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STROZE, Camila Torres. Hospedabilidade de Tagetes minuta a fitonematoides e utilizacéo
como alternativa de controle. 2017. 82 f. Tese (Doutorado em Agronomia) — Universidade
Estadual de Londrina, Londrina, 2017.

RESUMO

Objetivou-se estudar o parasitismo de Heterodera glycines, Meloidogyne incognita e
Pratylenchus brachyurus em Tagetes minuta bem como buscar o método ideal de obtencédo de
mudas em condicdo de casa de vegetacdo, conhecer a interacdo histolégica planta-nematoide,
além de avaliar o efeito dos extratos aquosos de caule e de folha de T. minuta na ecloséo e
mobilidade de juvenis de segundo estadio (J2) de H. glycines e M. incognita in vitro e in vivo a
fim de avaliar o potencial nematicida dos extratos em duas formas de aplica¢do, com o0 objetivo
de reduzir a reproducdo de H. glycines e M. incognita na cultura da soja sob condigdes
controladas. Para tanto no 1° artigo, estudou-se trés formas de obtencéo das mudas de T. minuta,
sendo a partir de estacas lenhosas, estacas herbéaceas e sementes. Apos, realizou-se o estudo do
parasitismo das espécies de nematoides em plantas de T. minuta. E aos cinco, 10 e 15 dias apds
a inoculacdo (DAI) foi avaliada a penetragdo de J2 nas raizes, e aos 30, 60 e 80 DAI avaliou-se
a multiplicacdo dos nematoides nas raizes. Paralelamente, avaliou-se a interacdo planta-
patdgeno, com a observacdo do desenvolvimento dos nematoides no interior das raizes, por
meio de cortes histopatoldgicos. Concluiu-se que a melhor forma de obtencdo de mudas de T.
minuta € a partir de estacas lenhosas. Quanto a penetracdo de J2, observou-se que todas espécies
infectaram as raizes, porem M. incognita e H. glycines ndo estabeleceram o sitio de
alimentacdo. Nas raizes ndao se observou alteracdo na morfologia das células de T. minuta, mas
para P. brachyurus foi possivel verificar consumo de células do parénquima, com lesdes
necréticas nas raizes. Para 0 2° artigo foram testadas cinco concentragdes (12,5; 25; 50; 75 e
100 mg mL™) dos extratos aquosos de caule e de folhas de T. minuta, para os ensaios de eclosao
e mobilidade de H. glycines e M. incognita. As avaliagdes de ecloséo de J2 foram feitas aos
quatro, oito e 12 dias apds a incubacdo e para mobilidade de J2 foram avaliados depois de 24 e
48 h apos a separacgdo dos extratos. A confirmacdo do efeito dos extratos foi realizada a partir da
inoculacdo dos J2 eclodidos, dos respectivos ensaios, em plantas de tomate e soja, que foram
mantidas em casa de vegetacdo e avaliadas aos 30 (H. glycines) e 60 (M. incognita) dias apds a
inoculagdo. Concluiu-se para H. glycines a concentracdo 100 mg mL™ do extrato de folha,
apresentou 0s melhores resultados quanto a reducdo da eclosdo e mobilidade de J2 com 67 e
62%, respectivamente. Ja a concentracio 12,5 mg mL™ do extrato de caule e de folha foi a mais
eficiente para a inibicdo da eclosdo de J2 de M. incognita em até 91%, comprometendo a
reproducdo dos nematoides em tomateiro em mais de 90% com o extrato de folha. E o 3° artigo,
testou-se as mesmas concentracGes dos extratos aquosos de caule e de folha, porém aplicadas
em duas formas, diretamente no solo e via foliar com duas épocas (aos 15 e 30 dias apos a
inoculagdo), em plantas de soja cv. M6410 IPRO. As plantas foram mantidas em casa de
vegetacdo até a plena floracao, e ao final avaliou-se o nimero de ovos e J2 de H. glycines e M.
incognita nas raizes. Os resultados mostraram que os extratos de caule e de folhas de T. minuta
reduzem as populacdes de nematoides. E quando aplicados via foliar foram eficientes em
controlar o desenvolvimento de H. glycines, sendo a melhor concentragdo de 75 mg mL™
(extrato de caule) e 25 mg mL™ (extrato de folha). Para o controle de M. incognita a aplicacdo
via sulco de plantio foi a melhor forma de aplicacio, na concentragdo 12,5 mg mL™ para ambos
0s extratos (caule e folhas).

Palavras-chave: Controle alternativo. Cravo-de-defunto. Extratos vegetais. Nematoides.



STROZE, Camila Torres. Hospedability of Tagetes minuta to plant nematodes and
alternative of control. 2017. 82 p. Thesis (Doctoral Degree in Agronomy) — Universidade
Estadual de Londrina, Londrina, 2017.

ABSTRACT

The objective was to study the parasitism of Heterodera glycines, Meloidogyne incognita and
Pratylenchus brachyurus in Tagetes minuta and seek the optimal method of obtaining
seedlings in the greenhouse condition, knowing the histological plant-nematode, and to
evaluate the effect of extracts (J2) of H. glycines and M. incognita in vitro and in vivo in order
to evaluate the nematicidal potential of the extracts in two forms of application, with the
objective of reducing the reproduction of H. glycines and M. incognita in soybean cultivation
under controlled conditions. For both the 1st article studied are three ways of obtaining
seedlings T. minuta being from woody cutting, herbaceous cuttings and seeds. After, the study
of parasitic nematodes in plants T. draft. At 5, 10 and 15 days after inoculation (DAI) the J2
penetration was evaluated in the roots, and at 30, 60 and 80 DAI the nematode multiplication
in the roots was evaluated. In parallel, the plant-pathogen interaction was evaluated, with the
observation of nematode development within the roots, through histopathological cuts. It was
concluded that the best way to obtain T. minuta seedlings is from woody cuttings. The
penetration J2, it observed that all species infected roots, however M. incognita and H.
glycines not establish the feeding site. The roots were not observed change in the morphology
of the T. minuta cell, but the nematode was possible to verify consumption parenchymal cells
with necrotic lesions on the roots. For the 2nd article, five concentrations (12.5, 25, 50, 75 and
100 mg mL™) of the aqueous extracts of stem and leaves of T. minuta were tested for the
hatching and mobility assays of H. glycines and M. incognita. The J2 hatching was evaluated
at four, eight and 12 days after incubation and J2 mobility were evaluated after 24 and 48 h
after the separation of the extracts. Confirmation of the effect of the extracts was carried out
the inoculation of J2 hatched respective tests in tomato and soybean plants, which were kept
in the greenhouse and evaluated after 30 (H. glycines) and 60 (M. incognita) days after
inoculation. It was concluded H. glycines concentration 100 mg ml™ leaf extract, showed the
best results regarding the reduction of mobility and J2 hatch 67 and 62%, respectively. The
12.5 mg mL™? concentration of the stem and leaf extract was the most efficient for the
inhibition of M. incognita J2 hatching by up to 91%, compromising nematode reproduction in
tomato in more than 90% with the leaf extract. And the 3rd article, we tested the same
concentrations of aqueous stem and leaf extracts, but applied in two forms, directly into soil
and foliar with two times (at 15 and 30 days after inoculation) in soybean plants cv. M6410
IPRO. The plants were kept in a greenhouse until full bloom, and at the end the number of
eggs and J2 of H. glycines and M. incognita in the roots were evaluated. The results showed
that extracts the stem and leaves of T. minuta reduce nematode populations. When applied via
leaf, they were efficient in controlling the development of H. glycines, being the best
concentration of 75 mg mL™ (stem extract) and 25 mg mL™ (leaf extract). For M. incognita
control application via a furrow was the best form of application, concentration 12.5 mg ml™
for both extracts (stem and leaves).

Keywords: Alternative control. Marigold. Nematodes. Vegetal extracts.
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1. INTRODUCAO

Fitonematoides sdo patdgenos de plantas com inimeras espécies descritas, que liberam
substancias que induzem deformac6es ou provocam lesdes necroticas nas raizes, impedindo as
plantas de absorverem &gua e nutrientes, prejudicando assim seu desenvolvimento e,
consequentemente, o potencial produtivo da cultura (HAEGEMAN et al., 2012).

Devido o tamanho microscopio e por, geralmente, os sintomas reflexos serem
semelhantes a inlmeros outros problemas no solo e sistema radicular, como baixa fertilidade e
compactacdo do solo, a presenca desses patdgenos nas areas passa, por vezes, despercebida
pelos agricultores, entretanto os danos causados por fitonematoides nas culturas podem variar
de 1% até a morte da planta (TIHOHOD, 2000).

Estima-se que, anualmente, os fitonematoides sejam responsaveis por perdas agricolas
mundiais em torno de U$ 157 bilhdes de ddlares (ABAD et al., 2008). No Brasil, dentre os
fitonematoides de maior expressdo estdo os formadores de galhas (pertencentes ao género
Meloidogyne Goeldi), o que causa as lesdes radiculares (Pratylenchus brachyurus Filipjev) e o
nematoide de cisto da soja (Heterodera glycines Ichinohe) (FERRAZ; BROWN, 2016).

Os nematoides de galhas (Meloidogyne spp.) sdo representados por mais de 90
espécies descritas (CARNEIRO; COFCEWICZ, 2008). Apresentam ampla distribuicéo
geogréfica e possuem ampla gama de hospedeiros, parasitando praticamente todas as plantas
cultivadas com maior valor agregado (FREITAS; LIMA; FERRAZ, 2009). As perdas sdo
comuns em culturas graniferas, oleaginosas, frutiferas e ornamentais, principalmente, em
regibes com predominancia de elevadas temperaturas, que favorecem o parasitismo, permitindo
maior niamero de ciclos reprodutivos do patégeno (CAMPOS; CAMPQOS; POZZA, 2006).

Pratylenchus brachyurus, comumente referido como nematoide das leses radiculares,
é considerado como uma das espécies mais prejudiciais do género devido a ampla distribuigdo

geogréafica e gama de hospedeiros, incluindo varias culturas anuais e perenes de interesse
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agronémico, podendo ocasionar considerdveis perdas econdmicas (DIAS et al., 2010). Os
nematoides das lesdes causam perdas econdmicas impactantes em diversas culturas como soja,
feijdo, milho, algoddo e pastagens em varias regiGes do Brasil. Na regido Centro-Oeste, ha
relatos frequentes de redugdes na producdo de 30% podendo alcancar até 50% (GOULART,
2008; DIAS et al., 2010).

Outro nematoide relevante para a agricultura nacional é o nematoide de cisto da soja
(Heterodera glycines), detectado pela primeira vez no Brasil na safra de 1991/1992, e é
considerado um dos pat6genos mais sérios da sojicultura (DIAS et al., 2009). Ocasiona perdas
em torno de 400 kg / ha em cultivares suscetiveis, mesmo em lavouras sem danos aparentes
(GARCIA et al., 2005). Esta presente em cerca de 90% das regides brasileiras, distribuidas nos
Estados de Mato Grosso, Goiés, Mato Grosso do Sul, Minas Gerais, Sdo Paulo, Parana e Rio
Grande do Sul (ASMUS et al., 2012).

Em razdo das inimeras caracteristicas inerentes aos fitonematoides, o seu controle é
complexo e, apds a infestacdo da area, a erradicacdo é praticamente impossivel (FERRAZ et
al., 2010). Em éreas infestadas devem ser priorizada a ado¢do do manejo integrado que
proporcione reducdo das populacBes abaixo do nivel de dano econdmico. Neste contexto, a
sucessao de culturas com plantas antagonistas ou ndo hospedeiras (FERRAZ et al., 2010) é vista
como uma das alternativas promissoras para 0 manejo de nematoides (CUNHA et al., 2003;
FILETI et al., 2011).

Plantas antagonistas sdo aquelas que afetam negativamente a populacdo de
fitonematoides, atuando como planta-armadilha, ma-hospedeira, ou plantas que contém
compostos nematicidas ou nematostaticos em seus tecidos (NEVES et al., 2005). Uma lista de
plantas, estudadas como antag6nicas as diferentes espécies de fitonematoides € encontrada nos
trabalhos de Ferraz e Vale (2001) e Ferraz e Freitas (2004). Estes ultimos autores citam uma

relagdo de substancias com atividade nematicida encontradas em plantas antagonistas. Entre as
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espécies mais estudadas quanto as propriedades antagbnicas aos fitonematoides estdo as
compostas (Asteraceae), as leguminosas (Fabaceae) e as gramineas (Poaceae).

Algumas dessas espécies, como Mucuna prurienses (mucuna), Tagetes spp. (cravo-
de-defunto), Crotalaria spp. (crotaldria), Azadirachta indica (nim) e Ricinus communis
(mamona), tém sido utilizadas como matérias-primas para o preparo de extratos aquosos ou
6leos essenciais com propriedades nematicidas (CETINTAS; YARBA, 2010; FERRAZ et al.,
2010).

As espécies do género Tagetes sdo tidas como antagdnicas aos fitonematoides e estdo
entre as plantas com maior eficiéncia de controle, especialmente, no controle de Pratyenchus
spp. e Meloidogyne spp. (JOURAND et al., 2004; SANTANA et al., 2010). O efeito inibitorio
de Tagetes sobre fitonematoides é atribuido aos compostos nematicidas ‘o-terthienyl’ e seus
derivados presentes nas raizes dessas plantas (FERRAZ; VALE, 2001, FERREIRA; SILVA,;
NASCIMENTO, 2013).

