uso. Para isso, dissolveu 0,05 g de Fast Blue RR em 50 ml de tampao
fosfato em Erlenmeyer coberto por papel aluminio. A solucdo foi agitada por
aproximadamente 30 minutos. Em seguida, 0,03 g de a-naftil-acetato foi dissolvido em 500 pl
de acetona, e foi acrescentado ao corante em agitacdo. As bandas de proteina foram
comparadas com as posi¢des apresentadas pela migracdo do padrdo de esterase do M.
javanica, conforme relatado na literatura (ESBENSHADE; TRIANTAPHYLLOU, 1990;
CARNEIRO et al, 2008).

54 Caracterizacao molecular

5.4.1 Extracdao do DNA

Fémeas adultas de cor branca leitosa no inicio da oviposi¢do foram coletadas de raizes de

tomate, com auxilio de estereomicroscopio ¢ o uso de agulha hipordémica. Uma fémea de
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cada populagdo foi extraida. As fémeas de cada populacdo foram transferidas para tubos de
microcentrifuga de 0,2 ml contendo 180 pL de Buffer ATL e 20 puL de Proteinase K, seguindo
as recomendagdes do KIT (DNeasy® Blood & Tissue Kit) conforme as recomendagdes do
fabricante. As amostras foram homogeneizadas utilizando um vortex (15s) e incubadas a
56 °C por 8 horas. Finalizado o periodo de incubacdo, as amostras foram homogeneizadas
(vortex 15 s), e em seguida, foram adicionados 200 pL de etanol (96%) e 200 uL. de Buffer
AL. As amostras foram novamente homogeneizada e centrifugada 8000 rpm por 1 minuto. Na
sequéncia, adicionaram-se 500 uL Buffer AW1, e novamente as amostras foram centrifugadas
(8.000 rpm por 1 minuto). Entdo, adicionaram-se 500 pL Buffer AW2, seguido de
centrifugacdo (14.000 rpm por 3 minutos). Por fim, adicionaram-se 100 pL de Buffer AE, a
solugdo foi incubada em temperatura ambiente por 2 minutos, em seguida, foi centrifugada
8000 rpm por 1 minuto. O DNA obtido foi mantido em freezer (-20 °C) até a utiliza¢do para
PCR.

54.2 PCR

As reagdes de amplificacdo usando os marcadores SCAR-coffee (Inc-K14-R e Inc-K14-F)
especificos para M. incognita (RANDIG et al., 2002) (Tabela 2), foram realizadas em
microtubos de 200 pL, com volume final de 25 pL: 4 uL. de DNA, 1 pL de cada primer (10
uM), 12,5 uL de GoTaq Colorless PCR Master Mix (Promega, Madison, EUA), e 7,5 pL de
agua livre de nuclease. As reagdes de PCR foram realizadas usando um termociclador My
Cycler TM (BIORAD). As condi¢des de amplificagdo para o conjunto de primers estao
descritas na Tabela 3. Os produtos de PCR foram submetidos a eletroforese em gel de agarose
a 1,2% e corados com GelRed (Biotium®) para visualizagdo das bandas. O comprimento de

cada fragmento amplificado foi comparado com a escada de DNA de 1 kb do Biorad. Ez load.

Tabela 2 - Sequéncia dos primers SCAR-coffee (Inc-K14-R e Inc-K14-F) especificos para
Meloidogyne incognita.

. . Tamanho do .
Primer Sequéncia (5- 3") ) Referéncia
primer (pb)
Inc-K14-F GGGATGTGTAAATGCTCCTG
399 RANDIG et al. (2002)

Inc-K14-R  CCCGCTACACCCTCAACTTC

Fonte: Do autor, (2025).
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Tabela 3 - Condigdes de amplificagdo para o conjunto de primers SCAR-coffee (Inc-K14-R ¢ Inc-
K14-F) especificos para Meloidogyne incognita.

Primer Tempo e temperaturas

35 ciclos
Inc-K14-F/Inc-K14-R 5 min/94°C 8 min/70°C ~ 4°C/oo

308/94/°C  455/60°C 1 min/70°C

Fonte: Do autor, (2025).

5.5  Preparo das moléculas

As moléculas (ciclobutrifluram, fluensulfona, fluopiram, fluazaindolizina e carbofurano)
foram dissolvidos em dimetilsulfoxido (DMSO), e as solugdes obtidas foram diluidas com
solu¢do aquosa de Tween® 80 a 0,01 g/ml, até as concentragdes de trabalho (concentragio

inicial), que se encontram descritas na Figura 5.

Figura 5 - Descricdo das concentragcdes das moléculas nematicidas de ciclobutrifluram, fluensulfona,

fluopiram, fluazaindolizina e carbofurano.

Ciclobutrifluram Fluensulfona Fluopiram Fluazaindolizina Carbofurano
Concentragio Concentragio Concentragio Concentraciio Concentragao Concentracgio Concentragdo | Concentragdo | Concentragio | Concentracio
inicial (ug/ml) final (pg/ml) inicial (ng/ml) final (pg/ml) inicial (ng/ml) final (ug/ml) inicial (ug/ml) | final (ng/ml) | inicial (ug/ml) | final (ug/ml)

0.012 0.01 30 25 0.6 0.5 30 25 120 100

0.12 0.1 60 50 12 1.0 60 50 150 125

1.2 1.0 90 75 2.4 2,0 120 100 180 150

6.0 5.0 120 100 3.6 3.0 180 150 210 175

12 10 180 150 4.8 4.0 300 250 240 200

Fonte: Adaptado (WONG; QUESADA-OCAMPO, 2024; WARM; ZASADA, 2019 ¢ PACULE et al., 2022).

5.6 Determinacido da concentracio letal capaz de matar 50% (CLso) da populacio de

Meloidogyne incognita

Foi conduzido um ensaio in vitro para determina¢do da concentracdo letal (CLso) das
moléculas nematicidas ciclobutrifluram, fluensulfona, fluopiram, fluazaindolizina e
carbofurano sobre as onze populagdes de M. incognita. O ensaio foi realizado em delineamento
inteiramente casualizado (DIC), sendo cada combinagdo popula¢do x molécula nematicida foi
testada de forma individual, com cinco repeticdes. Para tanto, nas cavidades de placa de
polipropileno com 96 pogos e 300 uL foram adicionados 20 pL de uma suspensdo aquosa
contendo aproximadamente 20 J2 de M. incognita e 100 puL da solugdo da molécula diluida com
solugdo aquosa de Tween® 80 (0,01%) + DMSO 1,8% (v/v) (1,5% (v/v; concentragdo final na

cavidade). Na sequéncia, as placas foram fechadas, seladas com filme plastico e mantidas em
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incubadora a + 28 °C por 48 horas. Tween® 80 (0,01%) + DMSO 1,8% (v/v) (1,5% (v/v;
concentracao final na cavidade) foi empregado como o controle negativo (concentragdo zero).
Apbs o periodo de exposicdo, com o uso de um microscopio de objetiva invertida, os J2 que
ndo apresentaram movimentagao foram considerados como iméveis. Em seguida, foi adicionado
ao conteudo de cada cavidade 5 pL de solugdo de NaOH 1,0 mol/L, recém preparada. Com o uso
do microscépio de objetiva invertida, os J2 foram observados durante periodo de até 1 minutos.
Aqueles que ndo reagiram a solu¢do de NaOH, permanecendo estendidos, foram considerados
mortos, de acordo com o método descrito por Chen e Dickson (CHEN; DICKSON, 2000), que foi

adaptado por Amaral et al. (2003). O ensaio foi conduzido mais uma vez.

