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IMPORTANCIA E RELEVANCIA

Os nematoides do género Meloidogyne, conhecidos
como “nematoide das galhas radiculares” (Moura,
1996), constituem-se no grupo de fitonematoides
mais importantes para a agricultura mundial (Perry
et al., 2009; Karssen et al., 2006).
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Atualmente, na agricultura do terceiro milénio que
busca uma agricultura mais sustentavel, a utilizagdo
de substdncias naturais de plantas para o controle
dos nematoides de galhas vem sendo muito estudada.
No entanto, os trabalhos realizados utilizam
metodologias diferentes, o que dificulta a analises e
comparacoes da eficiéncia dos compostos estudados.
Portanto, o presente trabalho visa padronizar e
orientar os pesquisadores na realizacdo de ensaios
in vitro para analise da agdo nematicida de extrato e
6leos vegetais.

SUBSTANCIA NEMATICIDA
DE ORIGEM VEGETAL

Os compostos quimicos presentes em plantas
podem atuar diretamente inibindo a eclosao
de ovos ou causando mortalidade de juvenis
de nematoides presentes no solo, e, assim,
interferindo diretamente na densidade
populacional.

Varios sdo os fatores positivos na utilizacdo de

extratos e 6leos essenciais vegetais de plantas no

controle de nematoides do género Meloidogyne,
em relagdo aos nematicidas sintéticos. Diversos
pesquisadores ja demonstraram a eficiéncia de
substancias naturais de plantas, especialmente
as medicinais e nativas do cerrado, no controle de
nematoides (Frighetto et al., 1994;Lopes, 2017).

A seguir sdo relatadas as principais etapas para
a implantagao de um teste para avaliacao de
atividade nematicida de compostos vegetais.

MULTIPLICAGAO DO NEMATOIDE

Os indculos dos nematoides utilizados nos
experimentos sao obtidos de populagdes puras
de Meloidogyne spp., multiplicadas em jiloeiros
cultivados em casa de vegetagao.

As populacdées multiplicam-se bem em mudas
de jiloeiro (Solanum gilo) e tomateiro (Solanum
lycopersicum). Para a extracdo dos ovos de M.
javanica, pode-se utilizar a metodologia de Boneti
& Ferraz (1981) (Figura 1). As raizes infectadas e
com galhas sdo lavadas em agua corrente e a seguir
picadas em pedacos de 1cm a 2cm de comprimento
e trituradas no liquidificador na menor velocidade
por 20 segundos. O material triturado deve ser
passado por peneiras de 200 mesh e 500 mesh,
sendo a suspensido coletada desta tltima e vertida
em recipiente tipo becker. Em seguida, é realizada a
contagem dos ovos para a calibrac¢do da suspensao
para 1000 ovos por mL, com auxilio da placa de
contagem de Peters, sob um microscépio fotonico
na ampliagdo de 100 X.

Sete dias apds o plantio das mudas, ja é possivel
realizar a inoculacdo, perfazendo cinco furos
nos arredores da regido do coleto de cada planta,
possuindo cerca de 1 ¢cm de profundidade. Em
seguida, deve realizar a aplicagdo de 5 mL (1 mL
em cada furo), contendo 5000 ovos, mais J2 de
Meloidogyne spp. que serdo mantidos em baixo
da bancada da casa de vegetacdo, coberta por um
plastico, sendo irrigados manualmente, para evitar

a lixiviagdo e consequente perdas dos ovos.

Figura 1 — Metodo de Boneti e Ferraz (1981) para extracdo
de ovos de Meloidogyne spp. Esquema confeccionado por
Dagoberto S. de Oliveira (2006 ).
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OBTENCAO DO EXTRATO ETANOLICO

