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RESUMO

APLICACAO DE PLANTAS DANINHAS NA BIOFUMIGACAO PARA O
CONTROLE DE Meloidogyne javanica

AUTOR: Thalia Aparecida Segatto
ORIENTADOR: Julio Carlos Pereira da Silva

Os fitonematoides causam prejuizos consideraveis na producdo de alimentos mundial.
Uma das alternativas mais utilizadas para o controle consiste na utilizacdo de nematicidas
quimicos. No entanto, busca-se cada vez mais novas taticas de controle com eficiéncia e menor
impacto ambiental como a incorporacdo de partes de plantas ou plantas ndo hospedeiras ou
antagonistas, visando a biofumigacdo do solo. A biofumigacdo possibilita a liberacdo de
compostos no solo, muitos deles com potenciais nematicidas. As plantas daninhas podem
causar problemas significantes a produgdo e muitas vezes séo controladas e descartadas do
sistema produtivo, enquanto poderiam ser utilizadas na biofumigacdo. Dessa maneira, 0s
objetivos do trabalho foram verificar o potencial de diversas plantas daninhas contra M.
javanica por extratos aquosos e emissdo de compostos organicos volateis (COVs), avaliar as
mais promissoras quanto ao efeito nematicida sobre o nematoide e na biofumigacéo de substrato
infestado e identificar o volatiloma das plantas mais eficientes no controle de M. javanica.
Inicialmente, foram feitos testes verificando extratos e emissdo de COVs de folhas de 18
espécies vegetais selecionadas no campo pela ocorréncia, familia ou prévios estudos contra
nematoides e outros organismos encontrados na bibliografia O screening inicial foi feito contra
juvenis de segundo estadio (J2) de M javanica. Todas as 18 plantas testadas apresentaram efeito
nematicida contra os J2 tanto pelo contato com os extratos quanto pela emissdo de COVs.
Entretanto, extratos de folhas de guaco (Mikania cordifolia) e joa bravo (Solanum viarum)
causaram mortalidade proxima a 100% dos J2. Os macerados de folhas e os COVs emitidos por
S. viarum e M. cordifolia também apresentaram efeito ovicida, reduzindo pelo menos 35% da
eclosédo dos J2 quando comparados ao controle feito apenas com agua, chegando a mais de 70%
de reducdo em extrato de M. cordifolia. Na biofumigacdo com as diferentes concentragdes
avaliadas em substrato infestado, ambas as espécies S. viarum e M. cordifolia reduziam a
infectividade e reproducdo dos nematoides com uma alta eficiéncia ja na concentragdo de 1,0
% (m/m) em mudas de tomateiro. Por cromatografia GC/MS foram identificados os volatilomas
de S. viarum e M. cordifolia, os quais mostraram COVs de diferentes grupos quimicos com
destaque para terpenos em M. cordifolia, onde que muitos COVs de ambas espécies ja foram
descritos como toxicos a outros nematoides. como B-pineno, p-Cimeno, Biciclogermacreno,
Trans-cariofileno, Salicilato de Metila, Eugenol e Pentadecanal. Isso mostra o potencial
nematicida de plantas daninhas na incorporacdo e biofumigacdo do solo infestado com M.
javanica mesmo em baixas concentragBes, além da possibilidade de prospeccdo COVs
nematicidas.

Palavras chave: Fitopatogenos. Compostos organicos volateis. Biofumigacdo.
Sustentabilidade de cultivos.



ABSTRACT

APPLICATION OF WEEDS IN BIOFUMIGATION TO CONTROL ROOT-
KNOT NEMATODES Meloidogyne javanica

AUTHOR: Thalia Aparecida Segatto
ADVISOR: Julio Carlos Pereira da Silva

Root-knot nematodes cause considerable damage to food production. One of the most used
alternatives for their control is the use of chemical nematicides. In this way, new control
practices are increasingly sought with efficiency and less environmental impact, like, for
instance, the incorporation and biofumigation of non-host parts of plants or antagonistic plants.
Biofumigation enables the release of compounds into the soil, many of them with potential
nematicides. Weeds can be a significant problem in production and are often controlled and
completely discarded from the production system. In this sence, the objectives of this work
were to verify the potential of several weeds against M. javanica by aqueous extracts and
emission of volatile organic compounds (VOCs), to evaluate the most promising ones against
nematode eggs and in the biofumigation of the infested substrate and to identify the volatilome
of the most efficient plants in the control of M. javanica. Initially, tests were carried out
verifying extracts and VOC emissions from leaves of 18 plant species selected in the field by
occurrence, family or previous studies against nematodes and other organisms. Initial screening
was performed against second-stage (J2) juveniles of M javanica. The results indicated that all
the tested plants showed a nematicidal effect against J2 both by contact with the extracts and
by the emission of VOCs. However, leaves of guaco (Mikania cordifolia) and joa bravo
(Solanum viarum) caused mortality close to 100% in J2. Leaf macerates and VOCs emitted by
S. viarum and M. cordifolia also had a toxic effect on nematode eggs, reducing at least 35% of
J2 hatching compared to control by water, reaching more than 70% reduction in M. cordifolia
extract. In biofumigation with the different concentrations evaluated in the infested substrate,
both species S. viarum and M. cordifolia reduced the infectivity and reproduction of nematodes
with a high efficiency already at the concentration of 1.0% (m/m) in tomato seedlings. By
GC/MS, volatilome of S. viarum and M. cordifolia were identified, which showed VOCs from
several chemical groups, with emphasis on terpenes in M. cordifolia, and many VOCs from
both species have already been described as toxic to other nematodes. such as B-pinene, p-
Cymene, Bicyclogermacrene, Trans-caryophyllene, Methyl Salicylate, Eugenol and
Pentadecanal. This establishes the nematicidal potential of weeds in the incorporation and
biofumigation of soil infested with M. javanica even at low concentrations, in addition to the
possibility of prospecting for several nematicidal VOCs.

Keywords: Phytopathogens. Volatile organic compounds. Biofumigation. Cropsustainability.



LISTA DE FIGURAS

FIGURA 1 - Screening de macerado de planta daninhas pela mortalidade de juvenis de segundo
eStAAI0 (J2) A& M. JAVANICA.......eevverierieieiiesie ettt sre e neereenaeneens 24
FIGURA 2 - Eclosdo de juvenis de segundo estadio (J2) de ovos de M. javanica expostos aos
compostos organicos volateis (COVSs) e extratos de plantas feitos independentemente............. 25
FIGURA 3 - Mortalidade de juvenis de segundo estadio de Meloidogyne javanica, contidos em
microtubos, expostos aos compostos organicos volateis emitidos por diferentes quantidades de
macerados de folhas de guaco (Mikania cordifolia) e joa bravo (Solanum viarum) incorporados
ao substrato em copos fechados, simulando o processo de biofumigagao.............cccccevvveveennnns 26
FIGURA 4- Infectividade e reproducdo de Meloidogyne javanica em tomateiro cultivado em
substrato biofumigado com as diferentes quantidades de macerados de folhas de guaco

(Mikania cordifolia) e jo& bravo (Solanum VIarum)..........cccoererrenennieneneesese e 27



LISTA DE TABELAS
TABELA 1 - Volatilomas de macerados de folhas de joa bravo (Solanum viarum) e guaco
(Mikania cordifolia) identificados por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de
ITYASSEAS. ¢ttt eateee ettt e ettt e e sttt e sttt ekt e ekt e e ekt e e b e £ e E e £ e E e £ e AR e £ e AR e £ e eR R et e R R e e e AR e e e R b e e e Rn e e e be e e e nr e e e nnneas 28