5.7  Efeito in vitro sobre a eclosdo de J2 das onze populacdes de M. incognita

Plantas de tomate cv. Santa Clara das onze populagdes de M. incognita foram submetidas
ao processo de extracdo para obtengdo de ovos, de acordo com a metodologia descrita por
Hussey e Barker (1973) adaptado por Boneti e Ferraz (1981).

Em placa de polipropileno com 96 cavidades de aproximadamente 300 pL, com
fundos chatos, uma suspensao de 20 puL contendo aproximadamente 100 ovos foi pipetada nas
cavidades, em sequéncia foram pipetados 100 pL da solu¢do das moléculas diluidas com
solugdo aquosa de Tween® 80 (0,01%) + DMSO 1,8% (v/v) (1,5% (v/v; concentragdo final na
cavidade). Neste ensaio, foram empregadas apenas as moléculas nematicidas ciclobutrifluram,
fluensulfona, fluopiram, e carbofurano. As concentragdes empregadas foram: 25, 75 e 150
ug/ml para a fluensulfona; 0,5; 2 e 4 pg/ml para o fluopiram; 0,1; 1 e 10 pg/ml para o
ciclobutrifluram e 100, 150 e 200 pg/ml para o carbofurano. Agua destilada foi usada como o
controle negativo (concentracao zero).

As placas foram fechadas, seladas com filme plastico e mantidas em incubadora a + 28 °C
por 72 horas. Apos o periodo de exposicdo, fazendo uso de um microscopio de objetiva
invertida fez-se a contagem do nimero de J2 que eclodiram. Posteriormente, a suspensao das
moléculas foi removida de cada cavidade, utilizando uma pipeta, adicionando em seguida
agua destilada. As placas foram novamente incubadas. A partir de entdo, a eclosdo dos J2 foi
avaliada a cada dois dias, durante um periodo de 14 dias. O ensaio foi realizado em
delineamento inteiramente casualizado (DIC), sendo cada populacdo testada para cada
molécula de forma individual com cinco repeti¢des, e cada repeticdo constituida por uma

cavidade de 300 puL da placa de polipropileno.
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5.8 Analise estatistica

Os dados de imobilidade foram inicialmente convertidos em percentagens. Os dados de
imotilidade e de eclosao de cada populacdo foram comparados com os resultados da
testemunha (controle negativo), por meio do teste t Student. Os célculos foram feitos
utilizando o programa estatistico R® 3.6.1 (Team, 2013) com interface grafica RStudio i386
3.6.1 (Team, 2015). Para determinar a CLso, foi feita analise Logit (Mcfadden, 1973),
utilizando-se o pacote drc (Analyses of Dose Response Curve; (Ritz; Streibig, 2005) do
programa R® 3.6.1 (Team, 2013).

6 RESULTADOS

6.1 Identificacio morfologica, enzimatica e molecular de onze populacoes de

Meloidogyne spp., mantidas em casa de vegetacio.

As onze populagoes de Meloidogyne spp. obtidas de diferentes localidades do Brasil e
mantidas em casa de vegetacdo apresentaram padrdo perineal caracteristico de M. incognita
(Figura 6). Analisando as imagens obtidas ¢ possivel verificar o arco dorsal alto anguloso e
quadrado, relativamente achatado na parte superior, marcado por quebras e bifurcagdes nas
estrias; presenca de estrias grosseiras, lisas e onduladas e auséncia de campo lateral,
(EISENBACK, 1985; CARNEIRO et al., 1996). Algumas varia¢des foram observadas na
populagdo UFLAOS5 que apresentou arco dorsal achatado a alto, quadrado, caracteristicas
essas também observadas na populacdo UFLAO9.

A identificacdo isoenzimatica das populagdes indicou a presenca do fenotipo 11 em 90,9 %
das amostras (Figura 7). As populacdes UFLA10 apresentou fenotipo do tipo I12. Esses
resultados confirmam que todas as populagdes empregadas nos ensaios sdo da espécie
Meloidogyne incognita.

Os produtos de amplificacdo da PCR utilizando o conjunto de primer SCAR-coffee (Inc-
K14-R e Inc-K14-F) especificos para M. incognita foram de aproximadamente 399 pb
(Figura 8) (RANDIG ET AL. 2002; MENG et al. 2004; KIEWNICK et al., 2013).
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Figura 6 - Padrao perineal das onze populagdes brasileiras de Meloidogyne incognita.

Legenda: Letras maiusculas indicam o padrdo perienal de cada populacdo. A: UFLAO1; B: UFLA02;
C: UFLAO3; D: UFLAO4; E: UFLAOS; F: UFLA06; G: UFLA07; H: UFLAOS; I: UFLAO09; J:
UFLA10; K: UFLAT11.

Fonte: Autoria propria, 2025.
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Figura 7 - Padrdo de eletroforese de isoenzima das onze populagdes brasileiras de Meloidogyne
incognita e Meloidogyne javanica.

J3: Padrao da esterase de Meloidogyne javanica.
Fonte: Do autor, (2025).
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Figura 8 - Amplificagdo do primer SCAR-coffee (Inc-K14-R e Inc-K14-F) com tamanho dos

fragmentos de aproximadamente 399 pb para as onze populagdes brasileiras de Meloidogyne incognita.

1: UFLAO1; 2: UFLAO2; 3: UFLAO3; 4: UFLAO04; 5: UFLAO5; 6: UFLAO06; 7: UFL07; 8: UFLAOS; 9:
UFLAO09; 10: UFLA10; 11: UFLA11. M: Marcador (1000 pb).
Fonte: Do autor, (2025).

6.2 Concentracdo letal capaz de matar 50% (CLso) da populacio de Meloidogyne

incognita

6.2.1. Fluensulfona

Nos ensaios com a fluensulfona foram observados valores de CLso variando de 41 a 213
ng/ml, evidenciando as diferentes respostas das populagdes de M. incognita a essa molécula
nematicida (Tabela 4). A populacio UFLA09, proveniente do estado do Tocantins,
parasitando raizes de tomateiro foi a menos sensivel em ambos ensaios. Em contraste, a
populacao UFLAOI1, obtida de raizes de soja proveniente do municipio de Barreiras, Bahia,
foi a mais sensivel. Ambas populacdes apresentaram aumento no nimero de mortos com o

aumento no valor das concentragdes (Figura 9).
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Tabela 4 - Concentragdo letal (CLso) do nematicida fluensulfona que resultou na morte de 50% dos

juvenis de segundo estadio das onze populagdes brasileiras de Meloidogyne incognita.

Populacao CLso (ug/ml) 95% IC Erro
UFLAO1I 1 45,168 (35,89 - 54,44) 4,483
2 41,312 (33,49 - 49,13) 3,78
UFLA02 1 46,868 (37,64 - 56,10) 4,463
2 42,97 (37,46 - 48,47) 2,663
UFLAO3 1 53,656 (45,68 - 61,63) 3,854
2 69,128 (66,37 - 71,88) 1,332
UFLAO4 1 99,426 (85,51 -113,33) 6,725
2 96,002 (87,35 - 104,65) 4,183
UFLAO5 1 45,673 (37,77 - 53,57) 3,817
2 73,012 (62,367 - 83,606) 5,145
UFLAO6 1 53,094 (42,011 - 64,17) 5,357
2 51,784 (43,01 - 60,55) 4,238
UFLAO7 1 92,657 (72,66 - 112,65) 9,667
2 122,440 (101,38- 143,49) 10,177
UFLAO8 1 69,526 (60,87 - 78,18) 4,183
2 73,766 (65,66 - 81,87) 3,916
UFLA09 1 172,908 (112,73-233,09) 29,092
2 213,808 (161,24- 266,38) 25,412
UFLA10 1 83,529 (72,92 - 94,14) 5,128
2 86,157 (75,69 - 96,63) 5,061
UFLALL 110,149 (88,82 - 131,47) 10,309
2 84,986 (69,21 - 100,77) 7,628

