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RESUMO - O género Meloidogyne possui ampla distribuicdo geografica, parasitando diversos cultivares de plantas em todo o
mundo e ocasionando grandes perdas a diversos produtores, sendo necessaria a busca por controles alternativos com custos
acessiveis, visando a qualidade dos produtos e a protecdo ao meio ambiente. O objetivo deste trabalho foi avaliar diferentes
métodos alternativos de controle visando 0 manejo de Meloidogyne incognita em tomateiro cultivar Santa Cruz Kada, testando
o efeito do extrato de Ruta graveolens (arruda), produtos homeopaticos e bioprodutos comerciais. Foram avaliados cinco
tratamentos: testemunha (agua), extrato de arruda, homeopético Thuya occidentalis, homeopético Cina, bioproduto a base do
fungo Pochonia chlamydosporia e bioproduto & base de Bacillus spp. e Trychoderma spp., com aplicacdes foliares realizadas
semanalmente, durante oito semanas. Avaliaram-se 0 comprimento e volume de raiz, altura total da planta, nimero de folhas,
massas fresca e seca da parte aérea, indice de galhas, ovos e juvenis na raiz e fator de reproducdo. O experimento foi
conduzido em delineamento inteiramente casualizado com cinco repeti¢des. Os resultados foram submetidos a anélise de
variancia e pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade. A cultivar se apresentou resistente quando exposta aos
tratamentos homeopaticos Thuya e Cina e ao bioproduto a base do fungo P. chlamydosporia, e se manteve suscetivel em
relagdo aos tratamentos extrato de arruda e bioproduto & base de Bacillus spp. e Trychoderma spp. Os demais parametros
avaliados ndo diferiram estatisticamente.

Palavras-chave: homeopatia, controle biolégico, nematoides de galhas, Ruta graveolens.

ALTERNATIVE CONTROL OF Meloidogyne incognita IN TOMATO PLANTS

ABSTRACT - The genus Meloidogyne has a wide geographical distribution, parasitizing plant cultivars around the world and
causing large losses for farmers. Then, is necessary the search for alternative control methods which are cheap and that
improving the quality of products and protection of the environment. The aim of this study was to evaluate different alternative
control methods against Meloidogyne incognita on tomato plants: extract of Ruta graveolens, homeopathic products and
commercial bioproducts. Five treatments were evaluated: non-treated plants (water), extract of R. graveolens, Thuya
occidentalis homeopathic, Cina homeopathic, bioproduct based on the fungus Pochonia chlamidosporia and bioproduct based
on Bacillus spp. and Trychoderma spp. The assay was conducted for eight weeks with weekly foliar applications. We
evaluated the length and volume of the root, total plant height, number of leaves, fresh and dry masses, index galls, eggs and
juveniles in root, and reproduction factor. The experiment was a completely randomized design with five replications. Data
were analysed by Tukey test at 5% probability. The results showed that tomato plants were resistance when treated with
homeopathic Thuya and Cina and bioproduct based on the fungus P. chlamydosporia, whereas the tomato plants were
susceptible to nematodes when treated with R. graveolens extract, and the bioproduct based on Bacillus spp. and Trychoderma
spp.

Key words: homeopathy, biological control, root-knot nematode, Ruta graveolens.

INTRODUCAO

O nematoide das galhas, pertencente ao género
Meloidogyne, ganha destaque no meio agricola como o
grupo mais importante do ponto de vista econdmico, tanto
devido a sua ampla distribuicdo geogréafica, como pelos
prejuizos que causam (FERRAZ; MONTEIRO, 2005),
originando sintomas como o nanismo, amarelecimento de

folhas e formagdo de galhas na raizes, o que dificulta a
absorcdo de 4&gua e nutrientes e prejudica o
desenvolvimento da cultura, ocasionando prejuizos na
producdo (NASU, 2008; NUNES, 2008).

