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RESUMO

HONORIO, Amanda Pereira, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, julho de 2021.
Efeito de extratos de Crotalaria juncea e C. ochroleuca sobre Meloidogyne
javanica. Orientadora: Dalila Séni Buonicontro. Coorientadores: Eduardo Vinicius
Vieira Varejao e Franklin Jackson Machado.

Os fitonematoides acarretam prejuizos a agricultura. Os extratos vegetais tém sido
estudados com o objetivo de se identificar compostos nematicidas. Com a
identificacdo desses compostos, sera possivel chegar a formulagdes comerciais a
base de extratos vegetais. Assim, compostos nematicidas oriundos de plantas podem
tornar-se ferramentas no manejo de fitonematoides. Desse modo, os objetivos do
trabalho foram avaliar se os extratos vegetais obtidos de Crotalaria juncea e C.
ochroleuca, apresentam potencial nematicida e avaliar se o efeito da técnica de cultivo
do material vegetal afeta tal efeito, comparando extratos provenientes de
micropropagacdo versus cultivo convencional. Foram testados extratos metandlicos
de raizes de C. juncea obtidas sob cultivo convencional (ERCJ_CC), de raizes de C.
juncea micropropagadas (ERCJ_MP), de calos de C. juncea micropropagadas
(ECCJ_MP) e calos de C. ochoroleuca micropropagadas (ECCO_MP), e extrato de
meio de cultivo dos exsudatos radiculares de C. juncea micropropagadas
(EERCJ_MP). Os testes consistiram em avaliar os efeitos in vitro desses extratos
sobre a mortalidade e eclosdo de juvenis de segundo estadio (J2) de Meloidogyne
Javanica, e in vivo sobre o parasitismo dos J2. Nos testes para avaliar o efeito sobre a
mortalidade, os J2 foram tratados com os diferentes extratos nas seguintes
concentragdes: 0, 100, 200, 300, 400 e 500 ug mL", e a porcentagem de juvenis
mortos foi quantificada em 24 h, 48 h e 72 h. A partir desses resultados foram
calculadas as concentragdes letais CLso, CLoo e CLes, ap6s 72 h. Ja nos testes de
eclosdo, os ovos foram tratados com cada extrato, exceto com ERCJ_CC, nas ClLogs
aos J2, e quantificou-se o numero de J2 eclodidos ao longo de dez dias. Para avaliar
o efeito dos extratos sobre o parasitismo de M. javanica, trés ensaios independentes
foram montados. Para isso, mudas de tomateiro foram inoculadas com J2,
posteriormente, foram aplicados ECCO_MP e ECCJ_MP em suas CLg5 (ECCO_MP_1
e ECCJ_MP_1) e em concentragcbes quatro vezes maiores que as CLgs (ECCO_MP_2
e ECCJ_MP_2). No primeiro ensaio, quantificou-se o nimero de J2 que penetraram
nas raizes aos 4 dias apés inoculacao (DAI). No segundo ensaio, aos 20 DAI foram



contadas as fémeas no interior das galhas. E no terceiro ensaio, foram contados, aos
30 DAI, o numero de galhas, massas de ovos e ovos. No teste de mortalidade,
ERCJ_CC apresentou baixa atividade nematicida, enquanto ERCJ_MP exibiu alta
atividade nematicida; ECCO_MP e ECCJ_MP foram os extratos mais toxicos ao
nematoide, apresentando ClLes de 157, 65 e 189,81 pug mL", depois de 72 h de
incubagéo. Em relagéo aos efeitos na ecloséo de juvenis, todos os extratos levaram a
uma supressao na eclosao de pelo menos 82,30%. Nos testes de parasitismo,
ECCO_MP_1 reduziu em 54,90% a taxa de penetracdo; ECCO_MP_1e ECCJ_MP_2,
reduziram o numero de galhas em 18,73 e 23,80%; ECCJ_MP_2 reduziu o numero
massas de ovos e ovos em 23,37 e 49,31%. Conclui-se que todos os extratos de
Crotalaria spp. apresentaram atividade nematicida, exceto ERCJ_CC, evidenciando
que a técnica de cultivo do material vegetal afetou o efeito nematicida. ECCO_MP e

ECCJ_MP foram os extratos mais promissores.

Palavras-chave: Controle alternativo. Fitonematoides. Plantas antagonistas.



ABSTRACT

HONORIO, Amanda Pereira, M.Sc., Universidade Federal de Vigcosa, July, 2021.
Effect of extracts of Crotalaria juncea and C. ochroleuca on Meloidogyne
javanica. Advisor: Dalila Séni Buonicontro. Co-advisors: Eduardo Vinicius Vieira
Varejao and Franklin Jackson Machado.

Plant-parasitic nematodes cause damage to agriculture. Plant extracts have been
studied in order to identify nematicide compounds. With the identification of these
compounds, it will be possible to produce commercial formulations based on plant
extracts. Thus, nematicide compounds from plants can become tools in the
management of plant-parasitic nematodes. Therefore, the objectives of the study were
to evaluate whether the plant extracts obtained from Crotalaria juncea and C.
ochroleuca have nematicidal potential and to evaluate whether the effect of the plant
material cultivation technique affects the nematicidal action, comparing extract from
micropropagation versus conventional cultivation. Methanolic extracts of roots of C.
juncea obtained under conventional cultivation (ERCJ_CC), roots of C. juncea
micropropagated (ERCJ_MP), callus of C. juncea micropropagated (ECCJ_MP) and
callus of C. ochoroleuca micropropagated (ECCO_MP), and extract of a culture of root
exudates of C. juncea micropropagated (EERCJ_MP). The tests consisted of
evaluating the in vitro effects of these extracts on mortality and hatching of second-
stage juveniles (J2) of Meloidogyne javanica, and in vivo on J2 parasitism. Tests that
evaluate the effect on mortality, J2 were treated with the different extracts at the
following concentrations: 0, 100, 200, 300, 400, and 500 ug mL™', and the percentage
of dead juveniles was quantified in 24 h, 48 h, and 72 h. From these results, lethal
concentrations LCso, LCg0, and LCgs were calculated after 72 h. For the hatching tests,
the eggs were treated with each extract, except with ERCJ_CC, in LCgs to J2, and the
number of J2 hatched over ten days was quantified. To evaluate the effect of extracts
on M. javanica parasitism, three independent experiments were installed. For this,
tomato seedlings were inoculated with J2, then, ECCO_MP and ECCJ_MP were
applied in their LCg9s (ECCO_MP_1 and ECCJ_MP_1) and in concentrations four times
higher than LCes (ECCO_MP_2 and ECCJ_MP_2). In the first experiment, the number
of J2 that penetrated the roots at 4 days after inoculation (DAI) was quantified. In the
second experiment, females were counted inside the galls at 20 DAI. And in the third
experiment, the number of galls, eggs masses, and eggs were counted at 30 DAL In



the mortality test, ERCJ_CC has low nematicidal activity, while ERCJ_MP exhibited
high nematicidal activity; ECCO_MP and ECCJ_MP were the most toxic extracts to
the nematode, presenting LCos of 157, 65, and 189,81 ug mL", after 72 h of incubation.
Regarding the effects on the hatching of juveniles, all extracts led to a suppression of
hatching of at least 82.30%. In the parasitism tests ECCO_MP_1 reduced the
penetration rate by 54.90%; ECCO_MP_1 and ECCJ_MP_2, reduced the number of
galls by 18.73 and 23.80%; ECCJ_MP_2 reduced the number of egg masses and eggs
by 23.37 and 49.31%. Therefore, it is concluded that all extracts of Crotalaria spp.
presented nematicidal activity, except for ERCJ_CC, evidencing that the plant material
cultivation technique affected the nematicide effect. ECCO_MP and ECCJ_MP were
the most promising extracts.