IC: Intervalo de confianga. 1: Primeiro ensaio. 2: Segundo ensaio.
Fonte: Do autor, (2025).
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Figura 9 - Porcentagem de mortalidade das populagoes UFLAO1 e UFLAQ9 de Meloidogyne incognita
quando expostas a cinco concentragdes de fluensulfona por um periodo de 48h. Figura 9 A ¢ 9 B,

correspondem ao primeiro e segundo ensaio, respectivamente.
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6.2.2. Fluopiram

Nos ensaios com o nematicida fluopiram foram observados valores de CLso variando de
0,80 a 4,99 png/ml, evidenciando as diferentes respostas das populacdes de M. incognita a essa
molécula nematicida (Tabela 5). Duas populagdes foram menos sensiveis ao fluopiram, sendo
a populacdo UFLAO06, proveniente do municipio de Tavares no estado do Rio Grande do Sul,
infestando raizes de cebola, seguida pela populacdo UFLAO2, originaria de raizes de café,
coletadas no estado do Espirito Santo. A populacio UFLAOS, proveniente do municipio de

Garc¢a no estado de Sao Paulo foi mais sensivel a exposi¢do ao fluopiram. Nos dois ensaios
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observou-se uma relagdo positiva entre o aumento da concentragdo do fluopiram com

aumento na taxa de mortalidade dos J2 (Figura 10).

Tabela 5 - Concentragdo letal (CLso) do nematicida fluopiram que resultou na morte de 50% dos

juvenis de segundo estadio das onze populagdes brasileiras de Meloidogyne incognita.

Populagdo CLso (ug/ml) 95% IC Erro
1 1,697 (1,58 - 1,81) 0,05

UFLAO1
2 1,768 (1,63 - 1,90) 0,06
1 4,177 (3,73 - 4,62) 0,212

UFLAO02
2 4831 (4,31 -5,35) 0,251
1 2,119 (1,92 -2,31) 0,093

UFLAO3
2 3,377 (2,99 - 3,75) 0,183
1 1,984 (1,86 - 2,15) 0,081

UFLA0O4
2 3,323 (3,12 -3,53) 0,098
1 2,013 (1,78 - 2,24) 0,111

UFLAO5
2 3,070 (2,84 - 3,29) 0,109
1 4,485 (3,76 - 5,20) 0,374

UFLAO06
2 499 (4,29 - 5,69) 0,338
1 2,682 (2,51 -2,85) 0,080

UFLAO7
2 3,422 (3,08 - 3,75) 0,160
1 0,804 (0,74 - 0,87) 0,031

UFLAO08
2 0970 (0,92 - 1,02) 0,023
1 2,738 (2,48 - 2,98) 0,120

UFLAO09
2 3,422 (3,09 - 3,75) 0,160
1 1,860 (1,63 -2,09) 0,112

UFLAT10
2 2,177 (1,99 - 2,36) 0,089
1 2,537 (2,40 - 2,66) 0,061

UFLAI11
2 2876 (2,69 - 3,06) 0,087

IC: Intervalo de confianga. 1: Primeiro ensaio. 2: Segundo ensaio.
Fonte: Do autor, (2025).
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Porcentagem de mortalidade das populacdes UFLA0O6 e UFLAOS de Meloidogyne

incognita, quando expostas a cinco concentragdes de fluopiram, por periodo de 48h. Figura 10 A e 10

B, correspondem ao primeiro e segundo ensaio, respectivamente.
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6.2.3. Ciclobutrifluram

Concentragdes de fluopiram (ug/ml)

O nematicida ciclobutrifluram foi letal aos J2 de M. incognita em uma amplitude de

concentragdes proxima ao fluopiram, e drasticamente inferior a fluensulfona (Tabela 6). A

populacao UFLAO6 foi a menos sensivel ao ciclobutrifluram, apresentando um valor de CLso

proximo a5 pg/ml. Por outro lado, UFLA 08 foi a populagdo mais sensivel, com CLso 5 vezes

menor. Ambas as populagdes (UFLA 06 e UFLA 08) apresentaram resposta discreta ao

ciclobutrifluram nas concentracdes mais baixas (0,01 e 0,1 pg/ml). Contudo, a partir da

concentragdo de 1 pg/ml a taxa de mortalidade das populagdes teve aumento exponencial.



43

Tabela 6 - Concentracgdo letal (CL50) do nematicida ciclobutrifluram que resultou na morte de 50%

dos juvenis de segundo estadio das onze populacdes brasileiras de Meloidogyne incognita.

Populagdo CLso (ug/ml) 95% IC Erro

1 1,632 (1,33-1,93) 0,143
UFLAO1

2 1,938 (1,68 - 2,19) 0,121

1 3,341 (2,88 - 3,80) 0,222
UFLAO02

2 4,50 (3,77 - 5,23) 0,351

1 1,885 (1,52 -2,25) 0,176
UFLAO3

2 3,007 (2,45 - 3,56) 0,270

1 1,662 (1,07 - 2,25) 0,285
UFLA04

2 1,191 (1,07 - 2,25) 0,285

1 1,760 (1,46 - 2,05) 0,141
UFLAO5

2 1,425 (0,95 -1,89) 0,229

1 5,081 (3,23 -6,93) 0,892
UFLAO06

2 5,114 (4,46 - 5,73) 0,314

1 2,383 (2,12 -2,64) 0,125
UFLAO07

2 2,850 (2,63 -3,07) 0,100

1 1,259 (1,09 - 1,42) 0,079
UFLAO08

2 1,045 (0,90 - 2,99) 0,941

1 2,998 (2,48 - 3,52) 0,251
UFLAO09

2 2,456 (2,24 - 2,68) 0,106

1 1,829 (1,55-2,10) 0,132
UFLAI10

2 1,937 (1,65-2,21) 0,137

1 1,364 (2,54 -5,27) 1,888
UFLAI1

2 2,162 (1,79 - 2,52) 0,175

IC: Intervalo de confianga. 1: Primeiro ensaio. 2: Segundo ensaio.
Fonte: Do autor, (2025).
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Figura 11 - Porcentagem de mortalidade das populagdes UFLA0O6 ¢ UFLAO8 de Meloidogyne

incognita quando expostas a cinco concentracdes de ciclobutrifluram. Figura 11 A e 11 B,

correspondem ao primeiro e segundo ensaio, respectivamente.
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6.2.4. Fluazaindolizina

0.1 1 5

Concentragdes de ciclobutrifiuram (ug/ml)

10

A fluazaindolizina foi o nematicida com maior diferenca na sensibilidade entre as

populagdes, sendo a populacao, UFLA 01, proveniente de raizes de soja coletada no estado da

Bahia, 7,8 vezes mais sensivel que ao nematicida que a populacdo UFLA 08, obtida de raizes

de café (Tabela 7). A populacio UFLA 01 apresentou taxa de mortalidade superior aos 40%

j& na menor concentracgao (25 pg/ml), enquanto que a populacdo de UFLA 08 apresentou uma

tendéncia crescente de mortalidade com o aumento das concentracdes (Figura 12).
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Tabela 7 - Concentracdo letal (CLso) do nematicida fluazaindolizina que resultou na morte de 50%

dos juvenis de segundo estadio das onze populacdes brasileiras de Meloidogyne incognita.

