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RESUMO

Muitas das culturas com importancia econdmica sdo afectadas por nematodes parasitas das plantas.
Entre estes estdo os nematodes-das-galhas-radiculares (NGR), Meloidogyne spp., que sdo os que causam mais
prejuizos, principalmente nas regides tropicais e subtropicais. Meloidogyne javanica uma das espécies mais
importantes, pois para além do grande numero de culturas que infecta, e do seu efeito patogénico, oferece grandes

dificuldades ao seu combate eficaz.

Existem actualmente diversos métodos de controlo destes nematodes, sendo o uso de quimicos o mais
eficaz. No entanto, o recurso a estes compostos, altamente toxicos, foi sendo restringido estando mesmo proibido
nalguns casos. Por este motivo é necessario investir na procura de alternativas naturais. As plantas aromaticas e
medicinais produzem compostos aleloquimicos que podem ser toxicos para os nematodes. Por este motivo, a

investigacdo sobre a accdo destas plantas sobre os nematodes fitoparasitas tem vindo a aumentar.

Neste trabalho pretendeu-se avaliar o possivel efeito de algumas plantas, como o funcho (Foeniculum
vulgare ), kiwi (Actinidia deliciosa), salsa (Petroselinum crispum ) e urtiga (Urtica dioica) sobre: a) a eclosdo e a
mortalidade de jovens do segundo estadio (J2) de M. javanica, na forma de extrato aquoso; b) a eclosdo e a
mortalidade de J2 de M. javanica, sob o efeito de oleos essenciais; c) a penetracdo de J2 nas raizes de tomateiro,
ao fim de 7 dias, colocando uma pequena camada da parte aérea da planta a testar sobre o solo; d) a populacdo
final ao fim de 30 dias, colocando sobre o solo uma pequena camada da parte aérea (triturada) de cada planta. Dos
extratos aquosos testados os que tiveram um efeito mais acentuado e significativo foram o de funcho e o de urtiga.
Na concentracdo mais elevada (4 mg/ml) a percentagem de inibicdo da eclosdo cumulativa no funcho foi 35% e, na
mortalidade, foi 100%; na urtiga a percentagem de inibicdo da eclosdo cumulativa foi 45% e, na mortalidade, a
percentagem foi de 92,9%, para a mesma concentracdo. Os oleos essenciais testados mostraram ter accéo
nematotdxica e nematodicida sobre os J2 de M. javanica. No ¢leo essencial de funcho, a maior percentagem de
inibicdo da eclosao cumulativa foi 69,1%, registada na concentracdo de 2000 ppm e a percentagem de mortalidade
cumulativa foi 95,88%, na concentracdo de 3000 ppm. No oleo essencial de salsa, a percentagem da inibicdo da
eclosao foi superior a 90% para todas as concentracoes testadas e a percentagem de mortalidade foi 100% em
todas as concentracbes. Todas as plantas testadas (por aplicacdo directa da parte aérea no solo) demonstraram ter
accao sobre a penetracéo dos J2 de M. javanica nas raizes de tomateiro. A urtiga foi a planta que mais efeito teve

sobre a populacao total no final do ensaio, com o factor de reproducao (FR) <1.

De acordo com os resultados obtidos, o funcho, a salsa e a urtiga, possuem actividade nematotoxica e
nematodicida. Apenas o kiwi ndo demonstrou resultados tao significativos. No entanto, as plantas testadas parecem
ser promissoras no controlo de nematodes fitoparasitas, podendo o seu uso constituir uma alternativa natural ao

uso de quimicos no controlo de nematodes parasitas de plantas

Palavras-chave: Actinidia deliciosa, biopesticidas, eclosao, extratos, fitonematodes, Foeniculum vuigare,

mortalidade, 6leos essenciais, Petroselinum crispum, toxicidade, Urtica dioica



ABSTRACT

Many of the cultures with economical impact are affected by plant parasitic nematodes. Among
these are the root-knot nematodes, Meloidogyne spp., which are responsible for the greater damage,
mainly in tropical and subtropical regions. One of the most important species of plant parasitic nematodes
is Meloidogyne javanica, wich may affect a large number of cultures and it is very difficult to fight, given its

huge pathogenic effect.

There are various control methods, including the use of chemicals. However, the use of this
highly toxic method has been restricted and even prohibited in some cases. Thus, the search for natural
alternatives has been essential. It is well known that aromatic and medicinal plants produce diverse
allelochemical compounds that can be toxic to nematodes. Therefore, studies about the effect of these

plants on nematodes are currently increasing.

The purpose of this work was to evaluate the effect of some plants, namely: the fennel
(Foeniculum wulgare), kiwi (Actinidia deliciosa), parsley (Petroselinum crispum) and nettle (Urtica dioica)
on: a) hatching and mortality of second stage juvenile (J2) M. javanica under aqueous extract, b) hatching
and mortality of J2 M. javanica under the essential oils, c) tomato root penetration of J2 after 7 days,
trough directly placing on the soil a small thin layer of the aerial portions of the testing plant species; d)
the final population 30 days after the action, of a placing thin layer of the testing plant species on the soil.
Of the tested aqueous extracts, the fennel and the nettle showed a more significant and pronounced
effect. At the highest concentration (4 mg/ml), the percentage of cumulative inhibition of hatching was
35% and mortality was 100% for fennel, and for nettle was 45% for cumulative inhibition of hatching and
92,9% for mortality. The tested essential oils showed nematotoxic and nematicidal properties on the J2.
With regard to fennel essential oil, the highest percentage of cumulative hatching inhibition was 69,1%,
recorded at concentration of 2000 ppm, and the cumulative mortality percentage was 95,9, at the
concentration of 3000 ppm. With respect to the parsley essential oil, the percentage of cumulative
hatching inhibition was greater than 90% and the mortality percentage was 100% for all tested
concentrations. All plant species showed some action on tomato root penetration of J2. The plant that had

more effect on the total population was the nettle, with a reproduction factor (RP) <1.

According to the results, the fennel, the parsley and the nettle have nematotoxic and nematicidal
properties. Kiwi was the only plant not showing significant statistic results. Nevertheless, all tested plants
seem to be promising, as natural alternative to chemical products on the control of plant parasitic

nematodes.

Key words: Actinidia deliciosa, biopesticides, essential oils, fitonematodes, Foeniculum vuigare, hatching,

mortality, Petroselinum crispum, toxicity, Urtica dioica
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Introducéo

| - Introducao

1.Consideracoes gerais

Os nematodes constituem um dos maiores grupos do reino animal, sendo 0s
invertebrados do solo mais numerosos; o filo Nemata inclui os organismos que ocupam 0 maior
numero de habitats, a seguir ao filo dos artropodes. Uma grande parte dos nematodes
apresentam um tipo de vida livre, quer em ambientes aquaticos quer no solo, enquanto outros
sao parasitas de animais ou de plantas. Embora se consigam mover apenas alguns metros por
ano, os nematodes podem atingir longas distancias através do transporte por aguas correntes ou
por meio de outros animais, podendo mesmo chegar a atravessar oceanos por tempestades de
areia. Mesmo chegando a um consenso relativamente a amplitude do grupo, 0 numero estimado
de espécies de nematodes ainda nao foi possivel de determinar (Viglierchio, 1991; De Ley &
Blaxter, 2002). Segundo o que é considerado o pai da nematologia, Coob, 1914: “se toda a
matéria do mundo, excepto os nematodes, fosse varrida, o nosso mundo ainda seria
reconhecivel”. Apesar do seu elevado numero, passam geralmente despercebidos uma vez que
a maioria tem dimensao microscopica. Sdo organismos estruturalmente simples variando muito
no seu comprimento (podendo medir entre 80 um a 80 m), com forma geralmente cilindrica
assemelhando-se a anelideos mas sem segmentacao, sendo fusiformes, filiformes ou esféricos.
No entanto os parasitas, podem assumir formas diferentes: de pera, de limao ou globular

(Maggenti, 1981; Viglierchio, 1991).

De entre todas as espécies descritas, cerca de 20% sao parasitas de plantas ou
fitonematodes. Nos paises desenvolvidos, entre 5 a 10% da producéo agricola é perdida devido a
este tipo de nematodes, atingindo percentagens superiores em paises menos desenvolvidos. Um
exemplo que pode ser citado & o do colapso da industria do acucar de beterraba na Alemanha,
por volta de 1850, devido a um nematode formador de quistos, Heferodera schachtii, apesar de
inicialmente se terem atribuido as perdas ao “solo cansado” (Taylor, 1978; Maggenti, 1981;

Viglierchio, 1991; Weischer, 2001).

Os nematodes fitoparasitas podem ser genericamente organizados consoante a parte da

planta onde preferem estabelecer-se como as raizes, os caule e as folhas, e na forma como
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parasitam, podendo ser ectoparasitas, se 0 seu ciclo de vida se completa fora da planta, ou
endoparasitas, se pelo menos a sua fase reprodutiva ocorre no interior dos tecidos vegetais. A
principal caracteristica dos nematodes fitoparasitas ¢ a presenca de um estilete bucal, que é
utilizado para perfurar a parede das células vegetais. Apos a perfuracdo da parede, injectam
secrecOes produzidas por glandulas esofagicass e que contém enzimas que liqguefazem o interior
da célula, sugando grande parte do conteudo celular através do bulbo (Maggenti, 1981;

Viglierchio, 1991; Weischer, 2001).

0 grupo de nematodes parasitas de plantas com maior importancia econémica em todo
0 mundo é o das espécies do género Meloidogyne, ou como sdo mais vulgarmente conhecidos,
nematodes-das-galhas-radiculares (NGR). Sao endoparasitas sedentarios, que se podem
encontrar em climas temperados, tropicais e subtropicais. Neste género as espécies que
infectam o maior numero de culturas sdo a M. arenaria (Neal, 1889) Chitwood, 1949, a M.
hapla Chitwood, 1949, M. incdgnita (Kofoid & White, 1919) Chitwood, 1949 e a M. javanica
(Treub, 1885) Chitwood, 1949. Para além do grande numero de culturas que infecta e do seu
efeito patogénico, sao muito dificeis de combater eficazmente, o que as torna num grupo
particularmente importante dentro dos nematodes fitoparasitas (Sasser, 1980; Abrantes, 2007).
A infeccado das culturas por este nematode resulta numa perda econdémica muito grande, para
além de uma producao reduzida, os produtos agricolas perdem qualidade visual (0 que faz

baixar o preco) (Hussey, 1985).

Uma planta susceptivel infectada por M. javanica, para além da formacao de células
gigantes e de galhas (Fig. 2), tem o seu sistema radicular bastante mais reduzido do que o de
uma planta nao infectada, apresentando poucas ramificacbes e muitas raizes secundarias,
sendo o crescimento da parte aérea proporcional ao da raiz. A planta ndo consegue obter do
solo quer a agua, quer os nutrientes de que necessita devido a ineficiéncia de absorcao da raiz.
Os sintomas observaveis geralmente sdo o fraco desenvolvimento da parte aérea, a murchidao
da planta em tempo seco, entre outros sintomas associados a caréncia de agua e de nutrientes.
Por essa razao, na maioria das vezes torna-se dificil avaliar se uma planta/ campo se encontra
infectado/ infestado por M. javanica, recorrendo somente a visualizacao da parte aérea. Para se
poder confirmar a presenca deste nematode é necessario observar a olho nu a parte radicular
para verificar a presenca de galhas e ao microscopio estereoscépico. A espécie tera que ser

confirmada por microscopia optica e/ou por testes fisioldgicos, quimicos e de biologia molecular.
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Frequentemente associados ao fitonematode encontram-se outros agentes infecciosos, tais como
fungos (ex: Fusarium) e bactérias (ex: Pseudomonas) (Hussey, 1985; Mai, 1985; Taylor, 1978;

Abrantes,2007).

Figura 1. Raiz de Solanum lycopersicum infectada por M. javanica 60
dias apds a inoculacdo com 5 massas de ovos

O controlo dos nematodes do género Meloidogyne, nomeadamente a M. javanica, é
necessario essencialmente por motivos econémicos, ndo so6 devido as perdas de rentabilidade
das culturas, mas também porque o produtor muitas vezes acaba por utilizar quantidades
exageradas de fertilizantes e de agua. E necessario recorrer ao método mais eficiente para
reduzir a populacdo de fitonematodes para niveis que ndo sejam prejudiciais. As medidas a
adoptar deverdo ter em consideracao o factor econémico, ser eficazes e especificas, e nao ter

efeitos nocivos sobre o ambiente. (Taylor, 1978; Sasser, 1985; Abrantes, 2007).

2. Nematode das galhas radiculares Meloidogyne javanica

A espécie M. javanica é um endoparasita sedentario e o seu ciclo de vida, assim como o
das outras espécies de Meloidogyne, pode ser classificadoo em pré-parasitario e parasitario. O
ciclo de vida pode completar-se entre 22 a 30 dias, em condicdes favoraveis, com temperaturas
entre os 25 e os 30 °C, e inicia-se no ovo, normalmente no estadio unicelular. Os ovos sdo
depositados por uma fémea que se encontra no interior da raiz de uma planta hospedeira. Em

média, cada fémea pode depositar 400 a 500 ovos, que ficam aglomerados numa massa
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gelatinosa, junto do corpo da fémea mas no exterior da raiz. Para além de proteger os ovos
contra ataques de predadores, a matriz que os envolve actua como sinalizador de eventuais
condicdes externas desfavoraveis. Se houver um défice hidrico acentuado, a massa fica
desidratada, e o desenvolvimento embrionario dentro do ovo fica suspenso (Ferraz, 2001). Os
ovos iniciam o seu desenvolvimento algumas horas depois da sua deposicdo até formarem um
juvenil de 1° estadio ou J1. Em seguida ocorre a primeira muda ou ecdise, ainda dentro do ovo,
dando origem ao jovem de 2° estadio, ou J2. E nesta forma que o jovem eclode, empurrando
repetidamente o estilete na extremidade do ovo até abrir um pequeno orificio. Quando
abandonam a massa de ovos, os J2 dispersam no solo, afastando-se apenas alguns centimetros,
sendo posteriormente guiados por alguns compostos que emanam das raizes das plantas. Logo
apos a penetracao inicia-se a fase parasitaria do ciclo de vida. Os J2 penetram pela extremidade
da raiz até ao cilindro vascular, onde se fixam. Para se alimentarem, perfuram a parede celular
com o estilete, e injectam secrecdes esofagicas. Estas secrecdes vao provocar um aumento de
volume das células no cilindro vascular e aumentar a taxa de divisao celular no periciclo, dando
origem a células cenociticas, também designadas por células gigantes. Ao mesmo tempo, em
redor da cabeca do juvenil ocorre uma intensa multiplicacdo celular (hiperplasia). Estas
modificacdes normalmente sdo acompanhadas por um alargamento da raiz nesta zona,
formando uma galha (Taylor, 1978; Maggenti, 1981; Sasser, 1985; Eisenback, 1991; Ferraz,
2001)

Enquanto se formam as células gigantes e as galhas, o jovem continua a alimentar-se,
alargando o seu diametro. E nesta fase que se d3o a terceira e a quarta mudas até ser atingido o
estado adulto, diferenciando-se entdo em macho ou fémea, nesta fase o processo de
alimentacao é interrompido. Como a reproducéo se da por partenogénese (mitético), o numero
de machos é normalmente muito reduzido, variando consoante as condicdes ambientais, como a
disponibilidade de alimento (uma vez que aparentemente ndo se alimentam) entre outros

factores (Taylor, 1978; Maggenti, 1981; Sasser, 1985; Abrantes, 2007).