O poder de sobrevivéncia mesmo em condi¢des
desfavoraveis (FERRAZ; MONTEIRO, 1995) e a grande
variedade de cultivares em que podem se reproduzir
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(COSTA; CAMPOS, 2001) sdo obstaculos importantes no
controle desses organismos. Para Mizubuti e Maffia
(2006), controlar doencas implica em manté-las em
intensidades economicamente tolerdveis, e considerando o
uso abusivo de nematicidas e a ineficiéncia desses
compostos em  determinadas  situacBes, métodos
alternativos de controle estdo ganhando destaque entre o0s
pesquisadores.

Dentre os métodos de controle alternativo, tém-se
0 uso de produtos biolégicos, homeopaticos e extratos
vegetais. O controle biolégico consiste na reducdo da
populacdo do nematoide pela agdo de outro organismo
vivo, 0 que ocorre naturalmente no solo, ou através da
manipulagdo do ambiente, incluindo a introdugdo de
organismos antagonistas (SOARES; SANTQS, 2006). O
uso de extratos vegetais com propriedades nematicidas no
controle de fitonematoides representa outra alternativa
para 0s pequenos produtores, com valor pratico,
econbmico, e sem riscos de contaminacdo ao ambiente
(GARDIANO et al., 2009).

A homeopatia, um método terapéutico que se
baseia no principio da semelhanca e est4 sendo utilizada
por agricultores com resultados positivos no aumento da
resisténcia de plantas & patégenos (CARVALHO et al.,
2007). O homeopatico é preparado através da dinamizacéo,
que libera as propriedades mediCinais da substancia
original (ANVISA, 2014), porém, a aplicacdo de produtos
homeopaticos para a sanidade das culturas agricolas é
ainda restrita a alguns produtores que desenvolvem
agricultura organica (ROLIM et al., 2001).

Desta forma, este trabalho teve como objetivo
auxiliar na busca de métodos eficientes de controle, com
custo acessivel e sem prejuizos, tanto ao meio ambiente
guanto a satde da populacdo, avaliando diferentes méetodos
alternativos, utilizando produtos homeopaéticos,
bioprodutos comerciais e extrato de arruda, visando o
manejo de Meloidogyne incognita em tomateiro.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado na casa de vegetacao
da Estacdo Experimental e no Laboratdrio de Fitopatologia
da Pontificia Universidade Cat6lica do Parand (PUPR),
campus de Toledo. Realizou-se a obtencdo do inéculo a
partir de plantas selecionadas com sintomas de infecc¢éo,
parasitadas por Meloidogyne spp. a partir de amostras
enviadas por produtores da regido ao laboratério de
Fitopatologia da PUCPR, campus de Toledo.

A identificagdo da espécie foi realizada pela
técnica da configuracdo perineal (HARTMAN; SASSER,
1985), e isoenzima esterase (ALFENAS et al., 1998), em
gue, fémeas maduras de Meloidogyne spp. foram extraidas
de galhas encontradas nas raizes das amostras, depositadas
em recipiente contendo acido latico a 45% e trabalhadas
em lupa para a obtencdo de cortes perineais.
Posteriormente, confeccionaram-se l[aminas
semipermanentes com glicerina, contendo o0s cortes
perineais adquiridos, seladas com esmalte e observadas em
microscdpio Otico, contendo em cada Iamina dez cortes
perineais. A identificacdo da espécie foi feita com base na
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comparacdo dos cortes obtidos com o0s descritos em
literatura para as diferentes espécies de Meloidogyne.

Para a realizacdo da analise isoenzimatica
esterase, sete fémeas maduras foram coletadas de raizes
com sintomas de galhas, ao microscopio estereoscopio, e
maceradas em 10 pL de solugdo extratora. Apos, foi
realizada a corrida eletroforética durante uma hora e 10
minutos, a 4 °C em aparelho vertical modelo MGV — 202
(Biosystems), com gel de poliacrilamida na concentracéo
de 8,23%. Finalizada a corrida, o gel foi retirado das
placas de vidro e repassado em uma bandeja plastica
contendo solugdo tampdo fosfato de sédio pH 6,2 para
lavagem e mantido sob leve agitacdo. Depois da lavagem
do gel, o tampdo fosfato foi descartado, adicionando
solucdo contendo os corantes Fast Blue RR e alfa-naftil
acetato. O gel foi incubado por aproximadamente 15 min a
30 °C, até o aparecimento das bandas. Com as bandas de
esterase ja coradas, a solucdo corante foi descartada e
adicionada solucdo para descoloragdo do mesmo,
composta por etanol absoluto, acido acético glacial e agua
destilada, e apdés, adicionado solucéo para secagem ao qual
continha glicerina, metanol e agua destilada, e o padréo de
bandas fotodocumentado.

