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RESUMO

Os nematodes-das-galhas-radiculares (NGR),
Meloidogyne spp., sdo fitoparasitas com uma
grande distribuicdo e economicamente im-
portantes, causando redugdes significativas
na quantidade e qualidade da produgdo agri-
cola. O seu controlo ¢ dificil e muitos dos
métodos utilizados sdo ineficazes. Algumas
plantas libertam fitoquimicos naturais com
propriedades nematodicidas ¢ os exsudatos
radiculares podem actuar como estimula-
dores ou inibidores da eclosdo de jovens do
segundo estadio (J2). O objectivo deste tra-
balho foi avaliar o efeito dos exsudatos ra-
diculares de Solanum sisiymbriifolium (cvs
Sharp, Pion, Sis 4004 ¢ Domino) na eclosao
de J2 de cinco isolados de Meloidogyne (M.
arenaria, M. chitwoodi, M. hapla, M. his-
panica e M. javanica), contribuindo para o
desenvolvimento de estratégias de protecgado
alternativas a utilizagdo de nematodicidas.
Os exsudatos radiculares obtidos através da
lixiviagdo sucessiva do solo foram testados,
com contagens diarias, durante o periodo de

'nstituto do Mar - Centro do Mar e Ambiente,
Departamento de Ciéncias da Vida, Universidade
de Coimbra, 3004-517 Coimbra, luci@zoo.uc.pt,
margarida.cactano@hotmail.com,
isabel.abrantes@zoo.uc.pt
2CERNAS, Departamento de Ciéncias Agronomicas,
Escola Superior Agraria de Coimbra, 3040-316
Coimbra, mjcunha@esac.pt

15 dias. O exsudato de tomateiro (S. lycoper-
sicum cv. Easypeel) ¢ a agua destilada foram
utilizados como testemunhas.

Palavras-chave: Eclosao, fitoquimico, nema-
tode-das-galhas-radiculares, nematodicida.

ABSTRACT

Root-knot nematodes (RKN), Meloido-
gyne spp., are widespread and economically
important plant-parasitic nematodes, causing
significant reduction on quantity and qual-
ity of agricultural production. Its control is
difficult and many methods are inefficient.
Some plants release natural phytochemicals
that have been identified and proved to have
nematicides properties. The root exudates
may act as stimulants or inhibitors of second-
stage juveniles (J2) hatching. The goal of this
research was to evaluate the hatching effect
of root exudates from Solanum sisiymbriifo-
lium (cvs Sharp, Pion, Sis 4004 ¢ Domino)
on five Meloidogyne isolates (M. arenaria,
M. chitwoodi, M. hapla, M. hispanica and M.
Javanica) and to contribute for the develop-
ment of an alternative strategy to the use of
the nematicides. The root exudates, obtained
by successive soil leaching, were tested, with
daily counts, for a period of 15 days. The
exsudate from tomato (S. lycopersicum cv.
Easypeel) and distilled water were used as
controls.
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INTRODUCAO

Os nematodes do género Meloidogyne,
vulgarmente designados por nematodes-das-
-galhas-radiculares (NGR), constituem um
dos grupos mais importantes de fitoparasitas.
Estes nematodes sdo responsaveis por gran-
des prejuizos na agricultura, tanto pelo seu
efeito patogénico como pela grande diversi-
dade de culturas, com elevada importancia
econdmica, que parasitam.

Os NGR tém uma gama de plantas hos-
pedeiras que inclui, praticamente, todas as
culturas horticolas, fruticolas e plantas orna-
mentais, atacando raizes, bolbos e tubérculos
(Oka et al., 2000). Os sintomas mais carac-
teristicos sdo a presenga de galhas nas raizes,
reflectindo-se, sobretudo, no crescimento das
plantas, tornando-as mais vulneraveis a ac-
¢do de outros agentes patogénicos € provo-
cando uma redugdo significativa na quanti-
dade e na qualidade da producao das culturas
(Moens et al., 2009).