A morfologia entre machos e fémeas de M. javanica é distinta. Os machos séo filiformes,
com o corpo delgado, sendo mais arredondados na parte posterior. Tém estilete bem
desenvolvido, a sua cauda é curta e sem bursa, com espiculas bem visiveis na extremidade. A
sua sobrevivéncia provavelmente nao ¢ muito extensa, durando apenas algumas semanas. As

fémeas sao globosas, com o corpo de cor esbranquicada e brilhante e com um pescoco saliente
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e simétrico. O estilete, o bulbo esofagico e o canal excretor, sdo normalmente visiveis.
Conseguem produzir ovos durante dois a trés meses, podendo permanecer vivas durante algum
tempo (meses) depois de cessarem a deposicdo dos ovos (Taylor, 1978; Sasser, 1985;

Weischer, 2001).

3. Estratégias de controlo de nematodes fitoparasitas

As primeiras tentativas para controlar os fitonematodes foram feitas por Kithn (1871).
Para além da tradicional rotatividade de culturas, também tentou a fumigacdo do solo com
carbono dissulfido. Kiihn estudou igualmente a viabilidade de culturas intercalares e armadilha.
As primeiras consistem em plantas que atraem os nematodes para as suas raizes e, que por
varios mecanismos de inibicao, nao permitem que o nematode se desenvolva ou se reproduza.
As segundas sdo plantas que atraem o nematode, sendo boas hospedeiras; sdo plantadas por
um curto periodo de tempo na area afectada, sendo removidas apds a invasdo mas antes da
deposicao dos ovos ter iniciado. Este parece ser um método eficaz e econémico, no entanto
requer uma vigilancia rigorosa, uma vez que se a planta permanecer demasiado tempo no solo,
a populacdo de Meloidogyne ao invés de diminuir pode aumentar consideravelmente (Maggenti,

1981; Viglierchio, 1991).

Das diversas praticas existentes, existem algumas mais eficazes do que outras, nem
sempre sendo, algumas, a melhor opcao econdmica ou ambiental. Um dos factores a ter em
consideracao, é que M. javanica podera estar nao somente no solo mas, também, em sementes,
nos rebentos, tubérculos e outras plantas a transplantar (Taylor, 1978). Se um solo ndo cultivado
for tratado para a diminuicdo da populacdo de nematodes, for semeado/ plantado com

sementes/ plantas infectadas, esse tratamento tera sido em vao.

Algumas das praticas remontam ja a tempos muito antigos, como a rotacao de culturas,
outras sao mais recentes, como o0 uso de pesticidas ou de variedades geneticamente

modificadas resistentes a infeccao por nematodes.

A rotacdo de culturas envolve sempre uma variedade mais lucrativa intercalada com
outra, que embora de menor valor comercial, é resistente a infeccao pelo nematode. Embora

haja estudos que confirmam que a rotatividade por 4 anos é largamente mais vantajosa do que
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por 2 ou 3 anos, sabe-se que nem sempre € lucrativo, 0 que leva a alguma resisténcia por parte
dos agricultores. Actualmente, sabe-se que este método é eficaz, porque se baseia no
conhecimento de que os J2 de Meloidogyne spp., quando eclodem tém uma reserva energética
limitada e ndo conseguem deslocar-se a distancias superiores a 50 cm. Se ndo encontrarem
uma raiz em que se possam alimentar, ficam exaustos e perdem a capacidade de penetracao,
tornando-os n&o infectivos. Uma populacdo de Meloidogyne spp. num campo sem plantas
hospedeiras ira tornar-se nao infectiva ou entdo os nematodes morrerao de fome, reduzindo o
seu numero substancialmente, para um nivel considerado aceitavel. Para este método resultar, o
controlo de ervas daninhas tem que ser feito, uma vez que existem algumas variedades
susceptiveis a infeccdo por fitonematodes. Tera ainda que ser exercida uma vigilancia do solo
para que quando a cultura mais lucrativa (normalmente a mais susceptivel) for plantada, a
populacdo de M. javanica esteja no seu nivel mais baixo. O uso de plantas geneticamente
modificadas, intercaladas com as culturas de interesse, chegou a ser utilizado nos finais de
século XIX e inicio do século XX, mas caiu em desuso devido ao aparecimento de outras
técnicas, nomeadamente o uso de quimicos (Taylor, 1978; Sasser, 1985; Viglierchio, 1991). No
entanto, nos ultimos anos, o desenvolvimento de plantas melhoradas geneticamente tem ganho
terreno, apesar do seu uso ainda ser muito controverso devido ao desconhecimento sobre

futuras implicacoes.

0 uso de nematodicidas quimicos e fumigantes, apesar de serem eficazes e inicialmente
economicamente atraentes, o seu uso foi sendo restringido até actualmente a maioria ser
proibida. Os fumigantes, apesar dos seus bons resultados, implicam danos no ambiente com
custos que podem ser incalculdveis. Os nematodicidas quimicos foram desenvolvidos
posteriormente mas tém pouca especificidade, sendo toxicos e volateis. Além da contaminacao
do solo e do lencol freatico, alguns desses quimicos, permanecem nos produtos vegetais que
posteriormente podem ser ingeridos pelo homem, directa ou indirectamente. Outro dos
inconvenientes é a possibilidade de adaptacdo do nematode, aos compostos quimicos, podendo
entretanto adquirir resisténcia. O desenvolvimento de novos nematodicidas quimicos fica muito
dispendioso as empresas agroquimicas, de modo que nao tem havido um grande investimento

nesta area (Viglierchio, 1991; Weischer, 2001; Chitwood, 2002).

Existem ainda outros métodos de controlo de nematodes parasitas de plantas que

consistem em: Inundacédo do terreno. Este método so pode ser aplicado em locais em que a
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agua seja abundante. O terreno é inundado a uma profundidade minima de 10 cm, durante
alguns meses. Apesar de ndo matar nem os ovos nem 0s nematodes, estes deixam de poder
reproduzir-se e nao conseguem infectar a raiz; Dessecacao. Em alguns climas, as populacdes de
NGR podem ser reduzidas arando o campo com intervalos de duas a quatro semanas durante a
estacao seca. Este método expbe 0s ovos e 0s jovens dos nematodes, que acabam por morrer;
Uso de predadores naturais ou antagonistas: fungos, outros nematodes, turbelarios,
enquitreidos, rotiferos, insectos e acaros, e de parasitas: virus, protozoarios, bactérias e fungos;
Temperaturas elevadas. O tratamento térmico pode ser usado de duas formas: a) Imersao das
sementes e/ou plantas em agua muito quente. A temperatura e o tempo de imersdo dependem
da variedade vegetal. b) Aquecimento do solo. Pode ser feito de forma mais econdmica em
paises quentes, recorrendo somente a uma pelicula de polietileno de forma a aumentar a
temperatura no solo ou, entdo, tratando o solo com ondas micro-ondas, mas este tratamento

tem custos elevados (Taylor, 1978; Brown, 1987; Viglierchio, 1991; Weischer, 2001).

O uso de plantas antagonistas é também um método econdémico e ndo poluente.
Existem algumas plantas que produzem substancias toxicas para os fitonematodes,
nomeadamente 7agetes spp., Chrysanthemum spp., Ricinus communis., Azadirachta indica.,
entre outras. Os jovens de Meloidogyne spp. quando conseguem penetrar na raiz, morrem ao
fim de alguns dias, o que torna este método muito mais vantajoso que outros que utilizam
plantas que apenas inactivam os nematodes. Outra vantagem é a incorporacdo destas plantas
no solo, como adubo verde, o que torna este método mais atractivo do ponto de vista
economico. A sua incorporacao no solo também vai aumentar o teor de matéria organica,
favorecendo o crescimento de alguns microrganismos, nomeadamente fungos antagonistas aos
fitonematodes (Taylor, 1978; Viglierchio, 1991; Kokalis-Burelle, 2006). Alguns estudos tém
surgido nesta area, nomeadamente com espécies aromaticas e medicinais, revelando um
enorme potencial no controlo destes organismos. Os estudos incidem na utilizacdo da planta
inteira como adubo ou entdo, de partes da planta, extratos vegetais, dleos essenciais e

compostos.

Para um controlo mais eficaz da populacdo de um nematode fitoparasita podem ser

usados mais do que um método em simultaneo (Maggenti, 1981).
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4. Utilizacao de plantas no controlo de nematodes fitoparasitas

Sabe-se que as plantas superiores desenvolveram mecanismos de defesa/resisténcia
bastante eficazes contra certas pragas, predadores e factores abidticos. O tipo de resisténcia a
pragas pode ser passiva ou activa. O primeiro diz respeito a uma caracteristica inerente a planta,
que ocorre quer haja ou nao infeccdo por parte da praga, neste caso do nematode. Um dos
exemplos que pode ser dado é a nao producao de exsudatos atractivos, auséncia ou insuficiéncia
de nutrientes essenciais ao nematode e producao de substancias toxicas ou repelentes. No
segundo tipo de resisténcia, a planta reage a um ataque por parte de um nematode através de
um mecanismo fisiologico de defesa como resposta as secrecdes glandulares produzidas e
libertadas pelos nematodes, tais como a necrose das células vegetais afectadas pelas secrecdes.
Estas células acabam por envolver o nematode, que fica impossibilitado de se alimentar. O
jovem do nematode migra de novo para o solo, se ainda tiver energias ou, entdo, acaba por
morrer de inanicdo. Outro exemplo é a inibicao total ou parcial da formacdo de células nutritivas
que, dependendo do seu grau, impede o jovem de se alimentar e completar o seu ciclo de vida
ou, entdo, provoca um aumento do nimero de machos (Huang, 1985). No entanto, é preciso ter
em consideracao que uma planta resistente a uma espécie de nematode pode ser susceptivel ao

atague de outras espécies (Chitwood, 2002).

Envolvidos nesses mecanismos de defesa estdo os aleloguimicos, que podem ser
definidos como metabolitos de plantas ou os seus produtos, libertados no ambiente através da
volatizacao, exsudacao das raizes, lixiviacao das plantas ou residuos de plantas, e decomposicao
de residuos (Kokalis-Burelle, 2006). Nos ultimos anos, o aumento da investigacdo em
aleloguimica deveu-se ao facto de se tentar perceber melhor o complexo quimico entre plantas e
animais. Os compostos produzidos pelas plantas, envolvidos nesta interaccdo, incluem
repelentes, atraentes, estimulantes ou inibidores da eclosao, nematotdxicos e nematodicidas.
Geralmente, as plantas da mesma familia usam estruturas quimicas semelhantes ou
relacionadas com a defesa, por exemplo os isoflavondides nas Leguminoseae e 0s
sesquiterpenos nas Solanaceae (Balandrin, 1988; Chitwood, 2002; Dixon 2001). Dos
fitoquimicos produzidas pelas plantas destacam-se os alcaloides, os compostos fendlicos e os
terpendides (Bolougne ef a/,, 2012). Os adubos verdes colocados em camada ou incorporados
no solo provocam um impacto fisico e biologico nas propriedades do solo o que, para além da

toxicidade fitoquimica, fomenta um ambiente favoravel a microrganismos antagonistas dos
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nematodes. O isolamento e a identificacdo dos fitoquimicos envolvidos, pode ter como objectivo
a sua utilizacao como nematodocidas ou servir como modelo para o desenvolvimento de
derivados quimicos sintetizados. Estes derivados, ao contrario dos quimicos ja mencionados,
possuem uma boa actividade, sdo mais especificos, nao sao tao poluentes e, ndo se degradam
tao facilmente como os compostos naturais, o que € uma vantagem se for necessario um tempo
de exposicao mais prolongado. No entanto nem todos os fitoquimicos se poderdo considerar
seguros; alguns sao toxicos para os mamiferos, dependendo das quantidades utilizadas. A accao
destes fitoquimicos, biolégica e bioguimicamente, ¢ de interpretacdo dificil, pois em certos
extratos podem agir sinergética ou antagonisticamente, além de poderem actuar directamente

na planta hospedeira (Hostettmann, 1995; Chitwood, 2002).

A Uniao Europeia, assim como outros organismos mundiais, tém lancado regulamentos
e directivas que visam garantir um nivel elevado de proteccao da saude humana e do ambiente.
Um destes regulamentos, 1907/2006, controla e impde limites ao uso de quimicos no solo.
Face a estas medidas, tém surgido algumas investigacdes que visam minorar a accao das
pragas. O uso de plantas aromaticas esta entre elas, com diversos métodos de extracdo e de
aplicacdo. Destacam-se algumas investigacées em Portugal: Galhano ef a/. (1997), sobre as
interaccdes entre Xanthosoma sagittifolium e M. megadora e M. javanica, Luques (2009) sobre a
accdo de Hypericum spp. Sobre M. javanica e Bursaphelenchus xylophilus, Barbosa et al.
(2010), que estudaram o efeito de varias plantas da flora portuguesa sobre Bursaphelechus
xylophilus. A nivel mundial tém surgido muitas mais investigacdes sobre a utilizacdo de plantas
aromaticas e medicinais (PAM) e o seu efeito como nematodicidas, insecticidas, fungicidas e
antiviricos. Bhyand & Das (2012) publicaram uma revisdo sobre os extratos das plantas como
biopesticidas; Boulogne ef a/ (2012) também publicaram uma revisdo sobre 0s quimicos das
plantas e o seu potencial como insecticidas e fungicidas. A aplicacédo de outros métodos com
PAM, também foi alvo de investigacdo, lbrahim & Traboulsi (2009) estudaram o efeito
combinado da solarizacao com Allium sativurn, e Mentha microphylla, potenciando os seus

efeitos.
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As propriedades conhecidas de algumas variedades de plantas, quer ao nivel de
actividade farmacologica, quer como biopesticidas, teve alguma influéncia na escolha das
plantas escolhidas para este estudo; outro factor foi o estudo sobre a caracterizacdo de algumas
variedades de plantas e o seu potencial como biopesticidas, que estd em curso no Laboratério
de Biologia Vegetal, no Departamento de Biologia da Universidade do Minho. A salsa e o funcho
fazem parte desse projecto de doutoramento. A escolha da urtiga foi devido a alguns estudos
existentes, como sobre as suas propriedades antifungicas (Carvalho, 2010; Tapwal et al.,

2011).