Siddiqui e Alam (1987), avaliando o efeito nematicida de Tagetes minuta sobre
diferentes fitonematoides, verificaram que a planta inibiu a formacéo de galhas de M. incognita
em tomate e berinjela quando cultivados no mesmo vaso. Também observaram efeito desta
espécie na reproducdo de Rotylenchulus reniformis e Tylenchorhynchus brassicae em tomate,
berinjela, repolho e couve-flor. Os exsudatos radiculares de T. minuta mostraram forte acédo
nematicida. Além disso, o crescimento de todas as plantas avaliadas melhorou quando T. minuta
estava presente.

Scramin et al. (1987) avaliaram in vitro o efeito de extratos de 14 espéceis vegetais
sobre juvenis de M. incognita e verificaram que o extrato hexanico de folhas de T. minuta,
seguido pelo extrato cloroférmico de caule de T. patula, apresentaram efeitos nematicida ou

nematostatico.
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Assim, este trabalho teve como objetivos estudar a resposta de T. minuta frente ao
parasitismo de M. incognita, P. brachyurus e H. glycines; avaliar a eficiéncia in vitro e in vivo
do extrato aquoso de tecidos do caule e de folhas no controle de M. incognita e H. glycines; e
avaliar o potencial de controle de extratos aquosos de T. minuta sobre M. incognita e H.
glycines, aplicados no sulco de plantio e em pulverizagdo foliar em plantas da soja, em

condicdes de casa de vegetacao.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 NEMATOIDES

Os nematoides pertencem ao filo Nematoda e sdo vermes microscopicos, transparente
que habitam solos, rios, lagos e mares, podendo ser encontrados desde regides frias até regides
de deserto (FREITAS et al., 2009).

Esses microrganismos podem se disseminar através de sementes e/ou materiais
propagativos infestados, solos aderidos a implementos agricolas, trénsito de maquinas na
mesma propriedade ou entre propriedades vizinhas, agua de irrigacdo, entre outros
(ZAMBOLIM et al., 2007).

Possuem um ciclo biolégico basico que apresenta as fases de ovo, quatro estadios
juvenis (J1 a J4) e a fase adulta (macho ou fémea). O juvenil, durante o periodo de crescimento,
passa por quatro ecdises (trocas periddicas de cuticulas). Os dois primeiros estadios séo
observados ainda no interior do ovo. Juvenis de segundo estadio (J2) eclodem dos ovos,
movimentam-se a pequenas distancias através da lamina de 4gua até penetrarem nas raizes das
plantas hospedeiras (FERRAZ et al., 2010).

Dentre os sintomas primarios no sistema de raizes, podem obsevar-se formacao
excessiva de raizes laterais, ou sistema com poucas raizes, formacdo de galhas em raizes e
tubérculos, raizes deformadas, deslocamento e quebra do cértex radicular, rachaduras em
Orgaos subterraneos e paralizacdo do crescimento da raiz (FERRAZ et al., 2010).

As infestacOes desses patdgenos também podem induzir o aparecimento de sintomas
na parte aérea das plantas, caracterizando-se como sintomas reflexos. Dentre esses, podemos
citar a desuniformidade de altura, murchas nos periodos mais quentes do dia, clorose, queda
prematura de folhas, declinio vegetativo lento, formacao de reboleiras, deficiéncia nutricional

e a diminuicdo da produtividade (AGRIOS, 2005).
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Além dos danos causados diretamente pelo parasitismo nas raizes, os nematoides
abrem portas de entrada que facilitam a penetracdo de fungos e bactérias que danificam, ainda
mais, o desenvolvimento da planta. Desta forma, os efeitos do parasitismo de fitonematoides
envolvem queda na produgdo e na qualidade de culturas economicamente importantes

(CASTAGNONE-SERENO, 2002).

2.1.1 NEMATOIDE DO GENERO MELOIDOGYNE SPP.

No primeiro relato do género, é descrita a presenca de pequenas e numerosas estruturas
denominadas galhas nas raizes de cafeeiro, formadas por estruturas cisticas que continham ovos
elipticos e pequenos animais vermiformes. Esses vermes foram denominados por Goeldi (1887)
de Meloidogyne exigua, que tambem descreveu a importancia da espécie para a cultura
(MOURA, 1998). Em 1949, Chitwood revisou o género Meloidogyne, aceitando M. exigua
como especie-tipo e descrevendo cinco novas espécies. O autor inferiu, entdo, que as espécies
formadoras de galhas pertenceriam ao género Meloidogyne (LORDELLO, 1988).

A partir disso, inimeros estudos foram realizados e novas espécies descritas, e 0
género Meloidogyne tornou-se o de maior importancia econdmica e de maior interesse no
mundo (FERRAZ, 2001). Mais de 100 espécies deste género ja foram descritas (HUNT;
HADOO, 2009), sendo M. incognita, M. javanica, M. arenaria e M. hapla as que ocasionam
as maiores perdas para agricultura mundial (CARNEIRO; ALMEIDA, 2001).

S&o nematoides endoparasitas sedentarios, com ciclo bioldgico tipico que completa-se
em trés a quatro semanas, sob condi¢des favoraveis. Temperaturas superiores a 40 °C ou
inferiores a 5 °C paralisam por completo suas atividades vitais (CAMPOS; CAMPQOS; POZZA,
2006). As fémeas adultas possuem aspecto globoso e formato piriforme. Pode ovipositar cerca
de 500 a 2000 ovos aglomerados em massa gelatinosa, na superficie da raiz (RUPPERT et al.,

2005). O macho adulto deste género é de aspecto filiforme, ndo se alimenta da planta e vive
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apenas poucos dias.

A alimentacdo ocorre através de uma simples célula ou de um grupo de células por
periodos prolongados de tempo. Para sustentar o sitio de alimentacéo, as células das raizes
hospedeiras se modificam, tornando-se células nutridoras, com complexas modificagdes na
morfologia, funcéo e expressao génica da célula hospedeira (FARIA et al., 2003).

Os nematoides formadores de galhas sdo considerados um dos principais problemas
para diversas culturas de importancia agricola no mundo e no Brasil, com maior ocorréncia em
paises de climas tropicais e subtropicais, devido a temperatura e umidade serem mais favoraveis
ao desenvolvimento (CARNEIRO et al., 2006). Plantas infectadas por esses nematoides
tornam-se mais vulneraveis, ficam menos resistentes a seca e a outros patogenos, alem disso
respondem com menor eficiéncia a adubagdo (ROESE et al., 2001).

Os sintomas diretos podem ser observados em raizes de plantas infectadas, com a
formacdo de galhas com tamanho e formato variados de acordo com o nivel de infestacdo,
espécie do nematoide e grau de suscetibilidade da planta. Os sintomas reflexos visualizados na
parte area das plantas consistem em tamanho desigual de plantas, distribuidas em reboleiras no
campo, deficiéncia nutricional, murcha, queda primaria das folhas e diminuicdo da
produtividade (BRASS et al., 2008). As galhas nas raizes bloqueiam a absorcao de nutrientes
do solo, tornando as plantas menores e amarelas, sintomas que se confudem com os de severa
deficiéncia nutricional da planta (PENA, 2000).

O controle de Meloidogyne spp. se torna dificil devido a ampla gama de hospedeiros,
0 que facilita a perpetuacdo ao longo dos ciclos de cultivo (FREIRE et al., 2002). Dentre as
principais medidas de controle adotadas, destaca-se a rotacdo de culturas, por influir na
recuperacdo, manutencdo e melhoria dos recursos naturais, viabilizando a produtividade com
minima alteracdo ambiental, melhorando as caracteristicas fisico-quimicas e biolégicas do solo

(EMBRAPA, 2011).
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2.1.2 NEMATOIDE DO GENERO PRATYLENCHUS SP.

Os nematoides do género Pratylenchus sdo conhecidos como 0s nematoides das lesdes
radiculares, devido a penetracdo e movimentagdo dos nematoides no interior das raizes
causando a destruicdo dos tecidos corticais. A espécie P. brachyurus é uma das mais destacadas
mundialmente. Segundo Ferraz (2006), sua relevancia esta associada a algumas caracteristicas
do nematoide, entre as quais destacam-se a ampla distribuicdo geografica, alto grau de polifagia,
e acdo patogénica pronunciada em varias culturas de interesse agrondémico. No Brasil, é
considerado o segundo em importancia para a agricultura, perdendo apenas para 0 género
Meloidogyne (LORDELLO, 1988; FERRAZ et. al., 2010).

A gama de hospedeiros de P. brachyurus inclui culturas perenes, semi-perenes e
anuais, assim como plantas daninhas. Dentre os principais hospedeiros citam-se: Glycine max
(soja), Gossypium spp. (algoddo), Zea mays (milho), Phaseolus vulgaris (feijdo), Sorghum
bicolor (sorgo), Arachis hypogaea (amendoim), Solanum tuberosum (batata), Nicotiana
tabacum (fumo), Eucalyptus spp. (eucalipto), Hevea brasiliensis (seringueira), Cajanus cajan
(guandu), Oryza sativa (arroz), Ananas comosus (abacaxi), Saccharum spp. (cana-de-agucar) e
Coffea arabica (café), algumas hortalicas e diversas gramineas forrageiras (GOULART, 2008).

Em campo experimentais, nos Estados Unidos, foram verificadas reducdes de até 30%
na producdo de soja (GOULART, 2008). No Brasil, a ocorréncia de P. brachyurus em lavouras
de soja € comum e na regido Centro-Oeste, ha relatos frequentes de reduc@es na producédo de
30% podendo alcancar até 50% (DIAS et al., 2010). A textura do solo € um dos principais
fatores que influenciam a distribuicdo de espécies de Pratylenchus. Os solos arenosos ou de
textura média favorecem a maioria das espécies (AGRIOS, 2005).

Implementos agricolas contaminados, transito de trabalhadores e animais, escoamento
de &gua em areas de declive e aguas de irrigagdo sdo as principais formas de disseminagéo desse

fitonematoide. Observa-se que na auséncia do hospedeiro esses nematoides podem sobreviver
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em solo imido por mais de oito meses. A umidade do solo € necessaria para muitos processos
vitais de Pratylenchus, considerando-se étima na faixa de 70 a 80% da capacidade de campo,
condicdo que é considerada 6tima para nematoides em geral (GOULART, 2008). No entanto,
em trabalho realizado por Castillo e Volvas (2007), em casa de vegetacdo, constataram a
sobrevivéncia de P. brachyurus por um periodo de 21 meses, em solo sem irrigacdo e sem
qualquer planta hospedeira.

Os machos de P. brachyurus sdo extremamente raros, visto que as fémeas se
reproduzem por partenogénese. Uma geracdo completa seu ciclo, em média, de quatro a oito
semanas, dependendo das condic¢des climaticas, a 30 °C o ciclo completa com 28 dias
(CASTILLO; VOVLAS, 2007). Uma fémea oviposita 70 a 80 ovos no interior dos tecidos
vegetais e todo o ciclo biologico ocorre no interior das células, migrando para o solo quando as
condicdes das raizes tornam-se desfavoraveis (FERRAZ, 2010).

Os sintomas causados pelos nematoides das lesdes estdo associados a podriddes e
necroses do sistema de raizes, sua penetracdo nas raizes abrem portas para a entrada de outros
microrganismos patogénicos, como bactérias e fungos. As folhas das plantas afetadas podem
apresentar clorose ou murchamento durante a estacao seca, refletindo em perda da producao

(ALVES et al., 2011).

2.1.3 NEMATOIDE HETERODERA GLYCINES

Heterodera glycines, conhecido como nematoide do cisto da soja (NCS), penetra
frequentemente abaixo da zona de maturacdo da raiz, onde o tecido é jovem porém diferenciado
(YOUNG, 1992).

Dentre os processos do ciclo de vida de NCS, muitos sdo influenciados pela
temperatura e pelo movimento do nematoide no solo em direcéo as raizes. O periodo de duragdo

do ciclo varia de 21 a 24 dias sob temperatura ideal de 23+2 °C (TIHOHOD, 2000). Com
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temperaturas de solo entre 22 e 30 °C, o nematoide completa uma geracdo em 21 dias, sendo
que o maior indice de penetracdo ocorre a 28 °C, porém, abaixo de 22 °C a geracdo completa-
se em 28 dias (CAMPOS; CAMPQOS; POZZA, 2006). Em temperatura de 40 °C, juvenis
emergidos morrem rapidamente (HAMBLEN; SLACK; RIGGS, 1972). Uma vez dentro da
raiz, o crescimento e desenvolvimento depende da habilidade para iniciar e manter o sitio de
alimentacéo viavel para a nutricdo (YOUNG, 1992).

Nematoides deste género excretam enzimas pré-digestivas que estimulam a dissolugéo
da parede de células adjacentes, tornando-as multinucleadas e ricas em nutrientes, originando
um sitio de alimentacdo denominado sincicio (TIHOHOD; SANTOS, 1993), fundamental para
0 desenvolvimento do nematoide.

As fémeas adultas tém formato citriforme e mudam de cor, passando do branco para
amarelo, até marrom, quando se transformam em cisto, que podem conter de 200 a 600 ovos,
sendo que a maioria permanece dentro do corpo da fémea (SCHMITT; RIGGS, 1991).

A disseminacéo desse fitonematoide ocorre de varias maneiras, atraves dos cistos que
podem ser levados de uma area para outra, por qualquer meio que envolva movimentacao do
solo, tais como vento, 4gua de superficie, maquinas e implementos agricolas, veiculos, homem,
animais domeésticos e selvagens, passaros, sementes mal beneficiadas que contenham particulas
de solo e materiais inertes contaminados (EMBRAPA, 2000).