As raizes que apresentaram M. incognita
parasitando-as foram selecionadas e as populacdes
extraidas conforme metodologia de Coolen e¢ D’Herde
(1972), na qual, raizes com galhas foram cortadas em
pedacos de 1,0 cm de comprimento e trituradas em
liquidificador por 30 segundos com uma solucdo de
hipoclorito de sodio (NaOCIl) a 0,5%. Apos, a solucdo
obtida foi passada em um conjunto de peneiras sobrepostas
de 20 e 400 mesh, onde pequenos fragmentos de raizes
foram retidos na primeira peneira (20 mesh) e ovos e
juvenis (J2) ficaram aderidos na segunda peneira (400
mesh), sendo recolhidos em um béquer para transferéncia
do material em tubetes, seguido de centrifugacdo durante 5
min a uma velocidade de 2.000 rpm (rota¢des por minuto).

Apo6s este procedimento, o sobrenadante foi
descartado e adicionou-se sacarose (densidade = 1,15 g
cm™®) aos tubetes, homogeneizando-os e os submetendo a
uma nova centrifugacdo a 2.000 rpm durante 1 min. O
sobrenadante nesta etapa foi peneirado, lavado e recolhido
em copo graduado.

A populagéo obtida foi multiplicada em plantas de
tomate cultivar Santa Cruz Kada e mantidas em casa de
vegetacdo durante 60 dias para serem utilizadas como
fonte de indculo.

Realizou-se a semeadura do cultivar Santa Cruz
Kada em bandejas de isopor de 200 células contendo
substrato comercial esterilizado por autoclavagem (120 °C,
1 atm, 1 h). Ap6s 30 dias, as mudas de tomate foram
transplantadas para vasos com capacidade de 1,5 L
contendo uma mistura de solo: areia (2:1), previamente
esterilizada por autoclavagem e adubados de acordo com a
analise de solo.

Para o preparo do indculo, utilizou-se a
metodologia de extracdo  descrita  anteriormente
(COOLEN; D’HERDE, 1972) a partir das plantas de
tomate cultivar Santa Cruz Kada utilizadas para
multiplicacdo. A quantificacdo de ovos/J2 foi realizada em

Sci. Agrar. Parana., Marechal Candido Rondon, v. 15, n. 4, out./dez., p. 421-426, 2016



Controle alternativo em populacfes de Meloidogyne...

lamina de Peters, sendo a populacdo inicial (Pi)
equivalente a 5.000 ovos/J2, onde o indculo foi depositado
em trés orificios perto das raizes das plantas, a 1,5 cm de
distancia e 5,0 cm de profundidade.

Os tratamentos utilizados foram: &gua
(testemunha), extrato de folhas de Ruta graveolens
(arruda), produto homeopatico Thuya na dinamizacdo 200
CH (centesimal hahnemanina), produto homeopatico Cina
na dinamizagdo 200 CH, bioproduto comercializado a base
do fungo Pochonia chlamydosporia e bioproduto
comercializado a base de Bacillus spp. e Trichoderma spp.

Para a preparacdo do extrato de folhas de arruda
foi utilizado o método descrito por Ferriz e Zheng (1999),
onde para cada grama do vegetal seco misturam-se 10 mL
de agua destilada. A mistura permaneceu em repouso por
24 h e, posteriormente foi manualmente triturada com
auxilio de almofariz e pistilo e filtrada em papel Wathman
n® 1. Os extratos foram recolhidos em béqueres e
utilizados imediatamente ap0s o preparo. Para o tratamento
homeopético Cina e Thuya a concentracdo utilizada foi de
0,01% de Cina e Thuya 200 CH.