Figura 2. Plantas utilizadas no presente trabalho, salsa no estado florido (A), urtiga (B), funcho
(C) e kiwi (D).

4.1 Funcho

0 funcho, Foeniculum vuigare Mill., uma planta da familia das Apiaceas (Umbeliferas) é
original da regido mediterranica mas cultivado em todo o mundo. Tanto os frutos, como as
folhas, a raiz e o dleo essencial, sdo ricos em compostos aromaticos e utilizados como fonte
para fitoquimicos. Os principais constituintes do 6leo sdo o anetol, a fenchona, o estragol,
anisaldeidos e terpenos. A variedade doce é mais rica em anetol (minimo de 80%) e mais pobre

em fenchona (maximo de 7,5%), do que a variedade amarga que possui mais fenchona (minimo
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15%) e menos anetol (minimo de 60%). Como a fenchona ¢ tdxica, a variedade amarga torna-se
mais aliciante na procura de fitoquimicos que possam actuar como nematodicidas. No entanto,
com qualquer das variedades utilizadas, € necessario precaucdo uma vez que quantidades
superiores a 2 ml de 6leo essencial, tem efeito convulsionante no homem adulto, devido a
neurotoxicidade do anetol (Bajaj, 1989; Cunha, 2009). As propriedades farmacolégicas do
funcho séo, essencialmente devido ao 6leo essencial que se encontra maioritariamente nos
frutos; varias sdo as aplicacdes encontradas para esta planta, Cantore ef a/ (2004)
demonstraram o seu poder antibacteriano; Kim & Ahn (2001) demonstraram a actividade
insecticida do funcho e Rather ef a/ (2012) publicaram uma revisdo sob o uso tradicional do

funcho como antiflingico, antibacteriano, antioxidante e anti-inflamatério.

4.2 Kiwi

O Kiwi, Actinidia deliciosa Chevall., ¢ uma planta da familia das Actinidiaceas, com
origem na China (Mattiuz, 1996). A sua introducdo em Portugal é relativamente recente (anos
70). As propriedades do fruto tém sido amplamente estudadas, mas relativamente as folhas nao
tém havido muitas investigacdes. No entanto existe um trabalho de revisdo (Saquet e
Brackmann, 1995) que refere que a planta do kiwi ndo parece ser muito susceptivel a pragas,
apesar de se terem registado casos por infeccdo de nematodes no Brasil. Esta aparente
resisténcia natural torna a planta interessante para estudo e a infeccao detectada pode ser o

resultado de outros factores.

4.3 Salsa

A salsa, Petroselinum crispum Mill., € uma planta da familia das Apiaceas (Umbeliferas),
com possivel origem no sudeste da Europa ou da Asia Ocidental, é cultivada em quase todo o
mundo. Nas folhas pode-se encontrar flavonoides, furanocumarinas, ftalidos, poliinas e 6leo
essencial (0,02 a 0,7%). Nos frutos também existem flavondides e a percentagem de oleo
essencial € superior (2 a 6%), contendo este apiol, miristicina, - e [-pinenos, outros
monoterpenos e sesquiterpenos. Nas raizes ha somente vestigios de 6leo essencial, conhecendo-

se flavondides e poliacetilenos. As partes da planta mais utilizadas sao as folhas, os frutos e o
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oleo essencial obtido a partir dos frutos. A presenca de apiol e miristicina conferem aos frutos
propriedades digestiva e espasmolitica sobre o organismo, mas, sobre o utero, tem uma accao
estimulante. O dleo essencial e os flavonoides provocam diurese, a raiz tem um efeito diurético
mais suave (Cunha, 2009). O poder antioxidante da salsa foi demonstrado por Zhang et al.

(2006).

4.4 Urtiga

A urtiga, Urtica dioica L., ¢ uma planta da familia das Lamiaceas (Labiadas), sendo
natural das regides temperadas da Europa, Africa Austral, Andes e Australia. E constituida,
essencialmente, por flavonoides, sais minerais e acidos organicos. Nos tricomas os constituinte
maioritarios sao a acetilcolina, histamina, serotonina e acido férmico. A parte mais utilizada da
planta sdo as folhas, podendo a raiz ser usada em alguns casos. Possui propriedades
remineralizantes e tonificantes do tecido conjuntivo. (Cunha, 2008). As suas propriedades

insecticidas foram evidenciadas por Brudea (2009).

5. Objectivos

O estudo da accdo de bio-produtos de urtiga, de salsa e de kiwi sobre nematodes
parasitas de plantas, ainda é escasso. Com o presente trabalho pretendeu-se colmatar essa falta
na area, adicionando, igualmente, mais dados sobre o potencial do funcho como nematodicida.
A escolha das plantas foi essencialmente econdmica; sao plantas abundantes no territorio

portugués, surgindo espontaneamente, na maioria dos casos.

O objectivo geral do trabalho desenvolvido foi a avaliacdo da capacidade nematotoxica de
compostos naturais produzidos por algumas espécies vegetais, para a sua utilizacao no controlo

de nematodes fitoparasitas.

Os objectivos mais especificos consistiram em:
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1)

2)

3)

4)

Avaliar os efeitos de extratos aquosos de funcho, de urtiga, de salsa e de kiwi, sobre

a eclosao e a mortalidade de jovens do segundo estadio (J2) de M. javanica.

Avaliar o efeito dos o6leos essenciais de funcho e de salsa, sobre a eclosdo e a

mortalidade de J2 de M. javanica.

Avaliar os efeitos da aplicacdo directa no solo, da parte aérea das espécies vegetais
em estudo, sobre a penetracdo radicular de J2 de M. javanica em tomateiros

mantidos em vaso.

Avaliar os efeitos da aplicacdo directa no solo, da parte aérea das espécies vegetais
em estudo, sobre a populacao total de M. javanica em tomateiros mantidos em

vaso.

14



Material e Métodos




Material e Métodos

Il - MATERIAL E METODOS

1. Manutencao e multiplicacao do isolado de Meloidogyne javanica

1.1 Obtencao dos isolados

Os isolados P086 e P018 de Meloidogyne javanica, foram gentilmente cedidos pelo
Laboratdrio de Nematologia, Institudo do Mar — Centro do Mar e Ambiente. Departamento de

Zoologia da Universidade de Coimbra.

1.2 Obtencao das plantas de tomateiro

Foram colocadas sementes de tomateiro, Solanum lycopersicum, das variedades”
Easypeel” e “Tiny Tim", a germinar em caixas de petri forradas com papel humedecido, no
interior de uma estufa a 24°C, sem luz. Depois de germinarem, as sementes foram transferidas
individualmente para pequenos copos de plastico de capacidade aproximada de 75 cmg,
contendo uma mistura de areia e de solo esterilizados, na proporcdo de 1:1. Os vasos foram
mantidos numa sala climatizada com a temperatura entre os 20,2 e os 24,7°C, com uma
humidade relativa que variou entre 31,7 e 76,5% e com fotoperiodo de 12 horas. As plantas
foram regadas diariamente com agua da torneira e adubadas uma vez por semana com solucao
nutriente (7% N, 5% P205 e 6% K20). Quando os tomateiros formaram um par de folhas
verdadeiras, foram transplantados para vasos de plastico com capacidade aproximada de 450

cms, contendo a mistura de areia e solo na mesma proporcao.

1.3 Manutencao e multiplicacao do isolado

O isolado de M. javanica foi mantido e multiplicado em raizes de tomateiro, S.

lycopersicum, cv. “Easypeel” e “Tiny Tim”.
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A inoculacao de novas plantas foi feita com novos tomateiros, quando possuiam 2 pares de
folhas verdadeiras. O indculo consistiu de 5 a 10 massas de ovos massas de ovos por cada
vaso, retiradas de uma raiz infectada, com o auxilio de agulhas de dissecacao e uma pinca.
Estas massas de ovos foram colocadas em pequenos orificios no solo, em torno da raiz, os quais
foram depois preenchidos com a mistura de solo e areia. As plantas foram mantidas numa sala

climatizada e regadas como anteriormente descrito.

Apds 30 dias, as raizes foram desenvasadas para se observar se ocorreu formacédo de
galhas, tendo sido, nesse caso, novamente envasadas. Decorridos mais 30 dias, as raizes foram
novamente desenvasadas e lavadas cuidadosamente com agua da torneira, de forma a eliminar
0 solo envolvente, para se verificar o estado das massas de ovos (translucidas e gelatinosas)
num microscopio estereoscopico. As massas de ovos, foram retiradas das raizes com o auxilio
de agulhas de dissecacao e uma pinca, e usadas para a inoculacao de novos tomateiros com 5

a 10 massas de ovos como anteriormente descrito.

2. Obtencao das plantas, dos 6leos essenciais e dos extratos

2.1 Obtencao das plantas

As plantas utilizadas nos ensaios foram colhidas na zona de Braga (a urtiga e a salsa) e
na zona de Barcelos (o Kiwi e o Funcho). Uma parte foi utilizada fresca, enquanto as porcoes

restantes foram secas num local escuro, seco e arejado.

A identificacdo das plantas foi feita pelo Dr. Anténio Xavier Pereira Coutinho, do
Departamento de Ciéncias da Vida na Faculdade de Ciéncia e Tecnologia, da Universidade de

Coimbra.
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2.2 Obtencao dos dleos essenciais

0 ¢leo essencial do funcho foi obtido, a partir das umbelas, por meio da hidrodestilacao.
Para os ensaios com a salsa foi utilizado um ¢leo comercial (SIGMA-ALDRICH). Do kiwi e da

urtiga nao foi possivel a extracao de 6leo essencial a partir das folhas.

Para a extracao do dleo essencial de funcho, foram colocados 100g de funcho seco
(caules e umbelas) num hidrodestilador do tipo Clevenger, com 2L de agua destilada durante
2h30. O ¢dleo foi recolhido da coluna de destilacdo para um frasco vial, onde foi armazenado no

frio (-20°C) até ser utilizado.

2.3 Obtencao dos extratos secos

Foi preparada inicialmente uma infusédo com 68,8 de umbelas e caules secos de funcho
em 1L de agua destilada fervida, durante 20 minutos. Apds este tempo, a mistura foi coada para
um novo copo, para eliminacdo das partes vegetais de maiores dimensdes. As umbelas e aos
caules da infusdo anterior, foi ainda adicionado mais 0,5 L de agua destilada fervida e
aguardados mais 20 minutos sendo depois também coada para o mesmo copo utilizado
anteriormente. A mistura foi filtrada, através de papel de filtro Whatman® e em seguida, foi
novamente filtrada numa membrana de 0,2 um, em sistema de vacuo, para eliminacao de
particulas pequenas, em suspensdo. O liquido foi entao vertido para pequenos copos de vidro e
colocado no congelador (20 °C) antes de ser submetido a liofilizacdo. O po resultante foi

guardado num exsicador até ser necessario para a preparacao de diferentes concentracdes.

Para os restantes extratos procedeu-se da mesma forma, variando somente a
quantidade de material vegetal. Para a salsa foram usadas 60 g de folhas frescas, para o kiwi

70,0 g e, para a urtiga, 20 g de folhas secas.

2.4 Extracao dos compostos da infusao

A extracdo dos compostos foi feita a partir de uma infusdo de 20 g da parte aérea das
plantas, em 0,5 | de agua destilada previamente fervida, durante 20 minutos. Depois de

arrefecida foi vertida para um decantador. Em seguida foram adicionados 100 ml de pentano,
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rolhou-se bem o decantador e procedeu-se a uma agitacao vigorosa, tirando de vez em quando
cuidadosamente a rolha de modo a que o gas fosse libertado. Depois de todo o gas ter sido
removido, a solucao foi deixada em repouso durante 15 minutos, findos os quais a fase
sobrenadante do decantador foi recolhida com uma pipeta, para um baldo de fundo redondo. A
infusao restante foram adicionados mais 100 ml de pentano e aguardou-se mais 45 minutos,
procedendo-se da mesma forma e recolhendo o extrato para 0 mesmo baldo de fundo redondo,
obtendo-se assim o extrato de pentano. Apds o pentano, foram adicionados 100mL de
diclorometano e o procedimento foi o mesmo utilizado anteriormente, embora neste caso, o
extrato se encontrasse no fundo do decantador. Por ultimo, foram adicionados 100mL de
acetato de etil, tendo o tempo de espera para cada uma das adices sido de 30 minutos. A
recolha de cada solvente foi feita para uma balao diferente, que depois foi concentrado num
evaporador rotativo até atingir um volume de 2-3 ml, tendo sido seco sob fluxo de azoto gasoso.

0 volume final foi transferido para um vial e armazenado a -20 °C até ser utilizado.

3. 0btencao de ovos e jovens de Meloidogyne javanica

Os ovos de M. javanica foram obtidos a partir da raiz de um tomateiro infectado. As
massas de ovos foram observadas num microscopio estereoscopico, separadas das galhas das
raizes, com o auxilio de agulhas de disseccao e uma pinca, e colocadas num bloco escavado
contendo agua destilada. Os ovos foram separados com o auxilio das agulhas de disseccao, o
raquis de uma pena e uma micropipeta. Foram escolhidos 0s ovos que continham um jovem

apods a primeira muda, no segundo estado juvenil (J2).

Os jovens foram igualmente obtidos a partir da raiz de um tomateiro infectado. As
massas de ovos foram separadas como descrito e colocadas num crivo composto por um
pequeno quadrado de nailon, com uma malha de aproximadamente 30 um, preso com um
elastico a um anel de plastico rigido com 2,5 cm de didametro e 0,9 cm de altura, assente num
bloco escavado. Entre o bloco e o crivo foi colocado um quadrado de rede plastica de modo a
criar um espaco entre os dois. Encheu-se o bloco escavado com agua destilada, deixando-se as
massas de ovos submersas. Os J2 que eclodiram nas primeiras horas foram desprezados,

utilizando-se os que eclodiram nas 24 horas seguintes.
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4. Efeito dos extratos

A partir dos extratos liofilizados foram preparadas diversas concentracdes, com agua

destilada (1, 2, 3 e 4 mg/ml).

4.1 Na eclosao de jovens de segundo estadio de Meloidogyne javanica

Neste ensaio foram utilizadas placas ELISA (Enzyme-Linked Immunoabsorbent Assay) de

6 pocos e vidros de relogio pequenos que depois foram colocados em caixas de petri.

Foram utilizadas as solucdes de diversas concentracdes do extrato liofilizado e cada uma
delas foi testada numa placa ELISA diferente, o que permitiu fazer 5 replicados na mesma caixa
e garantir que nao houve influéncia de compostos volateis entre as diferentes concentracoes. Em
cada poco foi colocado o volume de 2mL da concentracéo a testar e 20 ovos de M. javanica.
Simultaneamente foi realizado, como testemunha, um ensaio em branco com agua destilada e o
mesmo numero de ovos. As caixas foram mantidas no escuro, a uma temperatura de
aproximadamente 22°C. As contagens dos J2 eclodidos foram realizadas de 24 em 24 horas até
as 360 horas de exposicao, recorrendo a um microscopio estereoscopico. O numero de J2
eclodidos foi sendo adicionado ao nimero de J2 eclodidos no tempo de observacao anterior de

modo a obter a eclosao cumulativa.