Ap6s a coleta, do material vegetal, o mesmo deve
ser levado ao laboratdrio para manipulagdo e
obtencdao dos extratos. Realiza-se a higienizacdo
em agua corrente e separacdo do material, para
em seguida ser levado para estufa de circulacdao
forcada para secagem das amostras por 48 horas,
a uma temperatura de 40°C. O material seco
devera ser triturado em um moinho de facas e
armazenado em saquinhos plasticos devidamente
identificados. Para a obtencdo dos extratos, utiliza-
se a metodologia descrita por Ferris & Zeng (1999).
Na qual o p6 vegetal obtido ap6s a trituragao, devera
ser vertido em um Erlenmeyer com capacidade para
1litro e adicionado 500 mL de etanol 95%, mantido
em descanso por sete dias. Apds esse periodo,
a solugdo devera ser filtrada com papel filtro
quantitativo, vertida em um baldo de vidro e levada
para o evaporador rotativo a uma temperatura de
55 + 2°C. Apds a sua concentragdo total, o extrato
sera extraido do baldo com etanol e acondicionado
em becker e permanecendo por mais sete dias até a

evaporacao total do etanol.
REALIZAGAO DO TESTE IN VITRO

Os ensaios in vitro sdo realizados com ovos ou
juvenis de segundo estadio (J2) do nematoide. A
suspensdo de ovos do nematoides é vertida em
uma camara de eclosdo,- prato sobreposto com
uma peneira e papel toalha (Figura 3)- e mantidos
em um local escuro, para simular o habitat comum
do patdgeno (Cliff & Hirschmann, 1985). Apés 24
horas, deve-serealizaratrocadaaguaedescartedos
primeiros individuos eclodidos, que supostamente
podem estar mortos ou com baixa mobilidade.

A seguir, a camara é mantida por mais 48 horas,
com temperatura ideal para eclosdo dos ovos, que
é em torno de a 25 + 2 °C. Apds esse periodo, 0s
nematoides que eclodiram serao recuperados em
uma peneira granulométrica de 500 mesh, e depois
sera realizado a calibracdo de cerca de 200 J2 mL-1,
que serdo usados no teste de mortalidade.
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Figura 2 — Evaporador rotativo (marca: Solab®) a uma
temperatura de 55 + 2°C para a extracdo de extratos alcoolicos.

Fonte: os autores.

Figura 3 — Camara de eclosao de juvenis de Meloidogyne spp.

Fonte: autores.




PREPARO DA SOLUCAO ESTOQUE
E DIFERENTES CONCENTRAGOES

Para o preparo da solucdo, inicialmente toma-se
por base uma proporcao de 100:1. Dessa forma,
mede-se a massa de 10 mg, 5 mg, 2,5 mg, e 1,25
mg de cada extrato vegetal seco separadamente,
onde serdo diluidos em tubos separados com 16 pL
de dimetilsulf6xido (DMSO) a 1% e 16 mL de agua
deionizada.

Figura 4 — Solucoes estoques de extratos vegetais metanolicos
oriundos de plantas do Cerrado.

Fonte: Lorena N.S. Lopes (2017).

Avaliacdo dos extratos etandlicos na
mortalidade de juvenis de segundo estadio
de M. javanica

Para avaliacdo da acdo dos extratos de plantas
na mortalidade de J2 de M. javanica, podem ser
utilizadas diferentes concentragdes, como, por
exemplo, as seguintes concentragdes: 0; 1,25; 2,5;
5,0; e10mg L-1.

Apés definir a concentragdo em pré-testes, em
cada tubo de ensaio utilizado (dimensoes 25 x 150
mm), deve ser adicionado 1 mL contendo cerca
de 200 J2 de segundo estagio de M. javanica e em
seguida, adicionar 1,5 mL da solucao estoque
descrita anteriormente. No tratamento controle,
acrescenta-se apenas agua deionizada.

Por fim, os tubos precisam ser tampados com

papel permeavel (papel toalha) a 25 °C e mantidos
no escuro, geralmente utiliza-se camara do tipo
B.0.D. Apés 24 horas, a solugdo sera vertida em
placas, com agua sobreposta por papel permeavel
e mantida por pelo menos 7 dias, onde sera feita
a quantificacdao dos J2 vivos contidos na solucao
(extrato + nematoides) apds a adigdo de uma gota de
NaOH 0,5 M. A quantificacdo é realizada com auxilio
da camara de contagem de Peters sob microscopio
fotOonico na amplia¢do de 100 X (Freitas et al., 2016),
estabelecendo-se como vivos os individuos que
atravessaram o papel e se mantiveram méveis.

Figura 5 — Esquema de instalacdo do ensaio em placas de
Petri e tubos de ensaio nas diferentes concentracdes de extrato

botanico.

