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RESUMO

O nematoide de galhas, Meloidogyne javanica, constitui-se num dos principais patégenos de diversas
culturas agrondmicas. O emprego de plantas nativas do Cerrado com propriedades nematicidas para o
controle de fitonematoides apresenta-se como uma alternativa de controle. Assim, objetivou-se avaliar o
efeito do extrato metandlico de sucupira (Pterodon emarginatus) sobre eclosdo de juvenis de segundo
estadio (J2) de M. javanica. O ensaio foi instalado em delineamento inteiramente casualizado, com seis
repeticdes, onde os tratamentos foram constituidos das seguintes concentragdes do extrato de sucupira: 0;
12,5; 25; 50 e 100 mg L* e no tratamento controle acrescentou-se apenas agua deionizada. Em tubos de
ensaio foram adicionados uma suspencdo de 1 mL contendo 200 ovos do nematoide e, em seguida,
adicionou-se 1,5 mL de solugdo do extrato de sucupira nas respectivas concentraces. Os tubos de ensaio
foram fechados com camada dupla de lengo de papel permeavel e mantidos no escuro em incubadora do
tipo B.O. D. a 25 °C. A avaliacdo da taxa de ecloséo dos J2 foi realizada ap6s 168 h apés a instalacdo do
experimento. Os dados foram avaliados mediante analise qualitativa e quantitativa a 5% de probabilidade,
utilizando o software Sisvar. O extrato de sucupira apresentou efeito positivo na inibicdo da eclosdo do
nematoide, onde verificou-se que em todas as concentracdes houve a inibicao da ecloséo dos J2. Os maiores
indices de controle ocorreram nas concentragdes de 50 e 100 mg L™, respectivamente, alcancando uma taxa
de inibicdo de 80 % da eclosdo dos J2, na maior concentracdo. Com base nos resultados, foi possivel
verificar que o extrato metanoélico de sucupira possui um grande potencial para o controle de M. javanica.
Novos estudos in vivo fazem-se necessario para a comprovacao a efetividade deste composto no controle
de M. javanica.

Palavras-chave: Nematoides de galhas; nativa do Cerrado; metabdlitos secundarios.

ABSTRACT

The root-knot nematode, Meloidogyne javanica, is one of the main pathogens of several agronomic crops.
The use of native Cerrado plants with nematicidal properties for the control of phytonematodes is presented
as an alternative control. Thus, the objective was to evaluate, in vitro, the effect of sucupira (Pterodon
emarginatus) methanolic extract on the hatching of M. javanica second-stage juveniles (J2). The
experiment was carried out in a completely randomized design, with six replications, where the treatments
consisted of the following concentrations of sucupira extract: 0; 12.5; 25; 50 and 100 mg L-1 and in the
control treatment, deionized water was added. In test tubes, a suspension of 1 mL containing 200 eggs of
the nematode was separately added and then 1.5 mL of solution of the botanical extract in the respective
concentrations was added. The test tubes were closed with a double layer of permeable tissue and kept in
the dark in a B.O. D. at 25°C. The evaluation of the J2 hatching rate was performed after 168 h after the
experiment was set up. Data were evaluated through qualitative and quantitative analysis at 5% probability,
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using Sisvar software. The sucupira extract had a positive effect on the inhibition of hatching, where it was
found that in all concentrations there was inhibition of the hatching of J2. The highest levels of control
occurred at concentrations of 50 and 100 mg L-1, respectively, reaching an inhibition rate of 80% of J2
hatching at the highest concentration. Based on the results, sucupira extract has great potential for the
control of M. javanica. New in vivo studies are necessary to prove the effectiveness of this compound in
the control of M. javanica.