Em alternativa, nalguns ensaios em que, em vez de recorrer a placas ELISA foram
usados vidros de relégio pequenos; estes permitiram usar volumes inferiores, facilitando o
manuseamento dos ovos. Foram colocados em cada caixa de petri 5 vidros de relogio,
correspondentes ao numero de replicados. Aquela foi isolada com parafiime de modo a evitar
que os compostos volateis pudessem interferir no ensaio. As caixas foram colocadas numa

estufa e mantidoas nas condices ja descritas no paragrafo anterior.
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Figura 3. Caixas de petri contendo os vidros de relogio utilizados no ensaio para o estudo do
efeito das diferentes concentracdes do extrato aquoso de kiwi na eclosdo de J2 de

Meloidogyne javanica.

Os valores da eclosdo cumulativa, ou seja o nimero total de J2 que eclodiram ao fim
das 360 horas foram analisados estatisticamente. Os dados foram submetidos ao teste de
Bartlett para verificacdo da homogeneidade de variancias; valores que ndo cumpriram este
pressuposto foram transformados através da funcdo log (x+1). Em seguida foi realizada uma
analise de frequéncia através do teste Shapiro-Wilk. Os dados que tinham uma distribuicao
gaussiana foram submetidos a uma analise de variancia, ANOVA, com o pos-teste de Tukey,
indicativo da ocorréncia de diferencas significativas. Os dados que apresentavam uma
distribuicdo ndo gaussiana foram submetidos a uma analise nao paramétrica, Kruskal-Wallis,
com um pos teste de Dunn. Os testes foram todos realizados para um nivel de significancia de
P=0,05. (Zar, 1996). As analises estatisticas foram efectuadas com o programa GraphPad Prism

5.00.

A percentagem de inibicdo da eclosdo corrigida foi calculada através da férmula de

Abbott (Abbott, 1925; Galhano, 2005):

Inibicao da eclosao corrigida (%) = iig:i’; * 100

Em que IEc representa a percentagem de inibicdo da eclosdo ocorrida nas diferentes

concentracdes e IEb a percentagem de eclosdo ocorrida na testemunha. Esta formula permite
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calcular a inibicdo das diferentes concentracdes corrigida em relacdo a inibicdo ocorrida na

testemunha.

4.2 Mortalidade de jovens de segundo estadio de Meloidogyne javanica

Neste ensaio foram utilizados blocos de vidro escavados. Para cada bloco escavado
contendo 1000 pl de extrato, foram transferidos 20 J2 com o auxilio de uma pestana. Foram
preparados cinco replicados para cada concentracdo e para oa, com agua destilada. As
contagens do numero de jovens imobilizados foram efectuadas num microscépio estereoscopico
passasdas 1, 2, 3, 4, b, 6, 24 e 48 horas e depois de 24 em 24 horas até as 360 horas de
exposicdo ao extrato. Os jovens imobilizados foram transferidos para uma lamina de vidro
escavada, contendo 100 pl de agua destilada. Apés 1 hora, os jovens que apresentavam
mobilidade foram novamente adicionados ao bloco escavado correspondente, enquanto os que

permaneceram imdveis foram considerados mortos.

Figura 4. Blocos de vidro escavado utilizados no ensaio realizado para o estudo do efeito das
diferentes concentracdes do extrato aquoso da salsa na mortalidade de J2 de

Meloidogyne javanica.
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O numero total de J2 mortos ao fim das 360 horas foi submetido aos mesmos testes
descritos em 4.1. A mortalidade corrigida também foi calculada a partir da formula de Abbott

(Abbott, 1925; Galhano, 2005):

Mortalidade corrigida (%):

Mc—Mb
* 100
100—Mb

Em que Mc representa a mortalidade ocorrida nas diferentes concentracdes e Mb

representa a mortalidade ocorrida na testemunha.

5. Efeito do oleo essencial

A partir do o6leo de cada planta foram preparadas diversas concentracdes (500 ppm,
1000 ppm, 2000 ppm e 3000 ppm) com agua destilada. Para tal foi utilizado uma sonda de
ultrassons (Gex 400), a uma amplitude entre os 20 e os 40° durante 1 a 5 minutos,

dependendo do éleo utilizado, de modo a manter uma emulsao estavel.

5.1 Eclosao de Meloidogyne javanica

0 ensaio foi realizado nas mesmas condicdes descritas anteriormente. Foram colocados
1000 pl da emulsao em cada bloco de vidro escavado e adicionados 20 ovos M. javanica. Foram
realizadas 5 repeticdes para cada concentracdo e para a testemunha, com agua destilada. Os
blocos foram mantidos no escuro a 22°C. As contagens foram feitas de 24 em 24 h até as 360
horas de exposicao dos ovos a emulsdo. O numero de J2 eclodidos foi sendo adicionado ao
numero de J2 que ja tinham eclodido no tempo de observacdo anterior, de modo a obter a

eclosao cumulativa.

Os dados obtidos foram analisados estatisticamente conforme descrito em 4.1. Foi

também calculada a eclosao corrigida pela formula de Abbott.
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5.2 Mortalidade de Meloidogyne javanica

Este ensaio foi montado tal como descrito em 4.2, tendo sido adicionados 20 J2 a cada
bloca escavado contendo 1000 ul da emulsédo. Tal como anteriormente, foram utilizadas cinco
replicados para cada concentracédo e para a testemunha, com agua destilada. As contagens do
numero de jovens imobilizados foram efectuadas num microscopio estereoscopico apés 1, 2, 3,
4,5, 6, 24 e 48 horas e seguidamente de 24 em 24 horas até as 360 horas de exposicao a
emulsdo. Os jovens que se apresentavam imoveis foram transferidos para uma lamina de vidro
escavada, contendo 100 ul de agua destilada. Apos 1 hora, os que apresentavam mobilidade
foram novamente adicionados ao bloco escavado correspondente, 0s que permaneceram

imoveis foram considerados mortos.

O numero total de J2 mortos ao fim das 360 horas foi submetido aos mesmos testes

descritos em 4.1. Foi também calculada a mortalidade cumulativa pela formula de Abbott.

6. Accao da aplicacao directa no solo da parte aérea das plantas

6.1 Efeito na penetracao de jovens de segundo estadio de Meloidogyne javanica em

raizes de tomateiro

Tomateiros com dois pares de folhas verdadeiras, ou seja, com aproximadamente vinte
dias de desenvolvimento, foram inoculados com 1000 ovos de M. javanica. Foram realizados 3
replicados para cada planta a testar e 3 para a testemunha, em que as plantas foram inoculadas

e regadas somente com agua destilada.

Os ovos foram obtidos pela técnica de Hussey e Barker (1973). As raizes que
apresentavam galhas foram cortadas, em pequenos pedacos, colocadas num frasco com tampa
e agitadas vigorosamente com 200 ml de hipoclorito de sodio (NaOCl) durante 3 minutos. A
solucao foi depois passada rapidamente por dois crivos sobrepostos, o superior com uma malha
de 75um onde ficaram retidos os pedacos de raizes e o inferior com uma malha de 25um onde

ficaram retidos os ovos. O crivo com a malha inferior foi rapidamente passado por uma corrente
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lenta de 4gua da torneira para remover o excesso de NaOCI. Os pedacos de raizes retidos no
primeiro crivo foram colocados novamente no frasco, agitados vigorosamente com agua da
torneira e vertidos novamente pelos dois crivos para recolher ovos adicionais. Este procedimento
foi repetido mais duas vezes. Os ovos retidos no crivo de 25um foram depois recolhidos para um
mesmo copo, tendo-se padronizad o numero de ovos por unidade de volume, calculando a
meédia de trés contagens em 1mL cada, com o auxilio de uma camara de Peters, num
microscopio invertido (OLYMPUS CK40). Seguidamente as plantas foram inoculadas com um
numero de ovos conveniente e conhecido (1000 ovos). Depois de adicionado o indculo ao solo
dos vasos com um tomateiro cada, foi colocada, por cima desse solo, uma pequena camada (5
gramas), de folhas e peciolos, ou umbelas no caso do funcho, triturados excepto a salsa que foi
utilizada fresca e apenas partida em pequenos pedacos. Os vasos foram mantidos numa sala
climatizada com temperaturas a oscilar entre os 20,2 e os 24,7°C e uma humidade relativa
entre 31,7 e 76,5 %, e com um fotoperiodo de 12 horas. As plantas foram regadas diariamente

com agua destilada.

Ao fim de 7 dias, as plantas foram desenvasadas e as raizes lavadas cuidadosamente
com uma corrente suave de agua da torneira, sendo depois submetidas a uma coloracao, pelo
método de Byrd (1983) para melhor se poderem detectar os nematodes no seu interior. Depois
de lavadas, as raizes foram cortadas em segmentos de 1-2 cm e cada uma foi envolta numa
pequena bolsa de nailon, fechada com um elastico e colocada num frasco com tampa, contendo
50 ml de agua destilada e 20 ml de NaOCI com 5,25% de cloro activo. As bolsinhas com as
raizes permaneceram nesta solucao durante 4 minutos, com agitacao ocasional. Decorrido este
tempo, foram lavadas em agua corrente (30 a 45 seg.) e colocadas novamente no frasco com
agua da torneira, durante 15 minutos, de modo a eliminar qualquer vestigio de NaOCIl. Em
seguida, as raizes foram escorridas e transferidas para um copo de vidro contendo 30 ml de
agua destilada e 1 ml de solucao corante (3,5 g de fucsina acida, 250 ml de acido acético e 750
ml de agua destilada). A mistura foi aquecida até a fervura (aproximadamente 30 seg.) e
seguidamente arrefecida até a temperatura ambiente. O excesso foi removido com agua
corrente, tendo as bolsas contendo as raizes sido colocadas em 20-30 ml de glicerina acidificada
com algumas gotas de HCI 5N. A mistura foi novamente aquecida até a fervura e depois de
arrefecidos, as bolsas foram finalmente abertas e as raizes colocadas em laminas de vidro para
observacdo ao microscopio invertido, numa ampliacdo de 40x. Foi contabilizado o numero de

jovens que conseguiram penetrar nas raizes.
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Figura 5. Tomateiros inoculados com ovos de M. javanica, em vasos com solo coberto por uma

camada de folhas de kiwi secas e trituradas.

6.2 Efeito na populacao final de Meloidogyne javanica

Os tomateiros apresentando dois pares de folhas verdadeiras, aproximadamente com
vinte dias de desenvolvimento, foram inoculados com 1000 ovos de M. javanica. Foram
preparadas 3 replicados para cada planta e 3 para a testemunha, em que as plantas foram

inoculadas e regadas somente com agua destilada.

A montagem do ensaio decorreu da mesma forma descrita em 6.1. Depois de
inoculados os tomateiros, foi colocada em cada vaso uma pequena camada (5 g) de folhas e
peciolos, ou umbelas no caso do funcho, triturados, excepto a salsa que foi utilizada fresca,
partida em pequenos pedacos. Os vasos foram mantidos numa sala climatizada com
temperaturas a oscilar entre os 20,2 e os 24,7°C e uma humidade relativa entre 31,7 e 76,5 %,

e com um fotoperiodo de 12 horas. As plantas foram regadas diariamente com agua destilada.

Apés decorridos 30 dias os tomateiros foram desenvasados, as raizes lavadas
cuidadosamente numa corrente suave de agua da torneira e guardadas no frigorifico (4 °C) até
observacdo. O numero de galhas foi contado, segundo um indice de 0-5 (O=sem formacéo de
galhas, 1=1a2,2=3a 10, 3=11 a 30, 4= 31 a 100, 5= mais de 100 galhas por raiz) (Taylor
& Sasser, 1978). O numero total de ovos e de J2 extraidos das raizes foi determinado através da
técnica de Hussey e Barker (1973). Os J2 que se encontravam no solo foram extraidos através
do método do tabuleiro de Whitehead ou técnica de Baermann modificada. Por cima de um crivo

plastico, foi colocado um papel absorvente cobrindo bem a base deste, que se encontrava dentro
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de um tabuleiro. A amostra de solo foi distribuida cuidadosamente sobre o papel, de modo a que
nao caisse para fora do mesmo. A agua foi adicionada lentamente aos tabuleiros de extracao,
entre o lado do tabuleiro e o bordo do crivo, para ndo rasgar o papel, e em quantidade suficiente
para nao secar. Deixou-se repousar sem causar agitacdo ou perturbacao. Ao fim de 48 horas, os
J2 que migraram para a agua, foram entdo recolhidos para uma frasco com a ajuda de um
esguicho de agua e armazenados no frio (4 °C) até poderem ser contabilizados. O excesso de
agua foi removido por aspiracdo. (Coyne, 2007). Durante a lavagem das raizes, a agua foi
recolhida para um copo, para depois serem extraidos os J2 que pudessem ai se encontrar. O
método de extracdo escolhido, foi 0 método do funil de Baermann. Os funis foram montados
num suporte universal e na sua extremidade foi colocada um tubo de borracha. O crivo foi
montado fora, antes de ser colocado no interior do funil: uma malha fina de nailon foi presa com
um elastico a toda a volta de um aro de plastico; por cima da malha foi colocada uma folha de
um kleenex. O crivo foi levemente humedecido antes de ser colocado no funil. O copo agitado
ligeiramente e vertido para o funil. Desprezou-se a primeira agua que escorreu do funil e em
seguida, o tubo de borracha foi bem apertado com uma pinca. De seguida, foi colocada
cuidadosamente agua destilada no funil, até tocar no crivo. Deixou-se em repouso e sem causar
agitacdo, durante 24 horas. Apos este tempo, a pinca foi removida e a agua recolhida para um

copo que foi armazenado no frio (4 °C) até poderem ser contabilizados.

A capacidade de infeccdo foi determinada pelo indice de galhas (IG) e pelo factor de
reproducao (Rf=Pf/Pi) de acordo com o esquema quantitativo de Canto-Saenz (Sasser ef al,

1984).
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Ill - Resultados

1. Efeito dos extratos das plantas sobre Meloidogyne javanica

1.1 Extrato aquoso de Foeniculum vulgare

1.1.1 Eclosao de jovens de segundo estadio

Os resultados sobre os efeitos do extrato aquoso das umbelas do funcho na eclosao de

J2 de M. javanica encontram-se na Tabela 1 e na Figura 5.

Tabela 1. Efeito do extrato aquoso de funcho na eclosao de J2 de M. javanica.

