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RESUMO

Os compostos volateis emitidos por plantas podamatigidade nematicida. Neste
trabalho, volateis emitidos por macerados de sessedé mamaoCarica papaya)
foram testados contra juvenis de segundo estadip dé Meloidogyne incognita
empregando-se a técnica desenvolvida com tubo GupEbram testados diferentes
tempos de exposi¢do dos J2 aos compostos orgamiédsis (COVs) das sementes 1,5;
3; 6; 12; 24; 48 h. Apés a exposicao aos COVs gon houve 100% de mortalidade.
Os J2 expostos aos COVs foram inoculados em tomatavaliando-se infectividade e
reproducdo. A reducdo de galhas comecou a partiempo de 6 h, chegando a uma
reducéo total no tempo de 48 h. J& nos ovos, osegforam inferiores a 20% a partir
do tempo 6 h chegando a zero no tempo de 48h, quamdparados com a testemunha.
A biofumigacdo de substrato misturado com macemelcsementes e ovos dé.
incognita também foi estudada, bem como a toxidade nos ayjetadlos em tubos
ependorff colocados na superficie da mistura osodstrato e macerado, onde é
formado uma camara de gas pela vedacdo da supection filme plastico. Foram
utilizados diferentes quantidades do macerado aerses de mamao 0, 1, 2, 4 e 8 g.
Desta forma, foram avaliados a infectividade eadpcao apds 40 dias apos avaliando
o numero de galhas e de ovos por sistema radi¢dtarve reducéo de 90% de galhas a
partir de 4g e de mais de 90% nos ovos a partk deTanto para galhas quanto em
ovos a reducdo foi de 100% em 8 g. Também foi astud toxicidade da 4gua exposta
aos COVs da semente de mamao aos J4.decognita. Os tubos foram abertos apos
diferentes tempos de exposicdo do nematoide atdgica e avaliado o numero de J2
moveis e iméveis e mortos. A identificacdo de CQafsitidos pelas plantas foi
realizada por cromatografia gasosa acoplada a tegspedria de massa. Das 17
moléculas encontradas foram testadas quanto aidade aM. incognita. Testes in
vitro das moléculas acetato de vinila, fenilacetad e benzilacetonitrila mostraram
sua eficiéncia no controle de nematoides, as @missentaram CL 50 de @ / mL,
103ug / mL e 15ug / mL respectivamente.

Palavras-chave: Nematoide das galhas. Biofumigacdo. Nematicidagarocos.
Bioprospecc¢éo. Cromatografia gasosa.



ABSTRACT

Volitelie organic compounds (VOCs) emitted from magplant species are toxic to
plant-parasitic nematodes. Thus, this work aimedvedfy the activity of papaya
(Carica papaya) seeds VOCs againktel oidogyne incognita second stage juveniles (J2)
by Supelco tubes technique. The J2 were expos®®D@s for diferent exposure time
(1.5, 3, 6, 12, 24, 48 h). After 48 h of exposure 42 mortality reach 100%. The rest of
J2 were applied around tomato roots to evaluateirtfetivity and reproduction of
exposed J2. From 6 h exposure the infectivity desed 80% and eggs decreased more
than 90%. Both infectivity and reproduction weremgbetely reduced after 48 h
exposure. We also verified the effect of papayadsecorporated into artificial
substrate by biofumigation at greenhouse. Oveirirtberporated substrate a microtube
were half buried where J2 were incubated insidéfei&int amounts of papaya seed
were incorporated: 0, 1, 2, 4 e 8 g along wMhincognita eggs. After 40 days of
planting tomato seedlings the infectivity and refuction were estimated from the roots
and the mortality was verified from J2 inside thienotubes. From 4 g of papaya seed
incorporation the infectivity decreased by 90% wtlilhe reproduction decreased more
than 90%. By applying 100 % reduction on infectivaind reproduction were reached.
When the water was exposed to VOCs of papaya seedstivity was verified against
M.incognita J2. Furthermore, 17 compounds were identified frpapaya seeds
volatilome by gas chromatography (GC/MS). Fromubkatilome the compounds vinyl
acetate, phenylacetaldehide and benzoylacetonitrdee selected to follow in vitro
analyses again®fl. incognita. Acetato de vinila, fenilacetaldeido and benzilacirila
killed the M. incognita J2 with lethal concentrations of (LC50) of @d / mL, 103ug /
mL e 15ug / mL respectivly.

Keywords: Root-knot nematodes. Biofumigation Biological pgrestion. Plant
volatilome. Nematicidal compounds.
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1. INTRODUCAO

O setor agricola é fundamental no processo de péodde alimentos e geracdo de
empregos. Desta forma, todos os fatores limitadtegroducdo agricola devem ser
minimizados, para garantir o suprimento de alimemaontribuir para a economia das
nacdes. Os fitonematoides figuram entre um do<ipars fatores limitantes ao cultivo

agricola, principalmente em regides tropicais drepicais.

Outro quesito que contribui para o aumento dos sl@aosados por estes patdogenos
encontram-se caracteristicas de solo arenosogadoi Dentre os setores afetados por
nematoides, destacam-se as hortalicas, culturasxp@rtacdo como soja, milho, café,
algodao, cana-de-acucar e até mesmo pastagem. Vaiddepender das condicdes

ambientais, do solo e da instalacéo da cultura.

O manejo de fitonematoides é dificil, tornando uesalio reduzir seus prejuizos,
afetando a producdo mundial de alimentos. Uma dlag&es eficazes para controle de
doencas no geral € o controle quimico o que tem amplamente empregado. Porém a
maioria dos produtos nematicidas registrados s@mnahte toxicos. Por conseguinte, 0
uso de nematicidas esta sendo muito questionadofuito de minimizar contaminacdes
de individuos ndo alvos. Moléculas menos toxicah@mem e ao meio ambiente com

atividade nematicidas precisam ser encontradaspemibilizadas aos produtores.

Enquanto novas moléculas com menor toxicidade eazds no controle de
fitonematoides ndo chegam ao mercado, estudossifitam-se com o0 uso de plantas
como medida de controle. As plantas possuem insnewmpostos formados por rotas
metabolicas especificas e, a partir disso, surgpossibilidade de alguns deles
apresentarem efeitos toxicos quando testados erataiglms. Os testes podem envolver
plantas antaglOnicas, rotacdo ou sequenciamentaleas, plantio intercalar, aplicacéo
de tortas ou extratos vegetais, (aquoso ou secaiddruto, semente, folha, galho, dentre
outros), biofumigacdo com residuos vegetais (isolad associado com cobertura
plastica), dentre outros. Tem-se também estudbas @ssenciais obtidos de diferentes
partes vegetais no controle de fitonematoides. &os® também os estudos de
substancias quimicas de metabolismo secundario aoreompostos organicos volateis
(COVs).



Além das plantas, os COVs sao produzidos tambénfupgios e bactérias e muitos
sao toxicos aos nematoides das galhddegloidogyne spp. Sdo muitas as plantas e seus
orgaos desconhecidas quanto a producdo de COVeo$dd fitonematoides. Mais
desconhecidos ainda sédo as moléculas que os congsiguais podem chegar a inddstria

de pesticidas.

Dentre as diversas plantas e frutos, a semente ahedo tem demonstrado efeito
nematicida, porém, ainda ndo se conhecem as madeuvolvidas nesta toxicidade.
Deste modo, iniciou-se o estudo sobre moléculaieigl oriundas de sementes de mamao
visando o controle de nematoides. Sabe-se querentes de mamao possuem diversos
outros beneficios como auxiliar no controle de oocganismos no estdmago e intestino,

além de auxiliar no tratamento de vermes.

Neste trabalho foi avaliado o efeito toxico de C@wsitidos por sementes de mamao
em J2 de aJ. incognita in vitro e in vivo, a retencdo em agua de moléculas téxicas,
eficacia e producdo de volateis toxicos pela biajagfo, caracterizacdo das moléculas

das emissdes e o efeito toxico isolado de algurlas @M. incognita.