LISTA DE SIGLAS

cov Composto Organico Volatil



SUMARIO

1. [N ERI0] 516 107:Y0 IR 13
2. REFERENCIAL TEORICO ..o e, 14
2.1 PERDAS CAUSADAS POR FITONEMATOIDES..........ccoiiiiieec e, 14
2.2 USO DE NEMATICIDAS QUIMICOS .......ooiiiiieieeee e 15
24 USO DE PLANTAS COM EFEITO NEMATICIDA.......cooiieieeee e 17
3. MATERIAL E METODOS .....oootimiimeieieeeesneessssesessssessassssssessassssssssons 20
3.1 OBTENCAO DE Meloidogyne JAVANICA ..........c.cveeveereererieireeeeeeeeesssessenieninaan, 20
3.2 OBTENCAO DO MATERIAL VEGETAL.....oooiie e 20
3.3 SCREENING DAS PLANTAS PELOS EFEITOS TOXICOS A Meloidogyne
2077 L] o= VOSSR 21
3.4 TOXICIDADE DOS EXTRATOS E COVS DE PLANTAS EM OVOS DE
MElOTAOGYNE JAVANICA. .......eviiiiiiiieiieieee ettt bbb bbb 21
3.5 BIOFUMIGACAO COM MATERIAL VEGETAL EM DIFERENTES
CONCENTRAGOES ...ttt se s 22
3.7 ESTATISTICA ..ottt 23
4 RESULTADOS ...ttt st e e s e e snae e e snae e e nnneeens 24
4.1 SCREENING DAS PLANTAS DANINHAS ... 24
4.2 EFEITO DOS EXTRATOS E COMPOSTOS ORGANICOS VOLATEIS NOS
OVOS DE MeloidOgyne JAVANICA ..........cceeveiieiiecie et ee sttt st sra e enas 25
4.3 EFEITO DA BIOFUMIGACAO COM Mikania cordifolia E Solanum viarum EM
Meloidogyne javanica EM TOMATEIROS. ..........cooiiiiiiee e 26
5 DISCUSSAOQ .....ooiriiiieieeiseesses st 31
6 CONCLUSOES. ..ottt 34

REFERENCIAS ..ot e e e e e ee e 35



13

1. INTRODUCAO

Os nematoides séo os animais mais abundantes do planeta e componentes dominantes
da fauna do solo, sendo encontrados em todos os continentes (VAN DEN HOOGEN et al.,
2019). Os fitonematoides podem ser responsaveis por grandes perdas de produtividade, uma
vez que além da reducdo da produtividade podem reduzir a qualidade dos alimentos produzidos.
Estimativas apontam que os prejuizos econémicos ultrapassam 100 bilhdes de ddlares
anualmente, com o género de maior importancia no mundo sendo Meloidogyne, conhecido
também como nematoide-das-galhas (BRENNAN et al., 2020; GOMES et al., 2020). Assim,
taticas de controle sdo exaustivamente estudadas no mundo para reduzir as populacfes de
Meloidogyne spp. nos solos, sendo que uso de nematicidas quimicos ainda sdo altamente
aplicados no campo (SIKORA et al.,, 2023). Entretanto, atualmente muitos quimicos
disponiveis no mercado apresentam riscos de toxidade ao ambiente e a salde humana e acabam
sendo retirados de comercializagdo (REGMI e DESAEGER, 2019).

Avangos na biotecnologia trazem novas opgdes de controle, com maior sustentabilidade
e eficiéncia, de modo a serem associadas as medidas ja praticadas para o controle desses
patégenos desde o uso de agentes bioldgicos, plantas antagonicas e silenciamento genético
(SOUSA et al., 2015; SILVA et al., 2011; SIKORA et al., 2023). Neste contexto, incorporagao
de restos ou partes de orgaos de plantas e a biofumigacao que consiste no cultivo e incorporagéo
de plantas de cobertura como cruciferas, sdo praticas que visam a utilizacdo de partes vegetais
para controlar as pragas no solo por meio da liberacdo de compostos como isotiocianatos e
glucosinolatos sendo téxicos, inclusive para os fitonematoides (OKA, 2009). Além disso, a
descoberta de novas espécies vegetais com antagonismo quimico que consiste na liberacdo de
compostos quimicos que inibem o desenvolvimento de outros organismos, pode ser Util na
prospec¢do de novos compostos nematicidas menos toxicos a animais e seres humanos (DENG
etal., 2022).

O uso de plantas antagonicas no solo é uma pratica sustentavel baseada principalmente
na liberacdo de compostos organicos volateis (COVs) resultantes da decomposicdo dos
materiais vegetais incorporados apds o final de ciclo cultivo da antagonista (DANEEL et al.,
2018). Além das plantas consideradas antagdnicas, outros materiais também podem ser
utilizados, como subprodutos ou partes sem valor comercial de plantas cultivadas ou de plantas
ndo hospedeiras (BRENNAN et al., 2020). Algumas familias de plantas sdo conhecidas por
apresentar representantes que podem atuar no controle de nematoides por biofumigagéo, como

a Brassicacea, Asteracea e outras que apresentam isotiocianatos, terpenos, fendis e aldeidos
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como componentes toxicos do volatiloma (BARROS et al., 2014; DENG et al.,2022; SILVA et
al., 2018; JARDIM et al., 2018). Muitas espécies de plantas dentro dessas familias sdo
consideradas daninhas ou invasoras em areas agricolas no Brasil (BONTHOUX et al., 2019).

As plantas daninhas sdo comumente consideradas um problema para a agricultura por
conta dos prejuizos causados na perda da produtividade, competicdo por recursos e agua e
servindo como fonte de inoculo para pragas e doencas, ocasionando o aumento da populagéo
de fitonematoides em uma area (THOMAS et al., 2005). No entanto, plantas daninhas podem
apresentar diferentes utilidades na agricultura, desde alimentacdo até uso medicinal, devido a
complexidade quimica de varios grupos (BONTHOUX et al., 2019). Desse modo, plantas
consideradas daninhas ndo hospedeiras de nematoides e dentro de familias com representantes
antagbnicos podem ser de interesse no controle de fitonematoides (SILVA et al., 2020).
Algumas dessas plantas invasoras comumente encontradas nas areas de producdo possuem em
seus extratos compostos que ao se decomporem emitem compostos (COVs) facilmente
dispersos no meio, e que muitas vezes possuem a¢do nematicida (SILVA et al., 2020; COSTA
etal., 2001;).

A biofumigacao com plantas daninhas presentes na area ou partes vegetais descartadas
pode ser uma pratica viavel economicamente (OKA, 2009; BRENNAN et al., 2020; GOMES
etal., 2020). Além disso, plantas com emissdo de COVs toxicos a fitonematoides servem como
fontes de prospeccao para novos compostos nematicidas (DENG et al., 2022). Dessa maneira,
0 objetivo desse trabalho inicialmente foi verificar o potencial de diversas plantas daninhas
contra M. javanica por extratos aquosos e emissao de COVs, para, em seguida, avaliar as mais
promissoras quanto ao efeito ovicida sobre o nematoide e na biofumigacdo de substrato
infestado, além de identificar o volatiloma das plantas mais eficientes no controle de M.

javanica.

2. REFERENCIAL TEORICO
2.1 PERDAS CAUSADAS POR FITONEMATOIDES

Os danos causados pelo parasitismo de nematoides podem se manifestar com o
aparecimento de galhas nas raizes, lesdes, diminui¢do no porte de parte aérea e radicular das
plantas, manchas cloroticas nas folhas, murchamentos e consequentemente uma brusca
diminuigdo na produgdo. Os sintomas podem variar de acordo com o nivel de tolerancia das
plantas e da densidade de nematoides presentes no solo (MAZETTI, 2017). As perdas causadas

por fitonematoides podem variar de imperceptiveis até morte da maioria das plantas, podendo
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trazer sérios prejuizos econdmicos. A maioria dos danos ocasionados por fitonematoides séo
atribuidos aos nematoides das galhas (Meloidogyne spp.) a nivel mundial (SILVA, 2016).