O ciclo de vida dos NGR, com seis es-
tadios de desenvolvimento e quatro mudas,
completa-se em 22-30 dias, sendo directa-
mente influenciado pela temperatura do solo
(Ferraz, 2001; Moens et al., 2009). O estadio
infectivo ¢ o jovem do segundo estadio (J2)
que, apos a eclosdo, migra no solo a procura
de raizes de plantas hospedeiras. Este esta-
dio ¢ uma fase extremamente importante
no ciclo de vida destes nematodes e na sua
inter-relagdo com o hospedeiro. Qualquer
factor que influencie este processo pode ter
um efeito significativo na sua sobrevivéncia,
no tempo de duragio da sua geragdo e na sua
capacidade de infectar o hospedeiro.

A investigagdo sobre meios de luta al-
ternativos aos nematodicidas deve incidir
no manuseamento bioldgico do solo, junta-
mente com um conjunto de estratégias e de
medidas nas quais se encontram incluidas a
rotagdo das culturas, com plantas resistentes
ou tolerantes, a consociacdo de culturas, com

plantas ndo hospedeiras ou antagonistas, ¢ a
utilizagdo de plantas com propriedades ne-
matodicidas ou com a capacidade de atrair
ou repelir nematodes, através da sua utiliza-
¢30 como adubo verde, cultura armadilha ou
em biofumigacdo (Luci ef al., 1990; Akhtar,
1997; Pestana et al., 2009).

Na rota¢do de culturas podem ser usa-
das plantas armadilha de dois tipos: plantas
susceptiveis, isto ¢, plantas atractivas para
os nematodes, funcionando como imans que
atraem os nematodes e que permitem a pene-
tragdo destes nas raizes, devendo ser destru-
idas, imediatamente, ap6s a penetragdo dos
nematodes nas raizes, de modo a ndo permi-
tir a sobrevivéncia das novas geragdes; ou
plantas onde os nematodes ndo conseguem
desenvolver-se, embora possam penetrar nas
raizes (Jairajpuri e Alam, 1990).

A utilizagdo de plantas antagonistas na-
turais, inseridas em programas de rotagdes
de culturas ou consociagdes, parece ser um
meio promissor no controlo dos nematodes.
Existem as plantas antagonistas passivas,
plantas ndo hospedeiras, ¢ as antagonistas
activas que produzem exsudatos com princi-
pios nematodicidas e os libertam através das
raizes (Jairajpuri e Alam, 1990). A densidade
populacional de nematodes no solo diminui,
de forma mais evidente, quando se cultivam
antagonistas activas a seguir a cultura hospe-
deira (rotagdo activa).

Existem varias plantas, espontaneas e/
ou cultivadas, em que os extractos e exsu-
datos podem ter propriedades estimulantes,
repelentes, nematostaticas e/ou nematodi-
cidas, que actuam antes ou apds a penetra-
¢do dos jovens nas raizes, impedindo que o
ciclo de vida se complete (Chatterjee et al.,
1982; Dias-Areira et al., 2003). Em relagao
aos NGR, tém sido referidas algumas plan-
tas cujos extractos e/ou exsudatos t€ém um
efeito nematodicida ou nematostatico, pro-
vocando a morte dos nematodes, inibindo a
eclos@o dos J2 ou impedindo a penetragdo
ou desenvolvimento do nematode na plan-
ta (Hackney e Dickerson, 1975; Galhano et
al., 1997), como, por exemplo, Tagetes spp.,
Mucuna spp., Colocasia spp., Brassica spp.
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e algumas gramineas (Galhano et al., 1997,
Dias-Arieira et al., 2003; Lopes et al., 2005;
Campos et al., 2006). A redugdo da eclo-
sdo de J2 de M. incognita foi demonstrada
em exsudatos de raizes de capim-pangola,
Digitaria decumbens, e de M. javanica em
exsudatos de tomateiro, Solanum lycopersi-
cum, cafeeiro, Coffea arabica e soja, Glycine
max (Haroon e Smart, 1983; Rocha et al.,
2004). A identificagao de outros fitoquimicos
especificos, envolvidos nessas interacgoes,
podera trazer multiplos beneficios, nomeada-
mente, o de alguns poderem ser mais seguros
para o ambiente ¢ para 0 homem em com-
paragdo com os nematodicidas tradicionais
(Pascual-Villalobos, 1996).