Os cistos sdo resistentes as condi¢fes ambientais desfavoraveis como variacdo de
temperatura, umidade, aeracdo do solo e auséncia de plantas hospedeiras, podendo

permanecerem viaveis no solo por mais de oito anos (MOORE et al., 1990).
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2.2 MEDIDAS GERAIS DE CONTROLE DE NEMATOIDES

A identificacdo das espécies de fitonematoides em culturas de importancia econémica
é de suma importancia para o planejamento de medidas de controle, tendo em vista
particularidades de cada regido, dos sistemas de cultivo e das culturas (ROESE et al., 2001).

Em éreas infestadas, 0 manejo geral, baseia-se em evitar novas infestagdes, utilizando
o sistema de rotacdo de culturas com materiais resistentes e/ou tolerantes e uso de nematicidas.
De acordo com Almeida e Cardoso (1997), a rotacdo de cultura deve ser bem planejada, pois
as especies dos géneros Meloidogyne e Pratylenchus séo polifagas podendo parasitar diferentes
espécies vegetais, assim como as plantas daninhas que possibilitam a reproducdo e
sobrevivéncia dos nematoides em areas infestadas.

A utilizacdo de variedades resistentes € um método de controle eficiente e de baixo
custo, no entanto a disponibilidade de cultivares é variavel de acordo com a espécie de cultivo
e as espécies de nematoides presentes na area. O melhoramento genético visando resisténcia a
P. brachyurus é considerado dificil, devido a espécie ser polifaga, pouco especializada e de
habito endoparasita migrador (GOULART, 2008).

O controle pode ser realizado por diferentes manejos, destacando-se 0s métodos
quimico e bioldgico, que atuam como nematicidas ou alteram a reproducdo e orientacdo do
fitoparasita em direcdo as raizes da planta hospedeira no solo (ARAUJO et al., 2002).

Alguns métodos como a incorporacdo de matéria organica ao solo, também, mostra-se
eficiente em reduzir populacdes de nematoides pela liberacéo de susbtancias toxicas através da
decomposicdo da matéria organica presente no solo, melhorando a estrutura, reciclando
nutrientes e fornecendo substrato para agentes de controle bioldgico (AKHTAR; MALIK,
2000).

Com baixo custo e grande potencial,principalmente, para pequenos produtores,

estudos tém mostrado o valioso potencial nematicida de algumas plantas, consideradas
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antagonicas, e seus derivados quando incorporados ao solo (AKHTAR; MALIK, 2000;
GAOFU et al., 2008; LOPES et al, 2011). A atividade antagonica de diversas plantas foi
comprovada sobre varias espécies de nematoides (CHITWOOD, et al. 2002).

A rotacdo de culturas com plantas antagonistas além de proteger o solo da agdo de
agentes climéticos, melhorando a umidade e estrutura do solo, recicla nutrientes ajudando na
viabilizacdo do plantio direto e proporciona um controle dos fitonematoides, pois algumas
plantas possuem em sua constituicdo compostos anti-helminticos (PANDEY et al., 2003). Estas
plantas podem produzir metabdlitos com propriedades nematicidas, apos a penetracdo de

fitonematoides, ou podem possuir tais compostos constitutivamente (PEREZ et al., 2003).

2.2.1 CONTROLE DE NEMATOIDES COM PLANTAS ANTAGONISTAS

Uma opcdo de controle alternativo eficiente € o uso de plantas antagonistas em
esquema de rotacdo de culturas, plantio consorciado ou como cobertura vegetal. Algumas
dessas plantas sdo capazes de fixar nitrogénio da atmosfera e fornecer expressivos volumes de
matéria organica que aumentam a atividade de fungos, melhoram as caracteristicas gerais do
solo, além de liberarem &cidos graxos volateis, produtos toxicos aos nematoides (FERRAZ;
VALLE, 2001; MOREIRA et al., 2015).

Algumas espécies vegetais tém efeito sobre nematoides por liberarem substancias
nematicidas ao solo durante a decomposicdo, tais como isotiocinatos e seus derivados
(ZASADA; FERRIS, 2003). Outras espécies podem exercer efeito devido a presenca de
compostos nematicidas e/ou nematostaticos em seus tecidos.

Adubos verdes tém sido testados no controle de nematoides sedentarios, como
Meloidogyne spp., e também de espécies migradoras como P. brachyurus (INOMOTO et al.,
2006). Além de servirem como fonte de matéria organica, alguns adubos verdes também

apresentam efeito antagdnico a nematoides, como Crotalaria spp., Mucuna spp. e Avena spp.
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(FREITAS, 2006).

A rotacdo e/ou sucessdo com espécies vegetais ndo hospedeiras pode constituir uma
importante estratégia de manejo de areas infestadas com este fitoparasita (ASMUS; ISHIMI,
2009; ASMUS et al., 2012).

O género Crotalaria spp., apesar de possibilitar a penetracdo de juvenis ou adultos de
Meloidogyne sp., H. glycines e R. reniformis, prejudica o desenvolvimento do nematoide no
interior das raizes, ndo permitindo que completem seu ciclo bioldgico e formem descendentes.
Braz e colaboradores (2016) avaliaram a reacdo de espécies de plantas como hospedeiras de
populacdes de P. brachyurus, e concluiram que excluindo-se a C. juncea, todas as demais
espécies de crotalaria apresentaram-se como boas opcdes para 0 manejo em areas infestadas
com P. brachyurus.

Weaver et al. (1998) consideram as plantas de Mucuna pruriens (mucuna) e Paspalum
notatum (grama batatais) eficientes em reduzir populacdes de Meloidogyne spp. e Heterodera
glycines. Plantas de M. pruriens promoveram efeito mais duradouro sobre a populacdo de
Meloidogyne sp. e H. glycines a campo ap6s dois anos de rotacdo com soja. Outros resultados
obtidos em casa de vegetacdo com Stizolobium atterrimum (mucuna preta) mostram que esta
espécie é eficiente em reduzir a populacdo de H. glycines no solo, pois permite a penetracéo,
mas impede o desenvolvimento (VALLE, et al., 1997).

Plantas que pertencem a familia Brassicaceae, tais como: crambe (Crambe abyssinica),
mostarda (Brassica rapa), brocolis (Brassica oleracea), agrido (Nasturtium officinale), couve
(Brassica oleracea), canola (Brassica napus) e rabanete (Raphanus sativus) contém
glicosinolatos, que atuam no sistema de defesa da planta (CLARKE, 2010; MOHN et al., 2007;
FINIGUERRA et al., 2001), os isotiocianatos que sao derivados dos glicosinolatos de brassicas
apresentam efeito nematicida e além de baixa toxicidade a organismos néo alvos, ndo apresenta

perigos de aplicacdo (WU et al., 2011).
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As plantas do género Tagetes séo eficientes no controle de Pratylenchus spp. e
Meloidogyne spp., embora também sejam eficientes no controle de outros nematoides
(FERRAZ; VALLE, 2001). Tagetes spp. liberam exsudatos radiculares toxicos, que apresentam
em sua composi¢do o constituinte a-tertienil com agdo nematicida contra Meloidogyne e
Pratylenchus (FURLANETTO et al., 2008).

O efeito supressivo de vérias espécies do género Tagetes em nematoides dos géneros
Meloidogyne e Pratylenchus tem sido determinado por varios autores, seja através do cultivo
das plantas em campos infestados (REYNOLDS et al., 2000; PLOEG, 2000; PUDASAINI et
al., 2006) como pelo uso de extratos da planta (NATARAJAN et al., 2006). No entanto, a

espécie T. minuta tem sido pouco estudada.

2.3 TAGETES SPP.

O género Tagetes, familia Asteraceae, conhecido popularmente como cravo-de-
defunto, contém mais de 50 espécies atualmente cultivadas. Tagetes erecta, T. patula, T. lunata
e T. tenuifolia sdo as quatro espécies de ciclo anual mais cultivadas como ornamentais em todo
o mundo (FERRAZ; FREITAS, 2004).

Plantas deste género sdo conhecidas popularmente como cravo-de-defunto, e possuem
potencial de controle de diversos fitonematoides, principalmente das espécies de Meloidogyne
e de Pratylenchus (HOOKS et al., 2010). E uma planta antagonista utilizada no manejo de solos
infestados, pois 0 nematoide penetra mas ndo consegue completar seu ciclo de parasitismo, o
que reduz drasticamente a populacéo do fitopatdgeno.

Tagetes patula, T. erecta e T. minuta séo as trés espécies mais utilizadas nas pesquisas
de controle de nematoides, sendo que T. patula geralmente se mostra mais eficiente (FERRAZ;

VALLE, 2001).
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Determinadas culturas normalmente utilizadas em sistema de rotagdo, também,
funcionam como matéria prima para a producdo de extratos aquosos com efeito nematicida
(FRANZENER et al., 2007; GARDIANO et al., 2009; FERREIRA; SILVA; NASCIMENTO,
2013).

Alguns extratos apresentam efeito ovicida in vitro como extratos de Tagetes filifolia
contra M. incognita cuja acdo é devida a presenca de a-tertienil isolado de espécies do género
Tagetes (LOAIZA et al., 1996).

A acdo supressiva de Tagetes spp. sobre fitonematoides ¢ atribuida ao composto ‘o-
terthienil-5-(3-buten-1-inil)-2,2’-bithienyl e derivados (MOREIRA; FERREIRA, 2015),
presentes nas raizes das plantas, porém, dependem de fotoativacdo, ou da acdo de peroxidases
ou de outros ativadores para que haja a liberacdo da substancia nematicida (CHITWOOD,
2002).

Moreira e Ferreira (2015) verificaram que a incorporacdo das plantas de cravo-de-
defunto teve seus picos de inibicdo da reproducdo de M. enterolobii em plantas de tomate nos
intervalos de 24 e 30 dias. Observaram uma reducdo média dos J2 de 88% comparado com a
testemunha.

O extrato aquoso de parte aérea (seca) de T. erecta na concentragéo 0,1 g mL™ reduziu
o numero de galhas causadas por M. incognita em plantas de tomateiro, apresentando resultado
semelhante ao controle quimico carbofuran (NATARAJAN et al., 2006).

Franzener et al. (2007) verificaram que a aplicacao ao solo do extrato aquoso de flores
de T. patula, na concentracéo de 0,05 g mL™, reduziu o nimero de galhas, niimero de juvenis
no solo e nimero de ovos de M. incognita em raizes de tomateiro, em 62,2%, 61,5% e 52,8%,
respectivamente.

Olabiyi (2008) verificou que plantas de tomateiro tratadas com os extratos aquosos de

T. erecta, Hyptis suaveolens (erva-canudo) e Ocimum gratissimum (alfavacdo), nas
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concentragdes de 250, 500, 750 ou 1000 ppm, para o controle de M. incognita, apresentaram
maiores alturas de planta, namero de folhas por planta, nimero de frutos por planta, massa de

frutos e de massa de parte aérea em comparagdo com o controle.

2.3.1 TAGETES MINUTA

Tagetes minuta Linnaeus (Asteraceae) € uma espécie tolerante a seca e, devido sua
natureza competitiva, sobrevive facilmente em solos pobres como erva daninha (HULINA,
2008). Porém, ultimamente, vem sendo explorada como espécie cultivada por apresentar
propriedades agroquimicas e farmacéuticas (SHAHZADI et al., 2010).

A espécie € nativa da América Central e ocorre espontaneamente na Bolivia, Paraguai,
Argentina, México e no Brasil, onde é encontrada nos estados do Piaui, Pernambuco, Bahia,
Mato Grosso do Sul, Goias, Minas Gerais, Rio de Janeiro, S&o Paulo, Parana, Santa Catarina,
Rio Grande do Sul e no Distrito Federal (HATTORI, 2009; ROCA et al., 2009; SCHIAVON et
al., 2015).

Como caracteristicas, possui glandulas multinucleadas e puntiformes que estéo
presentes em folhas, bracteas e haste de T. minuta, onde se localiza o 6leo, utilizado como
matéria-prima na linha de producdo de cosméticos e condimentos. A andlise fitoquimica da
parte aérea da planta mostraram a presenca de terpenoides, saponinas, taninos, flavonoides e
alcaloides. Os principais constituintes do 6leo de T. minuta incluem limonemo, ocimeno,
dihydrotagetone, tagetone, tagetenone (SHAHZADI et al., 2010).

A composicdo do 6leo essencial pode ser diferente dependendo da parte da planta.
Oleos  essenciais de flores de T. minuta contém  P-ocimeno e
tagetenone, e 6leos de folhas de plantas ndo florescidas contém principalmente dihydrotagetone
(CHAMORRO et al., 2008).

Com relacdo ao efeito nematicida da espécie, estudos mostraram que T. minuta inibiu
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a formacdo de galhas de M. incognita em tomate e berinjela, e reduziu a multiplicagéo de R.
reniformis e Tylenchorhynchus brassicae em tomate, berinjela, repolho e couve flor
(SIDDIQUI; ALAM, 1987).

Segundo Lovatto (2012), a disponibilidade de T. minuta no Brasil, especialmente na
Regiao Sul do pais, bem como a acessibilidade para agriculturores familiares, fazem da espécie
uma opc¢ao interessante para 0 manejo de pragas em sistemas de producéo sustentaveis.

