Universidade de Brasilia

Instituto de Ciéncias Biologicas
Departamento de Fitopatologia

Programa de Pds-Graduacdo em Fitopatologia

Potencial nematotoxico de extratos vegetais obtidos a partir de
acessos de uma espécie de Solanaceae para o controle de

Meloidogyne incognita

PAULA DARLINY SILVA FERREIRA

BRASILIA
2019



Departamento de Fitopatologia
Programa de Pds-Graduagdo em Fitopatologia

Universidade de Brasilia
. ' Instituto de Ciéncias Biologicas

Potencial nematotoxico de extratos vegetais obtidos a partir de
acessos de uma espécie de Solanaceae para o controle de

Meloidogyne incognita

PAULA DARLINY SILVA FERREIRA

BRASILIA
2019



PAULA DARLINY SILVA FERREIRA

Potencial nematotoxico de extratos vegetais obtidos a partir de
acessos de uma espécie de Solanaceae para o controle de

Meloidogyne incognita

Dissertacdo apresentada ao Departamento de Fitopatologia
do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da Universidade de
Brasilia, como requisito parcial a obtengdo do titulo de

Mestre em Fitopatologia.

Orientador: Prof. Juvenil Enrique Cares

Coorientador: Dr. Thales Lima Rocha

BRASILIA
2019



FICHA CATALOGRAFICA

Ferreira, Paula Darliny Silva.

Potencial nematotoxico de extratos vegetais obtidos a partir de acessos de uma espécie
de Solanaceae para o controle de Meloidogyne incognita

Brasilia, 2019. NUmero de paginas p.: 123 il.

Dissertacdo de Mestrado. Programa de Pos-Graduacdo em Fitopatologia, Universidade
de Brasilia, Brasilia-DF.

I. Metabolitos secundarios — Meloidogyne incognita

I. Universidade de Brasilia. PPG/FIT

Il. Potencial nematotdxico de extratos vegetais obtidos a partir de acessos de uma
espécie de Solanaceae para o controle de Meloidogyne incognita




Deus et.al

DEDICO



AGRADECIMENTOS

Agradeco primeiramente ao meu criador, escritor da minha histdria, luz que me ilumina,
minha Unica direcdo nessa estrada desconhecida que € a vida. Deus, por mais que eu ndo possa
vé-lo, pude senti-lo em todos 0s meus dias, em especial naqueles mais dificeis quando por um
momento olhei pra tras e me dei conta de toda a minha trajetoria. O senhor foi generoso comigo,
mesmo quando passei por momentos sombrios eu pude ver uma luz, e me guiou guando estive
perdida. N&o chegaria até aqui sem tua ajuda, ndo poderia ser quem eu sou, e ndo haveria uma
continuacdo a partir daqui. Por tudo, sou infinitamente grata! O senhor foi o Gnico que consolou
minha alma quando sozinha chorei, e me acalmou os animos quando em desistir eu pensei, e me
fez entender o grande sonho que carrego dentro de mim. Para o senhor eu guardo a definigcdo
mais bonita; “Es a propria natureza em toda sua perfeicdo, grandeza e simplicidade, porém rica
em impecaveis detalhes”, o senhor é 0 meu amanha e o meu para sempre.

A minha mie que nio pode me ver chegar até aqui, mas compartilhou meus sonhos
comigo por toda sua vida. Todo o seu esforco, e perfeita dedicacdo me permitiu chegar até aqui,
e me dara base para seguir adiante. N&o té-la aqui comigo € a maior tristeza da minha vida, por
que vocé quem era a minha maior alegria. Espero que saiba que vocé foi o0 meu grande exemplo
na vida, que em sua memoria irei superar todo e qualquer desafio que me for proposto. Durante
toda a minha vida, tive plena consciéncia que me esforcei para orgulha-la, e continuarei a me
dedicar pelo orgulho que sinto da incrivel mulher que foi. Ela sempre dizia que Deus a havia
abencoado quando me concedeu a ela, quando na verdade a abencoada fui eu de ter um anjo em
minha vida, que agora num verdadeiro anjo se materializou. Eu te amarei para sempre, assim
como vocé sempre me amou, de uma maneira pura e ate o fim.

Ao meu pai e irmdo; Pedro Ferreira e Paulo Ferreira, que passaram por seus piores
momentos e ndo desistiram, assim como eu. Mesmo com todas as nossas diferencas,
continuamos sendo uma familia e a familia sempre serd4 a maior base que alguém podera ter.
Obrigado por serem a minha familia, eu amo vocés e sou grata por me apoiarem até aqui, € a
partir daqui.

Aos meus professores da época da graduagdo; Ciro Yoshio Joko, Rafael Perseghini Del
Sarto e Aline Martins por terem sido meus primeiros incentivadores, que plantaram dentro de
mim a semente da paixao em disseminar ciéncia. Se hoje estou aqui, € por “culpa” de vocés!

Aos melhores orientadores que alguém pode ter: Dr: Thales Lima Rocha e Professor

Juvenil Enrique Cares. Eu sou tdo agradecida por té-los como tutores, e quero que saibam que na



minha perspectiva 0s senhores séo grandes mestres, ndo apenas na ciéncia, mas da vida. Com 0s
senhores eu aprendi os valores do esforco, dedicacéo e trabalho, e principalmente da humildade,
prestatividade, e amor pelo que se faz. S&o duas almas brilhantes, e me orgulho de ter sido
“alumnus” dos senhores, que me iluminaram com tamanha luz de seus conhecimentos. Sou grata
por ter um relacionamento t&o positivo com 0s meus orientadores, que considero como sendo 0s
meus pais da ciéncia.

As minhas queridas amigas Adriana Ferreira e Sheila Freitas, que apareceram na minha
vida num momento muito dificil para mim, e que foram exatamente o reforco e apoio que eu
tanto precisava. Tenho muito orgulho de quem vocés séo, e as pessoas nao sabem a sorte que
teriam se dessem a oportunidade de as conhecerem como eu conheg¢o. Foram muitas noites de
estudo, muitas guerras que juntas enfrentamos, muitos momentos que compartilhamos, e
incondicionalmente nos apoiamos. Nesse capitulo da minha vida posso afirmar, vocés foram
umas das pessoas que mais me ajudaram a escrever! Meu muitissimo obrigado.

A Rejane Valeriano da Silva, aluna do curso de Engenharia agrondémica da Universidade
de Brasilia — UnB, que me ajudou nas avaliacGes e contagens do experimento de resisténcia.
Foram dias intensos de trabalho macante e cansativo, mas ela esteve comigo até o final, me
ajudando com o seu melhor. Sou extremamente grata por tamanha contribuicdo, e € uma pessoa
pelo qual tenho enorme carinho e fé no seu grande potencial.

Aos meus professores; Juvenil Cares, Cleber Furlaneto, Jansen Santos, Marisa Ferreira,
Claudio Costa, Dianese, Adalberto Café, Alice Nagata, Luiz Blum, Bruno, Sueli Mello, Rita e
Renato Resende por todos os ensinamentos e conselhos prestados. O excelente corpo docente
abrilhanta ainda mais o programa em Fitopatologia da UnB.

Aos meus amigos do Departamento de Fitopatologia da Universidade de Brasilia; pelos
momentos de descontracdo, por segurarem a barra comigo, e por compartilharmos tantas
mema@rias. O tempo que passamos juntos foi muito especial.

Aos meus amigos da vida; Fabricio Cavalcante, Vivian Nogueira, Aline Dias, Akemi
Saiki, Thdmora Moana, Lucas de S& e Cassio Mateus. Obrigado por serem os melhores amigos
que alguém pode ter. Vocés sdo 0s presentes que a vida me deu!

Aos meus colaboradores; Sueli Marques Correa Melo e toda a equipe do Laboratério de
Fitopatologia da Embrapa Recursos Geneéticos e Biotecnologia - CENARGEN, pela
disponibilidade da estrutura fisica e toda a contribuicdo na realizacdo dos experimentos com

Trichoderma.



Ao Jonny Everson Sherwinski Pereira e toda a equipe do Laboratorio de Tecidos Vegetais
da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia - CENARGEN, em especial ao André Xavier e
Inaé Marié por toda ajuda e paciéncia comigo na realizacdo do teste de germinacdo com Soja in
vitro.

A toda equipe do Laboratério de Espectrometria de Massa da Embrapa Recursos Genéticos
e Biotecnologia - CENARGEN, em especial ao José Cardozo e ao Daniel Sifuentes por serem
sempre tdo prestativos, por compartilharem comigo seus conhecimentos sobre métodos
cromatograficos e bioguimica em geral, e por sempre me fazerem sentir confortavel e me
integrarem ao grupo. Tenho por ambos profunda admiragao.

A toda a equipe do Laboratério de Genbmica e Protedbmica da Embrapa Recursos
Genéticos e Biotecnologia - CENARGEN, por me permitirem usufruir de sua estrutura nas mais
diversas situacGes em que precisei, em especial ao Lucas José por ser um excelente fotografo e
amigo, e ao Ivonaldo por me ajudar nos ensaios com bactéria e levedura .

A Dra. leda Carvalho Mendes do Laboratério de Microbiologia do Solo e Micorrizas da
Embrapa Cerrados, por ceder da sua colecdo de bactérias para a realizacdo de experimentos
valiosos na confeccdo desse trabalho.

A Dra. Graziella Anselmo Joanitti do Laboratério de Nanotecnologia da Universidade de
Brasilia — UnB, por me proporcionar a realizacdo dos experimentos utilizando fibroblastos e
queratindcitos, e a Alicia Ombredane por me ajudar tanto na realizacdo desses experimentos,
quanto nas analises estatisticas gerais do meu trabalho. “Lili” vocé foi minha cereja do bolo,
essencial para que esse trabalho se tornasse possivel, e € uma preciosa amiga por guem tenho
profunda admiragdo e gratiddo. Meu muitissimo obrigado!

A Dra. Vera Lucia P. Polez e aos companheiros do Laboratério de Prospec¢do em
Compostos Bioativos (LPCB) da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia - CENARGEN,
em especial Carla Becker Soll, por me auxiliarem na realizacdo de tantos experimentos, obtencao
e interpretagdo de resultados, pelo companheirismo e as boas horas de conversas e risadas.

Aos companheiros do Laboratério de Nematologia da Universidade de Brasilia — UnB,
por todos 0s momentos, noites em claro, e companheirismo.

A Universidade de Brasilia e ao Departamento de Fitopatologia pela oportunidade de
ingressar no curso, realizar o meu mestrado com otimas referéncias e um excelente corpo
docente.

A Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia pela disponibilizacdo da estrutura,

recursos e 0s equipamentos necessarios para a realizagéo deste trabalho.



Ao Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnolégico (CNPq), pelo apoio
financeiro através da concessdo da bolsa de estudos.

A todos vocés, todo 0 meu carinho e gratidao!



6

do ¢ na ciéncia que esta a felicidade, mas na aquisi¢do da ciéncia”.

(Edgar Allan Poe)



Trabalho realizado junto ao Departamento de Fitopatologia do Instituto de Ciéncias Bioldgicas
da Universidade de Brasilia, sob orientacdo do Prof. Juvenil Enrique Cares e coorientagdo do Dr.
Thales Lima Rocha, com apoio institucional e financeiro da Embrapa Recursos Genéticos e

Biotecnologia, e do Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnologico (CNPQ).

Potencial nematotdxico de extratos vegetais obtidos a partir de acessos de uma espécie

de Solanaceae para o controle de Meloidogyne incognita

PAULA DARLINY SILVA FERREIRA

DISSERTACAO APROVADA em 19/12/2019 por:

Dr. Jadir Borges Pinheiro

Examinador Externo - Embrapa Hortaligas

Dr. Tiago Gongcalves da Costa

Examinador Externo — Educacional LS

Prof. Adalberto Correa Café Filho

Suplente — Universidade de Brasilia

Prof. Juvenil Enrique Cares

Orientador (Presidente da Banca) — Universidade de Brasilia

BRASILIA, DF
2019



Sumario

LISTA DE TABELAS. ... oiiiiieiiriiitinireeiieesiieetsrrasssraessrasssrssssresssssnsssssssssasssssnssssnssssnssssnnss oo v
LISTA DE FIGURAS.....couiiiiiiiiiiiiiinitieeiiinetraessrsssstessstsasssrssssrasssrsssssesssssssssenssssassssassssanssssnss Vv
LISTA DE SIMBOLOS, SIGLAS, ABREVIAGOES E UNIDADES.........cceerureueereereessesssesseesseessessesssens X
RESUMO GERAL .....c..ueiiiiiieni st isen s s e csaas s s s st ssass s sasasa s s asases sesasasessasassses ssesssesssan Xi

Y 3 I 2 O S Xiv
INTRODUGAQ GERAL ...ccuetrtererereeesesesenssssssesessssssesesessssssssssesesssssesesesssssssessssssesesssensasnns 1
(@] 2 1 I V1 7
2.1 ODJELIVOS JEIAIS ceverrrereerrrrnrrerrriiiessssssnreeessissessssssnsessssssssssssanssesssssssssssssssssssssssssssssansassssssssss 7
2.2 ODjJEtIVOS ESPECITICOS ceeeerrrrerrerrrrreesesssnreeeeesesiessssssneeesesssessssssnsesssssssssssssssssssssssssssssssnsssssassases 7
. REVISAO BIBLIOGRAFICA ....oteterereeetrtereresssssesesessssssssssessssssssssessssssssssessssssssssssessnssssssenens 8
3.1 A introducéo dos defensivos agricolas como potencializadores de produgao........ccceeevueeeene. 8
3.2 Produtos de proteGao fitOSSANITANIA. ..ccveeereerrrereeerrnneereessreessessneessessanessssssnnessssssnessssssnnasasns 8
3.3 Nematoides fitOPAtOGBNICOS. uueeieerieerrrrneeeeerreeeeerssnrreeeeessesssssanseeeeessssesssssssseesssssssssssannsssans 11
3.4 Nematoides das galhas: GENero MeloidOgyNEe.....ccvceeeeeeereeerrrrneeeeeeeeeiessssssneeeeesssessssssnseseeens 13
3.5 Ciclo de vida de MeloidOgYNe SPP..cccererrreeerriesessssnnnreeresssessssssnnrsessssssesssssansesssssssssssssnnnssanes 15
3.6 Métodos alternativos de controle de fitonematoideS.....ccveeereerieiireeiieeiseenieinseneeseesaeens 18
3.7 Plantas como fontes para a obtengdo de biomMOIECUIAS .....ccveevvereriiirneiiiiiseeiiiineeessssneennans 21
3.8 EXLIatoS VEJETAIS. eeeeereeeerrrneeeeersesiesssssaneeeeessesseesssnssseesasssesssssansssessssssesssssansesssssssssssssnnssssans 23
3.9 MetaboliSmMO VEJELAL ..cccreeerrreiiiiiicrrienreeeeeiiieesssnnnreesesssesssssnnsnsessssssesssssansessssssssssssannnnnanes 23
3.10 Familia SOlANACEAE ...cuereueirireiiuiiiriiitisitnsteset st b s st s a e s ae s s b s anens 25
MATERIAL E METODOS ...cveeetereeereessesessssessssesessesessssessssesessssessesesssssssssesesssssssssesensssens 27
4.1 Multiplicacdo de Meloidogyne incognita em planta de Tabaco ....cccccvevevreneereiiriiiissisnnnnnen, 27

4.2 Meloidogyne spp.: Obtencdo de ovos e juvenis de segundo estddio de M. incognita, M.

enterolobii e M. javanica a partir de plantas de tabaco e tomate infectadas ......cccceeeeeereneenennn. 28



4.3 Manutengdo dos acessos de uma espécie de planta da familia Solanaceae em casa de vegetacéo

para preparo do extrato Proveniente de FAIZES ....ccccceerreeeeerrssenreeresssseesssnseeeesssssessssnnsseesssssanes 29

4.4 Obtencao dos extratos cru aquosos (ECA's) de raizes dos acessos de uma espécie de Solanacea

............................................................................................................................................... 29
4.5 Obtengdo dos extratos crus aquosos (ECA's) de sementes dos acessos de solanéaceas ........ 30
4.6 LiofiliZAch0o dOS EXIFAL0S civvievueeiiiiisnreiiiiinneiiiiieeeissistessssssseessssssessssssssessssssseesssssssessssssnnens 30
T A =1 ¢ 57 T2 o] [0] (oo [0 < PP URRRR 30

4.7.1 Bioensaio in vitro de viabilidade de juvenis de Meloidogyne spp, para certificacdo da
atividade nematostatica dos ECAs dos acessos (11, 48, 52 e 78) de uma espécie de planta da

FAMNITIA SOlANACEAE .. ctrtreeerrernrerrernserternesereersssereessssererssssererssssssesssssssesssssssesssssssesssssssessssessenes 30

4.7.2 Bioensaio in vitro de recuperacdo de juvenis de Meloidogyne spp, para certificar atividade

nematotoxica: (nematostatica e/0u NEMALICIAR) ueeeeeerrerereecrreerrrerssnerseesssneessessneessessneesssssnnanssas 31

4.7.3 Curva de concentracdo para avaliagdo da menor concentragdo nematotoxica e DLg, dos

ECAs sobre juvenis de Meloidogyne iNCOgNITA.....ceeeriiererrrcreeeeriisiessssnnnreeresssesssssnneesesssessssanns 31
4.7.4 Testes de termoestabilidade: ....ccceeiviiieeiiiinieiinir 32
4.7.5 Avaliacdo da reacdo dos acessos de Solanaceae utilizados para obtencio dos ECA’s .....32
4.7.6 Avaliacao de toxicidade dos ECA’s ativos sobre hemacias ........ccccceevveencirieencereeenncenees 33

4.7.7 Avaliacdo de toxicidade dos ECA’s ativos em juvenis de Meloidogyne incognita sobre

células do ovario de Spodoptera frugiPerada.....cccceeeeecsseeerreesseereecssneressssneessesssnessssssnsesssssnnassans 33

4.7.8 Avaliagio de toxicidade dos ECA’s oriundos de sementes em Queratindcitos humanos

(HAECAL) ceeiiieeerrinrrrertiiiicssssnntteeesssssessssnnnseesesssesssssnnsesssssssssssssnnnsessssssssssssanssesesssssssssnnnnsasssssssss 34
4.7.9 Tripsinizagdo dos Queratindcitos humanos (HaCat) .......ccceeeeveeeiiiisneiisisnnnesssssnesssssnnens 34
4.7.10 Plagueamento das células de Queratindcitos humanos (HaCat) .....ccccceeeeeereeccccsnnenneeen. 35

4.7.11 Tratamentos dos Queratindcitos humanos com os ECAs das sementes dos acessos (11, 48, 52

4.7.12 Teste de viabilidade celular de Queratindcitos humanos (HaCat) — Ensaio de MTT (brometo

de 3-(4,5-Dimetil-tiazol-2- il)-2,5-difenil-tetrazol) .....c..cccccvceeeirirenieriienereriienererieenererteenerereennnenes 35

4.7.13 Avaliagdo da fitotoxicidade dos ECAs de sementes de acessos de uma espécie de solnacea

EIM SEMENTE U8 SOJA.uertriiiriiiiirinnnreriiiiiiisissnseeettsisissssssssesssssissssssssssssssssssssssssassesssssssssssssssssssses 36

4.8 Bioensaio de especificidade dos ECAs contra organismos NA0-alVo.......cccceeeeiiriiisssineenenns 36



4.8.1 Avaliagao da a¢ao dos ECA’s ativos utilizando estirpe de Bradyrhizobium japonicum (SEMIA

4.8.2 Avaliagdo da agdo dos ECA’s ativos sobre Trichoderma (T. asperellum - CEN 162 e T.

RArZIANUM = CEN 267) ....coiiiiiieeeniieiieiiierennesieiesissesnmnssssssssssssssnnssssssssssssssnnsssssssssssssssnnssssssssssnes 37
4.8.3 Avaliagdo da acao dos ECA’s ativos sobre Candida maltosa (CA 49) .......ccueereeeneereennnenenes 38
4.9 MEtodos CromatOgrafiCOS; ueeeeeeerreerersrcnneeeesiisiesssssneeeesssssesssssansessesssssssssansessssssssssssnnnnsenes 38

4.9.1 Fracionamento por Cromatografia Liquida de Alta Performace (HPLC) - Coluna de

EXCIUSA0 MOIECUIAN. veuririrenniirirnneerireneereeneserreesssersessssessessssessessssereesssseseessssessessssessesssseseennsnenes 38

4.9.2 Fracionamento por Cromatografia Liquida de Alta Performace de Adsorcdo por Fase
REVEISA (RP-HPLC) . .uuueerieiiiiiiiinrnnreeeeiiisiessssnnneessssiesssssssessssssssssssssssssssssssssssssansessssssssssssanns 39

4.10 Identificagdo das massas de ionizagdo e dessor¢éo a laser assistida por uma matriz e anélise

por tempo de voo (MALDI/TOF) dos componentes das fracfes de S48 e Fr6. .....ccceceeveerennncee. 39
RESULTADOS ....cvttiereeicnnericnensenessesnesssssesssssesssssesssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasssssssssns 40

5.1 Bioensaio in vitro de viabilidade e recuperagdo de juvenis de Meloidogyne incognita para
certificacdo da atividade nematotdxica (nematostatica e/ou nematicida) dos ECAs oriundos das
raizes dos acessos (11, 48, 52 e 78) provenientes de uma espécie de planta pertencente a familia

SOl ANACEAE. ceerereereerereeniererneseerersesestersssessessssessessssessessssessessssessessssessessssessessssessessssessessssessennsnenes 40

5.2 Bioensaio in vitro de viabilidade e recuperagdo de juvenis de Meloidogyne incognita para
certificacdo da atividade nematotdxica (nematostatica e/ou nematicida) dos ECAs oriundos de
sementes dos acessos (11, 48, 52 e 78) provenientes de uma espécie de planta pertencente a familia

SOl ANACEAE. ceerereereirerenierernneeerersssesressssessessssessessssessessssessessssessessssessessssessessssessessssesssssssesesnnnnses 41

5.3 Bioensaio in vitro de viabilidade e recuperacdo de juvenis de Meloidogyne javanica para
certificacdo da atividade nematotdxica (nematostatica e/ou nematicida) dos ECAs oriundos de
raizes e sementes dos acessos (11, 48, 52 e 78) provenientes de uma espécie de planta pertencente

A TAMTTIA SOIANACEAE. «.eerereeriirernnierereniiererseerressssessessssessessssessessssessessssessessssessessssesssssssessssnsnses 43

5.4 Bioensaio in vitro de viabilidade e recuperacdo de juvenis de Meloidogyne enterolobii para
certificacdo da atividade nematotdxica (nematostatica e/ou nematicida) dos ECAs oriundos de
sementes dos acessos (48, 52 e 78) provenientes de uma espécie de planta pertencente a familia

SO ANACEAE. teeuuerenrireeereenerereierenseresssrseseresseressesessssesssessssesssssssssssesssssssssssssesssssssssssesssssssssssssessnne 45

5.5 Curva de concentragdo para avaliagdo da menor concentracdo nematotoxica e DLg, dos

ECAs sobre juvenis de Meloidogyne INCOgNITA ....ueeeeerieeerrrcrreeerriseessrssnnneesssssesssssanneesesssesssssanns 47



5.6. Avaliagdo da termoestabilidade dos ECA’s ativos provenientes de sementes sobre

MeloidOgYNE INCOGNITA ..uveereererreeeerrrnreeeesieseesssssenreesessessssssansessesssssessssssssssssssssssssannsessssssssssnanns 49
5.7. Avaliagao da reacao dos acessos de Solanaceae utilizados para obtenc¢ao dos ECA’s............ 51
5.8. Avaliacdo de toxicidade dos ECAS ativos SODre NEMACIAS .....eeeeeecreeericcrnneriecssnressscsnnennans 53

5.9. Avaliacio de toxicidade dos ECA’s ativos em juvenis de Meloidogyne incognita sobre células

do ovario de Spodoptera frugiperda.....c.oueeeeeerinseerinsieiineeiiseessneesssesssse s se s see s sanessaees 53

5.10 Avalia¢do de toxicidade dos ECA’s oriundos de sementes em Queratindcitos humanos
(HAECAL) ceeeieeeeerinneereeeeriecersssnneeeeesssssesssssnnseesesssssssssnnsessesssssassssnnssessssssssssssansessssssssssssnnnneessssssnns 54

5.11. Avaliacio da fitotoxicidade dos ECA’s oriundos de sementes sobre a germinacdo de soja

(GIYCINE MAX) 1uveverreereereeeerssanreeeesseesessssssnseesassssssssssnsessessasssssssnsssessssssssssssansesssssssssssssnnssesssssssnns 55
5.12. Bioensaio de especificidade dos ECAs contra organismos N&0-alVvo. ......ccceeeveeereisneennans 58

5.12.1 Avaliagdo da aciio dos ECA’s ativos utilizando estirpe de Bradyrhizobium japonicum
(SEMIA B0T79) uueeiieeeiiieiiiteiintesssstessssessesasssssssssssesssssesssssesesssesssassssssssssssssssssssssssssssssssssssases 58

5.12.2 Avaliagdo da a¢do dos ECA’s ativos sobre Trichoderma (T. asperellum - CEN 162 e T.
NArZIANUM = CEN 267) ceceerrceereeeiriiiisssinnereeneisiessssssnsesesssssssssssssssessesssssssssansssssssssssssssnsnssssssssssss 58

5.12.3 Avaliacao da acao dos ECA’s ativos sobre Candida maltosa (CA 49).......cccccevvevnicinnnns 59

5.13. Acdo das fracBes resultantes da Cromatografia Liquida de Alta Performace (HPLC) -

Coluna de exclusdo molecular, sobre J2 de M. INCOgNIta ccceeeeeeerrneeeeereeececsiseneeeeeeseesesssanneeeens 60

5.14. Purificacao da fracdo ativa resultante do HPLC por exclusdo molecular via Cromatografia

Liquida de Alta Performace de adsorcao por fase reversa (HPLC-RP), e identificacdo das massas

moleculares Presentes NASs FraCOES. ...cvvvvreereriicisrsrcrreeeriisiesssssnreesesssssssssnseesessssssssssnnseassssssnss 63
............................................................................................................................................... 66
DISCUSSADQ .ucuvrrirssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssesssssssssssssesssssssssssssssssssnsnses 67
CONGCLUSODES ...uoueuevetetetereteteseseseseseesesesesesssesesssesesesesesssssesssesesasssesesasesesssesasssssesssesssssssanas 75
PERSPECTIVAS ...etteeeetstrtseeessssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssesssssssssssssssassssssssssnsaes 76



LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Classificacdo dos agroquimicos de acordo com os efeitos a saude humana................ 10

Tabela 2. Dose inibitoria letal média (DLsp) dos ECAs de sementes dos acessos (48. 52 e 78)

sobre juvenis de segundo estadio (J2) de Meloidogyne inCOgNIta..........cccevveveerieiieseene e 49

Tabela 3. Reacdo dos acessos de uma espécie de Solanaceae ao nematoide Meloidogyne

10T [ - VSRS PSSRRSRN 52

Tabela 4. Avaliacdo de fitotoxicidade das varidveis das plantulas de soja tratadas com 1 mg dos
ECASs de sementes dos acessos (11, 48, 52 e 78) de uma espécie de planta da familia Solanaceae

em meio MS, com 15 dias POS-SEMEAAUIA.........cc.ecvveeieiieiecie e se e sre et ee e enas 56



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Mecanismos envolvidos no parasitismo de Meloidogyne sp. que resultaram em dano

para a hospedeira. Fonte: adaptado de ASMUS (2001)........ccceiieerieiiieiiieieeie e 14

Figura 2. Etapas do ciclo de vida de Meloidogyne incognita - 1. Penetracdo na raiz; 2. Migracao
até a zona meristematica para atingir o cilindro vascular; 3 e 4. Estabelecimento do sitio de
alimentacdo; 5. transformacdo das células parenquimaticas e células gigantes; 6.
Desenvolvimento das células gigantes; 7. Processos hiperplasticos do meta-floema; 8.
Oviposicéo; 9. Eclosao dos juvenis. Fonte: Costa
(2018).. ettt b et h et et r e re st et r e re et e e e bente st neerers 17

Figura 3. Raiz de Nicotiana tabacum infectada por Meloidogyne incognita. Fonte: Paula
FEITEITA, 2009 .. ettt ettt et e e te e te et e e ae e s beebeeReeste e teareeeaeenaeenreereere e 27

Figura 4. Raizes dos acessos provenientes de uma espécie de Solanaceae, utilizadas para a
obtencdo dos ECAs. (A) Acesso 11; (B) Acesso 48; (C) Acesso 52; (D) Acesso 78. Fonte: Paula
LT (=T T4 R 29

Figura 5. Bioensaio in vitro de viabilidade dos ECAs provenientes de raizes dos acessos (11, 48,
52 e 78) de uma espécie de planta da familia Solanaceae, sobre juvenis de segundo estadio (J2)
de Meloidogyne incognita, apos 48 horas de exposicdo. Controle negativo (C-) dH,O; e Controle
positivo (C+) alcool - EtOH 70%. Os dados gerados foram analisados pelo programa estatistico
ANOVA Two-way com pds-teste Tukey. Diferenca significativa quando comparado ao controle
POSITIVO *: P<O,000L........e ettt e e st e et e e e na e e e re e e areere e 40