Keywords: Root-knot nematodes; native of the Cerrado; secondary metabolites.
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INTRODUCAO

O Cerrado brasileiro representa uma &rea de cerca de 200 milhGes hectares e é
reconhecido como a savana mais rica do mundo em biodiversidade, com a presenca de
diversos ecossistemas. Vale destacar que o Cerrado constitui-se no segundo maior bioma
do Brasil, ocupando aproximadamente 20% do territorio nacional, sendo encontrado nos
estados de Goias, Tocantins, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, oeste e no norte de Minas
Gerais, oeste da Bahia e Distrito Federal (MYERS et al., 2000). Fora do Brasil, o cerrado
ocupa areas na Bolivia e no Paraguai, enquanto paisagens parecidas sdo encontradas na
Colémbia, Guianas, Suriname e Venezuela (RIBEIRO et al., 1998).

A biodiversidade presente no Bioma Cerrado reflete em grande numero de
espécies de anfibios, répteis, invertebrados e mamiferos (PREVEDELLO et al., 2006),
além de uma das mais ricas e diversas flora do mundo com cerca de 11.627 espécies de
plantas vasculares (MENDONCA et al., 2008) e 44% de espécies vegetais endémicas
(MYERS et al., 2000). As diversas tipologias vegetacionais existentes no cerrado sao
adaptadas a solos distréficos com teores elevados de aluminio e pertencentes as classes
dos Cambissolos, Latossolos e Neossolos Quartzarénicos (TOLEDO et al., 2009).

O Cerrado brasileiro vem sofrendo um acelerado processo de degradacédo
provocado principalmente, pela rapida expansdo da agropecuéria, iniciada na década de
1970 (RIBEIRO; GALIZONI, 2005). Ainda ha necessidades de estudos voltados para a
identificacdo de plantas uteis do bioma Cerrado, principalmente quando comparada a
grande diversidade que existe e o tamanho da area ocupada. E relevante considerar que
0s recursos disponiveis na natureza, uma vez extintos, estardo indisponiveis para
pesquisas futuras. Dentre estes, faz-se importante considerar os recursos oferecidos pelo
efeito de extratos vegetais no controle de nematoides (RATTER et al., 1997).

Um fator relevante sobre o uso de extratos botanicos, primeiramente é a
comprovacao de sua a¢do em condicGes in vitro e em segundo lugar avaliar as diferentes
técnicas de aplicacéo via solo e via foliar. O estudo da aplicacdo destes extratos via solo
tem apresentado resultados significativos no controle de fitonematoides (GARDIANO et
al., 2008).

Os nematoides causam danos em diversas culturas, e 0S prejuizos estdo
relacionados com a densidade populacional destes patdgenos. As perdas anuais a
producgdo agricola mundial variam de US$ 100 bilhdes a US$ 157 bilhdes (SINGH;
HODDA,; ASH, 2013), cerca de R$ 35 bilhdes, ocorrem somente no Brasil, segundo a
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Sociedade Brasileira de Nematologia, especialmente em grandes culturas, como € o0 caso
da soja, os fitonematoides podem causar perdas da ordem de 30%, o equivalente a 16,2
bilhdes, podendo comprometer toda a lavoura em condi¢Ges mais severas (SBN, 2017).

Dentre os principais fitonematoides, merece destaque a meloidoginose,
caracterizado pelo ataque dos nematoides de galhas radiculares, pois causam as maiores
perdas na producdo agricola mundial (GABIA, 2017). No Brasil as espécies mais
disseminadas e que causamos maiores prejuizos sdo Meloidogyne javanica e M.
incognita, especialmente em grandes culturas e nas hortalicas (Pereira et al., 2012;
Pinheiro, 2017). A importancia destas duas espécies é consequéncia de seu habito
alimentar polifago, ampla disseminagdo em todo o territorio brasileiro e pela
severidade/intensidade de parasitismo, causando prejuizos qualitativos e quantitativos a
producdo agricola.

O controle quimico com o uso de nematicidas, na maioria das vezes eleva o custo
de producéo, possui alta toxidade, além disso, varios destes ndo tem registro especifico e
nem eficiéncia garantida. De modo que novas estratégias de para reduzir 0s prejuizos
causados pelos fitonematoides devem ser estudadas. Dentre as estratégias de manejo, o
controle alternativo com o uso de substancias de plantas nativas do Cerrado, torna se uma
opcédo vidvel no controle populacional dos fitonematoides, uma vez que estas plantas
apresentam substancias com potencial atividade nematicida. Neste contexto, a utilizacdo
de extratos vegetais pode tornar-se uma medida viavel, principalmente para pequenas
aéreas de cultivo (GARDIANO et al., 2011).