Populagao CLso (ng/ml) 95% IC Erro

1 37,304 (26,78 - 47,82) 5,085
UFLAO1

2 40,279 (14,37 - 66,18) 12,33

1 225,711 (207,02-244,39) 9,031
UFLAO02

2 NC NC

1 267,158 (221,99 - 312,32) 21,834
UFLAO03

2 NC NC

1 229,16 (215,45 - 242,87) 6,629
UFLA04

2 238,525 (225,12 - 251,93) 6,405

1 200,507 (184,19 - 216,82) 7,887
UFLAO5

2 194,937 (170,51 - 219,36) 11,669

1 221,488 (197,78 - 245,19) 11,457
UFLAO6

2 201,758 (190,64 - 212,88) 5,313

1 211,233 (201,81 - 220,65) 4,555
UFLAO7

2 NC NC

1 290,698 (180,96 - 400,44) 53,048
UFLAOS

2 NC NC

1 205,132 (192,21 218,05) 6,245
UFLAO09

2 NC NC

1 107,553 (74,50 - 140,60) 15,976
UFLA10

2 NC NC

231,732 (219,66 - 243,79) 5,833
UFLAT11
NC NC

IC: Intervalo de confianga. 1: Primeiro ensaio. 2: Segundo ensaio. NC: Nao calculado.
Fonte: Do autor, (2025).
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Figura 12 - Porcentagem de mortalidade das populagdes UFLAO1 e UFLAO8 de Meloidogyne
incognita expostas, por 48 horas, a cinco concentragdes de fluazaindolizina. Figura 12 A ¢ 12 B,

correspondem ao primeiro e segundo ensaio, respectivamente.
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6.2.5. Carbofurano

Foram observadas diferencas consideraveis nas respostas das populagdes de M. incognita
ao nematicida carbofurano (Tabela 9). Com destaque para a populacdo UFLAO2, proveniente
de raizes de café coletadas no estado do Espirito Santo, que em um dos ensaios foi quase 6
vezes menos sensivel ao carbofurano que a a populacio UFLAO7, coletada em raizes de
maracuja no estado de Santa Catarina. Para a populagio UFLAO7, a menor concentracao

testada de carbofurano (100 pg/ml) foi capaz de matar em praticamente 100 % dos J2.
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Tabela 8 - Concentracdo letal (CL50) do nematicida carbofurano que resultou na morte de 50% dos

juvenis de segundo estadio das onze populagdes brasileiras de Meloidogyne incognita.

Populagao CLso (ug/ml) 95% IC Erro

1 86,678 (69,36 - 103,70) 8,229
UFLAO1

2 72,657 (60,03 - 85,29) 6,105

1 171,052 (159,13 - 182,97) 5,761
UFLAO02

2 157,328 (152,48 - 162,19) 2,345

1 133,114 (128,84 - 137,39) 2,065
UFLAO03

2 129,227 (124,78 - 133,67) 2,146

1 133,794 (127,73 - 139,85) 2,928
UFLA04

2 131,027 (127,80 - 134,85) 1,560

1 112,586 (106,29 - 118,88) 3,041
UFLAO5

2 113,296 (110,23 - 116,36) 1,479

1 108,746 (106,28 - 111,21) 1,191
UFLAO06

2 115,58 (110,58 - 120,21) 1,201

1 30,331 (10,37 - 71,03) 19,674
UFLAO7

2 34,074 (20,12 - 88,26) 26,196

1 136,977 (133,82 - 140,13) 1,524
UFLAOS8

2 131,139 (126,14 - 136,13) 2,415

1 86,407 (76,27 - 96,54) 4,897
UFLAO09

2 82,590 (74,75 - 90,43) 3,790

1 71,503 (61,07 - 81,93) 5,041
UFLA10

2 65,805 (48,51 - 83,10) 8,362

1 83,368 (75,96 - 90,78) 3,581
UFLAL11

2 77,524 (63,51 -91,54) 6,774

IC: Intervalo de confianga. 1: Primeiro ensaio. 2: Segundo ensaio.
Fonte: Do autor, (2025).
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Figura 13 - Porcentagem de mortalidade das populagdes UFLA02 e UFLAO7 de Meloidogyne

incognita ap6s exposigao por 48 h a cinco concentragdes do nematicida carbofurano. Figura 13 A e 13

B, correspondem ao primeiro e segundo ensaio, respectivamente.
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6.3 Imotilidade de juvenis do segundo estidio de Meloidogyne incognita das

diferentes populagdes apds exposicio aos nematicidas

Para a variavel imobilidade observou comportamentos distintos entre as populagoes.

Fluensulfona e fluopiram nas concentragdes avaliadas apresentaram 100% dos juvenis de M.

incognita paralisados em todas as populac¢des (Figura 14 e 15). Por outro lado, essa mesma

porcentagem foi alcangada para o ciclobutrifluram somente a partir da concentragdo de 1

ug/ml para todas as populagdes avaliadas (Figura 14). Contudo, a dose de 0,01 pg/ml ja foi
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suficiente para ocasionar mais de 50% de paralisa nos juvenis em algumas populagdes, como
UFLAT11, que foi a populagdo que apresentou maior percentual de J2 imoveis quando exposta

a menor concentrac¢ao de ciclobutrifluram.

Figura 14 - Imotilidade das onze populagdes de Meloidogyne incognita a molécula

nematicida fluensulfona.
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Figura 15 - Imotilidade das onze populacdes de Meloidogyne incognita a molécula nematicida

fluopiram
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Fonte: Do autor, (2025).

Figura 16 - Imotilidade das onze populacdes de Meloidogyne incognita a molécula

nematicida ciclobutrifluram.
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A fluazaindolizina também apresentou atividade sobre a mobilidade dos juvenis de
segundo estadio de M. incognita. Todas as populagdes apresentaram J2 imdveis acima de 50%
na menor dose. Ao aumentar as concentragdes, o percentual de juvenis paralisados foi
aumentando, sendo que na maior concentracao, apenas UFLAO3 e UFLA(O6 ndo obtiveram
100% de J2 imdveis. Ressalta-se a populacio UFLAO8 que apresentou altos valores de
imobilidade em todas as concentragdes avaliadas, mesmo sendo a populacdo menos sensivel a
flualindolizina. ~ Semelhante ao que foi observado para os nematicidas fluopiram e
fluensulfona, todas as concentragdes de fluazaindolizina foram suficientes para ocasionar
imobilizagao superior a 80% aos J2, valor esse encontrando ja na menor concentragao (Figura

17).

Figura 17 - Imotilidade das onze populacdes de Meloidogyne incognita a molécula
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Fonte: Do autor, (2025).

menor concentragdo. Na concentragdo de 150 pg/ml 72% das populacdes avaliadas
apresentaram imobilidade proximo ou iguais a 100%, resultado esse que foi quase unanime

para todas as popula¢des na maior concentragdo (Figura 18).
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Figura 18 - Imotilidade das onze populagdes de Meloidogyne incognita a molécula

nematicida carbofurano.
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apoés exposicio aos nematicidas

Diferencas na taxa de eclosdo foram observadas entre as populacdes de M. incognita. As
maiores taxas de eclosdo foram observadas nas populacdes UFLA 06 ¢ UFLA 07, com
porcentagem de eclosdo acima de 70%. Por outro lado, nas populagdes UFLA 08 e UFLA 09,
a eclosao dos J2 ficou abaixo de 30%. Para todas as populac¢des de M. incognita, a exposi¢ao
dos ovos ao ciclobutrifluram, resultou em reducdo na taxa de eclosdo (Figura 19). A
exposicao das populagdes UFLA 01, UFLA 03, UFLA 04, UFLA 05, UFLA 07, UFLA 10 ¢
UFLA 11, a concentragdo de 1 pg/ml, resultou em mais de 50 % de redu¢dao no niimero de J2
eclodidos em relagdo ao controle dgua (Figura 19). Entretanto, as populagdes UFLA 08 e
UFLA 09 foram menos sensiveis, com redu¢do da eclosdo abaixo de 15% quando comparado
ao controle. A exposicao dos ovos, de todas as populagdes, a maior concentragdo do
ciclobutrifluram, 10 pg/ml, resultou em um drastica (+ 90 %) redugdo no niimero de J2