Os nematoides do género Meloidogyne séo endoparasitas que apresentam mais de 3.000
espeécies de plantas hospedeiras. Sua ocorréncia se da em todas as regides do Brasil, com alto
potencial de danos, principalmente nas culturas de maior destaque econémico, como é o caso
da soja, algodao, feijdo e cana-de-actcar (SABAIANI et al, 2021). Os prejuizos ocasionados
por fitonematoides para o agronegdcio mundial ultrapassam centenas de bilhdes de ddlares por
ano (ABAD et al.,, 2008). Apenas para a cultura da soja as perdas ocasionadas por
fitonematoides e pelas doencas causadas por eles podem ultrapassar R$ 16 bilhdes ao ano (SBN,
2020).

2.2 USO DE NEMATICIDAS QUIMICOS

O uso de produtos quimicos visa ceifar o desenvolvimento de nematoides ainda em seus
estadios iniciais, proporcionando reducdo de danos causados ao sistema radicular das culturas,
essa forma de controle é muito utilizada, principalmente em paises europeus para um controle
inicial satisfatorio (MAZZETTI, 2017). Apesar disso, atualmente tem se empregado 0 uso em
larga escala e sem precedentes de nematicidas sintéticos, embora esses apresentem um baixo
grau de especificidade e um alto risco de contaminacdo de solos e fontes de &gua, podendo
apresentar riscos a saude humana e animal, além do meio ambiente. Adicionalmente, o custo
desses produtos é elevado, aumentando os custos de producdo agricola (SABAIANI et al.,
2021).

Quando utilizados nematicidas quimicos no tratamento de sementes hd um baixo
periodo de permanéncia do produto ativo, gerando um curto periodo de prote¢do, de no maximo
30 dias apds a emergéncia das plantas, na maioria dos casos (FASKE e STARR, 2006). A baixa
eficacia em nematicidas quimicos pode ser relacionada a tecnologia de aplicacdo utilizada,
variando de aplicacdo diretamente na semente quanto no sulco de semeadura, embora ndo haja
eficacia comprovada dos produtos utilizados e a tecnologia de aplicacdo recomendada (CORTE
et al., 2014). Nos ultimos anos ocorreu uma retirada de diversas moléculas nematicidas do
mercado, principalmente pela contaminacdo em alimentos e pela toxidade gerada ao homem.
Existe uma caréncia de compostos nematicidas eficientes e menos toxicos ao ambiente,
podendo esses serem derivados de fontes alternativas, como plantas e microrganismos (SILVA,
2016). Desse modo, é necessario 0 aprimoramento de pesquisas para busca de novas
alternativas eficientes no controle de fitonematoides e suprir as demandas socioeconémicas e
ambientais de sustentabilidade (SABAIANI et al., 2021).
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2.3 ALTERNATIVAS AOS NEMATICIDAS QUIMICOS

A demanda por alternativas de controle mais sustentaveis na pesquisa agricola traz o
surgimento de pesquisas para a identificacdo de principios ativos de extratos vegetais e agentes
fangicos e bacterianos, com potencial nematicida e baixa toxidade ao ambiente e 0 homem
(SABAIANI et al., 2021).

Outros métodos de controle também podem ser empregados visando reduzir 0s prejuizos
causados por esse patdgeno, como o controle cultural, que é um dos métodos mais utilizados e
que visa pelo meio de rotacdo de culturas, principalmente com o cultivo de plantas que néo
sejam hospedeiras de nematoides ou que apresentem resisténcia para a espécie que acomete a
area, além do cultivo de plantas denominadas antagonistas, que inibem a sua reproducdo, como
crotaléarias e mucunas (FERREIRA et al., 2021). Quando os fitonematoides presentes na area
sdo nematoides de galhas pode ser realizada a utilizacdo de espécies como sorgo, mamona e
cultivares de milho resistentes de modo a suprimir o desenvolvimento dos mesmos (PINHEIRO
etal., 2019).

Uma alternativa que vem cada vez mais sendo utilizada no controle de fitonematoides é
0 uso de antagonistas como rizobactérias e outros microrganismos. Com o solo em estado
propicio para o desenvolvimento de antagonistas e com 0 uso de consércios microbianos
especificos podemos ter uma diminuicdo na incidéncia de nematoides, j& que uma relacdo
positiva entre o hospedeiro e a microbiota radicular esta relacionada ao baixo desempenho dos
mesmos em infectar as plantas (TOPALOVIC et al., 2020; SILVA et al 2018). Sendo
ecologicamente sustentavel e eficiente para o controle de fitonematoides no solo, sua aplicagédo
é facil, o custo é diminuido e é ecologicamente sustentavel quando comparado a métodos usuais
de controle, como o controle quimico (BAVARESCO e ARAUJO, 2017).

Para que haja um controle eficiente nas areas afetadas, se faz necessario o uso de
manejos integrados, visando utilizar mais de uma estratégia de controle, como a rota¢éo de
culturas, uso de plantas resistentes, controle quimico e também biolégico, buscando manter os
niveis populacionais de nematoides baixos, evitando grandes danos econémicos (MAZZETTI,
2017). A primeira medida a ser tomada para reducdo dos danos causados por nematoides €
evitar a infestacdo de novas areas, isso pode ser realizado por praticas que interrompam 0s
mecanismos de dispersdo, como a desinfec¢do de maquinas utilizadas em talhdes infestados
(TORRES et al., 2017).
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Muitos compostos nematicidas utilizados atualmente sdo derivados de plantas, sendo o
uso de partes de plantas, biofumigacéo e adubacéo verde cada vez mais utilizada para o controle
de fitonematoides. No controle dos nematoides das lesdes Pratylenchuss spp. e das galhas
Meloidogyne spp., partes da planta de espécies da familia Asteraceae demonstraram efeitos
nematicidas, a incorporagéo de folhagens de Tagetes patula quando incorporada ao solo reduziu
a infestacdo em plantas suscetiveis, ainda outras plantas da familia como Artemisia spp.
demonstraram atividade nematicida, embora o uso de incorporacdo dessas plantas ao solo ndo
seja muito usual (DIAS et al., 2000; PLOEG, 2000; OKA, 2009). Culturas como mamona e
crotaléria ja& apresentaram também potencial de reducdo de nematoides no solo quando
utilizadas incorporadas ao solo infestado com fitonematoides. Orgdos dessas plantas
apresentam compostos com a¢do nematicida ou nematostatica e apresentam-se como alternativa

facil, sustentavel e benéfica para o controle de fitonematoides (SILVA, 2016).
2.4 USO DE PLANTAS COM EFEITO NEMATICIDA

O cultivo de plantas de cobertura com o intuito de reduzir a incidéncia de nematoides é
uma alternativa bastante utilizada, sendo o uso de rotacédo de culturas com plantas que produzem
compostos inconvenientes a nematoides de maior eficacia no controle (FERREIRA et al.,
2021). Normalmente sdo utilizadas plantas ndo hospedeiras com atividades antagonistas como
crotalaria, mucunas, brassicas, braquiarias e asteraceas, que também apresentam potencial uso
na adubacéo verde (MAZZETTI, 2017).