Figura 6. Bioensaio in vitro de recuperacdo para atestar a atividade nematotoxica (nematostatica
e/ou nematicida) dos ECAs provenientes de raizes dos acessos (11, 48, 52 e 78) de uma espécie
de planta da familia Solanaceae, sobre juvenis de segundo estadio (J2) de Meloidogyne
incognita, 24 horas, ap0s a realizagdo do ensaio de viabilidade in vitro. Bioensaio realizado em
triplicata, na concentracéo de 1mg.ml™ em 500 pl/VF, tendo como controle negativo (C-) dH,0;

e Controle positivo (C+) alcool - EtOH 70%. Os dados gerados foram analisados pelo programa



estatistico ANOVA Two-way com pos-teste Tukey. Diferenga significativa quando comparado ao
controle PoSItiVo *: P<O,0001........cc.oiiiiiieiieee e 41
Figura 7. Bioensaio in vitro de viabilidade dos ECAs provenientes de sementes dos acessos (11,
48, 52 e 78) de uma espécie de planta da familia Solanaceae, sobre juvenis de segundo estadio
(J2) de Meloidogyne incognita, ap6s 48 horas de exposicdo. O bioensaio foi realizado em
triplicata, na concentracdo de 1mg.ml™em 500 pl/VF, tendo como controle negativo (C-) dH.0;
e Controle positivo (C+) alcool - EtOH 70%. Os dados gerados foram analisados pelo programa
estatistico ANOVA Two-way com pos-teste Tukey. Diferenca significativa quando comparado ao

controle PoSItivo *: P<O,0001........cc.oiiiiiiiieiee bbb 42

Figura 8. Bioensaio in vitro de recuperacao para atestar a atividade nematotoxica (nematostatica
e/ou nematicida) dos ECAs provenientes de sementes dos acessos (11, 48, 52 e 78) de uma
espécie de planta da familia Solanaceae sobre juvenis de segundo estadio (J2) de Meloidogyne
incognita, 24 horas, apés a realizacdo do ensaio de viabilidade in vitro. O bioensaio foi realizado
em triplicata, na concentracdo de 1mg.ml™ em 500 pl/VF, tendo como controle negativo (C-)
dH,O; e Controle positivo (C+) alcool - EtOH 70% . Os dados gerados foram analisados pelo
programa estatistico ANOVA Two-way com pdés-teste Tukey. Diferenca significativa quando

comparado ao controle positivo *: p<0,000L.........ccccceiiieiiiiieieeie e 43

Figura 9. Bioensaio in vitro de viabilidade dos ECAs provenientes de sementes e raizes dos
acessos (11, 48, 52 e 78) de uma espécie de planta da familia Solanaceae, sobre juvenis de
segundo estadio (J2) de Meloidogyne javanica, ap6s 48 horas de exposi¢do. O bioensaio foi
realizado em triplicata, na concentragdo de 1mg.ml™ em 500 pl/VF, tendo como controle
negativo (C-) dH,O; e Controle positivo (C+) alcool - EtOH 70%. Os dados gerados foram
analisados pelo programa estatistico ANOVA Two-way com pdés-teste Tukey. Diferenca

significativa quando comparado ao controle positivo *:

Figura 10. Bioensaio in vitro de recuperacdo para atestar a atividade nematotoxica
(nematostatica e/ou nematicida) dos ECAs provenientes de raizes e sementes dos acessos (11,
48, 52 e 78) de uma espécie de planta da familia Solanaceae, sobre juvenis de segundo estadio
(J2) de Meloidogyne javanica, 24 horas, apés a realizagdo do bioensaio in vitro de viabilidade. O

bioensaio foi realizado em triplicata, na concentracdo de 1mg.mlem 500 pl/VF, tendo como



controle negativo (C-) dH,0O; e Controle positivo (C+) &lcool - EtOH 70% . Os dados gerados
foram analisados pelo programa estatistico ANOVA Two-way com pds-teste Tukey. Diferenca

significativa quando comparado ao controle positivo *: p<0,0001...........cccccveevveveiiieiieerieiiennan 45

Figura 11. Bioensaio de viabilidade dos ECAs provenientes de sementes dos acessos (48, 52 e
78) de uma espécie de planta da familia Solanaceae, sobre J2 de Meloidogyne enterolobii, apos
48 horas de exposicdo. O bioensaio foi realizado em triplicata, na concentragéo de 1mg.ml™ em
500 ul/VF, tendo como controle negativo (C-) dH,0; e controle positivo (C+) alcool - EtOH
70%. Os dados gerados foram analisados pelo programa estatistico ANOVA Two-way com pos-

teste Tukey. Diferenca significativa quando comparado ao controle positivo *: p<0,0001.......... 46

Figura 12. Bioensaio in vitro de recuperacdo para atestar a atividade nematotoxica
(nematostatica e/ou nematicida) dos ECAs provenientes de sementes dos acessos (48, 52 e 78) de
uma espécie de planta da familia Solanaceae, sobre juvenis de segundo estadio (J2) de
Meloidogyne enterolobii, 24 horas, ap6s a realizacdo do bioensaio in vitro de viabilidade.
Bionsaio realizado em triplicata, na concentracdo de 1mg.ml™ em 500 pl/VF, tendo como
controle negativo (C-) dH,0O; e controle positivo (C+) alcool - EtOH 70%. Os dados gerados
foram analisados pelo programa estatistico ANOVA Two-way com pos-teste Tukey. Diferenca

significativa quando comparado ao controle positivo *: p<0,0001.........cccccevvververeriienienrieniennenns 47

Figura 13. Bioensaio in vitro de viabilidade dos ECAs provenientes de sementes dos acessos
(48, 52 e 78) de uma espécie de planta da familia Solanaceae em diferentes concentragdes (100,
250, 500 e 1000 mg.ml™* em 500 pl/VF) sobre juvenis de segundo estadio (J2) de Meloidogyne
incognita, apds 48 horas de exposicdo. O bioensaio foi realizado em triplicata, tendo como
controle negativo (C-) dH,0O; e controle positivo (C+) alcool - EtOH 70%. Os dados gerados
foram analisados pelo programa estatistico ANOVA Two-way com pos-teste Tukey. Diferenca
significativa quando comparado ao controle positivo *: p<0,0001..........ccccevvririiiereniereerreene 48

Figura 14. Bioensaio in vitro de recuperacdo para atestar a atividade nematotdxica
(nematostatica e/ou nematicida) dos ECAs provenientes de sementes dos acessos (48, 52 e 78) de
uma espécie de planta da familia Solanaceae, em diferentes concentracgdes (100, 250, 500 e 1000
1mg.mI™ em 500 pl/VF) sobre juvenis de segundo estadio (J2) de Meloidogyne incognita, 24

horas, apos a realizagdo do bioensaio in vitro de viabilidade. Bioensaio realizado em triplicata,



tendo como controle negativo (C-) dH,0O; e controle positivo (C+) alcool - EtOH 70%. Os dados
gerados foram analisados pelo programa estatistico ANOVA Two-way com pos-teste Tukey.

Diferenca significativa quando comparado ao controle positivo *: p<0,0001............cccccevevveennne. 49

Figura 15. Bioensaio de viabilidade dos ECAs ativos provenientes de sementes dos acessos (48,
52 e 78) de uma espécie de planta da familia Solanaceae, tratados termicamente por 24 horas a
50 °C, ap0s 48 horas de exposicdo sobre juvenis de segundo estadio (J2) de Meloidogyne
incognita. O bioensaio foi realizado em triplicata, na concentracdo de 1mg.ml™ em 500 pl/VF,
tendo como controle negativo (C-) dH,0O; e controle positivo (C+) alcool - EtOH 70%. Os dados
gerados foram analisados pelo programa estatistico ANOVA Two-way com pos-teste Tukey.

Diferenca significativa quando comparado ao controle positivo *: p<0,0001.............cccccvevveenene. 50

Figura 16. Bioensaio de recuperacdo dos nematoides tratados com os ECASs provenientes de
sementes dos acessos (48, 52 e 78), para atestar a estabilidade térmica da acdo nematicida sobre
juvenis de segundo estadio (J2) de Meloidogyne incognita, 24 horas, ap6s a realizacdo do
bioensaio in vitro de viabilidade. Bioensaio realizado em triplicata, na concentracdo de 1mg.ml™
em 500 ul/VF, tendo como controle negativo (C-) dH,O; e controle positivo (C+) éalcool - EtOH
70%. Os dados gerados foram analisados pelo programa estatistico ANOVA Two-way com pds-

teste Tukey. Diferenca significativa quando comparado ao controle positivo *: p<0,0001.......... 51

Figura 17. Sintoma e sinais da infeccdo de Meloidogyne incognita em raiz de tabacco (utilizada
como controle negativo (C-) no ensaio para aferir a reacdo ao nematoide (resistente ou
suscetivel) dos acessos utilizados para a obtencdo dos ECAs. Na imagem é possivel visualizar as
massas de ovos coradas em vermelho (por floxina B), e a presenca de galhas radiculares como
reacdo da planta a infeccdo (Fotos: Paula Ferreira).........coooviiiiiniieiiniieseee e 52

Figura 18. Avaliacdo de citotoxicidade dos ECAs ativos de sementes dos acessos de uma
espécie pertencente a familia Solanaceae, sobre hemacias bovinas em diferentes concentracdes
(1,5 mg, 1,0 mg, 500 pg, 250 pg e 100 pg). Os ECAs ativos foram ressuspendidos em solucéo
fisiologica (NaCl), que também foi utilizada como controle negativo (C-), sendo dH,O, o

CONEIOIE POSIEIVO (CH) .ottt e e e e et e e eta e e beesnaeeteesnneenns 53



Figura 19. Avaliacdo de citotoxicidade in vitro dos ECAs ativos de sementes, provenientes de
acessos de uma espécie de planta da familia Solanaceae, sobre células do ovario de Spodoptera
frugiperda. Para esse ensaio, foram utilizados dH,O para curva de calibracdo, meio contendo as
células sem tratamento (C-) e DMSO (C+). A viabilidade celular foi mensurada considerando-se
a absorbancia detectada por espectrofotOmetro para cada tratamento, e a concentracdo dos ECAs
para esse ensaio foi a mesma utilizada para o controle dos juvenis de segundo estadio (J2) de

Meloidogyne incognita, sendo aplicada 1 mg. MI™.........o.vvovoieeeeeeeeeeeeeeeeee e 54

Figura 20. Citotoxicidade dos ECAs de sementes dos acessos (11, 48, 52 e 78) provenientes de
uma espécie de planta da familia Solanaceae sobre Queratindcitos humanos (HaCat). O ensaio
foi realizado em diferentes concentragdes dos ECAS (125, 250, 500, ¢ 1000 pg/ml™), sendo o
periodo de exposicao dos queratindcitos aos ECAs de 48 horas, sendo H,O utilizada para a curva
de calibracdo. Diferenca significativa quando comparados 0s grupos entre si pelo teste Two-way
ANOVA com pos-teste TUKEY P<O,05......c.oeiiiiiieciesie et sne e ere e 55

Figura 21. Efeitos dos ECAs de sementes dos acessos (11, 48, 52 e 78) de uma espécie de planta
da familia Solanaceae na germinacdo de soja (Glycines max), onde avaliou-se o crescimento do
colo ao apice das plantulas de soja, 15 dias ap06s o cultivo das sementes em meio MS, tratadas
com 1mg/ml™ dos ECAs, na mesma concentracdo utilizada nos bioensaios in vitro sobre

MElOTAOGYNE INCOGNITA. ...ttt b ettt b ettt e bbb b 56

Figura 22. Média dos pesos fresco e seco das raizes, e pesos fresco e seco total das plantulas de
soja (Glycine max), 15 dias ap6s o cultivo das sementes em meio MS, tratadas com 1mg/ml™ dos
ECAs das sementes dos acessos (11, 48, 52 e 78) de uma espécie de planta da familia
ST ] P T 1o =T SRR 57

Figura 23. Plantulas de soja germinadas em meio MS, tratadas com 1mg/ml™ dos ECAs de
sementes dos acessos (11, 48, 52 e 78) de uma espécie de planta da familia Solanaceae. Da
esquerda para a direita; plantulas tratadas com H,O (C-), e ECAs S11, S48, S52 e S78. A
imagem demonstra 0 bom desenvolvimento radicular das plantulas tratadas com os ECAS, ndo
havendo indicios da agdo fitotoxica desses extratos para a germinacdo das sementes, onde o

desenvolvimento das plantulas foi considerado normal, e até superior ao controle. As plantulas



foram avaliadas 15 dias apds serem cultivadas em meio MS, e mantidas por esse periodo em sala
de cultura de tecidos (FOtOS: Paula FEITEITA)........cceiuereiiiiieieeie et 57

Figura 24. Bioensaio in vitro utilizando os ECAs (1mg/ml™) provenientes de sementes dos
acessos ativos para Meloidogyne incognita (S48, S52 e S78) de uma espécie de planta da familia
Solanaceae sobre a bactéria Bradyrhizobium japonicum (SEMIA-5079), cultivada em meio TY
por 48 horas. O controle negativo para esse bioensaio foi H,O (estéril). Os ECAs e o controle
foram dispensados sobre discos de papel filtro no meio de cultivo bacteriano, sendo mantidos por
48 horas na temperatura de 28° C (Fotos: Paula Ferreira)........cocuvevierenieiiinseenesee e 58

Figura 25. Crescimento micelial de Trichoderma asperellum (162) e T. harzianum (287) em
meio batata dextrose &gar (BDA) com 10 mg dos ECAs de sementes dos acessos (48, 52 e 78) de
uma espécie de plantas da familia Solanaceae (Fotos: Paula Ferreira)..........cccocoeeveeerenenncnenns 59

Figura 26. Bioensaio in vitro utilizando os ECAs ativos das sementes dos acessos (S48, S52 e
S78) de uma espécie de planta da familia Solanaceae sobre o crescimento de Candida maltosa
(CA 49). Os ECAs foram dispensados ha mesma concentracdo utilizada nos bioensaios in vitro
com Meloidogyne incognita (1mg.ml™), sobre discos de papel filtro, fixados no meio YPD, onde
a levedura foi cultivada. Sobre os discos esta a identificacdo de cada ECA utilizado, sendo H,0O
(estéril) utilizada como controle negativo. (Fotos: Paula
e G =T ) OSSPSR 60

Figura 27. Cromatograma via HPLC-ME, do ECA da semente do acesso S48 de uma espécie de
planta da familia Solanaceae, com 11 fracfes coletadas nos diferentes tempos de retencéo,
monitoradas pelos espectros; 216, 254 e 280 nm. A purificacdo foi realizada, utilizando-se
coluna GE Healthcare Superdex™ 200 (10/300

Figura 28. Bioensaio in vitro de viabilidade sobre os nematoides tratados com as Fragdes (Fr)
provenientes do ECA ativo de sementes do acesso 48 de uma espécie de planta da familia
Solanaceae (resultantes de cromatografia via HPLC-ME), ap0s 48 horas de exposi¢do sobre
juvenis de segundo estadio (J2) de Meloidogyne incognita. O bioensaio foi realizado em

triplicata, na concentracdo de 250 pg em 500 ul/VF, tendo como controle negativo (C-) dH,0; e



controle positivo (C+) alcool - EtOH 70% . Os dados gerados foram analisados pelo programa
estatistico ANOVA Two-way com pos-teste Tukey. Diferenga significativa quando comparado ao
controle positivo *: P<0,0001........c.cciiiiiiieie e re e e e sre e enreere e nnes 62

Figura 29. Bioensaio in vitro de recuperacdo dos nematoides tratados com as Fracgdes (Fr)
provenientes do ECA ativo de semente do acesso 48 (resultantes de cromatografia via HPLC-
ME), ap6s 24 horas da recuperacdo dos juvenis de segundo estadio (J2) de Meloidogyne
incognita tratados com as fragdes na concentracdo de 250 pug em 500 pl/VF . O bioensaio foi
realizado em triplicata, tendo como controle negativo (C-) dH,O; e controle positivo (C+) &lcool
- EtOH 70% . Os dados gerados foram analisados pelo programa estatistico ANOVA Two-way

com pos-teste Tukey. Diferenca significativa quando comparado ao controle positivo™*:

Figura 30. Cromatograma da fragdo 6 com atividade nematicida concentrada (proveniente do
ECA ativo de semente S48 de uma espécie de planta da familia Solanaceae) via HPLC - RP, com
17 fracGes coletadas nos diferentes tempos de retencdo, monitorados pelos espectros; 216, 254 e
280 nm. A coluna empregada foi a (RP), Jupiter 5u, C18, 300A, C18 (10 mm x 250 mm) O

Figura 31. Espectro de massas via MALDI-TOF da fracdo 6 — Fr6 (proveniente do ECA ativo de
semente S48 de uma espécie de planta da familia Solanaceae) que apresentou atividade

nematicida concentrada dentre todas as fragdes resultantes da purificagdo via HPLC-ME.......... 64

Figura 32 - Espectros de massas via MALDI-TOF das fracGes (4, 8, 9, 10, 11 e 12) obtidas a

partir da fracdo com a atividade nematicida concentrada (Fr6), via HPLC-RP...............c.ccoc....... 65

Figura 33 - Espectros de massas via MALDI-TOF das fracbes majoritarias; (15, 16, e 17) da
fracdo com a atividade nematicida concentrada (fracdo 6, oriunda do ECA ativo de semente S48

de uma espécie de planta da familia Solanaceae), via HPLC-RP..........c.cccccooveviiiciicie e 66



LISTA DE SIMBOLOS, SIGLAS, ABREVIACOES E UNIDADES

MS- Murashige & Skoog (meio de cultura)
BDA- bata dextrose agar (meio de cultura)
YPD- Yeast extract Peptone Dextrose (meio
de cultura)

mg- miligrama

mg/l- miligrama por litro

mg/ml- miligrama por mililitro

ml- mililitro

[g- micrograma

pl- microlitro

g- grama

vv- volume por volume

VF- volume final

°C- graus Celsius

m- milimetrro

cm®- centimetros cubicos

CO,- gas carbbnico

%- porcentagem

n°- nimero

<- menor que

>- maior que

C*- controle positivo

C’- controle negativo

OD- densidade otica

pH- potencial hidrogenidnico

rpm- rotagdo por minuto

dH,O- agua destilada

EtOH- alcool etilico

NaCl- cloreto de sodio

DL50- dose letal média minima

U$$- dolar (moeda americana)

B.O.D.- Demanda Bioldgica de Oxigénio
(estufa incubadora)
MTT-[3(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazdlio brometo]

DMSO- dimetilsulfoxido

NADPH- fosfato de nucleotideo de
nicotinamida e adenina

NADH- dinucle6tido de nicotinamida e
adenina

ELISA- Enzyme Linked Immunosorbent
Assay (Ensaio imunolégico com enzima
conjugada)

NCCLS- Comité Nacional para Laboratorio
de Analises Clinicas

IBAMA- Instituto Brasileiro do Meio
Ambiente e dos Recursos Naturais
Renovaveis

ANVISA- Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria

MAPA- Ministério da Agricultura Pecuéria
e Abastecimento

EPA- Agéncia de Protecdo Ambiental

ONU- Organizacdo das Nacdes Unidas
EUA- Estados Unidos da América

BNDS- Banco

Desenvolvimento Econdmico e Social

Nacional de

CNA- Confederagdo da Agricultura e
Pecuaria do Brasil
CONAB-

Abastecimento

Companhia  Nacional  de



R$- reais (moeda brasileira)

M.I.N.- manejo integrado de nematoides
ECAs- extratos crds aquosos

J1,J2,J3,J4- estadios dos juvenis de
Meloidogyne incognita, juvenil de primeiro,
segundo, terceiro e quarto estadio,
respectivamente.

NG- numero de galhas

NMO- nimero de massas de ovos
NOJ2/GR- nimero de ovos e J2 por grama

de raiz

FR- fator de reproducéo

HaCat- linhagem celular de Queratinécitos
humano

HPLC- High Performance Liquid
HPLC-ME- Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia de Exclusdo Molecula
HPLC-RP- Cromatografia Liquida de Alta

Eficiéncia de Fase Reversa



RESUMO GERAL

FERREIRA, Paula Darliny Silva. Potencial nematotoxico de extratos vegetais obtidos a
partir de acessos de uma espécie de Solanaceae para o controle de Meloidogyne incognita.
2019. 123 p. Disertagdo (Mestrado em Fitopatologia) — Universidade de Brasilia, Brasilia, DF,
Brasil.

Os nematoides pertencentes ao filo Nematoda, apresentam um plano corporal simples, e estdo entre
0s grupos de animais mais abundantes da terra. Os nematoides das galhas radiculares (Meloidogyne
spp.) sdo considerados um dos principais responsaveis por grandes impactos na producgdo agricola
mundial, afetando severamente diversas culturas de interesse econémico. Esses nematoides
promovem alteracBes no sistema radicular das hospedeiras impedindo a absorcdo adequada dos
nutrientes, sendo a espécie M. incognita a de maior destaque devido a sua alta polifagia. Algumas
estratégias sdo adotadas como medidas de controle deste fitopatdgeno, sendo o0 uso de nematicidas
sintéticos 0 método mais explorado, apesar de serem nocivos ao meio ambiente e a salide humana.
Nesse cenario, surge uma demanda na busca de novos produtos nematotoxicos eficazes e
ambientalmente seguros, com substancias inovadoras que possuam ampla diversidade estrutural,
como 0s compostos ou metabdlitos de composic¢do quimica diversa, oriundos de plantas. A familia
Solanacea é considerada uma das maiores familias de angiospermas com ampla distribuicdo
mundial, sendo fonte abundante de metabdlitos secundarios bioativos, com relatos na literatura de
diversas aplicacdes para o controle de fitopatdgenos na agricultura. Neste contexto, os objetivos
deste estudo foram avaliar a reacdo de quatro acessos de plantas de uma espécie da familia
Solanaceae ao nematoide M. incognita; avaliar a atividade nematotdxica (nematostatica e/ou
nematicida) de extratos cru aquosos (ECAS) de sementes e raizes desses acessos sobre a fase
infectante (J2) de Meloidogyne spp; identificar o ECA e a fracdo cromatografica mais efetiva para o
controle de M. incognita. Adicionalmente buscou-se também aferir a termoestabilidade dos ECAs
com atividade nematotoxica, e a reacdo desses acessos a infeccdo por M. incognita por meio da
quantificacdo da populacdo total (ovos e J2) presentes nas raizes (NOJ2), numero total de galhas
(NG), numero total de massas de ovos (NMO), quantidade de ovos e J2 por grama de raiz
(NOJ2/GR), e o fator de reproducdo (FR), inferindo-se a reacdo de resisténcia, suscetibilidade ou
imunidade. Também foram aferidas a citotoxicidade sobre hemacias bovinas, células do ovério de
Spodoptera frugiperda, e queratindcitos humanos (HaCat); fitotoxicidade sobre a germinagdo de

soja; capacidade de inibigdo de organismos ndo-alvo, como bactéria (Bradyrhizobium japonicum),



fungos (Trichoderma asperellum e T. harzianum) e levedura (Candida maltosa) presentes no solo.
Os ECAs provenientes de sementes dos acessos 48, 52 e 78 apresentaram atividade nematicida
significativa na concentragdo de 1000 pg.ml™, com mais de 90% dos juvenis de segundo estadio
(J2) de Meloidogyne spp. mortos, apds o bioensaio in vitro de recuperacdo. Os ECAs de sementes
dos acessos (48, 52 e 78) nessa concentracdo, também foram termoestaveis, e aferiu-se a reacéo de
resisténcia para os acessos 48 e 52, sendo o acesso 78 considerado suscetivel nesse estudo.
Adicionalmente, os ECAs de sementes dos acessos (48, 52 e 78) apresentaram baixa citotoxicidade
para hemacias bovinas e células do ovario de S. frugiperda. A viabilidade celular de queratindcitos
humanos (HaCat) tratados com esses ECAs foi superior a 50%, e nessa concentracdo ndo foram
fitotdxicos para a germinacdo de soja (Glycine max), na qual as plantulas resultantes de sementes
tratadas com esses extratos, apresentaram crescimento e peso seco e fresco superiores aos do
controle. Adicionalmente os ECAs de sementes desses acessos ndo inibiram o crescimento de
fungos, bactérias e leveduras benéficos do solo. O ECA ativo de sementes do acesso 48 foi o de
maior destaque dentre os tratamentos, com atividade nematicida de 100 % para a concentracdo de
1000 pg.ml™, sendo a DLsy de 108.2 pg.ml™. Esse ECA foi selecionado, e fracionado via
cromatografia liquida de alta performance com coluna de exclusdo molecular (HPLC-ME). Onze
fracbes foram geradas, e avaliadas sobre M. incognita, sendo a fragdo 6 (Fr6) a mais efetiva quanto
sua acdo nematicida. Esta fracdo (Fr 6) foi selecionada para purificacdo via cromatografia liquida de
alta performance com coluna de adsorc¢do por fase reversa (HPLC-RP), e resultaram em outras 17
fracdes, onde as massas das fracbes obtidas a partir de HPLC-ME e HPLC RP, foram mensuradas
por MALDI-TOF. Os dados gerados neste trabalho evidenciaram a potencialidade nematicida do
ECA das sementes dos acessos 48, 52 e 78 de uma espécie de planta pertencente a familia
Solanaceae, além de atestar a especificidade da acdo para J2 de M. incognita, um dos

fitonematoides mais importantes para a agricultura no Brasil e no mundo.
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GENERAL ABSTRACT

FERREIRA, Paula Darliny Silva. Nematotoxic potential of plant extracts obtained from
accessions of a Solanaceae species for the control of Meloidogyne incognita. 2019. 123 p.

Dissertation (Master in Plant Pathology) — Universidade de Brasilia, Brasilia, DF, Brazil.

Nematodes belonging to the phylum Nematoda present a simple body plane and are among the
most abundant animal groups on Earth. Root-knot nematodes (RKNs) (Meloidogyne spp.) are
responsible for pronounced losses on global agricultural production, causing severe damage on a
wide range of economically relevant crop species. Infection by RKNs alters the morphology of the
host plant root system, preventing adequate water and nutrient absorption. Meloidogyne incognita
is considered of high relevance due to its proeminent polyphagy. Among the several strategies to
control this plant pathogen, application of synthetic chemicals with nematicidal activity is by far
the most used, regardless of the environmental and human health risks. In view of this scenario,
there is a pressing need to develop alternative, efficient and environmentally safe products,
composed by novel substances with high structural diversity, as the ones prospected in plants
containing a high abundance of diverse chemical compounds. The Solanaceae botanical family is
composed by a large number of species with wide geographic distribution, representing an
abundant source of bioactive secondary metabolites for the control of important plant pathogens
that infect crop species. In this context, the present study aimed to evaluate the reaction of four
different Solanaceae plant accessions to the nematode M. incognita, to certify the nematotoxic
(nematostatic and/or nematicidal) activity of aqueous crude extracts (ACESs) obtained from seeds
and roots of solanaceous accessions on the infecting phase (J2) of Meloidogyne spp. and to
identify the ACE and the chromatographic fraction most effective in controlling M. incognita.
Moreover, it also intended to evaluate thermostability of the ACEs with nematotoxic activity in
previous test; and the host reaction (resistance, susceptibility, immunity) to infection by M.
incognita of accessions from which the ACEs were originated, through quantification of total
population (eggs and J2) present in the root system (NOJ2), total number of galls (NG), total
number of egg masses (NMO), numbers of eggs and J2 per gram of roots (NOJ2/GR), and the
reproduction factor (FR). This study also evaluated the ECASs toxicity over bovine red blood cells;
ovary cells of Spodoptera frugiperda, and human keratinocytes (HaCat); the phytotoxicity over
soybean germination; the inhibition capacity on non-target soil organisms, such as bacterium

(Bradyrhizobium japonicum), fungi (Trichoderma asperellum and T. harzianum) and yeast



(Candida maltosa). The seed ACEs from the accessions 48, 52 and 78 exhibited a significant
nematicidal activity at the concentration of 1000 pg.ml™, causing mortality of more than 90% of
J2 Meloidogyne spp. after the in vitro recovery bioassay. The seed ACEs from the accessions 48,
52 and 78 at 1000 pg.ml™ concentration, were found to be thermostable. The resistance reaction
was confirmed for the accessions 48 and 52, and the accession 78 being considered susceptible in
this study. Additionally, the seed ACEs from the accessions 48, 52 and 78 presented low
cytotoxicity for both, bovine red blood cells and Spodoptera frugiperda ovary cells. The cellular
viability of human keratocytes (HaCat) treated with these ACEs was superior to 50%. At this
concentration, these extracts were not phytotoxic to soybean (Glycine max) seed germination,
instead the seedlings originated from the treated seeds reacted with higher growth rate, fresh plant
weight and dry plant weight, in comparison to seedlings originated from the control treatment.
Also, these ACEs were not able to inhibit the growth and development of the fungi, bacterium and
yeast used as model organisms, with no changes in relation to the control treatment. The bioactive
seed ACE from the accession 48 presented 100% nematicidal activity at 1000 pg.ml™
concentration, and LDsy of 108.2 ug. Due to these results, this ACE was fractionated via
Molecular Exclusion High Performance Liquid Chromatography (HPLC-ME), generating 11
fractions, that were evaluated on M. incognita. The fraction 6 (Fr6) demonstrated the highest
nematicidal activity and was selected for further purification via Reverse Phase High Performance
Liquid Chromatography (HPLC-RP) with the generation of another 17 fractions. The molecular
mass of the fractions obtained via HPLC-ME and HPLC-RP were measured via MALDI-TOF.
The data generated in this study revealed the nematicidal potential of seed ACEs from the
accessions 48, 52 and 78, which belong to a plant species from the botanical Family Solanaceae.
Furthermore, these data confirm the specificity of the action toward J2 of M. incognita, one of the

most relevant plant pathogens to agricultural systems worldwide.