Diante do exposto, no presente trabalho objetivou-se avaliar o efeito do extrato
metandlico de sucupira (Pterodon emarginatus) sobre eclosdo de juvenis de segundo

estadio (J2) de M. javanica.

MATERIAL E METODOS

Material Vegetal

Foram coletadas folhas da espécie sucupira Pterodon emarginatus VVog. em mar¢o
de 2017, periodo de chuva, em uma propriedade rural na regido de Morrinhos, GO. A
planta de sucupira encontrava-se em pleno estado de desenvolvimento e florescimento.

Folhas coletadas o material vegetal de uma Unica planta, na parte inferior da copa.
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Obtencéo do extrato metandlico

Apos a coleta, as folhas foram separadas dos galhos e submetidas ao processo de
higienizacdo em &gua corrente e seco naturalmente ao ar livre. Em seguida foram
colocadas em sacos de papel e secas em estufa de circulagdo forcada por 72 horas, a uma
temperatura de 55 °C. O material vegetal foi triturado em moinho de facas (marca:
Fortinox®). O material obtido foi armazenado em temperatura ambiente em frascos do
tipo falcon no escuro. Para o preparo dos extratos, em temperatura ambiente, foram
maceradas manualmente 100 g e posteriormente, adicionou-se 500 mL de etanol 95%
mantendo-o assim por 7 dias. Filtrou-se a solugédo obtida com papel filtro quantitativa e
depois encaminhada ao evaporador rotativo (marca: Solab®) a temperatura de 45 °C. O
concentrado extraido foi retirado do baldo do evaporador rotativo com metanol e colocado

em frasco, onde ficou por mais 7 dias até a evaporacao total do metanol.

Populacdo do Nematoide

Os indéculos do nematoide foram obtidos a partir de populacbes puras de M.
javanica, multiplicadas em plantas de tomateiro e mantidos em casa de vegetacdo por 60
dias. Para a extracdo dos ovos foi empregado o método de Bonetti & Ferraz (1981), em
que raizes do tomateiro foram trituradas em liquidificador em solucéo de hipoclorito de
sodio a 0,5%, por 20 segundos, a baixa rotacdo. A suspensdo foi vertida em uma peneira
de 200 mesh sobreposta a uma de 500 mesh. O residuo da peneira de menor mesh foi
descartado. Com a ajuda de uma pisseta com agua, o residuo da peneira de 500 mesh foi
recolhido em um copo do tipo Becker. A contagem dos ovos foi feita utilizando-se lamina
de contagem (Camara de Peters) sob um microscépio fotdnico na ampliacdo de 40 X. Em
seguida foram quantificados em camaras de Peters e a suspenséo calibrada para 200 ovos

mL* para posterior instalagdo do experimento in vitro.

Preparo da solucédo estoque e diferentes concentragoes

Para essa etapa foi medido em balanca digital de preciséo de trés casas decimais
a massa de 160 mg do extrato vegetal seco de sucupira obtida por meio do extrato
metandlico bruto processo descrito anteriormente. A seguir diluiu-se 16 uL de
dimetilsulfoxido (DMSO) a 1%, em 16 mL de &gua deionizada obtendo-se a concentragao

de 100 mg L. Para a concentragio de 50 mg L™ mediu-se a massa de 80 mg do extrato
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vegetal e o dissolveu em 16 puL de DMSO (1%), diluido em 16 mL de agua deionizada.
A concentracdo de 25 mg L™ mediu-se a massa de 40 mg do extrato vegetal que foi
dissolvido em 16 puL. de DMSO (1%) mais 16mL de 4gua deionizada. Para a concentragao
de 12,5 mg L20 mg do extrato vegetal que foi dissolvido em 16 pL de DMSO (1%),
mais 16 mL de agua deionizada.

