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RESUMO

Os nematodes-das-galhas-radiculares (NGR), Meloidogyne spp., sdo pragas importantes das
culturas, responsaveis por reducfes significativas na quantidade e qualidade da producéo
agricola. O seu controlo é dificil e muitos dos métodos utilizados sdo ineficazes. Estratégias
alternativas de controlo com base biologica devem ser desenvolvidas para minimizar riscos
para a saude e ambiente, decorrentes da utilizacdo de nematodicidas. Algumas plantas, como
Solanum nigrum, libertam fitoquimicos naturais que apresentam propriedades nematodicidas
e 0s seus exsudatos radiculares podem actuar como estimuladores/inibidores da eclosdo e/ou
afetar a mortalidade de jovens do segundo estadio (J2). Os objectivos deste trabalho foram
avaliar o efeito dos exsudatos radiculares de S. nigrum, na eclosdo e mortalidade de J2 de
quatro isolados de Meloidogyne (M. arenaria, M. chitwoodi, M. ethiopica e M. javanica) e
averiguar a reproducdo destes isolados em S. nigrum. A eclosdo de J2 foi avaliada,
diariamente, durante 15 dias e a sua mortalidade durante 8 dias com contagens as 3h, 6h e a
cada 24 h de exposicdo aos exsudados. Os resultados sugerem que S. nigrum pode ter efeito
na eclosdo e mortalidade de isolados de Meloidogyne, ainda que sejam necessarios mais
ensaios. Esta planta espontanea existente em Portugal, parece ter potencial para o controlo de
Meloidogyne spp.

Palavras-chave: Controlo bioldgico; Eclosdo; Mortalidade; Nematodes-das-Galhas-

Radiculares; Patogenicidade; Solanum nigrum.
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ABSTRACT

Root-knot-nematodes (RKN), Meloidogyne spp., are important crop pests and can cause
reductions in the quantity and quality of agricultural production. Their control is difficult and
many of the methods used are ineffective. Alternative strategies should be developed to
minimize risks to health and environment resulting from the use of nematicides. Some plants
have natural phytochemicals with nematicide properties and their root exudates may act as
stimulators or inhibitors of hatching and/or cause mortality of second stage juveniles (J2). The
objectives of this study were to evaluate the effects of Solanum nigrum root exudates on the
hatching and mortality of four Meloidogyne isolates (M. arenaria, M. chitwoodi, M. ethiopica and
M. javanica) and to investigate the reproduction of these isolates in S. nigrum. The hatching of
J2 was evaluated daily during 15 days. The mortality of J2 was evaluated during 8 days and
counted after 3h, 6h and every 24 h of exposure to exudates. The results suggested that S.
nigrum may have effect on the hatching and mortality of all Meloidogyne isolates tested,
although, other tests should be conducted. This spontaneous plant, existing in Portugal, seems

to have potential in the control of Meloidogyne spp. isolates.

Key-words: Biological control; Hatching; Mortality; Root-Knot Nematodes;; Pathogenicity;
Solanum nigrum.
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| INTRODUCAO

Os nematodes sdo seres microscopicos e muitos deles habitam no solo e atacam as
plantas, sendo responsaveis por inimeros danos nas culturas agricolas e prejuizos econémicos
ao produtor (Goulart, 2010). Os estragos provocados pelos nemétodes sdo responsaveis pela
reducdo de 11% da producdo agricola a nivel mundial, que se reflecte numa reducéo de
milhGes de toneladas por ano (Coyne et al., 2007). Os nematodes-das-galhas radiculares
(NGR), Meloidogyne spp., podem levar a perdas de rendimento até 60% (Nchore et al., 2011).

Em 1855, Berkeley, referiu pela primeira vez os NGR, quando observava danos
causados por eles em pepinos (Mitkowski & Abawi, 2011). Os NGR estdo distribuidos por
todo o mundo e parasitam milhares de espécies de plantas superiores, incluindo as
monocotileddneas, dicotiledoneas, herbaceas e plantas lenhosas (Sirca et al., 2004), podendo
ser encontrados em zonas de clima temperado e tropical (Caillaud et al., 2008).

S6 ap6s a identificacdo dos nematodes, responsaveis pelos estragos das culturas, podem
ser avaliadas as medidas de controlo que devem ser tomadas. Estas medidas irdo depender,
também, da cultura, do sistema cultural utilizado e das circunstancias locais (Coyne et al.,
2007).

Com a crescente preocupacgédo de desenvolvimento de alternativas ao uso de pesticidas
quimicos, usados para reduzir os danos causados pelos inimigos das culturas, nomeadamente,
0s NGR, tém-se desenvolvido medidas de luta atraves da utilizacdo de agentes bioldgicos em
conjunto com cultivares de plantas que apresentem alguma resisténcia a estes nematodes
(Abrantes et al., 2007). Algumas plantas tém a capacidade de libertar fitoquimicos naturais
que apresentam propriedades nematodicidas. Os exsudatos radiculares destas plantas podem
actuar como estimuladores ou inibidores da eclosdo de jovens do segundo estadio (J2)
(Conceicdo et al., 2012). Devido ao reconhecimento pelas plantas da invasdo pelo parasita,
atraveés da ruptura do tecido das raizes, da-se como resposta uma libertacdo de substancias
nematodicidas (Ahmad et al., 2010). Algumas das substancias com principios nematodicidas
ja identificadas nas plantas sdo substancias como isotiocianatos, tiofenos, glicosideos,
alcaldides, compostos fendlicos e acidos gordos (Haseeb & Butool, 1996). As plantas que
possuem actividade nematodicida podem actuar como uma armadilha, matando o neméatode
guando este invade as raizes, ou através do efeito de exsudatos fora da raiz (Ahmad et al.,
2010).
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A espécie Solanum nigrum, em portugués chamada de Erva-Moura, é uma planta
herbacea que pertence a familia Solanaceae (kamgari, 2009). Esta é uma planta susceptivel a
doencas provocadas por fungos e nematodes que provocam alteracbes das propriedades

quimicas da planta (Robab et al., 2012).

I OBJECTIVOS

Neste trabalho, os objectivos consistiam em: i) avaliar o efeito dos exsudatos radiculares
de Solanum nigrum na eclosdo e mortalidade de jovens do 2° estadio (J2) de quatro isolados
de Meloidogyne ( M. arenaria, M. chitwoodi, M. ethiopica e M. javanica); ii) avaliar a
resisténcia da mesma planta a estes isolados, de forma a poder contribuir para um eficiente
controlo dos NGR através do desenvolvimento de estratégias de proteccdo com produtos

naturais que possam ser alternativas a utilizacdo de nematodicidas de sintese.
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Il REVISAO BIBLIOGRAFICA

1. NEMATODES -DAS -GALHAS RADICULARES (NGR),
MELOIDOGYNE SPP.

Todos os nematodes fitoparasitas apresentam na sua constituicdo um estilete, cuja funcao
consiste na injeccdo de secrecOes e ingestdo de nutrientes a partir de células da planta
hospedeira. N&o apresentam uma estrutura Ossea interna e a sua cuticula actua contra a
pressdo de turgescéncia interna, mantendo a forma corporal e facilitando a sua locomogéo
(Mitkowski & Abawi, 2011). Através do estilete estabelecem interaccdo com as plantas
hospedeiras, induzindo uma diferenciacdo das células das raizes em células de alimentacédo
especializadas (Caillaud et al., 2008).

No ano de 1887, Goeldi, descreveu Meloidogyne exigua e a partir dai, Chitwood
estabeleceu 0 nome usado actualmente para os NGR. As espécies mais comuns e que
apresentam maior importancia a nivel econémico sdo M. incognita, M. javanica, M. arenaria,
M. hapla, M. chitwoodi e M. graminicola (Mitkowski & Abawi, 2011). As especies M.
arenaria, M. javanica e M. incognita podem ser encontradas em todo o0 mundo, sendo que se
encontram principalmente em zonas tropicais e subtropicais. A espécie M. hapla é encontrada,

preferencialmente, em zonas de clima temperado e de maior altitude (Collange et al., 2011).

1.1 CICLO DE VIDA

O ciclo de vida do nematode é dividido em seis estadios (Coyne et al., 2007) e é no
estddio mavel, enquanto J2, que se torna possivel ocorrer infeccdo (Williamson & Hussey,
1996).

O ciclo comeca pelo ovo, de seguida tem quatro estadios juvenis e por fim atinge o
estadio adulto (Coyne et al., 2007). Entre cada estadio ocorre uma muda. A medida que a
fémea aumenta de volume a sua regido posterior pode romper a epiderme da raiz e 0S 0vos
sdo depositados numa massa gelatinosa, que pode ser observada sem recorrer a ampliagéo,
reiniciando-se assim o ciclo de vida dos NGR (Mitkowski & Abawi, 2011). Estas massas

gelatinosas, produzidas por glandulas na zona rectal das fémeas, tém como fun¢des manter os
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ovos unidos, conferir proteccdo contra condi¢cOes ambientais extremas e predadores,
possuindo ainda propriedades antimicrobianas (Moens et al., 2009).

As massas de ovos encontram-se a superficie de raizes com galhas, embora possam
também encontrar-se no interior do tecido das galhas. Estas sdo numa fase inicial macias,
pegajosas e hialinas, mas com o seu desenvolvimento tornam-se mais firmes e com coloracéo
mais escura (Moens et al., 2009). Os ovos variam em tamanho e na forma, apresentando cerca
de 95 um de comprimento e 40 um de didmetro. A sua casca € composta por uma camada
exterior vitelina, com cerca de 30 nm de espessura, por uma camada de quitina, com cerca de
400 nm de espessura, e por uma camada interna de glicolipidos com espessura varidvel. Esta
ultima camada torna o0 ovo muito resistente a produtos quimicos (Eisenback & Hunt, 2009).
Dentro do ovo da-se um fendmeno chamado de embriogénese, que consiste no
desenvolvimento deste até ao 2° estadio juvenil (J2) (Moens et al., 2009).