Keywords: Alternative control. Phytonematodes. Antagonistic plants.
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1.Introducao

Os fitonematoides acarretam grandes prejuizos a agricultura mundial, que
excedem 80 bilhdes de dblares ao ano (FERRAZ e BROWN, 2016). O género
Meloidogyne spp., denominados nematoides-das-galhas-radiculares, constitui-se no
grupo de nematoides mais prejudiciais. Eles sdo economicamente importantes para a
agricultura no Brasil e no mundo, visto que, afetam diversas culturas agricolas e estao
amplamente distribuidos geograficamente (CARNEIRO et al., 2016).

Os fitonematoides ndao podem ser eliminados de areas ja infestadas, porque
isso demandaria a remocao completa do solo da area, uma medida impraticavel
(FERRAZ e BROWN, 2016). Desse modo, o ideal é a ado¢dao do manejo integrado,
que leve a reducédo dos niveis populacionais destes patégenos, mantendo-os em
niveis que nao ocasionem altos danos as culturas, ou seja, abaixo do limiar de dano
econdmico (FERRAZ e BROWN, 2016).

Os extratos vegetais podem agregar as medidas de controle desses patdogenos.
Assim, extratos obtidos a partir do tecido de plantas antagonistas a nematoides tém
sido estudados e caracterizados com o objetivo de se identificar quais sdo os
compostos presentes nessas plantas com agdes nematotéxicas (FERRAZ et al.,
2010). A busca por novas moléculas nematicidas € uma demanda do mercado
agricola, devido as grandes perdas ocasionadas por esses patégenos (BORGES et
al., 2017). Com a identificacdo desses compostos, sera possivel chegar a formulacdes
comerciais a base de extratos vegetais (FERRAZ et al., 2010). Esses nematicidas
naturais exibem vantagens quando comparado com o0s sintéticos como, gerar
moléculas bioativas e biodegradaveis, mais eficazes contra doengas e pragas e
reducdo ou nenhuma toxicidade ao meio ambiente e saude humana (NTALLI e
CABONI, 2012). Em adicao, exibem alta diversidade de componentes quimicos que
podem expressar um amplo modo de agéo, além de serem oriundos de recursos
renovaveis (CHITWOOD, 2002; FERRAZ et al., 2010).

A maioria das pesquisas realizadas até agora concentram-se em investigar o
efeito de extratos vegetais ou 6leos essenciais sobre fitonematoides. No entanto,
moléculas com ac¢do nematicida ja foram identificadas e apresentam potencial para
ser utilizadas na agricultura, como: triacontan-1-ol, carvona, acido butirico, &cido
oleico, alicina, isotiocianato de alila, a-terpineol, a-tertienil, ascaridol, cineol, citroneol,

durrina, eugenol, geraniol, L-Dopa, linalol, linamarina, mentol, monocrotalina, ricina
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timol, tetracosanato de triacontila, falcarindiol, punicalagina, anigofurone, furfural,
pulegona e dulpracina (CHITWOQOD, 2002; NTALLI et al., 2010; WEN et al., 2013;
HOLSCHER et al., 2014; ABDELNABBY et al., 2016; LIU et al., 2016; GUO et al.,
2017).

A aplicacao de produtos a base de plantas em condigdes de campo nem
sempre é eficiente, devido ao processo de volatilizacao e degradagcédo dos compostos
ativos (BORGES et al., 2018). Em vista disso, 0 uso de nematicidas botanicos nas
lavouras ainda € limitado, devido a necessidade de se buscar tecnologias de aplicagao
que diminuam as perdas dos compostos ativos quando aplicados ao solo (BORGES
et al., 2017).

Contudo, alguns nematicidas botanicos produzidos a partir de plantas ja estao
disponiveis em alguns paises, principalmente nos Estados Unidos (FERRAZ et al.,
2010). Alguns exemplos desses nematicidas s&o: QL Agri® a base de extrato de
Quillaja saponaria (BASF, 2021), Azamax® a base de azadiractina, composto
derivado de Azadirachta indica (ADAPAR, 2021), Dazitol® a base de capsaicina
composto derivado de Capsicum spp. e isotiocianato de alila derivado de Brassica
nigra (ADAMA, 2021) e Nematimax® a base de flavonoide glicosidico citrico
(MAXEEMA BIOTECH, 2021). Recentemente no Brasil, foi registrado o nematicida
Vigga® a base de Allium sativurn, recomendado para M. incognita, Pratylenchus zeae
e P. brachyurus, para culturas do tomateiro, soja e cana-de-acucar (AGROFIT, 2021).

Os extratos vegetais e 6leos essenciais estudados com agdo nematicida séo
provenientes de plantas tais como: Mucuna pruriens (mucuna-preta); Tagetes spp.
(cravo-de-defunto); Crotalaria spp. (sendo a C. juncea a mais estudada); Azadirachta
indica A. juss (nim); diversas plantas da familia Poaceae; Ricinus communis
(mamona); brassicas e algumas plantas com caracteristicas medicinais e aroméaticas
(FERRAZ et al., 2010).

Plantas do género Crotalaria, abrigadas na familia Fabaceae, sdo conhecidas
por serem plantas antagonistas a fitonematoides. Essas plantas podem ser nao-
hospedeiras ou mas-hospedeiras de fitonematoides, elevar a populagcdo de
microrganismos antagonistas, além de produzirem compostos tdxicos a esses
patégenos (WANG et al.,, 2002). H4 diversos trabalhos utilizando espécies de
Crotalaria spp. no manejo de nematoides, porém como adubo verde e em sucessao
de culturas (WANG; MCSORLEY; GALLAHER, 2004; CURTO et al., 2015; SILVA et
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al., 2018; NASCIMENTO et al., 2020). Entretanto, ha menos trabalhos investigando a
acao nematicida de extratos obtidos a partir dessas plantas.

Na literatura é relatada a presenca de alcaloides pirrolizidinicos em Crotalaria
spp., que sado metabdlitos secundarios com atividade nematicida (THODEN;
BOPPRE; HALLMANN, 2009; THODEN e BOPPRE, 2010, COLEGATE et al., 2012;
SCUPINARI et al.,, 2020). De acordo com Pilbeam e Lyon-doyce (1983) a
monocrotalina é um dos alcaloides em maior abundancia em espécies de crotalaria.
Porém, na maioria das pesquisas realizadas investigando-se o efeito dos extratos de
Crotalaria spp. sobre fitonematoides, ndo houve a caracterizagdo dos compostos
presentes nos mesmos. Contudo, os resultados apresentados nestes trabalhos
evidenciam que deve haver moléculas bioativas nessas plantas passiveis de serem
exploradas no manejo desses patégenos (JOURAND et al., 2004a; JOURAND et al.,
2004b; ALMEIDA et al., 2008; BORGES et al., 2013).

Os metabdlitos secundarios encontrados em plantas formam complexos que
geralmente atuam em alvos multiplos ou em novos alvos. Assim, reduzem a
probabilidade de desenvolvimento de resisténcia por pragas (ISMAN, 2000; ISMAN,
2006). Diferentes moléculas podem interferir diretamente na biologia e
comportamento dos fitonematoides (CHITWOQOD, 2002; CABONI e NTALLI, 2014).
Ademais, elas podem influenciar nas interacoes desses patdégenos com a microfauna
do solo (NTALLI et al., 2020). Todavia, os metabdlitos secundarios, que em geral
apresentam a atividade nematicida encontrada nos extratos, caracterizam uma
interface quimica entre as plantas e 0 ambiente onde elas estéo inseridas, portanto,
sua sintese é frequentemente alterada por condigcbes ambientais (KUTCHAN, 2001).
Os fatores que podem ocasionar essas alteracdes sdo: sazonalidade, ritmo
circadiano, disponibilidade hidrica, radiacao ultravioleta, nutrientes, altitude, poluicao
atmosférica e inducao por estimulos mecanicos ou ataques de patégenos (GOBBO-
NETO e LOPES, 2006).