Figura 1 — Processo de preparo dos extratos metanolicos. A) Moinho de facas; B) P6 obtido; C)
Maceracdo a frio; D) Extragdo no evaporador rotativo; E) Extrato metandlico.

Fonte: SILVA, 2017.

Avaliacao dos extratos metanolicos na eclosdo de M. Javanica

Nesta etapa, foram utilizados os extratos metanolicos de sucupira nas
concentragdes de 0; 12,5; 25; 50 e 100 mg L. Para avaliar o efeito do extrato botanico
sob a inibicdo de eclosdo de juvenis de segundo estadio (J2), adicionou-se em tubos de
ensaio de vidro (dimensdes 25 x 150 mm), 1 mL contendo os 200 ovos do nematoide e
adicionou-se 1,5 mL de solucéo do extrato nas respectivas concentragdes. No tratamento
controle acrescentou-se agua deionizada. A parcela experimental foi representada por um
tubo de ensaio. Os tubos de ensaio foram fechados com camada dupla de lengo de papel
permedvel por 7 dias a 25 °C no escuro em incubadora do tipo B.O.D. (Demanda
Bioquimica de Oxigénio).

A avaliacdo da quantificagdo da taxa de juvenis eclodidos foi realizada em cdmara
de contagem de Peters (marca: Astel®) sob microscopio fotonico na ampliacio de 40 X

contando os J2 e 0s ovos que ndo eclodiréo.
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Figura 2 - Avaliagdo da inibicao de eclosao de juvenis de segundo estadio de Meloidogyne
javanica. A) Instalacdo do experimento; B) Aplicacdo da suspencdo em camara de Peter;
C) Avaliacdo da eclosao dos J2 em microscopio foténico 40X.

Fonte: SILVA, 2017.

Delineamento estatistico

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com cinco
tratamententos e seis repeticdes, Os dados numéricos foram avaliados estatisticamente
mediante analise qualitativa pelo teste de Scoot-Knott a 5% de probabilidade. Utilizou o
software Sisvar ® (FERREIRA, 2011).

RESULTADOS E DISUSSAO

Os resultados da analise da variancia dos dados de inibicdo de ecloséo de juvenis
de M. Javanica, demonstraram a 5% de probabilidade que se rejeitou (P<0,05) a hipotese
de nulidade, verificando a existéncia de diferenca significativa entre as concentracgdes e
os fatores de variagdo: Concentragdes x Extrato. Desta forma, o efeito do extrato variou
em funcgdo das concentragdes de extratos empregadas nos tratamentos.

A guantidade de ovos do nematoide M. javanica nos tratamentos variou de 122,50
a 9,00 de J2 ndo eclodidos. Menor numero de eclosdo de J2 (P < 0,05) ocorreu na
concentragéo de 100 mg L™ do extrato de sucupira, onde verificou apenas 9,00 juvenis, 0
equivale a 80% da inibicdo de eclosdo de J2 em relacdo ao tratamento controle que
continha apenas 0s 0vos e agua.

Na concentragdo de 50 mg L™ do extrato proporcionou a eclosdo de média de
10,16 J2 o que representou 60% da inibicdo de ecloséo de J2 de M. javanica; na
concentragéo de 25 mg L™ do extrato de sucupira, eclodiu 12,33 J2, o que equivalente a
40% da inibicdo de eclosdo; ja na concentracdo de 12,5 do extrato eclodiu 106,00 o que
equivale a 20% da inibicdo de eclosdo em relacdo ao tratamento controle.

Verificou-se que em todas as concentragdes do extrato etandlico de sucupira

houve a inibicdo da eclosdo dos juvenis de segundo estadio de nematoides em condigdes
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de laboratorio. Obtendo os maiores indices de controle, ou seja, de inibicdo da eclosdo
dos J2, nas concentragdes de 50 e 100 mg L™ do estrato de sucupira, respectivamente. As
melhores concentracdes, que mais inibiram a eclosdo de M. javanica foram sempre as
maiores (Figura 1).