2. REFERENCIAL TEORICO
2.1.Meloidogyne incognita no Brasil

Grandes prejuizos na producédo agricola tém sidereddos em areas infestadas por
varios fitonematoides, principalmente em regidepitais e subtropicais, onde as perdas
podem chegar 80% da producdo agricola (NICOL er@all1; SIKORA & FERNANDEZ,
2005). Dentre eles estdo os nematoides das gadnas as maiores causas (FERRAZ et al.,
2010; SASSER & FRECKMAN, 1987; TRUDGILL & BLOK 2001

As hortalicas estdo entre as culturas mais ataqautasste patdgeno. Um exemplo é a
cultura da cenoura, que sofre deformacdes nassra&izgode atingir 100% de perdas na
presenca d#&l. incognita raca 1 associado col. javanica (CHARCHAR et al., 2000). No
caso da soja nao é diferente, estima-se que aaspeadoroducao chegam a 55% em areas que
apresentam este patdégeno (MACHADO, 2015). Os deadam de acordo com as condi¢des

ambientais, tipo de solo, densidade do plantigivaulutilizado, dentre outros.

Desta forma, o controle desses patdgenos € neicegad garantir boas e econémicas
produgdes agricolas. No entanto, a dificuldade deejar e controlar os fitonematoides eleva
as perdas no campo. Umas das téticas de contrdtent& restricdes como os nematicidas
pelo uso inadequado. A impossibilidade de alcangabom controle com uma Unica medida,
tem-se levado a associacao de métodos de contnalena mesma area levando a diminuicao

da disseminacéo e reducao dos prejuizos (SILVALR01

Dentre os fitonematoides, destaca-se, no BragiéreeroMeloidogyne. As espécies
deste géneroconhecidos como causadores de galhas em raiz@sdipaen a absorcdo de
agua e nutrientes, levando a um menor crescimenpade aérea e reducao na produtividade
(ARAUJO et al.,, 2012). No campo, plantas infectadamonstram sintomas visuais de
amarelecimento e menor crescimento, principalmestte areas localizadas, reboleiras
(CHARCHAR, 1995).

Os danos causados pelos nematoides estdo em fdagateragéo entre o ambiente
favoravel, hospedeiro suscetivel e o patdgeno sige® virulento. Apenas em condigdes
propicias o patdgeno se instala, reproduz e caaisa (BERGAMIN FILHO, 1995). Aléem

dos prejuizos causados pelos fitonematoides, ohahmente, eles causam nas plantas, porta



de entrada para outros patdgenos beneficiando-derideentos principalmente nas raizes
(SANTIN, 2008).

2.2. Controle de fitonematoides com plantas

A pressao da sociedade por moléculas menos téaidasmenor custo, tem levado ao
uso de plantas para o controle de fitonematoidésaldente, a maioria dos nematicidas
existentes e registrados apresenta grande toxeiddéim de persistir no meio ambiente por
muito tempo, causando, assim, inUmeros efeitogerala tanto em seres humanos como em

outros organismos presentes no local de aplics A EA et al., 2015).

Como as plantas, aparentemente, podem apresebsh@stias que se decompdem em
compostos nao téxicos e geralmente ndo apresengdtrsenocivos em organismos nao-alvo,
s&o indicadas para o controle de fitopatdgenos QRIMRet al., 2017). E conhecido que
diversas plantas possuem compostos com atividatiaienobiana e inseticida, podendo ter
acao nematicida (ISMAN, 1999). E algumas delasifaempregadas no campo no controle
de fitonematoides. Por exemplo, as plantas anteg®rsido comumente usadas no controle de
fitonematoides, como em rotacdo ou sequenciamentulturas, plantio intercalar, aplicacéo
de tortas ou extratos vegetais, dentre outros. dig@@mente, o nim Azadirachta indica),
umas das plantas mais estudadas no controle daspeagematoides, bem como erva-de-
Santa-Maria Dysphania ambrosioides) e mamonaRicinus communis) sdo empregadas no
controle de fitonematoides (BALDIN et al., 2012).

Além disso, diversos produtos naturais, oriundopaltes vegetativas como extratos
de raiz, fruto, semente, folha, galho, bem comogtssenciais obtidos de diferentes espécies
vegetais, possuem propriedades nematicidas ou ost@iitas. Novas pesquisas trouxeram a
caracterizacdo quimica dos 0leos essenciais e wvalgSer de resultados promissores para
utilizacdo no controlGOMMERS, 1981; TERRA et al., 2017).

S&o varios os relatos de macerados de plantas ooentrasto, bardana, artemisia,
losna, confrei, catinga de mulata e meldo séo maejae possuem potenciais nematicidas
(DIAS et al., 2000). Por exemplo, constatou-seeit@fprotetor do extrato aquoso Tagetes
patula em tomateiro &eloidogyne incognita. A partir desta descoberta, foram feitos extratos
de flores, folhas e raizes, da planta, que inibiearaclosdo e a motilidade, e causaram
mortalidade de J2 in vitro. O efeito nematicida sr&ignificativo foi obtido com extrato de

raiz deTagetes patula que promoveu a mortalidade de até 68% dos J2ivietresnte, além
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de efeito nematicida e/ou nematostatico, pode gava aumento da resisténcia das plantas
ao nematoide (FRANZENER et al., 2007).

Extratos aquosos obtidos de Folhas de artemiShyganthemum parthenium),
bardanaArctium lappa), capim cidreiraCymbopogon citratus), carquejaBacharis trimera),
cavalinha Equisetum sp.), cinamomo Kilelia azedarach), hortelda Mentha sp.), mamona
(Ricinus communis), manjericdo Qcimum basilicum), meléo-de-S&o- CaetanM@mordica
charantia), arruda Ruta graveolens), Falso-boldo Coleus barbatus), confrei Symphitum
offcinalis), erva-de-bichoRolygonum acre), Feijao-de-porcoGanavalia ensiformis), Funcho
(Foeniculum vulgare), guiné Petiveria alliacea), mentrastoAgeratum conyzoides), mucuna-
cinza Mucuna pruriens) e nim @zadirachta indica) foram testados contrileloidogyne
javanica. Os extratos de horteld, bardana e mamona redupir@imero de galhas em 75,6%,
65,7% e 54,4%, e o numero de ovos em 81,7%, 75,9%6,6%, respectivamente
(GARDIANO et al.,, 2009). Outros estudos baseados extnatos de nim e mostarda
mostraram-se que ambos emitiram COVs capazes delimao 100% dos J2 e de matar entre
51% e 90% respectivamente. Nos testes da capaadi@adéectividade e reproducao, ocorreu
reducao de galhas nos tratamentos de mostardaioagoacentracao (9,6g) de 68,5% e uma
reducdo de ovos no tratamento de mostarda de 68%) @ 82,5% (9,6g) quando comparado
com a testemunha. (BARROS et al., 2014a, 2014b).

Oleos essénciais obtidos de 6rgdos vegetais témesitidados quanto & toxidade a
fitonematoides (OKA et al., 2000; SALGADO et alQ03). Alguns podem apresentar acéo
nematicida e nematostatica contra patégenos, midufitonematoides, como no caso de
plantas medicinais comalfavaca, alecrim pimenta, capim santo, capim méla, cidreira e
eucalipto. Todos esses 6leos essenciais afetaraohosdo ou a sobrevivéncia dos J2 nas
concentracdes de 5,0 e 10,0 rifl porém, em diluicdes mais elevadas (<1,25 M| Bpenas
os 6leos de alecrim pimenta e capim citronela aptasam acdo nematostatica e nematicida,
sendo assim, considerados promissores para posteensaios visando o controle desses
fitoparasitas no solo (MOREIRA et al., 2009).

Os oOleos essenciais contém metabdlitos secundayies atuam sozinhos ou
sinergicamente contra os fitopatégenos (JARDIM let2017). Assim, os compostos dos
Oleos essenciais podem atuar diretamente no patpgeduzir a resisténcia da planta,
ativando seus mecanismos de defesa latente, imgbcam mudancas fisicas e quimicas das

plantas e alterando o comportamento enzimaticpmwdaducao de fitoalexinas (STEFFEN et
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al., 2008). Outra funcdo dos Oleos estd associadaaacapacidade de atrair ou repelir,
estimular ou inibir, os juvenis de segundo estdd®) dos fitonematoides (CHITWOOD
2002; FARIA et al., 2016).