eclodidos.
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Figura 19 - Numero de juvenis de segundo estadio de Meloidogyne incognita eclodidos apos
exposicdo a molécula nematicida ciclobutrifluram.
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A exposi¢do dos ovos de todas as onze populagdes de M. incognita ao nematicida
fluensulfona resultou reducdo acima de 80% no nimero de J2 eclodidos, mesmo na menor

concentragdo testada 25 pg/ml (Figura 20).
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Figura 20 - Numero de juvenis de segundo estadio de Meloidogyne incognita eclodidos apds

exposigcado a molécula nematicida fluensulfona.
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A eclosao dos juvenis de segundo estadio foi afetada negativamente quando expostas ao
fluopiram (Figura 21). UFLAO7 demonstrou diferenca em comparacdo a UFLAO1 ¢ UFLA11
apenas na menor concentragdo. Na concentracdo de 2 pg/ml, UFLA02, UFLA06 e UFLA09
diferiram apenas de UFLAOI. Contudo, diferente do que foi observado nos ensaios com
fluensulfona e ciclobutrifluram, a maior concentragdo de fluopiram nao reduziu a eclosdo da
populacao UFLAO02 e UFLAO06, tendo crescimento em comparagao a concentragao de 0,5 e 2

pg/ml.



Figura 21 - Numero de juvenis de segundo estadio de Meloidogyne incognita eclodidos apds

exposi¢do a molécula nematicida fluopiram.
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*diferenga significativa em relacdo ao controle (p < 0,05) pelo teste t Student.

Fonte: Do autor, (2025).

O nematicida carbofurano afetou negativamente a taxa de eclosdo dos J2, entretanto em
uma intensidade muito menor que os outros nematicidas avaliados (Figura 18). Mesmo na
maior concentragdo, 200 pg/ml, a reducdo no numero de J2 eclodidos ndo alcangou 17% para
as populagdes UFLA 05 e UFLA 06 em relacdo ao controle negativo agua (Figura 22). Para as

outras populagdes a reducdo na eclosdo variou de 35% a 62,5%.
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Figura 22 - Numero de juvenis de segundo estadio de Meloidogyne incognita eclodidos apds

exposigdo a molécula nematicida carbofurano.
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7 DISCUSSAO

As onze populagdes estudadas no presente trabalho apresentaram padrdes perineais
caracteristicos de Meloidogyne incognita. Contudo, foram observadas variagdes entre as
populagdes. Santos et al. (2012) também observaram variagdes significativas em oito isolados
brasileiros de Meloidogyne incognita. De acordo com Cliff e Hirschmann (1985), de modo
geral, grande variabilidade nos padrdes perineais ocorre intraespecificamente no género
Meloidogyne. Além da variabilidade intraespecifica relatada na literatura, os padrdes
perineais de algumas espécies de Meloidogyne sdo semelhantes, como M. incognita e M.
paranaensis, o que faz desse método de identificagdo muitas vezes inconsistente e subjetivo
(CARNEIRO et al., 2004; BARROS et al., 2018). Neste trabalho, a utilizagdo do padrao
perineal foi apenas um dos métodos de identificacdo empregados. Dois fenotipos de esterase
I1 e 12 foram identificados nas onze populacdes de Meloidogyne estudadas no presente
trabalho. Estes fendtipos foram descritos na literatura como tipicos de M.
incognita (CARNEIRO et al., 2000; 2004; COFCEWICZ et al., 2004, 2005). De acordo com
Esbenshade e Triantaphyllou (1985) e Oliveira et al. (2011), o fendtipo I1 ¢ o mais comum
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entre as populacdes de Meloidogyne incognita. No presente trabalho, dez populagdes
apresentaram fenotipo I1. Silva et al. (2014) verificaram dois fendtipos de esterase (I1 e 12)
entre cinco populagdes de Meloidogyne incognita provenientes de algoddo. Barros et al. (2018)
observaram em 20 populagdes brasileiras de M. incognita que o fenotipo I1 foi o mais
frequente, tendo ocorrido em 66% das amostras positivas para essa espécie. Por outro lado,
Lopes et al. (2019) relataram apenas a ocorréncia do fendtipo 12 em dez populagdes de M.
incognita do oeste da Bahia.

Os marcadores SCAR desenvolvidos para M. incognita permitiram a amplificagdo de
fragmentos especificos para as onze populacdes avaliadas. Os marcadores SCAR espécie-
especificos foram estabelecidos por Randig et al. (2002) para identificar as trés principais
espécies de nematoide das galhas do café que ocorrem no Brasil. Neste trabalho, duas
populagdes de M. incognita coletadas de raizes de café, UFLA02 do municipio de Linhares—
ES e UFLAOS8 do municipio de Gar¢a—SP, foram identificadas com sucesso, fazendo uso dos
marcadores SCAR. Assim como foram identificadas populacdes de M. incognita neste
trabalho provenientes de raizes de café¢. Almeida et al. (2022) conseguiram identificar sete
populagdes de M. incognita em cafezais no tridngulo mineiro, fazendo o uso do primer
SCAR-coffee (Inc-K14-R e Inc-K14-F). Contudo, esses marcadores ndo sdo empregados
exclusivamente para espécies de nematoides das galhas associadas ao café, mas podem ser
utilizados para a espécie de M. incognita associada a outras culturas, como soja, tomate,
alface, cebola e algoddo, como foi verificado neste trabalho. Ye et al. (2019) fizeram a
identificacdo de M. incognita usando o primer SCAR-coffee (Inc-K14-R e Inc-K14-F) em
mais de 230 amostras de diferentes espécies agricolas no Arkansas (EUA), dentre as quais
continham soja, milho e algodao. M. incognita coletada de plantas de tomate em
Bangladesh foi identificada por meio do primer SCAR-coffee (Inc-K14-R e Inc-K14-
F) (ELAHI et al. 2024). No trabalho de Barros et al. (2018), os autores pontuam que o uso
deste conjunto de primers foi suficiente para a identificacdo de 19 populacdes de M.
incognita coletadas de diferentes culturas agricolas de diferentes regides do Brasil.

Os resultados obtidos neste estudo evidenciam uma ampla variabilidade na sensibilidade
de diferentes populacdes de Meloidogyne incognita a fluensulfona. A concentracdo letal
média capaz de matar 50% dos J2 (CLso), apds 48 horas de exposicdo, variou
consideravelmente entre as onze populacdes testadas, oscilando entre 41 pg/ml a 213 pg/ml.

A comparacdo dos resultados obtidos no presente estudo com dados da literatura revela
uma expressiva disparidade nos valores de CLso para a fluensulfona. Na literatura, os valores

da CLso para a fluensulfona estdo em torno de 42,2 a 131 pg/ml (ZASADA et al., 2019;
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PACULE et al., 2022). Por outro lado, resultados bem abaixo dos obtidos neste trabalho sao
relatados, como, por exemplo, Biswas et al. (2025) relataram valores de CLso igual a 22,09
ng/ml para uma populagio de M. incognita da india. Trabalho conduzido em Israel por Oka e
Soraya (2018) identificou valores de CLso mais de 100 vezes inferiores aos obtidos no
presente estudo. Assim como Watson (2022), que observou CLso de apenas 0,642 pg/ml para
uma populagdo de M. incognita da Luisiana (EUA).

Apesar da variagao nos valores de CLso, observou-se que, a partir da concentragao de 25
ng/ml, 100% dos J2 de todas as populagdes avaliadas se encontravam imoveis, demonstrando
a existéncia de um limiar de eficicia comum da fluensulfona, independentemente da origem
geografica ou de uma possivel variabilidade genética entre as populacdes.