Entre as plantas, com as propriedades re-
feridas, encontra-se a espécie Solanum sisym-
briifolium (Lovatto et al., 2004) que tem vin-
do a alcangar protagonismo na comunidade
cientifica por se comportar como uma planta
nao hospedeira para um importante niimero
de pragas e doengas (Scholte e Vos, 2000) e
que tem sido utilizada como cultura armadi-
lha no controlo dos nematodes-de-quisto da
batateira (NQB), Globodera rostochiensis e
G. pallida (Scholte, 2000).

O objectivo principal deste trabalho foi
avaliar o efeito dos exsudatos radiculares
de quatro cultivares de S. sisymbriifolium
(Sharp, Pion, Sis 4004 ¢ Domino) na eclo-
sdo de J2 de cinco isolados de Meloidogyne,
contribuindo para o desenvolvimento de es-
tratégias alternativas, a utilizagdo de nema-
todicidas, mais eficazes ¢ mais amigas do
ambiente.

MATERIAL E METODOS

Nos ensaios realizados foram utilizados
cinco isolados de Meloidogyne, obtidos em
campos onde as plantas se encontravam infec-
tadas (Quadro 1). Estes isolados foram mul-
tiplicados em tomateiros (S. lycopersicum),
cv. Easypeel, inoculados com 10 massas de
ovos/vaso ¢ mantidos numa estufa com foto-
periodo de 12 h, temperatura variavel entre
20-25°C e humidade relativa entre 70-75%.

Sessenta dias ap6s a inoculag@o, os tomatei-
ros foram desenvasados, tendo-se procedido
a recolha de massas de ovos para os ensaios.

As plantas das quatro cultivares de S.
sisymbriifolium (Domino, Pion, Sharp ¢ Sis
4004) e de tomateiro cv. Easypeel foram ob-
tidas a partir de sementes. Os exsudatos radi-
culares foram obtidos a partir de trés plantas
de cada uma das cultivares de S. sisiymbrii-
folium e da cultivar de tomateiro através da
lixiviagdo sucessiva do solo que continha
as plantas (Shepherd, 1986). Para cada uma
das cultivares, foi adicionado cerca de 1,5
L de agua destilada ao vaso de uma das trés
plantas, com os orificios destapados. O lixi-
viado obtido foi vertido para o vaso conten-
do a segunda planta e, depois de recolhido,
para o vaso contendo a terceira planta. Pos-
teriormente, o lixiviado foi filtrado, através
de papel de filtro Whatman n°1, de modo a
eliminar particulas de solo arrastadas du-
rante o processo de recolha, e colocado no
frigorifico, num frasco escuro, a 4°C, até ser
utilizado.

As massas de ovos, de cada um dos iso-
lados de Meloidogyne, retiradas das raizes
de tomateiros cv. Easypeel infectadas, foram
colocadas numa lamina escavada com agua
destilada, tendo sido seleccionados apenas os
ovos que continham J2.

Os ensaios foram realizados com 15 ovos
com J2, de cada um dos isolados, tendo sido
transferidos para blocos de vidro escavados
esterilizados com 0,5 ml de exsudato radi-
cular. O exsudato radicular do tomateiro cv.
Easypeel e a 4gua destilada foram utilizados
como testemunhas. Os ensaios, com cinco
repeti¢des, decorreram no escuro, numa ca-
mara htimida, a temperatura de 22+2°C.

As contagens do numero de J2 eclodidos
foram realizadas, de 24 em 24 h, durante 15
dias. Os J2 eclodidos foram sendo retirados
do bloco de vidro, ao longo das sucessivas
contagens. Depois da ultima contagem, de-
terminou-se a ecloso percentual cumulativa,
ou seja, o total de J2 eclodidos até ao 15° dia
foram convertidos em valores de inibi¢ao de
eclosdo percentual cumulativa segundo a for-
mula:
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I=100 - E em que:
I = inibigao da eclosdo cumulativa (%)
E = eclosdo cumulativa (%).