As substancias quimicas que compdem os 6leos &msepodem interagir com o
patdogeno e resultar num composto que altera o sstabolismo. Nos nematoides, ha
desorganizagao celular e algumas funcdes vitaismagkr inibidas, como desenvolvimento
embrionério, mecanismos de movimentacéo, desestgdtn do sistema nervoso e ruptura das
membranas celulares alterando sua permeabiliddeterag OKA et al., 2000; SALGADO et
al., 2003).

Outro aspecto no uso de plantas no controle deefit@toides é a biofumigacéo. A
incorporacdo de material vegetal no solo é capazoméer a multiplicacdo do patdgeno
presente. Esta técnica é potencializada pela wobheto solo com filme plastico, podendo ou
nao ser adotada. Partindo do principio que a plaiti@ada em contato com o solo regride o
processo do patdgeno na area, surge a necessidasie estudar os seus compostos. Por
exemplo, os efeitos dos macerados de nim e mostacdgoorados ao substrato infestado
com ovos deM. incognita, resultou em reducéo linear de galhas a medida gjgeantidades
de macerado foram aumentadas, mas a reducdo farngdenque o controle apenas na
guantidade mais alta (9,6 g). Também o nimero de & significativamente reduzido em
macerados acima ou igual a 2,4 g (BARROS et al4p0

Dentre 0s compostos presentes em areas incorpocadas/egetais, incluem-se o0s
compostos organicos volateis (COVs) os quais doesti-se de moléculas com até 20 atomos
de carbono, com alta presséo de vapor, que ateaasembranas livremente e sao liberadas
na atmosfera ou solo sem uma barreira de difus@ioMCOVs sdo constitutivos nos 6rgaos
vegetais, representando cerca de 1% dos metabékcasdarios existentes (DUDAREVA et
al, 2006), mas podem ser produtos da degradacamrgim vegetal por microorganismos

como acontece na serapilheira (SILVA, 2010).
2.3. Compostos Orgéanicos Volates (COVs) toxicos itohematoides

Estudos envolvendo COVs toxicos a fitonematoiishegitro precisam ser realizados
em ambiente fechado para que n&o haja perda del@s@tmosfera. Esses sdo formados por
varias moléculas a base de carbono, que sob a&iéadwr de vapor, atravessam membranas e

sao dispersos rapidamente em solucdes aquosas imentam-se pela porosidade do solo
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(DUDAREVA et al., 2006). O desenvolvimento da t@&enicom tubo supelco tem sido
bastante util nos estudos com extrato aquoso e deativersas plantas (BARROS et al.,
2014). Por exemplo, COVs de extratos secos e agudsalho inibiram a eclosao té

incognita, sendo o macerado seco mais toxico (CARLI, 2011).

A presenca de COVs € comum na natureza. No salde ger produzido pela
microbiota local, como fungos e bactérias (ISIDOR@VJDANOVA, 2002; LEFF &
FIERER, 2008; GU et al., 2007; RIGA et al., 2008)ANG et al., 2010; FREIRE et al.,
2012). Em relagéo as plantas, sabe-se que elagzgmdvarios compostos conhecidos como
metabolicos secundarios (PICHERSKY & GANG, 200@)do que 1% deles sdo COVs, tais
como terpenoides, fenilpropanoides, bezenoidesyatkrs de acidos graxos, derivados de
aminoacidos (DUDAREVA & PICHERSKY, 2008). Brassiga®duzem isotiocianatos pela
degradacéo dos glucosinolatos (BROWN & MORRA, 20@palho tem emissao de alicina
(SLUSARENKO et al., 2008). Nim, ervilhas, mostarf&ijao de veludo e feijao de jaque
emitem COVs toxicos K. incognita (BARROS et al., 2014a, b).

A aplicacéo de torta de algodao no controle @eématoides € bem conhecida, porém
sdo poucos o0s de estudos sobre os compostos solteolvidos nos seus efeitos
nematicidas. Os COVs que formaram a camara deagésperficie da mistura solo mais torta
causaram imobilidade dos J2, no periodo de 10 dig&0de formacdo da camara, bem como
na presenca das diversas concentracdes de tonartalidade de J2 foi, significativamente,
mais elevada do que no controle, variando de 16%%@ A infectividade e reproducgéo de J2
expostos aos COVs foram significativamente redszggacomparadas ao controle, a partir da
adicdo de 3,0% de torta. O efeito conjunto de C®\eoléculas ndo volateis oriundas da
mistura solo ou substrato mais torta de algodaoziadsignificativamente a infectividade e a
reproducdo a partir de ovos ddeloidogyne incognita quando adicionados ao solo
(esterilizado ou ndo) e no substrato artificial gmalquer concentracdo de torta e tempo de
exposicao (10 ou 20 dias). A torta de algodéo alérapresentar efeitos nematicidas no solo
infestado comM. incognita, os COVs por ela emitidos possuem acdo nematieida
nematostéatica (ESTUPINAN-LOPEZ et al., 2017).

As plantas sob ataque de herbivoros podem respardduzindo cerca de 200
compostos diferentes e estes compostos promoveimanicacao e interacdo da planta com
0 ambiente em sua volta (DUDAREVA et al., 2006).skte existindo varios COVs oriundos

de diversas espécies de plantas, ainda ha pouszahios correlacionando-os com efeito
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toéxico a fitonematoides. Deste modo, os volateguzidos apdés o ataque dos herbivoros
desperta o interesse dos pesquisadores, uma vedepupao sO guiam 0s inimigos naturais
em direcdo a planta hospedeira da presa, mas tambémediacdo de varias interacbes
ecologicas que tém potencial para o desenvolvimdatmovas estratégias de controle de
pragas (PICKETT et al., 2006).

Em relacdo aos residuos de processamento de pfaigagrdistria, existem poucos
estudos de compostos volateis com potencial neigatiPorém, ha relatos que descartes de
vegetais como brécolis, couve-flor e mostarda, pelfumigacéo, produzem COVs téxicos a
patogenos de solo como fungos e nematoides. Asswlatil presente nas brassicas inibiram
a formacéo de esclerécios em 45 e 47% de doisde®le5cl8d e Sd21n, respectivamente.
Em relacdo aos nematoides, a maior reducdo do nlteeovos dé/. javanica por sistema
radicular ocorreu quando brocolis foi incorporad@easteriormente, realizou-se a cobertura
do solo com plastico, reduzindo 93% o niumero desoMo entanto, todos os tratamentos em
que houve adicdo de residuos de brassicas adratgpendente da cobertura com plastico ou
ndo, apresentou numeros de ovos inferiores ao senmanha positiva, implicando que a
incorporacdo isolada do material vegetal ao soilctificiente para controlar o nimero de
ovos deM. javanica. Os glucosinolatos presentes nos restos cultdeaisrocolis podem ser
hidrolizados em isotiocianatos ou em nitrilas e asdypresentam toxicidade a fitonematoides
(NEVES et al., 2007; LORD et al., 2011; OJAGHIANagt 2012).

Outro subproduto que também gera a emissédo de CO¥Sarinha de oleaginosas,
muito usada na suplementacdo alimentar de anifBais2007 a India foi considerada uma
das principais produtoras de oleaginosas, prodazimdis de 25 milhdes de toneladas por
ano, com exportacdes girando em torno de 4,3 nslhde toneladas de bolo de dleo
(RAMACHANDRAN et al., 2007). No entanto, os efeitigxicos de muitas oleaginosas e de
sua incorporacdo atuando no controle de fitonemasoiainda sdo desconhecidos
(ESTUPINAN-LOPEZ et al., 2017).