Eclosdao cumulativa (%)*

Tempo Concentracao do extrato (mg/ml)

(horas) 0 1 2 3 4
24 040,00 040,00 040,00 040,00 040,00
48 3+0,89 0+0,00 0+0,00 0+0,00 0+0,00
72 320,89 0+0,00 040,00 040,00 040,00
96 10+1,87 1+0,45 3+0,89 5+0,71 0+0,00
120 15+2,45 13+3,05 6+1,30 740,89 040,00
144 23+3,13 27+8,26 14+2,28 8+0,89 0+0,00
168 59+7,19 44+7,26 29+5,12 8+0,89 040,00
192 88+2,61 85+4,64 45+7,84 9+0,84 0+0,00
216 100+0,00 95+2,24 50+8,00 20+4,00 040,00
240 100+0,00 96+1,79 67+7,80 30+6,20 10+1,87
264 100+0,00 100+0,00 78+7,67 39+6,42 30+4,18
288 100+0,00 100+0,00 91+3,03 63+5,59 45+4,53
312 100+0,00 100+0,00 94+1,79 69+4,97 55+3,94
336 100+0,00 100+0,00 96+1,10 743,77 56+4,32
360 100+0,00° 100+0,00° 96+1,10° 75+3,67 % 65+4,24°

* ~ L. P ~ . . =
Os resultados sdo a média das 5 repeticdes e sao apresentados com o respectivo desvio padrao
** Os resultados que apresentam a mesma letra ndo sao estatisticamente diferentes, de acordo com o teste de Dunn

A eclosdo cumulativa da testemunha atingiu 100% 216 horas ap6s o inicio do ensaio e,

na concentracao de 1 mg/ml este valor foi atingido as 264 horas. Na concentracdo mais elevada
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(4 mg/ml) observaram-se os valores de eclosdo mais baixos, com 65% de J2 eclodidos no final
do tempo do ensaio. A eclosao na testemunha iniciou-se as 48 horas, enquanto que nas
concentracdes de 1, 2 e 3 mg/ml comecou a ser registada 96 horas apos o inicio do teste e, na
concentracdo de 4 mg/ml, iniciou as 240 horas, quando todos os J2 da testemunha ja tinham

eclodido.

No final do ensaio, as 360 horas, registou-se uma inibicdo da eclosdo corrigida (pela
formula de Abbott) de 35% na concentracdo de 4 mg/ml, valor significativamente diferente em
relacéo ao branco e uma diferenca pouco significativa em relacao a concentracao de 1 mg/ml. A
inibicdo da eclosao cumulativa aumentou consoante 0 aumento da concentracdo do extrato,
mesmo assim, as concentracdes mais baixas ndo mostraram diferencas significativas entre si e

entre a testemunha (ANOVA F=2,644, df=4, P <0,05).
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Figura 6. Inibicao da eclosdo cumulativa, corrigida pela férmula de Abbott, de J2 de M.
Javanica, durante 360 horas de exposicao ao extrato aquoso de funcho.
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1.1.2 Mortalidade de jovens de segundo estadio

Os resultados sobre os efeitos do extrato aquoso das umbelas do funcho na mortalidade

de J2 de M. javanica encontram-se na Tabela 2 e na Figura 7.

Tabela 2. Efeito do extrato aquoso de funcho na mortalidade de J2 de M. javanica.

Mortalidade cumulativa (%)*

Tempo Concentracéo do extrato (mg/ml)
(horas) 0 1 2 3 4
1 0+0,00 0+0,00 0+0,00 0+0,00 0+0,00
2 0+0,00 040,00 040,00 040,00 040,00
3 0+0,00 0+0,00 0+0,00 0+0,00 0+0,00
4 0+0,00 040,00 040,00 040,00 040,00
5 0+0,00 0+0,00 0+0,00 0+0,00 0+0,00
6 040,00 040,00 040,00 040,00 040,00
24 0+0,00 0+0,00 0+0,00 0+0,00 0+0,00
48 040,00 040,00 040,00 57+7,09 99+0,45
72 0+0,00 0+0,00 0+0,00 655,52 100+0,00
96 040,00 040,00 0+0,00 66+5,63 100+0,00
120 040,00 040,00 0+0,00 66+5,63 100+0,00
144 0+0,00 0+0,00 0+0,00 66+5,63 100+0,00
168 040,00 040,00 3+1,34 66+5,63 100+0,00
192 0+0,00 4+1,10 5+1,41 675,46 100+0,00
216 0+0,00 4+1,10 5+1,41 67+5,46 100+0,00
240 0+0,00 4+1,10 6+1,64 68+5,13 100+0,00
264 040,00 9+0,84 12+2,07 70+4,53 100+0,00
288 0+0,00 9+0,84 12+2,07 70+4,53 100+0,00
312 0+0,00 9+0,84 12+2,07 70+4,53 100+0,00
336 140,45 29+4,09 25+3,24 79+4,02 100+0,00
360 10,45 36+3,03 32+2,61 83+3,44 100+0,00

* ~ L. P ~ . . =
Os resultados sao a média das 5 repeticdes e sao apresentados com o respectivo desvio padrao

** Os resultados que apresentam a mesma letra ndo sao estatisticamente diferentes, de acordo com o teste de Dunn

Observou-se um aumento do efeito do extrato na mortalidade de J2 de M. javanica, até

as 360 horas, consoante o aumento da concentracdo. A mortalidade corrigida na concentracao

de 4 mg/ml atingiu os 100% as 72 horas, enquanto que na concentracdo de 3 mg/ml, a
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mortalidade atingiu os 82,83% no final do ensaio. A mortalidade corrigida nao ultrapassou 0s

35,35 e 0s 31,31% nas concentracdes de 1 e 2 mg/ml respectivamente.

Entre as duas concentracbes mais baixas e a testemunha nao se obtiveram diferencas
significativas, mas entre este Ultimo e as duas concentracdes mais elevadas as diferencas
estatisticas foram muito significativas (ANOVA F=19,01, df=4, P <0,05). Outras diferencas, nao
tao significativas, ocorrem entre a concentracdo de 1 mg/ml e a concentracdo de 4 mg/ml, e

entre a concentracao de 2 mg/ml e a concentracao de 4 mg/ml.
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Figura 7. Mortalidade cumulativa, corrigida pela férmula de Abbott, de J2 de M. javanica,
durante 360 horas de exposicao ao extrato aquoso de funcho.

1.2 Extrato aquoso de Actinidia deliciosa

1.2.1 Eclosao de jovens de segundo estadio

Os resultados sobre os efeitos do extrato aquoso das folhas do kiwi na eclosao de J2 de

M. javanica encontram-se na Tabela 3 e na Figura 8.
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Tabela 3. Efeito do extrato aquoso de kiwi na eclosao J2 de M. javanica.

Eclosdo cumulativa (%)*

Tempo Concentracao do extrato (mg/ml)

(horas) 0 1 2 3 4
24 140,45 140,45 0+0,00 0+0,00 0+0,00
48 140,45 1+0,45 040,00 040,00 040,00
72 140,45 140,45 0+0,00 0+0,00 0+0,00
96 1+0,45 1+0,45 040,00 040,00 040,00
120 140,45 3+0,55 1+0,45 0+0,00 0+0,00
144 320,55 11+1,64 10,45 140,45 140,45
168 8+1,67 17+2,70 2+0,55 3+0,89 320,55
192 11+1,79 19+43,11 4+0,84 13+2,19 6+1,10
216 29+3,11 59+4,55 13+£1,95 36+3,56 21+2,86
240 47+4,67 78+1,14 32+2,88 43+4,04 24+3,19
264 58+5,50 93+1,52 47+4,28 48+4,45 25+3,08
288 72+5,37 100+0,00 55+5,24 56+5,36 25+3,08
312 79+3,49 100+0,00 58+5,08 60+5,70 45+6,20
336 81+3,42 100+0,00 60+5,15 63+6,15 47+5,98
360 91+2,49 100+0,00- 62+5,03¢ 64+6,14- 49+5,72¢

* ~ . L~ ~ . . =
Os resultados sdo a média das 5 repeticdes e sao apresentados com o respectivo desvio padrao

** Os resultados que apresentam a mesma letra ndo sao estatisticamente diferentes, de acordo com o teste de Dunn

O extrato aquoso de kiwi na eclosao de J2 de M. javanica teve pouco efeito em qualquer

uma das concentracoes testadas, apesar de na concentracao mais elevada (4 mg/ml) a eclosdo

nao ter atingido os 50%. Na testemunha e na concentracdo da 1 mg/ml, a eclosao iniciou as 24

horas, e na concentracdo mais elevada as 144 horas. Estatisticamente nao existem diferencas

significativas entre a testemunha e qualquer uma das concentracées (ANOVA F=0,8074, df=4, P

<0,05).

A concentracdo de 1 mg/ml teve um efeito estimulante na eclosdo, a partir das 120

horas até ao final do ensaio, sendo a inibicdo da eclosdo cumulativa corrigida de -9,89 nas 360

horas.
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Figura 8. Inibicdo da eclosédo cumulativa, corrigida pela férmula de Abbott, de J2 de M.
Javanica, durante 360 horas de exposicao ao extrato aquoso de kiwi.

1.2.2 Mortalidade de jovens de segundo estadio

Os resultados sobre os efeitos do extrato aquoso das folhas do kiwi na mortalidade de J2

de M. javanica encontram-se na Tabela 4 e na Figura 9.

O extrato aquoso de kiwi nas concentracdes mais baixas nao teve qualquer efeito. Na
concentracdo de 4 mg/ml comecou a ter algum resultado a partir das 144 horas e no final do
ensaio a mortalidade corrigida era de 32%. Estatisticamente ha uma diferenca muito significativa
entre a concentracdo mais elevada e as restantes, incluido a testemunha (ANOVA, F=18,13,

df=4, P <0,05).
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Tabela 4. Efeito do extrato aquoso de kiwi na mortalidade de J2 de M. javanica.

Mortalidade cumulativa (%)*

Tempo Concentracao do extrato (mg/ml)
(horas) 0 1 2 3 4
1 0+0,00 0+0,00 0+0,00 0+0,00 0+0,00
2 040,00 040,00 040,00 040,00 040,00
3 0+0,00 0+0,00 0+0,00 0+0,00 0+0,00
4 040,00 040,00 040,00 040,00 0+0,00
5 0+0,00 0+0,00 0+0,00 0+0,00 0+0,00
6 040,00 040,00 040,00 040,00 040,00
24 0+0,00 0+0,00 0+0,00 0+0,00 0+0,00
48 040,00 040,00 040,00 040,00 040,00
72 0+0,00 0+0,00 0+0,00 0+0,00 0+0,00
96 040,00 040,00 040,00 040,00 040,00
120 0+0,00 0+0,00 0+0,00 0+0,00 0+0,00
144 040,00 040,00 040,00 040,00 25+2,12
168 0+0,00 0+0,00 0+0,00 0+0,00 27+2,30
192 040,00 040,00 040,00 040,00 27+2,30
216 0+0,00 0+0,00 0+0,00 0+0,00 27+2,30
240 0+0,00 0+0,00 0+0,00 0+0,00 28+2,51
264 040,00 040,00 040,00 040,00 28+2,51
288 0+0,00 0+0,00 0+0,00 0+0,00 28+2,51
312 040,00 040,00 040,00 040,00 28+2,51
336 0+0,00 0+0,00 0+0,00 0+0,00 31+1,64
360 040,00 0+0,00° 0+0,00° 0+0,00- 32+1,95

*Os resultados sdo a média das 5 repeticdes e sdo apresentados com o respectivo desvio padrao
** Os resultados que apresentam a mesma letra ndo sao estatisticamente diferentes, de acordo com o teste de Dunn
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Figura 9. Mortalidade cumulativa, corrigida pela formula de Abbott, de J2 de M. javanica,

durante 360 horas de exposicao ao extrato aquoso de kiwi
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1.3 Extrato aquoso de Petroselinum crispum

1.3.1 Eclosao de jovens de segundo estadio

Os resultados sobre os efeitos do extrato aquoso das folhas de salsa na eclosao de J2 de

M. javanica encontram-se na Tabela 5 e na Figura 10.

Tabela 5. Efeito do extrato aquoso da salsa na eclosao de J2 de M. javanica.

Eclosdao cumulativa (%)*

Tempo Concentracao do extrato (mg/ml)

(horas) 0 1 2 3 4
24 040,00 040,00 040,00 040,00 040,00
48 3+0,89 0+0,00 0+0,00 0+0,00 0+0,00
72 320,89 040,00 040,00 040,00 040,00
96 10+1,87 2+0,55 0+0,00 0+0,00 0+0,00
120 15+2,45 11+2,68 10,45 040,00 040,00
144 23+3,13 616,91 6+1,30 0+0,00 0+0,00
168 59+7,19 67+7,30 143,70 240,55 6+1,64
192 88+2,61 70+7,65 30+5,10 71,14 25+2,45
216 100+0,00 717,82 56+6,02 20+2,55 48+4,34
240 100+0,00 71+7,82 76+4,60 37+3,05 68+ 2,30
264 100+0,00 72+7,83 78+4,56 45+2,83 73+ 2,30
288 100+0,00 72+7,83 80+4,9 53+3,21 73+ 2,30
312 100+0,00 72+7,83 80+4,9 64+3,11 85+ 0,71
336 100+0,00 72+7,83 80+4,9 64+3,11 85+ 0,71
360 100+0,00: 72+7,83¢ 80+4,9- 64+3,11° 85+ 0,71

* ~ L. L~ ~ . . =
Os resultados sao a média das 5 repeticdes e sao apresentados com o respectivo desvio padrao

** Os resultados que apresentam a mesma letra ndo séo estatisticamente diferentes, de acordo com o teste de Dunn

A eclosao na testemunha iniciou as 48 horas, atingindo os 100% as 216 horas. Nas

concentracdes utilizadas, apesar de se observar uma diminuicdo na percentagem de J2

eclodidos, nao se verificam diferencas entre si. Na concentracdo de 3 mg/ml e 4 mg/ml, a

eclosao iniciou s6 as 168 horas. No final do ensaio registou-se uma inibicdo da eclosao

cumulativa corrigida de 36% na concentracao de 3 mg/ml, sendo este o valor mais alto para

todas as concentracoes.

Estatisticamente verificou-se uma diferenca pouco significativa entre a testemunha e a

concentracdo de 3 mg/ml (ANOVA, F=1,204, df=4, P <0,05). Entre as restantes concentracdes
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nao se observaram diferencas. Na concentracao de 1 mg/ml, entre as horas 144 e 168 houve

um estimulo na eclosao.
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Figura 10. Inibicao da eclosao cumulativa, corrigida pela formula de Abbott, de J2 de M.
Javanica, durante 360 horas de exposicao ao extrato aquoso de salsa.

1.3.2 Mortalidade de jovens de segundo estadio

Os resultados sobre os efeitos do extrato aquoso das folhas de salsa na mortalidade de

J2 de M. javanica encontram-se na Tabela 6 e na Figura 11.