Em relagdo aos bioprodutos comercializados,
utilizaram-se as seguintes concentracdes: bioproduto
comercializado & base de fungo P. chlamydosporia,
diluido 20 pL por litro de &gua destilada e bioproduto
comercializado a base de Bacillus spp e Trichoderma
diluido a cada 0,01 g em 200 mL de &gua destilada. Foram
aplicados 10 mL dos tratamentos via pulverizacdo foliar,
durante um periodo de oito semanas, com intervalos
regulares de oito dias.

Para testar o efeito dos diferentes métodos de
controle para M. incognita foram avaliados os seguintes
pardmetros: comprimento da raiz (CR), volume da raiz
(VR), altura total da planta (HT), nimero de folhas (NF)
por planta, massa fresca parte aérea (MFPA) e massa seca
parte aérea (MSPA).

Determinou-se o indice de galhas (IG), nimero de
ovos e J2 por sistema radicular (Ovos e J2/SR), seguindo a
metodologia de extragdo de nematoides de raizes de
Coolen e D’Herde (1972) e realizado o calculo do fator de
reproducdo (FR), representado pela relagdo entre o nimero
de ovos/J2 por sistema radicular (Pf) e o nimero de
ovos/J2 utilizados no inoculo (FR=Pf/Pi), onde de acordo
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com Oostenbrink (1966), FR superiores ou iguais a 1,0
indicam plantas suscetiveis (boa hospedeira), inferiores a
1,0 resistentes (ma hospedeira) e iguais a 0 imunes (sem
reproducao).

Utilizou-se o  delineamento  inteiramente
casualizado (DIC) composto pelos seis tratamentos acima
citados, com cinco repeticBes, constituidas cada uma por
um vaso com uma planta. Uma planta de tomate cultivar
Santa Cruz Kada foi utilizada por tratamento para
indicagdo da viabilidade do in6culo utilizado. Os dados
foram analisados pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de
probabilidade utilizando o programa estatistico SISVAR®
(FERREIRA, 2003). Os valores foram transformados
visando a homogeneidade das variancias e a normalidade
dos dados.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os parametros avaliados ndo apresentaram
diferenca estatistica significativa, porém, a aplicacdo dos
tratamentos homeopaticos (Thuya e Cina) e do bioproduto
comercializado a base do fungo Pochonia clamydosporia,
indicaram resisténcia ao cultivar Santa Cruz Kada, pois
apresentaram fatores de reproducdo (FR) inferioresa 1,0, 0
que classifica a planta, segundo conceito de Oostenbrink
(1966), como uma hospedeira desfavoravel a reproducédo
do nematoide das galhas (Tabela 1).

Puignau (1992) pontua que, a utilizagdo de
cultivares resistentes é considerada um método adequado
de controle, pois mesmo com a presenga do patogeno, a
doenca ndo afeta o desenvolvimento do cultivar,
entretanto, Alvarenga (2004) relata que o cultivo de
variedades suscetiveis tende a favorecer a multiplicagdo do
nematoide no solo, prejudicando um futuro controle, como
também, existem dificuldades para encontrar variedades de
cultivares resistentes adaptadas aos diferentes tipos de
regides (NASU, 2008).

Nenhum dos tratamentos se sobressaiu nos
resultados em todos os parametros avaliados, sendo que o
tratamento controle (4gua), como observado na Tabela 1,
apresentou os melhores indices de altura total (HT) e
nimero de folhas (NF). As plantas tratadas apresentaram
esses indices inferiores a testemunha.

TABELA 1. Teste de média para as variaveis: comprimento da raiz (CR), volume da raiz (VR), altura total da planta (HT),
namero de folhas (NF), massa fresca parte aérea (MFPA), massa seca parte aérea (MSPA).