Keywords: Melodogyne enterolobii, Meloidogyne javanica, Natural nematicide, Specificity, Plant
extracts, Secondary metabolities.
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1.INTRODUCAO GERAL
O Brasil € um pais de proporgdes continentais, com a maior reserva de terras

agricultaveis e condicGes climaticas variaveis, permitindo que o pais ocupe posi¢do de
destaque no cenario agricola mundial (CNA, 2018; CONAB, 2019). O agronegdcio € um dos
principais pilares da economia brasileira, onde no ano de 2018 foi responsavel por 22% do
PIB total do pais, 44% das exportagdes e 32% dos empregos (CNA, 2018), sendo o Brasil um
dos maiores produtores e exportadores mundial de café, cana de agucar, alcool, sucos de
frutas, soja, milho, carne bovina, carne de frango, tabaco, couro, milho, arroz, frutas frescas,
cacau, castanhas, nozes, suinos, pescados, além de possuir 0 maior rebanho bovino do mundo
(Velasco & Capanema, 2006).

A safra de 2018/2019 teve a area plantada estimada em 63.217,2 milhdes de hectares,
tendo um aumento de 2,4% em relacdo a safra anterior, com um acréscimo de 1.495,4 milhdes
de hectares. A estimativa da producdo de grdos para essa safra € de 242,1 milhGes de
toneladas, com uma variacdo positiva de 6,4% em relacdo a safra passada (CONAB, 2019).

O desempenho positivo do pais no agronegdcio é atribuido em grande parte ao
desenvolvimento cientifico-tecnoldgico e a utilizacdo de técnicas modernas na atividade
agricola, porém grande parte dessa producdo é severamente reduzida devido ao ataque de
fitopatogenos (Velasco & Capanema, 2006; Adegbite, 2011; Mitkowski & Abawi, 2003).

Os nematoides figuram entre os principais grupos de fitopatogenos, estando entre as
pragas mais prejudiciais em areas de agricultura intensiva no Brasil, afetando culturas de
grande relevancia econémica (Mitkowski & Abawi, 2003). Acredita-se que todas as espécies
cultivadas sofrem danos causados por pelo menos, uma espécie de nematoide, podendo
algumas culturas ser hospedeiras de mais de uma espécie (Sasser et al., 1984).

Estes organismos sdo pequenos vermes que estdo inseridos no filo Nematoda,
apresentam um plano corporal simplério em formato de fio, configurando um dos grupos de
animais mais abundantes da Terra, possivelmente devido sua alta capacidade de adaptacédo e
resisténcia as adversidades ambientais e condi¢cBes de hostilidade (Bergamin Filho et al.,
1995; Abad et al., 2010).

O género Meloidogyne Goldi, 1887 é composto por fitonematoides endoparasitas
sedentarios formadores de galhas radiculares, com mais de 3.000 espécies vegetais
hospedeiras descritas na literatura (Abad et al., 2003), integrando assim um dos grupos de
patdgenos mais agressivos para plantas no mundo (Trudgill & Blok, 2001). A a¢do danosa



desses organismos geram perdas de aproximadamente US$ 150 milhGes de ddlares anuais,
onde 95% dessas perdas estdo associadas a acdo de quatro espécies de Meloigogyne; M.
incognita (Kofoide & White, 1919) Chitwood, 1949, M. javanica (Treub, 1885) Chitwood,
1949, M. arenaria (Neal, 1889) Chitwood, 1949 e M. hapla Chitwood, 1949 (Sasser et al.,
1984; Abad et al., 2003; Bakhetia et al., 2005; Huang et al., 2006), sendo M. incognita a
espécie mais expressiva quanto as perdas econdmicas em funcéo da sua alta polifagia (Huang
et al., 2006).

As espécies do género Meloidogyne sdo consideradas as mais importantes dentre os
fitonematoides, devido sua ampla distribuicdo geografica e vasta gama de hospedeiros
(Freitas et al., 2001), onde vérias espécies pertencentes a esse género também tem se
destacado, como: Meloidogyne paranaensis Carneiro, Carneiro, Abrantes, Santos &
Almeida, 1996, M. exigua Goldi, 1887, M. fallax Karssen, 1996, M. minor Karssen, 2004, M.
chitwoodi Golden, 1980, e M. enterolobii Yang & Eisenback, 1983 (= M. mayaguensis)
(Moens et al., 2009). Os danos causados por estes fitopatdgenos estdo relacionados a
formacdo de tumores nas raizes que interferem na capacidade de absorcdo, além das perdas
indiretas pelo aumento da sensibilidade dessas plantas a alteracbes ambientais de qualquer
natureza, tendo menor tolerancia ao frio e & seca, com perda parcial na eficiéncia da utilizacdo
de alguns insumos, e maior suscetibilidade ao ataque de outras pragas e patdgenos
(Goncgalves, 2004; Ritzinger & Fancelli, 2006; Mitkowski & Abawi, 2003).

Os danos causados por M. incognita sdo severos devido sua alta capacidade
reprodutiva, agressividade e especificidade no parasitismo (Bakhetia et al., 2005). Esses
organismos sao capazes de atingir as mais diversas culturas, e a infestacdo desse patdgeno no
solo leva a limitagfes tanto na implantacdo quanto no desenvolvimento normal das plantas,
podendo chegar até mesmo na impossibilidade de producdo (Brass et al., 2008). No Brasil a
producdo € reduzida em 20% devido a acdo de fitonematoides, sendo espécies de
Meloidogyne spp. responsaveis por pelo menos 75% dessas perdas (Lordello, 1976). Em
levantamento realizado em areas produtoras de hortalicas por Silva (1991) no estado do
Maranhdo foram identificadas a presenca de M. incognita em quase 74% das &reas
amostradas. Anwar & McKenry (2012) também em hortalicas no Paquistdo, apontou a
presenca dessa espécie em 90% da amostragem realizada. Nematoides do género
Meloidogyne também foram apontados como predominantes em quase 35% dos problemas
causados por fitonematoides em plantas ornamentais e medicinais (Maciel & Ferraz, 1996;
Costa et al., 2001).



Em plantagdes de cana-de-agucar observou-se a reducdo de 50% da produtividade no
primeiro corte, e 10% nas sequeiras seguintes; em cada soqueira este patdgeno pode provocar
perdas que variam de 10 a 20 toneladas por hectare
(http://www.agencia.cnptia.embrapa.br/gestor/canadeacucar/arvore/ CONTAAGO1547112005
16718.html). J& no caso da soja na segunda safra, foram relatadas perdas de até 60%
acarretadas por M. incognita nos estados do Rio Grande do Sul, Parang, Mato Grosso e Séo
Paulo. Para as plantacbes de algoddo, M. incognita pode causar perdas de até R$
25.000.000,00, sendo que o complexo nematoide-fungo (Fusarium spp.) registra perdas de
40% na produgao.

Algumas estratégias sdo empregadas na tentativa de controlar esse fitoparasita, por meio
de rotacdo de culturas, uso de variedades resistentes, manejo integrado de pragas/patdgenos,
uso do controle bioldgico, e principalmente através da aplicacdo macica de defensivos
agricolas sintéticos (Chitwood, 2002; Mitkowski & Abawi, 2003; FAO, 2017a).

O Manejo Integrado de Nematoides (MIN) é uma estratégia promissora que tende a
gerar bons resultados pois visa reduzir a populacdo dos nematoides de maneira equilibrada
com 0 menor prejuizo possivel para a cultura e o meio ambiente. Entretanto, o M.I.N
necessita de planejamento minuscioso e gestdo intensiva das culturas, pois as estratégias
deverdo ser combinadas, tais como medidas de excluséo, rotacdo de culturas, emprego de
plantas antagonistas, controle quimico, adubagdo verde, cultivares resistentes, pousio e
controle bioldgico (Barker & Koenning, 1998; Gentz et al., 2010). A rotacdo de culturas com
a utilizacdo de plantas antagonistas é efetivo para a reducdo das populacGes de
fitonematoides, porém essa préatica consequentemente também reduz os lucros (Dufour et al.,
2003; Ferraz & Freitas, 2004). A utilizacdo de variedades com resisténcia genética é uma
alternativa recomendavel para o controle de nematoides, por ser uma das medidas mais
eficientes, econébmicas e de menor impacto ambiental no controle desse endoparasito. Porém
0 numero dessas cultivares é bastante limitado (Dufour et al., 2003; Ferraz & Freitas, 2004),
além de que a resisténcia desenvolvida em uma cultivar ndo € necessariamente efetiva contra
as diferentes racas de uma mesma espécie de nematoide, podendo essa resisténcia ser
facilmente superada (Eisenback et al., 1981) . Ja existem no mercado produtos formulados
com ingredientes bidticos como principios ativos, com efetividade para o controle de
fitonematoides. Porém, apesar dessa alternativa contribuir positivamente para a diminuicao de
danos ambientais, e até mesmo se mostrar mais vantajosa do ponto de vista econémico

quando comparado aos metddos quimicos convencionais, a estratégia mais usual ainda esta



centrada na utilizacdo de nematicidas sintéticos que podem comprometer a sade humana e o
meio ambiente (Coimbra & Campos, 2005; Abad et al., 2008; Mitkowski & Abawi, 2003;
http://www.fao.org/docrep/v9978e/v9978e08.htm, acessado em 03-08-2017).

O uso do controle quimico apresenta 0 inconveniente desses produtos serem no geral,
altamente toxicos, trazendo risco de contaminagdo para 0 meio ambiente, incluindo os
recursos hidricos. Esses produtos, podem levar a perdas na biodiversidade, além do alto custo,
do nimero reduzido de principios nematicidas disponivel no mercado, e a perda progressiva
da eficacia desses produtos com o numero crescente de aplica¢bes (Dong & Zhang, 2006;
FAO: Who, 2016).

Nos Ultimos anos ocorreu uma drastica reducdo na lista de defensivos agricolas
legalmente comercializados na Unido Europeia, em decorréncia da legislacdo que foi
promulgada em 1993 (Diretiva 91/414/CEE) e com vigéncia até dezembro de 2008. Durante
esse periodo, cerca de 704 substancias ativas foram banidas do mercado (Karabelas et al.,
2009). Em 2009 a Unido Européia definiu novas regras para o uso de agrotdxicos, visando
reduzir os riscos e 0s impactos sobre a salde humana e o meio ambiente, de acordo com a
Diretiva 2009/128/CE (EC, 2013). Adicionalmente, a EPA (Enviromental Protection
Agency) nos EUA também decidiu aumentar o controle dos registros de defensivos e do nivel
de tolerdncia considerado seguro. Em contrapartida, no Brasil a lista de agrogquimicos
liberados cresceu consideravelmente, tendo atingido o recorde em 2018 de novas liberagdes
dos ultimos 14 anos, com 450 novos registros de defensivos. Somente nos dois primeiros
meses de 2019, 74 novos produtos foram registrados, sendo 21 desses considerados
extremamente toxicos, 11 altamente tdxicos, 19 medianamente tdxicos, sendo apenas 7
considerados pouco tdxicos a salde humana, e 2 pouco perigosos para 0 meio ambiente
(ABRASCO, 2019).

Atualmente observa-se uma tendéncia da proibicdo dos defensivos mais toxicos por
parte dos paises desenvolvidos, e o surgimento de novas alternativas de controle para
fitopatdgenos com compostos inovadores e sustentaveis pode contribuir efetivamente para a
reducdo consideravel da utilizacdo desses quimicos em todo o mundo. Deste modo, a
restricdo ao uso de nematicidas sintéticos em culturas agricolas deve ser incentivado,
considerando a necessidade de proteger a saude humana, animal, e diminuir os impactos
nocivos ao meio ambiente. Diante desse cenario, existe uma demanda crescente na busca de
estratégias ambientalmente seguras a base de substancias quimicas naturais inovadoras que

possuam ampla diversidade estrutural e bioldgica (Dixon, 2001; Newman et al., 2003; Clardy,
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& Walsh, 2004), visando a obtencdo de novos produtos nematotoxicos (Rocha et al., 2013 a,
b).

O Brasil detém uma das maiores biodiversidades do planeta e representa uma importante
fonte de produtos naturais a base de plantas. Logo, nos tltimos 20 anos, um amplo nimero de
espécies vegetais tem sido relatados por conterem uma variedade de compostos com acGes
fungicidas, bactericidas, insecticidas e nematotoxicas (nematicida e/ou nematostatica)
(Oliveira et al., 2011; Li et al., 2013; Abdel-Rahman et al., 2013). Diversas caracteristicas
associadas a compostos naturais com potencial biotecnoldégico como a especificidade
bioquimica, a alta diversidade/estabilidade quimica, tornam essas estruturas base para a
descoberta de novos biocidas, diferenciando-os dos componentes sintéticos (De Waele &
Elsen, 2007). Estes compostos podem apresentar algumas vantagens sobre os defensivos
sintéticos, tais como: oferecer compostos que as pragas e patdgenos ainda ndo podem inativar;
menos concentrados e, portanto menos téxicos do que compostos puros, além de sofrerem
biodegradacdo mais rapida por serem derivados de recursos renovaveis e possuirem multiplos
modos de acdo (Pascual-Villalobos, 1996; Ferraz & Freitas, 2004).

Estudos da acdo de extratos obtidos a partir de plantas demonstraram efeito
nematotoxico bastante efetivo. Esses efeitos tém sido relacionados a presenca de metabolitos,
tais como: alcaloides, terpenos, taninos, flavonoides, aminodcidos, glicosideos entre outros.
As plantas apresentam dois tipos de metabolismo: o primario e o secundario. No metabolismo
primario encontram-se compostos como proteinas, carboidratos, lipidios e acidos nucleicos,
sendo responsaveis por desempenharem fungdes essenciais no metabolismo das plantas como;
crescimento, desenvolvimento, manutencao das células, respiragdo, reproducao e fotossintese.
J4& 0 metabolismo secundario apresenta substancias de natureza quimica variadas, nao
necessariamente associadas a func@es celulares vitais, podendo apresentar diversas funcgdes e
aplicaces (Di Stasi, 1996; Taiz & Zeiger, 1998; Marzzoco & Torres, 2007; Zhao et al.,
2013). Os compostos que sdo produzidos pelo metabolismo secundério das plantas
desempenham importante papel na interagdo com o meio ambiente, podendo estar associados
a diferenciacdo celular, a regulacdo do crescimento, a mediacdo das interacGes entre plantas e
outros organismos e, principalmente a protecdo da planta (Dobson, 2004).

A familia Solanaceae apresenta ampla distribuicdo mundial, sendo representada por
mais de 2000 espécies distribuidas em cerca de 100 géneros, sendo que no Brasil, esta familia
apresenta aproximadamente 34 géneros e 449 espécies (215 endémicas) (Stehmann et al.,

2016). A familia Solanaceae € considerada um dos maiores grupos dentro das angiospermas,



sendo relatadas em diversos estudos como plantas ricas em metabdlitos secundarios bioativos,
como os alcaloides esteroidais, alcaloides do tipo tropano, alcaloides piridinicos, vitanolideos,
sesquiterpenos, diterpenos, glicoalcaloides, flavonoides entre outros (Silva et al., 2003).
Nessa familia estdo contidas espécies de varios géneros de importancia econdmica, com
potencial agricola, como as dos géneros Solanum, Physalis e Capsicum, como para fins
ornamentais, as dos géneros Petunia, Solandra e Cestrum (Hawkes, 1999). Anélises
fitoquimicas indicam a presenca significativa de alcaloides e de flavonoides em uma
diversidade de plantas de varios géneros dessa familia, em especial no género Solanum (Silva
et al., 2003). Também tendo sido identificada em algumas espécies de outros géneros,
resisténcia associada a insetos e a nematoides (Hawkes, 1999; Checon, 2011). Véarios extratos
obtidos de plantas da familia Solanaceae ja tiveram sua atividade bioldgica determinada,
como por exemplo, extratos metandlicos de Solanum paniculatum L. 0s quais apresentaram
atividade para as larvas de Artemia salina (L.) (Silva et al.,, 2007) e de Solanum
americanum Mill., popularmente utilizado no controle de nematoides (Mors et al., 2000).
Considerando os dados da literatura, a variedade de metabolitos secundarios
pertencentes a distintas classes quimicas e o potencial biotecnoldgico presente em plantas da
familia Solanaceae (Hawkes, 1999), os objetivos desta pesquisa foram: avaliar a acdo
nematotoxica de extratos cru aquosos (ECA’s) de sementes e raizes de quatro acessos de uma
espécie de planta da familia Solanaceae, por meio de bioensaios in vitro para selecionar o de
maior atividade sobre juvenis de segundo estadio (J2) de espécies de nematoide do género
Meloidogyne spp., fracionar via cromatografia liquida de alta performance (HPLC) com
coluna de exclusdao molecular do ECA mais efetivo no controle de (J2) de M. incognita;
realizar testes de toxicidade em eritrocitos bovinos, termoestabilidade e especificidade
utilizando organismos nao alvo; purificar a fracdo com a atividade nematicida concentrada via
HPLC utilizando coluna de adsorc¢éo por fase reversa, para posterior identificacdo das massas
moleculares dos componentes quimicos das fracdes ativas via MALDI-TOF, realizar testes in
vitro e in vivo para validar a atividade nematicida do ECA e da fragdo ativa, avaliar em
condicBes de casa de vegetacdo a reacdo de resisténcia e/ou suscetibilidade dos acessos
utilizados por meio da mensuracgédo do fator de reproducédo (RF); identificar preliminarmente
as classes quimicas desses compostos ativos, abrirdo novas perspectivas para o controle de M.

incognita, um dos mais importantes fitopatdgenos da agricultura no Brasil e no mundo.



2.0BJETIVOS

2.1 Objetivo geral

O objetivo geral desta pesquisa é prospectar e avaliar o potencial nematotoxico de
extratos crus aquosos (ECA’s) e fracBes cromatograficas, obtidos a partir de sementes e raizes de
acessos de uma espécie de planta da familia Solanaceae contra Meloidogyne incognita como

alternativa ao controle quimico convencional.

2.2 Objetivos especificos

eObter extratos crus aquosos (ECAS), e fracdes cromatogréficas, utilizando sementes e raizes
de acessos de uma espécie de Solanaceae, e testa-los quanto as suas atividades
nematotdxicas em bioensaios de viabilidade e recuperacdo in vitro dos nematoides
Meloidogyne incognita, M. javanica e M. enterolobii;

eAvaliar a reacdo dos acessos utilizados nesse estudo, ao nematoide M. incognita;

eConfeccionar uma curva com 0s ECA’s ativos, buscando determinar a menor concentracao
efetiva e a dose letal inibitoria (DLsp) contra juvenis de segundo estadio (J2) de M.
incognita;

eSubmeter 0os ECA’s a testes de especificidade contra organismos ndo-alvos,
termoestabilidade, citotoxicidade e fitotoxicidade;

eldentificar preliminarmente as classes quimicas e 0s seus respectivos compostos a partir das

fragOes ativas obtidas.



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 A introducéo dos defensivos agricolas como potencializadores de producéo

A populagdo mundial tem crescido consideravelmente nas Gltimas décadas, sendo
estimadas em 7,6 bilhdes de pessoas segundo o relatério das Nacdes Unidas “Perspectivas da
Populacdo Mundial: Revisao de 2019”. Esse mesmo relatorio aponta crescimento anual de quase
83 milhGes de pessoas, sendo projetada uma populacdo de 8,6 bilhdes de pessoas em 2030,
superando 12,7 bilhdes até 2100 (ONU, 2019).

Thomas Robert Malthus em 1798, postulou sobre a tendéncia geométrica do aumento
populacional humano, e 0 aumento na producdo de alimentos de maneira aritmética ou linear,
sendo inevitavel um futuro em que a producdo alimenticia ndo conseguiria acompanhar tal
demanda populacional (Oerke, 1999b). Esse crescimento populacional exponencial esta
diretamente relacionado com uma maior demanda mundial pelo consumo de alimentos, sendo
necessaria a otimizacao da producdo agricola na medida dessas taxas de crescimento. Entretanto,
essa producdo agricola é severamente reduzida devido alguns fatores limitantes, tais como: o
fendmeno da diminuicdo das areas apropriadas para o cultivo, bem como as perdas de producédo
devido ao ataque de uma variedade de pragas e fitopatdgenos, incluindo insetos, &caros,
nematoides, fungos, virus e bactérias, além da competicédo interespecifica com plantas invasoras
(Oerke., 1999a; Jardim et al., 2009).

Tendo em vista o crescimento da producdo, bem como uma diminuicdo das perdas,
algumas medidas tém sido adotadas, sendo os métodos de protecdo disponiveis fortemente
dependentes de produtos quimicos (Oerke, 1994). Historicamente, o modelo de producéo
agricola brasileiro baseia-se principalmente na utilizacdo desses defensivos fitossanitarios para
compensar 0s problemas no processo produtivo, tendo sido introduzidos como tentativa de
corrigir as necessidades do solo e prevenir as pragas que prejudicam a produtividade (Peres et
al., 2005; Veiga, 2007). Talvez, seja essa uma das justificativas para 0 aumento na venda desses
quimicos no Brasil nos ultimos anos, o que tornou o pais um dos maiores consumidores de

agrotoxicos do mundo (Veiga, 2007).

3.2 Produtos de protecdo fitossanitaria
Os produtos de protecdo fitossanitaria, também sdo conhecidos como agroquimicos,

defensivos agricolas, agrotoxicos, praguicidas, pesticidas ou biocidas, entre outros termos. Esses



quimicos tém taxa de consumo anual crescente em termos mundiais, sendo que a venda desses
produtos no Brasil aumentou de pouco mais de US$ 2 bilhdes para US$ 7 bilhdes em apenas 7
anos, entre 2001 e 2008 (SINDIVEG, 2009). Esse crescimento justifica-se pelo fato que esses
produtos sdo amplamente utilizados pelos produtores rurais para evitar ou controlar o
aparecimento de doengas em suas lavouras (Veiga, 2007). Segundo Peres e colaboradores
(2005), o crescimento da produtividade no Brasil estaria diretamente relacionado com o uso
desses produtos no campo, sendo eles a alternativa mais acessivel para 0 aumento dessa
produtividade.

Os defensivos fitossanitarios sdo definidos como compostos que possuem alta variedade
de substancias quimicas ou produtos bioldgicos, e que foram desenvolvidos para potencializar
uma acéo biocida, ou seja, foram desenvolvidos para matar, exterminar e combater as pragas
agricolas (Veiga, 2007).

Segundo a legislacdo brasileira, Lei n. 7.802 de 11 de julho de 1989, os defensivos
fitossanitéarios sdo definidos como sendo agentes quimicos, fisicos ou bioldgicos destinados a
protecdo de culturas agricolas, que sejam utilizados nos setores de producdo, armazenamento e
beneficiamento desses produtos, nas pastagens, na protecdo de florestas nativas ou implantadas,
assim como de outros ecossistemas, ambientes urbanos, hidricos e ambientais. Esses defensivos
tém por finalidade preservar as plantas contra a acdo danosa de fatores bidticos nocivos. Entre
esses defensivos estdo inclusos os desfolhantes, dessecantes, substancias fitorreguladoras,
fertilizantes sintéticos, horménios, fungicidas, inseticidas, bactericidas, acaricidas, e o0s
nematicidas, sendo excluidos dessa definicdo os produtos administrados a animais para estimular
crescimento ou modificar comportamento reprodutivo (BRASIL, 1989; Gongalves, 2004;
BNDES, 2006; BRASIL 2018). A lei supracitada é regulamentada pelo decreto 4.074 de 04 de
janeiro de 2002, quanto as responsabilidades atribuidas a cada integrante da cadeia produtiva,
bem como aos aspectos referentes a pesquisa, experimentacdo, producdo, embalagem, rotulagem,
transporte, armazenamento, comercializacdo, propaganda, utilizacdo, importacdo, exportagéo,
destino dos residuos, registro, controle, e sua classificacdo toxicologica (BRASIL, 2002;
BNDES, 2006).

A classificacdo toxicologica dos defensivos fitosanitarios é de responsabilidade do
Ministério da Saude, sendo também regulamentada pela Lei 7.802/1989. Essa classificagdo €
feita de acordo com o potencial téxico desses produtos, sendo a dose letal inibitoria (DLsg), dose
necessaria para matar 50% de uma populacdo sob determinadas condi¢bes, a maneira mais

comum para se expressar o nivel de toxicidade (Gasparin, 2005).
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O registro de novos defensivos fitosanitarios no Brasil exige a avaliacdo de trés 6rgédos
federais; Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA), Instituto Brasileiro do
Meio Ambiente (IBAMA) e Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA). O MAPA
analisa a eficiéncia do produto para sua utilizacdo na agricultura, o IBAMA se ocupa do
potencial poluidor, enquanto a ANVISA examina a toxicidade do agroquimico e seus efeitos
sobre a salude humana, estabelecendo ainda as condi¢cdes de seguranca para a utilizacdo do
mesmo (ANVISA, 2018).

Os produtos de protecdo fitossanitario sdo avaliados quanto aos seus riscos para a saude
humana e meio ambiente, levando em consideracdo as caracteristicas fisico-quimicas, e de
estudos toxicoldgicos e ecotoxicoldgicos. Assim, esses produtos sdo distribuidos em diferentes
categorias de acordo com o grau de periculosidade (Tabela 1); produtos altamente perigosos ao
meio ambiente (Classe 1), produtos muito perigosos ao meio ambiente (Classe Il), produtos
perigosos ao meio ambiente (Classe I11) e produtos pouco perigosos ao meio ambiente (Classe
IV) (Ribas & Matsumura, 2009).

Tabela 1- Classificacdo dos agroquimicos de acordo com os efeitos a saude humana.

CLASSE TOXICOLOGICA GRUPOS DL 50 (mg/kg) DOSE CAPAZ DE MATAR UM ADULTO FAIXA
Classe | Extremamente toxico <5 1 pitada/ algumas gotas Vermelha
Classe Il Altamente toxico entre 5e 50 Algumas gotas/ 1 colher de cha Amarela
Classe IlI Medianamente toxico entre 50 e 500 1 colher de cha/ 2 colheres de sopa Azul
Classe IV Pouco toxico entre 500 e 5000 2 colheres de sopa/ 1 copo Verde
Muito pouco Téxico > 5000 1 copo/ 1litro

Fonte: adaptado de Gasparim (2005).

Historicamente o uso de substancias quimicas na agricultura surgiu principalmente para o
controle de insetos, tendo registros da utilizacdo de arsénico e enxofre no controle desses
organismos pelos romanos e gregos. Registros histéricos apontam a utilizacdo de arsénico na
Idade Média, e a utilizacdo de algumas substancias organicas a partir do século XVI (Goncalves,
2004; Gasparin, 2005). Os primeiros estudos sobre a utilizacdo de substancias para a protecdo de
plantas s6 comecou a partir do século XX, dando inicio ao desenvolvimento e utilizagao
comercial de diversos produtos a base de cobre, chumbo, mercurio, entre outros, com destaque
para a descoberta do organoclorado diclorodifeniltricloretano (DDT), que converteu-se em
agroquimico universal amplamente utilizado, dando inicio a implementacdo macica desses
produtos nas praticas agricolas (Gasparin, 2005).

No entanto, no final da década de 1950, os efeitos danosos dos agroquimicos comecaram a

ser notados, como a indugdo de resisténcia nos organismos alvos, persisténcia e acimulo do
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residuo por longos periodos no ambiente, distlrbios ambientais como a perda de biodiversidade,
alteracbes em ciclos de polinizagdo, morte de espécies, além da capacidade de migracdo desses
residuos no ambiente (Martins, 2000; FAO: Who, 2016). Sabe-se atualmente que esses quimicos
apresentam risco em potencial para todos 0s organismos vivos, e que podem ser absorvidos via
dérmica, inspirados pelos pulmdes ou ingeridos em produtos contaminados.