Diante disso, pesquisas devem ser realizadas para descoberta e caracterizacao
de compostos estaveis com agcdo nematicida para o desenvolvimento de novas
formulacbes. Desse modo, o objetivo do presente trabalho foi avaliar se os extratos
vegetais obtidos a partir de C. juncea e C. ochroleuca, apresentam potencial
nematicida e avaliar se o efeito da técnica de cultivo do material vegetal afeta o efeito
nematicida, comparando extrato oriundo de micropropagacdo versus cultivo

convencional.
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2. Material e Métodos

2.1) Obtencao, preparo dos extratos vegetais e triagem fitoquimica

2.1.1) Obtencao do material vegetal

As sementes de C. juncea e C. ochroleuca foram adquiridas da empresa
BrSeeds. As plantas de crotalarias foram cadastradas no Patriménio Genético-CTA
(SisGen) sob Numero A1C15FC. Os materiais vegetais empregados foram obtidos
através de cultivo convencional (C. juncea) e cultivo in vitro (C. juncea e C.
ochroleuca).

2.1.2) Micropropagacao de C. juncea e C. ochroleuca

O cultivo in vitro de C. juncea e C. ochroleuca foi realizado no Laboratorio de
Cultivo de Tecido localizado no Bioagro da Universidade Federal de Vigosa (UFV).
Primeiramente as sementes de C. juncea e C. ochroleuca foram desinfestadas em
camara de fluxo laminar com imersao por 10 min em solug¢ao de hipoclorito de s6dio
comercial (NaOClI) 2% de cloro ativo (p/p) (Super Globo®, Rio de Janeiro, Brasil). Em
seguida, foram realizadas lavagens com alcool etilico (C2HsOH) 70% por 1 min e 4
enxagues em agua autoclavada. Apés a desinfestacao, 4 sementes de cada espécie
foram transferidas separadamente para tubos de ensaio com meio de cultura MS
(MURASHIGE e SKOOG, 1962) previamente preparado e deixadas no escuro em
prateleira coberta por 15 dias. ApGs esse periodo, eles foram transferidos para uma
sala de crescimento com temperatura de 25 + 2 °C, por um periodo minimo de 45 dias
sob fotoperiodo de 16 h, com irradiancia de 30 pmol m? s (quantificada por
radibmetro LI-COR®, LI-250A Light Meter), fornecida por duas Ilampadas
fluorescentes (Luz do Dia Especial, 20W, Osram, Brasil). As observagdes das culturas
foram realizadas diariamente. As plantas germinadas foram transferidas para outro
meio de cultivo MS para multiplicacao das brotacdes. Para esta etapa foi preparado
meio liquido MS e meio so6lido MS sendo que as raizes foram colocadas no meio
liquido e os caules no meio sélido. O meio sélido foi preparado para 25 tubos de ensaio
e 0 meio liquido para 5 erlenmeyers. Para o preparo dos meios de cultivo foram
pesados os reagentes: 4,4 g de meio de cultura MS, 0,104 g de vitamina, 0,1 g de
inositol, 30 g de sacarose e 5,5 g de agar (Merck) e adicionado 1 L de agua
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autoclavada. O pH do meio de cultivo foi ajustado para aproximadamente 5,8. Em
seguida, o meio foi aquecido até a mistura ficar limpida e transferido uma quantidade
de 15 mL para cada tubo. No meio liquido nao foi acrescentado 5,5 g de 4gar. Entao,
o meio liquido com 4,4 g de meio de cultivo MS, 0,104 g de vitamina, 0,1 g de inositol,
30 g de sacarose e 1 L de agua autoclavada também foi aquecido e adicionado nos
erlenmeyers. O mesmo meio foi adicionado nos erlenmeyers e tanto os tubos quanto
os erlenmeyers foram fechados e autoclavados. Apés a multiplicacao foram realizadas
as extracbes das raizes e calos com metanol no Laboratério de Sintese de
Agroquimicos (LASA) da UFV.

2.1.1.2.1) Cultivo convencional de C. juncea

O cultivo foi realizado no campus da UFV, utilizando as sementes de C. juncea.
A colheita foi realizada nos meses de janeiro e fevereiro de 2019, no final do ciclo da

cultura, apos a colheita as raizes foram separadas para preparacao dos extratos.

2.1.2) Preparo dos extratos vegetais de C. juncea e C. ochroleuca

Apdés realizado o cultivo in vitro das raizes de C. juncea, foi realizada a filtracao
para a obtencao dos exsudatos radiculares dessa espécie contidos no meio de cultivo
MS. O meio de cultivo liquido foi liofilizado para a obtencao dos extratos dos exsudatos
radiculares. As raizes e calos de C. juncea e C. ochroleuca micropropagadas e as
raizes de C. juncea de cultivo convencional, foram trituradas separadamente com
auxilio do gral e pistilo e submetidas a extracdo com 30 mL de metanol. Este
procedimento foi realizado trés vezes. Apds reunido das fragdes, a solucao foi filtrada
e concentrada em evaporador rotatério, obtendo o extrato metandlico bruto. Os
extratos foram armazenados em frascos hermeticamente fechados em geladeira. Para
a deteccgéao dos alcaloides, foi realizada a cromatografia de camada delgada (CCD),
utilizando como eluente o diclorometano e metanol (9:1). A presenca de alcaloides foi
visualizada sob luz ultravioleta e utilizando o reagente revelador Dragendorff. Também
foram utilizados outros reveladores como vanilina e solugdo de permanganato de

potassio.

2.1.3) Triagem fitoquimica
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Uma triagem foi realizada com o extrato de meio de cultivo de exsudatos
radiculares de C. juncea cultivada in vitro e os extratos metandlicos das raizes de C.
juncea do cultivo convencional e raizes e calos de C. juncea e calos de C. ochroleuca
do cultivo in vitro para a determinacdao de metabdlitos secundarios. Para realizacao
desta andlise, foi utilizado o teste de Dragendorff. O reagente de Dragendorff foi
preparado, dissolvendo-se 8 g de subnitrato de bismuto (BiONO3.H20) em 20 mL de
acido acético. Em seguida, essa solugao foi transferida para um béquer contendo 50
mL de solucdo aquosa de iodeto de potassio (KI) 3,3 mols L' (JIA e TIAN, 2007).
Posteriormente, foi transferido para um tubo de ensaio contendo 5 mL de agua
destilada onde foram adicionados cerca de 2 mg de extrato. Em seguida foi
acrescentada, gota a gota, uma solugao aquosa de acido cloridrico 2 mols L' pelas
paredes do tubo até a completa dissolugdo do extrato. A seguir, foi adicionado 1 mL
da solucao de reagente de Dragendorff. Dessa forma, a presenca de alcaloides foi
observada pela formacdo de um precipitado laranja avermelhado (SILVA e LIMA,
2016).

2.2) Obtencao e multiplicacao do inéculo de M. javanica

A populacao de M. javanica utilizada nos ensaios in vitro e in vivo foi obtida da
colecdo de fitonematoides do Laboratério de Nematologia da UFV. Essa foi
multiplicada em tomateiros cv. Santa Clara e mantida em casa de vegetacao por 60
dias. Os juvenis de segundo estadio (J2) de M. javanica, usados nos experimentos,
foram obtidos da seguinte forma: os ovos foram extraidos das raizes de tomateiros
infectados segundo a técnica de Hussey e Barker (1973) modificada por Boneti e
Ferraz (1981). Essas foram lavadas, cortadas e trituradas em um liquidificador por
cerca de 20 seg em uma solugéo de hipoclorito de sédio a 0,5 % de cloro ativo. Logo
em seguida, a suspenséo foi vertida em uma peneira de 200 mesh (abertura de 75
mm/um) sobreposta a uma de 500 mesh (abertura de 25 mm/um). A suspensao obtida
foi colocada em tubos de centrifuga, com adicao de 1,9 g de caulim e centrifugada a
uma rotacdo de 1750 rpm por 5 min. Posteriormente, o sobrenadante foi descartado
e acrescentou-se aos tubos uma solugdo de sacarose (454 g L' de acucar cristal),
ressuspendendo-se os sélidos contidos no fundo dos tubos. Em seguida, foi realizado
uma segunda centrifugagcdo na mesma rotagao, por 1 min e o sobrenadante foi vertido