Além disso, a exposicdo dos ovos de M. incognita por 72 horas a fluensulfona na
concentragdo de 25 pg/ml resultou em redugdo superior a 80% na eclosdo dos J2 em
comparagao a testemunha. As maiores concentragdes avaliadas também reduziram a eclosdo
dos J2, reforgando o potencial da fluensulfona como nematicida verdadeiro e ovicida. Esses
resultados se aproximam de outros trabalhos descritos na literatura, como o de Watson
(2022) e Zasada et al. (2019), que relatam a reducdo da eclosdo de J2 apos serem expostos a
diferentes concentragoes de fluensulfona.

Assim como foi observado para a fluensulfona, os resultados obtidos neste estudo
evidenciam uma ampla variabilidade na sensibilidade de diferentes populagdes de M.
incognita ao fluopiram. A concentra¢do letal média capaz de matar 50% dos J2 (CLso), apos
48 horas de exposicao, apresentou variagdes entre as onze populagdes testadas, com valores
entre 0,80 pg/ml a 4,9 pg/ml. Os resultados encontrados neste trabalho se aproximam de
outros trabalhos descritos na literatura cientifica (FASKE; HURD, 2015; ZHANG et al. 2022;
SCHLEKER et al., 2022). Por outro lado, valores de CLso distantes dos observados no
presente trabalho sdo relatados. Por exemplo: Wong et al. (2024) relatam valores de CLso até
doze vezes maiores aos encontrados neste trabalho. Fujikawa, Perry e Toyota (2024)
observaram valores de CLso igual a 0,011 mg/L para uma populagdo de M. incognita de Aichi
(Japao), resultado este 72 vezes menor do que o observado neste trabalho. Tal como se
verificou para a fluensulfona, as variagdes entre a CLso das onze populagdes nao encontraram
correspondéncia com a taxa de imobilidade. Uma vez que, a partir da menor concentracdao de
0,5 ng/ml, 100% dos J2 de todas as populagdes avaliadas se encontravam imoéveis.

O fluopiram apresentou agao ovicida sobre a eclosdo das onze populagdes de M. incognita.

Na menor concentracdo (0,5 pg/ml), houve reducdo superior a 65% na eclosdo dos J2 em
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comparac¢do a testemunha. Oka (2022) observou a atividade ovicida do fluopiram apos 3 dias
de exposigao.

Fluopiram tem como alvo o complexo II da cadeia de transporte de elétrons nos
nematoides e inibe a geragdo de ATP. Os fungicidas e nematicidas SDHi atuam inibindo a
atividade da succinato desidrogenase (SDH, o complexo II do MRC), um complexo
enzimatico composto por 4 subunidades (SDHA, SDHB, SDHC e SDHD). O complexo SDH
esta, de fato, na encruzilhada de duas vias metabolicas mitocondriais: o ciclo de Krebs, no
qual catalisa a oxidacdo do succinato a fumarato, e 0 MRC, no qual catalisa a reducdo da
ubiquinona (coenzima Q) (SCHLEKER et al. 2022). Ambas as funcdes estdo ligadas por
meio de transferéncias de elétrons de uma reagdo para a outra e desempenham um papel
importante na homeostase metabolica e na produ¢ao de ATP. Desse modo, a inibigdo do
complexo SDH provavelmente interromperd a funcdo de transferéncia de elétrons e a
producao de ATP, além de bloquear o ciclo de Krebs, levando a um possivel aumento no
nivel de succinato (SCHLEKER et al. 2022). Além disso, o fluopiram inibe seletivamente a
funcdo SDH em nematoides, mas ndo em organismos nao-alvo, como ratos, moscas ¢ a
espécie de minhoca Eisenia fetida subsp. Andrei (SCHLEKER et al. 2022). A exposi¢do de
nematoides ao fluopiram causa paralisia reversivel ou irreversivel de maneira dependente da
concentragdo (SCHLEKER et al. 2022).

No que se refere ao ciclobutrifluram, assim como foi observado para a fluensulfona e
fluopiram, houve diferengas consideraveis em relagdo a CLso das populagdes avaliadas, com
variagdes entre 1,04 a 5,11 pg/ml. Os resultados encontrados neste trabalho se assemelham
aos obtidos por Wong et al. (2024), que relataram CLso de 1,16 pg/ml do ciclobutrifluram
para uma populacdo de M. incognita da Carolina do Norte (EUA) apds 24 horas de
exposicdo. Em contrapartida, os valores calculados para a CLso deste experimento contrastam
com os resultados encontrados por Brown e Faske (2024), pois os autores obtiveram uma
CLsode 0,15 pg/ml para uma populagdo de M. incognita dos Estados Unidos apds 24 horas de
exposicao ao nematicida, resultado esse 8 vezes inferior aos obtidos no presente estudo. Duas
concentragdes do ciclobutrifluram ocasionaram 100% de imobilidade dos J2 em todas as
populagdes avaliadas. Isso evidencia a existéncia de um limiar de eficacia comum do
ciclobutrifluram, independentemente da origem geografica das populacdes, assim como foi
observado para a fluensulfona e o fluopiram. Brown e Faske (2024) observaram imobilidade
superior a 55% dos J2 de M. incognita quando foram expostas a 0,5 pug/ml por 24 horas.

O ciclobutrifluram, na menor concentra¢ao, nao foi um ovicida eficiente, apesar de ter sido

observada uma pequena redugao na eclosdo em comparagao ao controle. Algumas populagdes,
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no entanto, como UFLAO02, UFLAO7, UFLAO8 e UFLAQ09, ndo apresentaram diferengas em
relacdo a testemunha. A maior concentragdo, por outro lado, apresentou uma reduciao de mais
de 90% na eclosdao do J2 em todas as populacdes, evidenciando sua atividade nematicida.
Brown e Faske (2024) também obtiveram resultados semelhantes aos observados neste
trabalho, visto que as maiores concentracdes empregadas pelos autores (1 e 10 pg/ml) foram
as mais eficientes, diferindo do controle. Assim como Chen et al. (2024) observaram, o
ciclobutrifluram, na maior concentragao (2,5 mg/L), foi suficiente para reduzir 90% da taxa
de eclosdo de J2 de M. enterolobii.

O ciclobutrifluram reflete o0 modo de acdo do fluopiram, outro fungicida e nematicida
SDHI com propriedades nematicidas, pois ambos interferem na cadeia de transporte de
elétrons do sistema mitocondrial (complexo II) por meio da inibi¢do da enzima succinato
desidrogenase (HEYDARI et al., 2023; FLEMMING et al., 2024).

Também foram observadas variagdes na concentra¢do letal média (CLso) do nematicida
fluazaindolizina, apos 48 horas de exposi¢do, com valores variando entre 37,304 e 290,69
ng/ml. A comparacdo dos resultados obtidos no presente estudo com dados da literatura
revela uma expressiva discrepancia nos valores de CLso para a fluazaindolizina, que se
encontram entre 180,59 e 101 pg/ml (WRAM; ZASADA, 2019; ZASADA, 2020; WU et al.,
2021). Em contrapartida, estudos relatam valores de CLso muito inferiores aos observados no
presente trabalho. Watson (2022) obteve resultado bem inferior em comparacdo com os
demais trabalhos. Segundo o autor, a CLso apds 72 horas de exposi¢do foi de 30,4 pg/ml,
resultado este bem semelhante ao verificado para a populagdo UFLAO1. Biswas et al. (2025)
para uma populagdo de M. incognita da india obtiveram uma CLso de 19,67 pg/ml, resultado
inferior aos obtidos neste trabalho.