Foi, ainda, calculada a percentagem da
inibicdo da eclosdo corrigida em relagao a
inibicdo da eclosao verificada na agua desti-
lada, utilizando a formula de Abbott (Abbott,
1925):

Inibicdo da eclosdo corrigida (%) =
(IEe —1Ec) / (100 — IEc) x 100 em que:

1Ee = inibigdo da eclosdo cumulativa nos
diferentes exsudatos radiculares (%)

IEc = inibigdo da eclosdo cumulativa na
testemunha (agua destilada) (%).

Para a avaliacdo do efeito dos exsudatos
radiculares de cada uma das cultivares em
cada um dos isolados foi estabelecida uma
escala (Quadro 2).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Em todos os isolados de Meloidogyne,
o numero de J2 eclodidos nos exsudatos
das quatro cultivares de S. sisymbriifolium
(Sharp, Pion, Sis 4004 ¢ Domino) foi vari-
avel, tal como nas testemunhas, ao longo
dos 15 dias de exposicdo. De forma geral,
verificou-se que em todas as cultivares, as-
sim como nas testemunhas, a percentagem de
eclosdo cumulativa foi maior nos primeiros
seis dias. Em todas as espécies de Meloido-
gyne, de modo geral, a eclosdo dos J2 foi de
100% nas testemunhas (agua destilada e to-
mateiro). Os resultados obtidos com os ex-
sudatos radiculares das quatro cultivares de
S. sisymbriifolium foram diferentes, sendo a
percentagem de eclos@o cumulativa, ao fim
de 15 dias, na sua maioria, inferior a 100%.

Os valores de IECC dos J2 de M. arena-
ria situam-se entre 12,15% (Pion) e 36,83%

Quadro 1 — Plantas hospedeiras e distritos onde foram obtidos os isolados de Meloidogyne.

Espécie Planta hospedeira Distrito
M. arenaria Crassula multicava Lem.  Coimbra
M. chitwoodi Batateira Porto

(Solanum tuberosum L.)
M. hapla Artemisia Viseu
(Artemisia vulgaris L.)
M. hispanica Batateira Santarém
M. javanica Batateira Guarda

Quadro 2 - Escala para avaliagdo do efeito dos exsudatos radiculares de Solanum ' TECC — inibi¢do da

eclosao cumulativa corrigida.

IECC ' (%)

Efeito do exsudato radicular

<-60
-37 a-59
-11a-36
-10a 10
11a36
37a59

> 60

Muito Estimulador (---)
Estimulador (--)
Pouco Estimulador (-)
Sem efeito (0)
Pouco Inibidor (+)
Inibidor (++)
Muito Inibidor (+++)
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(Sharp) para as cultivares de S. sisymbriifo-
lium, enquanto na testemunha foi de 29,35%.
Os valores de IECC dos J2 de M. chitwoo-
di oscilaram entre 0,95% (Pion) e 12,78%
(Sharp) e na testemunha foi de 2,20%. Os
valores de IECC dos J2 de M. hapla encon-
tram-se entre 10,39% (Sis 4004) e 20,53%
(Sharp) e na testemunha foi de 5,60%. Os va-
lores de IECC dos J2 de M. hispanica situa-
ram-se entre 3,28% (Pion) e 24,28% (Sharp)
e na testemunha foi de 10,39%. Os valores
de IECC dos J2 de M. javanica encontram-se
entre -2,62% (Sharp) e 11,69% (Pion) e na
testemunha foi de 0,91%. (Fig 1).

Os ensaios permitiram verificar que os ex-
sudatos de algumas cvs de S. sisymbriifolium
tém maior eficacia sobre a inibi¢ao da eclosio
dos J2 dos NGR do que outras, tendo ja sido
referido, também, que espécies do mesmo gé-
nero de nematodes podem apresentar compor-
tamentos diferentes em relagdo ao exsudato
das mesmas plantas (Chitwood, 2002).