Os J2 séo encontrados, normalmente, no solo e apresentam forma vermiforme, com
comprimento até 500 um e largura até 15 um. Este é o estadio infectivo (Mitkowski &
Abawi, 2011). A eclosdo dos J2 depende de alguns factores, principalmente da temperatura e
humidade. A sobrevivéncia destes nematodes estad associada a fendmenos fisioldgicos e a
adaptacGes bioquimicas, como atrasos na embriogénese e contetdo em reservas lipidicas, que
prolongam a viabilidade do J2 até este invadir um hospedeiro. J& no solo os J2 sdo
vulneraveis e rapidamente necessitam de encontrar um hospedeiro sendo atraidos para as
raizes. Apés invadir o hospedeiro o J2 comeca a sua alimentacdo e depois, apds a
diferenciacdo das células da planta em células especializadas, 0 neméatode torna-se sedentario
e aumenta o seu volume. O J2 passa para o terceiro estadio (J3), apds cerca de 14 dias, e de
seguida, ao fim de 4-6 dias, passa para o quarto estadio juvenil (J4) e, por ultimo, atinge o
estadio adulto, também ao fim de 4-6 dias (Moens et al., 2009) (Figura I).

Depois de entrarem nas raizes os J2 dos NGR fazem uma migracdo intercelular no
cilindro vascular (Molinari & Baser, 2010). Alimentam-se de células vivas vegetais dentro
das raizes das plantas que parasitam, onde posteriormente induzem a formacgdo de galhas
(Moens et al., 2009), sendo este processo, de criagdo de celulas de alimentacdo, essencial para
0 seu desenvolvimento (Caillaud et al., 2007). A alimentacdo do J2 nas células do floema e
protofloema induz a diferenciacdo destas células em células especializadas. Apds esta

diferenciagdo, 0 nematode torna-se sedentario e aumenta a sua forma. Quando estdo no
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estadio J3 e J4 ndo tém estilete funcional e, nestas duas fases, ndo se alimentam (Moens et al.,
2009).

Fémea

o ;
J4 fémea -

g

J4 macho

Figura I — Ciclo de vida de Meloidogyne incognita a escala de 50um. A
— Jovem de segundo estadio (J2) penetra a raiz; B — J2 migra entre as
células até ao cilindro vascular da planta; C — O estilete do J2,
representado na ponta de seta, perfura a parede celular da planta e liberta
secrecBes do esdfago e absorve nutrientes; D — Formacdo de células
gigantes que fornecem alimento ao nematode; E — O nemétode
desenvolve-se e se for macho migra para fora da raiz, se for fémea
produz ovos; F — Massa de ovos. Fonte: Abad et al., (2008).

Os machos tornam-se vermiformes apos a terceira muda e, assim, permanecem durante
a quarta muda, para a fase adulta. Tornam-se moveis e emergem das cuticulas para migrar
para 0 solo. A parede do corpo e o sistema nervoso possibilitam-lhes que respondam a
estimulos ambientais e se movam através do solo, ao encontro de uma fémea para se
reproduzirem (Moens et al., 2009). O seu comprimento varia de 1100 a 2000 um, tém labios
bastante distintos e estiletes fortemente desenvolvidos. Por vezes podem ter uma cauda

arredondada contundente e espiculas visiveis que funcionam para o acasalamento (Mitkowski
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& Abawi, 2011). Em espécies partenogenéticas os machos sdo inexistentes ou raros e

desnecessérios para a reproducdo (Moens et al., 2009).

Figura Il - Micrografia electronica de Meloidogyne spp. Macho (a esquerda), fémea
(ao centro) e jovens do segundo estadio (J2) (a direita). Fonte: Eisenback & Hunt
(2009).

A duracdo de cada um dos estadios e do ciclo de vida do nematode varia consoante a
espécie e alguns factores como temperatura, humidade e planta hospedeira (Coyne et al.,
2007).

As fémeas sdo sedentarias, ainda que apresentem a regido do pesco¢o musculosa,
permitindo a mudanca de posicdo da cabeca para que ela se alimente das diferentes células
gigantes (Moens et al., 2009). Quando estabelecem um local de alimentacdo, dentro da raiz da
planta, tornam-se sedentarias naquele local. As fémeas dos NGR tém forma globosa e o seu
comprimento varia de 400 a 1000 pm (Mitkowski & Abawi, 2011) (Figura I).

O sistema digestivo esta especializado para a manutencdo das células gigantes e para
extrair nutrientes da planta, funcionando o intestino como 6rgao de armazenamento para 0S
nutrientes. Seis grandes células das glandulas rectais fazem o esvaziamento do seu contetdo
através do anus, formando a matriz gelatinosa que rodeia os ovos a medida que estes s@o
depositados pela vulva. Os dois ovarios fazem contacto directo com o intestino, de modo a
gue os nutrientes armazenados se difundam através de membranas celulares para o

desenvolvimento de oogdnios e ovdcitos em 6vulos maduros (Moens et al.,2009).
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A morfologia da fémea adulta tem muita importancia na identificacdo das espécies de
Meloidogyne (Eisenback et al.,1980). O perineo, regido em torno da vulva e anus dos
nematodes fémeas, exibe um padrdo de sulcos e anelacGes diferente para cada espécie que

permite, assim, a distin¢do entre espécies (Mitkowski & Abawi, 2011).

1.2 ESTRAGOS CAUSADOS

Os estragos dependem de diversos factores como a densidade populacional, a viruléncia
apresentada pela espécie responsavel pela infeccdo e a capacidade de resisténcia ou tolerancia
da planta hospedeira ao nematode em causa (Coyne et al., 2007). Alguns factores como o
clima, a disponibilidade de agua, as condicGes apresentadas pelo solo, bem como a sua
fertilidade e a presenca de outras pragas e doencas, sdo também influentes para os estragos
causados (Coyne et al., 2007). A densidade de plantas é outro factor que também esta
relacionado. A medida que a densidade de nematodes aumenta num campo, o numero de
galhas por planta também ira aumentar, da mesma forma que um grande nUmero de
nematodes proximo das raizes também resultara em galhas maiores (Mitkowski & Abawi,
2011).

Cada cultura reage de maneira diferente a presenca dos NGR (Mitkowski & Abawi,
2011). As plantas afectadas sofrem uma desordem fisioldgica e o rendimento da cultura, bem
como a qualidade dos produtos, sdo afectadas (Pajovi¢ et al., 2010). Na parte subterranea o
sintoma caracteristico é a formacdo de galhas, comummente designadas de "nds", que podem
ser visiveis em todo o sistema radicular das plantas infectadas e que se véo reflectir na ndo
aceitacdo do produto por parte do consumidor (Mitkowski & Abawi, 2011).

Quanto a parte aérea, os sintomas observados nao sdo facilmente visiveis, sendo
semelhantes a outro qualquer problema que danifique o sistema radicular (Moens et al.,
2009). Os danos consistem em varios graus de nanismo, falta de vigor e murchidao, devidos a
stresse hidrico. Estes danos devem-se & presenca das galhas, que tornam a capacidade da
planta absorver e transportar agua e nutrientes limitada (Mitkowski & Abawi, 2011). Podem
ainda ocorrer infec¢des secundarias provocadas por outros agentes patogénicos, que resultam,

frequentemente, na decadéncia dos tecidos infectados por nematodes (Moens et al., 2009).
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1.3 CONTROLO

O controlo de neméatodes pode ser feito utilizando varios métodos, tais como métodos
quimicos, fisicos, culturais ou biologicos (Moreira et al., 2009). As estratégias de luta devem
ser eficazes, ndo ter efeito nocivo para 0 ambiente e outros organismos, evitando, sobretudo, o
agravamento dos prejuizos causados (Abrantes et al., 2007).

Até por volta de 1980 o controlo de nemétodes era feito, essencialmente, através de
nematodicidas quimicos que apresentavam bons resultados no combate do parasita e
aumentavam, significativamente, o rendimento das culturas (Dabiré et al., 2005). Porém, o
controlo de nemétodes recorrendo a nematodicidas convencionais tem sofrido uma
diminuicdo drastica, devido a toxicidade de muitos pesticidas sintéticos que actuam noutros
organismos que ndo apenas 0s organismos alvo (Haseeb & Butool, 1996). Outro factor
responsavel por esta diminuicdo sdo as preocupacdes que pairam sobre 0s riscos ambientais e
na satde do Homem (Molinari & Baser, 2010), decorrentes da utilizacdo destes produtos.

Algumas técnicas alternativas consistem no correcto maneio do solo, com incorporacdes
de matérias organicas, fertilizacdo, controlo bioldgico e métodos baseados em calor, entre
outras (Collange et al., 2011). O controlo bioldgico consiste na gestdo de doencas e pragas
das plantas através do auxilio de organismos vivos, tais como predadores e parasitas, que
eliminam ou danificam os seus hospedeiros, e outros agentes que indirectamente possam
influenciar o estabelecimento, a funcéo e a sobrevivéncia de patogénios e pragas (Moens et
al., 2009). O uso de culturas de cobertura é outra estratégia utilizada, que tem como
vantagens, para além de algumas serem antagénicas de nematodes, a estabilizacdo do solo
superficial e a melhoria da qualidade do solo. Estas culturas podem ser cultivadas fora da
época normal de crescimento da producdo agricola (Mitkowski & Abawi, 2011).