2.4. Semente de mamao no controle de fitonematoides

Na medicina popular, as sementes de maméao tenusidadas como vermifugo por
varias décadas (KRISHNAKUMARI & MAJUMDER, 1960). Asementes de mamao
também podem controlar fitonematoides. Por exengliacorporacdo no solo de farinha de

semente de mamao, reduz o numero de galh&4. jievanica em até 100%, aumentando a



massa da parte aérea e a altura de plantas erAadatgstemunha, com efeito aditivo da
solarizacdo da &rea (NEVES et al.,2011). Em oudtode a farinha de semente de maméo
incorporada no solo nas doses de 1, 2 ou 4 g élgplb reduziu, respectivamente , o numero
de ovos em 45, 79 e 95 % (NEVES et al., 2008).

O composto alil isotiocianato, detectado a parér alomatrografia em brassicas,
produzido por degradacdo de glucosinoladtos é Vodattdxico a nematoides e fungos
(MAYTON et al., 1996; KERMANSHAI et al., 2001), esinformacdo sugere a busca deste
composto em sementes de mamao. O alil isotiocianasmaz de reduzir a eclosdo, tem efeito
nematicida e nematostatico, controlando, entd@palpcéo déV. javanica em até 100% em
plantas de tomateiro (NEVES et al., 2008). No entamas emissdes volateis, outros
compostos podem estar presentes, bem como suldst@lecimaior cadeia de carbonos como
alcaloides, acidos graxo, glicosideos cianogénitagenoides, isotiocianatos, compostos
fendlicos, dentre outros (CHITWOOD, 2002).

Apesar da semente de mamao apresentar efeito ioelmajuando incorporadas no
solo (NEVES et al., 2008; NEVES et al., 2011), atdbuicdo dos COVs para este processo
ainda nao foi comprovada em pesquisa, 0 que padeoseprovado pelo uso de técnicas
modernas como tubo supelco e placa bipartida (BARROal., 2014; FERNANDO et al.,

2005) que separam os efeitos de moléculas volddeiselas ndo volateis.



3. MATERIAL E METODOS
3.1. Obtencéo de ovos e juvenis de segundo estatkdV el oidogyne incognita

De uma populacéo pura déeloidogyne incognita mantida em tomateiros, cultivar
Santa Clara, em casa de vegetacdo do Laboratordedwtologia — UFLA. As raizes de
tomateiros com galhas foram lavadas em agua cerpara retirar o excesso de solo. Em
seguida, as raizes foram picadas em pedacos d&clnae trituradas em liquidificador com
solucdo de NaClO 0,5%, por aproximadamente 20 slegurEm seguida, o material foi
vertido em uma peneira de 200 “mesh” acoplada e aé 500 “mesh”, recolhenso-se ovos
em solugéo aquosa (BONETI & FERRAZ, 1981).

A contagem dos ovos foi realizada em camara derdPet®s ovos obtidos foram
incubados em camara de eclosao a 28°C. Os J2dmdaglipartir de 48 horas da montagem da

camara foram utilizados no experimento, excluingieetes eclodidos nas primeiras 24 horas.
3.2. Compostos volateis de macerados de sementesmd@nao

As sementes foram obtidas de frutos de ma@eiaca papaya, no comércio local de
Lavras - MG.Para avaliar a toxicidade de COVs das sementesaedm maceradas foi
empregada a técnica do tubo SUPELCO (BARROS &04Kb). Para isso, foi pesado 1,5 g
de sementes de mamaéao, esterilizada usando higochiei sédio a 2,0 % por 1 minuto,
seguido de duas lavagens em agua destilada. Amiaagao do excesso de agua com papel
toalha, o material foi separado, esterilizado, catlm em cadinho de porcelana e macerado,
manualmente, sem adicdo de agua (macerado dewolubo SUPELCO esterilizado em
autoclave a 120° C por 20 minutos, foram coloc&tog de areia seca autoclavada (120° C
por 20 min) e na superficie da areia foram adidosa2 ml de agua destilada seguido de 1,5
g do macerado anteriormente obtido em cada frasewtituindo uma parcela (Figura 1). Os
tratamentos constituiram-se de diferentes periodes exposicdo do J2 aos gases
acondicionados na camara de gas formada dentttbddUPELCO, isto é 1,5h; 3h; 6h; 12h;
24h e 48h de exposicdo (seis periodos). Frascqsmanaeos como descrito acima, sem
sementes de mamao sao utilizados como confCaléa tratamento empregou cinco parcelas
como repeticbes. Em todos os frascos foi aterré@la enetade, um microtubo de 1,5 ml, sem
tampa, esterilizado em autoclave a 120° C por 20 BEntre o microtubo e a parede do tubo
SUPELCO foi distribuido o macerado. Em seguida,ubot SUPELCO foi fechado e

envolvida a tampa com papel filme PVC e deixado5a°@ (£ 2° C) por trés dias em
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incubadora para a formacéo da camara de gas. A ,segual de suspenséo contendo cerca de
600 J2 deM. incognita foi injetada dentro do microtubo, por meio de ureanga contendo
agulha perfuranteatravés da pelicula de silicone interposta enttangpa e o frasco. O
orificio criado foi vedado novamente com fita adase os frascos foram mantidos nas
mesmas condi¢cdes anteriores até o0 momento da @@liApos cada periodo de incubacao
dos J2 na camara de gas formada pelo maceradongates de mamao (total seis periodos
de tempo), o tubo SUPELCO foi aberto e de cadaatibo foram retirados 4QL da
suspensao de J2 (x 20 J2) e transferidos para mhrgdacas de polipropileno (ELISA),
juntamente com 5QL de &gua. Foi quantificada a percentagem de JZim@& imoveis em
microscopio de objetiva invertida. Em seguida, cadaidade das placas de ELISA foi
preenchida com agua destilada e as placas foraemmente submetidas as mesmas condi¢cdes
de 25° C (x 2° C). Os nematoides mantidos sem nentiorapds 24 horas foram considerados
mortos (mortalidade). O restante da suspenséo ramtaproximadamente 550 J2 em cada

periodo de incubacéo foi inoculado em tomateira paaliagdo in vivo.

Figura 1 — Tubos supelcos contendo areia + macerado de sesmd@mtemamao + microtubo

aterrado.

3.3. Infectividade e reproducao de J2 dBbl. incognita

Apo6s cada um dos seis periodos de exposicdo das ddissdes volateis de sementes
de mamao, relatados no ensaio anterior, a populded@proximadamente 550 J2 foi
inoculada em tomateiro cultivar Santa Clara. Pata a suspensdo (550 J2) contida no
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microtubo foi transferida para 4 ml de agua defdila esterilizada e, entdo, inoculada em
tomateiro com 20 dias apos a semeadura, em vasd80dem3 preenchidos com substrato
artificial. O inoculo foi distribuido ao redor daule da muda a uma profundidade de 1,5 cm
distribuido em 4 orificios que foram preenchidomaubstrato. As mudas inoculadas foram
mantidas em casa de vegetacdo com irrigacdo e gtubecomendada para a cultura. Apos
40 dias, cada muda foi retirada do vaso e coloedabalde com agua. O substrato foi
retirado, cuidadosamente, das raizes. O sisteniauladfoi colocado em papel toalha para
eliminar o excesso de agua, pesado e contado oralmeegalhas. As raizes foram, entao,
cortadas em fragmentos de 0,5 cm e processadagpeiea de Hussey & Barker (1973). Os

ovos recolhidos foram contados em microscopio getigh invertida.
3.4. Biofumigacdo com macerado de sementes de mamao

Para este experimento, copos plasticos foram pnesosx com 100g de substrato
organo-mineral. Em seguida, macerados de semeateaihdo, obtidos conforme ja descrito,
foram incorporados ao substrato nas quantidadeéd de 2; 4; 8 g correspondendo a uma
porcentagem de 0; 0,99; 1,96; 3,84; 7,4 %. Comdralennegativo os copos com substrato
nao receberam macerados de sementes de mamaocecaonirole positivo, foi utilizado o
nematicida Basamid, com isotiocianato de princgiigo . Uma suspensdo contendo 3.000
ovos deM. incognita em 2,5 ml de agua foi colocada em saco plastictaju@nte com o
substrato mais 0 macerado de sementes e mistusatboagitacdo até a homogeneizacao.
Desta forma, os ovos foram submetidos aos efegam@éculas volateis e ndo volateis. Em
seguida, a mistura foi homogeneizada e colocadeopws, ajustando-se a umidade para 60%
da capacidade de campo (CC). Como controle negdtivatilizado substrato sem adi¢cdo do
macerado de sementes com a umidade também ajyseal®60% da CC. Como controle
positivo, adicionou-se 0 nematicida Basamid e asao substrato com umidade de 60% da
CC. Como o Basamid e fitotoxico o procedimento pega usSO neste ensaio constou do
seguinte: a mistura Basamid, mais substrato, nvais foi fechada por 3 dias em uma garrafa
pet e agitada, diariamente. Ao final, abriu-se raada e deixou-a em um recipiente aberto por
mais 5 dias, revolvendo-o diariamente. Apés erddo,dias, colocou-se a mistura em copos e

plantou-se uma plantula de tomateiro por copo.