O Ministério da Saude apontou nos anos de 2007 a 2015, mais de 82 mil casos de
intoxicacdo por agroquimicos no Brasil, devido a auséncia de equipamentos de protecdo
individual (EPI) e o despreparo para 0 manuseio e aplicacdo desses produtos (Ministério da
Salde, 2018). Os individuos mais suscetiveis a intoxicacdo sdo em sua grande maioria 0S
trabalhadores agricolas, criangas, mulheres em idade reprodutiva, gestantes e lactantes, idosos e
pessoas com vulnerabilidade genética e biologica (Who, 2010). Os efeitos adversos dos
agrotoxicos a saude dependem de suas caracteristicas quimicas, da quantidade do produto
absorvido ou ingerido, do tempo de exposicao, além do tempo transcorrido até o atendimento
médico, e das condicbes gerais de salude da pessoa contaminada (Ministério da Salude, 2018).
Sdo diversos os danos causados por esses quimicos como; alergias, disturbios cardiovasculares,
enddcrinos,  gastrointestinais, neuroldgicos, reprodutivos, imunoldgicos, respiratorios,
desenvolvimento de carcinomas, podendo chegar até mesmo a morte do individuo (Who, 2010).

A diagnose de doengas de plantas no campo é uma tarefa dificil e um diagnéstico incorreto
tem induzido a utilizacdo de agroquimicos de maneira e em quantidades inadequadas, gerando
resultados duvidosos e elevando os riscos (SINDIVEG, 2011). A capacidade da agua e do solo
em absorver substancias produzidas pela industria € limitada, sendo alguns ambientes mais
vulneraveis a contaminacdo pelo uso indiscriminado de agroquimicos, como por exemplo; as
bacias hidrogréficas, rios e florestas. Nesse sentido, faz-se necessario a busca por solucdes que
sanem essa problematica, além de otimizar a producdo e os rendimentos, onde o modelo de
agricultura mais sustentavel deve ser encorajado, pois o sistema atual de producao esta levando a

uma inevitavel catastrofe ecolégica (Oerke, 1999a).

3.3 Nematoides fitopatogénicos

Os nematoides representam os individuos mais abundantemente encontrados dentre os
animais multicelulares e perdem apenas para 0s artropodes em termos de diversidade (Wylie et
al., 2004; Cares et al., 2012). Desempenham importante funcdo na cadeia alimentar,
participando de processos ecologicos fundamentais na decomposicgéo e ciclagem de nutrientes do

solo (Lordello, 1984; Tihohod, 1993; Freitas et al., 2004; ). Esses animais estdo inseridos no
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reino Animalia, apresentam um corpo pseudocelomado, ndo segmentado, com simetria bilateral.
Possuem os sistemas; digestivo, reprodutor, excretor e nervoso completos. A cuticula do
nematoide corresponde ao exoesqueleto e é responsavel pela forma, alem de exercer funcéo de
protecdo, mobilidade, barreira a permeabilidade, e é por onde séo feitas as trocas gasosas com 0
meio (Blaxter et al., 1998). Essa cuticula pode ser morfologicamente lisa ou anelada, sendo este
um fator decisivo para o agrupamento taxondémico dos nematoides. Quando esses organismos
sdo fitoparasitas, tanto os ectoparasitas quanto os endoparasitas séo dotados de um estilete que é
uma estrutura fina e alongada, utilizada para romper a parede celular de plantas hospedeiras.

Segundo Abad e colaboradores (2010) existem cerca de 25.000 espécies de nematoides ja
descritas na literatura, estimando-se que existam ainda cerca de meio milhdo de espécies ndo
identificadas, sendo a grande maioria desses organismos de vida livre, porém alguns sdo
parasitas de animais e plantas (Blaxter, 2003; Abad et al., 2010). A maioria das plantas terrestres
e animais estdo associados com pelo menos uma espécie de nematoide parasita, onde analises
filogenéticas moleculares tem mostrado que esse parasitismo surgiu em pelo menos 15
momentos independentes (Blaxter & Koutsovolus., 2015). Algumas espécies de nematoides
parasitas vegetais se ocupam das partes aéreas das plantas como; folhas, caules, flores e
sementes, mas a maioria dos fitonematoides séo de 6rgdos subterraneos de plantas como; raizes,
rizomas, tubérculos, e bulbos (Monteiro et al., 1995; Moura, 1996; Abad et al., 2010). Os
nematoides parasitas de plantas correspondem a cerca de 15% das espécies descritas dentro do
filo Nematoda (Moreira, 2017), e sdo considerados por muitos especialistas em nematologia
agricola “os inimigos invisiveis das plantas” (Ferraz & Brown, 2016).

Os nematoides fitopatogénicos representam problema critico para agricultura mundial
devido as vastas perdas causadas nas culturas de grande relevancia econémica como café, cana-
de-acucar, soja, feijdo, fumo, frutiferas e olericolas, na qual regibes com altos indices de
infestacdo ficam impossibilitadas de serem cultivadas (Campos, 1992; Mitkowski & Abawi,
2003).; Santos, 2011). Estes fitonematoides podem causar desde danos suaves até a destruicdo
total da lavoura, e por serem organismos de dificil controle causam perdas anuais estimadas em
157 bilhdes de dolares (Ritzinger & Fancelli, 2006; Abad et al., 2008; Bakhetia et al., 2008).
Eles s&o capazes de promover a destruicdo do sistema radicular das plantas, formando
nodulagdes nas raizes (Ritzinger & Fancelli, 2006), promovendo diminuicdo da produtividade,
reducdo na quantidade das cultivares, na estatura das plantas e na qualidade dos produtos, sendo

altamente prejudiciais para a agricultura (Lordello, 1984; Hussey & Williamson, 1998).
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Os nematoides fitoparasitas expelem efetores por meio de glandulas especializadas, que
s80 0s principais responsaveis pelo sucesso no parasitismo, sendo esses efetores em sua grande
maioria proteinas que reprograma o metabolismo da hospedeira, impedindo a execucdo de
respostas de defesa da planta, além de estarem diretamente relacionados com a capacidade do
nematoide em completar o seu ciclo de vida (Davis et al., 2004; Caillaud et al., 2008; Haegeman
et al., 2012; Mitchum et al., 2012).

Os prejuizos econémicos relacionados com a infestagdo das culturas por esses organismos
séo exorbitantes, sendo que a maioria das infestacdes, cerca de 95% estdo associadas a interacao
com a acdo de ao menos uma dentre 4 espécies pertencentes ao género Meloidogyne Goldi,
1887, conhecido como o nematoide formador das galhas radiculares (Sasser et al, 1984;
Bakhetia et al., 2005; Abad et al., 2008).

3.4 Nematoides das galhas: Género Meloidogyne

O género Meloidogyne Goldi, 1887, pertecente ao Filo Nematoda, Classe Chromadorea,
Ordem Rhabditida, Subordem Tylenchina, Infraordem Tylenchomorpha, Superfamilia
Tylenchoidea e Familia Meloidogynidae (DeLey & Blaxter, 2003; Karssen & Moens, 2006;
Cepulité et al., 2018).

Os nematoides formadores de galhas do género Meloidogyne sdo endoparasitas sedentarios
obrigatorios das raizes de varias plantas (Abad et al., 2003; Castagnone-Sereno, 2006), sendo as
espécies pertencentes a esse género consideradas as mais importantes dentre os fitonematoides,
devido sua ampla distribuicdo geogréafica e vasta gama de plantas hospedeiras, com mais de 3000
espécies hospedeiras registradas na literatura (Freitas et al., 2001; Abad et al., 2003). Esses
organismos estdo entre 0s patdégenos mais agressivos para plantas no mundo (Trudgill & Blok,
2001), e podem ser encontrados nas mais diversas temperaturas. Ainda apresentam preferéncias
por areas tropicais com temperaturas acima de 28 °C, sendo algumas espécies normalmente
encontradas em ambientes com determinadas caracteristicas ambientais, como por exemplo o M.
arenaria, comumente encontrada em locais de solos arenosos, M. hapla, geralmente é encontrada
em condic¢des de temperaturas mais amenas, abaixo de 12°C; M. javanica e M. incognita que
sdo as mais bem adaptadas as diferentes condigdes climaticas, sendo bastante cosmopolitas
(Embrapa Soja, 2002).

Atualmente, o género Meloidogyne é composto por mais de noventa espécies, sendo

algumas de grande importancia econémica, na qual os nematoides desse género como um todo,



14

representam uma grande ameaca a producdo agricola mundial (Perry et al., 2009; Santos, 2011;
Cepulité et al., 2018). Os organismos integrantes desse género apresentam dimorfismo sexual
acentuado, sendo a fémea sedentaria e globosa, e os machos vermiformes de vida livre no solo.
As espécies pertencentes ao género Meloidogyne sdo denominadas de nematoides das
galhas, devido ao principal sintoma encontrado nas plantas infectadas, com a presenca de
nodulacGes radiculares, em decorréncia de processos de hipertrofia e hiperplasia das células do
parénquima vascular e cortical das raizes, decorrentes das secrecdes esofagianas desses
nematoides (Cordeiro et al., 2005; Jammes et al., 2005). Essas galhas radiculares ocasionam o
desequilibrio na capacidade de absorcédo, resultando em significativa redugdo dos nutrientes e
agua disponiveis para a planta, como resultado dos danos causados no sistema radicular. Na
figura 1 sdo apresentadas as alteracGes desencadeadas nas plantas parasitadas por nematoides do

género Meloidogyne, que resultam em danos para a hospedeira (Asmus, 2001).
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Figura 1- Mecanismos envolvidos no parasitismo de Meloidogyne sp. que resultaram em dano para a
hospedeira. Fonte: adaptado de Asmus (2001).

Redugido na nodulagiao J

As plantas que apresentam altos indices de infeccdo sdo substancialmente enfraquecidas,
apresentando consequentemente baixos rendimentos na producédo (Ritzinger & Fancelli, 2006;
Caillaud et al., 2008; Mitkowski & Abawi, 2003).). Os sintomas causados pelos nematoides das
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galhas estdo geralmente relacionados ao aparecimento de manchas amareladas na folhagem,
clorose, murcha das plantas durante os periodos quentes do dia, queda foliar precoce, perda
prematura dos frutos, declinio e outros aspectos que remetem a suspeita de deficiéncia
nutricional (Freire & Cardoso, 1996; Brass et al., 2008). A severidade do ataque dependera da
suscetibilidade da hospedeira, da espécie e raca do nematoide envolvido no ataque, do tipo de
solo, umidade, e o potencial de indculo (Embrapa Soja, 2002).

Esses organismos interagem com seus hospedeiros de maneira marcante, pois sao capazes
de manipular as funcbes desses hospedeiros em beneficio proprio, possuindo estratégias para
infectar milhares de espécies vegetais de maneira similar, provavelmente por meio da
manipulagcdo de elementos fundamentais para o desenvolvimento da planta (Caillaud et al.,
2008). As secrecdes desses nematoides sedentarios promovem alteragdes na expressdo génica
das hospedeiras, induzindo as células das raizes a uma rediferenciacdo celular, estabelecendo os
chamados sitios de alimentacdo, cuja principal funcdo é suprir os nutrientes necessarios para
esses fitonematoides até sua reproducdo (Gheysen & Fenoll, 2002; Puthoff et al., 2003; Jammes
et al., 2005; Abad et al., 2008; Caillaud et al., 2008).

Dentre os nematoides pertencentes ao género Meloidogyne, a espécie M. incognita é
considerada a mais expressiva quanto as perdas econémicas (Huang et al., 2006), por ser mais
disseminada, capaz de afetar quase todas as plantas cultivadas, tendo alto poder destrutivo,
eliminando praticamente todas as raizes laterais, ocasionando fendas no cortex, sendo de dificil
controle (Trudgill & Blok., 2001; Agrios, 2005; Cepulité et al., 2018).

Essa espécie de fitonematoide é tdo importante, que 0s dois primeiros genomas
sequenciados de nematoides fitoparasitas, foram de duas espécies pertencentes ao género
Meloidogyne, sendo essas espécies; M. incognita (Abad et al., 2008) e M. hapla (Opperman et
al., 2008).

3.5 Ciclo de vida de Meloidogyne spp.

Esses organismos apresentam um ciclo de vida simples, que geralmente se completa em
duas a trés semanas de acordo com a especie e condi¢cbes ambientais (Abad et al., 2010). Os
nematoides do género Meloidogyne apresentam quatro estadios juvenis (J1, J2, J3 e J4), sendo o
juvenil de segundo estadio de vida livre (J2), a Unica forma infectante para a planta (Abad et al.,
2010). Esses juvenis sdo atraidos e penetram na zona de elongacgdo da raiz liberando secre¢oes

esofagicas, e perfurando a parede celular da hospedeira com o estilete (Backetia, 2005; Abad et
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al., 2008). Dentro da raiz, eles migram entre as células até alcancar o cilindro vascular (Taylor
& Sasser, 1983; Abad et al., 2008), onde promovem a formacdo de um complexo sitio
multinuclear de alimentacdo, que serd sua fonte de alimentos para que possam completar o seu
ciclo de vida (Vanholme et al., 2004). O inicio da alimentacdo pelo J2 em células
parenquimaticas do protoxilema e protofloema induz a diferenciacdo em células especializadas,
denominadas de células gigantes, tendo o inicio da fase sedentéria (Eisenback & Triantaphyllou,
1991; Moens et al., 2009).

A duracdo do ciclo de vida de M. incognita (Figura 2), ira depender da hospedeira e dos
fatores ambientais como; temperatura e umidade, podendo variar de 20 a 28 dias (Agrios, 2005;
Abad et al., 2010). As fémeas maduras fazem a postura de ovos (aproximadamente 500 ovos por
ciclo), envoltos numa matriz gelatinosa glicoproteica na regido cortical da raiz parasitada, sendo
essa matriz responsavel pela protecdo dos ovos contra as adversidades ambientais e predacao
(Orion & Kritzman, 1991; Cordeiro, 1999). No interior do ovo é formado o juvenil de primeiro
estadio J1, que ainda dentro do ovo ir4 passar pela primeira ecdise, e originar o juvenil de
segundo estadio J2 (Cepulité et al., 2018). Os J2 penetram as raizes na zona meristematica,
migram intercelularmente até a zona de elongacao em direcdo ao cilindro vascular, e ao atingi-lo,
esses organismos induzem o desenvolvimento das células nutridoras (Cepulité et. al., 2018). Os
estadios J3 e J4 sdo formados j& no interior da raiz das plantas hospedeiras, apresentam formato
salsichoide, e sdo desprovidos de estilete. O estadio J4 também é conhecido como pré-adulto,
fémea ou macho, sendo que a maioria dos juvenis que penetram a raiz dara origem a fémeas
(Moura, 1996; Williamson & Hussey, 1996; Abad et al., 2003).
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Figura 2 — Etapas do ciclo de vida de Meloidogyne incognita - 1. Penetracdo na raiz; 2. Migracéo até a
zona meristematica para atingir o cilindro vascular; 3 e 4. Estabelecimento do sitio de alimentacdo; 5.
transformacéo das células parenquimaticas e células gigantes; 6. Desenvolvimento das células gigantes; 7.
Processos hiperplasticos do meta-floema; 8. Oviposicao; 9. Eclosdo dos juvenis. Fonte: Costa (2018).

O nematoide das galhas Meloidogyne incognita, € um parasita sedentario obrigatorio que
se reproduz por partenogénese mitotica, sendo o seu parasitismo considerado bastante
especializado (Blaxter, 2003). Esse nematoide € capaz de influenciar a maquinaria metabélica da
planta em seu proprio beneficio, sendo as células multinucleadas estruturas induzidas por
parasitas capazes de alterar o desenvolvimento bioldgico da hospedeira (Blaxter & Koutsovolus.,
2015). Nesse sentido, ao analisar 0 genoma dessa espécie, foi constatada uma diversidade de
enzimas que degradam a parede celular de plantas, sem precedentes em qualquer parasita animal
que possua a sequéncia disponivel, o qual acredita-se, que tais enzimas tenham se originado de
maultiplas transferéncias horizontais de genes provenientes de bactérias (Abad et al., 2008). O

genoma do M. incognita codifica nove proteases da subfamilia S-16, sendo apenas trés dessas
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também identificadas no genoma de Caenorhabditis elegans Emery, 1869, onde a maioria dessas
proteases atuam na regulacdo de secre¢des proteicas por bactérias fitopatogénicas, podendo ter

papéis analogos em M. incognita (Abad et al., 2008).

3.6 Métodos alternativos de controle de fitonematoides

Alguns métodos podem ser empregados para o controle desses fitoparasitas, como
rotacionar as culturas, utilizar plantas antagonistas, armadilhas, ndo hospedeiras, ou cultivares
resistentes, solarizacdo, alqueive, manejo integrado de pragas, utilizacdo de produtos biol6gicos
de origem flingica ou bacteriana, e principalmente por meio da aplicacdo de produtos de protecao
fitosanitarios (Chitwood, 2002; Williamsom & Kumar, 2006; Wiratno et al., 2009; Mitkowski &
Abawi, 2003).; FAO, 2017a).

Essas estratégias sao recomendadas em areas infestadas, nas quais a melhor estratégia a
ser adotada sera delineada de acordo com o local, condi¢cBes ambientais, culturas plantadas em
campo, além dos fitonematoides associados aos danos. A utilizacdo de plantas antagonistas em
esquemas de rotacdo de culturas é uma alternativa positiva para a reducgdo das fontes de in6culo,
porém consequentemente reduz os lucros do produtor (Dufour et al., 2003; Ferraz & Freitas,
2004). A utilizacao de variedades resistentes € igualmente recomendavel para controlar doencas
parasitarias de plantas, considerando as drasticas reducfes que esses organismos promovem na
producdo de cultivares suscetiveis (Lindsey & Clayshulte, 1982; Thies, 1997). Alguns estudos
tém revelado uma ampla utilizacdo de variedades resistentes as diferentes espécies e racas de
Meloidogyne em diversas culturas (Sasser, 1980; Trudgill & Blok., 2001). Contudo, o0 nimero
dessas cultivares é bastante limitado, considerando a imensa variedade de espécies hospedeiras,
bem como a diversidade genética relacionada a resisténcia em questdo (Trudgill & Blok., 2001;
Dufour et al., 2003; Ferraz & Freitas., 2004), sendo a resisténcia geralmente direcionada a uma
ou poucas espécies de nematoides considerados mais relevantes para aquela cultura (Williamson
& Kumar, 2006; Ferraz & Freitas, 2008).

O método de solarizacdo pode ser empregado para o controle de fitonematoides e outros
organismos por intermédio da inativacao térmica, resultante da combinacdo entre a temperatura
atingida no solo e o tempo de exposicdo (Cruz & Silva, 2006). Essa técnica consiste na utilizacéo
da luz solar para aumentar a temperatura do substrato, sendo aplicada preferencialmente no
verdo (periodo de maior radiacdo anual). Para tanto, se utiliza um filme plastico de polietileno

sobre o solo que devera estar umido e isento de planta, tendo em vista 0 aumento exponencial da
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temperatura desse substrato, podendo atingir temperaturas acima de 40°C, que acabam sendo
letais para esses organismos em determinadas profundidades (Oslen, 2000; Cruz & Silva, 2006).
A solarizacdo € um método eficiente que contribui efetivamente para a reducdo das populacdes
de fitonematoides, sendo uma técnica simples e de baixo custo, porém ndo pode ser aplicada em
todos os periodos do ano, e sua eficiéncia dependera diretamente do nivel de umidade do solo,
além de alterar as propriedades quimicas presentes no meio (Cruz & Silva, 2006).

O alqueive € uma préatica que sé é recomendavel quando os niveis populacionais de
nematoides se tornam alarmantes, sendo realizadas aracGes e gradagens periddicas, juntamente
com a manutenc¢do da area que devera permanecer sem vegetacdo por um periodo minimo de trés
meses (Perina et al., 2015). Essa pratica tende a reduzir a populacéo de fitonematoides ao expor
as camadas aradas de solo aos raios UV (Huang & Porto, 1988), onde a eficacia dependera do
tempo de exposicdo, temperatura, umidade do solo, e auséncia de vegetacdo invasora na area
tratada (Perina et al., 2015). Nos periodos chuvosos seguidos de dias ensolarados a eficacia é
ampliada pela presenga de umidade no solo que influenciard na eclosdo dos juvenis, onde a
auséncia de hospedeiras resultard na morte desses organismos por exaurir suas reservas
energéticas (Dutra et al.,2006).

O manejo integrado de fitonematoides ¢ uma estratégia almejada, porém necessita de
planejamento rigoroso, gestdo intensiva da cultura, maior dispéndio de tempo, e pode ter custos
superiores ao uso de defensivos agricolas (Gentz et al., 2010). Essa estratégia é resultado da
combinacdo de varias praticas que visam o controle e a reducdo da populacdo de fitonematoides
no campo, ou a reducdo de sua capacidade infectiva, evitando sua disseminacdo, introducdo em
novas &reas de cultivo e selecdo de espécies ou racas desses nematoides (Dropkin, 1980). O
ideal é que as medidas de controle sejam empregadas de maneira integrada, potencializando
resultados por meio da interacdo dos beneficios de diferentes técnicas (Barker & Koenning,
1998; Gentz et al., 2010). A observacdo da presenca de fitonematoides em areas cultivadas é
uma tarefa dificil, sendo geralmente feita somente ap6s o aparecimento dos sintomas na parte
aérea das plantas, quando os danos sdo bastante significativos (Perina et al., 2015). Nesse
sentido, as areas produtoras devem estar sobre constante monitoramento, pois o sucesso do
manejo integrado de fitonematoides esta diretamente relacionado com a eficiéncia no controle
das populagdes desses organismos nas areas de cultivo, onde o foco é a reducdo dessas
populacgdes, considerando a alta polifagia de algumas espécies capazes de se multiplicar nas mais

diversas hospedeiras (Perina et al., 2015).
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O controle bioldgico constitui tatica fundamental em programas de manejo integrado,
sendo essa estratégia bastante vantajosa se comparada com a utilizagdo dos quimicos
convencionais, pois essa técnica é capaz de promover a reducdo de fitonematoides através da
acdo de outros organismos, como fungos e bactérias, que ocorrem naturalmente no solo ou
poderdo ser introduzidos (Howell, 2003; Khan & Kim, 2007; Sahebani & Hadavi, 2008). O
controle bioldgico proporciona produtos que tem fatores bioticos como principais ingredientes
ativos, podendo ser bastante efetivos para o controle de fitonematoides, reduzindo também os
danos ambientais durante 0 manejo (Coimbra & Campos, 2005; Mitkowski & Abawi, 2003).;
FAO, 2017a).

Para o controle de fitonematoides do género Meloidogyne, podem ser empregados 0 uso
de fungos antagonistas, que tém acdo parasitaria sobre ovos, fémeas e juvenis, por meio da
colonizacao desses organismos por meio de conidios. O fungos do género Trichoderma Pers. por
exemplo, sdo capazes de degradar a parede de ovos e do corpo de juvenis por intermédio do
aumento da atividade de quitinases e proteases, que adicionalmente induzem reacdo de
resisténcia na hospedeira, e da producdo de substancias tdxicas ao nematoide (Stirling, 1991;
Sahebani & Hadavi, 2008; Machado et al., 2012). Fungos de espécies de Trichoderma estdo
entre as mais utilizadas para o controle de fitopatdgenos, por terem uma ampla distribui¢do
geogréfica, serem facilmente cultivados e observados no ambiente, apresentam crescimento
rapido e em diferentes tipos de substrato, além disso, ndo sdo patogénicos a plantas superiores
(Papavizas et al., 1982). Esses fungos sdo capazes de interferir nos processos vitais de
fitopatdgenos, inibindo-os por meio da competicdo, producdo de metabdlitos secundarios,
parasitismo direto, e da degradacdo de estruturas de resisténcia de patdgenos, como esclerddios,
esporos e clamiddsporos, que geralmente sdo dificeis de serem destruidos (Melo, 1998). Séo
conhecidas 160 espécies de fungos nematdfagos, distribuidos em cerca de 70 géneros (Stirling,
1991; Ferraz & Santos, 1995; Sharonn et al., 2001; Soares, 2006). Além disso, varios desses
fungos podem ser utilizados para a promogéo de crescimento vegetal, devido sua versatilidade de
acdo, sendo demonstrado em muitos estudos o aumento ndo s6 no crescimento vegetal, como
também da produtividade de diversas culturas (Resende et al. 2004; Almanca, 2005; Fortes et
al., 2007; Jyotsna et al., 2008; Bergamin Filho et al., 2008; Hoyos-Carvajal et al., 2009).

O controle quimico ainda € a estratégia de controle mais utilizada, por ter o custo
relativamente baixo e ser de rapida atuacdo (Abad, et al., 2008; Mitkowski & Abawi, 2003).
Entretanto, a utilizagdo macicga desses produtos, podem acarretar varios e graves problemas por

serem geralmente muito téxicos, representando risco efetivo para a salide humana e animal, além
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de promover a contaminacdo dos recursos hidricos e do meio ambiente (Dong & Zhang, 2006;
FAO: Who, 2016). Esses produtos apresentam desvantagens como o desenvolvimento de
resisténcia no patdgeno via selecdo natural; morte de inimigos naturais e a conversdo de pragas
secundarias em primarias; o ciclo vicioso da aplicagdo de dosagens maiores e aumento na
frequéncia de aplicacdo; a mobilidade dos agrotéxicos no ambiente e a sua capacidade de atingir
ndo somente os organismos alvo; além de ameacar a vida silvestre e a saide humana a curto e
longo prazo (Bergamin Filho, 2002). Os nematicidas sintéticos costumam ser altamente toxicos,
e sua degradacdo dependerd especialmente da camada de substrato em que se encontra,
permanecendo ativos por mais tempo aqueles presentes em camadas mais profundas, podendo,
por exemplo, contaminar os lencgois fredticos (FAO, 2017b). Neste cenario, 0 conceito de
sustentabilidade baseado em quimica verde vem ganhado espaco, por intermédio do incentivo de
medidas alternativas de controle, visando uma agricultura sustentavel. Essas alternativas séo
capazes de manter os niveis de produtividade e qualidade, com baixo impacto ambiental e
econémico, por meio da introducdo de novos produtos naturais, principalmente os de origem

vegetal, com foco na substituicdo dos agroquimicos convencionais (Chaves et al., 2012).

3.7 Plantas como fontes para a obtencao de biomoléculas
As plantas sdo ricas em diversas substancias bioativas, que apresentam atividade contra
um numero limitado de espécies, sendo geralmente biodegradaveis, com baixa ou nenhuma
toxicidade a mamiferos (Corréa & Salgado, 2011). Algumas substancias botanicas tém
atividade inseticida conhecida, tais como, piretrinas, rotenona, nicotina, cevadina, veratridina,
rianodina, quassinoides, azadiractina e biopesticidas volateis. Esses ultimos sdo geralmente,
6leos essenciais presentes nas plantas aromaticas (Isman, 2000).

Acredita-se que na natureza existam cerca de 500.000 espécies de plantas, que sdo fontes
de diversos produtos naturais de baixa massa molecular, conhecidos como compostos vegetais
ou metabdlitos (Dixon, 2001; Chitwood, 2002; Clardy & Walsh, 2004; Abdel-Rahman et al.,
2013). Estas substancias derivadas do metabolismo secundario das plantas apresentam funcgdes
bioldgicas e muitas desempenham um papel ecoldgico, com diversos usos e aplicacOes, tais
como medicamentos, inseticidas, herbicidas, perfumes, entre outros (Garcia & Carril, 2009).
Mais de 10.000 metabdlitos ja foram identificados na natureza, sendo esse nimero estimado em
apenas 10% da diversidade existente, e apesar do grande nimero de publica¢bes indicando a

atividade de diversos extratos contendo metabdlitos secundarios, pouco se sabe a respeito das
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biomoléculas atuantes, e seus respectivos mecanismos de acdo (Rocha et al., 2006; Abdel-
Rahman et al., 2013).

O conceito de produto natural é estendido a todos os compostos de origem bioldgica, que
podem ser especificos de um Unico organismo ou comum para determinados grupos (Salgado &
Campos, 2003). Nos vegetais, estes compostos podem estar associados a diferenciacdo celular, a
regulacdo do crescimento, & mediacdo das interagdes entre plantas e outros organismos e,
principalmente a protecdo da planta contra pragas e patogenos (Dobson, 2004; Abdel-Rahman et
al., 2013).

Diversas caracteristicas associadas a compostos naturais com potencial biotecnoldgico
como a especificidade bioquimica, a alta diversidade e estabilidade quimica, tornam estas
estruturas base para a descoberta de novos nematicidas e nematostaticos, diferenciando-os dos
produtos sintéticos (De Waele & Elsen, 2007). Adicionalmente, de acordo com a literatura
extratos provenientes de sementes de plantas contém compostos de diferentes classes quimicas,
como; alcaloides, terpenos, taninos, flavonoides, aminoacidos, glicosideos, entre outros, que
podem estar relacionados com a atividade biocida desses extratos (Ferraz & Freitas, 2004). Esses
compostos podem apresentar algumas vantagens sobre os defensivos sintéticos, tais como:
oferecer compostos que as pragas ainda ndo podem inativar; séo menos concentrados e, portanto
menos téxicos do que compostos sintéticos, além de sofrerem biodegradacdo em uma velocidade
mais rapida, por serem derivados de recursos renovaveis e possuir maltiplos modos de agéo
(Ferraz & Freitas, 2004).