Visualmente ndo foram observadas alteracdes quanto ao formato e a coloragéo
dos ovos e dos juvenis de segundo estddio de M. javanica. Ao se aplicar o extrato
boténico, mantiveram-se formato regular, porém com deformacéo de algumas organelas
do nematoide, alterando a coloragéo caracteristica da espécie, transparente, ficando meio
turvo.

Ap0s a andlise de regressdo dos dados, 0 modelo de regresséo linear apresentou o
melhor ajuste em relacdo a resposta a concentragdo do extrato botanico e taxa de eclosao
do nematoide, exibindo um maior valor para R%. A tendéncia de resposta de efeito dos
tratamentos foi proporcionar as maiores taxas de inibicdo de eclosdo dos J2 de M.
javanica a medida que aumentou a concentracdo dos extratos metanoicos de sucupira
(Figura 3).

Figura 3 - Numero médio de inibicdo de eclosdo de juvenil de segundo estadio de Meloidogyne
javanica em funcdo das concentracdes do extrato metandlico de sucupira Pterodon

emarginatusVog. . Morrinhos - Goias 2017.
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Fonte: SILVA, 2017.

No presente trabalho ao extrato metanolico de sucupira foi muito eficiente em

reduzir a taxa de eclosdo de M. javanica. Estudos fitoquimicos realizados com diferentes
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especies do género Pterodon possibilitaram o isolamento de varios metabdlitos
secundarios. Existem grande diversidade de compostos organicos que parecem nao ter
funcdo direta no crescimento e desenvolvimento das plantas, mas séo produzidos por elas,
provavelmente com alguma funcéo indireta. Pelo fato de ndo participar de nenhuma rota
metabolica principal, recebem o nome de metabdlitos secundarios. Embora ndo
influenciem diretamente o crescimento e desenvolvimento vegetal, apresenta como
fungdes a prote¢do contra microrganismos e o ataque de insetos ou de animais herbivoros,
entre outros (OLIVEIRA, 2010; DUTRA, 2008; WALLACE, 2004; TAIZ & ZEIGER,
2002).

A acdo nematicida do extrato de sucupira (Pterodon emarginatus) observado neste
estudo, provavelmente esta relacionando aos seus metabolitos secundarios. Em pesquisa
da anélise qualitativa e quantitativa do 6leo essencial dos frutos de sucupira, a mesma
espécie utilizada no presente estudo, confirmou a presenca dos constituintes: cariofileno,
a-pineno, mirceno, metil eugenol, etil eugenol, eugenol geraniol (Polo et al. 2004).
Extrato hexanico de sementes de sucupira foram identificados e caracterizados acidos
graxos, sesquiterpenos (o-cariofileno, B-cariofileno, mirceno, a-pineno, farnesene) e
diterpenos triciclicos furanicos com o isolamento do 6a,7f- diacetoxivouacapan-173-oato
de metila (TEIXEIRA, 2003). Na analise da composi¢do quimica do 6leo essencial dos
frutos de P. polygalaeflorus foram identificados os seguintes compostos quimicos:
ilangeno, a-capaeno, B-cariofileno, a-humuleno, y-elemeno e 3-cadineno, assemelhando-
se a analise do 0Oleo essencial das sementes de P. emarginatus Campos et al. (1990). Vale
ressaltar que varios destes compostos apresentam atividade nematicida comprovadas
cientificamente, a exemplos do eugenol, geraniol, sesquiterpenos e diterpenos.

O nivel de controle do extrato de sucupira no controle da eclosdo de J2 de M.
javanica atingiu 80% na concentragdo de 100 mg L . Resultados que corroboram em
estudo antimicrobianos com fungos, onde o extrato de sucupira reduziu
significativamente o crescimento de micélio de varias espécies de fungos fitopatogénicos,
a exemplo de Alternaria brassicae e Fusarium oxysporum, da ordem de 60 a 82 % de
controle (Silva, et al., 2005). De maneira semelhante, estudos com substancias presentes
na espécie utilizada neste trabalho teve sucesso no controle de fungos fitopatogénicos
utilizado junto com 6leo de soja no controle de antracnose e na conservacgédo de frutos em

pos colheita. Foi observado que o extrato concentrado de sucupira procovou a inibicéo de
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crescimento de Colletotrichum gloesporioides em meio BDA. (JUNQUEIRA, 2000;
NASCIMENTO 2000).