Para estudar isoladamente o efeito dos COVs sesrfaréncia das moléculas nao
volateis, foi colocado um microtubo de 1,5 ml dparadade aterrado até sua metade na

superficie da mistura (substrato + macerado vegetalos) dentro do copo (Figura 2). A
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superficie da mistura no copo foi recoberta comapheinte com filme plastico, formando
assim uma camara de gases entre o plastico e tratabselas emissbes do macerado seco
das sementes misturadas ao substrato. Uma fitavadks2 x 2 cm foi colocada na superficie
interna do filme plastico vedante oposta ao mitrofwa fim de permitir maior resisténcia a
perfuracdo posterior pela seringa evitando o auméntdiametro do orificio feito. Apos trés
dias de vedacédo, com uma seringa contendo aguthagwse, foi injetado 1ml de suspenséao
contendo 600 ovos de. incognita no interior do microtubo. O furo resultante foi aed
com fita adesiva. Os ovos foram deixados exposiesCOVs liberados da mistura por trés
dias. A segquir, o filme plastico foi retirado e gD da suspensdo de ovos do microtubo de
cada repeticdo foram transferidas para placa EL|8Atamente com 5QL de agua para
completar o volume. Foi avaliada, em microscopiolietiva invertida, a quantidade de ovos
presente em cada aliquota retirada. Posteriormienteyaliada a eclosédo durante 6, 9, 12 e 15
dias (quatro tempos), completando diariamente ameldos pocos da placa de ELISA com
agua destilada. As placas apos as avaliacoes, foreubadas a 25 °C (x 2 °C). Apos a
retirada do filme plastico vedante, uma plantuldaaheateiro contendo quatro pares de folhas
foi transplantada para cada copo contendo os ovd& thcognita em mistura com substrato

e no macerado de sementes de madglantas foram mantidas em casa de vegetacao por
40 dias quando foram avaliados peso de raiz, nurdergalhas e de ovos por sistema

radicular.

Figura 2 — Copos utilizados na biofumigacdo contendo macedee sementes de mamao +
ovos deM. incognita + substrato. No meio hd um microtubo aterrado.
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3.5. Toxicidade da agua exposta aos volateis emirl pelas sementes de mamao

maceradas

Para este ensaio, 35g de areia autoclavada foremoratlas em frascos SUPELCO. Na
superficie da areia foi depositada agua destiladal() seguida do macerado de sementes de
mamao (1,5 g). Dentro de cada frasco também faicaolo um microtubo (2 mL) contendo
agua destilada (1 mL) no seu interior. Como coatgmsitivo foi utilizado o macerado seco
da inflorescéncia de brécolis (1,5 g), que aprestaicidade aM. incognita (SILVA, 2018).
Como controle negativo, foram utilizados frascom smacerado mas contendo areia e
microtubo com agua. Em seguida, os frascos forahafios e mantidos a 25 °C durante 72 h.
Ao final, os microtubos foram retirados do interdws frascos. E dentro de cada microtubo
foi adicionada uma suspensao (0,5 mL) contendo B@® M. incognita. Os microtubos
foram entédo fechados com tampa rosqueada e maati2o$C por 1,5; 3; 6; 12; 24 e 48 h. A
seguir, os respectivos periodos de incubacdo, asotmbos foram abertos e 40 da
suspensao foram recolhidas dos microtubos e trahsdée para pocos de placas de
polipropileno de 96 células (ELISA), sendo quac#ifla a percentagem de mdveis e
imoAveis em microscopio de objetiva invertigNikon TMS-F N°. 211213). A mortalidade dos

J2 foi avaliada 24 h apds cada tempo de exposidgaacentagem da imobilidade.

3.6. Infectividade e reproducdo dos J2 expostos aji#a da camara de gas contendo
macerado de sementes de maméo

Neste ensaio foi utilizado o restante da suspedsidd2 do microtubo em que se
avaliou a mortalidade no ensaio anterior. ApOstisada da aliquota de 40 para avaliacao
da mortalidade foram utilizados os 550 J2 para ulacem tomateiros. Asim, foram
estudados os mesmos tempos de exposicao dos dBalo anterior. A suspensao contida no
microtubo (x550 J2) foi transferida para 4 ml deiaglestilada e esterilizada e, entéo,
inoculada em cada plantula de tomate com 20 dids agemeadura, em bandejas de isopor
de 76 células (120 cm?® cada) preenchidas com sitibstrgano-mineral. O indculo foi
colocado em volta do caule da planta a uma profiaud de 1,5 cm distribuido em 4 orificios
que foram preenchidos com o mesmo. As mudas foraniidas em casa de vegetacao com
rega diaria por 40 dias. A muda foi retirada dadega e colocada em balde com agua e o
substrato foi removido cuidadosamente da rizos#saraizes foram limpas e colocadas em
papel toalha para eliminar o excesso de agua. tensmsradicular serd pesado, contado o

namero de galhas e as raizes foram cortadas emmdrdags de 0,5 cm e processadas pela
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técnica de Boneti & Ferraz (1981). Os ovos recalhitbram contados em microscopio de
objetiva invertida.

3.7. Andlise de COVs emitidos pelas sementes de n&@mpor cromatografia gasosa

Foram preparadas seis replicatas de 1,59 de masededsementes de maméao para
analise de COVs e seis replicatas de agua antenengxposta aos volateis do macerado de
sementes de mamao. Como controle foram preparadaamd@stras utilizando areia
autoclavada e tubos vazios para comprovar que measios encontrados foram realmente
das sementes de mamao. As amostras foram coloead&sscos supelco de SPME de 20
ml, fechadas, com tampa envolvida com filme plasB¥/C, mantidas em incubadora a 28
°C. Trés dias ap0s, foram analisados os volatesienassées dos macerados e da agua que foi
anteriormente exposta a eles. Para a extracado@v's i empregada a técnica de SPME no
modo headspace, usando a fibora DVB/CAR/PDMS (Divarizeno, Carboxen,
Polidimetilsiloxano). A temperatura e o tempo dé&agéo foram 55 °C a 250 rpm durante 35
minutos, respectivamente. Para a separagcdo e fidaegio dos COVs foi usado um
cromatografo a gas acoplado a um espectrometro agsas GC-MS QP 2010 Ultra
(Shimadzu, Japan) equipado com injetor automatiama gdiquidos e gases AOC-5000
(Shimadzu, Japan) e coluna HP-5 (5% fenil-95% dlisiixano) de dimensdes 30 m x 0,25
mm x 0,25um. A temperatura do injetor foi de 250 °C, da fisee de 240 °C e da fonte de
ions do detector de 200 °C. O injetor foi operadanodosplitless ou no modasplit 1:2, de
acordo com a intensidade dos picos nas amostraso Gas de arraste foi usado He grau 5.0 a
1,0 ml.min'. A programacéo da temperatura do forno do GC do#@ °C até 130 °C a 3 °C
min-le entdo até 240 °C a 10 °C thirPara identificacdo dos COVs nas amostras, 0s
espectros de massas de cada pico do cromatograama &xtraidos através do programa
Automated Mass Spectral Deconvolution and Idemifon System (AMDIS) v. 2.63. A
identificacdo dos COVs foi realizada por comparagde espetros de massas dos picos das
amostras com espectros da biblioteca NIST peloranog Mass Spectral Search Program v.
1.7 (NIST, Washington - DC, USA) e por comparac@s dndices de retencdo obtidos
experimentalmente (Rl Exp.) com os indices de ¢éierda literatura (RI Lit.) (ADAMS,
2007; NIST, 2013; ROHLOFF E BONES, 2005). Os inslide retencdo experimentais foram
obtidos através da injecdo de uma série homélogalcdmos. Para a comparagcdo entre os
espectros de massas foram considerados somentge grigoque a similaridade entre os

espectros foi maior que 80%.
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3.8. Toxicidade de moléculas encontradas nas emiss@asosas pelo GC-MS