em uma peneira de 500 mesh, onde os ovos dos nematoides ficaram retidos. Essa
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suspensao obtida foi quantificada com auxilio da camara de contagem de Peters, sob
microscépio de luz. Apds a contagem, a suspensado com os ovos ou foi empregada na
montagem do experimento descrito no item 2.3.2 ou foi colocada em uma camara de
eclosao (CLIFF e HIRSCHMANN, 1985) para obtencao dos J2. A camara de ecloséo
foi incubada em estufa incubadora B.O.D. a 25 °C durante 6 h, quando a suspensao
contendo os J2 foi descartada, visando homogeneizar o periodo de eclosdo dos
juvenis e descartar os possiveis nematoides de vida-livre. Apds o descarte e adi¢ao
de agua destilada a camara de eclosao, essa foi mantida em estufa incubadora B.O.D
a 25 °C durante 48 h. Posteriormente, a suspensao contendo os J2 foi recolhida para
um béquer e esses foram quantificados e a suspensao calibrada para uso nos ensaios
in vitro (descrito em 2.3) ou in vivo (descrito em 2.4).

2.3) Avaliacao do efeito nematicida: ensaios in vitro

2.3.1) Efeito dos extratos na mortalidade de M. javanica

O efeito nematicida dos extratos de crotalarias foi avaliado em placas de 96
pocos com fundo chato, sendo que cada poco representou uma parcela experimental.
Cada poco da placa recebeu 100 pL de suspensdo aquosa, contendo
aproximadamente 50 J2, obtidos como descrito no item 2.2, e 100 uL de cada extrato
em diferentes concentragdes. Os tratamentos foram: extratos metandlicos de raizes
de C. juncea obtidas sob cultivo convencional (ERCJ_CC), de raizes de C. juncea
micropropagadas (ERCJ_MP), de calos de C. juncea micropropagadas (ECCJ_MP),
de calos de C. ochoroleuca micropropagadas (ECCO_MP) e extrato de meio de cultivo
de exsudatos radiculares de C. juncea micropropagadas (EERCJ_MP). Foi preparado
uma solucdo estoque de cada extrato na concentragdo de 1000 ug mL". Todos os
extratos foram eluidos em solu¢cdo aquosa de Tween 80 a 1% (m/v). Esses foram
testados nas seguintes concentragdes finais de: 100, 200, 300, 400 e 500 ug mL". O
tratamento controle foi constituido de solu¢cdo aquosa de Tween 80 a 1% (m/v)
(representando a concentragédo 0). O nematicida Nimitz® EC também foi eluido em
solucado aquosa de Tween 80 a 1% (m/v) e foi usado como controle positivo. Foi
preparado uma solucédo estoque de 480 pg mL' do nematicida. Este foi avaliado nas
concentragdes finais de: 80, 100, 150, 200 e 240 ug mL' para se determinar sua CLogs,
com a finalidade de usa-la no teste de inibicao da eclosdo. No tratamento controle, foi
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usado solugéo aquosa de Tween 80 a 1% (m/v) (representando a concentragéo 0). As
placas foram seladas com plastico PVC e armazenadas em estufa incubadora B.O.D.
a 25 °C no escuro por 3 dias. A mortalidade foi avaliada 24, 48 e 72 h ap6s a aplicagcéao
dos tratamentos, utilizando-se uma placa para cada dia de avaliacdo. Para isso, foi
adicionada a cada pogo uma gota de solugdo aquosa de NaOH (1 mol L', pH=10),
fazendo a contagem dos nematoides logo em seguida (CHEN e DICKSON, 2000),
com auxilio de um microscopio de luz invertido. Aqueles nematoides que exibiram o
corpo retorcido foram considerados vivos e 0s que apresentaram o corpo reto e
imoveis foram classificados como mortos (CHEN e DICKSON, 2000).

O delineamento empregado foi inteiramente casualizado com cinco repeti¢cdes
para cada periodo avaliado e todo o ensaio foi realizado uma Unica vez. A partir dos
resultados obtidos nesses ensaios, foi calculado as concentragdes que mataram 50%
(CLs0), 90% (CLg0) € 95% (CLgs) dos J2 apds 72 h.

2.3.2) Efeito dos extratos na inibicao da eclosao de J2 de M. javanica

Para testar o efeito dos extratos na inibigdo da ecloséo de J2 de M. javanica,
os ensaios foram montados de modo similar ao descrito no teste de mortalidade (item
2.3.1), exceto pelo fato de ter sido empregada uma suspensdo aquosa de 100 pL,
contendo aproximadamente 150 ovos e 100 pL de ERCJ_MP, ECCJ_MP, ECCO_MP
e EERCJ_MP nas CLgs determinadas como descrito em 2.3.1. ERCJ_CC nao foi
testado devido sua porcentagem média de mortalidade maxima ter sido inferior a 20%
em sua maior concentracdo (500 pg mL'). Os tratamentos controles foram
constituidos de agua destilada, solu¢do aquosa de Tween 80 a 1% (m/v) e Nimitz® EC
na sua Clos a 232,30 pg mL", determinada em 2.3.1. As placas foram seladas com
plastico PVC e armazenadas em B.O.D. a 25 °C por 10 dias, com o numero de J2
eclodidos avaliados diariamente. O delineamento empregado foi o inteiramente

casualizado com cinco repeti¢coes e o ensaio foi realizado duas vezes.

2.4) Avaliacao do efeito nematicida: ensaios in vivo

2.4.1) Efeito dos extratos sobre o parasitismo de M. javanica em tomateiro

Foram utilizados tubetes com a capacidade para 50 mL contendo a mistura solo
e areia na proporcao de 1:1 (v/v) e substrato, com a proporcao final de 1:1 (v/v),
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previamente autoclavada. Foi transplantado para cada tubete uma muda de tomateiro
cv. Santa Clara com dois a trés pares de folhas definitivas. Apds 3 dias de transplantio,
o solo de cada tubete foi infestado com uma suspensao de 3 mL contendo 100 juvenis
de M. javanica obtidos conforme item 2.2. Essa suspensao foi aplicada em dois
orificios abertos no solo usando uma pipeta semiautomatica. Logo apos a infestagao
do solo, foi aplicado na forma de rega, 3 mL dos extratos com as menores ClLos
estabelecidas nos ensaios in vitro. Os extratos selecionados foram ECCO_MP testado
nas concentracbes de 157,65 e 630,60 pg mL' e ECCJ _MP testado nas
concentragdes de 189,81 e 759,24 ug mL™', as concentragdes maiores correspondem
a quatro vezes a ClLgs determinadas em 2.3.1. Os tratamentos controles foram: agua
destilada e solugao aquosa de Tween 80 a 1% (m/v) e Nimitz® EC a 3600 ug mL""
(eluido em agua destilada na concentragdo comercial). O controle Nimitz® EC foi
aplicado na mistura solo e areia mais substrato 7 dias antes do transplantio das
mudas. ApoOs a aplicacdo, foram realizadas irrigagdes, conforme recomendagédo do
fabricante. As plantas foram mantidas em casa de vegetacédo. Foram realizados trés
experimentos independentes, o primeiro foi para avaliar a taxa de penetracao dos J2,
0 segundo para avaliar o desenvolvimento das fémeas e o terceiro para avaliar o
desenvolvimento e reprodugédo dos nematoides.