Varios sdo os estudos com o género Tagetes spp. para controle de nematoides (EL-
HAMAWI et al., 2004), porém informac6es sobre a utilizacdo de T. minuta para o controle de
fitonematoides, ainda se fazem necessarias para comprovar e validar a eficiéncia e viabilidade

de aplicacdo do extrato.
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3. ARTIGO A: INTERACAO DE Tagetes minuta COM Meloidogyne incognita,

Pratylenchus brachyurus E Heterodera glycines

INTERACTION OF Tagetes minuta WITH Meloidogyne incognita, Pratylenchus brachyurus

AND Heterodera glycines

Camila Torres Stroze'*, Débora Cristina Santiago?.
!Universidade Estadual de Londrina, Campus Londrina, caixa postal 6001, 86051-990,

Londrina, PR, Brasil. *Autor para correspondéncia: ctstroze@gmail.com

3.1 RESUMO

Objetivou-se estabelecer um método de propagacédo de Tagetes minuta, estudar o parasitismo
de Meloidogyne incognita, Pratylenchus brachyurus e Heterodera glycines nesta planta em
condicdes de casa de vegetacdo e a interacdo histoldgica planta-nematoide. Inicialmente, foi
realizado um ensaio para definir a melhor forma de obtencdo das mudas de T. minuta, em casa
de vegetacdo, atraves de estacas lenhosas (5 - 6 cm); estacas herbaceas (2,5 - 3,5 cm); e
sementes. Em seguida, realizou-se o estudo de parasitismo das espécies de nematoides nas
plantas de T. minuta, os fatores foram compostos por plantas de T. minuta inoculadas com M.
incognita, P. brachyurus e H. glycines e por plantas sem inoculacdo de nematoides. Aos cinco,
10 e 15 dias apos a inoculacdo (DAI) foi avaliada a penetracdo de juvenis de segundo estadio
(J2), e aos 30, 60 e 80 DAI avaliou-se a multiplicacdo dos nematoides. Paralelamente, avaliou-
se a interacdo planta x patdgeno pela observacdo do desenvolvimento dos nematoides no
interior das raizes de T. minuta, por meio de cortes histopatologicos. Os resultados permitiram
concluir que a melhor forma de obtencdo de mudas de T. minuta foi a partir estacas lenhosas,
com maior taxa de enraizamento. Apesar de haver penetracdo de J2 de M. incognita e H.
glycines nas raizes de T. minuta, a espécie foi considerada ma hospedeira dos nematoides. Ja
para o P. brachyurus esta planta se comportou como hospedeira. O parasitismo de M. incognita,
P. brachyurus e H. glycines nas raizes ndo alterou a morfologia das celulas em T. minuta. Mas
para P. brachyurus observou-se que as células do parénguima foram consumidas, resultando
em lesoes.

Palavras-chave: Parasitismo. Fitonematoides. Cravo-de-defunto. Compostos nematicidas.
Plantas antagonistas.
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3.2 ABSTRACT

The objective of this study was to establish a method of propagation of Tagetes minuta, to study
the parasitism of Meloidogyne incognita, Pratylenchus brachyurus and Heterodera glycines in
this plant under greenhouse conditions and the plant-nematode histological interaction.
Initially, a test was conducted to determine the best way to obtain the T. minuta seedlings in a
greenhouse through woody cuttings (5 - 6 cm); herbaceous cuttings (2.5 - 3.5 cm); and seeds.
The nematode parasitism was studied in T. minuta plants, the factors were composed of T.
minuta plants inoculated with M. incognita, P. brachyurus and H. glycines and by plants
without inoculation of nematodes. The penetration of second stage juveniles (J2) was evaluated
at 5, 10 and 15 days after inoculation (DAI), and nematodes multiplication was evaluated at 30,
60 and 80 DAL. In parallel, the interaction of plant x pathogen was evaluated by observing the
development of nematodes within the roots of T. minuta, through histopathological cuts. The
results allowed to conclude that the best way to obtain T. minuta seedlings was from woody
cuttings, with a higher rooting rate. Although there is penetration J2 of M. incognita and H.
glycines on roots T. minuta, it was considered bad species of nematode host. Already for the P.
brachyurus this plant behaved as host. The parasitism of M. incognita, P. brachyurus and H.
glycines in the roots did not alter the cell morphology in T. minuta. But for P. brachyurus it was
observed that the cells of the parenchyma were consumed, resulting in lesions.

Key words: Antagonist plants. Parasitism. Marigold. Nematodes. Nematicidal compounds.
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3.3 INTRODUCAO

O género Tagetes, pertencente a familia Asteraceae, e tem como membro importante
T. minuta, introduzido no Brasil h4 alguns anos, onde as plantas se aclimataram, tornando-se
subespontaneas. A espécie é nativa de pastagens temperadas e presentes no sul da América do
Sul, e em diversas regides da Europa, Africa, Asia entre outras (NAQINZHAD; MEHRVARZ,
2007).

A espécie T. minuta é conhecida popularmente como cravo-de-defunto, erva fedorenta
ou chinchilho. E uma planta anual com 50-150 cm de altura, com flores toxicas e de odor
particular, sendo considerada uma planta daninha, com dorméncia no inicio do inverno (SADIA
et al., 2013). Sua reproducdo é realizada através de sementes e cada planta produz mais de 29
mil sementes, durante todo o ciclo (CHAMORRO et al., 2012).

Esta planta contém metabdlitos secundarios, como monoterpenos, sesquiterpenos,
flavonoides e tiofenois, que sdo responsaveis pela bioatividade exercida sobre diferentes
organismos (GARCIA et al., 1995; GARCIA; CARRIL; PEREZ-URRIA, 2009), com
resultados promissores contra insetos de interesse a salde publica (IRERI et al., 2010) e de
importancia agricola (RICHTER, 2011; LOVATTO, 2012).

A utilizacdo de T. minuta foi avaliada no controle de pragas em grdos armazenados
(RESTELLO; MENEGATT; MOSSI, 2009), no combate a micro-organismos patogénicos
(SOUZA; AVANCINI; WIEST, 2000), além de apresentar efeito larvicida contra Aedes aegypti
(FURTADO et al., 2005).

A eficiéncia de plantas de Tagetes spp. é relatada, especialmente, contra Pratylenchus
spp. e Meloidogyne spp. (FERRAZ; FREITAS, 2004). Siddiqui e Alam (1987) observaram que
T. minuta inibiu a formacdo de galhas de M. incognita em tomate e berinjela, e reduziu a
reproducdo de Rotylenchulus reniformis e Tylenchorhynchus brassicae em tomate, berinjela,

repolho e couve-flor, quando cultivados no mesmo vaso.
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Nesse contexto, objetivou-se estabelecer o0 melhor método de obtencdo de mudas de
T. minuta, avaliar o parasitismo de M. incognita, P. brachyurus e H. glycines nas plantas, em
condicdes de casa de vegetacdo e estudar a interacdo planta-patégeno com uso de técnicas

histopatoldgicas.

3.4 MATERIAL E METODOS

As plantas de T. minuta utilizadas no estudo s&o nativas da regido de Erechim - RS, e
foram coletadas de vegetacdo espontanea, no més de marco de 2016, encontrando-se ainda na
floracdo. Exsicata da planta, preparada segundo Ming (1995), foi encaminhada ao Herbario do
Departamento de Botéanica da Universidade Estadual de Londrina (UEL) para identificacdo
taxonémica e arquivamento.

Inicialmente, foram avaliadas em casa de vegetacdo em delineamento inteiramente
casualizado, com 64 repeticOes, trés formas de obtencdo de mudas de T. minuta, estacas
lenhosas (5 - 6 cm); estacas herbaceas (2,5 - 3,5 cm); e sementes.

As estacas foram retiradas de plantas matrizes. Nos ramos fez-se cortes em bisel e as
estacas foram mantidas com duas folhas. Apds esse processo, as estacas assim como as
sementes foram transferidas para bandejas de mudas contendo uma mistura autoclavada de
substrato comercial, vermiculita e areia (2:1:1). Apo6s 30 dias foram realizadas as avaliacGes
guanto ao nimero de estacas enraizadas e nimero de sementes germinadas. Foram consideradas
enraizadas, as que apresentaram comprimento de raiz maior ou igual 1,0 cm.

No estudo de parasistismo, foram utilizadas mudas obtidas a partir de estacas lenhosas.
Para tanto, populac@es puras dos nematoides foram multiplicadas em plantas de soja (Glycine
max M6410 IPRO) para H. glycines, tomate (Solanum lycopersicum cv. Santa Cruz ‘Kada’)

para M. incognita e milho (Zea mays var. DKB 390) para P. brachyurus, e cultivadas em casa
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de vegetacdo por 30, 60 e 80 dias , respectivamente, para posterior obtengéo de indculos.

O indculo de H. glycines foi obtido pelo processamento das raizes em liquidificador,
seguido pelo peneiramento sobre peneiras acopladas de 850, 250 e 25 mm, lavadas com jato de
agua. As fémeas retidas na peneira de 250 mm foram esmagadas e 0s ovos liberados foram
recolhidos em peneira de 25 mm, segundo adaptacdes na metodologia de Dias-Arieira et al.
(2003). Os ovos e possiveis J2 foram recolhidos em béquer e a suspensdo foi calibrada para 500
ovos/mL.

Para M. incognita, raizes de tomate foram processadas seguindo o0 método de extracao
de Boneti e Ferraz (1981), modificado. A suspensdo aquosa foi calibrada para 500 ovos/mL. E
das raizes de milho, foram extraidos os ovos e eventuais juvenis de P. brachyurus segundo
método proposto por Coolen e D’Herde (1972), com suspensao calibrada para 500 ovos/mL.

O estudo foi conduzido em casa de vegetacdo, utilizando-se vasos plasticos com
capacidade de 3L contendo como substrato solo e areia (1:3) autoclavados. As parcelas foram
constituidas por uma estaca de T. minuta com trés a quatro folhas, e receberam 1000, 2000 e
1000 ovos e/ou J2 de H. glycines, M. incognita e P. brachyurus, separadamente, em orificios
ao redor do colo de cada muda. Como testemunha de viabilidade dos indculos foram utilizadas
plantas das mesmas cultivares utilizadas para a multiplicacéo.

Os fatores analisados foram compostos por plantas de T. minuta inoculadas com H.
glycines, M. incognita e P. brachyurus e por plantas sem inoculacdo de nematoides, avaliados
aos cinco, 10 e 15 dias apds a inoculacdo (DAI), quanto a penetracdo de J2 por meio da técnica
de coloragdo com fucsina acida (BYRD et al., 1983).

E aos 30, 60 e 80 DAI avaliou-se a reproducao dos nematoides, com cinco repetices
para cada variavel analisada. Os nematoides foram extraidos das raizes seguindo as
metodologias ja descritas e avaliados, com auxilio de camara de contagem, o nimero de ovos

e J2, sob microscépio de luz. Com os valores obtidos, calculou-se o fator de reproducdo (FR =
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populacdo final / populagdo inicial) de acordo com Oostenbrink (1966). Também foram
avaliadas massa fresca de parte aérea e massa fresca de raiz.

Os dados obtidos foram submetidos a anélise de variancia (ANOVA); as médias do
ensaio de penetracdo foram transformadas "arcsen((x/100)"1/2)" e as médias da reproducdo dos
nematoides em plantas de T. minuta foram transformadas "(x+k)"1/2" com k = 10 e submetidas
ao teste de Tukey a 5% de probabilidade, para tanto utilizou-se o programa estatistico SASM-
agri (CANTERI et al., 2001).

Paralelamente, a interacdo planta-patogeno foi avaliada observando-se o
desenvolvimento dos nematoides no interior das raizes de T. minuta, por meio de cortes
histopatolégicos, aos cinco, 10, 15, 30, 60 e 80 DAI. Para tanto, cinco plantas de cada
tratamento foram coletadas, descartando-se a parte aerea, e as raizes lavadas em agua corrente,
para posterior infiltracdo em parafina histoldgica.

Segmentos de 0,5 - 1,0 cm das raizes foram amostrados nas regides mediana e apical,
e fixados em solucdo de FAA 70% (formol + &cido acetico + alcool 70%) por 48 horas
(JOHANSEN, 1940). Na sequéncia, foram desidratados em série alcodlica (etanol 70, 80, 90 e
100%) por duas horas cada, seguido de clarificacdo em xilol mais alcool, até xilol puro. Apos
foi realizada uma preé-infiltracdo com xilol mais parafina por quatro horas, seguida da infiltracdo
em parafina liquida por no minimo 24 horas; foram realizadas duas trocas de parafina,
mantendo o material, a cada troca, por mais uma hora na estufa a 55 °C. Os segmentos foram
dispostos em moldes plasticos com parafina liquida e, em seguida, foram fixados em blocos de
madeira com a prépria parafina, seccionados transversalmente em micrétomo rotatorio Leica
2155, com 5 um de espessura.

Foram realizados 1520 cortes histolégicos, que foram depositados sobre 4gua aquecida
+ gelatina (adesivo) e, posteriormente, colocados em laminas de microscopia. Os cortes obtidos

foram corados com Azul de Toluidina 1% em tampédo acetato pH 4,7 por trés minutos
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(O'BRIEN; FEDER; MCCULLY, 1964), sendo montados entre laminas e laminulas com
glicerina (0,5%).

As observacdes anatdmicas das raizes foram feitas com auxilio de microscépio de luz
e todos os segmentos foram fotografados sob microscopio acoplado com camera digital, e 0s

aspectos mais relevantes foram discutidos.

3.5 RESULTADOS E DISCUSSAO

No estudo para definir a melhor forma de obtencdo das mudas de T. minuta, aquelas
obtidas por meio de sementes apresentaram porcentagem de germinacdo media de 42,7 % aos
30 dias apds a semeadura (dados ndo apresentados em forma de Tabela). Considerada uma
espécie daninha, a planta tem como caracteristica a germinacdo escalonada, que garante maior
sobrevivéncia no meio ambiente. Percentuais semelhantes foram observados por Oliveira et al.
(2007), com a propagacao de T. erecta realizada por meio de sementes, atingindo em média
uma germinacéo de 50 %.