O uso de rotagdo de culturas tende a ser um eficiente método de controle de nematoides,
uma vez que as plantas intolerantes ndo possibilitem a reproducdo dos nematoides e em
contrapartida os fatores naturais de mortalidade dos mesmos acabem por reduzir a populagéo
do solo. Além disso, a incorporacédo de partes vegetais pode controlar fitonematoides, melhorar
as caracteristicas do solo e o teor de matéria organica, podendo os residuos vegetais serem
empregados na agricultura pela utilizacdo dos extratos de plantas, adubacdo verde ou
biofumigacéo (SILVA, 2016).

A incorporacao de material organico no solo ja € uma pratica utilizada para o controle
de nematoides, através da liberacdo dos compostos da decomposicéo das plantas no solo como
0 guandu e a crotalaria que ja demonstraram efeito de redugéo na populacéo de nematoides com
a sua utilizacao, assim como materiais alternativos que seriam descartados ou inutilizados como
estercos, torta de mamona, bagaco de cana e palha de café que quando incorporados ao solo

também demonstraram efeito na reducdo de nematoides (FERREIRA et al., 2021).
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H& uma grande modificacdo nas interagdes que ocorrem entre as plantas e nematoides,
0 que se modifica entre as espécies podem ser basicamente 0s compostos quimicos exudados
pelas raizes, de modo que possam ser atrativas ou ndo aos nematoides, causando maiores danos
as plantas ou entdo a diminuicdo da infestacdo no solo (WILSCHUT et al., 2017). As
substancias encontradas nas plantas e os exudados possuem uma caracteristica comum, que é a
presenca de compostos organicos volateis (COV’s), esses conhecidos por afetar diretamente as
interacdes existentes entre os organismos (COSTA et al., 2001, WILSCHUT et al., 2017).

Em muitos paises ja vem se adotando a biofumigacéo de plantas de cobertura visando a
reducdo na utilizacdo de agrotdxicos e o decréscimo da populacdo de nematoides no solo, como
no uso de espécies de brassicaceae nos cultivos de batata e tomate no continente africano
(DANEEL et al., 2018).

Ainda outros materiais subutilizados e sem valor comercial séo alternativas eficientes
no controle de nematoides, como a utilizagéo de farinhas de semente de mamé&o, sementes de
mamao, plantas medicinais por conta dos COV's emitidos em sua decomposicéo, pois apesar de
varios estudos realizados com a utilizacao de biofumigacéo ainda € pouco conhecido o potencial
de plantas alternativas e pouco utilizadas como as plantas medicinais e daninhas (GOMES et
al., 2020; SILVA et al., 2020).

A composi¢do quimica das plantas daninhas ainda é pouco estudada, e muitos
compostos presentes em seus volatilomas sdo pouco conhecidos, a identificacdo de compostos
presentes nas plantas com capacidade nematicida auxilia no entendimento de como ocorre o
antagonismo que as plantas causam aos nematoides, uma vez que apresentam grande potencial
de serem utilizados como biofumigantes em areas em que ha infestacdes de fitonematoides e
também na prospeccéo de novas moléculas nematicidas (MOREIRA et al., 2015; ROCHA et
al., 2012; GOMES et al., 2020, SILVA et al., 2019).

2.5 COMPOSTOS ORGANICOS VOLATEIS EMITIDOS POR PLANTAS TOXICOS A
FITOENATOIDES

Compostos como glucosinolatos sdo metabolitos secundarios emitidos em algumas
espécies de plantas, esses contendo em sua composicdo enxofre e nitrogénio, que ao serem
decompostos geram isotiocianatos que possuem evidencias de seus efeitos fungicidas e
nematicidas (SANTOS et al., 2021). Dentre os compostos produzidos na decomposicdo de
materiais 0s COVs sdo 0s compostos que contem poucos a&tomos de carbono e alta presséo de

vapor, com capacidade de atravessar livremente membranas e que na auséncia de uma barreira
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de difusdo séo liberados no solo ou atmosfera. Varios COVs estdo presentes nas plantas e sdo
resultados do metabdlito secundérios desses materiais (SILVA, 2016; BRENNAN et al., 2020).

A maioria dos estudos sobre COVs se concentra na sua producdo por plantas na
biofumigacdo, principalmente com as brasicas (OKA, 2009). Nos ultimos anos COVs com
potencial toxico a nematoides vém sendo estudados em diferentes espécies vegetais,
principalmente por técnicas de cromatografia gasosa e espectrometria em massa. Muitos COVs
ja foram caracterizados na emissdo de diversos 0rgaos vegetais com alto efeito nematicida,
estudos realizados por Barros (2014) comprovaram a eficiéncia de COVs emitidos de
macerados de neem e mostarda na reducdo de nematoides e ovos, em ambiente vedado. De
acordo com Gomes (2020), COVs emitidos de residuos de sementes de mamado também
apresentaram potencial nematdxico e reducdo de nematoides de galhas em experimento.
Experimento realizado por Silva (2016) concluiu que o uso de COVs emitidos de brocolis e
girassol apresentaram efeito toxico a nematoides e o uso de etanol causou alta mortalidade de
nematoides em testes in vitro.

Atualmente, praticas mais sustentaveis vém surgindo de modo a serem utilizadas no
combate aos patdgenos de plantas nas areas de producdo agricola e também plantas com
potencial antagdnico vem cada vez mais sendo incorporadas aos manejos de populacdes de
nematoides (ZHAN et al. 2015; SILVA et al., 2018). O aproveitamento de recursos e residuos
gerados da industria na agricultura se mostra uma alternativa ecologicamente correta e
economicamente rentavel no manejo de nematoides, além disso, 0os compostos volateis emitidos
por muitas plantas que podem ser aplicados ao controle de nematoides tem sido determinado
nos ultimos anos, evidenciando que a utilizacdo de compostos ainda desconhecidos pode
resultar em uma futura utilizagdo como nematicidas comerciais (GOMES et al, 2020; SILVA
et al., 2020). Os COVs emitidos por essas plantas quando aplicadas no solo podem ficar retidos
nas dguas contidas nos poros do solo e alcancarem os juvenis de fitonematoides (BARROS et
al., 2014). Esses materiais utilizados devem ser viaveis em quantidades aplicaveis no campo

ou, ainda, podem servir para a prospec¢do de moléculas nematicidas (SILVA et al., 2018).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 OBTENCAO DE Meloidogyne javanica

Para a montagem dos experimentos foram utilizados juvenis do segundo estadio (J2) e
ovos da espécie M. javanica. Os nematoides foram obtidos de plantas de tomate inoculadas
com uma populagéo pura identificada por eletroforese e mantidas em casa de vegetacdo no
Departamento de Defesa Fitossanitaria da UFSM. Os ovos foram extraidos das raizes pela
técnica de Boneti e Ferraz (1981) e os J2 obtidos dos J2 eclodidos em camaras de eclosdo por
decantacdo em peneiras de 500 mesh. Para 0s experimentos, os J2 eclodidos apds as primeiras
24h foram descartados e somente utilizados os J2 eclodidos a partir dai, com no maximo 24h
de idade.