Tratamentos CR VR HT NF MFPA MSPA
Agua- testemunha 26,14 ns' 2,0ns 119,4ns  116,8 ns 26,658 ns 4,432 ns
Extrato de Arruda 25,00 ns 2,4 ns 115,8 ns 91,6 ns 27,593 ns 3,577 ns
Homeopatico Thuya 37,30 ns 3,2ns 117,2ns  101,6 ns 23,056 ns 3,859 ns
Homeopaético Cina 28,70 ns 4,0 ns 107,0ns  112,2ns 26,422 ns 4,009 ns
Bioproduto (Pochonia chlamydosporia) 25,40 ns 2,8ns 96,8 ns 113,8 ns 21,594 ns 2,635 ns
Bioproduto (Bacillus spp. e Trichoderma spp.) 28,00 ns 3,2ns 110,6 ns  103,8 ns 31,469 ns 4,184 ns
CV (%) 14,06 17,77 5,85 16,75 18,97 14,13

Fonte: os autores (2014).

Em que: *: ndo significativo estatisticamente ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste de Tukey.
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Ferreira et al. (2013) avaliaram o efeito de
Bacillus subtilis em alface, constando um maior
comprimento de raiz e maior quantidade de massa fresca
da parte aérea quando utilizado o tratamento, as médias
obtidas neste trabalho apresentam um aumento nestes dois
indices em relacdo a testemunha, porém, sem diferenca
significativa.

Segundo Bettiol et al. (2012), 0 modo de acdo do
fungo P. chlamydosporia se baseia em se alimentar dos
ovos de nematoides e disponibilizar nutrientes de matéria
orgénica do solo para a planta, o que influenciaria no
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melhor desenvolvimento das mudas, resultado ndo obtido
neste trabalho.

As médias apresentadas na Tabela 2 apontam
reducdo do indice de galhas e maior volume da raiz em
comparacdo a testemunha na aplicacdo de todos os
tratamentos. Em relacdo as médias obtidas, os tratamentos
homeopaticos (Thuya e Cina) e o bioproduto a base do
fungo P. clamydosporia indicaram reducdo na quantidade
de ovos e juvenis (J2) por sistema radicular, apontando
resisténcia do cultivar, segundo conceito de Oostenbrink
(1966).

TABELA 2. Teste de média para as variaveis: indice de galhas (IG), ovos e juvenis por sistema radicular (Ovos e J2/SR) e

fator de reproducéo (FR).

Tratamentos IG Ovos e J2/SR FR Reagdo’
Agua- testemunha 162,6 ns 5716 ns 1,143 S
Extrato de Arruda 121,6 ns 5828 ns 1,165 S
Homeopético Thuya 108,2 ns 4160 ns 0,832 R
Homeopatico Cina 104,8 ns 4202 ns 0,840 R
Bioproduto (Pochonia chlamydosporia) 100,6 ns 3922 ns 0,753 R
Bioproduto (Bacillus spp. e Trichoderma spp.) 122,2 ns 6425 ns 1,285 S
CV (%) 23,60 39,11 - -

Fonte: os autores (2014).

Em que: *segundo conceito de Oostenbrink (1966). S: suscetivel, R: resistente e I: imune. “ndo significativo estatisticamente ao nivel de 5% de probabilidade

pelo teste de Tukey.

Vigianno  (2011) avaliou o fungo P.
chlamydosporia no controle de M. javanica em cultivar de
alface e pepino, constatando a reducdo do ndmero de
galhas nas raizes das plantas de pepino e a reducdo no
namero de ovos dos dois cultivares. Segundo o autor, o
fungo P. chlamydosporia possui um grande potencial para
o controle bioldgico do nematoide das galhas em campos
de produgdo holericola, contudo, as formas mais
adequadas de aplicacdo desse organismo ainda necessitam
ser determinadas.

Fernandes (2014) constatou que diferentes doses
de aplicacédo do fungo P. chlamydosporia geram diferentes
resultados frente ao controle de M. incognita. Lopes et al.
(2005) demonstraram que diferentes espécies de nematoide
podem responder de maneiras distintas a aplicacdo de um
mesmo tratamento.