A utilizacdo de cultivares resistentes aos nematodes é uma das alternativas mais
ambientalistas, segura e economicamente mais viavel para o controlo destes, tendo melhor
rendimento cultural quando comparadas com cultivares susceptiveis (Mukhtar et al., 2014).
Os métodos fisicos, as praticas culturais e o controlo bioldgico ndo sdo poluentes para 0 meio
ambiente, mas apresentam como desvantagem necessitarem de mais tempo para se tornarem
eficazes (Moreira et al., 2009). Devido aos riscos associados ao uso de pesticidas, o controlo
bioldgico de doencas de plantas tem recebido atencao crescente (EI-Shennawy et al., 2013). O

tratamento de plantas com varios agentes, tais como patogénios virulentos e ndo virulentos,
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extratos vegetais e produtos quimicos de sintese, pode levar a inducdo de resisténcia. Em
plantas resistentes da-se a morte celular localizada do tecido da raiz circundante ao nemétode,
impedindo assim o seu desenvolvimento (Molinari & Baser, 2010).

As infestantes, comummente chamadas de ervas daninhas, sdo 0s principais
concorrentes das plantas cultivadas por nutrientes, agua, luz, fertilizantes e espaco (Ardakani
& Mirinejad, 2013), podendo ser responsaveis por reduzir o rendimento das culturas até mais
de 70% (Gharabadiyan et al., 2012). A sua presenga também pode servir como reservatorio
para agentes patogenicos de plantas (Gharabadiyan et al., 2012), uma vez que podem ser
portadoras de fitopatogénios, como é o caso de nematodes, fungos e virus (Ardakani &
Mirinejad, 2013).

O forte potencial de algumas plantas e seus derivados, como alternativa ao uso
tradicional de nematodicidas, tem sido alvo de estudo por muitos investigadores (Haseeb &
Butool, 1996). Algumas plantas podem ser antagonistas naturais, por produzirem exsudatos
com propriedades nematodicidas que sdo libertados através das raizes, diminuindo assim a
populacdo de nematodes no solo. Outras, chamadas de plantas armadilha, sdo plantas que
produzem exsudatos que atraem 0s nematodes. Apés a penetracdo dos nematodes nas raizes,
estas plantas devem ser destruidas, caso sejam susceptiveis, ou ndo permitem o
desenvolvimento e sobrevivéncia de futuras geracGes, se forem resistentes ao nematode
(Conceicdo et al., 2012).

1.4 CARACTERIZACAO E IDENTIFICACAO DE ISOLADOS

A identificacdo de nematodes ndo é facil, principalmente quando numa mesma amostra
se encontram duas ou mais espécies do mesmo género. A correcta identificacdo das espécies
tem muita importancia, pois erros na caracterizacao e identificacdo das especies podem levar
a inadequadas medidas de controlo (Abrantes et al., 2004). Os caracteres que tém sido mais
utilizados para a caracterizagdo e identificacdo dos isolados de Meloidogyne sdo a anélise
morfoldgica dos padrdes perineais das fémeas (Coyne et al.,2007) e os fenédtipos de esterases
ndo especificas, que sé&o obtidos em géis de poliacrilamida através da electroforese
unidimensional (Abrantes et al., 2007).

Algumas técnicas que utilizam o ADN também podem ser usadas para identificar
diferentes espécies de NGR (Mitkowski & Abawi, 2011).
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2. SOLANUM NIGRUM

2.1 CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS

A familia Solanaceae é composta por cerca de 90 géneros
e entre 2000 a 3000 espécies. Dentro desta familia, o género
Solanum é o maior e mais complexo, conhecendo-se mais de
1500 espécies, muitas delas com bastante importancia
econdmica (Edmonds & Chweya, 1995).

A Solanum nigrum é uma espécie anual com fenologia de
primavera-verdo (Monte & Tarquis, 1997), que apresenta porte
erecto e ramos delicados (Rawania et al., 2003). Esta planta tem
folhas alternas profundas de cor verde e formato oval, com a
margem recuada e sdo acuminadas, ou seja, tém terminacdo em

ponta (Nirmal et al., 2012) (Figura I11). A baga tem um tamanho

que varia de 6 a 8 mm de didmetro e, por vezes, as folhas podem
apresentar cor roxa (Khattak et al., 2012). )
Figura Il - Planta de
Esta erva comum de vida curta, tem uma altura de 30-120 Solanum nigrum com cerca
de 3-4 meses de idade.
cm e folhas com 4-7,5 cm por 2-5 cm de largura (Khattak et al., ses det
2012). As suas flores tém coloragéo branca, com amarelo no centro e as suas bagas variam de
cor verde, na fase inicial, para cor laranja ou preto quando estdo maduras (Nirmal et al.,
2012). Esta planta cresce geralmente em zonas de clima temperado (Ding et al., 2012) e é

considerada como infestante em 61 paises e como cultura em 37 (kamgari, 2009).

2.2 USO MEDICINAL

A Solanum nigrum é uma planta com bastante importancia no uso medicinal (Robab et
al., 2012). Tem propriedades anti-inflamatorias, antioxidantes, antipiréticas, anti-tumorais,
antiulcerogénicas, quimiopreventivas para 0 cancro, hepatoprotetoras e efeitos
imunomoduladores (Rawania et al., 2003). Esta planta tem, recentemente, atraido muita

atencdo devido & sua notavel actividade anti-tumoral. E anti-proliferativa em muitas células de
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tumores humanos, como é o caso dos tumores do célon, mama, pulméo e células do hepatoma
(Ding et al., 2013).

2.3 GERMINACAO

A germinagdo da Solanum
nigrum € impulsionada na presenca de
alguns factores, principalmente de luz
e de temperatura acima dos 15°C
(Kremer & Lotz, 1998) (Figura IV). O
conhecimento  dos  valores  de
temperatura Optima para a germinacao

desta espécie € fundamental para

prever o seu tempo de emergéncia S
(Kamgari, 2009). Outros factores que Figura IV -Plantas de Solanum nigrum com cerca de
também influenciam a germinacéo sédo a 1 més.

latitude, a altitude, a humidade do solo, os nutrientes presentes no solo, o tipo e a densidade
da cobertura vegetal e a perturbacdo do habitat (kamgari, 2009).

A germinacdo das sementes de S. nigrum depende, ainda, do nivel de dorméncia. Em
sementes que apresentam baixo nivel de dorméncia, a sua germinacdo da-se a temperatura
constante. Em sementes com diferentes niveis de dorméncia e na presenca de temperaturas
alternadas, resulta uma elevada percentagem de germinacdo (kamgari, 2009). Desta forma, a
temperatura indicada para a germinacéo das sementes encontra-se entre os 15 e 0s 30°C sendo
necessaria uma variagdo alternada entre estes valores para quebrar a dorméncia a que estas
podem estar sujeitas. Temperaturas constantes sdo usadas como forma de inibir ou até mesmo
impedir a germinacdo (Edmonds & Chweya, 1995). Uma melhor germinacdo pode ser
conseguida fazendo um pré-tratamento com frio ou fazendo uma aplicacéo de nitrato ou acido

giberélico (Kremer & Lotz, 1998).
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IV MATERIAIS E METODOS

1. OBTENCAO DAS PLANTAS

1.1 OBTENCAO DE TOMATEIROS

As plantas de tomateiro Solanum lycopersicum cv Tropimech e Solanum lycopersicum cv
Easypeel foram usadas como testemunha nos ensaios realizados e também como hospedeiro para
a manutencédo dos isolados estudados. As sementes de tomateiro foram colocadas, durante 2
horas, num copo com agua e de seguida transferidas para uma caixa de Petri com papel de
filtro humedecido, sendo posteriormente colocadas numa estufa, no escuro, a 22°C. Apds
germinacdo, e quando apresentavam uma pequena raiz, foram envasadas com terra esterilizada.
Os vasos foram colocados numa estufa com um fotoperiodo de 12 horas, com os valores de
temperatura a variar entre 20-25°C e humidade relativa entre 70-75%. A sua rega foi diaria, com
agua da torneira, e apds 3 a 4 semanas as plantas apresentavam dois pares de folhas verdadeiras,

apresentando o tamanho ideal para serem inoculadas com nemaétodes.