Foram adquiridas no mercado e testadas quanta@d@ades aM. incognita como as
moléculas acetato de vinila, benzaldeido, fenitddetdo, Oxido de linalool, linalool,
benzilacetonitrila e isopulegol, todas enconradesamissdes volateis de sementes de mamao
e fornecidas pela empresa Sigma-Aldrich, Saint4euMO, USA. A toxicidade foi avaliada
em um microtubo de 0,6 ml contendo uma suspens@msaq200 pL) com 100 pL contendo
aproximadamente 25 J2 em agua e 100 pL da solugdnotéculas nas concentracdes de
2000pug / mL e 100Qug / mL diluidas em solucdo aquosa de Tween 80®@h @/ mL, para
gue no final ficasse na concentracao desejada @@t/ mL e 500ug / mL. Como controle
foram utilizados Tween 80® a 0,01 g / L e aguaildekst. Os microtubos foram fechados e
mantidos a 25 °C por 48h. Apés o periodo, foramdgeneizados 0os microtubos e retirou-se
toda a solucao (200 pL) transferindo-a para poeo3ad puL em placas de polipropileno de
96 células (ELISA). Foi avaliado o numero de J2 eigvPara determinar se os J2 que
estavam imoveis ainda estavam vivos, uma gota ()0 de NaOH 1M, recentemente
preparado, foi adicionada em cada poco da placa.JOgue reagiram ao NaOH,
movimentando o seu corpo num intervalo de 3 mindéwam considerados vivos, caso
contrério, foram considerados mortos (CHEN & DICKEQ000 adaptado por AMARAL et
al., 2003). Somente as moléculas que causaramlidada acima de 80% foram selecionadas
para a determinagdo das concentragdes letais (ELG095), sendo elas acetato de vinila,
benzaldeido, fenilacetaldeido e benzilacetoni(figura 3). Para determinar a CL50 e CL95
da mortalidade de,Jde M. incognita, foram selecionadas as moléculas acetato de yvinila
fenilacetaldeido e benzilacetonitrila, as quaisifioravaliadas em 7 concentracdes diferentes
(25, 50, 75, 100, 150, 200 e 400 / mL). Deste modo, preparou-se uma solucao estaqu
800ug / mL, a qual serviria para gerar novas solucdes 400, 300, 200, 150, 100 e p@ /

mL. As solucbes foram preparadas sempre com o ddareconcentracdo desejada para
adicionar posteriormente a mesma quantidade empaela suspensdo contendo nematoides,
atingindo, assim, a concentracdo final desejadanofécula benzaldeido foi excluida dos
testes por ja existir relatos da toxicidade delavino e in vivo (NUNES et al.,, 2013;
BARROS et al., 2014; ULLAH et al., 2015; JARDIM @&t, 2017). Foram utilizados Tween
80® a 0,01 g / L e 4gua como controles negativas @arbofuram® (2,3-dihydro-2,2-
dimethyl-1-benzofuran-7-yl N-methylcarbamate, 98%jgma-Aldrich) como controle
positivo avaliado em 5 concentracdes diferentes180, 170, 210 e 250y / mL), utilizando
0 mesmo método de preparo das substancias, deser@iwormente. O periodo de exposicao
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de J2 aos volateis das moléculas e as diversagmoacdes foi de 48 h, sendo avaliada a
mobilidade e, posteriormente, a mortalidade coraxilia do NaOH como descrito (CHEN &
DICKSON, 2000; AMARAL et al., 2003).

Figura 3 — Estrutura molecular de Acetato de vinila, fesetaldeido e benzilacetonitrila.

0 o i N
AT o

Acetato de Vinila Fenilacetaldeido Benzilacetonitrila

3.9. Analise estatistica dos dados

Todos os experimentos foram repetidos duas vezesn€rios foram organizados em
delineamento inteiramente casualizado, com cingetigbes por tratamento. Os dados foram,
previamente, submetidos a testes de normalidadapii®HWilk) e homogeneidade de
variancia dos erros (Bartlett). Uma vez atendidopr@ssupostos, foi aplicado o teste F, por
meio da analise de variancia (ANOVA). Quando oaosignificancia (P<0.05), as médias de
cada tratamento foram agrupadas e diferenciadaggste de Tukey, utilizando-se o software
Sisvar (FERREIRA, 2000).

No ensaio sobre as concentracdes letais utilizau-aealise probit para encontrar as
CL50 e CL95 das moléculas testadas in vitro. Comoesultados dos dois experimentos e
das repeticdes foram semelhantes, os experimeatam fagrupados em um s6 e foram
analisados juntos no probit perfazendo-se 10 rgjesti para cada tratamento na busca das
médias das CL50 e CL95.
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4. RESULTADOS
4.1. Tempo de exposicao dos juvenis do segundadst (J2) deM. incognita aos volateis

Ocorreram diferencas significativas entre os tengmexposicdo dos J2 aos volateis
das sementes de mamaéo, tanto em relagcéo a imaleilglaanto em relagéo a mortalidade dos
J2 de M. incognita (p<0.05). Também os resultados dos experimentos B foram
semelhantes (Figuras 4 - Ae Be 5 - A e B). Emg@b a imobilidade, no experimento A, o
macerado das sementes de maméao imobilizou acirB8%eapos o tempo de exposicao de 6
horas, atingindo a imobilidade maxima de 100% mapte maximo de 48 horas (Figura 4 -
A). No experimento B, percebe-se que a imobilideaebém foi de aproximadamente 80%
no tempo de 6 horas (Figura 4 — B). Ja na moriddidabserva-se no experimento A que a
partir do tempo de 12 horas a mortalidade dos Jd.dacognita foi de, aproximadamente,
80% e chegou na mortalidade maxima no tempo méxend8 horas (Figura 5 - A). O
mesmo ocorreu no experimento B, onde a partir dgpoede 12 h a mortalidade ja foi bem
alta se aproximando de 100%, 0 que se mantevearnesaté o tempo maximo, matando
100% dos nematoides (Figura 5 — B). Em ambos osrementos (A e B), comparados com o
controle negativo ocorreu maior imobilizacao e male J2 em qualquer tempo de exposicao
(Figuras4-AeBeb5-AeB).