No primeiro experimento, apds 4 dias da inoculagéo, os nematoides dentro das
raizes foram submetidos a coloracdo com fucsina acida (BYBD et al.,1983) para
possibilitar a contagem dos mesmos em microscépio de luz invertido, para contabilizar
0 numero de J2 que penetraram nas raizes. A porcentagem de penetracdo de juvenis
nas raizes foi calculada dividindo-se o numero de J2 dentro das raizes pelo numero
total inoculado x 100. No segundo experimento, apés 20 dias da inoculacédo, os
nematoides dentro das raizes foram submetidos a coloracdo como descrito
anteriormente para contabilizar o numero de fémeas por sistema radicular. Ja no
terceiro experimento, ap6s 30 dias da inoculagéo, as raizes foram coletadas, pesadas
e coradas com floxina B (TAYLOR e SASSER, 1978), seguindo-se a contagem do
namero de galhas e de massas de ovos. Em seguida, foi realizada a extracao dos
ovos de acordo com Hussey e Barker (1973) modificada por Boneti e Ferraz (1981),
para estimativa do numero de ovos. O delineamento empregado nos experimentos foi
inteiramente casualizado com 5 repeticdes. Os experimentos foram realizados duas

vezes.
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3. Analise estatistica

Com os dados obtidos nos testes de mortalidade foram calculadas as
concentracdes letais, por meio do software R (CRAN, 2021), utilizando o pacote
ec50estimator (ALVES, 2020). Ja os dados obtidos nos demais experimentos foram
submetidos a anadlise de variancia e ao teste F para verificar sua significancia. Quando
esses apresentaram normalidade e homogeneidade foram comparados pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade, quando nao apresentaram normalidade e
homogeneidade, foram submetidos ao teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis a 5%
de significancia, com o auxilio do programa R (CRAN, 2021). No caso dos
experimentos realizados duas vezes, quando houve interacao significativa entre os

ensaios, os dados foram analisados separadamente.

4.Resultados e Discussao

4.1) Triagem Fitoquimica

De acordo com o Teste de Dragendorff foi observado a presenca de alcaloides
em todos os extratos.

4.2) Atividade nematicida dos extratos de Crotalaria spp.: ensaios in vitro

4.2.1) Teste de mortalidade de M. javanica

Todos os extratos foram capazes de matar os J2 de M. javanica em
comparac¢ao com o controle solugdo aquosa de Tween (Figura 1). Houve o efeito de
dose dependente, isto significa que o aumento das concentracbes e do tempo de
incubacgao dos nematoides nos extratos, levou ao progressivo aumento da mortalidade
dos J2 (Apéndice — Figuras 7-10), exceto no tratamento com ERCJ_CC (Apéndice A,
Figura 11).
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Figura 1. Toxicidade dos extratos de Crotalaria spp. a juvenis de segundo estadio (J2) de M. javanica. Curva de mortalidade de M. javanica ap6s o tratamento com 0, 100, 200,
300, 400 e 500 ug mL"' de (A) ERCJ_MP (extrato de raizes de C. juncea micropropagada); (B) ECCO_MP (extrato de calos de C. ochroleuca micropropagada); (C) ECCJ_MP
(extrato de calos de C. juncea micropropagada); (D) EERCJ_MP (extrato de exsudatos radiculares de C. juncea micropropagada) e (E) ERCJ_CC (extrato de raizes de C. juncea
de cultivo convencional), apds 72 h de incubagao. (F) Curva de mortalidade de M. javanica tratados com 0, 80, 100,150, 200 e 240 pug mL ' de Nimitz, apos 72 h de incubagio.
Cada ponto em vermelho em cada grafico indica a porcentagem de mortalidade observada em cada parcela experimental.
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Houve diferenca entre as taxas de mortalidade entre os dois extratos de raizes
de C. juncea, provenientes de raizes cultivadas por micropropagacao (ERCJ_MP) e
pelo cultivo convencional (ERCJ_CC) (Figuras 1A e 1E), sendo que ERCJ_MP foi
mais toxico aos J2. Essa diferenca pode estar relacionada a variagées no teor dos
metabdlitos secundarios com agdo nematicida presente em cada material. Isso
porque, em geral, tais metabdlitos secundarios constituem-se na interface quimica
entre as plantas e o ambiente onde elas estao inseridas. Assim, a producao desses
pode ser alterada sob condi¢cées ambientais diferentes (KUTCHAN, 2001).

Ha relatos na literatura que apoiam essa hipétese, por exemplo, uma pesquisa
realizada com extratos de folhas de C. prostate e C. medicaginea, oriundos de plantas
micropropagadas e de cultivo convencional, verificou-se que acidos fendlicos estavam
presentes em extratos de plantas cultivadas in vitro e ndao estavam presentes nos
extratos de plantas cultivadas em campo. Os autores também verificaram que
triterpernos foram encontrados em extratos de folhas de C. retusa, C. prostate e C.
medicaginea, porém esses metabdlitos secundarios ocorreram em poucas
quantidades ou estavam ausentes em extratos de folhas de C. medicaginea cultivadas
em campo (DEVENDRA; SRINIVAS; SOLMON, 2012). Devendra; Srinivas e Solmon
(2012) observaram que a atividade antimicrobiana dos extratos provenientes de
plantas de Crotalaria spp. cultivadas em campo contra Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa, Proteus vulgaris, Bacillus subtilis e Eschericia coli, foi
menor do que a atividade antimicrobiana dos extratos provenientes de plantas de
Crotalaria spp. cultivadas in vitro. Nakka e Devendra (2012) compararam o teor de
metabdlitos secundarios em plantas de C. retusa, C. prostada e C. medicaginea
cultivadas em in vitro e in vivo. As plantas cultivadas in vitro apresentaram maior teor
de alcaloides, flavonoides, fendis e saponinas.

O metabolismo secundario das plantas expressa-se em células e tecidos
especificos, em estadios determinados de crescimento, correlacionando uma ligacao
entre crescimento e diferenciacdo morfolégica das células (ROCHA e CAMPOS,
2004). Dessa forma, o cultivo de células, tecido, 6rgaos vegetais e plantulas em
condi¢cbes controladas € uma técnica promissora para avaliar o efeito de extratos
boténicos, em razdo do cultivo livre de microrganismos, nutricdo, luz e temperatura
adequadas para as plantas. A técnica de cultura in vitro fornece individuos de boa
qualidade genética, além de ser uma maneira de aumentar a multiplicagcdo dessas
plantas para a producéo de possiveis compostos bioativos de interesse para industrias
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biomédicas, agroindustrial, farmacéuticas e de alimentos (ORTUNO et al., 2018). A
producao de plantulas in vitro e posteriormente o cultivo dessas in vivo é uma técnica
ideal para nao ocasionar variagdbes somaclonais e obter uma producdo em massa
(NAKKA e DEVENDRA, 2012). Entretanto, para confirmacdo dessa hipotese, é
necessario realizar a caracterizacdo e comparagcdo quimica entre ERCJ_MP e
ERCJ_CC testados no presente estudo.

As concentracgoes letais sdo utilizadas para comparar a agao letal de compostos
quimicos sobre organismos. As concentracdes letais dos extratos e do nematicida
foram calculadas por meio dos dados de mortalidade dos J2, apds 72 h de incubagéo
(Figura 1), exceto para o tratamento ERCJ_CC. Isso porque a porcentagem média da
mortalidade dos J2 na maior concentracdo desse extrato (500 pg mL™) foi inferior a
20% (Figura 1E).

Os extratos mais téxicos a M. javanica foram ECCJ_MP e ECCO_MP, que
apresentaram as CLsode 63,41 e 103,90 ug mL™", respectivamente. As CLso de todos
os extratos foram menores que a nematicida Nimitz® EC (Tabela 1). Entretanto, para
a CLao e CLgos 0 ERCJ_MP obteve valores maiores que o controle.

Tabela 1. Concentracdes letais (CLso, CLeo e CLes) dos extratos de Crotalaria spp. a
juvenis de M. javanica, apds incubacao por 72 h a 25 °C estimadas a partir do pacote
ec50estimator.