1.2 OBTENCAO DE SOLANUM NIGRUM

Ao colocar as sementes de Solanum nigrum a germinar, verificou-se que se
desenvolviam fungos durante a sua germinagdo, havendo necessidade de desinfectar as
sementes antes de as colocar a germinar. Visto que esta espécie ainda ndo tinha sido utilizada
para estudos no Laboratdério de Nematologia, surgiu a necessidade de testar a sua germinacao.
Para isso, fez-se um pequeno estudo da germinacdo numa estufa a 22°C e repetiu-se o
procedimento numa estufa com temperatura a variar entre os 20 e 25°C. Os ensaios foram
realizados no escuro e com um fotoperiodo de 8 horas de luz por dia. Numa caixa de Petri
foram colocadas 25 sementes sem qualquer desinfeccdo e noutra foram colocadas 25
sementes desinfectadas em 20mL de alcool a 70%, com agitacdo durante 6 minutos. Apds 0s
6 minutos as sementes foram lavadas 5 vezes com agua destilada e colocadas 2 horas em agua
antes de serem transferidas para uma caixa de Petri, com um papel de filtro humedecido, e

colocadas numa estufa, no escuro. Para a desinfecdo com recurso a Hipoclorito de Sodio,
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colocaram-se 25 sementes num copo com 20mL de Hipoclorito de Sédio a 3% com agitacdo
durante 15 minutos. Ap6s os 15 minutos procedeu-se do mesmo modo que para as sementes
desinfectadas com alcool. Para o estudo da germinacdo na presenca de luz repetiram-se 0s
processos descritos acima, usando também 25 sementes, e as caixas de Petri foram colocadas
numa estufa com luz durante 8 horas. Concluiu-se que as sementes de S. nigrum germinaram
melhor quando foram desinfectadas com &lcool e na presenga de luz. A passagem das
sementes germinadas para os vasos, foi feita da mesma forma que para as sementes de
tomateiro. Quando apresentavam uma pequena raiz foram envasadas com terra esterilizada e
0s vasos colocados numa estufa, com fotoperiodo de 12 horas, temperatura a variar entre 20-
25°C e humidade relativa entre 70-75%. A sua rega foi diaria, com &gua da torneira, e apés 3

a 4 semanas as plantas apresentavam o tamanho ideal para serem inoculadas com nematodes.

2. OBTENCAO, MANUTENCAO E MULTIPLICACAO DOS
ISOLADOS

Para os ensaios foram utilizados quatro isolados de Meloidogyne, que se encontravam
no Laboratério de Nematologia, Departamento de Ciéncias da Vida, Faculdade de Ciéncias e
Tecnologia da Universidade de Coimbra. Os isolados pertenciam as espécies M. arenaria, M.
chitwoodi, M. ethiopica e M. javanica.

Para manter e multiplicar os isolados de Meloidogyne em laboratdrio, foi utilizado,
como planta hospedeira, o tomateiro cv. Tropimech. Sessenta dias ap6s a inoculacdo, com 10
massas de ovos de uma determinada espécie, os tomateiros foram desenvasados e as raizes
lavadas, muito cuidadosamente, para ndo se perderem as massas de ovos, com &gua da
torneira e colocadas em caixas de Petri. ApOs este procedimento procedeu-se a recolha de
massas de ovos, que foi feita com o auxilio de duas pingas ao microscopio estereoscopico.
Foram recolhidos conjuntos de 10 massas de ovos para blocos de vidro escavados. Os
tomateiros, com dois pares de folhas verdadeiras, foram transplantados para vasos maiores
onde foram feitos 3 orificios em volta da raiz, com o auxilio de uma vareta. De seguida, as 10
massas de ovos foram distribuidas por estes orificios e os orificios tapados com solo.

Os tomateiros assim inoculados foram colocados numa estufa com fotoperiodo de 12

horas, valores de temperatura a variar entre 20-25°C e humidade relativa entre 70-75%. A sua
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rega foi diaria. Sessenta dias ap6s a inoculacdo os tomateiros foram desenvasados e 0s
nematodes recolhidos para a realiza¢do dos ensaios de eclosdo, mortalidade e patogenicidade.

3. CARACTERIZACAO DOS ISOLADOS POR ELECTROFORESE

A caracterizagdo dos isolados de Meloidogyne spp. foi feita através da andlise dos
padrbes enzimaticos de esterases. Estes padrGes foram obtidos por electroforese em géis de
poliacrilamida (Laemmli, 1970; Esbenshade &Triantaphyllou, 1985a; b; Pais et al., 1986).

3.1 PREPARACAO DO TAMPAO DE EXTRACAO

O tampéo de extraccdo das esterases foi preparado com uma solucéo de Sacarose a 20%
e Triton X-100 a 1%. Apds a sua preparacdo este foi mantido no frigorifico até a sua

utilizacdo, para evitar contaminacdes.

3.2 PREPARACAO DAS AMOSTRAS PROTEICAS

As amostras proteicas, de cada um dos isolados de Meloidogyne, foram obtidas de
fémeas jovens. A partir de raizes infectadas, foram retiradas fémeas jovens, que
apresentassem coloracdo branca leitosa, para um bloco de vidro escavado com uma solucéo
de cloreto de sodio (NaCl) a 0,9%, com o auxilio de uma pinga de bicos finos. Depois, as
fémeas foram transferidas para tubos de hematdcrito com uma das extremidades fechadas e
com 5 pL de tampdo de extracgdo. Foram preparados cinco tubos com 1 fémea, dois tubos
com 3 fémeas e dois tubos com 5 fémeas. Depois de transferir as fémeas para o tubo, estas
foram maceradas com um pistdo para libertar as proteinas contidas e, imediatamente,
congeladas a -20°C, até a sua utilizacdo. Os extratos assim preparados podem permanecer
congelados até a sua utilizagdo por um periodo maximo de trés meses. Apos este periodo 0s
extratos perdem a actividade enzimatica.

Para a identificacdo dos padrdes enzimaticos de esterases foi necessario adicionar em

cada gel uma amostra de um isolado padrédo da espécie M. javanica. O procedimento para a
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preparagdo desta amostra proteica foi 0 mesmo descrito anteriormente e foram preparados
tubos de hematdcrito com 5 fémeas cada.

Antes da electroforese, as amostras foram retiradas do congelador e foi feita uma
centrifugacdo a 9969 r.p.m., durante 15 minutos, a -5°C. A centrifuga tinha sido arrefecida,

previamente, durante10 minutos a -5°C/1000 r.p.m.

3.3 PREPARACAO DOS GEIS DE POLIACRILAMIDA

3.3.1 Preparacdo dos moldes

Na electroforese foi utilizado o sistema Mini-PROTEAN 11l (Bio-Rad Laboratories,
E.U.A). Os geis de poliacrilamida foram feitos em moldes constituidos por duas placas de
vidro, em que a placa interior tem dimens6es de 7,3 cm por 10,2 cm e a placa exterior tem
dimenses de 8,3 cm por 10,2 cm. Estas placas foram separadas por espagadores de 0,75 mm
de espessura.

Preparou-se 0 molde para os géis com as placas de vidro e os espacadores
correctamente colocados, de acordo com as instru¢cbes da BIORAD. De seguida, foram
marcadas as placas de vidro mais pequenas com uma caneta de acetato, a cerca de 1,3 cm a

partir do topo, e foram colocados os moldes no suporte (Figura V).

T con e w Al

Figura V — Preparagdo dos moldes para a
electroforese com o sistema Mini- PROTEAN IlI da
BIORAD.
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3.3.2 Preparacéo do gel de separacgdo

O gel de separacdo a 7% foi preparado do seguinte modo: solucdo de poliacrilamida,
cuja preparacéao para um volume final de 10 mL, para dois géis, foi feita adicionando 2,33 mL
de Acrilamida/Bisacrilamida, 3,75 mL de Tris-HCL 1M ph=8,8 e 50 pL de TEMED
(Tetrametilenodiamina). Depois de tudo bem misturado foi adicionada agua destilada até
preencher o volume de 10 mL, agitando muito bem e acrescentado 50 puL de APS (Persulfato
de Aménio). O gel de separacdo foi depois vertido nos moldes entre as placas de vidro até ao
traco marcado e, com uma seringa, foi colocado propanol no topo do gel de modo a que néo
houvesse contacto do ar com a solucéo e assim a polimerizacéo fosse mais rapida, cerca de 10
minutos, a temperatura ambiente. Apos a polimerizacdo do gel de separacdo retirou-se o
propanol do molde e lavou-se o gel varias vezes com agua destilada, de forma a remover

qualquer vestigio de propanol, preparando-se de seguida o gel de concentracdo a 3%.

3.3.3 Preparacao do gel de concentracéo

O gel de concentracdo a 3% consiste numa solucdo de poliacrilamida, cuja preparacao
para um volume final de 5 mL, para dois géis, foi feita adicionando 0,5 mL de
Acrilamida/Bisacrilamida, 1,25 mL de Tris-HCLO,5M ph=6,8, e 25 pL de TEMED. Depois
de tudo bem misturado foi adicionada agua destilada até preencher o volume de 5 mL,
agitou-se muito bem e foi adicionado 25 pL de APS. A solucéo foi vertida, com cuidado, nos
moldes até ao topo e um pente de plastico foi inserido nesse gel, com o objectivo de formar os
pogos para receber as amostras proteicas, impedindo, também, que ocorresse contacto do gel
com o ar. Os locais para aplicacdo das amostras, visiveis com a colocacdo do pente, foram
marcados com uma caneta de acetato, tendo em atengdo que o primeiro e o Gltimo pogo do gel
ndo sdo utilizados devido a possibilidade de poderem ocorrer algumas imperfeicGes na sua

formag&o. A polimerizacdo do gel ocorreu, a temperatura ambiente, em cerca de 20 minutos.
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3.3.4 Preparagao da tina de electroforese

Apbs a polimerizacdo do gel de concentracdo, os pentes foram retirados, bem como o
excesso de gel no topo das placas. O molde foi retirado do suporte e colocado na tina de
electroforese, que foi cheia com uma solucdo tampéo de electroforese (6,069 de Tris-base,
28,829 de Glicina e agua destilada até perfazer 2000mL). As bolhas de ar que se formaram na
base da tina foram retiradas com uma pipeta e 0s po¢os lavados com uma microseringa com

solucéo tampao.