3.2 OBTENCAO DO MATERIAL VEGETAL

Os materiais vegetais foram coletados a campo em areas de cultivo de soja na UFSM.
As espécies utilizadas foram plantas consideradas daninhas ou invasoras ndo hospedeiras ou
hospedeiras ruins de Meloidogyne spp. e difundidas na regido Sul do Brasil ou ainda, plantas
com a presenca de grupos quimicos ja descrito com efeito toxico a nematoides ou outros
organismos (BELLE et al., 2019; DENG et al., 2022; BARROS, 2014). Foram utilizadas folhas
de guaco (Mikania cordifolia), maria pretinha (Solanum americanum), corda de viola (Ipomoea
purpurea), nabo forrageiro (Raphanus sativus), nabica (Raphanus raphanistrum), leiteiro
(Euphorbia heterophylla), carqueja (Baccharis trimera), joa (Solanum sisymbriifolium), joa
bravo (Solanum viarum), rabo de burro (Andropogon bicornis), poaia branca (Richardia
brasiliensis), ervilhaca (Vicia sativa), caruru (Amaranthus viridis), assa peixe (Vernonia
polyanthes), picdo branco (Galinsoga parviflora), flor roxa (Echium plantagineum L.), serralha
(Sonchus oleraceus) e assa peixe branco (Vernonia polysphaeria) identificadas pela sua
morfologia. As folhas das espécies foram coletadas em épocas préximas a floragdo, onde
geralmente é considerado o limite de dessecacédo para que nao se formem bancos de sementes
e imediatamente levadas para o laboratorio, esterilizadas superficialmente em solugdo aquosa
de hipoclorito de sédio (1%) por 30 segundos. Logo ap6s as folhas foram triplamente lavadas

em agua destilada e secas em papel toalha. Em seguida, o material vegetal foi macerado
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manualmente em almofariz até a obtencdo do macerado vegetal homogéneo que foi utilizado

nos experimentos na sequéncia.

3.3 SCREENING DAS PLANTAS PELOS EFEITOS TOXICOS A Meloidogyne javanica

As folhas de cada espécie vegetal foram avaliadas quanto ao efeito direto dos extratos
aquosos ou pela emissdo de COVs. Para preparo dos extratos aquosos 4g de cada material foi
levado para liquidificador junto a 100 mL de agua destilada (4% m.v.). Em seguida, 1 ml do
extrato foi transferido para um microtubo junto a 1 mL de suspensdo aquosa contendo
aproximadamente 150 J2, resultando em metade da concentracédo inicial do material vegetal
(4% m.v). Como controle foi utilizada somente agua destilada (0% m.v). Ap6s 24 horas de
exposicdo dos J2 aos extratos, foi realizada a verificacdo da imobilidade e mortalidade dos J2,
onde a solugdo contida no microtubo com nematoides foi depositada em uma microplaca de
microtitulacdo do tipo Elisa e foram contabilizados os nematoides vivos, iméveis e mortos. Para
verificacdo do efeito dos COVs foi utilizada a técnica da placa bipartida (BARROS et al., 2014;
TERRA et al., 2017; SILVA et al., 2018). Um dos lados da placa bipartida recebeu 5¢g de cada
material vegetal macerado e no compartimento vizinho, 2 ml de uma suspensdo aquosa
contendo aproximadamente 200 J2 de M. javanica. Em seguida as placas foram fechadas e
vedadas com filme plastico e mantidas em uma temperatura controlada de 25°C por 48 horas.
Como controle utilizou-se somente dgua destilada em um compartimento e a suspensao de J2
no outro. A mobilidade e mortalidade dos J2 foram avaliadas de acordo com a metodologia do
NaOH proposta por Chen e Dickson (2000) em placa elisa sob um microscopio dptico invertido

e posteriormente o percentual de J2 imoéveis e mortos foi calculado.

3.4 TOXICIDADE DOS EXTRATOS E COVS DE PLANTAS EM OVOS DE Meloidogyne

javanica.

A partir do screening do item 3.3, as plantas que apresentaram maior efeito toxico contra
0s J2 tanto na solugdo aquosa e nas placas bipartidas foram testadas para verificagdo quanto a
eclosdo dos J2 dos ovos. Foram testados o efeito direto dos extratos em microtubo e o efeito
dos COVs na placa bipartida como descrito no item anterior (3.3). No entanto, no contato direto
com o extrato das plantas, 300 ovos de M. javanica em 1mL de dgua destilada foram misturados
ao extrato na concentragéo final de 4% (8 g em 100 ml). Para avaliacdo dos COVs, uma a

suspensdo 300 ovos de M. javanica foi colocada em um compartimento da placa bipartida e 4
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g do material vegetal foi adicionado no outro. Apos a aplicacdo dos macerados nos ovos, as
placas ou os microtubos foram alocados em camara de crescimento a 25°C por 3 dias. Em
seguida, os ovos foram removidos, lavados em agua destilada sobre uma peneira de 500 mesh
e colocados em uma cadmara de eclosdo contendo um tecido de abertura de 500 mesh. A cada
24h, durante 10 dias, a agua de cada camara foi trocada e foram estimados o numero de J2
eclodidos. No 10° dia todos os valores foram somados para determinar o total de J2 eclodidos.

35 BIOFUMIGACAO COM MATERIAL VEGETAL EM DIFERENTES
CONCENTRACOES

As plantas selecionadas foram utilizadas na verificacdo do potencial de biofumigacéo
no solo contra fitonematoides. A montagem do experimento de biofumigacdo seguiu 0s
procedimentos realizados em trabalhos anteriores (BARROS et al., 2014; SILVA et al., 2018;
GOMES et al., 2020). Desse modo, foi utilizado um substrato comercial a base de casca de
pinus da marca Mec plant, que foi misturado aos macerados de plantas em sacos plasticos,
obtendo-se misturas nas concentracfes de 0,0% (controle), 1,0%, 2,0%, 4,0% ou 8,0% de
macerados. Posteriormente uma solucéo cerca de 3.000 ovos de nematoides M. javanica foram
adicionados a mistura em cada saco. O contedo dos sacos foi homogeneizado e a mistura de
ovos, substrato e material vegetal depositada em copos plasticos de 300 ml, sendo copos sem
macerados o controle negativo (0,0%). Os copos foram vedados com filme plastico PVC para
retencdo dos COVs e biofumigacdo. Para a verificacdo do efeito dos COVs isolados de outros
compostos, um microtubo de 1,5 ml foi aterrado no centro do copo (LOPEZ et al., 2017). Ap6s
3 dias, uma suspensao contendo aproximadamente 150 J2 de M. javanica foi injetada dentro do
microtubo com o auxilio de uma seringa, onde permaneceram expostos aos COVSs por 48 horas.
Logo apds a remocdo da seringa o orificio no filme PVC foi tapado com fita adesiva evitando
aperda do COVs. Apos 24h houve a remogdo dos J2 do microtubo e foi estimada a porcentagem
de moveis, imdveis e mortos em microscopio 6tico pela técnica de Chen e Dickson (2000).
Junto a retirada do microtubo foi removido o filme de PVC dos copos e 0s mesmos receberam
uma muda de tomateiro (cv. Santa Clara) com 20 dias de idade. As mudas foram mantidas em
casa de vegetacdo por 60 dias. As mudas foram irrigadas diariamente conforme necessidade
(TERRA et al., 2017). Nao foram realizadas adubac¢bes ou demais praticas culturais que
pudessem intervir no experimento. Ao final do periodo, as raizes foram removidas do substrato,

lavadas, pesadas e o numero de galhas foi estimado por grama de raiz. Posteriormente extraiu-
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se 0s ovos pela técnica de Boneti e Feraz (1981) e o numero de ovos foi estimado em
microscopio Optico em cAmara de Peters e dividido por grama de raiz.

3.6 IDENTIFICACOES DOS VOLATILOMAS POR CROMATOGRAFIA GASOSA
(GCIMS)

Foram preparadas amostras das duas espécies de plantas selecionadas aos nematoides nos
experimentos anteriores. Quatro gramas dos macerados vegetais foram inseridos em frascos
para cromatografia de 20 ml, que foram mantidos por trés dias vedados para que se
concentrassem os COVs emitidos pelos macerados. Duas repeti¢cbes foram feitas para cada
espécie vegetal. Foram estabelecidos os pardmetros para a microextracdo em fase soélida
(SPME) no modo headspace (ARTHUR e PAWLISZYN, 1990). A identificacdo dos COVs foi
feita pela comparacdo dos espectros de massas dos picos das amostras com espectros da
biblioteca NIST pelo programa Mass Spectral Search Program v. 1.7 (NIST, Washington - DC,
USA) e pela comparacdo entre os indices de retencdo obtidos experimentalmente (RI Exp.) com
os indices de retencdo da literatura (RI Lit.) (NIST, 2013). Para a comparacao entre 0s espectros
de massas foram apenas considerados picos em gque haja uma similaridade maior que 80% entre
0s espectros. Os indices de retencdo experimentais foram obtidos através da injecdo de uma
série homologa de alcanos.