Fonte: autores.
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METODOLOGIA PARA TESTE IN VITRO COM
OLEOS ESSENCIAIS

Apbés definir as concentragbes de dleo essencial
que serdo utilizadas no trabalho, deve-se preparar
as solucbes para a realizagdo do teste. Essa
solucdo, denominada de “solucdo mae”, devera
ser preparada a partir da maior concentracdo,
dessa forma, as demais solu¢des serdao preparadas
a partir da solucdo “mdae”. O ideal é que todas as
concentracées partam dessa solucdo, preparada
com a maior concentragdo. Para fazer essa solugdo
“mae”, deve-se calcular o volume final de solucdo
do ensaio e diluir pela metade, ou seja, deve ter o
dobro de volume, para quando for fazer as outras
concentragdes diluir pela metade com agua.

Para fazer a solug¢do “mae”, utiliza-se a quantidade
de dleo necesséria para naquele volume de agua
para atingir a concentracao final desejada. Entdo,
pega-se esse volume de 6leo e dilui em DMSO puro
e a mistura obtida entre o DMSO e o dleo deve ser
colocada na agua. Normalmente, utiliza-se de 2 a

5% de DMSO na maior concentragdo final do teste.

Exemplo de teste in vitro utilizando as
seguintes concentragdes: 10,0; 5,0; 2,5; 1,25
e 0,625 ul

Primeiramente, utilizou-se 450 ul de d6leo que
sera diluido em 550 pl de DMSO, gerando 1 mL de
solucdo que sera adicionada em 29 mL de agua. A
seguir, mistura-se no vortex para homogeneizar
o0 6leo e o DMS e, posteriormente, adicionar essa
mistura nos 29mL de agua destilada. Deve-se lavar
com uma pipeta para retirar o excesso de 6leo do
tubo de ensaio. Ao final, tera o volume de 30mL
de uma solu¢do que contém 15 pl., porém quando
utilizar essa solucdo e adicionar 1 mL de J2, deve-se
diluir a sua concentracdo, logo, deve-se realizar o

seguinte calculo:

CixVi= Cfx Vf
15ul/mlx2ml=Cfx3ml
Cf=10pul
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Dessa forma, sera obtido a primeira concentragdo e
maior concentracao. A partir dessa, prepara-se as
demais concentragoes: retira 15 mL dessa solugao
e adiciona 15 mL de agua, formando os 30 mL da
proxima concentracdo que sera de 5 ul., deve-se
repetir o mesmo procedimento para as proximas

concentra¢6es mais diluidas.

DELINEAMENTO ESTATISTICO

Em funcao desses tipos de experimento serem

realizados em laboratério, em condigdes
controladas, utiliza-se o delineamento ex-
perimental inteiramente casualizado (DIC),

em arranjo, fatorial 5x5 (extratos botdnicos x
concentragdes), com seis repeticdes. A parcela
experimental pode ser representada por cada tubo
ou placas de Petri.

Os dados numeéricos serao avaliados
estatisticamente, mediante analise de variancia
e, quando significativos, realiza-se a analise
qualitativa pelo teste de Scott-Knott a 5% de
probabilidade. Para os dados quantitativos, realiza-
se a analise de regressdo. Para o tratamento dos
dados, um programa facil de utilizar é o software

Sisvar ® (Ferreira, 2011).




CONSIDERACOES FINAIS

O grande potencial de selecionar substancias
nematicidas a partir de espécies vegetais, em
especial as plantas do cerrado, advém como
uma excelente alternativa para o manejo de
fitonematoides.

Entretanto, os ensaios devem ser realizados de
maneira criteriosa, bem definidos e padronizados.
Nesse contexto, sintetizamos no presente
protocolo, as principais etapas para a realizacao
dos ensaios in vitro para avaliagdo de substancias
com potencial nematicida. Assim, demonstramos
de forma simples e criteriosa baseado na literatura
e na experiéncia de varios anos de realizacdo desse
tipo de teste no laboratério de nematologia do
Instituto Federal Goiano — Campus Morrinhos.

Plantas com potencial nematicida devem
apresentar alto percentual de mortalidade in vitro
de J2 de Meloidogyne, acima de 70% e em baixas

concentracoes.
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