3.3.5 Colocacao das amostras proteicas no gel e corrida de
electroforese

Este processo iniciou-se colocando um pouco azul de bromofenol a 0,1% na
microseringa, a que se adicionou a amostra proteica, sendo o contetdo transferido para o
respectivo poco. O processo foi repetido para as restantes amostras, lavando-se muito bem a
microseringa com agua, entre cada aplicacdo. Ap6s o preenchimento dos pocos com as
amostras proteicas, e ndo esquecendo de colocar no 4° poco a amostra de referéncia,
M. javanica, fechou-se a tina e ligaram-se os eléctrodos a fonte de alimentacdo, iniciando-se a
corrida de separacao, cujos parametros foram 15 min a 6 mA por gel e 60 min a 20 mA por
gel. A corrida foi interrompida quando a linha formada pelo corante azul de bromofenol

atingiu a extremidade inferior do gel de separacéo.

3.3.6 Coloracao de esterases

A preparagéo da solucéo de coloragéo teve inicio 20 minutos antes do final da corrida.
Esta solucdo é constituida pela jungdo de duas solugdes, A e B. A solucdo A foi feita num
frasco forrado a papel de aluminio onde se juntou 100mL de Tampao fosfato 0,2 M, Ph=7,2 a
60mg de Fast Blue RR. A solucéo B foi feita num copo juntando 1mL de Acetona a 80 mg de
a — Naftil acetato. Depois das solucbes preparadas, juntou-se a solugdo B com a solugéo A e,
apos agitacdo, a solucdo corante foi colocada em caixas de Petri. O suporte com os géis foi

retirado da tina. As placas de vidro foram separadas com os espacadores e 0s géis cortados no
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canto inferior do lado por onde comecou a aplicagdo das amostras proteicas. De seguida, 0s
géis foram, cuidadosamente, transferidos para as caixas de Petri com a solucdo corante e
incubados a 37°C, no escuro, durante cerca de 30 minutos. Por altimo, quando o gel estava
corado, a solucdo corante foi substituida por agua da torneira, para parar a reac¢do, e onde 0s

géis permaneceram 24 h para retirar o excesso de corante.

3.3.7 Secagem e conservacao dos géis

Para secar os géis, foram colocadas duas folhas de papel celofane em &gua destilada, até
ficarem bem molhadas e de seguida mergulhadas em etanol a 20%. Uma das folhas foi
colocada numa moldura do suporte de secagem dos géis, transferiram-se os dois géis,
cuidadosamente com a ajuda de uma espatula, para essa folha, e colocou-se a segunda folha
de papel por cima dos géis, fechando tudo com uma segunda moldura. O conjunto das
molduras foi preso com molas, de modo a que as folhas se mantivessem esticadas, e posto a
secar a temperatura ambiente, durante, pelo menos, 48 h. Quando secas, as folhas de papel
celofane foram retiradas do suporte e, com uma tesoura, cortaram-se 0S Qéis ja secos e

identificaram-se as espécies de Meloidogyne presentes.

4. EFEITOS DOS EXSUDATOS RADICULARES DE SOLANUM
NIGRUM NA ECLOSAO DE JOVENS DO SEGUNDO ESTADIO

4.1 OBTENCAO DOS EXSUDATOS

Os exsudatos de S. lycopersicum cv. Tropimech e de Solanum nigrum foram obtidos por
lixiviagdo sucessiva do solo de trés plantas de cada espécie, segundo o método descrito por
Shepherd (1986). Cada vaso, com os orificios inferiores destapados, foi colocado num copo e
ao primeiro vaso foi adicionado cerca de 1,5 L de agua. O lixiviado obtido do primeiro vaso
foi vertido para o vaso da segunda planta e o lixiviado obtido desta segunda planta foi vertido

para o vaso da terceira planta (Figura VI). O lixiviado recolhido no final dos trés vasos foi
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filtrado através de papel de filtro Whatman n.°1, para reter restos de solo. Os exsudatos

obtidos foram guardados em frascos escuros, no frigorifico a 4°C, até serem utilizados.

Figura VI - Lixiviagdo sucessiva do solo de trés vasos
com plantas de Solanum lycopersicum cv. Tropimech,
para obtencdo de exsudatos radiculares.

4.2 OBTENCAO DE OVOS COM JOVENS DO SEGUNDO
ESTADIO

Para a obtencéo dos ovos para os testes de eclosdo, foram retiradas massas de ovos, de
raizes de tomateiros cv. Tropimech infectadas, para uma lamina escavada com agua destilada,
pelo método de Hussey & Barker (1973).

Ao microscopico estereoscopico, com o auxilio de duas pingas de bicos finos, 0s ovos
foram separados com uma pestana fixa numa agulha e os que continham J2 no interior foram

retirados para blocos de vidro escavados. Em cada bloco foram colocados cerca de 15 ovos.

4.3 TESTES DE ECLOSAO

Para os testes de eclosdo foram usadas 5 repeticdes para cada modalidade, S. nigrum,
agua destilada e S. lycopersicum cv. Tropimech, funcionando as duas Gltimas como controlo
negativo e controlo positivo, respectivamente. Em cada bloco de vidro escavado foram

19



Estudo das interacg¢des entre Solanum nigrum e os nematodes-das-galhas-radiculares (NGR), Meloidogyne spp.

colocados 0,5 mL de exsudato radicular ou &gua destilada e 15 ovos com J2, sendo cada bloco
de vidro uma repeticdo. Os ensaios decorreram no escuro com temperatura de 22+2°C (Figura
VII).

Figura VIl - Ensaio para testes de eclosdo com
Meloidogyne chitwoodi.

4.4 AVALIACAO DOS TESTES DE ECLOSAO

Apo6s o ensaio iniciado, cada bloco de vidro escavado foi observado ao microscopico
estereoscopico em intervalos de 24 horas, durante 15 dias, para fazer a contabilizagcdo do
numero de J2 eclodidos. Os J2 eclodidos foram sendo retirados do bloco de vidro. Apos os 15
dias, com o valor total de jovens eclodidos, calculou-se a eclosdo percentual cumulativa,
sendo depois estes valores convertidos em valores de inibicdo de eclosdo percentual
cumulativa, pela formula de Abbott (Abbott, 1925):

[ =100 — E, em que:

| = inibicdo da eclosdo cumulativa (%)

E = eclosdo cumulativa (%).

De seguida, foi calculado o valor de percentagem da inibi¢ao da eclosdo cumulativa corrigida,
em relacdo a inibicdo da eclosdo cumulativa verificada na dgua destilada, usando a férmula:
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IEe—IEc
100-IEc

Inibigio da eclosio corrigida (%) = x 100, em que:
IEe = percentagem de inibicdo da eclosdo cumulativa no exsudato radicular testado

IEc = percentagem de inibicdo da eclosdo cumulativa ocorrida na agua (controlo negativo)

Os resultados obtidos foram sujeitos a uma analise de variancia (ANOVA) para avaliar
a existéncia ou ndo de diferengas significativas. Finalmente para classificar os efeitos dos
exsudatos radiculares na eclosdo dos isolados de Meloidogyne usaram-se 0s parametros

indicados na Tabela I.

Tabela | - Parametros de avaliacdo dos efeitos dos exsudatos radiculares de Solanum nigrum e S.
lycopersicum cv. Tropimech na ecloséo dos isolados de Meloidogyne spp.

% de IECC* Efeito do exsudato

radicular
<-60 Muito Estimulador (---)
-37 a-59 Estimulador (--)
-11a-36 Pouco Estimulador (-)
-10a10 Sem efeito (0)
11a36 Pouco Inibidor (+)
37a59 Inibidor (++)
> 60 Muito Inibidor (+++)

* % IECC - Percentagem da inibi¢do da eclosdo cumulativa corrigida pela formula de Abbott

5. EFEITOS DOS EXSUDATOS RADICULARES DE SOLANUM
NIGRUM NA MORTALIDADE DE JOVENS DO SEGUNDO ESTADIO

5.1 OBTENCAO DOS EXSUDATOS

Os exsudatos usados para a avaliacdo da mortalidade dos J2 de cada isolado de
Meloidogyne foram obtidos da mesma forma mencionada para obtencdo dos exsudatos para

os testes de eclosao.
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5.2 OBTENCAO DE J2

Os J2 necessarios para os testes de mortalidade foram obtidos de massas de ovos
retiradas de raizes de tomateiro cv. Tropimech infectadas. As massas de ovos foram
recolhidas e colocadas num crivo de tecido de nailon, com 30 um de malha, preso com um
elastico a um anel de pléstico e colocadas sobre um copo. Adicionou-se agua da torneira até
mergulhar as massas de ovos e o0 copo foi colocado, numa estufa, no escuro. Apos 24 horas a
agua foi mudada e ap0s 48 horas os J2 foram retirados, com uma pestana fixa numa agulha,
para blocos de vidro escavados, de forma a assegurar que sé eram utilizados J2 eclodidos nas

Gltimas 24 horas.

5.3 TESTES DE MORTALIDADE

Para os testes de mortalidade foram usadas 5 repeticdes para cada tratamento. Em cada
repeticdo foram colocados 0,5 mL de exsudato radicular ou agua e 15 J2. Os ensaios
decorreram, no escuro, com temperatura de 22+2°C e a agua destilada e o exsudato radicular
de tomateiro S. lycopersicum cv. Tropimech foram as testemunhas, negativa e positiva,

respectivamente.

5.4 AVALIACAO DA MORTALIDADE

Apb6s o ensaio montado, cada bloco escavado foi observado ao microscopio
estereoscOpico apos 3h, 6h e de 24 em 24h, até completar 8 dias, para contabilizar o nimero
de J2 mortos. Para a confirmacgdo da mortalidade dos J2, os que se encontravam imobilizados
foram transferidos para um bloco de vidro escavado com agua ao qual foi adicionado 10uL de
uma solugéo de 1N de NaOCI. Se o J2 permanecia imovel, durante 3 minutos, estaria morto,
se se movesse, estaria vivo.