Quanto a avaliacdo das estacas de T. minuta produzidas a partir de segmentos lenhosos
e herbaceos (Tabela 1), observou-se um enraizamento de 92 % nas estacas lenhosas, superior
ao obtido nas herbaceas (45 %), indicando que as estacas lenhosas, por apresentarem maior
reserva nutricional, ttm maior chance de formar uma nova planta. A reserva nutricional da
estaca pode interferir no enraizamento, pois quanto maior a disponibilidade de nutrientes,

melhor o desempenho destas na propagacdo assexuada (NICOLOSO et al., 1999).
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Tabela 1. Porcentagem de enraizamento, nimero de estacas enraizadas e comprimento radicial
de estacas lenhosas e herbaceas de Tagetes minuta, aos 30 dias de cultivo em casa de vegetacéo.
Londrina, PR. 2016.

Enraizamento Dlémetro_ de Comprimento de raiz
TRATAMENTOS estacas enraizadas
(%) () (cm)
Estacas lenhosas (5 - 6 cm) 92,0t 4,50 a2 5,30 a2
Estacas herbaceas (2,5 - 3,5 cm) 45,0 1,10 b 1,89 b
C.V. (%) - 5,04 3,75

!Dados sdo médias de 64 repeticdes. 2Médias seguidas de mesma letra na coluna nio diferem entre si pelo teste de
Tukey 1%.

Com relacdo ao estudo do parasitismo das espécies de M. incognita, P. brachyurus e
H. glycines, a viabilidade dos indculos foi confirmada pela reproducdo observada nas plantas
de tomate cv. Santa Cruz Kada, de milho var. DKB 390 e soja cv. Monsoy 6410, com valores
para Fator de Reproducéo (FR) de 53,7, 12,3 e 25,9 (respectivamente), com cinco repeticoes
por nematoide.

Os resultados de penetracdo de J2 dos nematoides nas raizes de T. minuta estdo
apresentados na Tabela 2. Na comparacéo por periodo de avaliacdo, observou-se que aos cinco
DAI ndo houve diferenca quanto ao numero de J2 penetrantes para nenhuma das espécies de
nematoides. Ja aos 10 e 15 DAL, a penetracdo de J2 de H. glycines foi estatisticamente superior
em relacdo aos demais tratamentos. Ja os numeros de J2 penentrantes de M. incognita e P.
brachyurus ndo diferiram daquele observado nas raizes de T. minuta sem inoculacdo de
nematoides.

Na comparacdo da penetracdo de J2 nas raizes de T. minuta entre os periodos de
avaliacdo, a Unica diferenca observada foi para H. glycines, em que o numero de J2 penetrantes
aos 10 DAI foi maior que aos 5 DAI, porém semelhante ao obtido aos 15 DAI (Tabela 2). Esses

dados encontram-se, também, ilustrados na Figura 1.
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Tabela 2. Penetracdo de juvenis de segundo estadio (J2) em plantas de Tagetes minuta aos
cinco, 10 e 15 dias apds a inoculagdo (DAI) de Meloidogyne incognita, Pratylenchus
brachyurus e Heterodera glycines, cultivadas em casa de vegetacdo. Londrina, PR. 2016.

Testemunha Heterodera Meloidogyne Pratylenchus

Tratamentos Absoluta glycines incognita brachyurus
5 DAl 0.00 35 b 0.0 a 1.1 b
10 DAI 0.00 154 a 04 a 48 a
15 DAI 0.00 9,8 a 0.3 a 2.6 a
C.V (%) - 38.1 1471 44,3

1Dados sdo médias de cinco repeticOes, transformados “arcsen((x/100)"1/2)". 2Meédias seguidas de mesma letra mindscula na coluna ndo
diferem entre si pelo teste de Tukey, em nivel de 5% de probabilidade.

incognita e Pratylenchus brachyurus em raizes de Tagetes minuta. A1, A2, A3: Penetracdo de
J2 de H. glycines aos cinco, 10 e 15 dias apds a inoculacdo (DAI), respectivamente. B1, B2,
B3: Penetracdo de J2 de M. incognita aos cinco, 10 e 15 DAI, respectivamente. C1, C2, C3:
Penetracdo de J2 de P. brachyurus aos cinco, 10 e 15 DAI, respectivamente.
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Na comparacdo entre os diferentes periodos de avaliagdo, foi observada diferenca
estatistica para massa fresca de parte aérea apenas para T. minuta sem inocula¢do, com média
aos 60 DAI maior que a obtida aos 80 DAI, porém semelhante a avaliagdo aos 30 DAI. As
plantas inoculadas com os diferentes nematoides ndo apresentaram diferencas entre as épocas
de avaliacOes (Tabela 3).

Tabela 3. Massa fresca de parte aérea das plantas de Tagetes minuta aos 30, 60 e 80 dias apds
a inoculacdo (DAI) de Meloidogyne incognita, Pratylenchus brachyurus e Heterodera

glycines, cultivadas em casa de vegeta¢do. Londrina, PR. 2016.
Massa fresca de parte aérea ()

TRATAMENTOS C.V. (%)
30 DAI 60 DAI 80 DAI
T. minuta sem inoculagéo 329! a2 AB? 4,03t a2 A? 3,06t a2 B? 14,55
T. minuta x M. incognita 2,16 ab A 260 b A 1,92 b A 34,32
T. minuta x P. brachyurus 121 b A 1,73 b A 1,47 b A 23,32
T. minuta x H. glycines 239 ab A 182 b A 158 b A 28,68
C.V. (%) 31,90 22,80 14,87 ---

!Dados sdo médias de cinco repetigdes. 2Meédias seguidas de mesma letra minuscula, na coluna, e maidscula, na linha, ndo diferem entre si
pelo teste de Tukey, em nivel de 5% de probabilidade.

Os resultados para massa fresca de raizes de T. minuta estdo apresentados na Tabela 4.
Na avaliacdo aos 30 DAI, ndo houve diferenca entre as plantas inoculadas com os nematoides
e as plantas sem inoculacdo. Mas, a partir de 60 DAI, observou-se que as plantas inoculadas
com P. brachyurus apresentaram média inferior a testemunha, porém semelhante aos demais
nematoides. Aos 80 DAI verificou-se que a inoculacdo de M. incognita, P. brachyurus e H.
glycines nas plantas resultou em médias inferiores para massa de raizes em comparagdo as
plantas sem inoculacéo, evidenciando a capacidade destes nematoides em reduzir a formacao
de raizes ao longo do ciclo de cultivo.

Quanto a comparacdo entre as épocas de avaliacdo foi observada diferenca estatistica
somente para a espécie H. glycines, com uma reducdo gradual durante o periodo, observando-
se que a média aos 80 DAI foi inferior aos 30 DAL. Isso indica que quanto maior for o tempo

de contato deste nematoide com as raizes das plantas de T. minuta, maior pode ser o dano.
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Tabela 4. Massa fresca de raizes das plantas de Tagetes minuta aos 30, 60 e 80 dias apés a
inoculacdo (DAI) de Meloidogyne incognita, Pratylenchus brachyurus e Heterodera glycines,
cultivadas em casa de vegetacdo. Londrina, PR. 2016.

Massa fresca de raiz (g)

TRATAMENTOS C.V. (%)
30 DAI 60 DAI 80 DAI
T. minuta sem inoculagio 221" a> A* 208" a? A? 2,58 a? A? 19,28
T. minuta X M. incognita 189 a A 1,86 ab A 149 b A 28,61
T. minuta x P. brachyurus 1,18 a A 093 b A 101 b A 39,54
T. minuta x H. glycines 165 a A 1,11 ab AB 09 b B 31,23
C.V. (%) 31,56 29,96 17,89

!Dados sdo médias de cinco repetigdes. 2Medias seguidas de mesma letra minuscula, na coluna, e maidscula, na linha, ndo diferem entre si
pelo teste de Tukey, em nivel de 5% de probabilidade.

Analisando-se os resultados sobre a populagdo de nematoides encontrados nas raizes
nos diferentes periodos (Tabela 5), observou-se que o numero de ovos e J2 de P. brachyurus
por grama de raizes foi maior nas avaliacfes de 30 e 60 DAI, em relacdo aos demais
tratamentos, porém aos 80 DAI a média foi semelhante a obtida para H. glycines, comprovando
a capacidade de parasitismo dessas espécies nas raizes de T. minuta.

Para a comparacdo dos nematoides entre os periodos, houve diferenca apenas para as
plantas inoculadas com H. glycines, com aumento progressivo do nimero de ovos e J2 por
grama de raizes no decorrer do ciclo, sendo a média obtida aos 80 DAI superior a observada
aos 30 DAI (Tabela 5). Entretanto, vale ressaltar que ndo foi verificada a formacéo de fémeas
nas raizes e cistos no solo, o que indica uma falha no estabelecimento do sitio de alimentacao.
Tabela 5. Nimero de ovos e juvenis por grama de raiz de Meloidogyne incognita, Pratylenchus

brachyurus e Heterodera glycines nas raizes de Tagetes minuta, aos 30, 60 e 80 dias apds a
inoculacdo (DAI) dos nematoides, em casa de vegetacdo. Londrina, PR. 2016.

Testemunha  Heterodera  Meloidogyne Pratylenchus

Tratamentos Absoluta glycines incognita brachyurus
30 DAI 0,00 106,7 b 20,2 a 504,7 a
60 DAI 0,00 2315 a 9,4 a 1160,2 a
80 DAI 0,00 3522 a 355 a 792,6 a
C.V (%) - 24,0 92,6 32,01

'Dados sdo médias de cinco repeticdes, transformados "(x+k)*1/2" com k = 10. 2Meédias seguidas de mesma letra minuscula na coluna ndo
diferem entre si pelo teste de Tukey, em nivel de 5% de probabilidade.
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Em relagdo ao fator de reproducdo (FR), calculado com base nos niumero de ovos e J2
nas raizes de T. minuta, observou-se que todas as espécies apresentaram FR < 1, independente
do periodo de avaliacdo, indicando a baixa capacidade reprodutiva de M. incognita, P.
brachyurus e H. glycines em T. minuta (Tabela 6).

Tabela 6. Fator de reproducdo (FR) de Meloidogyne incognita, Pratylenchus brachyurus e

Heterodera glycines em raizes de Tagetes minuta, aos 30, 60 e 80 dias ap0s a inoculacdo (DAI),
em casa de vegetacdo. Londrina, PR. 2016.

FATOR DE REPRODUCAO

TRATAMENTOS 30 DA 60 DAI 80 DAI
T. minuta x M. incognita 0,016* 0,008* 0,024!
T. minuta x P. brachyurus 0,432 0,960 0,800
T. minuta x H. glycines 0,160 0,240 0,336

!Dados sdo médias de cinco repeticGes sem comparagao estatistica.

Ferraz e Freitas (2004) relacionam varios trabalhos que demonstram a eficiéncia de de
Tagetes spp. em reduzir populacdes de Pratylenchus e Meloidogyne. Siddiqui e Alam (1987),
avaliando o efeito nematicida de T. minuta sobre diferentes nematoides, verificaram que seu
cultivo inibiu a formacao de galhas de M. incognita em tomate e berinjela quando plantados no
mesmo Vvaso.

Os cortes histologicos mostrando o desenvolvimento dos nematoides no interior das
raizes de T. minuta estdo ilustrados na Figura 2. Analisando os cortes, observa-se que apesar de
haver a penetracdo de J2 nas raizes, comprovada pelo namero de J2 penetrantes, a planta ndo
apresentou diferenca morfoldgica em suas células quando parasitadas por M. incognita, P.
brachyurus e H. glycines.

Nas raizes de T. minuta ficou evidenciado o espessamento da parede das células dos
vasos condutores de seiva. A parede celular vegetal constitui a primeira barreira encontrada
pelo fitonematoide, que tem de ser ultrapassada para o estabelecimento da relacdo parasitaria.
Além da forca mecénica exercida pelo estilete durante seu continuo movimento para o interior
da célula, os fitonematoides secretam enzimas hidroliticas que promovem a degradacdo desta

parede (JAUBERT et al., 2002).
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A espessura da parede celular das células do xilema e floema em T. minuta pode ter
comprometido o estabelecimento do sitio de alimentacdo de M. incognita e H. glycines. Estas
espécies possuem modo de parasitismo sedentario, e sdo altamente dependentes do
estabelecimento de um sitio de alimentacdo para completarem seu ciclo de vida e se
reproduzirem (FARIA et al., 2003).

J& espécies de nematoides ectoparasitas ou endoparasitas migradores, como P.
brachyurus, ndo possuem capacidade de induzir o sitio de alimentacéo, isso porque o produto
excretado pela glandula esofageana dorsal é inadequado a formagdo do sitio, ou porque as
celulas da planta no local de infeccdo ndo apresentam receptores para esta sinalizagéo, forgcando
esses fitonematoides se alimentarem apenas do conteudo celular ali existente (FARIA et al.,
2003), causando lesBes necrdticas. Entretanto, no presente estudo P. brachyurus, também, nao
teve sucesso quanto a reproducdo nas raizes de T. minuta.

O sucesso do parasitismo depende do eficiente progresso de todas as fases envolvidas
durante a interacdo nematoide-planta. Por exemplo, Zhao et al. (2000) citam o efeito supressivo

de exsudados radiculares de Tagetes spp. sobre varias espécies de nematoides.



s 3 = % .',:,“A.;__‘ - r_ = :
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e 80 dias apos a inoculagdo. Al - A6) Raizes sem inoculagdo de nematoide, testemunha
absoluta; B1 - B6) Raizes inoculadas com Hetedora glycines; C1 - C6) Raizes inoculadas com
Meloidogyne incognita; D1 - D6) Raizes inoculadas com Pratylenchus brachyurus.
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3.6 CONCLUSAO

A melhor forma de obtencdo de mudas de Tagetes minuta foi a partir estacas lenhosas,
com maior taxa de enraizamento.