3.7 ESTATISTICA

Todos os experimentos foram realizados duas vezes, com exce¢do da cromatografia
gasosa que foi realizada em duplicata. Foi utilizado um delineamento experimental inteiramente
casualizado com cinco repeti¢fes por tratamento. Os experimentos foram analisados em fatorial
por andlise de variancia (experimentol X experimento 2) e quando ndo houve diferenca
significativa, foi realizada andlise conjunta. Os dados foram submetidos a analises de
normalidade de residuos (Shapiro-Wilk) e homogeneidade de variancias (Bartlett). Em todos
os experimentos foi realizada a analise de variancia. Os tratamentos com mdltiplas espécies e
quantidades de material vegetal foi feita uma analise bifatorial (espécie vegetal x quantidade)
de material vegetal. As médias das variaveis para cada tratamento foram comparadas pelo teste
de Tukey com P<0,05. Para anélise de dados quantitativos de concentracdo os modelos de

regress@o foram escolhidos pelo melhor ajustamento.
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4 RESULTADOS

4.1 SCREENING DAS PLANTAS DANINHAS

Todas as plantas testadas no screening apresentaram diferenca significativa em relacédo
ao controle (P<0,01), (Figura 1), onde as plantas causadoras de maior mortalidade aos
nematoides expostos aos COVs foram: guaco (Mikania cordifolia), corda de viola (Ipomoea
purpurea), assa peixe branco (Vernonia polysphaeria) e joa bravo (Solanum viarum) com
mortalidade de mais de 90%. Todas as plantas apresentaram porcentagens de imobilidade
semelhante a mortalidade. J& no contato direto dos extratos de plantas as que apresentaram
maior mortalidade foram guaco (Mikania cordifolia), jod bravo (Solanum viarum), maria
pretinha (Solanum americanum) e nabica (Raphanus raphanistrum) apresentando mortalidade
também maior que 90%. Diante desses resultados foram selecionadas as plantas de guaco

(Mikania cordifolia) e joa bravo (Solanum viarum) para continuidade dos experimentos.

Figura 1 - Screening de macerado de planta daninhas pela mortalidade de juvenis de segundo estadio (J2) de M.
javanica. A:J2 expostos aos compostos organicos volateis emitidos pelos macerados. B: J2 aplicados diretamente
nos extratos aquosos de cada planta. Letras diferentes entre os tratamentos indicam que houve diferenca
significativa pelo teste de Tukey (P<0,05). As barras indicam o erro padrdo da média. Os resultados representam

a andlise conjunta de dois experimentos.
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4.2 EFEITO DOS EXTRATOS AQUOSOS E COMPOSTOS ORGANICOS VOLATEIS
NOS OVOS DE Meloidogyne javanica

Apds a selecdo das plantas foram realizados os testes de toxidade em ovos de M.
javanica com os COVs e contato direto com extratos aquosos. Ambas as espécies inibiram
significativamente a eclosdo em relagéo ao controle (P<0.01) (Figura 2). S. viarum, se destacou
em um experimento (Figura 2A) apresentando 70% de inibicdo da ecloséo de J2 dos ovos em
relacdo ao controle, tanto pela emissdo de COVs quanto pelo contato com o extrato. Ja a M.
cordifolia reduziu em cerca de 35% a eclosdo comparada ao controle tanto em COVs quanto
em contato com o extrato. Na repeticdo do experimento (Figura 2B) ambas as plantas reduziram
cerca de 65% a eclosdo em relacdo ao controle com agua, tanto no extrato quanto pelo contato
com COVs.

Figura 2 - Ecloséo de juvenis de segundo estadio (J2) de M. javanica expostos aos compostos organicos volateis
(COVs) e extratos aquosos de plantas feitos independentemente. A: Experimento 1; B: Experimento 2. Letras
diferentes entre os tratamentos indicam que houve diferenca significativa pelo teste de Tukey (p<0,05). As barras

indicam o erro padrdo da média.
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4.3 EFEITO DA BIOFUMIGACAO DO SOLO COM Mikania cordifolia E Solanum viarum
EM Meloidogyne javanica EM TOMATEIROS

Avaliando-se a mortalidade dos J2 de M. javanica em microtubos expostos aos COVs
de M. cordifolia e S. viarum, houve efeito significativo (P<0,01) (Figura 3). O aumento da
concentracdo de M. cordifolia até 8% do macerado, chegou a causar 100% de mortalidade de
J2 em ambos o0s experimentos. No entanto, a mortalidade de S. viarum chegou a 40% e 80% no
primeiro e segundo experimento respectivamente. Ambas as espécies ja causaram mortalidade

significativa a partir de 1% de macerado no substrato em relacdo a concentracao 0%.

Figura 3 - Mortalidade de juvenis de segundo estadio de Meloidogyne javanica, contidos em microtubos
expostos aos compostos organicos volateis emitidos por diferentes concentracdes de macerados de folhas de
guaco (Mikania cordifolia) e joa bravo (Solanum viarum) incorporados ao substrato em copos fechados,
simulando o processo de biofumigacéo. A: experimento 1. B: experimento 2. As barras indicam o erro padréo da

média.
A Experimento 1 B Experimento 2
[ ] Mikania cordifolia
y = -2.67 + 15.18x%-5
100 - (R? = 0.93; P<0.01) 100 A o)
O Solanum viarum § _________
——— y=912+3316x"5 o - -
80 1 (R? = 0.94; P<0.01) b~
e <3
S S /
. o /
(V] - 60 Mikania cordifolia
E g y =6.07 + 31.22x%-5
S % (R? = 0.80; P=0.03)
g ‘g A (o] Solanum viarum
o s ——— y=8975-97.77¢X
= 20 4 (R? = 0.90; P<0.01)
/
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 0 1 2 3 4 5 6 7 8
i : o
Material vegetal (%) Material vegetal (%)

Fonte: Proprio autor.

Ambas as espécies de plantas reduziram significativamente o numero de galhas em
raizes de tomateiro nos dois experimentos (P<0,01). Com a aplicagdo de 1% de macerado
vegetal a reducdo foi no minimo de 55% em relacdo ao controle para as duas espécies vegetais.
O aumento da concentracéo a partir dai, ndo reduziu significativamente o nimero de galhas em
pelo menos um dos experimentos. O nimero de ovos também apresentou uma diminuigao

significativa com o aumento da quantidade dos macerados (P<0,01). No primeiro experimento
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a reducdo das duas espécies foi de cerca de 50%, ja na concentragdo de 1% de macerado (Figura

4a). Enquanto que na segunda repeticao a reducdo foi de 68% ja na concentracdo de 1% (Figura

4b). Apesar de a reducéo ter alcancado até 80% dependendo da espécie vegetal, em pelo menos

um dos experimentos a aumento da concentracdo nao foi significativo.

Figura 4 - Infectividade e reprodugéo de Meloidogyne javanica em tomateiro cultivado em substrato

biofumigado com as diferentes quantidades de macerados de folhas de guaco (Mikania cordifolia) e joa bravo

(Solanum viarum). A: Galhas por grama de raiz. B: ovos por grama de raiz. Os experimentos foram realizados e

analisados independentemente. As barras indicam o erro padrdo da média.