Apos os 8 dias calculou-se a mortalidade percentual cumulativa através da formula de
Abbott (Abbott, 1925), a partir dos valores obtidos para a mortalidade:
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Me—-Mt
100—Mt

Mortalidade cumulativa corrigida (%) = x 100, em que:
Me = Mortalidade ocorrida no exsudato radicular testado

Mt = Mortalidade ocorrida na agua (controlo negativo)

Os resultados obtidos foram sujeitos a uma analise de variancia (ANOVA) para avaliar da

existéncia ou ndo de diferencas significativas.

6. RESISTENCIA/SUSCEPTIBILIDADE DE SOLANUM NIGRUM A
MELOIDOGYNE SPP.

Para a avaliacdo da patogenicidade de neméatodes nos hospedeiros devem ser utilizadas
5 a 10 repeticBes (Sasser et al, 1984). A patogenicidade de cada um dos isolados das espécies
de Meloidogyne estudadas foi avaliada em plantas de S. nigrum, que foram envasadas em solo
esterilizado e inoculadas com 5000 ovos cada. Como testemunhas foram inoculadas plantas
de tomateiro S. lycopersicum cv. Tropimech ou S. lycopersicum cv. Easypeel com 5000 ovos
cada. Para M. ethiopica foram inoculadas 7 plantas de Solanum nigrum e 7 plantas do
controlo, S. lycopersicum cv. Easypeel. Para M. javanica foram inoculadas 5 plantas de

Solanum nigrum e outras 5 do controlo S. lycopersicum cv. Tropimech.

6.1 OBTENCAO DO INOCULO

A extracdo do inoculo foi feita de acordo com a metodologia proposta por Hussey &
Barker (1973). Sessenta dias apds a inoculacdo de tomateiros com massas de ovos, as plantas
foram desenvasados e as raizes lavadas de forma a remover todos os restos de solo, com
cuidado para que ndo se perdessem massas de ovos. De seguida, as raizes foram cortadas em
fragmentos de, aproximadamente, 2 cm e colocadas num frasco de Erlenmeyer de 500 mL.
Foi preparada uma solucdo de 200 mL de hipoclorito de sddio (NaOCI) a 0,5%, que foi
adicionada ao Erlenmeyer e procedeu-se a agitacdo deste durante 3 min. Apds os 3 min, a

suspenséo foi vertida sobre um crivo de 75 um de malha inserido num crivo de 20 um. Por
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fim, lavaram-se bem as raizes com &gua da torneira para remover o hipoclorito de sodio. Os
ovos e 0s J2 ficaram no crivo de 20 um, sendo transferidos para um copo de vidro. As raizes
que ficaram no crivo de 75 um foram novamente transferidas para o Erlenmeyer, ao qual
foram adicionados 200 mL de &gua da torneira e agitadas, repetindo-se todo o processo. Para
a contabilizacdo dos ovos e J2 extraidos foram feitas 3 contagens de 1 mL numa placa
Doncaster. Fazendo-se a média das 3 contagens, determinou-se o volume de suspensdo

necessario para inocular cada planta com 5000 ovos e J2 (Sasser et al.,1984).

6.2 ENSAIOS DE PATOGENICIDADE

As plantas inoculadas com 5000 ovos foram mantidas numa estufa com fotoperiodo de
12 h, temperatura de 20-25°C e humidade relativa de 70-75%, durante 60 dias. A rega foi
diéria, com agua da torneira. Sessenta dias ap0s a inoculagdo, as plantas foram desenvasadas e
os sistemas radiculares lavados de forma a remover o solo sem se perder inoculo (Figura VIl e
Figura 1X). O solo utilizado para estes testes foi esterilizado durante 1hora e 30 minutos a
120°C.

Figura 1X - Plantas de Solanum nigrum Figura VIII - Sistema radicular das plantas de
inoculadas com Meloidogyne ethiopica, Solanum nigrum infectadas com Meloidogyne
desenvasadas. ethiopica.
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6.3 AVALIACAO DA PATOGENICIDADE

Quando as massas de ovos eram pequenas, cada sistema radicular foi submerso num
copo com uma solugdo de Floxina B a 0,0015%, durante 15 min, seguindo o método de
Hartman (1982). Esta solucdo de Floxina B é usada com o objectivo de tingir a massa
gelatinosa em torno dos ovos sem que 0s J2 se tornem inviaveis (Hartman, 1982).

A avaliagdo da patogenicidade é determinada convertendo o nimero de galhas e de
massas de ovos, presentes em cada sistema radicular, em indices de galhas (IG) e de massas

de ovos (IMO) numa escala de 0-5, criada por Taylor & Sasser (1978) (Tabela II).

Tabela Il - Escala para determinac¢do do indice de galhas (IG) e do indice de massas de ovos (IMO)
(Taylor & Sasser, 1978).

N° de galhas e massas de IG/IMO
0Vvos por sistema radicular
0 0
1-2

3-10

11-30
31-100

>100

OB WM -

Para diferenciar a densidade populacional final (Pf) repetiu-se o procedimento de Sasser
et al. (1984), utilizado para a obtencdo do inéculo. Fazendo-se a média das 3 contagens em 1
mL e tendo em conta o volume total de suspensdo, obteve-se 0o nimero total de ovos e J2
produzidos na planta.

O factor de reproducdo (FR) indica a eficiéncia do hospedeiro e é a razdo entre a
densidade populacional final (Pf) e a densidade populacional inicial (Pi), expressas em

namero de ovos (Oostenbrink, 1966), segundo a formula:

P ,
FR ! em ndmero de ovos

T opi?

Os resultados obtidos foram sujeitos a uma analise de variancia (ANOVA) para avaliar

a existéncia ou ndo de diferengas significativas.
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Com os valores de FR e de IG, fez-se a avaliagdo da patogenicidade através do grau de
resisténcia ou susceptibilidade (GR), segundo a Tabela Ill, cujo esquema foi proposto por
Sasser et al. (1984).

Tabela 111 - Escala para avaliacdo do grau de Resisténcia/Susceptibilidade (GR) tendo em conta o
Indice de Galhas (IG) e o Factor de Reprodugéo (FR) (Sasser et al.,1984).

Estragos na Eficiéncia da Grau de
planta hospedeira planta hospedeira  Resisténcia/susceptibilidade
(1G) (FR) (GR)
<2 <1 R — Resistente
<2 >1 T — Tolerante
>2 <l HS — Hipersusceptivel
>2 >1 S — Susceptivel

Se o sistema radicular apresentasse menos de 100 massas de ovos, as raizes eram
coradas com fucsina acida e era feita a analise dos estaddios de desenvolvimento dos
nematodes no interior das raizes. Para se identificar o estadio do ciclo de vida do neméatode
comparam-se as caracteristicas morfologicas observadas com as referidas em Triantaphyllou
& Hirschmann (1960).

\Y RESULTADO

1. CARACTERIZACAO DOS ISOLADOS DE MELOIDOGYNE SPP.
POR ELECTROFORESE

A electroforese de enzimas comprovou que os isolados caracterizados pertenciam as
espécies previamente identificadas e, que, portanto, ainda eram isolados puros nao

contaminados (Figuras X a XII1). Assim, os ensaios podem ser realizados.
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Figura X- Gel de poliacrilamida do isolado de Figura X1l Gel de poliacrilamida do isolado de
Meloidogyne chitwoodi (a). Padrdo de M. Meloidogyne arenaria (a). Padrdo de M.
javanica (b). javanica (b).

Figura XII - Gel de poliacrilamida do isolado de Figura X111 - Gel de poliacrilamida do isolado
Meloidogyne javanica. de Meloidogyne ethiopica (a). Padréo de M.
javanica (b).

2. EFEITOS DOS EXSUDATOS RADICULARES DE SOLANUM
NIGRUM NA ECLOSAO DE JOVENS DO SEGUNDO ESTADIO
DE MELOIDOGYNE SPP.

Os resultados referentes a percentagem de eclosdo (%EC) dos isolados de Meloidogyne
sdo apresentados em intervalos de 3 dias. Os numeros de J2 eclodidos nos exsudatos de
S. nigrum, S. lycopersicum cv. Tropimech (controlo positivo) e na agua (controlo negativo)
foram bastante variaveis. A eclosdo no controlo negativo foi superior a do controlo positivo,
em todos os testes, excepto para M. javanica (Tabelas 1V, VI, VIII e X). Estes resultados
permitiram determinar a percentagem de inibicdo da eclosdo cumulativa corrigida (%IECC)
(Tabelas V, VII, IX e XI).
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2.1. Eclosao de J2 de Meloidogyne arenaria

Quanto a M. arenaria, a %E de J2 variou de 0,6% a 5,5% em S. nigrum, de 1,9% a
6,9% no controlo positivo e de 2,3% a 9,8% no controlo negativo (Tabela V). O maior nUmero
de J2 eclodidos, por intervalo de observacdes, verificou-se no controlo negativo (dgua), entre
0 4° e 0 6° dias (9,8%). No exsudato de S. nigrum foi nos trés primeiros dias que se verificou
maior nimero de J2 eclodidos (5,5%), 0 mesmo acontecendo no controlo positivo (6,9%).
Nos controlos positivo e negativo foi observada, em uma réplica de cada, a eclosdo total dos
J2, enquanto em S. nigrum esta situacdo ndo foi verificada em nenhuma réplica. Foram
detectadas diferencas significativas (F =8,090; gl =2; P <0,05) entre o exsudato radicular de

S. nigrum, de S. lycopersicum cv.Tropimech (controlo positivo) e a agua (controlo negativo).

Tabela 1V- Efeito dos exsudatos radiculares de Solanum nigrum, S. lycopersicum cv.Tropimech
(controlo positivo) e agua (controlo negativo), na eclosdo de J2 de Meloidogyne arenaria durante 15
dias de exposigdo aos exsudatos e valor ¢ (desvio padrio).