Apesar de haver penetracdo de J2 de M. incognita e H. glycines nas raizes de T. minuta,
a espécie foi considerada méa hospedeira dos nematoides. J& para o P. brachyurus esta planta se
comportou como hospedeira.

O parasitismo de M. incognita, P. brachyurus e H. glycines nas raizes ndo alterou a
morfologia das celulas em T. minuta. Mas para P. brachyurus observou-se que as células do

parénquima foram consumidas, resultando em lesdes.
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4. ARTIGO B: EXTRATO AQUOSO DE Tagetes minuta NA ECLOSAO, MOBILIDADE

E REPRODUCAO DE NEMATOIDES

EXTRACT AQUEOUS OF Tagetes minuta ON HATCHING, MOBILITY AND

REPRODUCTION OF NEMATODES

Camila Torres Stroze'*, Débora Cristina Santiago?.
!Universidade Estadual de Londrina, Campus Londrina, caixa postal 6001, 86051-990,

Londrina, PR, Brasil. *Autor para correspondéncia: ctstroze@gmail.com

4.1 RESUMO

As substancias encontradas em plantas de Tagetes spp. apresentam potencial para o controle de
nematoides, para tanto objetivou-se avaliar o efeito de extratos aquosos de T. minuta na eclosao
e mobilidade de juvenis de segundo estadio (J2) in vitro e na reproducdo de Meloidogyne
incognita e Heterodera glycines in vitro e in vivo. Foram testadas cinco concentragdes (0; 12,5;
25; 50; 75 e 100 mg mL?) de extratos aquosos obtidos a partir de caule e de folhas de T. minuta.
Os nematoides foram extraidos e incubados, mantidos em contato com 0s extratos para 0s
ensaios de eclosdo, mobilidade e mortalidade de J2, com quatro repeti¢ces por tratamento. As
avaliacOes de eclosdo foram feitas aos 4, 8 e 12 dias apds a incubacdo, e para mobilidade os
juvenis foram avaliados depois de 24 e 48 h da retirada dos extratos. O efeito dos extratos foi
confirmado através da inoculacdo de ovos e J2, tratados com 0s respectivos extratos, em plantas
de tomate e soja, que foram mantidas em casa de vegetacdo e avaliadas aos 30 (H. glycines) e
60 (M. incognita) dias apos a inoculacdo. Concluiu-se que, para H. glycines, a concentracédo
100 mg mL™ do extrato de folha apresentou os melhores resultados de reducio da eclosdo e
mobilidade dos juvenis inibindo em 67 e 62 %, respectivamente. J& a concentracdo 12,5 mg
mL? do extrato de caule e de folha foi a mais eficaz para a inibigdo da eclosdo dos juvenis de
M. incognita em até 91 % , dificultando a reproducdo dos nematoides em tomateiro em mais de
90 % com o extrato de folha.

Palavras-chave: Meloidogyne incognita. Heterodera glycines. Controle alternativo. Extratos

vegetais.



45

4.2 ABSTRACT

The substances found in plants of Tagetes spp. present potential for the control of nematodes,
the objective of this study was to evaluate the effect of aqueous extracts of T. minuta on hatching
and mobility of second stage juveniles (J2) in vitro and on reproduction of Meloidogyne
incognita and Heterodera glycines in vitro and in vivo. Five concentrations (0; 12.5; 25; 50; 75
and 100 mg mL?) of aqueous extracts obtained from stem and leaves of T. minuta were tested.
The nematodes were extracted and incubated, kept in contact with the extracts for the hatching,
mobility and mortality of J2, with four replicates per treatment. Hatching evaluations were
performed at 4, 8 and 12 days after incubation, and for mobility the juveniles were evaluated
after 24 and 48 h remove of extract. The effect of the extracts was confirmed by the inoculation
of eggs and J2, treated with the respective extracts, in tomato and soybean plants, which were
kept in greenhouse and evaluated at 30 (H. glycines) and 60 (M. incognita) days after
inoculation. It was concluded that, for H. glycines, the concentration 100 mg mL™* of the leaf
extract presented the best results of reduction of hatching and mobility of juveniles inhibiting
in 67 and 62%, respectively. The 12.5 mg mL™ concentration of stem and leaf extract was the
most effective for inhibiting the hatching of M. incognita juveniles by up to 91%, making
nematode reproduction in tomatoes more than 90% the leaf extract.

Key words: Alternate control. Heterodera glycines. Meloidogyne incognita. Plant extracts.
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INTRODUCAO

A maioria das culturas enfrentam limitacGes de producgéo por incidéncias de pragas e
doencas (NICOL et al., 2011), entre essas incluem-se as causadas por nematoides. O uso de
agrotoxicos € uma das principais medidas de controle, porém é uma pratica que pode acarretar
prejuizos ambientais e problemas a satde humana (PIMENTEL; BURGUESS, 2014).

Pesquisas sobre medidas de controle que minimizem os riscos ambientais tornam-se
necessarias, minimizando o uso de nematicidas convencionais pela aplicacdo de extratos
naturais (FERRAZ, FREITAS, 2004; MOREIRA; SANTOS, INNECCO, 2015; STEFFEN et
al., 2008; BORGES et al., 2013; CARBONI; MAZZONETTO, 2013).

Com a utilizacdo do manejo integrado de nematoides outras medidas sdo incluidas,
como rotacdo de cultura, uso de plantas antagonistas em plantio intercalado ou consorciado,
incorporacdo de matéria organica, além dos controles biologico e quimico (FERRAZ et al.,
2010; SILVA et al., 2006; SILVA, 2012).

As substancias naturais encontradas nos extratos vegetais e Oleos essenciais, que
possuem propriedades quimicas com potencial nematicida tém sido estudadas por varios
pesquisadores (FERRAZ; FREITAS, 2004; MOREIRA; SANTOS; INNECCO, 2015;
STANGARLIN, KUHN, SCHWAN-ESTRADA, 2008; CARBONI; MAZZONETTO, 2013).

Dentre estas, destacam-se os polietienos encontrados em Tagetes spp., isotiocianatos e
glicosinolatos, oriundos de Brassica e outros compostos de diferentes plantas como glicosideos
cianogeénicos, alcaloides, terpenoides e compostos fendlicos (VIEIRA et al., 2001; COIMBRA
et al., 2006; GARDIANO et al., 2011; MATEUS et al., 2014; NEVES et al., 2008).

Extratos obtidos de folhas e sementes de mamao (Carica papaya), de alho (Allium
sativum), folhas de hortela (Mentha piperita), de mentrasto (Ageratum conyzoides), de meldo
de Sdo Caetano (Mormodica charantia), de alecrim (Rosmarinus officinalis), de orégano

(Origanum vulgare), entre varias outras espécies vegetais, tém apresentado resultados
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eficientes no controle de nematoides fitopatogénicos (COIMBRA et al., 2006; DIAS et al.,
2000; GARDIANO et. al., 2009).

Existem varios estudos com Tagetes spp. associado ao controle de nematoides (PLOEG,
2000; EL-HAMAWI et al., 2004; OSMAN et al., 2008). Buena et al. (2008) encontraram
resisténcia de T. patula as espécies Meloidogyne arenaria, M. hapla, M. javanica e M.
incognita. A andlise fitoquimica da parte aérea de T. minuta mostrou a presenca de terpenoides,
saponinas, taninos, flavonoides e alcaloides (HADJIAKHOONDI et al., 2005). As raizes de T.
minuta, também, apresentam acdo fungicida (BATISH et al., 2007).

Na busca de novos produtos como alternativa no manejo de fitonematoides, objetivou-
se avaliar o efeito do extrato aquoso de T. minuta na eclosdo, mobilidade de juvenis de segundo
estadio (J2) in vitro e na reproducéo de Heterodera glycines na cultura da soja e de Meloidogyne

incognita em tomateiro em casa de vegetacao.

4.4 MATERIAL E METODOS

O ensaio foi realizado em laboratorio (in vitro) e em casa de vegetacéo (in vivo), com
delineamento experimental inteiramente casualizado, com seis tratamentos e quatro repeticdes.

Para a producdo dos extratos foram utilizados, separadamente, haste e folhas de T.
minuta, que foram processadas em liquidificador na proporcao de 1 g de tecido vegetal para 10
mL de agua destilada e esterilizada (10% m/v). As suspensdes foram mantidas em B.O.D. por
24 horas, em frasco ambar fechado na temperatura de 26 °C. Apds esse periodo, filtrou-se o
contetido dos frascos e obteve-se uma suspensdo na concentracéo de 100 mg mL™ (COSTA et
al., 2001). A partir desta concentracdo, obteve-se as demais (12,5; 25; 50 e 75 mg mL™),
diluidas em agua destilada e esterilizada, e utilizando agua como testemunha controle (0 mg

mL7).
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O indculo de H. glycines foi obtido a partir de raizes de soja cv. M6410 IPRO, mantidas
em casa de vegetacdo. Para a extracdo, as raizes foram processadas em liquidificador e
colocadas sobre peneiras acopladas de 850, 250 e 25 mm, lavadas em agua. As fémeas retidas
na peneira de 250 mm foram esmagadas e o0s ovos liberados foram recolhidos em peneira de 25
mm, segundo adaptacbes na metodologia de Dias-Arieira et al. (2003). Os ovos foram
recolhidos em béquer e a suspensdo foi calibrada para 250 ovos/mL.

O indculo de M. incognita foi retirado de raizes de tomate cv. Santa Clara ‘Kada’
mantido em casa de vegetacdo por 60 dias, seguindo 0 método de extracdo de Bonetti e Ferraz
(1981). A suspensdo aquosa foi calibrada para 360 ovos/mL.

Para o ensaio de eclosdo foram utilizados tubos de ensaio contendo, separadamente, 2
mL das suspensdes de indculo de H. glycines e M. incognita + 2 mL de cada concentracdo dos
extratos de caule e de folha (separadamente), incubados em B.O.D. a 26 + 2 °C. Foram
realizadas trés avaliacdes, aos quatro, oito e 12 dias ap0s a incubacdo, determinando-se a
porcentagem de eclosdo dos juvenis de segundo estadio (J2) de H. glycines e M. incognita.

E, aos 16 dias apos a incubacdo, realizou-se o ensaio em casa de vegetacao para avaliar
o efeito nematicida ou nematostatico dos extratos sobre os nematoides. Para tanto, as
suspensdes contendo ovos e J2 tratadas com os extratos, depois de enxaguadas em agua
corrente, foram inoculadas em plantas de soja cv. M6410 IPRO para H. glycines e de tomate
cv. Santa Clara ‘Kada’ para M. incognita, em vasos de 500 mL contendo como substrato solo
de barranco e areia (1:3). Decorridos 30 e 60 dias da inoculacdo (DAI), respectivamente, para
H. glycines em soja e M. incognita em tomate, as raizes foram processadas e avaliadas quanto
ao numero de ovos e J2 pela metodologia de Bonetti e Ferraz (1981).

Para o ensaio de mobilidade de juvenis, foram preparadas camaras de eclosdo (CLIFF;
HIRSCHMANN, 1985) para obtengdo de J2, que foram posteriormente quantificados, em

camara de contagem de nematoide sob microscépio de luz, em que se obteve aproximadamente
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240 J2 / mL de H. glycines e 325 J2 / mL de M. incognita. Em tubos de ensaios foram
adicionados 2 mL da suspensdo contendo os J2 de cada espécie de nematoide + 2 mL de cada
concentracdo dos extratos aquosos de haste e de folha (separadamente). Na testemunha controle
(0 mg mL™?) foi utilizada somente agua destilada.

Os tubos de ensaios foram mantidos em B.O.D. a 26 °C + 2 °C por 24 horas. Ap0s
esse periodo, o contetdo de cada tubo foi enxaguado com agua corrente sobre peneira de 25
mm e recolhido em placas de Petri, para a primeira avaliacdo da mobilidade dos J2. Apés a
contagem, as placas retornaram para B.O.D. nas mesmas condigdes, sendo novamente avaliada
apos 48 horas da retirada do extrato. Os J2 que permaneceram imoveis, retilineos ou que
apresentavam aspecto incomum foram considerados mortos (FRANZENER et al., 2007).

Apos a segunda avaliagdo, seguiu-se para 0 ensaio em casa de vegetacdo com a
inoculacédo de cada repeticdo em plantas de soja cv. M6410 IPRO para H. glycines e de tomate
cv. Santa Clara ‘Kada’ para M. incognita, da mesma maneira descrita para o ensaio de eclosao.
Aos 30 e 60 DAL, respectivamente, para H. glycines e M. incognita foram avaliados o nimero
de ovos e J2 nas raizes.

Os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) pelo programa estatistico
R (R CORE TEAM, 2017) e analise de regressao, com o auxilio do programa Curve Expert

Basic.

4.5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados para eclosdo dos J2 de H. glycines tratados com extrato aquoso de caule

de T. minuta, ap6s os 12 dias de incubacdo (DAT), mostraram que todas as concentracaos

testadas apresentam médias menores que a testemunha, sendo eficaz na reducdo de 40 % da
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eclosdo dos nematoides na menor concentracdo (12,5 mg mL™?), em comparagdo com a

testemunha (0 mg mL™) (Figura 1).