As plantas possuem substancias quimicas que podem agir diretamente no controle de
fitopatdgenos, sendo consideradas biocidas naturais. Essas substancias oriundas de matéria-
prima vegetal sdo menos toxicas, e tendem a ter atividade mais especifica para um determinado
grupo de organismos (Dixon, 2001). Na tentativa de minimizar efeitos toxicoldgicos destes
componentes quimicos, o preparo de derivados de produtos naturais provenientes de plantas, tem
sido uma alternativa eficaz e segura (Moura & Schlichting, 2007). Além disso, a biodiversidade
brasileira se mostra como uma fonte riquissima desses produtos, onde muitas espécies de plantas
de diferentes géneros foram relatadas como detentoras de compostos nematotdxicos, fungicidas
ou bactericidas ao longo dos ultimos 20 anos (Oliveira et al., 2011; Abdel-Rahman et al., 2013;
Li et al., 2013). Entretanto, ainda existem muitos tipos de planta que ainda ndo tiveram seus
compostos testados, e que possuem potencial deletério sobre muitas espécies de nematoides
(Haseeb & Butool, 1996).
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3.8 Extratos vegetais

Extratos vegetais sdo preparagOes concentradas obtidas a partir de distintas partes das
plantas como sementes, raiz, caule, folha, flor e fruto. Os extratos podem apresentar diversas
consisténcias, serem preparados por processos envolvendo algum tipo de solvente orgéanico ou
extracdo aquosa, passando ou ndo por algum tratamento prévio, como; maceragdo, inativagao
enzimaética, filtracBes, infusdo, etc (Marques, 2005; Menezes, 2005). Ainda, apo6s todas estas
etapas, os extratos geralmente sdo submetidos a avaliagdo em bioensaios conduzidos in vitro
(Moura & Schlichting, 2007). Para tanto, os compostos de interesse devem ser separados de um
meio complexo, podendo esses compostos serem oriundos de toda a planta, ou partes dela,
conforme descrito anteriormente (Marques, 2005; Menezes, 2005).

Extratos de plantas antagonistas contém compostos de diferentes classes quimicas que
podem apresentar efeitos nematostatico e/ou nematicida (Ferraz & Freitas, 2004; Ferraz &
Freitas, 2008; Rocha et al., 2017). Na literatura, ha diversos relatos da acdo de extratos vegetais
sobre nematoides em testes in vitro, sendo alguns componentes quimicos relacionados a essa
atividade, com destaque para os metabolitos como; alcaloides, terpenoides, terpenos, taninos e
compostos fendlicos, havendo varios relatos da acdo de compostos com acdo nematicida, como
por exemplo alcalGides pirrolizidinicos que apresenta acdo sobre M. hapla (Thoden et al.,
2009).

Esses componentes biocidas ativos, geralmente sdo resultantes do metabolismo
secundario de plantas, sendo produzidos naturalmente, onde a quantidade e a composicao
quimica desses compostos ird determinar a efetividade da acdo sobre fitopatdgenos (Pegard et
al., 2015). Desse modo, no atual cenario, extratos de plantas com altos teores de compostos
com acdo biocida ja descrito, tém sido testados para o controle de nematoides, considerando-se
0s mecanismos de defesa inato das plantas (Pegard et al., 2015). Apesar do grande numero de
plantas, extratos e compostos ja descritos exibindo atividade inseticida, fungicida e nematicida,
a quantidade de produtos a base desses ingredientes disponibilizados comercialmente é bastante
limitado, possivelmente em razao das dificuldades para obtencao de registro, além dos elevados

custos desse processo (Vasantharaj, 2008; Corréa & Salgado, 2011).

3.9 Metabolismo vegetal
O metabolismo de plantas pode ser subdividido em metabolismo primério e secundario,

sendo que o metabolismo primario é composto por metabolitos essenciais para a sobrevivéncia
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das plantas, podendo estar associados a compostos como os carboidratos, proteinas, lipideos e
acidos nucleicos (Gardiano, 2006). Esses metabdlitos considerados primarios apresentam fungédo
metabolica essencial, estando associados ao crescimento, desenvolvimento, manutencdo das
células, reproducéo e fotossintese (Croteau et al., 2000; Dixon, 2001; Nass, 2007; Corréa, 2015).
Os chamados metabolitos priméarios estdo amplamente distribuidos dentre os vegetais, sendo
também precursores para os chamados metabolitos secundarios, que sdo considerados produtos
finais do metabolismo vegetal (Corréa & Salgado, 2011).

Os metabolitos secundarios sdo compostos organicos de natureza quimica diversa,
sintetizados pelas plantas, que ndo possuem uma funcdo direta no metabolismo do vegetal,
estando geralmente associados com atividade de fitoprotecdo, atragdo ou repeléncia de
polinizadores, adaptacdo ambiental, sinalizacéo e sobrevivéncia das plantas (Whittaker & Fenny,
1971; Swain, 1977; McLaren, 1986; Wink, 1988; Taiz & Zeiger, 1991; Croteau et al., 2000; Taiz
& Zeigher, 2004; Nass, 2007; Corréa, 2015). Esses metabdlitos, ndo possuem distribuicao
universal entre os vegetais, sendo alguns especificos para determinadas espécies (Gardiano,
2006). Além disso, pertencem a varias classes distintas de substancias como; alcaloides,
terpenos, ligninas, flavonoides, cumarinas, benzenoides, quinonas, xantonas, lactonas, esteroides,
entre outras (Di Stassi, 1996). Segundo Kim e colaboradores (2003), a maioria dos biocidas
botanicos sdo de compostos resultantes do metabolismo secundério das plantas, que atuam na
propria defesa quimica contra agentes patogénicos.

Os compostos oriundos do metabolismo secundario vegetal sdo de grande interesse
econbmico, e podem ser aplicados na inddstria, como; drogas, saborizantes, fragrancias,
inseticidas ou corantes. Adicionalmente, sdo cruciais nos processos de descoberta de rotas de
sintese, e consequente desenvolvimento de novos produtos com aplicacdo tanto na industria
farmacéutica, como na agricultura (Croteau et al., 2000; Dixon, 2001; Silva et al., 2010;
Corréa, 2015).

Existem na natureza mais de 50 mil metabdlitos secundarios ja identificados somente em
angiospermas, provenientes de diferentes vias de biossintese. Os trés principais grupos de
metabolitos secundarios sdo: os terpenos, compostos fendlicos e compostos nitrogenados
(Croteau et al., 2000; Corréa, 2015; Rezende et al., 2016). Dentre os metabolitos secundarios,
com efeito nematotoxico, destacam-se 0s polietienos encontrados em Tagetes spp.,
isotiocianatos e glicosinolatos oriundos de Brassica spp., &cido asparagusico, isolado de
Aspargus officinalis L. (Takasugi et al., 1975), a-terthienyl de Tagets spp. (Gommers, 1981) e

L-Dopa de Mucuna aterrima L. (Barbosa et al., 1999), &cido transaconitico de sementes de
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Canavalia ensiformis (L.) DC. (Rocha et al., 2017) e outros compostos isolados de diferentes
familias botanicas (Chitwood, 2002; Thoden et al., 2009).

A demanda por novos produtos agricolas com baixo nivel residual é crescente, onde
principios ativos derivados do metabolismo vegetal, especialmente de metabolitos secundarios,
podem inibir o desenvolvimento de organismos fitopatogénicos, sendo alguns extratos vegetais

ja utilizados com sucesso para o controle de algumas pragas (Silva et al., 2007).

3.10 Familia Solanaceae

A familia Solanaceae A.L. Jussieu, esta inserida na ordem Solanales, que surgiu no periodo
Cretaceo, ha cerca de 106 milhdes de anos (Bremer et al., 2004). Essa ordem é caracterizada por
plantas angiospérmicas, dicotileddneas, contendo 4080 espécies, distribuidas em 165 géneros e 5
familias; Convolvulaceae A. L. Jussieu, Hydroleaceae L., Montiniaceae (Engl.) Nak,
Sphenocleaceae (Lindl.) Mart. ex DC., e Solanaceae (Lin et al., 2005). As familias Solanaceae e
Convolvulaceae séo consideradas irmés, sendo as duas maiores familias dessa ordem. Acredita-
se que o ancestral comum das espécies de plantas dessas familias teria existido ha cerca de 70
milhdes de anos atras (Durbin et al., 2000).

A familia Solanaceae é considerada cosmopolita, sendo a América do Sul um dos
principais centros de diversidade e endemismo (Silva, 2012; Pereira et al., 2018). Essa familia
possui cerca de 3000 espécies descritas, que estdo distribuidas em 106 géneros, estando 31
presentes no Brasil, com cerca de 500 espécies nativas brasileiras, e 215 consideradas endémicas
do pais (Soares et al., 2008; Stehmann et al., 2016; Silva, 2012; Pereira et al., 2018). Dentro
dessa familia, encontram-se alguns géneros importantes do ponto de vista econémico, como 0s
géneros Solanum, Physalis L. e Capsicum L., e para fins ornamentais, como 0s géneros Petunia
L., Solandra L. e Cestrum L. (Hawkes, 1999). O género Solanum é considerado o maior e mais
complexo, contendo cerca de 1500 espécies, sendo algumas amplamente consumidas para
alimentacdo, como; batata, berinjela, tomate, jil6, pimentdo, pimenta, entre outras. Apenas no
Brasil ja foram identificadas mais de 350 espécies pertencentes apenas a esse género (Pereira et
al., 2018).

A familia Solanaceae é bem caracterizada quimicamente e, analises fitoquimicas de
diferentes espécies desta familia, indicaram a presencga expressiva de alcaloides e flavonoides,
em especial no género Solanum (Silva et al., 2003). Vale enfatizar que varias dessas espécies
foram utilizadas para bioproducéo de sesquiterpenos e uma grande variedade de alcaloides tais
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como; tropanicos, quinolizidinicos, piridinicos, inddlicos, quinolinicos, esteroidais,
pirrolizidinicos, piperidinicos, isoquinolinicos e mistos (Dixon, 2001; Pereira et al., 2018).

Diversos estudos vém sendo realizados utilizando frutos, folhas, flores, raizes e sementes
de plantas pertencentes a familia Solanaceae, para diversos fins, sendo muitas dessas espécies
amplamente utilizadas na medicina popular para o tratamento de doencas de pele, figado e baco
(Pinto et al., 2011). Estudos com plantas de géneros desta familia ja identificaram resisténcia
associada a insetos e nematoides (Hawkes, 1999; Checon, 2011). Alguns extratos vegetais
dessas plantas foram obtidos e ja tiveram sua atividade biologica determinada, como por
exemplo, extratos metandlicos de Solanum paniculatum L. que apresentaram atividade para as
larvas de Artemia salina (Silva et al., 2007) e de S. americanum Mill., popularmente utilizado
para o controle de nematoides (Mors et al., 2000).

Extratos foliares de Datura metel L. e D. stramonium L. foram avaliadas quanto a acao
antagonista contra varios nematoides (Qamar et al., 1995), incluindo atividade nematicida acima
de 90% sobre M. incognita de extrato foliar de D. metel (Cobb, 1893). Extrato etandlico de
Solanum subinerme Jacqg. foram avaliados quanto a atividade antibacteriana sobre
Staphylococcus aureus Rosenbach, 1884 (Gongalves et al., 2016). Extratos alcaloidicos de frutos
verdes de S. asperum Rich. foram avaliados no controle de Biomphalaria glabrata Say, 1818,
um tipo de molusco hospedeiro do parasita que causa esquistossomose em humanos (Silva et al.,
2008), o que resultou no isolamento dos alcaloides solanandaina, solasonina e solamargina.

Andlises de extratos vegetais de plantas dessa familia indicam a presenca de alcaloides,
glicosideos, cumarinas, flavonoides, taninos, saponinas, triterpenos, entre outros. Esses
compostos sdo de interesse terapéutico, e farmacoldgico, pois apresentam um grande leque de
atividades citotoxica, anticancerigena, anti-inflamatdria e biocida (Gongalves et al., 2016).

Considerando os dados da literatura e o potencial biotecnolégico presente nas plantas, a
prospeccdo de extratos crus aquosos e seus respectivos compostos, assim como a elucidagédo do
mecanismo de acdo e a caracterizacdo de compostos com toxicidade seletiva a nematoides,
figuram como uma promissora alternativa no controle desses fitopatdgenos, como uma nova
ferramenta aos métodos convencionais utilizados atualmente. Diante deste cenério, a busca por
alternativas de controle desses fitopatogenos com vistas a sustentabilidade agricola bem como a

satde humana, se torna imprescindivel.
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4.MATERIAL E METODOS

4.1 Multiplicacdo de Meloidogyne incognita em planta de Tabaco

Sementes de Nicotiana tabacum (tabaco) foram semeadas em casa de vegetacéo, localizada
na Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia (CENARGEN). Em torno de 20 dias p0s-
semeadura, as plantulas de N. tabacum foram transferidas para sacos plasticos medindo 20 x 30 X
12 cm, contendo cerca de 3100 cm® da mistura estéril de solo, substrato comercial Bioplant®, e
areia, na proporgdo de 4:2:4. Com cerca de duas semanas do transplantio das mudas, foi
realizada a inoculacdo com aproximadamente 2000 juvenis de segundo estaddio (J2) de M.
incognita. Essas plantas foram mantidas em casa de vegetacao por pelo menos 60 dias, para que
pudessem entdo ser utilizadas para a obtencdo de ovos de M. incognita (Figura 3). Durante a
manutencdo do inoculo, foi realizado controle quimico fitossanitario contra mosca-branca,
fungos, acaros, cochonilhas, pulgdes, tripes e broca do tomateiro, aplicando-se os seguintes
produtos quimicos de maneira intercalada: Triflumuron, Methomyl, Tiofanato-metilico,
Abamectina, Oleo mineral, Tiametoxan, considerando as doses recomendadas pelo Ministério da

Agricultura.

Figura 3 — Raiz de Nicotiana tabacum infectada por Meloidogyne incognita. Fonte: Paula
Ferreira, 2019.
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4.2 Meloidogyne spp.: Obtencdo de ovos e juvenis de segundo estadio de M. incognita, M.
enterolobii e M. javanica a partir de plantas de tabaco e tomate infectadas

Os nematoides pertencentes a espécie M. incognita foram mantidos em casa de vegetacéao
em plantas de Nicotiana tabacum (tabaco), e os das espécies M. enterolobii e M. javanica foram
multiplicadas em plantas de Solanum lycopersicum (tomate). A extracdo dos ovos dessas
espécies de Meloidogyne foram realizadas de acordo com a técnica desenvolvida por Hussey &
Barker (1973), modificada por Bonetti & Ferraz (1981) e a eclosdo dos ovos obtida com a
técnica do funil de Baermann (1917) modificado. Para tanto, apds 3 meses da infestacdo das
raizes de N. tabacum e de S. lycopersicum as raizes foram separadas da parte aérea, lavadas em
agua corrente, seccionadas com tesoura e trituradas em liquidificador por cerca de 1 minuto em
solucdo de hipoclorito de sodio (NaCl) a 1,0% de cloro ativo, para desor¢do da matriz gelatinosa,
e consequente exposicdo dos ovos. Apos este procedimento, o material triturado, contendo os
ovos, foi transferido para peneiras com diferentes tamanhos de malhas 60, 100, 200 e 500 mesh
de acordo com metodologia de Coolen & D"Herde (1973), modificado por Bonetti & Ferraz
(1981). O material retido na peneira de 500 mesh, foi lavado com agua corrente até a retirada
total da solucdo de hipoclorito, sendo a suspenséo recolhida com auxilio de uma pisseta contendo
agua destilada (dH,O). Em seguida procedeu-se duas centrifugacdes, sendo a primeira por 5
minutos na velocidade de 3,500 rpm descartando-se o sobrenadante, e a segunda por um minuto
na velocidade 2,000 rpm com solucdo de sacarose de 50% (Centrifuga para tubos Quimis,
Q222T). Apos a centrifugacdo, o sobrenadante foi despejado numa peneira de 500 mesh, e
lavados em agua corrente até a retirada total da solucdo de sacarose. Posteriormente, o material
contido na peneira de 500 mesh foi coletado com agua destilada (dH,0), e transferido para uma
camara de eclosdo sendo os juvenis eclodidos nas primeiras 48 horas descartados, utilizando-se
somente os que eclodiram nas 48 horas subsequentes. Depois desse periodo, uma aliquota
contendo 1ml foi transferida com auxilio de micropipeta para uma camera de Peters, e 0s J2
foram contabilizados com o auxilio de um microscépio Optico, sendo estimado entdo a
quantidade total de juvenis presentes nas amostras. Apds este procedimento, os J2 foram
transferidos para microtubos na propor¢do aproximada de 100 juvenis por tubo, para a execucao

dos testes bioldgicos in vitro.
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4.3 Manutencao dos acessos de uma espécie de planta da familia Solanaceae em casa de
vegetacao para preparo do extrato proveniente de raizes

Sementes de quatro acessos de uma espécie de planta da familia Solanaceae (11, 48, 52 e
78), cedidas pelo banco de Germoplasma da Embrapa Hortalicas — CNPH, foram semeadas em
bandejas contendo substrato Bioplant®, e mantidas em casa de vegetacdo em temperatura
ambiente durante aproximadamente 30 dias. Apds esse periodo, as plantulas foram transferidas
para sacos plasticos de 23 x 30 x 12 cm, contendo cerca de 3100 cm® da mistura estéril de solo,
substrato comercial Bioplant® e areia na proporcéo de 4:2:4, sendo as plantas regadas duas

vezes ao dia com &gua de torneira.

4.4 Obtencdo dos extratos cru aquosos (ECA's) de raizes dos acessos da espécie de
Solanécea estudada

As plantas cultivadas em casa de vegetacdo, cresceram por cerca de 11 meses para o total
desenvolvimento do sistema radicular. As raizes foram entdo separadas da parte aérea, lavadas
em &gua corrente até a completa retirada de qualquer residuo de solo e/ou substrato, e
posteriormente secas com o auxilio de papel toalha (Figura 4). Apos esse procedimento, as raizes
foram seccionadas com tesoura e maceradas em cadinho com adicao de nitrogénio liquido para a

obtencdo do po resultante.

Figura 4 — Raizes dos acessos provenientes de uma espécie de Solanaceae, utilizadas para a obtencdo dos
ECAs. (A) Acesso 11; (B) Acesso 48; (C) Acesso 52; (D) Acesso 78. Fonte: Paula Ferreira, 2019.

Apdbs a maceracdo, o material triturado foi pesado, homogeneizado com agua destilada
mantendo uma proporcéo de: 1g do pé resultante da raiz em 6ml™ de dH,O, e mantido sob leve
agitacdo durante 24 horas em camara fria a 4 °C. Ap0Os esse periodo, os materiais foram
submetidos a duas filtragdes de acordo com a metodologia adaptada de Ferris & Zheng (1999) e
Rocha et al., (2017), sendo a primeira em gaze, e a segunda em papel filtro do tipo Melita

utilizando bomba a vacuo, kitassato, funil de filtragdo. Os materiais filtrados foram congelados
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em nitrogénio liquido, para serem posteriormente liofilizados até a completa remocdo de agua

das amostras.

4.5 Obtencdo dos extratos crus aquosos (ECA's) de sementes dos acessos da solanacea
estudada

As sementes dos acessos; 11, 48, 52 e 78 de uma espécie de solanacea foram fornecidas
pelo Banco Ativo de Germoplasma da Embrapa Hortalicas - CNPH. Os materiais foram
desinfetados em solug&o de hipoclorito de sédio 0,1% (VV) durante 5 minutos, e secos em papel
toalha. Em seguida, as sementes de cada acesso foram pesadas e moidas individualmente num
triturador elétrico Turrax. O material triturado foi homogeneizado com agua destilada mantendo
uma proporgdo de 1g em 6ml™ de dH,O em tubos para centrifugacdo tipo Falcon de 50 ml, os
quais subsequentemente foram mantidos sobre leve agitagdo durante 24 horas em camara fria a 4
°C. Apds esse procedimento, as amostras foram filtradas em gaze e centrifugadas a 10.000 rpm
durante 45 minutos a 4 °C (Centrifuga de bancada refrigerada Eppendorf 5804R). Os pellets
foram descartados e os sobrenadantes (extratos crus aquosos) foram coletados, filtrados em
membrana de 0,45 um, liofilizados e posteriormente utilizados nos testes bioldgicos.

4.6 Liofilizagdo dos extratos

Os materiais biologicos, ECA’s de raizes, ECA’s de sementes, e fragdes cromatogréficas,
foram liofilizados em Liofilizador Savant-Super Modulyo (Thermo-Fischer, Waltham, MA,
EUA) para a retirada total da umidade presente na amostra. Apds esse procedimento, o material

liofilizado foi estocado a -80 °C para posterior utilizacdo nos ensaios bioldgicos.

4.7 Ensaios bioldgicos:

4.7.1 Bioensaio in vitro de viabilidade de juvenis de Meloidogyne spp, para certificagdo da
atividade nematostatica dos ECAs dos acessos (11, 48, 52 e 78) de uma espécie de planta da
familia Solanaceae

Bioensaio in vitro de viabilidade foram realizados para certificacdo da atividade
nematotdxica dos ECAs provenientes das raizes e das sementes dos acessos 11, 48, 52 e 78 de

Solanaceae. Todos os bioensaios foram realizados em triplicata, com repeti¢cdo no tempo.
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Uma aliquota de 20 pl dos ECA’s de raizes e sementes (1000 pg/ 20 ul), e 25 ul das
fragdes cromatograficas (250 pg/ 25 ul), foram transferidas individualmente para tubos de
microcentrifuga contendo cerca de 100 J2 das respectivas espécies de Meloidogyne spp. em 500
ul de volume final. Os tubos foram mantidos em temperatura ambiente, e 0s nematoides
contados em camara de Peter com o auxilio de microscopio 6ptico, apds 48 horas de exposi¢do
aos ECAs. Os bioensaios foram realizados em triplicata, e foram utilizados como controles
positivo e negativo alcool 70% e dH,O, respectivamente. A analise estatistica foi realizada

utilizando ANOVA Two-way com pds-teste Tukey.

4.7.2 Bioensaio in vitro de recuperacdo de juvenis de Meloidogyne spp, para certificar
atividade nematotoxica: (nematostatica e/ou nematicida)

A mortalidade dos J2 das respectivas espécies de Meloidogyne (M. incognita, M. javanica
e M. enterolobii) foi certificada por meio de bioensaio de recuperacdo. Neste procedimento 0s
nematoides paralisados apds 48 horas de exposi¢do aos ECAs, foram centrifugados a 3500 rpm
por 5 minutos (Centrifuga refrigerada de bancada - Eppendorf 5804R). O sobrenadante foi
descartado, e 0s nematoides suspensos cuidadosamente em 1ml de &gua destilada, para efetuar a
remocdo total dos ECAs utilizado no tratamento. A lavagem foi repetida trés vezes, e apés a
altima lavagem os nematoides permaneceram em &gua destilada por mais 24 horas.
Subsequentemente, os nematoides foram avaliados por microscopia Optica, sendo contabilizados
para a determinacdo da atividade nematicida e/ou nematostatica. A andlise estatistica foi

realizada utilizando ANOVA Two-way com pds-teste Tukey.

4.7.3 Curva de concentracdo para avaliagdo da menor concentracdo nematotoxica e DL
dos ECAs sobre juvenis de Meloidogyne incognita

Os ECA’s que apresentaram atividade nematicida superior a 80% sobre J2 de M. incognita
foram selecionados para a confeccdo da curva de concentracdo e o estabelecimento da Dose
inibitéria letal (DLsp) para esta espécie. Nesse sentido, bioensaios contendo diferentes
concentragdes; 100, 250, 500 e 1000 mg.ml'1 foram realizados para cada um dos ECA’s dos
acessos ativos (48, 52 e 78). Para cada bioensaio com as diferentes concentragdes dos ECAs,
foram transferidos em média 100 J2 de M. incognita para tubos de microcentrifuga de 1,5 ml,
contendo um volume final de 500 ul cada. Esses tubos de microcentrifuga foram mantidos a

temperatura ambiente, e apds 48 horas os J2 paralisados foram contabilizados com o auxilio de
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microscopio optico. Os bioensaios foram conduzidos em triplicata, com repeticdo no tempo,
tendo dH,O como controle negativo e alcool 70% como controle positivo. A mortalidade dos J2
foi certificada utilizando o ensaio de recuperacdo descrito no item 3.7.2, e os dados gerados

foram avaliados estatisticamente pelo teste ANOVA Two-way com pos-teste Tukey.

4.7.4 Testes de termoestabilidade:

Os ECA’S exibindo atividade nematotdxica foram avaliados quanto a estabilidade
térmica contra J2 de M. incognita. Nesse sentido, aliquotas de 20 puL contendo 1 mg dos ECAs
nematotoxicos foram incubadas em banho maria por um periodo de 24 horas a temperatura de 50
°C. Apds este procedimento, os ECAs foram avaliados em bioensaio in vitro de viabilidade e
recuperacdo descritos nos itens 3.7.1 e 3.7.2. Aliquotas de 20 ul contendo 1 mg dos respectivos
ECA’s obtidos no processo térmico, foram utilizados para a realizagdo dos ensaios bioldgicos in
vitro de viabilidade e recuperacdo utilizando J2 de M. incognita, para verificar se as propriedades
nematotoxicas identificadas previamente nesses ECA’s seriam mantidas mesmo apos o
aquecimento por um periodo prolongado. Os bioensaios foram realizados em triplicata, com
repeticdo no tempo, tendo em média 100 J2 de M. incognita por tubo de microcentrifuga de 1 ml,
sendo dH,0 e etanol 70% utilizados como o0s controles negativo e positivo respectivamente.
Neste bioensaio os ECAs sem o tratamento térmico também foram utilizados como controles
internos. Os dados gerados foram submetidos a analise estatistica utilizando o teste ANOVA

Two-way com pos teste Tukey.

4.7.5 Avaliacéo da reacao dos acessos de Solanaceae utilizados para obtencéo dos ECAs

Sementes dos acessos 11, 48, 52 e 78 e Nicotiniana tabacum (usada como controle) foram
semeadas em bandejas contendo substrato Bioplant®, e mantidas em casa de vegetacdo por
aproximadamente 30 dias. Apds esse periodo, as plantulas foram transferidas para sacos
plésticos de 20 x 30 x 12 cm, contendo cerca de 3100 cm® da mistura estéril de solo, substrato
comercial Bioplant® e areia na proporcao de 4:2:4. Apds 15 dias do transplantio, as plantulas
foram inoculadas com cerca de 3200 J2 de M. incognita, e permaneceram por cerca de 90 dias e
casa de vegetacéo.

Essas plantas foram arrancadas, suas raizes foram lavadas em agua corrente,

completamente limpas foram fotografadas, medidas e pesadas. Sequencialmente, as raizes foram
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coradas com B-phloxin (Sigma-Aldrich, 0,015 mg/l) por 5 minutos, e com o auxilio de um
microscopio estereoscopio, determinou-se o numero total de massas de ovos, e 0 numero total de
galhas de cada raiz. Apos esse procedimento, foi entdo realizada a extracdo de nematoides pelas
metodologias propostas por Jenkins (1964) para determinacdo de J, presentes no solo e de
Coolen & D' Herde (1972) no caso de ovos/J, presentes nas raizes, e determinou-se o fator de
reproducdo apds contagem em microscopio Optico. Esse ensaio foi realizado em quintuplicata,
com repeticdo no tempo, e as plantas utilizadas na analise foram clonadas por estaquias e estdo

acondicionadas em casa de vegetacao.

4.7.6 Avaliacéo de toxicidade dos ECA’s ativos sobre hemacias

Amostras de sangue bovino foram coletadas por meio venoso em agente anticoagulante
(Heparina) de animal mantido na Fazenda Sucupira da Embrapa, para a avaliagdo do efeito
hemolitico dos ECA’s nematotoxicos. O sangue coletado foi lavado em solucéo fisioldgica por
trés vezes, e entdo centrifugado a 2.600 rpm por 5 minutos para separacdo das hemécias do soro.
Nesse bioensaio, 0s ECA’s ativos foram testados sobre as heméacias bovinas, sem a presenca de
soro, sendo esses extratos previamente filtrados em fluxo laminar com filtros de 0,22 um, e
solubilizado em tampdo fosfato salino (PBS 1X pH 7,4), para a confeccdo das curvas de
calibracdo referente aos testes de toxicidade. Em placas de Elisa, foram adicionados 100 ul do
concentrado de hemdcias em cada poco, e 100 pl da amostra dos respectivos ECA’s contendo 1
mg do material ativo (Park et al., 1997; Park et al., 2004). As amostras foram incubadas a 37 °C,
durante 30 minutos sob agitacdo lenta. O ensaio foi realizado em triplicata, utilizando-se os
controles: a) controle positivo H,O (100% de hemdlise); b) controle negativo PBS. A leitura
espectrofotométrica do sobrenadante foi realizada a 567 nm, utilizando-se o leitor de microplacas
Benchmark Plus™.