Eclosdo (%) a cada 3 dias Ecloséo
Exsudatos cumulativa
radiculares 3 6 9 12 15 nos 15 dias
(%)
S. nigrum 5,5+1,7 0,6+0,1 1,5+0,4 1,5%0,3 2,40,6 68,1+7,7
S.lycopersicum oo\ 4 47407 10+02 44108 3,7405 82,9+13,7
CV. Tropimech
Agua 8,8+1,0 9,8+0,6 4,9+0,2 2,9+0,3 2,3+0,3 92,345,5

A %EC de J2 de M. arenaria foi inferior em S. nigrum e superior na agua, tal como

observado na Figura XIV.
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Figura XIV - Evolugéo da eclosdo cumulativa de J2 de Meloidogyne arenaria, ao longo de 15 dias de
exposicdo aos exsudatos radiculares de Solanum nigrum, S. lycopersicum cv.Tropimech (controlo

positivo) e agua (controlo negativo).

A %IECC dos J2 de M. arenaria em S. nigrum foi de 26,2%, enquanto no controlo

positivo foi de apenas 10,2%. Assim, o efeito do exsudato radicular para S. nigrum é

considerado pouco inibidor e relativamente ao controlo positivo considera-se ndo ter qualquer

efeito (Tabela V).

Tabela V - Inibicdo da eclosdo cumulativa corrigida pela formula de Abbott (%IECC) dos J2 de
Meloidogyne arenaria para os exsudatos radiculares de Solanum nigrum e Solanum lycopersicum cv.

Tropimech.

Efei
Ex§udatos %IECC eito dc.J exsudato
radiculares radicular
S. nigrum 26,2 (+) Pouco Inibidor
S. lycopersicum 10,2 (0) Sem efeito

CV. Tropimech
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2.2. Eclosdo de J2 de Meloidogyne chitwoodi

Quanto a M. chitwoodi, a %E dos J2 variou de 2,7% a 8,7% em S. nigrum, de 0% a
14,5% no controlo positivo e de 3,8% a 8,0% no controlo negativo ( Tabela VI). O periodo em
que se observou um maior numero de jovens eclodidos foi entre 0 13° e 0 15° dias (14,5%) no
controlo positivo, S. lycopersicum cv.Tropimech. Nos exsudatos de S. nigrum foi entre 0 10° e
12° dias que se verificou o maior nimero de J2 eclodidos (8,7%), 0 mesmo acontecendo no
controlo negativo (8,0%). Nos controlos positivos e negativo foi observada, em algumas
repeticdes, a eclosdo total dos J2, enquanto em S. nigrum néo foi verificada a ecloséo total dos
J2 em nenhuma repeticdo. Ndo foram detectadas diferencas significativas (F =1,071; gl = 2;
P>0,05) entre o exsudato radicular de S. nigrum, o de S. lycopersicum cv.Tropimech (controlo

positivo) e a &gua (controlo negativo).

Tabela VI - Efeito dos exsudatos radiculares de Solanum nigrum, S. lycopersicum cv.Tropimech
(controlo positivo) e dgua (controlo negativo), na eclosdo de J2 de Meloidogyne chitwoodi durante 15
dias de exposicao aos exsudatos e valor o (desvio padrdo).

Eclosdo (%) a cada 3 dias Eclosdo
Exsudatos cumulativa
radiculares 3 6 9 12 15 nos 15 dias
(%)
S. nigrum 3,3t0,5 2,7+0,3 3,8t+0,6 8,7t0,8 3,840,4 67,3+14,1

S. lycopersicum

. 6,8t1,0 1,6+0,3 1,6+0,3 0,0+0,0 14,5%0,5 71,5%£30,7
CV. Tropimech

Agua 6,910 4,2+0,7 6,6+0,5 8,0+0,1 3,804 87,4+20,5

No Figura XV observamos que a %EC de J2 de M. chitwoodi foi menor em S. nigrum

comparando com os controlos negativo e positivo, sendo superior na dgua, controlo negativo.
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Figura XV - Evolug&o da eclosdo cumulativa de J2 de Meloidogyne chitwoodi, ao longo de 15 dias de
exposicdo aos exsudatos radiculares de Solanum nigrum, S. lycopersicum cv.Tropimech (controlo
positivo) e agua (controlo negativo).

A %IECC dos J2 de M. chitwoodi em S. nigrum foi de 23,0%, valor superior ao do controlo
positivo, que foi apenas de 18,3%, sendo ambos os exsudatos classificados como pouco inibidores
da ecloséo (Tabela VII).

Tabela VII - Inibicdo da eclosdo cumulativa corrigida pela formula de Abbott (%IECC) dos J2 de
Meloidogyne chitwoodi para os exsudatos radiculares de Solanum nigrum e S. lycopersicum
cv.Tropimech.

Exs_,udatos %IECC Efeito dc.a exsudato
radiculares radicular
S. nigrum 23,0 (+) Pouco Inibidor

S. lycopersicum

) 18,3 (+) Pouco Inibidor
CV. Tropimech
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2.3. Eclosado de J2 de Meloidogyne ethiopica

A %E de J2 de M. ethiopica, variou ao longo do tempo de 4,4% a 7,9% em S. nigrum,
de 3,7% a 9,3% no controlo positivo e de 2,7% a 11,4% na agua (Tabela VIII). O maior
numero de J2 eclodidos, por intervalo de observacdes, foi verificado no controlo negativo
(11,4%), no controlo positivo (9,3%) e em S. nigrum (7,9%), nos trés primeiros dias. Nos
controlos positivo e negativo observou-se, em mais de uma réplica, a eclosdo total dos J2,
contrariamente ao observado com os outros isolados de Meloidogyne estudados. Ndo foram
detectadas diferencas significativas (F =2,012; gl =2; P> 0,05) entre o exsudato radicular de

S. nigrum, de S. lycopersicum cv.Tropimech (controlo positivo) e a &gua (controlo negativo).

Tabela VIII - Efeito dos exsudatos radiculares de Solanum nigrum, S. lycopersicum cv.Tropimech
(controlo positivo) e agua (controlo negativo), na eclosdo de J2 de Meloidogyne ethiopica durante 15
dias de exposigdo aos exsudatos e valor ¢ (desvio padrio).

Eclosdo (%) a cada 3 dias Eclosa_o
Exsudatos cumulativa
radiculares 3 6 9 12 15 nos 15 dias
(%)
S. nigrum 7,910,5 7,0£0,8 7,0+0,9 4,4+0,1 4,4+1,0 92,446,3
S.lycopersicum g 3.1, gas15 37:03 53:09 59409 97,346,0
CV. Tropimech
Agua 11,441,3 7,810,2 8,2+0,4 2,7+0,7 2,7+0,4 98,8+2,8

Na Figura XVI observa-se que a %EC de J2 de M. ethiopica foi, até aos 6 primeiros
dias de exposicao aos exsudatos radiculares, menor em S. nigrum. No entanto, ap6s 15 dias de
observagdes foi em S. lycopersicum cv. Tropimech que houve menor eclosdo. Foi na agua que

se observou maior eclosé@o ao longo de todo o ensaio.
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Figura XVI — Evolucéo da eclosdo cumulativa de J2 de Meloidogyne ethiopica, ao longo de 15 dias
de exposicdo aos exsudatos radiculares de Solanum nigrum, S. lycopersicum cv.Tropimech (controlo
positivo) e agua (controlo negativo).

A %IECC dos J2 de M. ethiopica em S. nigrum foi de 6,5%, sendo menor no controlo

positivo (1,4%). Nenhum dos dois exsudatos teve efeito na %IECC (Tabela 1X).

Tabela IX - Inibicdo da eclosdo cumulativa corrigida pela formula de Abbott (%IECC) dos J2 de
Meloidogyne ethiopica para os exsudatos radiculares de Solanum nigrum e S. lycopersicum
cv.Tropimech.

Exs_udatos %IECC Efeito d(? exsudato
radiculares radicular
S. nigrum 6,5 (0) Sem efeito

S. lycopersicum

cv. Tropimech 14 (0) Sem efeito

2.4. Eclosao de J2 de Meloidogyne javanica

Para M. javanica, a %E de J2 variou de 0,5% a 11,1% em S. nigrum, de 2,3% a 9,8%
no controlo positivo (S. lycopersicum cv. Tropimech) e de 1,7% a 15,8% no controlo negativo
(&4gua) (Tabela X). O maior numero de J2 eclodidos, por intervalo de observagdes, verificou-se

no controlo negativo, nos trés primeiros dias (15,8%). Em S. nigrum foi, também, nos trés
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primeiros dias que se verificou maior nimero de J2 eclodidos (11,1%). No controlo positivo
foi entre 0 10° e 12° dias (9,8%). Nos controlos positivo e negativo foi observada, em uma
réplica de cada, a ecloséo total dos J2, enquanto em S. nigrum esta situacdo ndo foi verificada
em nenhuma réplica. Ndo foram detectadas diferencas significativas (F =3,405; gl =2;
P>0,05) entre o exsudato radicular de S. nigrum, o de S. lycopersicum cv.Tropimech (controlo

positivo) e a &gua (controlo negativo).