A

120

Experimento 1

[ ] Mikania cordifolia
1 y = 83.77 - 25.56%-5
100 § (R? = 0.80; P<0.01)
g (0] Solanum viarum
; 80 A\ ——— y=890.59-26.22x%5
o % (R? = 0.81; P<0.01)
b
> 1
»
©
< 40
©
(O]
20
0 ’ .
0 1 2 3 4 5 6 7 8

Material vegetal (%)

3000
i °

Mikania cordifolia

y=17.22-0.86e*
—_— (R? = 0.83; P<0.01)
N O Solanum viarum
© ———  y=2892.9.645.1x%"5
L 2000 4 (R? = 0.94; P=0.01)
-
1
o
1500 - ®
g he
~
~
~
o ~ . \"
1000 C
500 .
0 1 2 3 4 5 6 7 8

Material vegetal (%)

Ovos.g"| de raiz

Experimento 2

250

[ ] Mikania cordifolia
o y=46.44 + 144.4e7%
(o (R? = 0.85; P=0.02)
% ) (o] Solanum viarum
; \\ ——— y=176.3-54.33%05
o 150 (R? = 0.80; P=0.04)
-
L
o
g 100
=
©
(&)
50 -
0 . .
0 1 2 3 4 5 6 7 8
Material vegetal (%)
{460 (g o Mikania cordifolia
y = 2392.26 + 1168.4e™
12000 1 (R? = 0.90; P<0.01)
Solanum viarum
10000 - y = 89.59 - 26.22x%-5
(R? = 0.81; P<0.01)
8000 |
6000 |
4000 -
2000 | . i
T T T Ta
0 - T
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9

Material vegetal (%)

Fonte: Proprio autor.



28

44 IDENTIFICACAO DOS COMPOSTOS ORGANICOS VOLATEIS POR
CROMATOGRAFIA GASOSA

Foram identificados 43 e 16 compostos volateis emitidos pelos macerados de folhas de
guaco M. cordifoliae S. viarum, respectivamente (Tabela 1). Ndo houveram compostos comuns
detectados em ambas as espécies. Os compostos presentes nas amostras foram identificados
com “+” ¢ quando 0 composto obteve picos com maior intensidade recebeu a identificacdo
“++”, Em M. cordifolia foram identificadas maior niUmero de compostos do grupo dos terpenos.
Em S. viarum foram identificados compostos do grupo dos terpenos, &lcoois, &cidos
carboxilicos, fenol, aldeidos e éter. Os compostos que apresentaram maiores intensidades em
M. cordifolia foram: B-Pineno, p-Cimeno, Biciclogermacreno e Transcariofileno dos grupos
dos terpenos. Para S. viarum os compostos de maior intensidade foram Salicilato de Metila,

Eugenol e Pentadecanal dos grupos dos acidos carboxilicos e aldeidos, respectivamente.

Tabela 1- Volatilomas de macerados de folhas de joé bravo (Solanum viarum) e guaco (Mikania cordifolia)

identificados por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas.

Solanum Mikania Calc. Ref. Sim.

Compostos viarum  cordifolia  RI? RIP %°
Terpenos
Eucaliptol + 957 - -
Mentol + 1155 1161 99,48
B-Ciclocitral + 1201 1217 98,67
TransBloneno + 1481 1487 99,59
d-Cadineno + 1516 1522 99,6
Fitano + 1464 - -
B-Pineno ++ 844 - -
Mirceno + 904 - -
Felandreno + 915 - -
p-Cimeno ++ 958 992 96,45
B-Felandreno + 960 990 96,88

Limoneno + 961 995 96,46



-Ocimeno
I'-Terpineno
a-Terpinoleno
4- Terpineol
d-Elemeno
a-Cubebeno
Ciclosativeno
a-Ylangeno
a-Copaeno

-Bourboneno

Triciclo[4.4.0.0(2,7)]Dec-3-Ene,

1,3-Dimetil-8-(1-Metiletil)
Estereoisdbmero

Isoledeno

B-Elemeno
TransCariofileno
-Cubebeno
Aromadendreno
a-Guaieno

Aristolen

a-Humuleno

Alo Aromadreno
Biciclo[4.4.0]Dec-1-En, 2-
Isopropil-5-Metil-9-Metileno
d - Germacreno

Biciclogermacreno

o- Germacreno
o-Cadineno

a-Cadineno

1005
1011
1047
1154
1326
1340
1352
1359
1364
1371

1375

1379
1382
1401
1413
1422
1427
1432
1437
1445

1449

1468
1484

1490
1514
1527

1023
1030
1063
1174
1335
1345
1357
1373
1374
1387

1373

1374
1389
1417
1387
1439
1437
1428
1452
1458

1503

1480
1500

1508
1522
1537

98,21
98,12
98,47
98,26
99,32
99,62
99,63
98,97
99,26
98,83

99,85

99,63
99,49
98,86
98,16
98,80
99,30
99,72
98,95
99,10

96,27

99,18
98,92
98,79
99,47
99,34
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-Germacreno + 1542 1559 98,89

Oxido de Cariofileno + 1568 1582 99,10

Torreyol + 1659 1644 99,09

a-Eudesmol + 1669 1652 98,98

T-Muurolol + 1672 1652 98,80
Alcoois

B-Eudesmol + 1666 1649 98,98

Pentadecanol + 1787 1773 99,22

Tetradecanol + 1693 - -
Fenois

Eugenol ++ 1361 1356 99,63

Acido carboxilico
Salicilato de Etila + 1258 1266 99,36
Salicilato de Metila ++ 1178 1190 98,98
Aldeidos

Tetradecanal + 1631 1611 98,77

Octadecenal + 1698 - -

Pentadecanal ++ 1723 1711 99,30

Benzeno acetaldeido + 990 - -
Eteres

Eter Dioctil + 1685 - -
Outros

1-1sopropil-4-Metil-7-Metileno-

1,2,3,4,4a,5,6,7-Octahidronaftaleno v tarr 1465 9918

Acido 2-(16-acetoxi-4,8,10,14-

tetrametil3,11-

Dioxohexadecahidrociclopenta[A]f + 1566 1577 99,29

enantren-17-ilideno)-6-metil-hept-

5-enoico, ester metilico

Cadina-1,4-Diene<Trans- + 1521 1533 99,21

30
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1-Undeceno + 1062 1087 97,64

Hidrato Trans Sabineno + 1022 - -

2qindices de retencéo calculados por injegdo de uma série homaéloga de alcanos. Pindices de retencéo de acordo com
a literatura (ADAMS, 2007; NIST, 2013).°Similaridade entre o espectro de massas do pico e 0 espectro de massas
da biblioteca (NIST, 2013). Os "+" representam presenca do composto, enquanto "++" representa composto com
pico de alta intensidade no cromatograma.

Fonte: Proprio autor.

5 DISCUSSAO

O uso de plantas antagbnicas como aliadas no manejo de fitonematoides pode
representar uma tatica sustentavel e eficiente quando incorporadas ao solo (OKA, 2009),
principalmente no caso de plantas invasoras ou ndo comerciais. Todas as plantas utilizadas neste
trabalho apresentaram toxicidade a M. javanica, tanto pela avaliagdo do contato direto com
extrato aquoso quanto aos COVs, indicando potencial antagonista destes materiais e a
importancia do screening na prospeccdo de novas alternativas para incorporacdo e
biofumigacdo do solo (BARROS et al., 2014; SILVA et al., 2019). Apos a selecdo das espécies
M. cordifolia e S. viarum verificou-se a eficiéncia ovicida de cada um dos macerados e COVs
emitidos sobre os ovos e também na reducdo da infectividade e reproducdo de M. javanica,
reforcando o potencial uso dessas plantas, que mostraram uma variedade de grupos quimicos
na emissao de COVSs. Apesar de trabalhos mostrarem o efeito toxico de COVs em nematoides
das galhas, poucos focaram na espécie M. javanica (DENG et al., 2022).