4.7.7 Avaliagao de toxicidade dos ECA’s ativos em juvenis de Meloidogyne incognita sobre
células do ovario de Spodoptera frugiperda

Esse bioensaio avalia a atividade metabdlica das células de insetos, quantificando a
reducdo metabolica do MTT (brometo de 3-[4,5-dimetil-tiazol-2-il]-2,5-difenil-tetrazélio) pela
acdo de desidrogenases associadas ao NADPH e ao NADH, que resultam na formacao de cristais
de formazan de coloracdo azul no interior das células. Esses cristais de formazan podem ser

solubilizados e quantificados por métodos espectofotométricos.
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Para esse bioensaio foram utilizadas células de ovario de Spodoptera frugiperda, cedidas
pelo Laboratorio de Virologia de Insetos da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia -
CENARGEN, sendo essas células repicadas 48 horas antes da realizacdo do ensaio. Apos 48
horas da repicagem das células, foi retirado todo o meio de cultura de cada poco (100 ul),
adicionados 100 pl de meio de cultura contendo MTT (Life, USA) 0,5 mg/ml em meio de cultura
(10 pl de MTT e 90 pl de meio de cultura), e 20 pl da amostra do ECA ativo contendo 1 mg.
Posteriormente a placa foi incubada em estufa pelo periodo de 2 horas a 37 °C e 5% de CO,,
sendo 0 material retirado e adicionado 100 ul de dimetilsulfoxido (DMSO - Sigma, EUA) em
cada poco da placa para dissolver os cristais de formazan formados. A absorbancia dos pogos foi
avaliada por espectrofotdmetro utilizando-se o leitor de microplacas Benchmark Plus™ a 595
nm. Os resultados foram apresentados em porcentagem de viabilidade celular considerando a

absorbancia do controle negativo (agua ultrapura) como 100% de viabilidade.

4.7.8 Avaliacao de toxicidade dos ECA’s oriundos de sementes em queratindcitos humanos
(HaCat)

A linhagem de queratindcitos de pele humana (HaCat) da American Type Culture
Collection (ATCC) foi proveniente do Banco de Células do Rio de Janeiro, Brasil. O bioensaio
foi conduzido no Laboratério de Nanotecnologia da Universidade de Brasilia. As células foram
cultivadas em garrafa de cultura de 75 cm? contendo 10 ml de meio de cultura completo:
Dulbecco’'s Modified Eagle's Medium (DMEM) (Life, EUA), suplementado com 10% de soro
fetal bovino (v/v) (Life, EUA) e 1% de antibidtico (Penicilina — Streptomicina, Life, EUA) (v/v),
e mantidas em estufa umidificada (Thermo Scientific, EUA) a 37 °C e 5% de CO..

4.7.9 Tripsinizacdo dos queratindcitos humanos (HaCat)

A linhagen celular de queratindcitos utilizada (HaCat) sdo aderentes, dessa forma, a
tripsina, que é uma enzima que hidrolisa ligaces peptidicas, foi utilizada para soltar as células
da superficie do frasco de cultura. Para a realizagdo dos experimentos, o0 meio de cultura foi
descartado, e 3 ml de tripsina (tripsina 0,25%, Life, EUA) foram adicionados. As células foram
incubadas por 3 minutos na estufa a 37 °C e 5% de CO,. Ap0Gs a observagdo por microscopia de
luz que as celulas estavam soltas, 3 ml de meio de cultura completo foram adicionados para

neutralizar o efeito da tripsina. O contetdo do frasco foi transferido para um tubo tipo Falcon de



35

15 ml. Efetuou-se a centrifugacdo do material por 3 minutos a 2000 rpm a temperatura ambiente,
e 0 sobrenadante foi descartado. O pellet formado foi ressuspendido em 1 ml de meio de cultura

e utilizado nos passos descritos nas etapas seguintes.

4.7.10 Plagueamento das células de queratinocitos humanos (HaCat)

Dez microlitros (10 pl) das células de queratindcitos humanos (HaCat) ressuspendidas em
1 ml de meio de cultura foram separados em um microtubo de 0,6 ml e 50 pl de azul de tripan
foram adicionados. Apds homogeneizagdo, 10 ul foram colocados em uma cdmara de Neubauer
e as células foram contadas em microscopio de luz invertido. O nimero de células foi calculado
utilizando-se a formula abaixo: n° de células/ml = n® de células contadas / n-° de quadrantes
contados x fator de diluicdo x 10000. Foram adicionadas 3000 células/po¢o em placa de 96
pocos de fundo achatado. Apos o plaqueamento, as placas contendo as células foram incubadas
por 24 horas em estufa a 37 °C e 5% de CO..

4.7.11 Tratamentos dos queratinécitos humanos com os ECAs das sementes dos acessos (11,
48,52 e 78)

Os ECAs e o controle foram previamente preparados em microtubos de polipropileno de 2
ml e diluidos em meio de cultura completo para obter as concentracdes de 125, 250, 500, e 1000
ug.ml. A amostra de controle negativo foi preparada com &gua ultrapura em meio de cultura
completo, adicionando-se volumes equivalentes aos volumes acrescentados para 0S grupos
experimentais. Para a aplicacdo do tratamento nas células, o0 meio de cultura de cada poco foi
descartado na medida em que foram adicionados 200 pl das diferentes amostras citadas acima
(125, 250, 500, e 1000 pg.ml). As placas foram incubadas em estufa a 37 °C e 5% de CO; por 24
e 48 horas.

4.7.12 Teste de viabilidade celular de queratindcitos humanos (HaCat) — Ensaio de MTT
(brometo de 3-(4,5-Dimetil-tiazol-2- il)-2,5-difenil-tetrazol)

Ap0s 24 e 48 horas de exposicdo dos queratinocitos (HaCat) as diferentes concentragdes
das amostras, o bioensaio colorimétrico de viabilidade celular MTT foi realizado. Este método
avalia a atividade metabdlica das células quantificando a reducdo do MTT (amarelo) pela agdo
de desidrogenases associadas a0 NADPH e ao NADH em cristais de formazan (azul). O meio de
cultura contendo as diferentes amostras foi retirado da placa e 150 ul de solugdo de MTT (0,5
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mg/ml em meio de cultura completo - 15 pl de MTT (Life, EUA) com 135 ul de meio de cultura)
foram adicionados a cada pogo. Apds 2 horas em estufa a 37 °C e 5% de CO,, a solu¢do de MTT
foi descartada e 150 pl de dimetilsulfoxido (DMSO) (Sigma, EUA) foram acrescentados em cada
poco da placa para dissolver os cristais de formazan formados. O ensaio foi realizado em
triplicata, e a absorbancia dos pogos foi avaliada por espectrofotometro (Molecular devices,
EUA) a 595 nm. Os resultados foram apresentados em percentagem de viabilidade celular

considerando a absorbancia do controle negativo (dgua ultrapura) como 100% de viabilidade.

4.7.13 Avaliacdo da fitotoxicidade dos ECAs de sementes de acessos de uma espécie de
solanacea em sementes de soja

Para avaliagdo da acdo fitotoxica, cinco sementes de soja (Glycine max, BRS 7980) foram
tratadas com uma solugdo contendo 1 mg.ml-! dos ECAs provenientes de sementes de quatro
acessos (11,48,52 e 78) de uma espécie de planta da familia Solanaceae. As sementes foram
desinfestadas em solucéo de etanol 70%, cloro ativo 1% e agua destilada por dois minutos cada
solucéo. Posteriormente as sementes foram transferidas individualmente para tubos de ensaio
contendo 40 ml de meio MS (Murashigie & Skoog, 1962) cada. Apos o resfriamento do meio, 20
ul contendo 1 mg do ECA foi adicionado em cada tubo que permaneceu por 15 dias para a
avaliacdo da germinacdo e do enraizamento de cada plantula. Nesse processo, 0s tubos com
sementes de soja foram mantidos em sala de cultura de tecidos com temperatura oscilando entre
26 °C £2 com fotoperiodo de 16 horas de luz. Das plantulas germinadas, foram avaliados o peso
fresco total, peso fresco da raiz, peso fresco da haste, comprimento do colo ao apice, peso seco
da raiz e peso seco total. Como controle negativo, foram utilizadas sementes de soja adicionadas

ao meio MS.

4.8 Bioensaio de especificidade dos ECAs contra organismos ndo-alvo

Bioensaios foram realizados para aferir a toxicidade dos ECA’s ativos contra juvenis de M.
incognita para outros grupos de organismos ndo-alvos. Nesse sentido, os ECAs foram avaliados
contra bactéria, fungos e leveduras benéficos do solo, em experimentos conduzidos in vitro, que

estdo descritos nos itens 3.8.1, 3.8.2 e 3.8.3.
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4.8.1 Avaliacio da agao dos ECA’s ativos utilizando estirpe de Bradyrhizobium japonicum
(SEMIA 5079)

Os ECAs exibindo atividade nematicida foram avaliados sobre bactérias fixadoras de
nitrogénio que colonizam células dentro dos nodulos radiculares de plantas da familia Fabaceae.
Para esse ensaio estirpe de Bradyrhizobium japonicum SEMIA 5079 (Kirchner) Jordan, foram
isoladas da cultura da soja, sendo um dos inoculantes comerciais mais utilizados para essa
cultura. Os bioensaios foram conduzidos em triplicata, sendo utilizado meio TY (Triptone Yeast)
para as espécies de Bradyrhizobium. Os inoculos foram preparados a partir de cultura em meio
liquido, onde permaneceram crescendo em agitador a 28 °C, 150 rpm por 48 horas. Apds o
crescimento em meio liquido, foi medido o indice de oxigénio dissolvido (OD - 2.01), e
utilizados 60 ul da suspenséo bacteriana em cada placa de Petri contendo cerca de 20 pl de meio
TY - solido, e espalhadas uniformemente sobre a placa com o auxilio de uma alca de Drigalski.
A técnica de difusdo em disco foi realizada utilizando o método padrdo recomendado pelo
National Committee for Clinical Laboratory (NCCLS) com modificagdes, onde quatro discos
foram distribuidos nas extremidades das placas, sobre a superficie do agar, sendo 20 ul dos
ECA’s ativos contendo 1 mg, dispensados sobre o centro de cada disco. O controle negativo
usado no teste foi dH,O. Posteriormente essas placas foram mantidas em estufas tipo B.O.D com
temperatura de 28 °C sobre leve agitacdo a 150 rpm por 48 horas. A avaliacdo foi realizada
mediante a presenca ou ausé€ncia de halo ao redor dos disco de papel onde os ECA’s foram

adicionados.

4.8.2 Avaliagao da acio dos ECA’s ativos sobre Trichoderma (T. asperellum - CEN 162 e T.
harzianum - CEN 267)

Os ECAs provenientes de sementes de acessos de Solanaceae foram também avaliados
quanto ao crescimento micelial de duas espécies do género Trichoderma spp; Trichoderma
asperellum Samuels, Lieckf. & Nirenberg, Sydowia — CEN 162 e Trichoderma harzianum Rifai
— CEN 287 (Familia Hipocreaceae) cedidos pelo laboratério de Fitopatologia da Embrapa
Recursos Genéticos e Biotecnologia — CENARGEN. As espécies foram identificadas
molecularmente com a utilizagdo das regibes ITS-1 e ITS-1l, sendo preservados sob a
nomenclatura CEN 162 e CEN 267 (T. harzianum e T. asperellum), ambos isolados de
morangueiro (Fragaria ananassa Duch.).

O bioensaio foi conduzido em triplicata, onde 10 mg de cada ECA foram adicionados

individualmente em placas de Petri com 90 mm de didametro, contendo 25ml de meio batata-
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dextrose-agar (BDA) em cada placa. Os ECAs foram solubilizados junto ao meio, com o auxilio
de al¢a de Drigalski utilizando movimentos circulares. Apos o resfriamento, discos de micélios
de cada espécie de Trichoderma Pers. medindo 7 mm, foram adicionados ao centro das placas,
onde permaneceram em camara de incubacdo com fotoperiodo de 16 horas a 25 °C +2 durante
trés dias. A analise do crescimento micelial foi realizada de maneira qualitativa para aqueles
ECAs que ndo demonstraram nenhum efeito sobre o crescimento dos micélios, sendo comparado

a taxa de crescimento a visualizada nos controles (sem a presenca de extrato).

4.8.3 Avaliacio da a¢do dos ECA’s ativos sobre Candida maltosa (CA 49)

Os ECA’s ativos também foram testados sobre a levedura de solo Candida maltosa CA 49
Komag. Nakase & Katsuya, oriunda de area de graminea revegetada no estado de Minas Gerais,
municipio de Brumadinho. O bioensaio foi realizado em triplicata, todos repetidos no tempo
utilizando meio Yeast Extract - Peptone - Dextrose (YPD). A técnica de difusdo em disco foi
realizada segundo o método padrdo recomendado pelo NCCLS com modifica¢fes, onde 0s
discos foram distribuidos nas extremidades das placas, na superficie do agar, sendo 20 pl dos
ECA’s ativos contendo 1 mg, dispensados sobre o centro de cada disco. O controle negativo foi
dH,O, As placas permaneceram por um periodo de 48 horas em estufa tipo B.O.D com
temperatura de 28 °C sob leve agitacdo a 150 rpm. A avaliacdo foi feita mediante a presenca ou

auséncia de halo ao redor dos disco de papel onde os ECA’s foram adicionados.

4.9 Métodos Cromatograficos:

4.9.1 Fracionamento por Cromatografia Liquida de Alta Performace (HPLC) - Coluna de
exclusdo molecular

A cromatografia € uma técnica analitica baseada na separacdo de moléculas por diferengas
na sua estrutura e/ou composicdo, sendo a cromatografia por exclusdo molecular, uma
purificacdo que permite separar componentes das amostras que possuam massa molecular
diferentes, baseando-se no principio do peneiramento. Como resultado desse processo, 0s solutos
sdo separados com base nos seus tamanhos, funcionando a fase mdvel como uma peneira
molecular, seguindo o principio de BOCOF (0s maiores saem primeiro). Para essa separacao
foram realizadas corridas de 80 minutos, onde foi injetada amostra do ECA de maior destaque:
S48 (1mg a cada 20 pl) ja filtrado em filtro (Millipore) de 0.22 pum, sendo solubilizado 200 ul do
ECA ativo em 500 pl de volume final de H,O (Milli — Q). O cromatdgrafo utilizado foi formado
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por duas bombas modelo LC6AD, detector UV-VIS SPD-20A, injetor manual do tipo Rheodyne,
acoplados a um controlador de operagdes modelo CBM20A (Shimadzu, Kyoto, Japdo). A coluna
empregada foi a GE Healthcare Superdex™ 200 (10/300 GL).

O ECA ativo (S48) foi eluido com fluxo de 0,35 ml por minuto, com 30% de acetonitrila
isocratica em agua. A eluicdo do ECA ativo S48 foi monitorada nos comprimentos de ondas de
216, 254 e 280 nm, sendo as fragdes coletadas manualmente, rotavaporizadas em speed vac por
24 horas, e posteriormente testadas individualmente sobre J2 de M. incognita em bioensaio in

vitro conforme metodologia descrita nos itens 3.7.1 e 3.7.2.

4.9.2 Fracionamento por Cromatografia Liquida de Alta Performace de Adsorcao por Fase
Reversa (RP-HPLC)

Ap0s a realizacdo dos bioensaios in vitro com as fracdes resultantes da Cromatografia por
exclusdo molecular descrita no item 3.10.1, a fracdo nematicida ativa foi selecionada e
fracionada via Cromatografia Liquida de Alta Performace por adsor¢do com fase reversa (RP-
HPLC). A fracdo Fr-6 (550 pg solubilizado em 500 pl de H,O Milli-Q) foi injetada em coluna
Jupiter 5p, C18, 300A, C18 (10 mm x 250 mm) O 20, em cromatdgrafo formado por duas
bombas modelo LC6AD, detector UV-VIS SPD-20A, injetor manual do tipo Rheodyne,
acoplados a um controlador de operacdes modelo CBM20A (Shimadzu, Kyoto, Japdo). O
material foi eluido com fluxo de 0.35 ml por minuto obedecendo a um gradiente de 5 a 80% de
acetonitrila e &gua e TFA 0,1% (999 ml de H,O Milli - Q + 1ml de TFA) em volume, resultando
em 17 fracbes com diferentes tempos de retencdo da Fr-6. A eluicdo foi monitorada nos
comprimentos de ondas de 216, 254 e 280 nm, sendo as fracGes coletadas manualmente,

rotavaporizadas em speed vac por 24 horas, e armazenadas a - 20 °C, para posterior utilizacéo.

4.10 Identificacdo das massas de ionizagdo e dessor¢ao a laser assistida por matriz e analise
por tempo de voo (MALDI/TOF) dos componentes das fracGes de S48 e Fr6.

Uma aliquota de 1pl dos ECAs selecionados nos processos descritos nos itens 3.10.1 e
3.10.2 (S48 e Fr-6) foram diluidos em 4ul de matriz a-ciano-4-hidroxicindmico (10 mg/ mL), e
apos a secagem em placa AnchorChip var/96 MALDI (Bruker Daltonics, Alemanha), as
amostras cristalizadas foram analisadas em um espectrometro de massa MALDI-TOF MicroFlex
(Bruker Daltonics) em modo refletido/positivo na faixa de m/z 100-1000 no Laboratério de

Espectrometria de Massa da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia - CENARGEN. Os
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fons tipicos da matriz foram utilizados para realizar a calibragdo externa. A aquisicdo dos
espectros ocorreu automaticamente utilizando-se procedimento padrdo com acumulagdo de 1000

disparos de laser a 60 HZ.

5.RESULTADOS

5.1 Bioensaio in vitro de viabilidade e recuperacdo de juvenis de Meloidogyne incognita
para certificacdo da atividade nematotdxica (nematostatica e/ou nematicida) dos ECAs
oriundos das raizes dos acessos (11, 48, 52 e 78) provenientes de uma espécie de planta
pertencente a familia Solanaceae

Os ECAs obtidos a partir de raizes (R) dos acessos (11, 48, 52 e 78) de uma espécie de
planta da familia Solanaceae, foram submetidos a ensaio biolégico de viabilidade in vitro
contendo em média 100 + 5 J, de M. incognita. Os resultados do bioensaio demonstraram a
paralisag@o acima de 90% dos J2 para todos os ECA’s de raizes avaliados na concentragdo de

1mg.ml™ em 500 pI/VF, ap6s 48 horas de exposicdo (Figura 5).
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Figura 5. Bioensaio in vitro de viabilidade dos ECAs provenientes de raizes dos acessos (11, 48, 52 e 78)
de uma espécie de planta da familia Solanaceae, sobre juvenis de segundo estadio (J2) de Meloidogyne
incognita, apés 48 horas de exposicdo. Controle negativo (C-) dH,O; e Controle positivo (C+) alcool -
EtOH 70%. Os dados gerados foram analisados pelo programa estatistico ANOVA Two-way com pos-
teste Tukey. Diferenca significativa quando comparado ao controle positivo *: p<0,0001.
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Os ECAs provenientes das raizes desses acessos tiveram sua agdo nematotoxica
(nematicida e/ou nematostatica) determinada por meio de bioensaio de recuperagéo in vitro. O
ECA da raiz 48 (R48) apresentou a maior atividade nematicida sobre 0s J2 de M. incognita, com
cerca de 65% dos nematoides mortos, apds bioensaio de recuperacdo. Os demais ECAs
radiculares (R11, R52 e R78) ndo apresentaram nenhuma acdo biocida sobre os J2 de M.
incognita, sendo constatada somente uma atividade nematostatica, com mais de 90% dos J2

tendo recobrado a motilidade para todos os tratamentos (Figura 6).
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Figura 6 — Bioensaio in vitro de recuperacdo para atestar a atividade nematotoxica (nematostatica e/ou
nematicida) dos ECAs provenientes de raizes dos acessos (11, 48, 52 e 78) de uma espécie de planta da
familia Solanaceae, sobre juvenis de segundo estadio (J2) de Meloidogyne incognita, 24 horas, apés a
realizacdo do ensaio de viabilidade in vitro. Bioensaio realizado em triplicata, na concentracdo de
1mg.ml™ em 500 pl/VF, tendo como controle negativo (C-) dH,O; e Controle positivo (C+) &lcool - EtOH
70%. Os dados gerados foram analisados pelo programa estatistico ANOVA Two-way com pos-teste
Tukey. Diferenca significativa quando comparado ao controle positivo *: p<0,0001.

5.2 Bioensaio in vitro de viabilidade e recuperacdo de juvenis de Meloidogyne incognita
para certificacdo da atividade nematotdxica (nematostatica e/ou nematicida) dos ECAs
oriundos de sementes dos acessos (11, 48, 52 e 78) provenientes de uma espécie de planta
pertencente a familia Solanaceae.

Os ECAs obtidos a partir de sementes (S) dos acessos (11, 48, 52 e 78) de uma espécie de
planta da familia Solanaceae, foram submetidos a ensaio bioldgico de viabilidade in vitro

contendo em média 100 + 5 J, de M. incognita. Os resultados do bioensaio demonstraram a
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paralisagdo de 100% dos J2 de M. incognita para todos os ECA’s de sementes na concentragao
de 1mg.ml™ em 500 pi/vF, ap6és 48 horas de exposicéo (Figura 7).
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Figura 7 — Bioensaio in vitro de viabilidade dos ECAs provenientes de sementes dos acessos (11, 48, 52
e 78) de uma espécie de planta da familia Solanaceae, sobre juvenis de segundo estadio (J2) de
Meloidogyne incognita, apos 48 horas de exposicdo. O bioensaio foi realizado em triplicata, na
concentracdo de 1mg.ml™em 500 pl/VF, tendo como controle negativo (C-) dH,O; e Controle positivo
(C+) alcool - EtOH 70%. Os dados gerados foram analisados pelo programa estatistico ANOVA Two-way
com pos-teste Tukey. Diferenca significativa quando comparado ao controle positivo *: p<0,0001

Os ECAs provenientes das sementes desses acessos tiveram sua acdo nematotoxica
(nematicida e/ou nematostatica) determinada utilizando o bioensaio de recuperacdo in vitro. Os
ECAs das sementes 48 (S48), 52 (S52) e 78 (S78) apresentaram alto potencial nematicida com
atividade acima de 90% sobre J2 de M. incognita respectivamente, sendo 0 ECA S48 o de maior
destaque com 100% dos J2 mortos, apos a recuperacao dos nematoides previamente tratados no
bioensaio de viabilidade . J& para o ECA da semente 11 (S11) foi constatada apenas uma a¢édo
nematostatica, com cerca de 72% dos J2 recobrando a motilidade, ap6s o bioensaio de

recuperacdo (Figura 8).
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Figura 8 — Bioensaio in vitro de recuperacdo para atestar a atividade nematotoxica (nematostatica e/ou
nematicida) dos ECAs provenientes de sementes dos acessos (11, 48, 52 e 78) de uma espécie de planta
da familia Solanaceae sobre juvenis de segundo estadio (J2) de Meloidogyne incognita, 24 horas, ap6s a
realizacdo do ensaio de viabilidade in vitro. O bioensaio foi realizado em triplicata, na concentragcdo de
1mg.ml™ em 500 pl/VF, tendo como controle negativo (C-) dH,O; e Controle positivo (C+) &lcool - EtOH
70% . Os dados gerados foram analisados pelo programa estatistico ANOVA Two-way com pds-teste
Tukey. Diferenca significativa quando comparado ao controle positivo *: p<0,0001.

5.3 Bioensaio in vitro de viabilidade e recuperacéo de juvenis de Meloidogyne javanica para
certificacdo da atividade nematotdxica (nematostatica e/ou nematicida) dos ECAs oriundos
de raizes e sementes dos acessos (11, 48, 52 e 78) provenientes de uma espécie de planta
pertencente a familia Solanaceae.

Os ECAs obtidos a partir de raizes (R) e sementes (S) de quatro acessos (11, 48, 52 e 78)
de uma espécie de planta da familia Solanaceae, foram submetidos ao bioensaio in vitro de
viablidade contendo em média 100 + 5 J, de M. javanica. Os resultados do bioensaio
demonstraram a paralisacdo de 100% dos J2 para todos os ECAs de raizes e sementes avaliados

na concentragdo de 1mg.ml™ em 500 pI/vF, apds 48 horas de exposicdo (Figura 9).
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Figura 9 — Bioensaio in vitro de viabilidade dos ECAs provenientes de sementes e raizes dos acessos (11,
48, 52 e 78) de uma espécie de planta da familia Solanaceae, sobre juvenis de segundo estadio (J2) de M.
javanica, ap0s 48 horas de exposicdo. O bioensaio foi realizado em triplicata, na concentragdo de 1mg.ml’
Y em 500 pl/VF, tendo como controle negativo (C-) dH,O; e Controle positivo (C+) alcool - EtOH 70%.
Os dados gerados foram analisados pelo programa estatistico ANOVA Two-way com pds-teste Tukey.
Diferenca significativa quando comparado ao controle positivo *: p<0,0001.

Os ECAs provenientes das sementes e raizes desses acessos tiveram sua acao
nematotdxica (nematicida e/ou nematostatica) determinada por bioensaio de recuperacdo in vitro.
Constatou-se que todos os ECAs provenientes de sementes (S11, S48, S52 e S78) tiveram acao
nematicida sobre os J2 de M. javanica, com atividade acima de 97%, com 24 horas pos-
recuperacdo dos J2 tratados no bioensaio in vitro de viabilidade. Os demais ECAs radiculares
(R11, R48, R52 e R78) ndo apresentaram nenhuma acdo biocida consideravel, tendo a R48
demonstrado a maior atividade nematicida dentre os ECAs radiculares, com apenas 17% dos J2
de M. javanica mortos, ap6s o bioensaio de recuperacdo, sendo constatada somente uma
atividade nematostatica para esses extratos radiculares, com a maior parte dos J2 recobrando a

motilidade para todos os tratamentos (Figura 10).
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Figura 10 — Bioensaio in vitro de recuperacdo para atestar a atividade nematotdxica (nematostatica e/ou
nematicida) dos ECAs provenientes de raizes e sementes dos acessos (11, 48, 52 e 78) de uma espécie de
planta da familia Solanaceae, sobre juvenis de segundo estadio (J2) de Meloidogyne javanica, 24 horas,
apoés a realizagdo do bioensaio in vitro de viabilidade. O bioensaio foi realizado em triplicata, na
concentracdo de 1mg.ml*em 500 pl/VF, tendo como controle negativo (C-) dH,O; e Controle positivo
(C+) élcool - EtOH 70% . Os dados gerados foram analisados pelo programa estatistico ANOVA Two-
way com pds-teste Tukey. Diferenca significativa quando comparado ao controle positivo *: p<0,0001.

5.4 Bioensaio in vitro de viabilidade e recuperacdo de juvenis de Meloidogyne enterolobii
para certificacdo da atividade nematotéxica (nematostatica e/ou nematicida) dos ECAs
oriundos de sementes dos acessos (48, 52 e 78) provenientes de uma espécie de planta
pertencente a familia Solanaceae

Os ECAs que apresentaram melhor atividade nematicida sobre J2 de M. incognita e M.
javanica, foram selecionados e tiveram sua atividade testada sobre a fase infectante de M.
enterolobii. Os ECAs obtidos de sementes (S) dos acessos (48, 52 e 78) de uma espécie de planta
pertencente a familia Solanaceae, foram submetidos a bioensaio in vitro de viabilidade contendo
em média 100 £ 5 J, de M. ienterolobii. Os resultados do bioensaio demonstraram a paralisagéo
de 100% dos J2 para todos os ECA’s de sementes na concentracao de lmg.ml'1 em 500 pl/VvF,

apos 48 horas de exposicdo (Figura 11).
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Figura 11 — Bioensaio de viabilidade dos ECAs provenientes de sementes dos acessos (48, 52 e 78) de
uma espécie de planta da familia Solanaceae, sobre J2 de Meloidogyne enterolobii, ap6s 48 horas de
exposicdo. O bioensaio foi realizado em triplicata, na concentragdo de 1mg.ml™* em 500 pl/\VF, tendo
como controle negativo (C-) dH,0; e controle positivo (C+) alcool - EtOH 70%. Os dados gerados foram
analisados pelo programa estatistico ANOVA Two-way com pos-teste Tukey. Diferenca significativa
guando comparado ao controle positivo *: p<0,0001.

Os ECAs provenientes das sementes que se mostraram efetivas para o controle de M.
incognita e M. javanica, tiveram sua acdo nematotdxica (nematicida e/ou nematostatica)
determinada pelo bioensaio in vitro de recuperacdo. Todos os ECAs das sementes S48, S52 e
S78, apresentaram acdo nematicida sobre os J2 de M. enterolobii, com atividade de 100%, 88% e
96% para cada ECA respectivamente (Figura 12). Nesse sentido, o ECA identificado como S 48
foi 0 que apresentou 0 maior potencial nematicida para o controle dos J2 das diferentes espécies

de Meloidogyne: M. incognita, M. javanica e M. enterolobii.
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Figura 12 — Bioensaio in vitro de recuperagdo para atestar a atividade nematotoxica (nematostatica e/ou
nematicida) dos ECAs provenientes de sementes dos acessos (48, 52 e 78) de uma espécie de planta da
familia Solanaceae, sobre juvenis de segundo estadio (J2) de Meloidogyne enterolobii, 24 horas, apos a
realizacdo do bioensaio in vitro de viabilidade. Bionsaio realizado em triplicata, na concentracdo de
1mg.ml™* em 500 pl/VF, tendo como controle negativo (C-) dH,O; e controle positivo (C+) alcool - EtOH
70%. Os dados gerados foram analisados pelo programa estatistico ANOVA Two-way com pds-teste
Tukey. Diferenca significativa quando comparado ao controle positivo *: p<0,0001.