J& para o extrato aquoso de folha de T. minuta, a melhor concentracdo foi de 100 mg

mL* representando uma reducéo de 67 % da ecloséo dos J2 comparada com a testemunha aos

12 DAT (Figura 1), indicando que os compostos presentes nas folhas ndo tem a mesma agéo

contra o H. glycines.
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Figura 1: Porcentagem de eclosdo de juvenis de Heterodera glycines avaliada aos 4, 8 e 12
dias apds o tratamento (DAT) com extrato de caule e de folha de Tagetes minuta.

Nos resultados observados para a porcentagem de mobilidade dos J2 de H. glycines

apos 48 horas da retirada do extrato de caule (Figura 2), notou-se que as concentracdes 75 e
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100 mg mL* tiveram médias menores e significativamente diferentes da testemunha, portanto
consideradas eficazes em provocar a paralizacdo de pelo menos 66 % dos J2 de H. glycines.

Em relacdo a mobilidade dos J2, o extrato de caule (Figura 2), nas avaliacGes de 24 e
48 horas apds o tratamento (HAT), todas as concentracGes foram eficientes, comparando-se
com a testemunha, em imobilizar os J2. Para o extrato de folha, as concentragfes mais eficientes
foram de 50, 75 e 100 mg mL*apresentando diferenca para a testemunha (0 mg mL™). Extratos
aquosos de folhas de Ocimum pupuraceus, Cymbopogon winterianus, Cymbopogon citratus, e
de sementes de Curcubita moschata e Carica papaya, também, foram testados in vitro sobre a
eclosdo e mobilidade de H. glycines, e mostraram resultados significativos como a reducao de
até 100% da mobilidade dos juvenis com a aplicagédo do extrato de C. papaya (SCHIDLOWSKI
et al., 2016).

A eficiéncia dos extratos na reducdo da mobilidade dos J2 de H. glycines,
consequentemente, influenciou o desenvolvimento deste nematoide, apds 30 dias da inoculagéo
em soja, conforme demonstrado na Figura 3. Observou-se diferenca entre as concentracées
testadas e a testemunha, com destaque para a maior concentragdo (100 mg mL™) que apresentou
efeito significativo com reducdo de 70 % da reproducao de H. glycines.

A avaliacdo da mobilidade dos J2 de H. glycines, inoculados em plantas de soja, ndo
apresentou diferenca estatistica para o extrato aquoso de caule, no entanto para o extrato de
folha as concentragdes 75 e 100 mg mL* tiveram as menores médias de niimero de nematoides
por grama de raiz, ou seja, estas concentracoes foram eficazes em reduzir a infeccdo em 70 %

(Figura 3).
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Figura 2: Porcentagem de juvenis mdveis de Heterodera glycines avaliado a 24 e 48 horas ap0s
a retirada dos tratamentos (HAT) com extrato de caule e de folha de Tagetes minuta.

A composicdo quimica de T. minuta apresenta diferentes compostos em diferentes

partes da planta, porém como principal constituinte das folhas prevalece o dihidrotagetona,

enquanto que nas flores prevalecem f-ocimeno e tagetenona (CHAMORRO et al., 2008).

Segundo Pérez et al. (2003), principios ativos presentes nos 6leos essenciais de flores,

folhas, raizes e sementes de Tagetes spp. podem atuar diretamente sobre a cuticula do patégeno,

alterando sua permeabilidade ou, entéo,

estruturas de defesa latentes existentes nas plantas.

induzirem resisténcia envolvendo a ativacdo de
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Figura 3: NUmeros de juvenis e ovos de Heterodera glycines por grama de raizes de soja
avaliados aos 30 dias ap0s a inoculacdo, submetidos aos tratamentos com extratos de caule e de
folha de Tagetes minuta, e incubados por 16 dias (DAT) e 48 horas (HAT).

Para M. incognita, com relacdo ao ensaio de eclosdo dos juvenis, em todas as

avaliacGes (4, 8 e 12 DAT) foram observadas reducbes da eclosdo de J2 nas diferentes

concentragdes, sendo que aos 12 DAT, tanto para o extrato aquoso de caule como de folha, as

médias foram diferentes da testemunha (0 mg mL™t), com eficiéncia de 91 % para o extrato de

caule e 84 % com extrato de folha (Figura 4).
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Figura 4: Porcentagem de eclosao de juvenis de Meloidogyne incognita avaliada aos 4, 8 e 12
dias apds o tratamento (DAT) com os extratos de caule e de folha de Tagetes minuta.

Quanto a porcentagem de mobilidade de J2 apds 48 horas da retirada dos tratamentos
(HAT), os dados demostraram que ambos 0s extratos apresentaram diferenca para a testemunha,
em todas as concentracfes avaliadas, sendo eficientes em imobilizar os J2 de M. incognita.
Entre os extratos destaca-se a concentragdo de 12,5 mg mL™ do extrato de caule com 70 % de
imobilizagdo dos J2, e a concentragdo de 50 mg mL™ do extrato de folha com 95 % de

imobilizacdo (Figura 5).
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Figura 5: Porcentagem de juvenis moveis de Meloidogyne incognita avaliado a 24 e 48 horas
apos a retirada dos tratamentos (HAT) com extrato de caule e de folha de Tagetes minuta.

Os resultados para o efeito dos extratos sobre a infeccdo dos J2 de M. incognita, aos
16 DAT, avaliados aos 60 dias apés a inoculacdo (DAI) nas plantas de tomate, encontram-se
demonstrados na Figura 6. Quando comparamos o extrato de caule com o de folha, observamos
uma maior eficiéncia sobre a reproducao de M. incognita nas raizes com a menor concentracao
(12,5 mg mL?) para extrato de folha, apresentando uma reducéo de 80 % dos juvenis oriundos
do ensaio de eclosdo aos 16 DAT, e reducdo de 91 % dos juvenis oriundos do ensaio de
mobilidade, depois de 48 HAT. O extrato de caule também apresentou reducao na reproducéo
do nematoide, porém com porcentagens menores (Figura 6), de 63 % na concentracdo de 12,5
mg mL™ quanto aos juvenis obtidos no ensaio de eclosio (16 DAT) e de 47 % na concentragao
de 25 mg mL? quanto aos juvenis oriundos do ensaio de mobilidade (48 HAT).

A reducdo da infectividade dos juvenis e, consequente, reproducdo da espécie, pode

ser atribuida ao gasto das reservas lipidicas, resultante da continua movimentacdo em éagua
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(CAMPOS; CAMPOS; POZZA, 2006), ou ainda a infeccdo pode ser alterada por acdo dos
compostos presentes nos extratos vegetais (MARTINS; SANTOS, 2016).

Os juvenis oriundos do ensaio de eclosdo, aos 16 DAT, que infectaram as raizes das
plantas de tomate ndo foram eficientes em completarem o ciclo, com hipdtese desses J2 terem
diminuido o poder de locomog&o no solo, ou até perderem o poder de injetar substancias toxicas
nas células das raizes, a fim de estabelecer o sitio de alimentacdo, provavelmente pela acdo dos
compostos com atividade nematicida produzidos por espécies de Tagetes, como a-tertienil

(PRIYANKA et al., 2013).
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Figura 6: Numeros de juvenis e ovos de Meloidogyne incognita por grama de raizes de tomate
avaliados aos 60 dias ap6s a inoculacdo, submetidos aos tratamentos com extratos de caule e de
folha de Tagetes minuta, e incubados por 16 dias (DAT) e 48 horas (HAT).
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4.6 CONCLUSAO

Para os ensaios com H. glycines, a melhor concentragdo foi de 75 mg mL™ pois, além
de apresentar efeito deletério sobre a eclosdo e mobilidade, reduziu em 70% a reproducao de
H. glycines em plantas de soja.

Quanto aos ensaios com M. incognita, a concentracdo de 12,5 mg mL™ foi a mais
eficaz em reduzir a reproducéo dos nematoides nas plantas de tomate com uma eficiéncia de

91%.
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5. ARTIGO C: APLICACAO DO EXTRATO AQUOSO DE Tagetes minuta NO

CONTROLE DE Meloidogyne incognita E Heterodera glycines EM SOJA

APPLICATION OF AQUEOUS EXTRACT OF Tagetes minuta IN CONTROL OF

Meloidogyne incognita AND Heterodera glycines IN SOYBEAN

Camila Torres Stroze'”, Débora Cristina Santiago?.
!Universidade Estadual de Londrina, Campus Londrina, caixa postal 6001, 86051-990,

Londrina, PR, Brasil. *Autor para correspondéncia: ctstroze@gmail.com

5.1 RESUMO

Objetivou-se avaliar a atividade nematicida dos extratos aquosos de caule e de folha de Tagetes
minuta em duas formas de aplicacdo, em solo e pulverizacdo foliar, a fim de controlar a
reproducdo de Heterodera glycines e Meloidogyne incognita na cultura da soja, em casa de
vegetacdo. Para tanto, foram testadas cinco concentragdes dos extratos aquosos de caule e de
folha (12,5; 25; 50; 75 e 100 mg mL™) mais testemunhas inoculada e absoluta (apenas agua),
com seis repeticdes. Os extratos foram aplicados em duas formas, uma unica aplicacdo direta
no solo e via aplicacdo foliar, aos 15 e 30 dias apds a inoculagcdo. Apos a inoculacao, as plantas
de soja cv. M6410 IPRO foram mantidas em casa de vegetacdo até a plena floracédo (75 dias do
plantio), seguida da avaliacdo do nimero de ovos e/ou juvenis dos nematoides. Os resultados
mostraram que 0s extratos de caule e de folhas de T. minuta reduzem as populacdes de
nematoides. Quando aplicados via foliar foram eficientes em controlar o desenvolvimento de
H. glycines, sendo a melhor concentragdo de 75 mg mL™* (para o extrato de caule) e de 25 mg
mL? (para o extrato de folha). Para o controle de M. incognita a aplicagdo direta no solo foi a
melhor forma, com a concentragéo de 12,5 mg mL* para ambos os extratos (caule e folhas).

Palavras-chave: Controle alternativo. Extratos de plantas. Nematoide. Plantas daninhas.
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5.2 ABSTRACT

The objective of this work was to evaluate the nematicidal activity of the stem and leaf extracts
of Tagetes minuta in two forms of application, in soil and foliar spray, to control the
reproduction of Heterodera glycines and Meloidogyne incognita in the soybean vegetation. For
this, five concentrations of the aqueous extracts of stem and leaf (12.5; 25; 50; 75 and 100 mg
mL1) More inoculated and absolute controls (water only) with six replicates. The extracts were
applied in two forms, a single direct application in the soil and via foliar application, at 15 and
30 days after inoculation. After inoculation, soybean plants cv. M6410 IPRO were kept in a
greenhouse until full bloom (75 days of planting), followed by evaluation of the number of eggs
and / or juveniles of nematodes. The results showed that stem extracts and leaves of T. minuta
reduce nematode populations. When applied by leaf, they were efficient in controlling the
development of H. glycines, being the best concentration of 75 mg mL™ (for the stem extract)
and 25 mg mL* (for the leaf extract). For the control of M. incognita the direct application to
the soil was the best form, with the concentration of 12.5 mg mL™ for both extracts (stem and
leaves).

Key words: Alternative control. Extract of plants. Nematode. Weed.
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5.3 INTRODUGAO

Dentre os fatores que afetam a qualidade e producéo da cultura da soja (Glycine max)
destacam-se as doencas, entre essas as causadas por nematoides, com mais de 4100 espécies de
fitoparasitas descritos (DECRAEMER; HUNT, 2006), e com danos estimados em 80 milhdes
de délares ano (NICOL et al., 2011).

No Brasil, 0s nematoides com maior expressdo de danos na cultura da soja s@o 0s
nematoides do cisto da soja (Heterodera glycines), nematoides-de-galhas (Meloidogyne spp.) e
nematoide das lesGes radiculares (Pratylenchus spp.) (FERRAZ, 2006). Estes fitonematoides
provocam reducdo do porte das plantas, clorose aparente, com intenso abortamento de vagens
durante o florescimento e amadurecimento prematuro das plantas, com isso os danos podem
variar de 30 a 50 % em func¢éo da intensidade do ataque (GOULART, 2008; DIAS et al., 2010;
HENNING et al., 2014).

A erradicacdo desses fitoparasitas em area infestada € extremamente dificil, portanto
torna-se necessario 0 manejo com praticas integradas, como rotacdo e/ou sucessao de culturas
com espécies nao hospedeiras, utilizacdo de cultivares resistente, tratamento quimico e/ou
biologico (ARAUJO et al., 2012), entre outros métodos alternativos. Nesta linha, a aplicacio
de extratos aquosos de plantas, principalmente daquelas conhecidas como antagonistas, tem
apresentado resultados eficientes no controle de algumas espécies de fitonematoides, e pode ser
utilizada para integrar o (NEVES et al., 2005; GARDIANO et al., 2009; MOREIRA; SANTOS;
INNECCO, 2009).

O uso de diferentes extratos aquosos visando o controle do nematoide foi relatado por
diversos autores (JOURAND et al., 2004; LOPES et al., 2005; NATARAJAN et al., 2006;

FRANZENER et al., 2007, OLABIYI, 2008; JAVED et al., 2008).
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As espécies do género Tagetes sdo tidas como antagdnicas aos fitonematoides e estdo
entre as plantas com maior eficiéncia, especialmente, no controle de Pratyenchus spp. e
Meloidogyne spp. (JOURAND et al.,, 2004; SANTANA et al, 2010). O efeito sobre
fitonematoides é atribuido aos compostos nematicidas ‘a-terthienil-5-(3-buten-1-inil)-2,2’-
bithienyl e seus derivados presentes nas raizes (FERREIRA; SILVA; NASCIMENTO, 2013;
MOREIRA; FERREIRA, 2015), porém, dependem de fotoativacdo, ou da acdo de peroxidases
ou de outros ativadores para que haja a liberagdo da substancia nematicida (CHITWOOD,
2002).