A atividade antimicrobiana de P. emarginatus sobre bactérias foi determinada,
usando o 6leo essencial puro (100%) e nas seguintes dilui¢bes: 32%, 16%, 8%, 4%, 2%,
1% e 0,5%. Nenhuma das concentracGes analisadas do 6leo essencial formou halo de
inibicdo para as cepas de Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa e Escherichia
coli (Ferreira et al. 2014). Entretanto, para algumas bactérias fitopatogénicas, o 6leo e o
extrato de sucupira foram eficientes em reduzir o crescimento de bacterias
fitopatogénicas: Clavibacter michiganensis, Pseudomonas. syringae e Xantomonas
campestres pv. Campestres (Silva, et al., 2005).

A prospeccdo fitoquimica dos extratos de Bowdichia virgilioides Kunth.,
conhecido popularmente como sucupira-do-cerrado revelou a presenca de trés
metabdlitos secundarios: taninos e flavonoides, encontrados nas cascas do caule e no
cerne e alcaloides, encontrados apenas na casca da casca e do caule e cerne (LEITE et al.,
2014). Estudo feito com Haemonchus Contortus, que € um parasita de ruminantes, foi
avaliado a eficacia in vitro da aroeira (Myracrodrum urundeuva L.). Os pesquisadores
relataram que o extrato de folhas foi efetivo, inibindo 98% da ecloséo na concentracdo de
1,25 mg mL™, enquanto o extrato do caule inibiu a eclosdo em 83% na concentragéo de
5 mg mL™. Ao utilizar o extrato de folhas e caule no teste de desembainhamento na
concentracdo de 0,31 mg mL™, ocorreu um blogueio de 100% do processo. M. urundeuva
pode ser usado para o controle de nematddeos gastrintestinais de pequenos ruminantes e
a atividade anti-helmintica da planta se d&, provavelmente, devido a presenca de taninos
(OLIVEIRA et al., 2011).

No presente estudo, a concentragdo de 25 mg L™ do extrato metandlico de sucupira
foi suficiente para inibir 40 % da eclosao de juvenil de segundo estadio em condicGes in
vitro, apresentando eficiéncia na atividade bioldgica sobre o nematoide. Pode se observar
que concentragdes menores ja foram suficientes para inibir o nematoide de galhas, M.
javanica. O que demonstra o alto potencial nematicida desta espécie de planta nativa do
cerrado brasileiro. Porém, ha a necessidade de novos estudos para avaliar o potencial
nematicida in vivo, como estudos fitoquimicos, para que possa concluir sua atividade
nematicida.

Os resultados gerados aqui pela acdo nematicida dos extratos de Pterodon

emarginatus, podera contribuir sobremaneira na elaboracdo de um manejo alternativo e
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sustentavel de Meloidogyne javanica, visando auxiliar, grandes e pequenos produtores,
no controle deste importante patégeno.

Na literatura ndo ha relatos da utilizacdo de extrato de sucupira no controle de
nematoides. Assim, este trabalho constitui-se o primeiro trabalho demonstrando o efeito
nematicida da sucupira em controlar o principal género de fitonematoides da agricultura
mundial. O que certamente servira de referencial para novos estudos mais aplicados e

avancos no manejo de fitonematoides.

CONCLUSAO

O extrato metandlico preparado a partir de folhas de sucupira, Pterodon
emarginatus, teve significativa acdo nematicida na inibi¢cdo na eclosdo de juvenil de
segundo estadio (J2) de M. javanica com grande eficiéncia.

Em funcdo do grande potencial nematicida do extrato de sucupira, novos estudos
in vivo fazem-se necessarios para comprovar os resultados em condi¢des de laboratorio.
Assim, como identificar quimicamente as substancias presentes no extrato de sucupira

com efeito sobre o desenvolvimento de M. javanica.
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