Os resultados obtidos demonstram que o extrato aquoso da salsa nao teve

qualquer efeito na mortalidade de J2 de M. javanica até as 360 horas. Na concentracao de 4

mg/ml a mortalidade cumulativa corrigida foi de 1%. As diferencas estatisticas observadas sao

entre esta concentracdo e as restantes concentracoes, inclusive a testemunha (ANOVA,

F=18,18, df=4, P <0,05).
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Tabela 6. Efeito do extrato aquoso da salsa na mortalidade de J2 de M. javanica.

Mortalidade cumulativa (%)*

Tempo Concentracao do extrato (mg/ml)
(horas) 0 1 2 3 4

1 0+0,00 0+0,00 0+0,00 0+0,00 0+0,00

2 040,00 0+0,00 040,00 040,00 040,00

3 0+0,00 0+0,00 0+0,00 0+0,00 0+0,00
4 040,00 0+0,00 040,00 040,00 040,00

5 0+0,00 0+0,00 0+0,00 0+0,00 0+0,00

6 040,00 0+0,00 040,00 040,00 040,00
24 0+0,00 0+0,00 0+0,00 0+0,00 0+0,00
48 040,00 0+0,00 040,00 040,00 040,00
72 0+0,00 0+0,00 0+0,00 0+0,00 0+0,00
96 040,00 040,00 040,00 040,00 0+0,00
120 0+0,00 0+0,00 0+0,00 0+0,00 0+0,00
144 0+0,00 0+0,00 040,00 040,00 10,45
168 0+0,00 0+0,00 0+0,00 0+0,00 1+0,45
192 0+0,00 0+0,00 040,00 040,00 10,45
216 0+0,00 0+0,00 0+0,00 0+0,00 1+0,45
240 0+0,00 0+0,00 0+0,00 0+0,00 1+0,45
264 040,00 0+0,00 040,00 040,00 10,45
288 0+0,00 0+0,00 0+0,00 0+0,00 1+0,45
312 040,00 0+0,00 040,00 040,00 10,45
336 0+0,00 0+0,00 0+0,00 0+0,00 1+0,45
360 040,00 0+0,00- 0+0,00° 0+0,00° 1+0,45°

* - -, . ~ ) ) =
Os resultados sao a média das 5 repeticdes e sao apresentados com o respectivo desvio padrao

** Os resultados que apresentam a mesma letra ndo sao estatisticamente diferentes, de acordo com o teste de Dunn

38



Resultados

=
N

[EEN

o
00

o
>

o
[N}

Mortalidade cumulativa corrigida
o
()]

0

Ny W—

100

200

Tempo (horas)

T Ry

300

FY FW FY FY FU FY FY FY PV ¥
. B B o omm |

Y

o

400

=¢=1 mg/ml
=fl=2 mg/ml

3 mg/ml
=é=4 mg/ml

Figura 11. Mortalidade cumulativa, corrigida pela férmula de Abbott, de J2 de M. javanica,
durante 360 horas de exposicao ao extracto aquoso de salsa.

1.4 Extrato aquoso de Urtica dioica

1.4.1 Eclosao de jovens de segundo estadio

Os resultados sobre os efeitos do extrato aquoso das folhas de urtiga na eclosao de J2

de M. javanica encontram-se na Tabela 7 e na Figura 12.

Na testemunha, a eclosdo atingiu os 100% as 240 horas. Nas concentracdes de 1, 2 e 3

mg/ml ndo se registou qualquer diferenca na eclosao cumulativa até ao final do ensaio, com

92% de eclosdes para as trés concentracdes. Na concentracdo de 4 mg/ml, a inibicdo da

eclosao cumulativa corrigida atingiu o maior valor, de 43%. A diferenca estatistica observada

(pouco significativa), foi entre a testemunha e a concentracdo mais elevada (ANOVA, F=1,407,

df=4, P <0,05).

39



Resultados

Tabela 7. Efeito do extrato aquoso de urtiga na ecloséao de J2 de M. javanica.

Eclosdao cumulativa (%)*

Tempo Concentracao do extrato (mg/ml)

(horas) 0 1 2 3 4
24 0+0,00 0+0,00 0+0,00 0+0,00 0+0,00
48 040,00 240,89 040,00 040,00 040,00
72 140,45 2+0,089 0+0,00 0+0,00 0+0,00
96 12+2,88 9+2,68 040,00 8+2,30 040,00
120 24+4.82 27+6,31 11+2,86 41+8,61 5+1,73
144 46+8,58 56+6,14 202,92 48+8,29 10£2,92
168 59+7,79 68+4,72 47+2,88 658,09 20+5,70
192 80+4,42 81+3,63 87+3,21 73+7,27 20+5,70
216 98+0,89 90+2,55 91+2,49 81+6,10 35+7,65
240 100+0,00 92+2,61 91+2,49 89+3,49 39+7,60
264 100+0,00 92+2,61 92+2,61 92+2,30 40+7,65
288 100+0,00 92+2,61 92+2,61 92+2,30 52+7,16
312 100+0,00 92+2,61 92+2,61 92+2,30 55+7,65
336 100+0,00 92+2,61 92+2,61 92+2,30 55+7,65
360 100+0,00 92+2,61+ 92+2,61% 92+2,30* 57+7,47

* - o - ~ . . ~
Os resultados sdo a média das 5 repeticdes e sao apresentados com o respectivo desvio padrao
** Os resultados que apresentam a mesma letra ndo sao estatisticamente diferentes, de acordo com o teste de Dunn
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Figura 12. Inibicao da eclosdo cumulativa, corrigida pela formula de Abbott, de J2 de M.
Javanica, durante 360 horas de exposicao ao extrato aquoso de urtiga.
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1.4.2 Mortalidade de jovens de segundo estadio

Os resultados sobre os efeitos do extrato aquoso das folhas de urtiga na mortalidade de

J2 de M. javanica encontram-se na Tabela 8 e na Figura 13.

Tabela 8. Efeito do extrato aquoso da urtiga na mortalidade de J2 de M. javanica.

Mortalidade cumulativa (%)*

Tempo Concentracao do extrato (mg/ml)
(horas) 0 1 2 3 4
1 040,00 0+0,00 040,00 040,00 040,00
2 0+0,00 0+0,00 0+0,00 0+0,00 0+0,00
3 040,00 040,00 040,00 040,00 040,00
4 0+0,00 0+ 0,00 0+0,00 0+0,00 0+0,00
5 040,00 040,00 040,00 040,00 040,00
6 0+0,00 0+0,00 0+0,00 0+0,00 0+0,00
24 040,00 0+0,00 040,00 040,00 040,00
48 0+0,00 0+0,00 0+0,00 4+1,30 24+7,12
72 040,00 040,00 040,00 13+4,34 56+5,97
96 0+0,00 0+0,00 0+0,00 335,18 78+2,70
120 040,00 040,00 040,00 33+5,18 80+2,35
144 0+0,00 0+0,00 0+0,00 335,18 80+2,35
168 040,00 040,00 3+0,89 33+5,18 82+2,19
192 0+0,00 0+0,00 8+1,14 36+4,76 83+2,07
216 040,00 040,00 8+1,14 36+4,76 83+2,07
240 0+0,00 0+0,00 8+1,14 36+4,76 83+2,07
264 040,00 5+0,71 11+1,10 36+4,76 83+2,07
288 0+0,00 5:0,71 11+1,10 36+4,76 83+2,07
312 040,00 5+0,71 11+1,10 36+4,76 83+2,07
336 1+0,45 16+1,64 19+2,05 47+3,85 91+1,10
360 10,45 161,64 19+2,05% 47+3,85 94+0,84

* - L. L~ ~ . . ~
Os resultados sdo a média das 5 repeticdes e s@o apresentados com o respectivo desvio padrao

** Os resultados que apresentam a mesma letra ndo séo estatisticamente diferentes, de acordo com o teste de Dunn

Verificou-se um aumento do efeito do extrato aquoso de urtiga na mortalidade de J2, até

ao final do ensaio, consoante o aumento da concentracao. Na concentracao de 4 mg/ml, ao fim

de 48 horas, a mortalidade corrigida era de 24% e as 360 horas este valor era de 93,94%. Na

concentracdo de Img/ml, so se registou mortalidade a partir das 264 horas, e as 360 horas a

mortalidade cumulativa corrigida era de 15,15%. No final do ensaio foi observado um efeito dose
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resposta, tendo as percentagens da mortalidade cumulativa corrigida atingido os valores de
15,15 e 18,18% para as duas concentracbes mais baixas e de 46,46 e 93,94% para as duas

concentracdes mais elevadas.

Estatisticamente houve diferencas muito significativas entre a testemunha e as
concentracdes de 3 e de 4 mg/ml e entre as concentracées de 1 e de 4 mg/ml. Entre as
concentracdes de 1 e de 3 mg/ml e entre as concentracoes de 2 e de 4 mg/ml, as diferencas

foram pouco significativas (ANOVA, F=18,27, df=4, P <0,05).

100,00

90,00 a
/

80,00 7

70,00

60,00 /
’ f =¢=1 mg/ml
/
/

o -

Mortalidade cumulativa corrigida

50,00
=fi=2 mg/ml
40,00
30,00 3 mg/ml
000 M
0,00 T |
0 100 200 300 400

Tempo (horas)

Figura 13. Mortalidade cumulativa, corrigida pela férmula de Abbott, de J2 de M. javanica,
durante 360 horas de exposicao ao extrato aquoso de urtiga.

2. Efeito do oleo essencial de funcho e de salsa sobre

Meloidogyne javanica

2.1 Oleo essencial de Foeniculum vulgare

2.1.1 Eclosao de jovens de segundo estadio

Os resultados sobre os efeitos do o6leo essencial de funcho na eclosdo de J2 de M.

Javanica encontram-se na Tabela 9 e na Figura 14.
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Tabela 9. Efeito do dleo essencial do funcho na eclosao de J2 de M. javanica.

Eclosdao cumulativa (%)*

Tempo Concentracao do extrato (ppm)

(horas) 0 500 1000 2000 3000
24 0+0,00 0+0,00 0+0,00 0+0,00 0+0,00
48 040,00 040,00 040,00 040,00 040,00
72 3+0,89 0+0,00 0+0,00 0+0,00 0+0,00
96 4+1,30 040,00 040,00 040,00 040,00
120 7+1,67 0+0,00 0+0,00 0+0,00 0+0,00
144 10£2,35 10,45 10,45 040,00 040,00
168 22+4,51 7+1,67 2+0,55 0+0,00 0+0,00
192 41+8,17 153,63 7+2,19 040,00 040,00
216 49+7,65 25+6,87 21+2,41 110,45 0+0,00
240 66+5,90 44+7,66 38+4,90 410,84 240,55
264 82+3,27 58+6,44 56+7,30 8+2,07 5+0,71
288 98+0,45 69+5,08 73+5,02 21+2,68 13+1,64
312 100+0,00 82+2,55 91+1,22 29+3,94 18+1,79
336 100+0,00 88+2,70 94+1,34 30+3,77 313,97
360 100+0,00 88+2,70 94+1,34+ 30+3,77° 39+3,1%

* ~ . L~ ~ . . =
Os resultados sdo a média das 5 repeticdes e sao apresentados com o respectivo desvio padrao

** Os resultados que apresentam a mesma letra ndo sao estatisticamente diferentes, de acordo com o teste de Dunn

Os valores da percentagem da eclosdo cumulativa na testemunha, em todos os tempos

de observacdo, foram superiores aos registados nas restantes concentracdes. A eclosao na

testemunha iniciou as 72 horas, atingindo o valor de 100% as 312 horas. Nas concentracées de

500 e de 1000 ppm, a eclosao iniciou as 144 horas, na concentracdo de 2000 ppm as 216

horas e na concentracao de 3000 ppm somente as 240 horas € que teve inicio.

Entre as duas concentracdes mais baixas, a percentagem de inibicdo cumulativa

corrigida é semelhante, atingindo valores superiores na concentracdo de 500 ppm (11,54%).

Entre as duas concentracbes mais elevadas, a percentagem de inibicao cumulativa corrigida

também é semelhante, registando-se um valor superior na concentracdo de 2000 ppm (69,61%).

Estatisticamente existem diferencas significativas entre a testemunha e as concentracdes de

2000 e 3000 ppm (ANOVA, F=3,212, df=4, P <0,05).
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Figura 14. Inibicao da eclosdo cumulativa, corrigida pela férmula de Abbott, de J2 de M.
Javanica, durante 360 horas de exposicao ao 6leo essencial de funcho.

2.1.2 Mortalidade de jovens de segundo estadio

Os resultados sobre os efeitos do 6leo essencial do funcho na mortalidade de J2 de M.

Javanica encontram-se na Tabela 10 e na Figura 15.

No final do ensaio foi verificado que o 6leo essencial do funcho tem um efeito dose-
resposta na mortalidade de J2. Na concentracdo mais elevada, a mortalidade comecou a ser
observada a partir da 3° hora, atingindo as 360 horas uma percentagem de mortalidade
cumulativa corrigida de 95,88%. Na concentracao de 500 ppm, so6 a partir das 24 horas é que
se registou mortalidade, atingindo no final do ensaio, uma mortalidade cumulativa corrigida de
24,74%. Estatisticamente existem diferencas muito significativas entre a testemunha e as trés
concentracdes mais elevadas, e entre estas e a concentracdo de 500 ppm, as diferencas sao

pouco significativas (ANOVA, F=8,33, df=4, P <0,05).
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Tabela 10. Efeito do 6leo essencial do funcho na mortalidade de J2 de M. javanica.

Mortalidade cumulativa (%)*

Tempo Concentracao do extrato (ppm)

(horas) 0 500 1000 2000 3000
1 0+0,00 0+0,00 0+0,00 0+0,00 0+0,00
2 040,00 040,00 040,00 040,00 040,00
3 0+0,00 0+0,00 2+0,55 0+0,00 3+0,89
4 040,00 0+0,00 240,55 040,00 5+0,71
5 0+0,00 0+0,00 2+0,55 0+0,00 6+0,84
6 040,00 040,00 240,55 1+0,45 6+0,84

24 3+0,55 3+1,34 2+0,55 4+0,84 14+2,59
48 3+0,55 3+1,34 240,55 410,84 27+5,77
72 3+0,55 3+1,34 2+0,55 7+1,67 41+7,01
96 320,55 3+1,34 18+3,65 17+2,88 48+6,50
120 3+0,55 3+1,34 26+2,77 20+3,08 56+5,81
144 3+0,55 3+1,34 262,77 25+3,87 57+5,59
168 3+0,55 4+1,30 363,11 37+4,16 77+3,05
192 3+0,55 10£2,12 52+3,36 55+5,92 80+2,74
216 3+0,55 10+2,12 55+3,08 57+5,55 80+2,74
240 3+0,55 11+1,92 60+3,46 68+3,91 86+2,59
264 3+0,55 17+2,19 733,78 79+3,42 88+2,41
288 3+0,55 19+2,49 76+2,95 83+3,78 89+2,17
312 3+0,55 19+2,49 79+3,11 89+3,35 93+1,52
336 3+0,55 21+2,05 793,11 89+3,35 93+1,52
360 3+0,55 27+1,52: 862,39 94+2,17 96+1,10°

* - -, . ~ ) ) =
Os resultados sao a média das 5 repeticdes e sao apresentados com o respectivo desvio padrao

** Os resultados que apresentam a mesma letra ndo sao estatisticamente diferentes, de acordo com o teste de Dunn
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Figura 15. Mortalidade cumulativa, corrigida pela férmula de Abbott, de J2 de M. javanica,
durante 360 horas de exposicao ao 6leo essencial de funcho.