Amaral et al. (2002), ao aplicarem extrato de
arruda em mudas de café, observaram a reducdo no
nimero de galhas apenas na primeira quinzena do més, e
concluidos 30 dias de aplicagdo do tratamento, a nova
avaliacéo constatou aumento no indice de galhas. Gardiano
(2006) também avaliou a utilizagdo de extrato aquoso de
arruda para o combate de M. javanica, com aplicacfes
quinzenais por um periodo de sessenta dias € 0 mesmo
também nao obteve resultados significativos.

Neste trabalho, as mudas de tomate
permaneceram expostas ao tratamento durante 60 dias, € 0
tempo pode ter sido o fator que proporcionou os resultados
diferentes de outros autores. De acordo com Dias et al.
(2000), hd uma grande diversidade de plantas que sdo
utilizadas na mediCina natural que possuem atividades

contra fitonematoides, mas é preciso encontrar as melhores
formas de aplicagBes para que os resultados sejam
eficientes.

As plantas tratadas com o bioproduto a base
Bacillus spp. e Trichoderma spp. apresentaram os maiores
indices de quantidade de ovos e J2 por sistema radicular,
nimero de galhas, e foi o tratamento que apresentou a
maior quantidade de &gua na parte aérea, tendo em vista a
diferenga de massa seca e massa fresca parte aérea. O
comprimento e o volume da raiz se mostraram superiores a
testemunha, porém, sem diferenga estatistica significativa.

Vozz (2013), ao avaliar plantas de tomateiros
tratadas com Bacillus spp., observou a auséncia de galhas
e massa de ovos. Matsumura et al. (2008) em seu
experimento utilizando Trichoderma spp., também
verificou reducdo significativa no nimero de galhas por
planta. Para o indice de galhas, os resultados concordam
com Coutinho et al. (2009), os quais observaram redu¢do
do nimero de galhas e de ovos de Meloidogyne spp.
quando na aplicacdo de P. chlamydosporia em tomateiro.

Os resultados desfavoraveis para os parametros
avaliados frente a aplicacdo do bioproduto comercial a
base de Bacillus spp. e Trichoderma spp., pode estar
relacionado a associacdo entre 0s organismos que
possivelmente, por estarem atuando de forma conjunta,
ndo agiram com eficacia.

Quando na utilizacdo do tratamento homeopatico
Cina, os resultados obtidos concordam com Datta (2006) e
Sukul et al. (2006), que observaram reducdo na populagdo
do nematoide das galhas utilizando o homeopético em
cultivares de amoreira (Morus alba L.) e de Senhora Dedo
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(Hibiscus esculentus), respectivamente. Porém, diferente
dos autores citados, neste trabalho o tratamento ndo
apresentou diferenca estatistica.

Sukul et al. (2013) avaliaram o produto Cina 200
CH na reducdo do nematoide das galhas na cultura de
pepino, e observaram que a populacdo do nematoide foi
significativamente menor com os grupos tratados do que
0s ndo tratados. Os autores afirmam que o produto nédo
afetou diretamente os parasitas e sim, induziu a respostas
naturais de defesa da planta.

O homeopatico Thuya ndo difere estatisticamente
dos demais, porém obteve resultado positivo ao avaliar o
indice de galhas, uma vez que a média se mostrou inferior
em relacédo a testemunha.

Poucos sdo os estudos referentes ao homeopatico
no controle de nematoides, no entanto, com o experimento
realizado, observaram-se resultados positivos frente ao
controle de M. incognita. Vale ressaltar que fatores como
temperatura, forma de preparo (MELLO et al., 2006),
aplicacdo (FERREIRA et al., 2013) e concentracdo
(MOREIRA et al., 2009), séo itens que influenciam na
acdo dos tratamentos, gerando maior ou menor eficacia de
controle.

CONCLUSOES

N&o houve diferenca significativa entre os
tratamentos, porém, a aplicacdo dos homeopaticos Thuya e
Cina, e do bioproduto comercial a base do fungo Pochonia
clamydosporia, resultaram em resisténcia da planta de
tomate do cultivar Santa Cruz Kada ao nematoide das
galhas M. incognita.
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