Figura 4 — Porcentagem da imobilidade de juvenis de segwsiédio deMeloidogyne
incognita em funcéo do tempo de exposicao aos volateisrdss@es de sementes de mamao.
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Figura 5 — Porcentagem da mortalidade de juvenis de segestimio deMeloidogyne
incognita em funcéo do tempo de exposicao aos volateisrdss@es de sementes de mamao.
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4.2. Infectividade e reproducao de J2 dbl. incognita

Houve diferencas significativas (p<0.05) entre e®sgos de exposi¢cdo de J2 de M.
incoginita aos volates de sementes de mamao tamt@lacdo a quantidade de galhas como
ovos por grama de raiz nos dois experimentos A(Bifuras 6 —Ae B e 7 - Ae B). No
experimento A, a quantidade galhas comecou a ddcasticamente a partir do tempo de 6
horas, quando quase ndo se observava galhas. Auilidd seguiu até atingir o tempo
maximo de 48 horas quando o numero de galhas seilagmu de zero (Figura 6 - A). De
forma semelhante, no experimento B, confirmou aigéd de galhas, no tempo de 6 h
chegando a aproximar-se de zero a 48 horas deig&patos J2 (Figura 6 - B). Com relagéo
a producao de ovos, ocorreu no experimento A, dilpiio expressiva a partir do tempo de 6
horas, chegando a menos de 50 ovos/g raiz, quamdpatado com a testemunha, valores em
torno de 200 ovos/g de raiz, cujo valor de ovostdaamentos aproximou-se de zero as 48
horas de exposicéo dos J2 (Figura 7 - A). No expio B, observou-se padrédo semelhante
com reducdo ainda maior a partir de 6 horas e tamti&egando a zero as 48 horas de
exposicao dos J2 (Figura 7 — B). Nos dois experiaseacorreram diferengas significativas
entre galhas e ovos em qualquer tempo de expodasid2 comparados ao controle de agua,

porém sempre com tendéncias na reducao semelhantes.
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Figura 6 —Numero de Galhas por grama de raiz em funcéao dpdeta exposicdo dos J2 de

M. incognita aos volateis emitidos pelos macerados.
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Figura 7 — Numero de Ovos por grama de raiz em funcéo mipdede exposi¢cdo dos J2 de

M. incognita aos volateis emitidos pelos macerados.
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4.3. Biofumigacdo com macerado de sementes de mamao

Os volateis emitidos e as emissdes nao volateantkiio processo de biofumigacao

causaram diferencas significativas (p<0.05) emdrelimersas quantidades dos macerados de

sementes de mamao e o numero de galhas e ovosapuat de raiz. Tanto no experimento A,
guanto no B, fica evidente que com o aumento daesdracao do macerado de sementes de

mamao ocorreu diminuicdo no numero de galhas e peograma de raiz. Em relacdo as
galhas, nos experimentos A e B, a partir da conagdid de 4 g de macerado ocorreram

reducgBes significativas no nimero de galhas, clitganmenos de 10 galhas / g raiz. A
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diminuicdo no numero de galhas continua com o atondas concentracdes até alcancar
100% de controle na maior concentracéo (8g) (FiguraA e B). J4 em relacdo aos ovos, nos
experimentos A e B, observou-se reducao inferlsd@ovos / g raiz a partir da concentracao
de 2 g de macerado chegando a 100% de reducdomeraide ovos comparado com 0O
controle (Concentracédo de zero gramas) na concéotide 4 g e 8g e macerados (Figura 9 —
A e B). Em cada experimento (A e B) os dados focamparados com o Basamid (controle
positivo) e representado nas Figuras 8 - A e B-éA% B com o asterisco. No entanto os

valores foram sempre zero para galhas e ovos.

Quando os ovos foram apenas expostos aos volatetsés dias ndo houve diferenca
significativa entre as emissdes de quantidades aleerados de sementes de maméao na
biofumigacédo nos dois experimentos (A e B). Destelan os volateis emitidos ndo foram

capazes de inibir a eclosdo de JAdéncognita.

Figura 8 — Numero de Galhas por grama de raiz em diferentesectracoes de macerados

de sementes de mamao. * Controle positivo, Basamid.
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Figura 9 —Numero de Ovos por grama de raiz em diferentesertraz6es de macerados de

sementes de mamao. * Controle positivo, Basamid.
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4.4. Toxicidade da agua exposta aos volateis emdil pelas sementes de maméo

maceradas in vitro e in vivo

Na 4gua exposta por diversos tempos, desde 1 48&t aos volateis de macerados
de sementes de maméao ndo causou imobilidade e wetalidade significativa dos J2 de M.
incognita em testes in vitro. Também nado ocorrgmicativa queda de infectividade e
reproducdo quando os J2 expostos aos volateis deradms de sementes de mamao foram

inoculados em tomateiros em testes in vivo.
4.5. Andlise de COVs emitidos pelas sementes de n&npor cromatografia gasosa

As analises por GC-MS dos volateis emitidos pelaserados de sementes de mamao
e da agua a eles exposta revelaram 17 compostastalo(Tabela 1). Os compostos
identificados foram categorizados como baixa (“vediana (“vv’) e alta (“vvwv”), pela
intensidade dos picos detectados nos cromatogra@msompostos identificados e com
intensidades medianas e altas foram: 3-metil-bytaRametil-butanal, benzaldeido,
fenilacetaldeido, benzilisocianato, benzilacetdait isotiocianato de benzila. Com excecéo
do composto benzilisocianato, todos os outros cetogaestiveram em quantidades medianas
e altas tanto na agua exposta, quanto no maceBRwo®.compostos que ocorreram no
macerado se sementes de mamao, estiveram ausentBgua exposta aos compostos o

carbono Oxido sulfeto, linalool e nonanal. Complatdista, os compostos dissulfeto de
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carbono, 2-metil-propanal, acetato de vinila, heketxido de linalool, tetrametilpirazina,
isopulegol, que ocorreram em pequenas intensidamés na agua quanto no macerado se

semente de mamao (Tabela 1).

Tabela 1 -Compostos organicos volateis identificados no meatmede semente de mamao e

na agua exposta ao macerado através da cromasogesfosa acoplada a espectroscopia de

massas.
IR IR

Compostos experimental ® literatura °  Similar (%) ¢  Semente Agua
1- Sulfeto de carbonila - - 90 X -
2- Dissulfeto de carbono - - 90 X X
3- 2 metil-propanal - 546 87 X X
4- Acetato de vinila 603 - 90 X X
5- 3-metil-butanal 653 654 90 XX XX
6- 2-metil-butanal 664 664 90 XX XX
7- Hexenal 804 801 90 X X
8- Benzaldeido 962 961 96 XX XX
9- Fenilacetaldeido 1033 1039 97 XX XX
10- Oxido de linalol 1066 1067 80 X X
11- Tetrametilpirazina 1081 1086 81 X X
12- Linalol 1094 1095 82 X -
13- Nonanal 1098 1100 88 X -
14- Benzilisocianato 1120 1125 92 XX X
15- Benzilacetonitrila 1136 1140 96 XX X
16- Isopulegol 1146 1145 90 X X
17- Isotiocianato de benzila 1373 1377 97 XXXX XX

x: Composto minoritario; xx: composto mediano; xxg@mposto maioritario presente nas amostras.
?indices de retengéo calculados por injecdo desgmia homéloga de alcanos
® indices de retencédo de acordo com a literaturaiffsj 2007; NIST, 2013)

°Semelhanca entre o pico do espectro de massapect@sde massa da biblioteca

- Dados nao disponiveis

4.6. Toxicidade de moléculas encontradas nas emiss@asosas pelo GC-MS

Das sete moléculas testadas, constatou-se acadiciden@&m acetato de vinila,
benzaldeido, fenilacataldeido e benzilacetonitniatando, na concentracdo de @0 mL,
92, 91, 94 e 96% dos J2 e na concentracao de d@OonL, 97, 93, 96 e 97%. Pela analise
probit, foram determinadas as CL 50 e CL 95 dagoubhs acetato de vinila, fenilacetaldeido
e benzilacetonitrila, além do nematicida carbof@amOs dados foram analisados
separadamente em ambos o0s experimentos A e Byidpdria semelhanca, foram analisados
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no probit como um Unico experimento constando deep@ticdes no total gerando valores
médios de CL 50 e CL95 (Tabela 2).