5.5 Curva de concentracdo para avaliacdo da menor concentracdo nematotdxica e DLso dos
ECAs sobre juvenis de Meloidogyne incognita

A avaliacdo da menor concentracdo efetiva sobre J2 de M. incognita e a dose letal
inibitéria (DLsg) foi realizada por meio de uma curva de concentragdo dos ECA’s ativos de
sementes S48, S52 e S78, de uma espécie de planta pertencente a familia Solanaceae, que
exibiram atividade acima de 90% para a concentracio de 1mg.ml™ em 500 pl/VF. Nesse sentido,
os ECA’s ativos de sementes foram avaliados em bioensaio de viabilidade e recuperacéo in vitro
contendo em média 100 + 5 J, de M. incognita nas seguintes concentra¢cfes: 100, 250, 500 e
1000 de mg.ml™* em 500 pi/vF. O bioensaio de viabilidade demonstrou a paralisacio acima de
97% dos J2 de M. incognita para todas as concentragdes dos ECA’s testadas, tendo a presenga de
nematoides movimentando apenas nas amostras referentes ao ECA S52 nas concentragdes de
100 e 250 mg.ml™ em 500 WIVF (Figura 13).
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Figura 13 — Bioensaio in vitro de viabilidade dos ECAs provenientes de sementes dos acessos (48, 52 e
78) de uma espécie de planta da familia Solanaceae em diferentes concentra¢bes (100, 250, 500 e 1000
mg.ml™ em 500 pl/VF) sobre juvenis de segundo estadio (J2) de Meloidogyne incognita, apés 48 horas de
exposicdo. O bioensaio foi realizado em triplicata, tendo como controle negativo (C-) dH,O; e controle
positivo (C+) alcool - EtOH 70%. Os dados gerados foram analisados pelo programa estatistico ANOVA
Two-way com poés-teste Tukey. Diferenca significativa quando comparado ao controle positivo *:
p<0,0001.

No bioensaio de recuperacdo para a curva de concentragdo referente aos ECA’s ativos
provenientes das sementes, observou-se que o ECA de S48 na concentracdo de 1mg.ml™ em 500
ul/VE, foi o Gnico capaz de matar 100% dos J2 de M. incognita, sendo o ECA mais promissor
para o controle desse fitonematoide, seguido pelos ECA’s S52, com 98%, ¢ S78 com 91% de
atividade nematicida para essa concentracdo. Adicionalmente o ECA S48 foi o Unico que
apresentou agdo nematicida significativa na concentracdo de 500 pg.ml™ em 500 pl/VF, com
atividade superior a 90%, enquanto os ECA’s S52 e S78 tiveram mais de 80% dos J2 recobrando
a motilidade pds ensaio de recuperacdo. As demais concentracdes; 100 e 250 pg.ml™ em 500
MI/VF ndo apresentaram acdo nematicida considerdvel, sendo aferida apenas uma acgéo
nematostatica, com a grande maioria dos J2 recobrando a motilidade, chegando até a 98% de

recuperagdo nessas concentragdes para o ECA S78 (Figura 14)
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Figura 14 — Bioensaio in vitro de recuperacdo para atestar a atividade nematotédxica (nematostatica e/ou
nematicida) dos ECAs provenientes de sementes dos acessos (48, 52 e 78) de uma espécie de planta da
familia Solanaceae, em diferentes concentracdes (100, 250, 500 e 1000 1mg.ml™* em 500 pl/\/F) sobre
juvenis de segundo estadio (J2) de Meloidogyne incognita, 24 horas, apos a realizagdo do bioensaio in
vitro de viabilidade. Bioensaio realizado em triplicata, tendo como controle negativo (C-) dH,0O; e
controle positivo (C+) élcool - EtOH 70%. Os dados gerados foram analisados pelo programa estatistico
ANOVA Two-way com pos-teste Tukey. Diferenga significativa quando comparado ao controle positivo
*: p<0,0001.

A dose letal inibitoria (DLsg) correspondendo ao teste de avaliagdo da toxicidade dos
referidos ECAs estéa representada na Tabela 2. O ECA de semente do acesso 48 apresentou a
menor DLso, de 108.2 pug.ml™, sendo avaliada em 698.8 pug.ml™ para o ECA de semente do

acesso 52, e variando entre 612.3 a 745.2 pg.ml™.

Tabela 2. Dose inibitdria letal média (DLsy) dos ECAs de sementes dos acessos
(48. 52 e 78) sobre juvenis de segundo estadio (J2) de Meloidogyne incognita

Tratamentos DLso
S48 108.2 pg.ml-1
S52 698.8 ug.ml-1

S78 678.7 ug.ml-1




50

5.6. Avaliacio da termoestabilidade dos ECA’s ativos provenientes de sementes sobre
Meloidogyne incognita

Os ECAs ativos provenientes de sementes dos acessos (S48, S52 e S78) foram avaliados
quanto a estabilidade térmica da agdo nematotdxica, em bioensaios de viabilidade e recuperacao
in vitro, na concentragdo de 1mg.ml™ em 500 ui/vF, contendo em média 100 + 5 J, de M.
incognita. Os ECAs ativos das sementes, apos aquecidos a 50°C por 24 horas, foram submetidos
a bioensaio de viabilidade, e demonstraram acdo paralisante em 100 % dos J2 de M. incognita,

apos 48 horas de exposic¢éo (Figura 15).
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Figura 15 — Bioensaio de viabilidade dos ECAs ativos provenientes de sementes dos acessos (48, 52 e 78)
de uma espécie de planta da familia Solanaceae, tratados termicamente por 24 horas a 50 °C, apés 48
horas de exposicdo sobre juvenis de segundo estadio (J2) de Meloidogyne incognita. O bioensaio foi
realizado em triplicata, na concentracdo de 1mg.ml™ em 500 ul/VF, tendo como controle negativo (C-)
dH,O; e controle positivo (C+) alcool - EtOH 70%. Os dados gerados foram analisados pelo programa
estatistico ANOVA Two-way com pos-teste Tukey. Diferenca significativa quando comparado ao controle
positivo *: p<0,0001.

O bioensaio de recuperagédo dos J2 submetidos aos ECAs ativos provenientes de sementes
dos acessos (S48, S52 e S78) tratados termicamente, demonstraram que a acdo nematicida desses
extratos sdo termoestaveis, mantendo a atividade sobre os J2 de M. incognita para a

concentragdo de 1mg/ml™ em 500 pI/VF, apés 24 horas da recuperagdo das amostras. A
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atividade nematicida foi constatada para todos os ECAs tratados termicamente, com 100 % dos
J2 mortos para 0 ECA - S48, 98% para 0 ECA-S52, e 91% para 0 ECA-S78 (Figura 16).
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Figura 16 — Bioensaio de recuperacdo dos nematoides tratados com os ECAs provenientes de sementes
dos acessos (48, 52 e 78), para atestar a estabilidade térmica da acdo nematicida sobre juvenis de segundo
estadio (J2) de Meloidogyne incognita, 24 horas, apds a realizacdo do bioensaio in vitro de viabilidade.
Bioensaio realizado em triplicata, na concentragio de 1mg.ml™* em 500 ul/VF, tendo como controle
negativo (C-) dH,0O; e controle positivo (C+) alcool - EtOH 70%. Os dados gerados foram analisados pelo
programa estatistico ANOVA Two-way com poés-teste Tukey. Diferenca significativa quando comparado
ao controle positivo *: p<0,0001.

5.7. Avaliagao da reacio dos acessos de Solanaceae utilizados para obtencdo dos ECA’s

Os resultados do bioensaio de avaliacdo da reacdo de resisténcia ou suscetibilidade dos
acessos apresentaram valores bem inferiores quando comparados ao controle com Nicotiniana
tabacum, considerada uma espécie altamente suscetivel a infeccdo por Meloidogyne spp. Os
acessos 48 e 52 obtiveram reacdo considerada resistente com FR < 1, sendo 0s outros acessos 11
e 78, considerados suscetiveis ao Meloidogyne incognita com FR > 1. Adicionalmente 0s acessos
48 e 52 apresentaram as menores quantidades de Total NOJ2, NMO e NOJ2/GR, tendo 0 acesso

48 se destacado também quanto ao NG (Tabela 2).



52

Figura 17. Sintoma e sinais da infeccdo de Meloidogyne incognita em raiz de tabacco (utilizada como
controle negativo (C-) no ensaio para aferir a reacdo ao nematoide (resistente ou suscetivel) dos acessos
utilizados para a obtengdo dos ECAs. Na imagem é possivel visualizar as massas de ovos coradas em
vermelho (por floxina B), e a presenca de galhas radiculares como reacdo da planta a infecgdo (Fotos:
Paula Ferreira).

Os resultados foram obtidos a partir da média dos acessos, tendo sido realizados em
quintuplicata (x5), a partir da contagem dos valores totais de cada variavel avaliada. Vale
enfatizar ainda, que a reacdo obtida para cada acesso, de um modo geral, esta em concordancia
com as quantidades total de NOJ2, NGM, NMO, NOJ2/GR, sendo que os menores valores
dessas variaveis foram obtidos para os acessos com reacdo de resisténcia, e os maiores valores

para 0s acessos com reacao de suscetibilidade (Tabela 3).

Tabela 3. Reacdo dos acessos de uma espécie de Solanaceae ao nematoide M. incognita

Plantas Total NOJ2 NG NMO NOJ2/GR TFR  2Reagdo
Nicotiniana tabacum 74380 588.4 798.2 1852.06 23.24 S
Acesso 11 6420 2132 118.7 96.38 1.87 S
Acesso 48 2382 104.4 50.8 34.82 0.74 R
Acesso 52 1277 163.7 77,0 28.03 0.39 R
Acesso 78 6161 110.8 75.6 144.59 1.91 S

'Fator de Reproducio (FR=Pf/Pi) (Oostenbrink,1966).
“Classificacdo de Oostenbrink (1966). S: Suscetivel (FR>1); R: Resistente (FR<1); I: Imune (FR = 0)
*Inoculagdo inicial (3200 J2 de M. incognita).

As plantas utilizadas na analise da reacdo desses acessos (11, 48, 52 e 78) a Meloidogyne
incognita (x5), foram clonadas por estaquia, e estdo acondicionadas em casa de vegetagdo para
estudos posteriores.
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5.8. Avaliacao de toxicidade dos ECAs ativos sobre hemacias

A avaliacdo da toxicidade dos ECAs ativos provenientes de sementes (S) dos acessos (48,
52 e 78) sobre hemacias bovina, foi realizada com uma curva de concentragédo (1,5 mg, 1,0 mg,
500 pg, 250 pg e 100 pg) dos ECAs resuspendidos em solucgéo fisioldgica, sendo adicionado aos
pocos de placa de ELISA contendo o concentrado de hemécias. Todos os ECAs avaliados nas
diferentes concentracdes ndo apresentaram capacidade hemolitica significativa, com mais de 80
% das células permanecendo viaveis para todas as concentracfes dos ECA testados (Figura 18).
A solucdo fisiologica de NaCl ndo apresentou turbidez consideravel para todas as amostras, com
a absorbancia mantendo-se entre 0,01 e 0,1nm, certificando-se a baixa ruptura de hemacias, que
permaneceram integras no fundo da placa de ELISA.

100 - B células lisadas

501

Figura 18 — Avaliacdo de citotoxicidade dos ECAs ativos de sementes dos acessos de uma espécie
pertencente a familia Solanaceae, sobre hemécias bovinas em diferentes concentragoes (1,5 mg, 1,0 mg,
500 pg, 250 pug e 100 ug). Os ECAs ativos foram ressuspendidos em solucédo fisiologica (NaCl), que
também foi utilizada como controle negativo (C-), sendo dH,0, o controle positivo (C+).

5.9. Avaliacio de toxicidade dos ECA’s ativos em juvenis de Meloidogyne incognita sobre
células do ovario de Spodoptera frugiperda
A avaliacdo da toxicidade dos ECA’s ativos provenientes de sementes (S) dos acessos (48,

52 e 78) sobre células do ovario de Spodoptera frugiperda, foi realizada com a mesma
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concentragéo utilizada nos bioensaios com J2 de M. incognita, sendo adicionado 20 pl contendo
1mg do material em pocos de placa de ELISA, contendo 100 pl de meio de cultura com o
concentrado de células. Nesse bioensaio, estimou-se a viabilidade das células apds o contato
prolongado com os ECA’s ativos de sementes, onde 0 ECA da S48 apresentou menor quantidade
de células viaveis, com cerca de 71%. Ja os ECA’s S52 e S78 apresentaram viabilidade celular
superior a 90%, com cerca de 94% e 98% respectivamente (Figura 19).
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Figura 19 - Avaliacdo de citotoxicidade in vitro dos ECAs ativos de sementes, provenientes de
acessos de uma espécie de planta da familia Solanaceae, sobre células do ovario de Spodoptera
frugiperda. Para esse ensaio, foram utilizados dH,0O para curva de calibragdo, meio contendo as
células sem tratamento (C-) e DMSO (C+). A viabilidade celular foi mensurada considerando-se
a absorbancia detectada por espectrofotdmetro para cada tratamento, e a concentracdo dos ECAs
para esse ensaio foi a mesma utilizada para o controle dos juvenis de segundo estadio (J2) de
Meloidogyne incognita, sendo aplicada 1 mg. mlI™.

5.10 Avaliacao de toxicidade dos ECA’s oriundos de sementes em Queratinécitos humanos
(HaCat)

A acdo de toxicidade dos ECAs provenientes de sementes (S) dos acessos (11, 48, 52 e 78)
foi testada sobre queratindcitos de linhagem HaCat, nas seguintes concentracdes: 125, 250, 500,

e 1000 pg.ml™. O ensaio foi realizado in vitro, para certificar a viabilidade celular de HaCat
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isolados da pele de humano adulto. Os resultados demonstraram efeito citotoxico dose
independente, sendo que o ECA S11 apresentou consideravel diminui¢do da viabilidade celular,
com quase 50% de agio citotoxica na concentragio de 1000 pg/ml™ A viabilidade das células
de HaCat aumentaram de acordo com a diminui¢édo das concentra¢fes dos ECA’s, sendo o ECA
S78 o que apresentou o menor efeito citotdxico, para a concentragio de 250 pg/ml™ foi
observado o resultado mais proximo ao do controle com H,O (Figura 20).
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Figura 20 - Citotoxicidade dos ECAs de sementes dos acessos (11, 48, 52 e 78) provenientes de uma
espécie de planta da familia Solanaceae sobre Queratindcitos humanos (HaCat). O ensaio foi realizado em
diferentes concentracdes dos ECAS (125, 250, 500, ¢ 1000 pg/ml™), sendo o periodo de exposicdo dos
queratindcitos aos ECAs de 48 horas, sendo H,O utilizada para a curva de calibracdo. Diferencga
significativa quando comparados os grupos entre si pelo teste Two-way ANOVA com pds-teste Tukey
p<0,05.

5.11. Avaliacdo da fitotoxicidade dos ECA’s oriundos de sementes sobre a germinagdo de
soja (Glycine max)

O resultado do bioensao de fitotoxicidade ndo demonstrou nenhum efeito dos ECAs sobre
a germinacdo de soja para a concentracdo de (1mg.ml™) em ensaio in vitro, sendo a germinagéo

das sementes dentro da normalidade para todos os tratamentos. Adicionalmente, constatou-se
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que as plantas de todos os tratamentos tiveram desenvolvimento superior ao controle negativo
(C-), com relacdo ao tamanho, sendo a média de 114 mm para C—, 122,2 mm para S11, 138.2
mm para S48, 118,32 mm para S52 e de 122,2 mm para S78 (Tabela 3 e Figura 21).
Proporcionalmente, as médias referentes ao peso fresco e peso seco de raiz, e peso fresco e peso
seco total foram superiores nos tratamentos em relagéo ao C-, demonstrando que os ECAs néo

inibem o desenvolvimento normal dessas plantulas (Tabela 4).

Tabela 4. Avaliacéo de fitotoxicidade das variaveis das plantulas de soja tratadas com 1 mg dos
ECASs de sementes dos acessos (11, 48, 52 e 78) de uma espécie de planta da familia Solanaceae
em meio MS, com 15 dias pds-semeadura.

Tratamentos M.C.A (mm) P.F/Raiz (g) P.F/ Total (g) P.S/ Raiz (g) P.S/ Total (g)
C- 114 0.29 1.26 0.02 0.13
S1 122.2 0.81 1.96 0.04 0.32
S48 138.2 0.48 1.65 0.04 0.20
S 52 118.3 0.81 217 0.06 0.22
S78 122.2 0.33 1.35 0.03 0.17

M.C.A: Medida colo ao apice (mm), P. F/ Raiz (g): peso fresco radicular em gramas, P. F/ Total (g):

peso fresco total, P.S/Raiz (g): peso seco radicular em gramas, P. F/ Total (g); peso fresco total em
gramas.
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Figura 21 - Efeitos dos ECAs de sementes dos acessos (11, 48, 52 e 78) de uma espécie de planta da
familia Solanaceae na germinagdo de soja (Glycines max), onde avaliou-se o crescimento do colo ao apice
das plantulas de soja, 15 dias ap6s o cultivo das sementes em meio MS, tratadas com 1mg/ml™ dos ECAs,
na mesma concentracao utilizada nos bioensaios in vitro sobre Meloidogyne incognita.



57

Peso fresco total
Peso seco total
Peso fresco da raiz

goon

Peso seco da raiz

Peso (g)

Figura 22. Média dos pesos fresco e seco das raizes, e pesos fresco e seco total das plantulas de soja
(Glycine max), 15 dias ap6s o cultivo das sementes em meio MS, tratadas com 1mg/ml™ dos ECAs das
sementes dos acessos (11, 48, 52 e 78) de uma espécie de planta da familia Solanaceae.

Na figura abaixo esté representado o bom desenvolvimento radicular das plantulas tratadas
com os ECA’s de sementes dos acessos 11, 48, 52 e 78 de uma espécie de Solanaceae, nao
havendo indicios da acdo fitotdxica desses extratos para a germinacdo das sementes , sendo o

desenvolvimento das plantulas considerado.
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Figura 23 - Plantulas de soja germinadas em meio MS, tratadas com 1mg/ml™ dos ECAs de sementes dos
acessos (11, 48, 52 e 78) de uma espécie de planta da familia Solanaceae. Da esquerda para a direita;
plantulas tratadas com H,O (C-), e ECAs S11, S48, S52 e S78. (Fotos: Paula Ferreira).

5.12. Bioensaio de especificidade dos ECAs contra organismos ndo-alvo.

5.12.1 Avaliacio da acido dos ECA’s ativos utilizando estirpe de Bradyrhizobium japonicum
(SEMIA 5079)

Ensaios para aferir a especificidade dos ECA’s sobre organismos nao-alvos foi realizado, com
bactérias benéficas do solo da espécie; Bradyrhizobium japonicum (SEMIA -5079). Os resultados
dos bioensaios de especificidade sobre organismos ndo alvo demonstraram que os ECAs ativos para M.
incognita ndo inibiram o crescimento da bactéria Bradyrhizobium japonicum (SEMIA 5079) cultivada em
placa. N&o foi constatatado a presenca de halos de inibi¢do ao redor dos discos contendo os ECAs e sim a

formag&o e um tapete que cobriu toda a extensdo da placas de Petri (Figura 24).

Figura 24 - Bioensaio in vitro utilizando os ECAs (1mg/ml™) provenientes de sementes dos acessos
ativos para Meloidogyne incognita (S48, S52 e S78) de uma espécie de planta da familia Solanaceae
sobre a bactéria Bradyrhizobium japonicum (SEMIA-5079), cultivada em meio TY por 48 horas. O
controle negativo para esse bioensaio foi H,O (estéril). Os ECAs e o controle foram dispensados sobre
discos de papel filtro no meio de cultivo bacteriano, sendo mantidos por 48 horas na temperatura de 28° C
(Fotos: Paula Ferreira).

5.12.2 Avaliacio da a¢ao dos ECA’s ativos sobre Trichoderma (T. asperellum - CEN 162 e
T. harzianum - CEN 267)
Ensaios para verificar o efeito da acdo dos ECA’s ativos de sementes dos acessos (48, 52 e

78) provenientes de uma espécie de planta pertencente a familia Solanaceae, sobre o
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desenvolvimento de fungos benéficos do solo (T. asperellum e T. harzianum) foram realizados.
Os resultados correlacionados a acdo dos ECASs ativos de sementes dos acessos (S48, S52 e S78)
provenientes de uma espécie de planta pertencente a familia Solanaceae, ndo demonstraram
nenhum efeito inibitério sobre o crescimento micelial dos fungos benéficos do solo (T.
asperellum e T. harzianum). De fato, os referidos microrganismos cresceram normalmente

cobrindo toda placa de Petri fato observado também para os controles do bioensaio (Figura 25).

E 48 E 52 E78
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Figura 25 - Crescimento micelial de Trichoderma asperellum (162) e T. harzianum (287) em
meio batata dextrose agar (BDA) com 10 mg dos ECAs de sementes dos acessos (48, 52 e 78) de
uma espécie de plantas da familia Solanaceae (Fotos: Paula Ferreira).

5.12.3 Avaliacio da acao dos ECA’s ativos sobre Candida maltosa (CA 49)

Ensaio de especificidade sobre organismos ndo alvo da agdo dos ECA’s ativos utilizando
levedura presente no solo Candida maltosa (CA 49) foi realizado. Os resultados demonstraram
que os ECAs ativos para M. incognita ndo inibiram o crescimento da levedura cultivada em
placa, uma vez que ndo foi constatado a presenca de halo na regido onde os ECAs foram

adicionados, tendo a levedura crescido normalmente e ocupado toda a placa (Figura 25)
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Figura 26 - Bioensaio in vitro utilizando os ECAs ativos das sementes dos acessos (S48, S52 e S78) de
uma espécie de planta da familia Solanaceae sobre o crescimento de Candida maltosa (CA 49). Os ECAs
foram dispensados na mesma concentragéo utilizada nos bioensaios in vitro com M. incognita (Img.ml™),
sobre discos de papel filtro, fixados no meio YPD, onde a levedura foi cultivada. Sobre os discos esta a
identificacdo de cada ECA utilizado, sendo H,O (estéril) utilizada como controle negativo. (Fotos: Paula
Ferreira).

5.13. Acdo das fragdes resultantes da Cromatografia Liquida de Alta Performace (HPLC) -
Coluna de exclusédo molecular, sobre J2 de M. incognita

Considerando os resultados obtidos para os distintos bioensaios utilizando o acesso 48, o
ECA ativo deste acesso foi selecionado para a purificagdo cromatogréfica via CLAE com coluna
de exclusdo molecular GE Healthcare Superdex™ 200 (10/300 GL). Foram realizadas corridas
cromatograficas de 80 minutos com a coleta dos diferentes picos em tubos de microcentrifuga
de acordo com a absorbancia pelos diferentes espectros utilizados durante a corrida (216, 254 e
280 nm), e o tempo de retencgdo, separando assim os componentes do ECA ativo de acordo com
as classes quimicas (Figura 27).

A purificacdo do ECA de semente do acesso 48 de uma espécie de planta pertencente a
familia Solanaceae, resultou na obtencdo de 11 picos (fragbes cromatograficas), que foram
rotavaporizados, e utilizadas nos bioensaios viabilidade e de recuperacdo sobre J2 de M.
incognita (Figura 27, 28 e 29).



61

mAU %
JExtract-200nm,4nm (1.00)
4000-Ch1-216nm,4nm (1.00)
Ch2-254nm,4nm (1.00)
4Ch3-280nm,4nm (1.00)

3500{
3000{
2500
2000
1500

10001

- fﬁ\xf/ /\ QA & )

—— N

-500-]

-—_— - 0
0 10 20 30 40 50 60 70 80  min

Figura 27 - Cromatograma via HPLC-ME, do ECA da semente do acesso S48 de uma espécie de planta
da familia Solanaceae, com 11 fracdes coletadas nos diferentes tempos de retencdo, monitoradas pelos
espectros; 216, 254 e 280 nm. A purificacdo foi realizada, utilizando-se coluna GE Healthcare
Superdex™ 200 (10/300 GL).

As fragBes cromatogréficas resultantes do HPLC-ME (11, no total), foram submetidas a
bioensaio de viabilidade in vitro, onde as fracbes 1, 2, 4, 5, 6, 7 e 8 exibiram atividade
nematostatica sobre J2 de M. incognita, enquanto as demais fracBes; 3, 9, 10 e 11, ndo
apresentaram sequer acdo paralisante, com mais de 80% dos J2 mantendo-se em movimento. O
ensaio foi realizado na concentracdo de 250 pg do fracionado rotavaporizado, ressuspenso em 25
ul de H,O (Milli-Q), sendo o bioensaio realizado para 500 ul de VF (Figura 28).
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Figura 28 - Bioensaio in vitro de viabilidade sobre os nematoides tratados com as Fragoes (Fr) provenientes
do ECA ativo de sementes do acesso 48 de uma espécie de planta da familia Solanaceae (resultantes de
cromatografia via HPLC-ME), apds 48 horas de exposi¢do sobre juvenis de segundo estadio (J2) de
Meloidogyne incognita. O bioensaio foi realizado em triplicata, na concentracdo de 250 ug em 500 pl/VF,
tendo como controle negativo (C-) dH,O; e controle positivo (C+) &lcool - EtOH 70% . Os dados gerados
foram analisados pelo programa estatistico ANOVA Two-way com poés-teste Tukey. Diferenga
significativa quando comparado ao controle positivo *: p<0,0001.
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Bioensaio de recuperacdo in vitro das fracdes cromatogréficas resultantes do HPLC-ME a
partir do ECA ativo de semente do acesso 48, foi realizado. Ap6s o ensaio de viabilidade dos J2
de M. incognita, tratados com as fracGes cromatogréficas na concentracdo de 250 pug em 500 pl
de VF, esses nematoides foram recuperados, e contados novamente ap6s 24 horas sem o contato
com as fracbes. Os resultados desse ensaio de recuperacdo demonstraram atividade
nematostatica para as fracdes 1, 2, 4, 7 e 8, onde a fracdo 4 apresentou uma atividade nematicida
de apenas 22%, com a grande maioria dos nematoides recuperando a motilidade. As fraces 5 e
6 foram as Unicas que apresentaram maior taxa de acdo nematicida sobre 0s J2 de M. incognita,
com 45 % para Fr 5, enquanto que a acdo nematicida ficou concentrada na Fr 6, com atividade

de quase 100% sobre esses nematoides (Figura 29).
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Figura 29. Bioensaio in vitro de recuperagdo dos nematoides tratados com as Frac¢des (Fr) provenientes do
ECA ativo de semente do acesso 48 (resultantes de cromatografia via HPLC-ME), ap6s 24 horas da
recuperacdo dos juvenis de segundo estadio (J2) de Meloidogyne incognita tratados com as frages na
concentracdo de 250 ug em 500 pl/VF . O bioensaio foi realizado em triplicata, tendo como controle
negativo (C-) dH,0O; e controle positivo (C+) alcool-EtOH 70% . Os dados gerados foram analisados pelo
programa estatistico ANOVA Two-way com poés-teste Tukey. Diferenca significativa quando comparado
ao controle positivo *: p<0,0001.

5.14. Purificagdo da fragdo ativa resultante do HPLC por excluséo molecular via
Cromatografia Liquida de Alta Performace de adsorcdo por fase reversa (HPLC-RP), e

identificacdo das massas moleculares presentes nas frac6es

A fracdo com a atividade nematicida concentrada (Fr6), obtida pela purificacdo
cromatografica via HPLC —-ME do ECA ativo de semente do acesso 48, foi novamente
fracionado via HPLC, com coluna de adsorcéo por fase reversa (RP), Jupiter Su, C18, 300A, C18
(20 mm x 250 mm) O 20. A corrida realizada com a coluna (C 18) da fracdo 6 ativa, durou cerca
de 35 minutos, e separou a fracdo em outros 17 picos, com diferentes tempos de retencdo e
considerando o grau de polaridade dos componentes quimicos da amostra, sendo a corrida
monitorada por diferentes espectros de 216, 254 e 280 nm (Figura 30).
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Figura 30. Cromatograma da fracdo 6 com atividade nematicida concentrada (proveniente do ECA ativo
de semente S48 de uma espécie de planta da familia Solanaceae) via HPLC - RP, com 17 fracGes
coletadas nos diferentes tempos de retengdo, monitorados pelos espectros; 216, 254 e 280 nm. A coluna
empregada foi a (RP), Jupiter 5u, C18, 300A, C18 (10 mm x 250 mm) O 20.