Muitos dos géneros ou familias vegetais estudadas neste trabalho apresentam
representantes no controle de fitonematoides (BRENNAN et al., 2020). Dessa maneira, plantas
consideradas invasoras ou daninhas podem ser utilizadas no manejo de fitonematoides pela
facilidade de ocorréncia e distribuicdo expansiva em areas agricolas (MONACO et al., 2009).
As espécies M. cordifolia e S. viarum mostraram efeito altamente toxico e sdo amplamente
distribuidas na regido sul do Brasil com baixa hospedabilidade a M. javanica (LOPES et al.,
2019; MONACO et al., 2009). Apesar das plantas terem demonstrado efeito toxico a outros
organismos e serem até mesmo consideradas medicinais (ARAUJO et al., 2020), este trabalho
mostra pela primeira vez os extratos e COVs emitidos pelas espécies daninhas causando alta
mortalidade em nematoides das galhas. Além de causar mortalidade proxima a 100% nos J2 de
M. javanica, o extrato aquoso e COVs de M. cordifolia e S. viarum reduziram mais de 60% a
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ecloséo dos J2 nos ovos em pelo menos um dos experimentos, onde S. viarum apresentou maior
toxicidade. A reducdo na eclosdo pelos efeitos toxicos de extratos e COVs de plantas pode
refletir na reducéo de novos indculos para plantas hospedeiras, indicando maior possibilidade
de eficiéncia na biofumigacdo (BARROS et al., 2014; LOPEZ et al., 2017). No solo, os
nematoides irdo mover-se pelos poros contendo dgua e compostos que se diluem em agua, como
no extrato aquoso, ou composto menores, como COVs que alcangam mais facilmente os J2 e
ovos (TERRA et al., 2017; SILVA et al., 2018). Por isso, extratos aquosos de espécies vegetais
com alto efeito toxico representam eficientes alternativas para aplicacdo e avaliacdo de
possiveis antagbnicas para incorporacao no solo.

A biofumigacdo com os macerados vegetais apresentou eficacia na reducdo de galhas e
de ovos, demonstrando efeito das plantas na infectividade e reproducdo do nematoide. Pelo
aumento da concentracdo dos macerados de plantas no substrato, houve maior efeito dos COVs
nos J2 de M. javanica, demonstrando uma correlagdo no potencial nematicida dos COVs
emitidos nos macerados como ja verificado em outras espécies vegetais (SILVA et al., 2018,
SILVA et al., 2019, GOMES, 2021). Apesar do aumento na quantidade de material vegetal, o
uso de somente 1,0 % ja apresentou alto efeito toxico de ambas as plantas em todos os
experimentos avaliados. Essa quantidade representa cerca de 14 ton.ha, menor que outras
espécies consideradas para o controle de nematoide das galhas (GOMES et al., 2018, SILVA
et al., 2018). O grupo mais recomendado para biofumigacdo seria das brassicas, onde parte do
material é utilizado pela emisséo de glicosinolatos e isotiocianatos (BRENNAN et al., 2020;
SILVA, 2016). A recomendacdo para brassicas chega a 50 ton.ha (PLOEG et al., 2001), cerca
de 4 vezes mais que os valores de M. cordifolia e S. viarum deste trabalho. Como as plantas
utilizadas aqui s@o consideradas invasoras e geralmente eliminadas pelo uso de herbicidas ou
mecanicamente, o valor de 14 ton.ha™ de parte aérea incorporada pode representar algo viavel
em areas altamente infestadas com o nematoide. Além disso, a biofumigacdo com cobertura
plastica sobre o solo, acaba por auxiliar na retencdo dos volateis emitidos dos macerados no
solo potencializando a supressdo dos nematoides (SILVA, 2018; TERRA et al., 2017; OKA.,
2009, NEVES et al., 2007).

Os volatilomas de M. cordifolia e S. viarum apresentaram diversidade nos grupos de
COVs identificados. O volatiloma de M. cordifolia apresentou maior nimero de terpenos com
alta intensidade dos picos. Muitos terpenos ja possuem agdo reconhecida como nematicidas,
podendo ser relacionada a efeitos sobre a permeabilidade de membrana e danos em organelas
(BORGES, 2017; GORDIM, 2019). Terpenos como limoneno, B-pineno, p-Cimeno,

identificados no volatiloma de M. cordifolia e eucaliptol e mentol encontrados em S. viarum ja
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foram relatados com acdo nematicida ou repelentes a fitonematoides (NTALLI et al., 2010,
ARDAKANI e HOSSEININEJAD, 2022, DENG et al., 2022; LI et al., 2020). No entanto,
outros terpenos como Biciclogermacreno e Transcariofileno encontrados em M. cordifolia com
alta intensidade foram identificados em O&leos ou plantas com relatos de nematicidas
(KALAISELVI et al., 2019; OKA et al., 2000) e representam compostos de potencial estudo
contra M. javanica. Outros compostos de menor intensidade detectados no volatiloma de M.
cordifolia apresentam potencial uso pela deteccdo em materiais toxicos a fitonematoides
(LAQUALE et al., 2015; KEERTHIRAJ et al., 2021)

No volatiloma de S. viarum foram encontrados menos terpenos, mas compostos de
outros grupos quimicos apresentaram maior numero como acidos carboxilicos, fenol e aldeidos.
Compostos com maior intensidade encontrados em S. viarum foram salicilato de metila e
eugenol, ambos ja relatados como toxico a espécies de Meloidogyne spp. (KIHICA et al., 2017;
LI et al., 2013, DENG et al., 2022). No entanto compostos com menor intensidade como
pentadecanal, encontrado também em extratos de S. tuberosum apresentam potencial
nematicida (FARIA et al., 2014; NTALLI et al., 2010; SAINZ et al., 2019; TADIGIRI et al.,
2020; CABONI et al., 2013; SILVA et al., 2019; ELTZ, 2021).

Dessa maneira, podemos afirmar que 0s compostos ja caracterizados como téxicos a
espécies de Meloidogyne podem estar fortemente envolvidos no controle de M. javanica pela
incorporacdo de M. cordifolia e S. viarum na biofumigacdo e varios compostos podem estar
envolvidos com os efeitos nematicidas em M. javanica. Estudos mais aprofundados com os
compostos B-pineno, Cimeno, Biciclogermacreno, Transcariofileno, salicilato de metila,
eugenol e Pentadecanal com potencial nematicida devem ser realizados na tentativa de
prospectar novos compostos nematicidas analogos aos emitidos por plantas como ja realizados
em varios grupos vegetais (SILVA et al., 2018; GOMES et al., 2020; DENG et al., 2022).
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6 CONCLUSOES

Os macerados de folhas e os COVs emitidos das plantas daninhas avaliadas apresentam
atividade toxica a M. javanica com destaque para S. viarum e M. cordifolia com alto efeito
toxico tanto a J2 quanto aos ovos do nematoide. Consequentemente, a biofumigacdo com S.
viarum e M. cordifolia reduziu a infectividade e reproducdo dos nematoides com uma alta
eficiéncia na concentracdo de 1,0 % (m/m) no substrato. Os volatilomas de S. viarume M.
cordifolia mostraram 43 e 16 compostos, respectivamente com muitos COVSs ja descritos como
toxicos a Meloidogyne spp. como B-Pineno, Cimeno, Biciclogermacreno, Transcariofileno,

Salicilato de Metila, Eugenol e Pentadecanal demonstrando potencial nematicida a M. javanica.
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