Tabela 2— CL50 e CL95 enmug / mL dos experimentos A e B e da média dos expaarios
in vitro com as substancias acetato de vinila,ldeptaldeido e bnzilacetonitrila encontradas

nas emissoes de sementes de mamao, além do carb@fur

Experimento A | Experimento B | Média dos Experimentog

CL50 CL95 | CL50 CL95 | CLm50 CLm95

Acetato de vinila 58 151 64 172 61 162
Fenilacetaldeido | 125 362 81 305 103 334
Benzilacetonitrila| 14 48 15 40 15 44

Carbofuram® 175 338 154 312 165 325
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5. DISCUSSAO

A capacidade nematicida da farinha de mamao jddoionstrada incorporando-a em
solo e substrato infestados por fitonematoides (B&¥t al., 2008; COUTINHO et al., 2009;
NEVES et al., 2011). A causa desta atividade nenatipode tornar insumo para a industria
de pesticidas, quando novas moléculas ativas s@oneadas. Neste trabalho, ocorreu
mobilidade e mortalidade de J2 Nk incognita quando se usou macerado de sementes de
mamao mesmo em curtos periodos de tempo de edippsigmprovando sua eficacia no
controle. Isto se deve a moléculas volateis toxichk incognita reveladas pela analise por
cromatografia gasosa. A alta imobilidade e consegmeente mortalidade implicou na
reducdo da infectividade e reproducdo em tomatgieds reducdo na formacdo de galhas,
bem como no niumero de ovos. A mortalidade dos redest pode estar associada a atuagao
dos COVs no sistema nervoso do nematoide impedinde- reconhecer e localizar o
hospedeiro ou o local de alimentacdo (BARROS, 20P444b). Volateis emitidos por
plantas tem causado mortalidade, reducéo de inigatie e reproducéo deloidogyne spp.
em plantas infectadadas (BARROS et al., 2014) lmemo defendem plantas contra
herbivoros e patdgenos (PICHERSKI & GANG , 2000; MAREVA & PICHERSKY,
2008).

Apesar da demonstracdo da toxicidade dos vola@ssetnissbes de sementes de
mamaain vitro e in vivo neste trabalho, agua exposta aos volateis nawrsmuttoxica a J2 de
M. incognita, indicando que as moléculas téxicas ndo sao teariporente retidas na agua, ou
sao retidas em quantidades insuficientes para lmmabou matar os nematoides. Assim, a
ineficiéncia das moléculas dissolvidas na agua @stie associada a solubilidade delas em
agua. Cada molécula apresenta caracteristicasisgee as ditas polares séo solubilizadas
mais rapido, sendo retidas em &gua, devido asagfies presentes, como pontes de
hidrogénio e ligacdes dipolo-dipolo (RUIZ et ab9B).

A biofumigacéo foi capaz de reduzir o numero déasmle de ovos dd. incognita.
Em outros trabalhos com incorporacao de farinhaeseentes de maméao no solo ocorreram
reducdo de galhas e ovos B oidogyne incognia e M. javanica (NEVES et al., 2008;
COUTINHO et al., 2009; NEVES et al., 2011), bem coam outros estudos de incorporacao
de partes vegetais no solo obtiveram o controlidgos patogénicos e nematoides (WANG
et al., 2009) e também estudos incorporando resigstais de brécolis obtiveram reducéo da
populacdo d&leloidogyne incognia e M. javanica (PLOEG & STAPLETON, 2001). No caso
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dos estudos com brassicas, observa-se que elasem@a® compostos tOXicos como 0S
glucosinolatos que € hidrolisado pela enzima mm@sise originando 0 composto
isotiocianato. O mesmo ocorre com as sementes g&impor apresentar como majoritario o
composto isotiocianato, demonstrado sempre em d¢ognmaia gasosa (BONES &

ROSSITER, 2006; AIRES et al., 2009; OJAGHIAN et, &012). Os isotiocianatos
apresentam acao nematicida e fungicida (ZASADA &RRES, 2003; OJAGHIAN et al.,

2012).

Os vapores resultantes da biofumigacéo, contudnafeéiaram a ecloséo de J2Me
incognita. Desta forma, o tempo de exposicado dos ovos adsev®bor apenas 3 dias pode ter
sido insuficiente ou 0s ovos sao mais resisteraeeteitos de moléculas comparados aos J2
de M. incognita, uma vez que exposicdes de J2 aos volateis mesmpepiodos tdo curtos
como 6 h, neste trabalho, causaram perdas deiuidecte e reproducao (Figura 6 e 7). Nos
ovos, a camada lipidica, apés a casca do ovo,garaeentrada de moléculas téxicas ao
embrido em formacao (GAUGLER & BILGRAMI, 2004). Matanto, a constatacdo também,
neste trabalho, de que a exposi¢do da dgua naax@maapores de macerado de sementes de
mamao por 72 h ndo tornou-a téxica aos ovos deed.dncognita mas a cromatografia
gasosa revelou nela ocorréncia da maioria dos cstopaue ocorreram no ambiente da
camara ao que tudo indica a quantidade dos congppesentes na agua exposta aos vapores
foi incapaz de causar toxicidade aos J2. E quedécoias polares sdo mais dissolvidas na
agua comparadas com as apolares (RUIZ et al., 1988ifas plantas tem demonstrado
presenca de volateis toxicos a J2, mas a exposigdagua a eles ndo a tornam toxica
(BARROS et al., 2014b; SILVA, et al.,, 2018). No amtb, existem volateis emitidos por
fungos e plantas que tornam a agua téxica a fitat@des apos a exposicéo a eles (FREIRE
et al., 2012; GRIMME et al., 2017; SILVA et al.,1K).

A composi¢do complexa das emissdes de maceradendentes de maméo sugere
muitas investigacdes sobre as moléculas encontrdties quatro delas demonstraram acao
nematicida (Tabela 2), podendo ndo sO surgir namaspostos eficazes no controle de
fitonematoides, mas também levar a sintese de meaoksitos (TERRA et al., 2018). Dos 17
compostos volateis encontrados (Tabela 1), o Giamato foi o mais intenso, sendo o
componente que apresentou 0 maior pico nas analisemtogréaficas e tem sido comprovada
a sua eficacia no controle de nematoides (ZASADARRRIS, 2003; OJAGHIAN et al.,

2012). Outro composto também presente (Tabelai b) ienzaldeido, que € nematicida com
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CL 50 de 171ug / mL contra J2 d&leloidogyne (ULLAH et al., 2015; NUNES et al., 2013).
Foi a primeira demonstracdo, neste trabalho, quéaulas volateis encontradas nas emissoes
de sementes de mamao, como a benzilacetonitnigadetaldeido e acetato de vinila (Figura
3), causaram toxicidadeM. incognita. E importante salientar que, o acido fenilacéaam
intermediario da fenilalanina, que apresenta algumeracteristicas capazes de sinalizar
interacdes microbinas com seus hospedeiros, sefel@nte estudar sua semelhanga quimica
com o fenilacetaldeido e sua aplicagcdo no contdelefitopatogenos, como no caso dos
fitonematoidesLIGHTLY et al., 2017)

Neste trabalho, que os valores de CL50 encontrgdwma o0 acetato de vinila,
fenilacetaldeido e benzilacetonitrila, @d. / mL, 103ug / mL e 15ug / mL, respectivamente,
estdo aquém de qualquer valor encontrado parabofoaam® (controle positivo), isto €, 165
ug / mL, que € um nematicida comercial disponivehngplamente utilizado no campo
(NUNES, 2013). Valores da CL50 do carbofuram® varde acordo com os testes realizados
entre os autores, podendo ser encontrado outrosesatomo 19Lig / mL (TERRA et al.,
2018) e 26Qug / mL (NUNES et al., 2013). Portanto, os valorasCd .50 do acetato de vinila,
fenilacetaldeido e benzilacetonitrila sé&o infersoaguele da CL50 do carbofuram® (controle
positivo) o que indica alto potencial de controlelad contraM. incognita, como
provavelmente em testes de casa de vegetacdo ectivitfade e reproducéo. Outras
moléculas encontradas nas emissdes de farinha o&anprecisam ser investigadas mais

profundamente quanto sua acdo nematicida tantoagkgraente quanto misturadas.
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6. CONCLUSOES

Macerados de sementes de mamao emitem compostognicmg Vvolateis
nematostéaticos e nematicidas comitaincognita. Os COVs de sementes de mamao reduzem
a infectividade e reproducédo de J2 e reduzem gahagos quando os J2 a eles expostos
foram inoculados em tomateiro. Em biofumigacdo ceementes de mamdo COVs e
compostos nao volateis liberados no solo reduzeimeero de galhas e ovos keincognita
em tomateiro. As moléculas, acetato de vinila,léeetaldeido e benzilacetonitrila sdo toxicas
aM. incognita, CL 50 de 63ug / mL, 103ug / mL e 15ug / mL, respectivamente.
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