Extratos CLso (ug mL')  CLoo (ug mL") CL 95(pug mL")
ERCJ_MP 130,24 272,25 349,84 (+0,516)
ECCO_MP 103,90 141,82 157,65 (£12,255)
ECCJ_MP 63,41 143,71 189,81 (x0,529)
EERCJ_MP 136,18 179,05 196,52 (x1,480)
Nimitz® 145,25 221,24 232,30 (+0,697)

ERCJ_MP: extrato de raizes de C. juncea micropropagada; ECCO_MP: extrato calos de C. ochroleuca
micropropagada; ECCJ_MP: extrato de calos de C. juncea micropropagada; EERCJ_MP extrato de
exsudatos radiculares de C. juncea micropropagada. Os valores entre parénteses representam o erro
padréo.

Paravaj et al. (2012) avaliando o efeito de extrato metandlico de folhas de C.
retusa sobre M. incognita, encontraram a CLso e CLoo de 139,19 ppm e 233,41 ppm,
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equivalente a 139,19 e 233,41 ug mL", respectivamente, apds 24 h de incubacéo.
Jourand et al. (2004a) ao testarem o efeito de extrato aquoso de folhas de C. virgulata
subsp. grantiana sobre M. incognita, ap6s 48 h encontraram uma CLsode 0,5 mg mL-
! equivalente a 500 ug mL™', porém essa concentragdo causou 50% da paralisia dos
J2, diferente do presente trabalho que em menores concentragbes causou a morte
dos J2. Rudnick (2020) ao estudar a CLso de extratos aquosos de folhas de C. juncea
e C. ochroleuca encontrou os valores de 0,76 e 1,56 ppm, equivalente a 76 e 156 ug
mL, respectivamente, porém esses valores também sdo referentes a 50% da
paralisia dos J2. A distincdo dos resultados do presente trabalho com os trabalhos
citados anteriormente, provavelmente é em razdo das diferengas: espécie da planta,

estadio fenoldgico, tecido vegetal utilizado e da técnica de preparacéo dos extratos.

4.2.2) Efeito dos extratos na inibicao de eclosao dos J2 de M. javanica

Todos os extratos diminuiram a taxa de eclosdo de J2 de M. javanica em
comparagdo com o controle solugcao aquosa de Tween. As diminuicées no primeiro
ensaio foram de 89,36; 91,69; 91,73 e 96,53% em ECCO _MP, ERCJ MP,
EERCJ_MP e ECCJ_MP, respectivamente (Figura 2A). O efeito supressor dos
extratos EERCJ_MP e ECCJ_MP foi similar ao do nematicida Nimitz® EC.

No segundo ensaio, todos os extratos também diminuiram a taxa de ecloséo
dos J2 de M. javanica em comparagcao com o controle solucdo aquosa de Tween,
sendo essas de 82,30; 82,40; 90,19 € 91,92% em EERCJ_MP, ECCJ_MP, ECCO_MP
e ERCJ_MP, respectivamente (Figura 2B). Os extratos ECCJ_MP, ECCO_MP e
ERCJ_MP foram tdo eficientes quanto o nematicida Nimitz® EC.
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Figura 2. Supressividade da eclosdo de J2 de M. javanica tratados com extratos de Crotalaria spp. nas suas
respectivas Cloes, ap6és 10 dias de incubagdo a 25 °C. (A) Resultados observados no primeiro ensaio. (B)
Resultados observados no segundo ensaio. Em ambos os ensaios os tratamentos foram: ERCJ_MP (extrato de
raizes de C. juncea micropropagada), ECCO_MP (extrato de calos de C. ochroleuca micropropagada), ECCJ_MP
(extrato de calos de C. juncea micropropagada) e EERCJ_MP (extrato de exsudatos radiculares de C. juncea
micropropagada). Os controles foram: 4gua destilada e solugéo aquosa de Tween. O nematicida Nimitz foi aplicado

na concentragéo de 232,30 ug mL'. Médias seguidas pela mesma letra, representam igualdade estatistica pelo
teste de Kruskal-Wallis a 5% de significancia. As barras representam o desvio padréo.

Ja ha na literatura outros relatos da alta taxa de inibicdo da eclosdo de
Meloidogyne spp., causada por exsudatos de Crotalaria spp. (ROCHA e CAMPOS,
2004; OSEI et al., 2010). Rocha e Campos (2004) observaram uma inibicdo maior
que 70% na eclosao de J2 de M. incognita com exsudatos de cultura de células de C.
juncea em comparacao com o tratamento dgua. Osei et al. (2010) relataram uma
inibicao na eclosao de 70,79% em J2 de Meloidogyne spp. com exsudatos radiculares
de C. spectabilis em comparagdo com o tratamento agua.

Colegate et al. (2012) observaram que os principais alcaloides pirrolizidinicos
em extratos metandlicos de folhas, hastes, raizes e sementes de C. juncea séo

junceine, trichodesmine, isohemijunceine, isohemijunceines B e C,
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acetylisohemijunceines 1 e 2. Esses alcaloides pirrolizidinicos possivelmente
apresentam atividade nematicida (BRAZ et al., 2016). Ademais, foi relatado a
presenca de monocrotalina nas sementes e extrato etandlico de folhas de C. juncea
(SAKAMOTO et al., 2017; EXPOSITO et al., 2018). Em C. ochorleuca néo foi relatado
a presenca de monocrotalina no extrato de sementes, porém foi constada a presenca
de outros alcaloides pirrolizidinicos (PILBEAN e LYON-JOYCE, 1983; WILLIAMS e
MOLYNEUX, 1987). Em folhas dessa espécie foi constatado a presenca de alcaloides,
saponinas, esteroides e flavonoides (SIKOLIA e OMONDI, 2017).

O resultado da supressao da eclosdo dos J2 no presente estudo pode ser
devido a ocorréncia de ovos que apresentavam juvenis completamente formados
internamente, e o0s extratos conterem substdncias que afetaram a enzima
acetilcolinesterase, ocasionando a redugdo de movimento dos juvenis que é
necessario para a eclosao dos ovos (NELMES, 1970). Visto que, a monocrotalina,
alcaloide presente em espécies de Crotalaria spp., inibe 0 movimento dos juvenis
(WANG et al., 2002). A monocrotalina ja foi relatada inibindo a eclosédo de J2 de M.
incognita, o metabdlito secundario inibiu 46,30 e 70,37% na forma de base livre e N-
6xido, respectivamente, comparado com o controle (THODEN; BOPPRE;
HALLMANN, 2009). Além disso, provavelmente ha a presenca de outros compostos
com agdo nematicida nos extratos que inibiram a eclosdo dos J2, como fendis,
saponinas, flavonoides e outros alcaloides, compostos que tem atividade nematicida
comprovada (CHITWOOQOD, 2002).

4.3) Ensaios in vivo

4.3.1) Efeito dos extratos sobre o parasitismo de M. javanica em tomateiro

No ensaio de penetracao de J2 de M. javanica, o extrato ECCO_MP aplicado
na CLgs foi 0 Unico que diferiu dos controles agua e solugdao aquosa de Tween (Figura
3). Houve uma reducao de 54,90% na taxa de penetracdo dos J2 comparado com o

controle solucao aquosa de Tween (Figura 3).
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Figura 3. Efeito dos extratos de Crotalaria spp. sobre a penetracao de J2 de M. javanica em raizes de tomateiro.
Os tratamentos foram ECCO_MP_1 (extrato de calos de C. ochroleuca micropropagada a 157,65 pug mL™"),
ECCO_MP_2 (extrato de calos de C. ochroleuca micropropagada a 630,60 pg mL"), ECCJ_MP_1 (extrato de calos
de C. juncea micropropagada a 189,81 ug mL"), ECCJ_MP_2 (extrato de calos de C. juncea micropropagada a
759,24 ug mL"). Os controles foram: agua destilada, solugdo aquosa de Tween e 3600 pug mL' de Nimitz. Médias
seguidas pela mesma letra, representam igualdade estatistica pelo teste de Kruskal-Wallis a 5% de significancia.
As barras representam o desvio padrao.