Quando se comparam os valores de [IECC
obtidos para os exsudatos do tomateiro (teste-
munha) com os obtidos para as varias cultiva-
res verifica-se que os exsudatos de S. sisym-
briifolium tém pouca influéncia na IECC de
M. arenaria e M. hispanica. No entanto, a cv.
Sharp foi a que apresentou maior influéncia na
IECC destas duas espécies de nematodos. Os

resultados foram diferentes para as restantes
espécies. As cvs Sharp e Pion apresentaram
maior influéncia na IECC de M. chitwoodi e
M. javanica, respectivamente. No caso da M.
hapla, os exsudatos das quatro cultivares de
S. sisymbriifolium demonstraram ter maior in-
fluéncia na IECC quando comparados com a
testemunha (Quadro 3).

As cultivares de S. sisymbriifolium, que
demonstraram possuir exsudatos com pro-
priedades inibidoras da eclosdo dos J2, po-
derdo ser utilizadas como antagonistas natu-
rais. Este parece ser um meio promissor no
combate contra estes nematodes, sobretudo
quando integrado em programas de rotagdes
de culturas ou como fonte de produtos com
propriedades anti-nematodes.

A utilizagdo destas cultivares de S. sism-
briifolium num sistema de rotacdo de cul-
turas ou como um nematodicida podera ser
um meio apropriado em Proteccdo Integrada,
mantendo as populagdes dos NGR a um nivel
suficientemente baixo para que os prejuizos
sejam economicamente toleraveis, evitando
ou limitando a utilizagdo de produtos fito-
farmacéuticos e aumentando a producdo e a
qualidade das culturas.

Em conclusdo, os resultados obtidos
neste trabalho evidenciam a complexidade
das interacgdes existentes entre os NGR e

40
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25 b=

M. arenaria
H M. chitwoodi

Inibicio da eclosdo cumulativa
corrigida
(%)

Cultivares

WM. hapla
M. hispanica

M M. javanica

Figura 1 - Inibigdo da eclosdo cumulativa corrigida (pela formula de Abbott) dos jovens do segundo estadio
de cinco isolados de Meloidogyne spp., num periodo de 15 dias de exposigdo aos exsudatos radiculares das
cvs Sharp, Pion, Sis 4004 ¢ Domino de Solanum sisiymbriifolium ¢ da cv. Easypeel de S. lycopersicum.
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Quadro 3 - Efeito dos exsudatos radiculares das cvs Domino, Sharp, Sis 4004 e Pion de Solanum Sisym-
briifolium e da cv. Easypeel de S. lycopersicum (testemunha) na eclosdo de jovens do segundo estadio de

Meloidogyne spp.

S. sisymbriifolium

S. lycopersicum

Cv. Cv.

cv. Sis cv.

Domino  Sharp 4004 Pion cv. Easypeel
M. arenaria + ++ + + +
M. chitwoodi 0 + 0 0 0
M. hapla + + + + 0
M. hispanica 0 + + 0 +
M. javanica 0 0 0 + 0

(---) Muito Estimulador (< - 60%); (--) Estimulador (-37 a -59%); (-) Pouco Estimulador (-11 a -36%); (0) Sem
efeito (-10 a 10%); (+) Pouco Inibidor (11 a 36%); (++) Inibidor (37 a 59%); (+++) Muito Inibidor — (> 60%).

S. sisymbriifolium; a variabilidade fisiologi-
ca, que pode estar associada as populagdes
destes nematodes e as cultivares de S. sisym-
briifolium; e a importancia de continuar estes
estudos. E fundamental conhecer as espécies
de NGR presentes em cada campo e saber
quais as reacgdes relativamente as culturas
que irdo ser feitas. Este conhecimento passa
pela necessidade de se fazer a caracteriza¢ao
e identificacdo das populagdes e pela reali-
zacdo de estudos de patogenicidade relativa-
mente as culturas habituais em cada regido.
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