Mesmo diante da variacdo nos valores de CLso, observou-se que, a partir da concentracao
de 25 pg/ml, 50% dos J2 encontravam-se imoveis, em todas as populag¢des avaliadas. Thoden,
Pardavella e Tzortzakakis (2019) avaliaram a resposta da imobilidade de 5 populagdes de
Meloidogyne incognita da Grécia a duas concentragdes de Salibro® (produto comercial cujo
principio ativo ¢ a fluazaindolizina): 5 e 50 pg/ml. Algumas populacdes, apos 72 horas de
exposicao ao nematicida, na menor dose, j& apresentavam mais de 49% do J2 imobilizado.

Diferente do fluopiram e do ciclobutrifluram, o modo de acdo da fluensulfona e da
fluazaindolizina sdo desconhecidos até o momento. Contudo, alguns trabalhos trazem
possiveis sitios de acdo desses nematicidas. Conforme Wram, Hesse e Zasada (2022), a
fluensulfona e a fluazaindolizina tiveram os maiores impactos na expressao génica de enzimas

em [B-oxidagdo de acidos graxos. Ambos os nematicidas alteraram a expressao de cada etapa
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da B-oxidagdo de acidos graxos. Ainda, conforme os autores, a sintese de todas as enzimas
que quebram acidos graxos foi significativamente reduzida pelo tratamento com fluensulfona
em M. incognita, o que reduziria a capacidade do nematoide de metabolizar acidos graxos.
Esse fato corrobora com o actimulo de lipidios observado em Globodera pallida, j4 que,
conforme Kearn et al. (2017), apos tratar J2s de G. pallida com 10 uM de fluensulfona por 10
dias, houve 50% mais contetido lipidico em comparagdo com J2s de G. pallida que nao foram
tratados. Os autores ainda enfatizam que foi observado que o acimulo de lipidios em J2s de
G. pallida tratado com fluensulfona superou o esperado de nematoides paralisados, o que
sugeriu que o metabolismo lipidico estava sendo inibido pela fluensulfona, o que reduziria a
capacidade do nematoide de metabolizar 4dcidos graxos.

Wram, Hesse e Zasada (2022) salientam que, apés o tratamento de M. incognita com
fluensulfona, foi observada regulacdo negativa de quase todas as enzimas do ciclo do acido
citrico (TCA). O ciclo do acido citrico ¢ uma das vias bioquimicas mais criticas na célula,
produzindo dois importantes equivalentes redutores, NADH e FADH», que sdo usados para
transferir elétrons para a cadeia de transporte de elétrons e gerar ATP por meio da fosforilagao
oxidativa (MARTiNEZ—PAZ, et al., 2012). Semelhante a fluensulfona, a fluazaindolizina
causou a regulacdo negativa de muitas enzimas presentes no ciclo do acido citrico (WRAM;
HESSE; ZASADA, 2022). Os genes que codificam proteinas de ligacdo a acidos graxos e
retinoides (FAR) foram regulados negativamente pela fluazaindolizina ap6s a aplicacdo desta
em J2 de M. incognita (WRAM; HESSE; ZASADA, 2022). As proteinas FAR demonstraram
desempenhar um papel crucial no parasitismo e no desenvolvimento de nematoides, e sua
regulacdo negativa ¢ uma maneira adicional pela qual a fluensulfona e a fluazaindolizina
podem reduzir a reproducao de nematoides (VIEIRA; KAMO; EISENBACK, 2017).

O carbofurano, apesar de ndo ser mais empregado na agricultura, foi utilizado como
molécula modelo para observar a mortalidade. Para essa molécula, foram observadas
diferengas nas respostas das populagdes, com valores de CLso que variaram de 30,3 a 171,0
pug/ml. Alguns trabalhos apresentam resultados que se assemelham aos encontrados neste
trabalho, com valores de CLso em torno de 49,25 a 170 pg/ml (VANEGAS et al., 2022;
PACULE et al., 2022; BISWAS et al.; 2025). Por outro lado, os resultados obtidos sao
inferiores ao descrito por Oliveira et al. (2014), uma vez que a CLso do carbofurano em seu
trabalho foi de 260 pg/ml.

Apesar da sua atividade nematicida, nem todas as populagdes foram afetadas

negativamente pelo carbofurano na menor concentracao em relacdo a imotilidade. Populagdes
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como UFLAO02, UFLAO04, UFLA06 e UFLAOS apresentaram indices de J2 iméveis inferiores
a25%.

Carbofurano nao foi um ovicida eficiente, apresentando uma pequena redu¢do na eclosao
de algumas populacdes. Populagdes como UFLAO02, UFLAO5 e UFLAO6 ndo sofreram
interferéncia do carbofurano na eclosao dos J2 em comparagao a testemunha. Essa informagao
esta de acordo com os resultados observados por Pacule et al. (2022), sendo que, conforme os
autores, o carbofurano ndo reduziu a eclosdo de J2 de M. incognita, ndo apresentando
diferenca com a testemunha.

Apesar de observar redugdo da eclosdo aos nematicidas, algumas populagdes
sobressairam em relacdo a outras. A populagdo UFLAOI teve uma das menores taxas de
eclosdo aos nematicidas fluensulfona e fluopiram em todas as concentragdes, ¢ ao
ciclobutrifluram na maior concentragdo, comparando com o controle (concentracao zero).
Nesse caso, percebe-se uma relacdo, dado que essa populagdo foi a mais sensivel a
fluensulfona e uma das mais sensiveis ao fluopiram. Por outro lado, as populagdes UFLAO7 e
UFLAO6 foram as que apresentaram os maiores indices de eclosdo para os quatro nematicidas
avaliados, sendo UFLAO6 a menos sensivel ao ciclobutrifluram e ao fluopiram. Outro ponto
observado foi a taxa de eclosdao da testemunha, que também apresentou diferengas entre
populacdes. Populagdes como UFLAO02, UFLAO6 ¢ UFLAOQO7 tiveram uma maior taxa de
eclosdo em comparagdo com UFLAO8 e UFLAQ9, sob as mesmas condigdes, sendo estas
ultimas com valores duas vezes inferiores as com maior nimero de J2 eclodidos. Isso pode ser
um indicativo de populagdes mais virulentas do que outras.

Essas discrepancias em relacdo aos resultados da CLso podem ser atribuidas, em grande
parte, as diferentes metodologias adotadas pelos pesquisadores na avaliagdo dos ensaios.
Fatores como o tempo de exposi¢do ao nematicida, que pode variar de 17 a 72 horas,
influenciam diretamente os resultados. Além disso, o critério utilizado para determinar a
mortalidade dos J2 também interfere nas estimativas de CLso. Enquanto alguns estudos
empregam hidroxido de sodio (NaOH) para confirmar a morte dos nematoides, outros optam
por remover os J2 do meio com nematicida e transferi-los para 4gua, observando
posteriormente sua motilidade. Tais variacdes metodoldgicas dificultam a comparacao direta
entre os trabalhos e reforcam a necessidade de padronizagdo dos protocolos de bioensaios
com nematicidas.

Os diferentes resultados entre as populagdes de M. incognita oriundas de diferentes regides
do Brasil evidenciam a diversidade genética de M. incognita. Apesar de ser uma espécie cuja

reproducdo € por partenogénese mitdtica, sendo que, nesse modo de reproducdo, sem
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recombinacgdo sexual, espera-se uma descendéncia clonal, o que sugere baixa variabilidade
genética (CASTAGNONE-SERENO, 2006; SHIGUEOKA et al.,, 2022), percebe-se que
existe uma ampla diversidade genética entre as populagdes, o que pode contribuir para que
algumas sejam mais ou menos sensiveis aos nematicidas, como foi observado neste trabalho.
Essa ocorréncia da diversidade genética pode ser observada ndo apenas entre as populagdes
avaliadas em nosso trabalho, mas também quando comparamos com as demais popula¢des em
outros trabalhos descritos na literatura, o que pode responder as diferencas de resultados
existentes entre trabalhos. Outro ponto observado: temos populagdes de diferentes regides do
pais, oriundas de diferentes ambientes, climas, temperaturas e hospedeiros, fatores esses que
também podem contribuir para os diferentes comportamentos das populagdes.