2.2 Oleo essencial de Petroselinum crispum

2.2.1 Eclosao de jovens de segundo estadio

Os resultados sobre os efeitos do oleo essencial da salsa na eclosdo de J2 de M.

Javanica encontram-se na Tabela 11 e na Figura 16.

O o¢leo essencial da salsa demonstra ter um efeito muito activo em qualquer uma das

concentracdes testadas. No final do ensaio, a inibicdo da eclosdo cumulativa corrigida variou

ente os 93,79 e os 100%, nas concentracdes de 500 e 2000 ppm, respectivamente.

Estatisticamente existem diferencas muito significativas entre a testemunha e as restantes

concentracdes (ANOVA, F=12,12, df=4, P <0,05). O inicio da eclosdo variou conforme a

concentracdo testada. Na maior concentracdo em que se registou eclosdo, esta iniciou as 240

horas. Refere-se que neste ensaio, dois replicados da testemunha foram considerados outliers

por nao terem atingido 90% de eclosdo no minimo.
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Tabela 11. Efeito do 6leo essencial da salsa na eclosao de J2 de M. javanica.

Eclosdo cumulativa (%)*

Tempo Concentracao do extrato (ppm)

(horas) 0 500 1000 2000 3000
24 0+0,00 040,00 0+0,00 0+0,00 0+0,00
48 0+0,00 0+0,00 0+0,00 0+0,00 0+0,00
72 0+0,00 040,00 0+0,00 0+0,00 0+0,00
96 1,67+0,58 0+0,00 0+0,00 0+0,00 0+0,00
120 1,67+0,58 0+0,00 0+0,00 0+0,00 0+0,00
144 1,67+0,58 0+0,00 0+0,00 0+0,00 0+0,00
168 1,67+0,58 0+0,00 140,45 0+0,00 0+0,00
192 10+1,73 1+0,45 140,45 0+0,00 0+0,00

216 20+2,65 3+0,89 140,45 0+0,00 0+0,00
240 46,7+5,77 6+1,30 4+0,84 0+0,00 1+0,45
264 75+4,58 6+1,30 440,84 0+0,00 1+0,45
288 85+5,20 6+1,30 4+0,84 0+0,00 140,45
312 85+5,20 6+1,30 4+0,84 0+0,00 140,45
336 93,3+2,31 6+1,30 5+1,00 0+0,00 1+0,45
360 96,7£1,15 6+1,300 5+1,00° 0+0,00° 1+0,45¢
*0s resultados sdo a média das 5 repeticdes e s@o apresentados com o respectivo desvio padréo
** Os resultados que apresentam a mesma letra ndo sao estatisticamente diferentes, de acordo com o teste de Dunn
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Figura 16. Inibicao da eclosdo cumulativa, corrigida pela formula de Abbott, de J2 de M.

Javanica, durante 360 horas de exposicao ao dleo essencial de salsa.

47



Resultados

2.2.2 Mortalidade dos jovens do segundo estadio

Os resultados sobre os efeitos do dleo essencial da salsa na mortalidade de J2 de M.

Javanica encontram-se na Tabela 12 e na Figura 17.

Tabela 12. Efeito do dleo essencial da salsa na mortalidade de J2 de M. javanica.

Mortalidade cumulativa (%)*

Tempo Concentracao do extrato (ppm)
(horas) 0 500 1000 2000 3000
1 0+0,00 0+0,00 0+0,00 0+0,00 0+0,00
2 040,00 040,00 040,00 040,00 040,00
3 0+0,00 0+0,00 0+0,00 0+0,00 0+0,00
4 0+0,00 0+0,00 0+0,00 0+0,00 0+0,00
5 040,00 0+0,00 040,00 040,00 040,00
6 0+0,00 0+0,00 0+0,00 0+0,00 0+0,00
24 040,00 73+2,07 57+3,85 52+2,79 64+2,39
48 040,00 100+0,00 97+1,34 85+1,41 100+0,00
72 0+0,00 100+0,00 100+0,00 98+0,55 100+0,00
96 040,00 100+0,00 100+0,00 98+0,55 100+0,00
120 0+0,00 100+0,00 100+0,00 100+0,00 100+0,00
144 0+0,00 100+0,00 100+0,00 100+0,00 100+0,00
168 040,00 100+0,00 100+0,00 100+0,00 100+0,00
192 0+0,00 100+0,00 100+0,00 100+0,00 100+0,00
216 040,00 100+0,00 100+0,00 100+0,00 100+0,00
240 040,00 100+0,00 100+0,00 100+0,00 100+0,00
264 0+0,00 100+0,00 100+0,00 100+0,00 100+0,00
288 040,00 100+0,00 100+0,00 100+0,00 100+0,00
312 0+0,00 100+0,00 100+0,00 100+0,00 100+0,00
336 0+0,00 100+0,00 100+0,00 100+0,00 100+0,00
360 040,00 100+0,00° 100+0,00° 100+0,00° 100+0,00°

* - L. .~ ~ . . ~
Os resultados sdo a média das 5 repeticdes e s@o apresentados com o respectivo desvio padrao

** Os resultados que apresentam a mesma letra ndo séo estatisticamente diferentes, de acordo com o teste de Dunn

0 oleo essencial de salsa teve um efeito muito grande na mortalidade de J2. Em todas

as concentracdes a mortalidade cumulativa corrigida atingiu os 100%. Este valor foi atingido as

48 horas nas concentracoes de 500 e de 3000 ppm, as 72 horas na concentracao de 1000

ppm, € as 120 horas na concentracdo de 2000 ppm. Estatisticamente houve diferencas muito

significativas entre a testemunha e as restantes concentracdes (ANOVA, F=13,59, df=4, P

<0,05).
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Figura 17. Mortalidade cumulativa, corrigida pela formula de Abbott, de J2 de M. javanica,
durante 360 horas de exposicao ao 6leo essencial de salsa.

3. Efeito da aplicacao directa no solo da parte aérea das

plantas

3.1 Penetracdao de jovens de segundo estadio de Meloidogyne

Javanica em raizes de tomateiro

Os resultados sobre os efeitos da aplicacdo directa no solo, da parte aérea de algumas
espécies vegetais, na penetracdo de J2 nas raizes de tomateiro (Fig. 18), encontram-se na

Tabela 13 e na Figura 19.

Tabela 13. Numero de J2 que penetraram nas raizes de tomateiro ao fim de 7 dias.

Testemunha Salsa Kiwi Funcho Urtiga

74+ 5,51 17+ 4,36 13+ 5,51 14+ 4,16 11+ 1,53

* - L. - ~ . . ~
Os resultados sdo a média das 3 repeticdes e sdo apresentados com o respectivo desvio padrao
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0,1 mm

0,1 mm

Figura 18. Jovens de M. javanica no segundo estadio, no interior de uma raiz de tomateiro
no ensaio com aplicacdo de folhas secas de kiwi (A) e de urtiga (B).

As observacoes efectuadas ao microscopio invertido revelaram a presenca de J2 em
todas as raizes de tomateiros. Os resultados obtidos com a aplicacdo directa no solo da parte
aérea da salsa, do kiwi, do funcho e da urtiga, revelaram efeito. A percentagem de J2 que
penetraram nas raizes do tomateiro na testemunha (7,4%) foi superior quando comparada com a
dos restantes tratamentos. As diferencas entre a testemunha e cada um dos outros tratamentos

foram significativas (test-t, P< 0,05)
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Figura 18. Inibicdo média da penetracao de J2 de M. javanica, pela aplicacao directa da parte
aérea de salsa, de kiwi, de funcho e de urtiga, sobre solo de tomateiro infectado, durante 168
horas.
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3.2 Efeito na populacéao final

3.2 Populacao final de Meloidogyne javanica em raizes de

tomateiro

Os resultados sobre os efeitos da aplicacdo directa no solo, da parte aérea de algumas
espécies vegetais, na populacao final de M. javanica, encontram-se na Tabela 14. Os vasos com

os tomateiros foram inoculados com 1000 ovos.

Tabela 14. Populacao final e indice de galhas nas raizes apds decorridos 30 dias.

Numero de Numero Populacao
1G* nematodes de ovos total FR
Testemunha 5 39 16917 16956 71
Salsa 2 32 1244 1275 71
Kiwi 3 26 2158 2183 71
Funcho 4 33 2242 2276 71
Urtiga 3 64 687 751 <

Os resultados sdo a média de 3 repeticdes, com excepcéo para a salsa em que foram utilizadas 2 repeticdes

*IG - indice de galhas numa escala de 0 a 5, em que 0=0, 1=1 a 2, 2=3 a 10, 3=11 a 30, 4=31 a 100, 5>100 galhas por sistema radicular
(Taylor & Sasser, 1978)

FR (factor de reproducao) = Pf/Pi

No final dos 30 dias, os resultados obtidos demonstraram uma populacdo bastante
inferior, em cada um dos tratamentos, comparativamente com o branco. No tratamento com a
parte aérea da salsa, foram utilizados somente dois replicados, devido & morte da outra réplica
no decorrer da experiéncia Estatisticamente as diferencas verificadas em cada um dos
tratamentos e o branco sao significativas (teste-t, P <0,05). A capacidade de infeccdo dos J2

diminuiu consideravelmente no tratamento com a parte aérea da urtiga (FR <1).

Neste ensaio também se mediu e pesou a parte aérea e a raiz de cada tomateiro. Os

resultados sdo apresentados na Tabela 15.
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Tabela 15. Peso e comprimento da parte aérea e da raiz dos tomateiros.

Parte aérea Raiz Parte aérea Raiz

(cm) (cm) (2) ()

Testemunha 15,33 24,50 12,52 12,17
Salsa 16,30 24,00 21,92 9,70
Kiwi 20,07 17,67 29,52 22,73
Funcho 18,00 21,03 21,37 11,38
Urtiga 21,63 20,70 28,15 8,61

Os resultados sdo a média de 3 repeticdes, com excepcéo para a salsa em que foram utilizadas 2 repeticdes

Numa observacdo geral, verificou-se que o comprimento médio da parte aérea dos

tomateiros sujeitos a tratamento, € superior ao comprimento médio da parte aérea da

testemunha. O peso da parte aérea também é superior nos tomateiros sujeitos ao tratamento.

Estatisticamente nao se registaram diferencas entre as raizes de tomateiro tratadas com

as folhas e as flores da salsa, e as raizes de tomateiro da testemunha em nenhum dos

parametros observados. No tratamento com as folhas do kiwi, verificaram-se diferencas

significativas, comparando com a testemunha, relativamente ao comprimento da raiz e ao peso

da parte aérea. Os tomateiros sujeitos ao tratamento com as umbelas do funcho também nao

mostraram diferencas significativas em relacao a testemunha. As raizes de tomateiro tratadas

com as folhas da urtiga apresentaram diferencas pouco significativas em relacdo ao

comprimento da parte aérea e diferencas significativas em relacdo ao peso da parte aérea,

comparativamente a testemunha.
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IV - DISCUSSAO

Efeito dos extratos aquosos das diferentes plantas sobre Meloidogyne

Javanica

Analisando os resultados obtidos verificou-se que o extrato aquoso do funcho teve efeito
sobre a eclosdo e a mortalidade de J2 de M. javanica, uma vez que inibiu de um modo
significativo a eclosdo e aumentou significativamente a mortalidade (Fig. 6 e 7). Os valores de
inibicao da eclosao cumulativa corrigida foram ligeiramente superiores nas concentracoes de 2 e
3 mg/ml, e ainda mais acentuadas na concentracdo de 4 mg/ml. Embora o aumento da
inibicdo da eclosdo cumulativa se fosse verificando com o aumento da concentracdo do extrato,
esta situacdo so foi mais evidente na concentracdo de 4 mg/ml em que o valor registado foi
significativamente diferente em relacdo ao da testemunha (Fig. 6). Para além da inibicdo da
eclosao, o extrato aquoso do funcho também pareceu retardar a eclosdo. Observando os tempos
de eclosdo, verificou-se que na concentracdo mais elevada, a eclosdo teve inicio as 240 horas,
quando a eclosado na testemunha ja tinha atingido 100% nesse mesmo tempo (Tab.1). Estes
resultados podem ser indicadores da presenca de compostos fitoquimicos com accéo inibidora
no funcho. Relativamente a mortalidade, também se verificou um aumento da mortalidade com
0 aumento da concentracao, facto ndo tao evidente entre as concentracdes de 1 e 2 mg/ml (Fig.
7). Na concentracdo mais elevada, 4 mg/ml, a mortalidade atingiu os 100% ao terceiro dia (72
horas) e na concentracdo de 3 mg/ml, a mortalidade corrigida foi de 82,8%. Nestas duas
concentracdes (as mais elevadas), as diferencas em relacdo a testemunha, foram fortemente
significativas. Verificou-se também que o aumento da concentracdo atrasou o inicio da
mortalidade (Tab. 2). Os resultados relativos @ mortalidade poderéo ser indicadores da presenca
no funcho, de compostos fitoquimicos com accao nematotoxica ou nematodicida.

Efeitos semelhantes, quer na eclosdo quer na mortalidade, foram descritos por outros
autores relativamente ao uso do extrato de funcho na eclosdo e mortalidade de M. incognita

(Ibrahim et a/., 2006).
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Em relacao ao extrato aquoso das folhas de kiwi, ndo houve grande efeito na eclosao de
J2 de M. javanica. (Fig. 8). Na concentracdo de 1 mg/ml houve um estimulo da eclosdo,
situacdo que se manteve até ao final do ensaio. Apesar de nao se terem registado diferencas
significativas entre as concentracdes utilizadas, observou-se que nas concentracbes mais
elevadas a inibicao da eclosdo foi maior. Verificou-se ainda que os tempos de inicio da eclosao
foram aumentando consoante o aumento da concentracdo (Tab. 3). Pelos resultados obtidos,
nenhuma ilacdo podera ser definitivamente tirada. Deveriam ser realizados ensaios com
concentracdes mais elevadas para confirmar se o aumento da inibicdo da eclosdo é uma
tendéncia, com possivel accao inibidora ou se o extrato ndo tem nenhum efeito sobre a ecloséao.
Relativamente aos dados sobre a mortalidade dos jovens de M. javanica, o extrato das folhas de
kiwi, ndo surtiu qualquer efeito, com excepdo na concentracdo de 4 mg/ml (Fig. 9). Nesta
concentracdo a mortalidade foi de 32%, uma diferenca significativa comparativamente com as
restantes e a testemunha em que a eclosdo nao ocorreu (Tab. 4). Novos ensaios teriam que ser
feitos com concentracbes mais elevadas, que pudessem confirmar o eventual efeito

nematotoxico ou nematodicida do kiwi.