Extratos de quatorze espécies de Crotalaria spp. apresentaram um alto efeito
nematostatico sobre J2 de M. incognita, M. javanica e M. enterolobii (=M.
mayaguensis). Destacando-se o efeito nematostatico de 100% dos extratos aquosos
de brotos de C. comosa e C. cylindrocarpa e extratos aquosos de raizes de C.
goreensis e hyssopifolia sobre J2 de M. javanica (JOURAND et al., 2004b). Jourand
et al. (2004a) ao testarem o extrato aquoso de folhas de C. virgulata subsp. grantiana
sobre M. incognita encontraram um efeito nematostatico de 100%. No caso do
presente estudo, esse efeito foi mais expressivo no tratamento com ECCO_MP
aplicado na CLogs ja que nesse houve a diminuicdo em 54,90% na taxa de penetracao
de J2 no sistema radicular comparado ao tratamento com solucéo aquosa de Tween.
Essa diferenca entre o efeito dos extratos pode estar relacionada a composicéo de
metabdlitos secundarios presentes em cada um deles.

Os ensaios para avaliar o efeito sobre o desenvolvimento de fémeas néo foram
analisados juntamente devido a morte das plantas do controle Nimitz® EC no segundo
ensaio, em razao da ocorréncia de fitotoxidez do nematicida (Figura 4B). Nos dois
ensaios, nenhum extrato diminuiu o desenvolvimento de M. javanica nas raizes de
tomateiro (Figura 4AB).
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Figura 4. Efeito dos extratos de Crotalaria spp. sobre o desenvolvimento de M. javanica em raizes de tomateiro.
(A) Numero de fémeas no primeiro experimento. Médias seguidas pela mesma letra, representam igualdade
estatistica pelo teste de Kruskal-Wallis a 5% de significancia. (B) Numero de fémeas no segundo experimento.
Médias seguidas pela mesma letra, representam igualdade estatistica pelo teste de Tukey a 5% de significancia.
(C) Namero de galhas. Médias seguidas pela mesma letra, representam igualdade estatistica pelo teste de Kruskal-
Walllis a 5% de significancia. Em ambos os ensaios os tratamentos foram ECCO_MP_1 (extrato de calos de C.
ochroleuca micropropagada a 157,65 ug mL'), ECCO_MP_2 (extrato de calos de C. ochroleuca micropropagada
a 630,60 pug mL "), ECCJ_MP_1 (extrato de calos de C. juncea micropropagada a 189,81 ug mL"), ECCJ_MP_2
(extrato de calos de C. juncea micropropagada a 759,24 ug mL"). Os controles foram: agua destilada, solugéo
aquosa de Tween e 3600 pug mL" de Nimitz. As barras representam o desvio padrao.

Observou-se que o numero de fémeas no interior das galhas foi maior do que
o de J2 nas raizes (Figura 3), em todos os tratamentos com os extratos vegetais
(Figura 4AB). Esse resultado deve-se provavelmente, devido ao curto periodo de
contato dos J2 com os extratos, visto que, ainda nao se sabe o periodo residual destes
no solo. Portanto, os juvenis podem ter se recuperado e obtiveram sucesso na
infeccdo. Desta forma, futuros ensaios devem ser realizados em microcosmos para
avaliar se ha recuperacao progressiva dos J2 e realizar a reaplicacao dos extratos,
com o intuito de aumentar a eficiéncia de controle. No ensaio de desenvolvimento de
M. javanica, os extratos ECCO_MP_1 e ECCJ_MP_2 (630,60 ug mL™"), reduziram o
namero de galhas em 18,73 e 23,80% em comparagado com o controle solugado aquosa
de Tween, respectivamente (Figura 4C). Os extratos ECCO_MP_1 e ECCJ_MP_2
podem ter inibido a movimentagéo de juvenis de M. javanica no solo, resultando em
menor numero de galhas. Porém, uma vez no interior das raizes, o desenvolvimento
dos juvenis até a fase adulta pode nao ter sido afetado.
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Quanto ao numero de massas de ovos, no ensaio de reproducado, ECCJ_2
reduziu o numero em 23,37% em comparagdo com o controle solugdo aquosa de
Tween (Figura 5A). No primeiro ensaio de reprodugédo, nenhum extrato diferiu dos
controles agua e solucao aquosa de Tween, em relagdo ao numero de ovos (Figura
5B). Contudo, no segundo ensaio, ECCJ_MP_2 diferiu dos controles 4gua e solucao
aquosa de Tween. ECCJ_MP_2 reduziu o numero de ovos em 4931% em

comparacao ao controle solucao aquosa de Tween (Figura 5C).
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Figura 5. Efeito dos extratos de Crotalaria spp. sobre a reproducéo de M. javanica em raizes de tomateiro. (A)
Massas de ovos. Médias seguidas pela mesma letra, representam igualdade estatistica pelo teste de Kruskal-
Wallis a 5% de significancia. (B) Numero de ovos no primeiro ensaio. Médias seguidas pela mesma letra,
representam igualdade estatistica pelo teste de Tukey a 5% de significancia. (C) NUmero de ovos no segundo
ensaio. Médias seguidas pela mesma letra, representam igualdade estatistica pelo teste de Kruskal-Wallis a 5%
de significancia. Em ambos os ensaios os tratamentos foram ECCO_MP_1 (extrato de calos de C. ochroleuca a
157,65 pug mL'), ECCO_MP_2 (extrato de calos de C. ochroleuca a 630,60 ug mL"), ECCJ_MP_1 (extrato de
calos de C. juncea a 189,81 ug mL'), ECCJ_MP_2 (extrato de calos de C. juncea a 759,24 ug mL™"). Os controles
foram: agua destilada, solugdo aquosa de Tween e 3600 ug mL' de Nimitz. As barras representam o desvio
padréo.

Resultados semelhantes ao nimero de ovos do primeiro ensaio, foram
encontrados por Gardiano et al. (2011) que testaram extrato aquoso de folhas de C.
spectabilis na reducdo de ovos de Rotylenchulus reniformis. Entretanto, o extrato
aumentou a porcentagem de numero de ovos em 37% comparado com o controle
agua. O efeito de extratos aquosos de sementes de C. breviflora, C. juncea, C.
mucronata e C. spectabilis foram testados sobre M. javanica. Somente o extrato

aquoso de sementes de C. mucronata teve efeito supressor sobre M. javanica,
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diminuindo em 33% 0 numero de galhas em comparagdo ao tratamento com agua
(GARDIANO et al.,, 2010). Borges et al. (2013) também observaram resultados
parecidos ao testarem extrato aquoso de folhas de Crotalaria spp. sobre M. incognita,
houve uma reducao de 43,36% no numero de J2, 42,71% no numero de galhas e
42,31% no numero de ovos comparado com o controle sem aplicagéo de tratamento.

Nos ensaios de reproducgdo, as raizes frescas foram pesadas. No primeiro
ensaio, houve uma diferenca significativa entre o controle Nimitz® EC e os demais
tratamentos, exceto ECCJ_MP_1, devido a fitotoxidez das plantas que o nematicida
ocasionou (Figura 6A). No segundo ensaio, houve uma diferenga significativa entre o
controle Nimitz® EC e os demais tratamentos (Figura 6B).
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Figura 6. (A) Massa fresca das raizes de tomateiro no primeiro ensaio. (B) Massa fresca das raizes de tomateiro
no segundo ensaio. Em ambos os ensaios os tratamentos foram ECCO_MP_1 (extrato de calos de C. ochroleuca
a 157,65 ug mL"), ECCO_MP_2 (extrato de calos de C. ochroleuca a 630,60 ug mL"), ECCJ_MP_1 (extrato de
calos de C. juncea a 189,81 ug mL'), ECCJ_MP_2 (extrato de calos de C. juncea a 759,24 ug mL™"). Os controles
foram: 4gua destilada, solugdo aquosa de Tween e 3600 pug mL" de Nimitz. Médias seguidas pela mesma letra,
representam igualdade estatistica pelo teste de Tukey a 5% de significancia. As barras representam o desvio
padréo.
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Os resultados encontrados nesse trabalho, mostram evidéncias da presenca
de compostos nematicidas nos diferentes extratos de C. juncea e C. ochroleuca. Os
extratos apresentam potencial para o desenvolvimento de nematicidas botanicos, a
fim de introduzi-los como uma ferramenta no manejo integrado de fitonematoides. Pois
apresentaram Clso baixa, comparada aquelas relatadas em outros trabalhos
(JOURAND et al., 2004a; PARAVAJ et al., 2012; RUDNICK, 2020) com materiais
provenientes de Crotalaria spp..