Essa diversidade genética presente no género Meloidogyne spp. e na espécie M. incognita
¢ relatada na literatura, especialmente em situagdes em que populagdes de M. incognita sao
mais virulentas do que outras, quando parasitam um hospedeiro resistente. Ploeg et al. (2023)
e Hajihassani et al. (2022) encontraram populagdes de M. incognita que foram capazes de
“quebrar a resisténcia” em tomate resistente portador do gene Mi. Segundo os autores, essa
“quebra da resisténcia” se deve a diversidade genética entre as diferentes populagdes de
nematoides testadas.

Uma das hipoteses que pode explicar a diferenga da sensibilidade das populacdes de M.
incognita avaliadas neste trabalho, especialmente ao carbofurano, fluensulfona e ao fluopiram,
consiste no fato de que essas populacdes ja tiveram contato com alguns desses nematicidas
em um determinado periodo. Essa hipotese se baseia no fato de que, nos trabalhos de
Fujikawa, Perry e Toyota (2024) ¢ Hung et al. (2016), as populagdes que foram menos
sensiveis aos nematicidas avaliados em ambos os trabalhos foram populagdes coletadas de
areas que tinham um historico de uso de nematicidas por varios anos, ou seja, eram
populagdes que ja tiveram contato com algum nematicida. Por outro lado, as populagdes que
foram mais sensiveis eram populagcdes de areas que nunca tiveram historico de uso de
nematicida.

Fluensulfona e fluopiram sdo nematicidas ja registrados no Brasil e sdo utilizados em
diferentes culturas agricolas (WALENDORFF, 2018; TOOGE, 2019). Por sua vez, o
carbofurano ja foi empregado no pais por varios anos, porém, foi removido do mercado nos
ultimos anos (WANG et al., 2023). Pelo fato de estes nematicidas serem utilizados no campo
(ou foram, no caso do carbofurano), existe uma possibilidade de que algumas dessas
populagdes ja tenham tido contato com algumas dessas moléculas, o que explicaria o fato de

que algumas populagdes, como, por exemplo, UFLA(O2, serem menos sensiveis ao
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carbofurano do que outras populagdes, como UFLAOQ7. As populagdes UFLA02 e UFLAO7,
ambas coletadas de plantas de café, sdo populacdes que apresentaram os maiores valores de
CLso para o carbofurano, sendo que este nematicida, quando em uso, poderia ser empregado
na cultura do café. Acredita-se que os cafezais onde essas populagdes foram coletadas tiveram
algum historico do uso do carbofurano. Esse raciocinio também ¢ valido para os outros
nematicidas (fluopiram e fluensulfona). No entanto, essa hipdtese ndo pode ser confirmada,
dado que ndo conhecemos o historico das aéreas onde as populagdes foram coletadas.

Populacdes como UFLA06 e UFLAOS8 foram menos e mais sensiveis tanto ao fluopiram
como ao ciclobutrifluram, ambos nematicidas inibidores da succinato desidrogenase. Além
dessas populagdes, UFLA02, UFLAO6 ¢ UFLAO7 também se comportaram de forma
semelhante a UFLAO6 ¢ UFLAOS para os respectivos nematicidas. Esses casos citados, em
que uma ou mais populagdes apresentam menor sensibilidade a um ou mais nematicidas,
podem ser o indicio de resisténcia cruzada presente nas populacdes que foram menos
sensiveis ou “mais resistentes” a ambos os nematicidas. A resisténcia cruzada refere-se aos
casos em que um Unico mecanismo de resisténcia presente no patdgeno ou praga confere
resisténcia a dois ou mais compostos quimicos, produtos estes geralmente relacionados, com
o mesmo modo de acdo ou também podem ocorrer com produtos com modos de agdo
distintos (FRAGOSO, 2014; YANG et al., 2019).

A ocorréncia da resisténcia cruzada ¢ amplamente estudada e conhecida, principalmente
para fungos e fungicidas (YANG et al., 2019; OMRANE et al., 2015; MALANDRAKIS et al.,
2015; AVENOT et al., 2016). No entanto, para fitonematoides e nematicidas, ainda sao raros
ou inexistentes os trabalhos que abordem essa relagdo. Apesar dos raros ou inexistentes
trabalhos que abordem resisténcia cruzada sobre fitonematoides, esse fendmeno ja vem sendo
abordado e discutido para algumas espécies de nematoides zooparasitas resisténcia a
ivermectina e a moxidectina (ALMEIDA et al. 2013; PANKAVICH et al., 1992). Ménez et al.
(2016), no  entanto, identificaram  resisténcia  cruzada de  isolados de
Caenorhabditis elegans selvagens a ivermectina e moxidectina.

Nao se sabe qual ¢ o motivo que pode estar relacionado a diferenca entre a sensibilidade
das populagdes quando expostas a0 mesmo nematicida. Entretanto, alguns trabalhos ja
observaram essas diferencas entre populacdes de M. incognita quando foram expostas a
alguns nematicidas e propuseram algumas possiveis justificativas que possam indicar os
motivos pelos quais algumas populacdes sdo mais ou menos sensiveis que outras. Hung et al.
(2016) observaram mutagdes na enzima acetilcolinesterase (AChE), sendo que essas mutagdes

estiveram envolvidas no mecanismo de resisténcia de uma populacdo de M. incognita na
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China, que foi menos sensivel ao fostiazato em comparagdo a outra, que foi quase trés vezes
mais sensivel. Fujikawa, Perry e Toyota (2024) analisaram duas enzimas, AChE e
Glutationa S-transferases (GSTs), que podem estar relacionadas com a baixa sensibilidade ao
fluopiram e ao fostiazato. Segundo os autores, a GSTs ¢ uma enzima basica da via de
desintoxicacdo e esta associada a uma baixa sensibilidade a diferentes tipos de nematicidas.
Ainda conforme os autores, uma das populagdes provenientes do Japao de M. incognita, que
foi menos sensivel ao fluopiram e ao fostiazato, apresentou mutagdes em torno dos sitios
ativos da interface e no nivel de expressdo génica da enzima GSTs, sendo que essas mutagdes
foram maiores na populagao menos sensivel do que na populagao mais sensivel. Dessa forma,
os autores concluiram que essas mutagdes observadas na populagdo menos sensivel indicaram
um aumento na atividade de GSTs, o que pode estar atrelado a baixa sensibilidade ao
fluopiram e ao fostiazato. Essas informacdes salientadas por Fujikawa, Perry e Toyota (2024)
podem ser uma possivel resposta que indique as diferengas observadas neste trabalho para os

nematicidas fluopiram, fluensulfona, fluazaindolizina e ciclobutrifluram.

8 CONCLUSOES

Foi observada diferenga entre a sensibilidade das onze populagdes brasileiras de M.
incognita as novas moléculas nematicidas e ao carbofurano. A populagdo UFLAO6 foi a
menos sensivel ao fluopiram, enquanto a populagdo UFLAO8 foi mais sensiveis ao
nematicida ciclobutrifluram. A populacdo UFLAO1 foi a mais sensivel tanto a fluensulfona
como a fluazaindolizina. As populagdes UFLAO8 e UFLAO09 foram menos sensiveis a
fluazaindolizina e a fluensulfona, respectivamente. Fluensulfona e fluopiram foram eficientes
ovicidas, reduzindo em mais de 80 e 60 % da eclosdo, respectivamente, na menor
concentracdo em todas as populagdes, enquanto que a maior concentragao de ciclobutrifluram

reduziu em mais de 90% da eclosdo dos J2 em todas as populagdes.
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