Analisando os dados obtidos com o extrato aquoso das folhas de salsa na ecloséo de J2
de M. javanica, observou-se que nao houve qualquer efeito (Fig. 10). A inibicdo da eclosdo nas
concentracdes testadas foi ligeiramente superior comparativamente com a testemunha, mas so
na concentracdo de 3 mg/ml é que esse valor revelou uma diferenca estatistica, embora pouco
significativa (Tab. 5). Compostos inibidores extraidos por este método, parece nédo existirem ou
poderdo encontram-se em quantidades tao infimas que nao produzem qualquer resultado.
Relativamente ao efeito sobre a mortalidade dos jovens de M. javanica, também n&o se registou
qualquer diferenca significativa (Fig. 11). Somente na concentracdo de 4 mg/ml é que houve
registo de mortalidade (1%).

Estes dados sdo corroborados por Salgado & Campos (2003), que também nao
obtiveram resultados positivos quer na eclosdo quer na mortalidade de J2 de M. exjgua,
recorrendo ao extrato aquoso obtido a partir de folhas e flores de salsa.

O extrato das folhas de urtiga mostrou pouco efeito sobre a eclosao, ao contrario do que
ocorreu na mortalidade (Fig. 12 e 13). Na concentracdo mais elevada registou-se uma inibicao
da eclosao cumulativa corrigida de 43%, diferenca pouco significativa quando comparada com o

branco. Entre as concentracdes de 1, 2 e 3 mg/ml ndo se registou qualquer dissemelhanca na
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percentagem da inibicdo da eclosdo cumulativa no final do ensaio, tendo a Unica alteracao
ocorrido no tempo em que se iniciou a eclosao (Tab. 7). Um estudo com concentracdes mais
elevadas deste extrato deveria ser levado a cabo, de forma a apurar se a percentagem de
inibicdo da eclosdao aumenta de forma significativa. Este extrato demonstrou ter efeito sobre a
mortalidade de jovens de M. javanica (Fig. 13). A percentagem de mortalidade aumentou em
funcdo do aumento da concentracao, registando-se, na concentracdo mais elevada, o maior
numero de J2 mortos (92,9%). Nas concentracdes de 1 e 2 mg/ml, a mortalidade (15,1 e
18,2%, respectivamente), embora superior a da testemunha, nao foi significativamente diferente
(Tab. 8). Numa analise do inicio da ocorréncia da mortalidade, observou-se que nas
concentracdes mais elevadas esta ocorreu nas primeiras 48 horas enquanto que, na
concentracdo mais baixa, ocorreu apenas a partir das 264 horas. Estes dados sao indicadores
de que no extrato aquoso da urtiga podem nao existir compostos inibidores (ou ndo estavam em
concentracdes que induzissem efeito), mas sugerem a presenca de substancisas nematotéxica

ou nematodicidas.

O efeito demonstrado pelo extrato aquoso do funcho e pelo extrato aquoso da urtiga,
permite considerar que, de entre os extratos testados, estes dois s@o 0s que parece possuirem
mais potencial, com efeitos contra J2 da espécie de Meloidogyne testada. Segundo Ferris &
Zheng (1999), o uso de um so6 extrato aquoso podera nao ser suficiente, tendo proposto que a
mistura de diferentes compostos com modos de accao distintos poderaser uma alternativa mais
eficaz. Assim, um estudo sobre as possiveis interaccdes de outros extratos com estes dois,
deveria ser planeado no futuro. O efeito de estimulo na eclosao de J2 de M. javanica ja tinha
sido observado por Luques (2009), com o extrato de AHypericum spp. nas concentracdes mais
baixas. O que podera significar que existe um composto comum, ou que tenha o mesmo efeito,
sobre M. javanica.

O resultado da aplicacdo de um extrato vegetal varia consoante a sua concentracao.
Uma maior quantidade de extrato, assim como o aumento do tempo de exposicdo ao mesmo,
comparando com nematodicidas convencionais, podera ser necessario para que haja efeito.
Para algumas espécies vegetais, é recomendada a extracao dos compostos com alcool ou outros
solventes, com ou sem calor (Ferris & Zheng, 1999; Chitwood, 2002). Diferentes modos de

extracao, podem também retirar da planta outros compostos com mais actividade sobre os
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nematodes. Face a isto, o estudo do efeito dos extratos aquosos em concentracdes mais
elevadas teria interesse, assim como o estudo do efeito de compostos extraidos com outros
solventes, sobre os NGR. Embora a preferéncia deva ser dada aos extratos aquosos, por
permitirem uma aplicacdo mais pratica e sem necessidade de processamento industrial

(Chitwood, 2002).

Efeitos dos dleos essenciais de funcho e de salsa sobre Meloidogyne

Javanica

O d6leo essencial do funcho demonstrou ter alguma actividade na eclosdo dos J2 de
Meloidogyne javanica. Apesar de nas concentracdes mais baixas o efeito nao ter sido evidente, a
inibicdo da eclosdo cumulativa ocorreu em maior percentagem (69,9%) na concentracdo de
2000 ppm, ligeiramente superior & ocorrida na concentracdo de 3000 ppm (Fig. 14). Na
observacado dos tempos de eclosdo, foi constatado que quanto maior foi a concentracado, mais
tarde teve inicio a eclosdo. E possivel afirmar a presenca de compostos fitoquimicos com accéo
inibidora (Tab. 9). Oka ef a/. (2000) estudaram o 6leo essencial desta planta na ecloséo de M.
Javanica, tendo obtido igualmente resultados positivos; no entanto, o método de diluicao utilizado
foi diferente, o que podera interferir nos resultados. Efeitos semelhantes foram também obtidos
por lbrahim ef al (2006), embora o método utilizado por estes autores fosse ligeiramente
diferente. O efeito deste 6leo na eclosdo de J2 de Meloidogyne spp. também foi avaliado em M.
graminicola, por Steffen et al. (2008), que obtiveram efeitos semelhantes. Quanto ao ensaio
sobre a mortalidade, o efeito que este déleo demonstrou indica claramente a presenca de
compostos com accdo nematotéxica ou nematodicida (Fig. 15). Na concentracdo mais baixa, a
mortalidade iniciou-se ao segundo dia, tendo atingido no final do ensaio 24,7%. Desta
concentracdo para a de 2000 ppm houve um aumento significativo da percentagem de
mortalidade. Na concentracao mais elevada, a mortalidade comecou a ser registada a partir da
terceira hora, chegando a 95,88% no final do ensaio. Varios autores tém descrito o potencial
deste dleo essencial (Oka ef a/, 2000; Ibrahim et al., 2006; Steffen ef a/., 2008; Ntalli et al.,
2010) sobre a mortalidade de J2 de Meloidogyne spp. assim como sobre outras espécies

(Barbosa et al., 2010).
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O potencial do 6leo essencial de salsa sobre a eclosdo e a mortalidade dos J2 de
Meloidogyre spp nao tem sido muito estudado. Pelos resultados obtidos, este 6leo tem um
elevado potencial que devera ser explorado (Fig. 16 e 17). A inibicdo da eclosdo em todas as
concentracdes testadas foi superior a 90%, tendo chegado a atingir 100% na concentracédo de
2000 ppm. Estes resultados ndo deixam muitas duvidas sobre a presenca de substancias
fitoquimicas com accao inibidora. Relativamente a mortalidade, este éleo teve também um efeito
significativo. Em todas as concentracdes provocou mortalidade de 100%, tendo este valor sido

atingido 48 horas ap6s o inicio do ensaio nas concentragdes de 500, 1000 e 3000 ppm.

A caracterizacdo do 6leo essencial de funcho e a avaliacao isolada dos seus compostos
sobre os nematodes ja foi estudada por alguns autores (Oka ef a/., 2000; Ntalli ef a/., 2010),
com resultados positivos. Na caracterizacao do 6leo essencial de funcho (plantas colhidas na
fase de maturacao das infrutescéncias), levada a cabo no laboratério de Biologia Vegetal da
Universidade do Minho, identificaram-se como principais constituintes o #ransanetole (48,4%), a
fenchona (16,3%) e o o-felandreno (13,7%). Em artigos ja publicados (Oka ef a/, 2000; Ntalli ef
al, 2010), os autores testaram a fenchona e o #ansanetole tendo obtido resultados
semelhantes. De acordo com Sousa ef a/. (2005), o teor de dleo essencial varia consoante a
regiao da planta da qual é extraido, assim como 0s seus componentes variam quantitativa e
qualitativamente de acordo com a fenologia e a altura do ano em que a planta é colhida.

No que se refere ao ¢leo essencial (comercial) da salsa, na sua caracterizacdo foram
identificados como principais constituintes a miristicina (31,5%), apineno (16,2%) e o apiole
(15,9%). Alguns destes compostos, a miristicina e o a-pineno, foram testados isoladamente
(Babu et a/,, 2012), obtendo resultados semelhantes ao do dleo essencial. Em futuros ensaios
sugere-se a utilizacao de concentracdes mais baixas do que as testadas, para encontrar a menor

concentracdo com o maximo efeito.
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Avaliacao da accao da aplicacao directa da parte aérea das diferentes
plantas na penetracao de jovens do segundo estadio de Meloidogyne

Javanica em tomateiro

No ensaio realizado para o estudo do efeito das diferentes espécies vegetais
seleccionadas na penetracao de M. javanica nas raizes de tomateiro, registaram-se diferencas
significativas para todas as plantas testadas. Na testemunha 7,1% dos J2 penetraram nas raizes,
enquanto que nos outros tratamentos a percentagem de nematodes que penetrou nas raizes nao
chegou a 2% (Fig. 18). Estes resultados parece indicarem, que, apesar dos extraxtos aquoso da
salsa e do kiwi ndo terem produzido forte efeito na mortalidade e na eclosdo, parece terem
exercido alguma influéncia inibitéria na penetracdo na raiz dos J2 de M. javanica. Este efeito
podera ter-se devido a concentracao de compostos que eventualmente nao foram extraidos pela
agua, mas que no solo se tenham degradado e actuado sobre a capacidade de penetracao do
J2.

Estes resultados sao satisfatdrios, uma vez que a aplicacao da parte aérea das plantas
directamente no solo podera ser uma boa alternativa no controlo de nematodes, com custos

baixos uma vez que as espécies utilizadas sao abundantes na cultura portuguesa.

Avaliacao da accao da aplicacao directa da parte aérea das diferentes

plantas na populacao final de Meloidogyne javanica em tomateiro

A aplicacdo da parte aérea das espécies vegetais testadas também demonstrou um
efeito positivo no controlo da populacdo final do nematode (Fig. 19). Nos tomateiros da
testemunha, a populacao total final de M. javanica foi muito superior a registada nos tomateiros
sujeitos ao tratamento com a parte aérea das plantas. Destas, a urtiga foi a que pareceu exercer

uma maior influéncia na diminuicédo de capacidade de reproducao do nematode (FR <1).
O efeito que a parte aérea das plantas testadas possa exercer no tomateiro nao ficou
muito clarificado (Fig. 20). O comprimento médio da parte aérea dos tomateiros sujeitos aos

tratamentos, assim como o seu peso, foi superior ao dos tomateiros da testemunha. Este
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resultado também podera ser devido a extensdo da infeccao. A aplicacao das plantas no solo,
podera ter levado a uma interaccdo com o nematode, influenciando a sua capacidade de
reproducao, mas também podera ter exercido uma influéncia positiva no desenvolvimento do

tomateiro.

O funcho, o kiwi, a salsa e a urtiga, demonstraram possuir substancias fitoquimicas com
alguma accdo sobre os nematodes. As folhas de kiwi, tanto na formulacdo em extrato como na
aplicacao directa, parecem nao ter produzido resultados tdo significativos, comparativamente as
outras plantas testadas. No entanto, a incorporacdo destas plantas no solo pode ser benéfica em
varios aspectos. Além da influéncia que parece poder exercerem na penetracao do J2 de M.
Javanica, as suas folhas sdo um excedente da agricultura e a sua utilizacao, além de pratica, ¢
economica.

Em extrato aquoso, foram o funcho e a urtiga que revelaram o maior efeito e, na forma
de oleo essencial, novamente o funcho, e também a salsa, mostraram bons resultados. De
forma a garantir que se utilize o melhor método, deveriam ser levados a cabo ensaios com
diferentes partes da planta, métodos diferentes de aplicacdo dos extratos (como por exemplo a
incorporacao no solo antes do transplante do tomateiro). No entanto, antes de se poder garantir
0 seu uso como biopesticidas (isolados ou em conjunto) e passar para ensaios de campo, devera
ter-se em consideracdo os possiveis efeitos noutros organismos do solo, essenciais a

decomposicao, e ainda o efeito que certos compostos poderdo ter na propria cultura em causa.
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V - CONSIDERACOES FINAIS

Destaca-se, do trabalho realizado, as seguintes conclusoes:

- As plantas testadas nos ensaios realizados durante esta investigacdo, funcho, kiwi, salsa e
urtiga, revelaram resultados promissores no controlo da espécie de nematodes-das-galhas-

radiculares, Meloidogyne javanica.

- Os extratos aquosos com efeito mais acentuado e significativo, foram o de funcho e o de urtiga,

comparativamente com os das outras duas espécies testadas.

- Os oleos essenciais de funcho e de salsa mostraram ter uma forte accdo nematotdxica e
nematodicida sobre J2 de M. javanica, depreendendo-se deste modo um enorme potencial na

sua accao no controlo destes nematodes.

- A aplicacao de folhas de urtiga directamente sobre solo teve um efeito significativo sobre a

penetracao dos J2 de M. javanica nas raizes do tomateiro.

Considera-se ainda ser da maior importancia continuar esta investigacdo futuramente, tendo em

conta que:
- 0s compostos, constituintes dos éleos essenciais do funcho e da salsa;

- a utilizacdo de diferentes métodos de extracdo dos compostos vegetais, recorrendo a outros
solventes para além da agua, para que a sua accao possa ser também testada no controlo de

M. javanica,

- 0 efeito, tanto dos extratos destas plantas como dos dleos essenciais, sobre outros organismos

presentes no solo;

- a accao das plantas estudadas sobre outros isolados de M. javanica, outras espécies de

Meloidogyne e, até de outros nematodes fitoparasitas;

- a interaccao dos compostos com os nematodes e com as raizes de tomateiro, de forma mais
aprofundada, de maneira a poder conhecer-se e entender-se toda a complexa relacao entre os

diversos agentes.
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