As fragdes resultantes do HPLC-ME e do HPLC- RP foram secadas em placa AnchorChip
var/96 MALDI (Bruker Daltonics, Alemanha), até a cristalizacdo das amostras para serem
analisadas por espectrometro de massa MALDI-TOF MicroFlex (Bruker Daltonics).
Considerando os ensaios biolédgicos de viabilidade in vitro e recuperacao das fracfes geradas por
HPLC-ME, as massas registradas para a Fr 6 foram selcionadas dentre as demais fragdes (Figura
31). Adicionalmente, a fracdo com a atividade nematicida concentrada (Fr6), foi submetida a
novo fracionamento via HPLC-RP, resultando em 17 novas fracGes que também tiveram suas
massas mensuradas, para nortear sobre as possiveis classes quimicas atuantes na atividade
nematicida registrada, sendo detectadas massas apenas para as fragdes; 4,8, 9, 10, 11, 12, 15, 16

e 17 (Figura 31, 32 e 33).
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Figura 31 - Espectro de massas via MALDI-TOF da fracdo 6 — Fr6 (proveniente do ECA ativo de
semente S48 de uma espécie de planta da familia Solanaceae) que apresentou atividade nematicida
concentrada dentre todas as fragdes resultantes da purificacdo via HPLC-ME.
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Figura 32. Espectros de massas via MALDI-TOF das fracdes (4, 8, 9, 10, 11 e 12) obtidas a partir
da fracdo com a atividade nematicida concentrada (Fr6), via HPLC-RP.
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17, as de maior concentracdo na Fr6 nematicida, sendo o tempo de absorbancia desses 3 picos de
18 a 23 minutos (Figura 33).
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Figura 33 - Espectros de massas via MALDI-TOF das fragdes majoritarias; (15, 16, e 17) da fracdo com
a atividade nematicida concentrada (fracdo 6, oriunda do ECA ativo de semente S48 de uma espécie de
planta da familia Solanaceae), via HPLC-RP.
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6.DISCUSSAO

O presente estudo adiciona contribui¢fes ao arsenal de conhecimentos Uteis na elaboracéo
de estratégias de manejo sustentdvel do nematoide das galhas, o principal grupo de
fitonematoides para a agricultura mundial (Jones et al., 2013). Extratos cru aquosos de sementes
de acessos de uma espécie de planta da familia Solanaceae, mostraram eficiéncia na mortalidade
de Meloidogyne spp. em ensaios in vitro. Os resultados mostraram que a eficiéncia dos
principios ativos variam de acordo com sua origem, mesmo entre acessos de uma mesma espécie
vegetal, 6rgaos da mesma planta, e que a eficiéncia dos principios ativos dos extratos pode ser
correlacionada a reacao de resisténcia ao nematoide.

Durante os ensaios bioldgicos de viabilidade, observou-se que a maioria dos J2 de
Meloidogyne spp. ficaram paralisados, sendo necessario o ensaio biolégico de recuperacdo in
vitro para confirmar a atividade nematotdxica do extrato. Dias e colaboradores (2000) ressaltam
a importancia da realizacdo desse ensaio, pois a atividade nematostatica observada durante o
ensaio de viabilidade ndo necessariamente implicard numa atividade nematicida, podendo os J2
recobrarem a motilidade apos o referido ensaio.

Os resultados dos ECAs provenientes de raizes dos acessos de uma espécie de planta da
familia Solanaceae, submetidos a ensaios bioldgicos de viabilidade e recuperacao in vitro, sobre
espécies de Meloidogyne spp. ndo apresentaram atividade nematicida significativa. Em
contrapartida, os ECAs oriundos das sementes desses acessos (exceto para 0 acesso 11),
apresentaram atividade nematicida superior a 90% sobre a fase infectante (J2) desses
nematoides. Resultados semelhantes foram encontrados por Dias e colaboradores (2000), que
obtiveram extrato de Artemisia absinthium (losna) e Artemisia verlotorum, cujo efeito
nematicida atestado foi superior a 90% para ambos 0s extratos, ndo sendo observada mobilidade
dos nematoides apds a recuperacdo em agua. Korayem e colaboradores (1993) também
observaram atividade nematicida de 100% para extrato de losna, ap0s 72 horas de exposicao.

A atividade registrada para cada ECA pode estar relacionada com a presenca e
concentracdo de alguns compostos quimicos, presentes na amostra, cujo potencial ativo pode
estar atuando isoladamente, ou em sinergismo com outros compostos. De acordo com a
literatura, tem sido demonstrado efeito nematicida de subprodutos de espécies botanicas, como
Ricinus communis L. (Gardiano, 2006), Crotalaria juncea L. (Amaral et al., 2002; Inomoto et
al., 2006), Chenopodium ambrosioides L. (Melo et al., 2006) e Azadirachta indica A. Juss.

(Elbadri et al., 2008; Javed et al., 2008). Adicionalmente, existem muitos relatos da atividade de
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extratos vegetais sobre nematoides, realizados em ensaios in vitro (Haseeb & Butool., 1996),
como o0 extrato aquoso de Canavalia ensiformis (L.) DC. e Crotalaria spectabilis Roth. no
controle de M. incognita (Rocha et al., 2006; Rocha et al., 2013 a e b; Rocha et al., 2017).

Ja foram encontradas evidéncias de substancias toxicas aos nematoides em alguns 6rgéos
das plantas (Salgado & Campos, 2003), inclusive algumas dessas substancias ja foram
purificadas e caracterizadas. Estudo realizado por Wiratno e colaboradores (2009),
demonstraram a potencialidade de extratos aquosos de diferentes partes das plantas como: broto,
folha, rizoma, flor, semente, raiz, grdos, e caule, quanto ao potencial nematicida sobre M.
incognita. Vale ressaltar ainda, que extratos obtidos com outros solventes também j& tiveram
sua acdo avaliada sobre nematoides fitoparasitas, como por exemplo, extratos metanolicos.
Dang e colaboradores (2011) avaliaram extratos metanolicos de sementes de Annona squamosa
L., atestando sua eficiéncia para o controle de Bursaphelenchus xylophilus e M. incognita.
Adicionalmente ja foram identificadas algumas moléculas ativas em extratos metanélico para M.
incognita, como metil-isotiocianato e o 2-tiofenicarboxaldeido, extraidos de Capparis spinosa
L., e furfurol, presente em Melia azedarach L. (Caboni et al., 2014; Ahmed et al., 2013).

A atividade nematicida encontrada para os ECAs dos acessos de uma espécie de
solanacea, pode estar relacionada a presenca de metabolitos secundarios como alcaloides,
flavonoides, glicosideos, entre outros (Silva et al., 2003), ou mesmo a peptideos menores
(Almeida et al., 2009). Como sugerido por Singh e colaboradores (2011), que encontraram
atividade deletéria de extratos em folhas de Calotropis posera (L.) Dryand. sobre J2 de M.
incognita, e inferiu que essa atividade poderia estar relacionada com a presenca de metabolitos
presentes nas plantas, como fontes de compostos nematicidas. Muitos desses compostos foram
encontrados em plantas, ricas em alcaloides, diterpenos, &cidos graxos, glucosinolatos,
isotiocianatos, fendis, poliacetilenos, sesquiterpenos e tianil (Chitwood, 2002).

Para definir a dose minima letal e a dose letal inibitéria (DLso), foi realizada curva de
concentragdo com os ECAs ativos nematicidas provenientes de sementes dos acessos 48, 52 e 78
de uma espécie de planta da familia Solanaceae, nas concentracdes de 100, 250, 500 e 1000 pg.
ml™. Observou-se que as dosagens desses ECAs estdo diretamente relacionadas com a sua
capacidade nematicida, onde a dosagem de 1000 pg. ml™, apresentou maior percentagem de
nematoides mortos poés-tratamento. Khurma & Singh (1997), também testaram extratos de
sementes em diferentes diluices, verificando reducdo gradativa da atividade nematicida
proporcional & reducdo das concentragdes dos extratos nos tratamentos. Adicionalmente, Ferreira

(2018) utilizou ECAs radiculares de distintas espécies vegetais, e também confeccionou curva de
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concentracdo, obtendo resultados semelhantes quanto a recuperagcdo massiva dos J2 de M.
incognita em baixas concentracdes de 100 e 250 ug. ml™?, corroborando quanto a atividade
nematostatica para essas concentracdes. A DLsy do ECA da semente do acesso 48 foi de 108.2
ug, sendo essa concentragao muito baixa se comparada aos resultados encontrados para os ECAs
de sementes dos acessos 52 e 78, bem como para 0s DLsg inferidos por Ferreira (2018), sendo a
menor concentragdo ativa encontrada no referido estudo de 336 pg. ml™.

A inferéncia da estabilidade térmica de qualquer composto com acdo nematicida é uma
importante caracteristica fisica a ser definida, pois esses compostos ativos necessitam apresentar
certa estabilidade quando submetidos as condi¢fes ambientais. Ferris & Zheng (1999), sugerem
que os principios ativos de origem vegetal podem ser sensiveis ao calor, entretanto Dias e
colaboradores (2000) observaram aumento na atividade nematicida em extratos obtidos por
infusdo de Tanacetum vulgare L. e Momordica charantia L., inferindo que a quantidade dos
compostos ativos presentes nessas plantas poderia ter aumentado com o aquecimento em agua, o
que justificaria a maior eficiéncia no controle de juvenis de Meloidogyne incognita. Nesse
sentido os bioensaios de viabilidade e recuperacdo foram realizados com os ECAs ativos de
sementes dos acessos 48, 52 e 78, submetidos a temperatura mais alta do que a média inferida
para as camadas de solo, onde se localizam os sistemas radiculares de diferentes culturas como
soja, café, algoddo, entre outras (Rosenzweig & Liverman, 1992;). Esses ECAs ap6s submetidos
a temperatura de 50 °C, ndo apresentaram perda na acdo nematicida sobre J2 de M. incognita,
com atividade de 100% para o extrato S48, 98% (S52) e 91% (S78). Esses resultados refletem a
termoestabilidade dos compostos ativos presentes nesses ECAs, estando em concordancia com
os resultados obtidos por Rocha e colaboradores (2017), onde extrato de sementes de Canavalia
ensiformis teve sua estabilidade térmica aferida sobre J2 de M. incognita, ndo apresentando
reducdo na atividade nematicida ap0s o tratamento térmico.

A reacdo a Meloidogyne incognita, dos acessos (11, 48, 52 e 78) de uma espécie de planta
da familia Solanaceae utilizados para a obtencdo dos ECAs de raizes e sementes, foram
avaliadas. Adicionalmente contabilizou-se a quantidade da populagéo total (ovos e J2) presentes
nas raizes (NOJ2), numero total de galhas (NG), nimero total de massas de ovos (NMO),
quantidade de ovos e J2 por grama de raiz (NOJ2/GR), e o fator de reproducdo (FR), inferindo-
se a reacdo de resisténcia, suscetibilidade ou imunidade. Os acessos 48 e 52 tiveram reacao
considerada de resisténcia (FR<1), sendo os demais acessos (11 e 78) suscetiveis (FR>1).
Adicionalmente, os acessos resistentes também apresentaram de maneira geral, quantidades

menores de Total NOJ2, NMO e NOJ2/GR, tendo o acesso 48 se destacado também quanto ao
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NG, sendo esses resultados compativeis a reagdo de resisténcia em funcdo de um menor FR.
Estudos semelhantes foram realizados por Pinheiro e colaboradores (2014a, 2014b), onde
avaliou-se a reacdo de acessos de diferentes espécies de solandceas (Solanum scuticum L. e
Solanum stramonifolium var inerme (Dunal) Whalen) a M. enterolobii. Nos dois trabalhos, foram
relatados 21 acessos resistentes dessas duas espécies a M. enterolobii de um total de 43 acessos.
Nesses estudos tambeém foram utilizados indices para mensurar o NMO, IG e NOJ2/GR, sendo a
reacdo de resisténcia compativel de maneira geral aos acessos que apresentaram 0S menores
indices para essas variaveis. Adicionalmente, Pinheiro e colaboradores (2014b) também
identificaram acessos resistentes a M. enterolobii em acessos de Solanum paniculatum L. e S.
subinerme Jacg., patdgeno este, ndo controlado pelo uso de cultivares portadores do gene Mi,
que confere resisténcia a maioria das espécies de Meloidogyne em tomateiro (Gilbert &
McGuirre, 1956).

A avaliacdo da atividade citotdxica dos compostos ativos € um passo importante na
caracterizacdo bioldgica desses compostos bioativos, que podem servir como fonte para o
desenvolvimento de novos produtos para aplicacdo na agricultura (Clardy & Walsh, 2004;
Oksman-Caldentey & Inze, 2004). Os ECAs ativos oriundos de sementes dos acessos (48, 52 e
78) de uma espécie de planta da familia Solanaceae, ndo apresentaram acgdo citotoxica
significativa sobre hemécias bovinas, células do ovario de lagarta (Spodoptera frugiperda), e
queratindcitos humanos (HaCat), com mais de 80% das hemécias bovinas viaveis apds o
tratamento, mesmo quando submetidas a altas concentracdes desses extratos (1,5 mpg).
Resultados semelhantes foram encontrados por Ferreira (2018), em que ECAs radiculares de
cinco espécies vegetais tiveram sua citotoxicidade aferida sobre hemécias bovinas, sendo que
apenas um ECA apresentou atividade hemolitica de 85%, ndo havendo lise celular para os
demais tratamentos. Observou-se ainda, que algumas concentracdes menores como; 250 Hg
(ECA S48) e 100 pg (ECA S52) apresentaram maior propor¢do de lise celular do que
concentragcdes superiores. Isso pode ser devido ao fato de que as proprias etapas dos
procedimentos para a realizacdo do bioensaio, podem influenciar na proporc¢do de células lisadas
ao final do processo, sendo relatados por alguns autores a ocorréncia de hemolises em
concentrados de hemacias devido a traumas mecanicos (MacDonald & Berg, 1959; Wilcox et
al., 1981; Thompson et al., 1986), pois essas células sdo muito sensiveis a qualquer agitacao,
onde até mesmo 0 processo de homogeneizagédo e pipetagem das amostras podem interferir na

quantidade de células viaveis ao final do processo.
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Ainda, ndo foi observada atividade citotoxica desses ECAs sobre células do ovério de
Spodoptera frugiperda sendo a menor taxa de viabilidade celular registrada para o ECA S48,
com 71% das células viaveis, apds o tratamento. A maioria dos estudos utilizando extratos sobre
essa espécie de lagarta verificam de maneira geral o efeito desses extratos sobre a viabilidade dos
ovos, como o estudo realizado por Maroneze & Gallegos (2009), em que foi verificado o efeito
ndo téxico de extratos aquosos de folhas de Melia azedarach na viabilidade dos ovos dessa
espécie de lagarta. Rocha e colaboradores (2017) avaliaram extratos aquosos de sementes de
Canavalia ensiformis na mortalidade larval de S. frugiperda, ndo tendo o extrato afetado as
larvas, sendo o desenvolvimento larval normal.

No bioensaio de avaliacdo desses ECAs sobre queratindcitos humanos (HaCat), observou-
se que o ECA S78 ndo apresentou citotoxicidade para as células em nenhuma das concentracfes
testadas, sendo a viabilidade dos queratindcitos para as concetracdes de 125 pg/ml e 250 pg/mi
as mais proximas do controle com &gua. O ECA S11 foi o de maior citotoxicidade dose
dependente sobre esses queratindcitos para todas as concentragdes (125, 250, 500 e 1000 pg.ml
1), sendo registrada também, atividade citotéxica dose dependente para os ECAs S48 e S52, onde
as concentracbes de 125 e 250 pg.ml apresentaram maiores numeros de células viaveis,
evidenciando que a atividade citotoxica foi reduzida proporcionalmente a reducdo das
concentragdes desses ECAs. Ombredane (2016), realizou bioensaios com extratos aquosos de
Curcuma longa (acafrdo) encapsulados em particulas de prata associados a quitosana sobre
queratindcitos humanos (HaCat) por 24 horas. Nesse estudo, o extrato ndo apresentou
citotoxicidade aos queratindcitos, sendo a viabilidade celular superior a 80% para todas as
concentragdes. Entretanto, vale ressaltar que no estudo em questdo, a maior concentracao
utilizada foi de 80 pg pelo periodo de 24 horas, sendo essa concentracdo muito inferior se
comparada as utilizadas no presente estudo, pelo periodo de 48 horas. Nesse sentido, infere-se
que apesar da viabilidade celular ter sido em torno de 50% para o ECA S48 na concentracdo de
1000 pg.ml™, a viabilidade é satisfatoria, considerando-se que foram utilizadas nessas células a
mesma concentragdo dos bioensaio in vitro sobre Meloidogyne spp.

Os ECAs de sementes dos acessos 11, 48, 52 e 78 de uma espécie de Solanaceae, foram
também avaliados quanto & fitotoxicidade sobre a germinacdo de soja (Glycines max) in vitro
apos 15 dias do cultivo. As plantulas tratadas com os ECAs apresentaram melhor
desenvolvimento, maiores pesos fresco e seco das raizes e total, e medidas do colo ao &pice,
superiores se comparado ao controle com agua. Taiz & Zieger (2004) inferem que esse melhor

desenvolvimento das plantulas tratadas com os ECAs vegetais, pode estar associado a presenca
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de importantes fitohormonios indutores do crescimento, como giberelinas, auxinas, citocininas e
etileno. Estudo semelhante foi realizado por Corsato e colaboradores (2010), em que se avaliou o
efeito alelopatico de extratos aquosos de folha de girassol sobre a germinacdo de soja e picao-
preto em casa de vegetacdo. Foi observada a inibicdo da germinacdo de soja convencional, nas
aplicacbes de dosagens maiores de 100 % (200 g de extrato em 1 litro de agua) e diluicdo de
80%. Vale salientar no estudo em questdo, sobre o efeito da germinacdo que foi realizado em
casa de vegetacdo com solo, 0 que justifica as concentraces utilizadas.

Segundo Moreira e colaboradores (2006) ha uma concepc¢éo errdnea de que o0s inseticidas
boténicos serdo sempre menos toxicos ou mais seguros que os inseticidas sintéticos, porém ha
inseticidas boténicos registrados que sdo toxicos a peixes, insetos e mamiferos. Por esse motivo,
quanto mais especifico para o alvo for o extrato, melhores serdo os resultados obtidos. Corréa &
Salgado (2011) relatam que para a insercdo definitiva e segura de produtos botanicos no
mercado, sdo necessarios estudos sobre o mecanismo de acdo e a inferéncia da fitotoxicidade
desses compostos, para a seguranca de mamiferos e outros organismos. Assim, os ECAs ativos
de sementes dos acessos (48, 52 e 78), de uma espécie de Solanaceae teve sua atividade avaliada
sobre outros grupos de organismos ndo-alvos, ndo sendo aferida nenhuma inibicdo no
desenvolvimento normal desses organismos.

Sobre a bactéria Bradyrhizobium japonicum os ECAs de sementes dos acessos 48, 52 e 78,
ndo apresentaram formacéo de halo ao redor dos pontos onde foram aplicados os extratos, sendo
0 tapete bacteriano homogéneo quando comparado ao controle com agua. Resultados
semelhantes foram encontrados por Ferreira (2018), onde extratos radiculares de diferentes
benéficas fixadoras de nitrogénio, Azozpirillum brasiliense Tarrand et al., 1978, Bradyrhizobium
japonicum (Kirchner 1896) Jordan 1982 e B. diazoefficiens Delamuta et al., 2013. No presente
estudo, os ECAs testados, também nédo apresentaram nenhuma inibicdo a multiplicacdo dessas
bactérias, se comparado ao controle.

Bioensaios semelhantes foram realizados com Trichoderma (T. asperellum - CEN 162 e T.
harzianum - CEN 267), sendo os ECAs de sementes desses acessos adicionados ao meio MS
numa concentracdo 10 x superior ao utilizado nos bioensaios sobre Meloidogyne spp. Todas as
placas apresentaram desenvolvimento normal desses fungos, resultando em placas tomadas pelos
fungos cerca de 72 horas, pos-inoculacdo. Estudo realizado por Valadares-Inglis e colaboradores
(2018), verificaram o crescimento de linhagens de Trichoderma spp. em meio contendo extrato

de alho. Verificaram-se que uma linhagem de T. harzianum se destacou quanto ao bom
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crescimento no meio contendo o0 extrato, enquanto outras linhagens de T. koningiopsis, T.
asperellum, T. longibrachiatum e T. tomentosum foram completamente inibidas. Vale ressaltar,
que nesse estudo foi aplicado somente 1000 pg.ml™ na superficie do meio, sendo que para o
presente estudo, a concentragdo adicionada ao meio foi 10 X superior (10.000 pg.ml™), ndo
apresentando nenhuma inibicdo desses ECAs no desenvolvimento das duas espécies de
Trichoderma.

Bioensaios também foram realizados com levedura (Candida maltosa - CA 49), nao sendo
observado nenhuma inibicéo do crescimento normal dessa levedura do solo. Estudo realizado por
Corréa (2015), avaliou a atividade de extratos de plantas do Cerrado brasileiro em diferentes
concentragdes, sobre isolados clinicos de Candida spp. A atividade inibitoria foi no geral
caracterizada pela formacéo de halo de inibicdo, sendo a concentracdo maxima avaliada sobre
esses isolados de Candida spp. de 1000 pg.ml™?, a mesma concentracdo utilizada para este
estudo. Naquele estudo, extratos de varias espécies vegetais apresentaram halo de inibicéo,
mostrando-se toxicas a esses isolados de leveduras, destacando entre eles, o extrato metandlico
de Erythroxylum daphnites Mart., que ndo inibiu o desenvolvimento de nenhuma das cepas.
Considerando que os ECAs de sementes dos acessos 48, 52 e 78 neste estudo, ndo apresentaram
formacéo de halo de inibicdo para a concentracdo avaliada, infere-se que o resultado obtido foi
satisfatorio, uma vez que a espécie utilizada no bioensaio é uma levedura benéfica do solo. Os
bioensaios realizados neste estudo, demonstram a especificidade da acdo desses ECAs ao
nematoide Meloidogyne spp., ndo afetando o desenvolvimento de outros organismos.

Com o intuito de identificar as fracGes responsaveis pela acdo nematicida, o0 ECA de
sementes do acesso 48 de uma espécie de Solanaceae, foi selecionado e fracionado via HPLC-
ME, onde as fragOes resultantes foram utilizadas em bioensaios sobre J2 de M. incognita. A
fracdo 6 (Fr6), se destacou dentre as demais fracGes, com atividade nematicida concentrada
superior a 99%, sendo esta fracdo novamente fracionada via HPLC-RP, onde as 17 fracOes
resultantes tiveram suas massas inferidas via MALDI-TOF. A literatura é escassa quanto a
seletividade de classes quimicas para a obtencdo de compostos com atividade nematicida.
Entretanto, estudo semelhante foi realizado por Rocha e colaboradores (2017), ao purificar via
HPLC-RP extrato aquoso de Canavalia ensiformis, sendo as fragdes resultantes testadas in vitro
quanto a atividade nematicida sobre J2 de M. incognita, onde duas fracOes ativas foram
selecionadas. Costa (2018), purificou compostos nematotdxicos obtidos por meio de processo de
dialise em membrana de 3,5 kDa, de extrato aquoso de sementes de Solanum stramonifolium, e

submeteu esse dialisado ativo ao fracionamento via HPLC. As fragdes obtidas foram separadas
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em 4 grupos (F1-4), e avaliadas quanto a atividade nematicida sobre J2 de M. incognita, onde o
F4 apresentou 100% de mortalidade pos-recuperagéo.

Apesar das massas moleculares presentes nas fracfes ativas terem sido inferidas neste
trabalho, ressalta-se que ainda ndo foi possivel identificar com precisdo as classes quimicas
responsaveis pela atividade nematicida demonstrada, sendo necessarios passos adicionais para a
completa caracterizagdo dos grupamentos ativos. Entretanto, sabe-se que j& foram identificadas
plantas da familia Solanaceae com resisténcia natural a infeccdo por nematoides (Matos et al.,
2011), onde a literatura relata a riqueza dessa familia (como no género Solanum), em compostos
quimicos diversos, como alcaloides e flavonoides, que podem estar associados a atividade
nematotdxica encontrada em espécies dessa familia. A exemplo, diversos alcaloides esteroidais
como: jurubebina, jubebina e solanina; bem como algumas saponinas: isojuripidina,
isojurubidina, e isopaniculina, ja foram isoladas de S. paniculatum (Mesiavela et al., 2002), onde
Helmja e colaboradores (2007) inferem ainda sobre a identificacdo de varios compostos
fendlicos em Solanaceae, como: rutina, naringenina, &cido clorogénico e acido caféico.

As sementes sdo consideradas ricas em compostos quimicos, que podem ser eficazes para
o controle de fitonematoides (Almeida et al., 2009; Caboni et al., 2014; Naz et al., 2013), visto
que plantas possuem mecanismos de defesa sofisticados, com a maior concentracdo desses
mecanismos presentes nas suas sementes, pois essas sementes sao seus veiculos de propagacéo e
sobrevivéncia das espécies, onde seus tecidos acumulam uma vasta gama de compostos
defensivos que conferem resisténcia contra predadores fitéfagos, infeccdo por bactérias, virus,
fungos e nematoides (Bowles, 1990; Ryan, 1990; Chrispeels & Raikhel, 1991; Barbieri, 1993;
Peumans & Van Damme, 1995; Koiwa et al., 1997).
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7.CONCLUSOES

Os resultados obtidos neste estudo demonstraram que os ECAs de sementes dos acessos 48,
52 e 78 de uma espécie de planta pertencente a familia Solanaceae, apresentaram atividade
nematicida superior a 90% sobre juvenis de segundo estadio (J2) de Meloidogyne incognita, M.
javanica e M. enterolobii na concentragio de 1000 pg. ml™, apés 48 horas de exposicao.

Os ECAs de sementes dos acessos 48, 52 e 78 mantiveram a mesma atividade nematicida,
apos tratamento térmico a 50 °C por 24 horas. Ainda, os ECAs de sementes desses acessos
apresentaram dose letal média de 108 pg.ml™ (S48), 698.8 pg.ml™ (S52), e entre 612.3 - 745.2
ng.ml™ (S78).

Os acessos 48 e 52 tiveram reacdo de resisténcia a M. incognita com FR<1, enquanto 0s
acessos 11 e 78 foram suscetiveis com FR>1.

Hemacias bovinas tratadas como os ECAs de sementes dos acessos 48, 52 e 78 apresentaram
viabilidade superior a 80% para todas as concentracGes testadas, enquanto a viabilidade das células
do ovario de Spodoptera frugiperda foi superior a 70% para 0s ECAs de sementes desses acessos,
na concentragdo de 1000 pg. ml™.

No caso de queratindcitos de humanos (HaCat) submetidos aos ECAs de sementes dos
acessos 48, 52 e 78 foi observada uma viabilidade celular superior a 50% para a concentracdo de
1000 pg. ml™, com aumento da viabilidade proporcional & diminuicdo das concentracdes desses
extratos. O ECA S78 nas concentragdes de 125 ¢ 250 pg. ml™ exibiram baixa citotoxicidade para
essas células, com resultados semelhantes ao do controle com agua.

Os ECAs de sementes dos acessos 48, 52 e 78 ndo foram fitotoxicos para a germinacdo de
sementes de soja (Glycines max), ndo ibiram o crescimento da bactéria Bradyrhizobium japonicum,
nem ao crescimento micelial de Trichoderma asperelum e T. harzianum, e da levedura Candida
maltosa.

Entre as fracGes cromatogréaficas obtidas via HPLC-ME do ECA de sementes do acesso 48, a
fragdo com maior agdo nematicida foi a Fr6, sendo essa fragéo selecionada e purificada via HPLC-
RP, com as massas moleculares das fracGes resultantes mensuradas via MALDI-TOF para dar
continuidade aos estudos de caracterizagdo de compostos responsaveis pela agdo nematicida.

Os resultados gerados, evidenciam a potencialidade nematicida de ECAs e fragbes oriundas
de sementes de acessos de uma espécie de planta da familia Solanaceae sobre Meloidogyne spp., e
proporciona novas perspectivas para 0 controle destes fitopatdgenos, que estdo entre 0s

fitonematoides mais importantes para a agricultura no Brasil e no mundo.
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8.PERSPECTIVAS

A seguir estdo listadas as atividades cientificas que poderdo ser executadas, visando a
continuidade dos estudos do uso dos ECAs de sementes dos acessos 48, 52 e 78 com vistas ao

manejo sustentavel dos nematoides das galhas (Meloidogyne spp.).

1.Realizar ensaios com os ECAs de sementes dos acessos 48, 52 e 78 em casa de vegetacéo,

para certificar a eficiéncia desses extratos no controle de Meloidogyne spp. in vivo.

2.Realizar ensaio de reinoculacdo dos nematoides tratados com os ECAs de sementes dos
acessos 48, 52 e 78, tendo plantas suscetiveis de Nicotiana tabacum como padrdo de

suscetibilidade a M. incognita.

3.Realizar estudos complementares com as plantas (clones) que apresentaram reacdo de

resisténcia a Meloidogyne spp.

4.Realizar ensaios de viabilidade e recuperacdo in vitro com as fracGes resultantes da
purificacdo da fracdo 6 (Fr6) nematicida obtidas via HPLC-RP para selecédo das fracbes

ativas.

5.Realizar ensaio comparativo em casa de veta¢do entre os ECA’s ativos e os principais

nematicidas disponiveis no mercado.

6.l1dentificar via cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massa das classes
quimicas e consequentemente, 0 (0s) composto (0s) quimicos das fracdes ativas

responsaveis pela atividade nematicida.
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