O efeito antagonico de Tagetes spp. sobre nematoides tem sido atribuido tanto ao
cultivo das plantas em campos infestados (REYNOLDS et al., 2000; PLOEG, 2000;
PUDASAINI et al., 2006), como pelo uso de extratos obtidos a partir de tecidos da planta
(NATARAJAN et al., 2006). No entanto, o efeito nematicida de extratos de T. minuta tem sido
pouco explorado.

Scramin et al. (1987) avaliaram in vitro o efeito de extratos de 14 espéceis vegetais
sobre juvenis de M. incognita e verificaram que o extrato hexanico de folhas de T. minuta,
seguido pelo extrato cloroférmico de caule de T. patula, apresentaram efeitos nematicida ou
nematostatico.

Em vista disso, este trabalho teve por objetivo avaliar o efeito nematicida dos extratos
aquosos de caule e de folha de T. minuta em duas formas de aplicacdo, direto no solo e via
pulverizacdo foliar, a fim de controlar a reproducéo de H. glycines e M. incognita na cultura da

soja em casa de vegetacdo.

5.4 MATERIAL E METODOS
O ensaio foi realizado em condigéo de casa de vegetacéo, e delineamento experimental

inteiramente casualizado com 12 tratamentos e seis repeticdes. Foram testados extratos aquosos
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obtidos a partir do caule e de folhas de Tagetes minuta foram preparados através do
processamento em liquidificador na proporcdo de 1 g de tecido vegetal para cada 10 mL de
agua (10% m/v), mantendo a suspensdo em repouso por 24 horas, em vidro ambar fechado na
temperatura de 26 + 2 °C. Apds esse periodo, filtrou-se o contetdo dos vidros obtendo-se uma
concentracdo base de 100 mg mL?, a partir dessa concentragdo foram obtidas as demais,
diluidas em &gua destilada e esterilizada (COSTA et al., 2001), 75; 50; 25;12,5e 0 mg mL™,
para a testemunha consideramos apenas agua.

O indculo de H. glycines foi obtido a partir de raizes de soja cv. M6410 IPRO, mantidas
em casa de vegetacdo por 30 dias. Para a extracdo dos ovos, as raizes foram processadas em
liquidificador e colocadas sobre peneiras acopladas de 850, 250 e 25 mm, lavadas em agua. As
fémeas retidas da peneira de 250 mm foram esmagadas com auxilio da base de um béquer e os
ovos liberados foram recolhidos em peneira de 25 mm, segundo adaptacdes na metodologia de
Dias-Arieira et al. (2003). Os ovos foram recolhidos em béquer e a suspenséo foi calibrada em
350 ovos/mL.

O in6culo de M. incognita foi retirado de raizes de tomate cv. Santa Clara ‘Kada’
mantido em casa de vegetacdo por 60 dias, seguindo 0 método de extracéo proposto por Boneti
& Ferraz (1981). E a suspensdo de inoculo foi calibrada em 750 ovos/mL.

Os ensaios foram conduzidos separadamente para H. glycines e M. incognita, em vasos
de 0,8 litros contendo uma mistura solo de barranco + areia na proporc¢éo 1:3 (v/v), previamente
esterilizada em autoclave. Para tanto, utilizou-se uma semente de soja cv. M6410 IPRO por
vaso, que recebeu logo apos a semeadura a inoculacdo com 1100 ovos e/ou J2 de H. glycines e
com 2300 ovos e/ou J2 de M. incognita por vaso.

Os extratos foram aplicados de duas formas. A primeira foi realizada em uma unica
vez, diretamente no substrato, no mesmo dia da inoculagdo, com a aplicacdo de 5 mL de cada

concentracdo dos extratos. A segunda forma de aplicacdo foi através de pulverizagdo foliar,
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realizada em duas épocas, sendo aos 15 dias apds a inoculagdo (DAI) e aos 30 DAI. Utilizou-
se um pulverizador manual com aplicacéo até o ponto de escorrimento nas plantas. Durante a
conducdo do ensaio, as plantas foram irrigadas manualmente de acordo com a necessidade
diéria.

Aos 75 dias ap6s semeadura, com a planta em estadio R2, avaliou-se 0 nimero de ovos
e/ou J2 de H. glycines e M. incognita nas raizes das plantas de soja.

Os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) pelo programa estatistico
R (R CORE TEAM, 2017). Foi realizada analise de regressao, com o auxilio do programa Curve

Expert Basic, a fim de indicar a concentragdo mais eficaz contra os nematoides estudados.

5.5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Com base nas analises dos dados, no ensaio com H. glycines e com extratos aquosos
de caule de T. minuta aplicados no solo, ndo observou-se diferenca entre os tratamentos (12,5;
25;50; 75 e 100 mg mL™) e a testemunha controle (0 mg mL™). E a aplicagdo no solo, também,
ndo mostrou diferenca entre as concentragcfes testadas, indicando que o extrato ndo afeta o

desenvolvimento e reproducédo de H. glycines aplicado dessa forma (Figura 1).
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Figura 1: NUmero de ovos e/ou J2 de Heterodera glycines em raiz de soja (Glycine max cv.
M6410 IPRO) submetida a diferentes concentragdes (mg mL ) do extrato aquoso de caule
aplicado no solo.

Com relagdo ao extrato de caule via aplicacdo foliar, os resultados mostraram n&o
haver diferenca entre as concentragdes 75 e 100 mg mL?, com médias de 12,5 e 15,6 ovos e/ou
J2 de H. glycines, respectivamente, demonstrando valores superiores a 83% de controle da
populacgéo (Figura 2).
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Figura 2: NUmero de ovos e/ou J2 de Heterodera glycines em raiz de soja (Glycine max cv.
M6410 IPRO) submetida a diferentes concentragdes (mg mL 1) do extrato aquoso de caule
aplicados em duas aplicac6es foliares aos 15 e 30 DAL.

Ferraz e Valle (2001), associaram a baixa atividade do extrato de raizes de T. patula
in vivo ao fato da acdo nematicida dos compostos ser dependente de foto-ativacdo pela
irradiacdo na faixa do ultravioleta proximo, assim quando o extrato é aplicado no solo, a
auséncia de luz impede tal foto-ativacdo. Isso, também, explica o melhor resultado de controle
de H. glycines obtido com a aplicacdo via foliar do extrato de caule de T. minuta.

Para o extrato de folha aplicado via solo, os dados mostraram reducdo da populacéo

de H. glycines desde a concentragdo de 12,5 mg mL™, apresentando diferenca para a testemunha

(Figura 3), com eficiéncia de controle para todas as concentracdes testadas.
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y = 1.179/(1-9.1856*exp(-5.2661x))
R2=0.98
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Figura 3: Numero de ovos e/ou J2 de Heterodera glycines em raiz de soja (Glycine max cv.
M6410 IPRO) submetida a diferentes concentracdes (mg mL ) do extrato aquoso de folha
aplicado no solo.

Quanto a aplicacdo foliar do extrato de folha de T. minuta, verificou-se que as
concentragdes 25; 50; 75 e 100 mg mL™? foram diferentes da testemunha (0 mg mL™),
demonstrando que a partir da concentracdo 25 mg mL? existe relativa eficacia de controle com
56 % de reducdo de H. glycines comparado com a testemunha (Figura 4).

Silva et al. (2008), também, observaram resultados satisfatérios com reducéo de 90 e
84 % no numero de ovos e de cistos de H. glycines, respectivamente, com a aplicacdo de

extratos aquoso obtido a partir de sementes de Nim, nas dosagens de 41,6 mg L e 1000 mg L

! respectivamente.
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Figura 4: Numero de ovos e/ou J2 de Heterodera glycines em raiz de soja (Glycine max cv.
M6410 IPRO) submetida a diferentes concentracdes (mg mL ) do extrato aquoso de folha
aplicados em duas aplicaces foliares aos 15 e 30 DAL

Quanto aos resultados para o controle de M. incognita, em relacdo a aplicacdo em solo
do extrato de caule, foi observada uma eficiéncia no controle maior que 82 % comparado com
a testemunha (0,0 g mL?), com a concentragdo de 75 mg mL ! (Figura 5). Entre as
concentracdes observou-se que com 0 aumento da concentracdo houve uma maior eficiéncia de

controle. Nesta forma de aplicacéo, os niveis de controle satisfatorios para M. incognita indica

que este extrato pode ser uma alternativa para 0 manejo de nematoide-das-galhas.

y =6.37/(1-8.35%exp(-2.79%x))
R2=0,95

M. incognita/ grama de raiz
Q
-
%

0.0 12.5 25 50 75 100

Extrato Aquoso de caule T. minuta



67

Figura 5: Numero de ovos e/ou J2 de Meloidogyne incognita em raiz de soja (Glycine max cv.
M6410 IPRO) submetida a diferentes concentragdes (mg mL ) do extrato aquoso de caule
aplicado no solo.

Resultados semelhantes foram encontrados por Jourand et al. (2004) e Natarajan et al.
(2006)com a aplicagdo via solo de extrato aquoso da parte aérea de T. erecta e de folhas de
Crotalaria grantiana Harv., nas dosagens de 0,1 e 1 g mL™, contra M. incognita em tomateiros,
e constataram eficiéncia dos extratos vegetais no controle deste fitoparasita.

A utilizacdo do extrato de caule em aplicacdo via foliar, nas concentracfes 50, 75 e
100 mg mL* apresentaram diferenca para a testemunha, com uma eficacia de mais de 54 % do
extrato de caule para controle de M. incognita. Podendo atingir um controle acima de 80 % para
o extrato de caule na concentracdo de 75 mg mL™, considerada uma reducdo satisfatoria,
levando em consideracdo a dificuldade de controle normalmente encontrada para 0s métodos

tradicionais como o quimico e fisico (Figura 6).
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Figura 6: Numero de ovos e/ou J2 de Meloidogyne incognita em raiz de soja (Glycine max cv.
M6410 IPRO) submetida a diferentes concentragdes (mg mL 1) do extrato aquoso de caule
aplicados em duas aplicac6es foliares aos 15 e 30 DAL.

Para o extrato de folha, nas diferentes formas de aplicacdo houve eficiéncia de controle

do nematoide em relagdo a testemunha, e assim como para o extrato de caule, a aplica¢do via
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foliar teve uma influéncia menor do que via solo. Para a aplicacdo via solo com o uso do extrato
aquoso de folha de T. minuta, pode ser observado que todas as concentragdes testadas foram
diferentes da testemunha com menores médias para 0 nimero de ovos e/ou J2 de M. incognita,
podendo ser considerado como uma possivel ferramenta de manejo em areas infestadas. Entre
as concentragdes avaliadas, a menor concentracgéo (12,5 mg mL1) do extrato de folha, aplicado

em solo, demostra controle de 62 % da populagdo de M. incognita (Figura 7).
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Figura 7: Numero de ovos e/ou J2 de Meloidogyne incognita em raiz de soja (Glycine max cv.
M6410 IPRO) submetida a diferentes concentracdes (mg mL ) do extrato aquoso de folha
aplicado no solo.

Na aplicacdo via foliar do extrato de folha, as melhores concentracdes com diferencas

da testemunha foram 50, 75 e 100 mg mL* (Figura 8), com nivel de controle de 57 % para M.

incognita.
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Figura 8: Namero de ovos e/ou J2 de Meloidogyne incognita em raiz de soja (Glycine max cv.
M6410 IPRO) submetida a diferentes concentragdes (mg mL™) do extrato aquoso de folha
aplicados em duas aplicac6es foliares aos 15 e 30 DAL

Os extratos obtidos a partir das plantas de T. minuta mostraram ter um potencial efetivo
para auxiliar no manejo de areas infestadas com os nematoides H. glycines e M. incognita,

entretanto, a forma de aplicacdo necessita ser melhor explorada a fim de se obter estabilidade

da acdo nematicida dos compostos.

5.6 CONCLUSAO

Os extratos de caule e de folhas de Tagetes minuta reduzem as populacdes de
Heterodera glycines e Meloidogyne incognita, respectivamente, em plantas de soja e de tomate,
em de casa de vegetacao.

Para H. glycines, a melhor concentracao do extrato, aplicado via foliar, foi proxima de
75 mg mL* (para o extrato de caule) e de 25 mg mL* (para o extrato de folha).

Para o M. incognita, a aplicacdo via solo foi melhor, e com a concentragéo de 12,5 mg

mL? para ambos os extratos (caule e folhas).
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6. CONCLUSOES

A melhor forma de obtencdo de mudas de Tagetes minuta foi a partir de estacas
lenhosas, devido a maior taxa de enraizamento.

As plantas de Tagetes minuta, no presente estudo, impossibilitam o desenvolvimento
do ciclo de vida de H. glycines e M. incognita, mas ndo impedem o desenvolvimento de P.
brachyurus.

Para os ensaios in vitro com H. glycines, a melhor concentragéo foi de 75 mg mL™*
pelo fato de reduzir em 70 % a populacdo em planta de soja. E para M. incognita, a concentracao
de 12,5 mg mL™ foi a mais eficaz com eficiéncia de 91 %.

Quanto a forma de aplicacao para o controle de H. glycines, a melhor aplicacao foi via
foliar nas concentragBes de 75 mg mL™ (extrato de caule) e de 25 mg mL? (extrato de folha).
Para 0 M. incognita, a aplicacdo direta no solo foi a mais eficaz, na concentracdo 12,5 mg mL"

! para ambos os extratos (caule e folhas).
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