A multiplicagdo de plantas in vitro como ocorreu no presente estudo, é uma
técnica essencial para a producdo isenta de doencas, multiplicacdo rapida e
transformacao do genoma para a producéo de metabdlitos secundarios de alto valor
comercial (ALTPETER et al., 2016). Foi observado que houve diferenga no efeito
nematicida dos extratos provenientes de raizes de C. juncea cultivados por meio das
diferentes técnicas, extrato obtido através do material vegetal cultivado in vitro
(ERCJ_MP) apresentou alto efeito nematicida, enquanto o extrato proveniente de
material do cultivo convencional (ERCJ_CC) exibiu baixo efeito. Porém, o cultivo in
vitro tem um custo mais alto comparado com o cultivo tradicional (PENCE, 2011). Para
a producdo de extrato de calos e raizes de C. juncea e C. ochroleuca por
micropropagacao, foram necessarios 0,2 e 0,34 g de tecido vegetal para a producéo
de 1000 pg de extrato (resultados ndo apresentados).

Deve-se ressaltar que as diferencas observadas entre os resultados obtidos em
laboratério e aqueles conduzidos em casa de vegetagdo ou campo nao sao raras
(GARDIANO et al., 2010). O principal fator que pode ocasionar tais diferengas € a
volatilizacdo e degradacédo dos compostos ativos presentes nos produtos a base de
plantas (BORGES et al., 2018). Desse modo, é necessario a busca de tecnologias de
aplicacao que reduzam as perdas dos compostos ativos aplicados ao solo, garantindo-
se assim uma entrega mais eficiente (BORGES et al., 2017). Ha trabalhos na literatura
com utilizacdo de nanoparticulas na aplicagéo de extratos vegetais sobre nematoides
in vitro e in vivo que apresentaram bons resultados (KALAISELVI et al., 2017; EL-
DEEN e EL-DEEB, 2018; HEFLISH et al., 2021). Dessa forma, essa tecnologia
poderia ser usada em futuros ensaios com extratos de C. juncea e C. ochroleuca
utilizados no presente estudo.

Portanto, mesmo com os bons resultados encontrados no trabalho,
principalmente in vitro, € necessario a repeticdo dos ensaios in vivo com énfase para

ECCO_MP e ECCJ_MP, com propédsito de diminuir a discrepancia entre os ensaios
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realizados em laboratério e casa de vegetacao. Os futuros ensaios devem ocorrer em
condicdes diferentes como: conter mais parcelas, testar maiores concentragdes dos
extratos mais promissores, avalid-los em misturas, avaliar o efeito empregando-se
uma aplicacao versus varias aplicacoes, avaliar se o tipo de indculo (ovos ou juvenis
de Meloidogyne spp.) influéncia nos efeitos observados, avaliar diferentes modos de
aplicacéo (ex: rega, nanoparticulas).

Adicionalmente, é necessario a realizacdo da caracterizagdo quimica dos
compostos presentes nos extratos, com a finalidade de se identificar e avaliar o efeito
nematicida dos compostos purificados, avaliar diferentes métodos de extracdo dos
extratos vegetais, determinar seus modos de agéo, as concentragdes efetivas de uso,

o modo de aplicacao mais eficiente e custo médio do produto.

5. Conclusao

Conclui-se que todos os extratos de Crotalaria spp. apresentam atividade
nematicida, exceto o extrato proveniente de raizes de C. juncea de cultivo
convencional, destacando-se como mais promissores 0s extratos provenientes de
micropropagacao de calos de C. ochroleuca e C. juncea, pois foram os mais toxicos a
M. javanica, nas condig¢des testadas.
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Apéndice A
Toxicidade dos extratos de Crotalaria spp. a J2 de M. javanica apos 24 e 48
horas de incubacao
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Concentragdes de Extrato de Raizes de C.juncea Micropropagacao pg/mL Concentragdes de Extrato de Raizes de C.juncea Micropropagagao pg/mL

Figura 7. Toxicidade dos extratos de Crotalaria spp. a juvenis de segundo estadio (J2) de M. javanica. Curva de
mortalidade de M. javanica tratados com 0, 100, 200, 300, 400 e 500 ug mL™" de (A) ERCJ_MP (extrato de raizes
de C. juncea micropropagada) ap6s 24h de incubagdo. (B) ERCJ_MP (extrato de raizes de C. juncea
micropropagada) apds 48h de incubagéo. Cada ponto em vermelho em cada grafico indica a porcentagem de
mortalidade observada em cada parcela experimental.

A B

100 100

~
o
\
~
(o)}
\
\
\

- g S ’
& 4 & 7
g > § 4
= % /
@
© 50 / g 50 /
b / s /
g / = /
/ © /
2 5
25/ = 25 /.
/ ,/
,/ 7/
/
0 o ¥
Q QO Q Q Q N Q Q QO Q Q Q
) Y oS ° S Y » o Y §

Concentragdes de Extrato de Calos de C.ochroleuca Micropropagacao ug/mL Concentragdes de Extrato de Calos de C.ochroleuca Micropropagacao pg/mL

Figura 8. Toxicidade dos extratos de Crotalaria spp. a juvenis de segundo estadio (J2) de M. javanica. Curva de
mortalidade de M. javanica tratados com 0, 100, 200, 300, 400 e 500 pg mL' de (A) ECCO_MP (extrato de calos
de C. ochroleuca micropropagada) apds 24h de incubagdo. (B) ECCO_MP (extrato de calos de C. ochroleuca
micropropagada) apds 48h de incubagao. Cada ponto em vermelho em cada gréfico indica a porcentagem de
mortalidade observada em cada parcela experimental.
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Figura 9. Toxicidade dos extratos de Crotalaria spp. a juvenis de segundo estadio (J2) de M. javanica. Curva de
mortalidade de M. javanica tratados com 0, 100, 200, 300, 400 e 500 ug mL"' de (A) ECCJ_MP (extrato de calos
de C. juncea micropropagada) ap6s 24h de incubagdo. (B) ECCJ_MP (extrato de calos de C. juncea
micropropagada) apds 48h de incubagéo. Cada ponto em vermelho em cada grafico indica a porcentagem de
mortalidade observada em cada parcela experimental.
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Figura 10. Toxicidade dos extratos de Crotalaria spp. a juvenis de segundo estadio (J2) de M. javanica. Curva de
mortalidade de M. javanica tratados com 0, 100, 200, 300, 400 e 500 ug mL' de (A) EERCJ_MP (extrato de
exsudatos radiculares de C. juncea micropropagada) apds 24 h de incubagdo. (B) EERCJ_MP (extrato de
exsudatos radiculares de C. juncea micropropagada) apds 48h de incubagao. Cada ponto em vermelho em cada
gréfico indica a porcentagem de mortalidade observada em cada parcela experimental.
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Concentragdes de Extrato de Raizes de C.juncea Cultivo Convencional ug/mL Concentragdes de Extrato de Raizes de C.juncea Cultivo Convencional pg/mL

Figura 11. Toxicidade dos extratos de Crotalaria spp. a juvenis de segundo estadio (J2) de M. javanica. Curva de
mortalidade de M. javanica tratados com 0, 100, 200, 300, 400 e 500 ug mL"" de (A) ERCJ_CC (extrato de raizes
de C. juncea cultivo convencional) apés 24h de incubacéo. (B) ERCJ_CC (extrato de raizes de C. juncea cultivo
convencional) apés 48h de incubacdo. Cada ponto em vermelho em cada grafico indica a porcentagem de

mortalidade observada em cada parcela experimental.
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