Tabela X - Efeito dos exsudatos radiculares de Solanum nigrum, S. lycopersicum cv.Tropimech
(controlo positivo) e adgua (controlo negativo), na eclosdo de J2 de Meloidogyne javaniva durante 15
dias de exposi¢do aos exsudatos e valor ¢ (desvio padrdo).

Eclosao
5 10 ) (
Exsudatos Eclosdo (%) a cada 3 dias cumulativa
radiculares 3 . 9 1 15 nos 15 dias
(%)
S. nigrum 11,1#3,0 0,5t0,1 6,3t1,3 53+1,4 2,1+0,3 70,4+19,4
S.lycopersicum o1 0 23403 9,106 98t16 38:04 93,2459
CV. Tropimech
Agua 15,8+3,4 3,4+0,9 5,610,2 4,0t1,1 1,7+0,3 87,8+10,7

Na Figura XVII observamos que a %EC de J2 de M. javanica nos primeiros 9 dias de
exposicdo aos exsudatos radiculares, foi menor no exsudatos radicular de S. lycopersicum
cv.Tropimech e superior na agua. Apos 15 dias observamos que em S. nigrum eclodiram
menos J2 do que nos controlos e que foi no controlo positivo que eclodiu um maior nimero
de J2.
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Figura XVII — Evolucéo da eclosdo cumulativa de J2 de Meloidogyne javaniva, ao longo de 15 dias
de exposicdo aos exsudatos radiculares de Solanum nigrum, S. lycopersicum cv.Tropimech (controlo
positivo) e agua (controlo negativo).

A %IECC dos J2 de M. javanica em S. nigrum foi de 19,8% e no controlo positivo foi
negativa (-6,1%). Assim, S. nigrum, quanto ao efeito do seu exsudato radicular, é considerada
pouco inibidora e o controlo positivo como ndo tendo efeito (Tabela XI).

Tabela XI - Inibicdo da eclosdo cumulativa corrigida pela formula de Abbott (%IECC) dos J2 de
Meloidogyne javanica para os exsudatos radiculares de Solanum nigrum e Solanum lycopersicum cv.
Tropimech.

Exs_udatos %IECC Efeito d(? exsudato
radiculares radicular
S. nigrum 19,8 (+) Pouco Inibidor

S. lycopersicum

) -6,1 (0) Sem efeito
CV. Tropimech

3. EFEITOS DOS EXSUDATOS RADICULARES DE SOLANUM
NIGRUM NA MORTALIDADE DE JOVENS DO SEGUNDO
ESTADIO DE MELOIDOGYNE SPP.

Os resultados referentes a percentagem de mortalidade cumulativa (%6MC) dos J2 das

especies de Meloidogyne em estudo, nos exsudatos de S. nigrum e S. lycopersicum cv
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Tropimech (controlo positivo) e na dgua (controlo negativo), sdo apresentados apos 3h, 6h e
até 8 dias de exposicdo (Tabelas XII, XIV, XVI e XVIII). Os resultados da mortalidade
cumulativa corrigida, pela formula de Abbott, foram corrigidos em relagdo ao valor do
controlo negativo agua (Tabelas XI1I, XV, XVII e XIX).

3.1. Mortalidade de J2 de Meloidogyne arenaria

O maior nimero de J2 de M. arenaria mortos, por intervalo de tempo, verificou-se no
exsudato de S. nigrum ao quarto dia (9,3%). A mortalidade mais elevada no controlo positivo
foi de 8,0%, apos 4 dias, e no controlo negativo s foi observada mortalidade no 1° e 4° dias,
com valores de 1,4% e 1,3%, respectivamente (Tabela XII). Foram detectadas diferencas
significativas (F =5,369; gl =2; P<0,05) entre o exsudato radicular de S. nigrum, o de

S. lycopersicum cv. Tropimech (controlo positivo) e a &gua (controlo negativo).

Tabela XII - Efeito dos exsudatos radiculares de Solanum nigrum, S. lycopersicum cv.Tropimech
(controlo positivo) e agua (controlo negativo), na mortalidade de J2 de Meloidogyne arenaria apés 3h,
6h e até 8 dias de exposi¢do aos exsudatos e valor ¢ (desvio padrio).

Exsudatos Mortalidade (%0)

radiculares 3h  6h 1 2 3 4 5 6 7 8
o0 28 00 28 71 9,3 56 0,0 5,7 8,7
0,0 +3,8 0,0 3,8 +7,2 10,1 +7,7 0,0 79 135
S. lycopersicum 0,0 1,3 1,3 1,3 6,9 8,0 4,5 1,4 1,4 4,5
cv. Tropimech +0,0 3,0 +3,0 +3,0 +5,1 11,9 16,5 43,2 13,2 +6,5
00 0,0 1,4 00 0,0 1,3 00 00 0,0 0,0
0,0 +0,0 3,2 0,0 0,0 3,0 0,0 0,0 0,0 0,0

S. nigrum

Agua

Na Figura XVIII verificamos que foi no exsudato radicular de S. nigrum que se observou

maior % de mortalidade cumulativa, ao longo de todo o ensaio.
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Figura XVIII - Evolugdo da mortalidade cumulativa de J2 de Meloidogyne arenaria, ao longo de 3h,
6h e até 8 dias de exposicdo aos exsudatos radiculares de Solanum nigrum, S. lycopersicum
cv.Tropimech (controlo positivo) e agua (controlo negativo).

Considerando os valores de % MCC, em S. nigrum observou-se um valor de 40,3%
enquanto em S. lycopersicum cv. Tropimech a mortalidade cumulativa corrigida foi de apenas
28,8% (Tabela XIII).

Tabela XIIl — Mortalidade cumulativa corrigida pela formula de Abbott (%MCC) de J2 de
Meloidogyne arenaria para os exsudatos radiculares de Solanum nigrum e S. lycopersicum
cv.Tropimech.

Exs_,udatos %MCC
radiculares
S. nigrum 40,3
S. lycopersicum 28.8

cv. Tropimech
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3.2. Mortalidade de J2 de Meloidogyne chitwoodi

Nos ensaios de mortalidade de M. chitwoodi, verificou-se que o maior nimero de J2
mortos, por intervalo de observacgdes, foi em S. nigrum ao quarto dia (3,9%). A mortalidade
maxima no controlo positivo (S. lycopersicum cv. Tropimech) foi de 2,7%, ap6s 3h, aos 3 dias
e aos 6 dias e no controlo negativo (dgua) s6 no 4° dia se verificou mortalidade e de apenas
1,3% (Tabela XIV). N&o foram detectadas diferencas significativas (F =2,382; gl =2; P >0,05)
entre 0 exsudato radicular de S. nigrum, o de S. lycopersicum cv.Tropimech (controlo

positivo) e a dgua (controlo negativo).

Tabela X1V - Efeito dos exsudatos radiculares de Solanum nigrum, S. lycopersicum cv.Tropimech
(controlo positivo) e agua (controlo negativo), na mortalidade de J2 de Meloidogyne chitwoodi ap6s
3h, 6h e até 8 dias de exposi¢do aos exsudatos e valor ¢ (desvio padrio).

Exsudatos Mortalidade (%)

radiculares | 3n  h 1 2 3 4 5 6 7 8
0,0 0,0 0,0 1,4 2,8 3,9 1,4 2,8 0,0 1,3
+0,0 +0,0 +0,0 #3,2 +3,8 +59 +3,2 +3,8 +0,0 .0
S. lycopersicum 2,7 0,0 0,0 0,0 2,7 1,3 0,0 2,7 0,0 1,3
cv. Tropimech 6,0 #0,0 0,0 0,0 3,7 3,0 10,0 +3,7 0,0 3,0
0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 1,3 0,0 0,0 0,0 0,0
0,0 +0,0 0,0 0,0 +0,0 43,0 0,0 0,0 0,0 0,0

S. nigrum

Agua

Na Figura XIX observamos que até ao 3° dia de exposi¢do foi nos exsudatos de
S. lycopersicum cv. Tropimech que se verificou a maior mortalidade cumulativa, mas do 3°

até ao 8° dias foi em S. nigrum que houve maior % de mortalidade cumulativa.
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Figura XIX - Evolugdo da mortalidade cumulativa de J2 de Meloidogyne chitwoodi, ao longo de 3h,
6h e até 8 dias de exposicdo aos exsudatos radiculares de Solanum nigrum, S. lycopersicum
cv.Tropimech (controlo positivo) e agua (controlo negativo).

Considerando os valores da %MCC, foi no exsudato radicular de S. nigrum que se
observou maior percentagem de J2 mortos (12,5%), valor que baixou para 9,5% em

S. lycopersicum cv. Tropimech (Tabela XV).

Tabela XV - Mortalidade cumulativa corrigida pela formula de Abbott (%MCC) de J2 de
Meloidogyne chitwoodi para os exsudatos radiculares de Solanum nigrum e S. lycopersicum
cv.Tropimech.

Exsudatos

. %MCC
radiculares
S. nigrum 12,5
S. lycopersicum 9,5

cv. Tropimech
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3.3. Mortalidade de J2 de Meloidogyne ethiopica

Relativamente a M. ethiopica, 0 maior nimero de J2 mortos, por intervalo de tempo,
verificou-se no exsudato de S. nigrum ao 4° dia (10,2%). Quanto ao controlo positivo so foi
observada mortalidade ao 1° 3° e 4° dias, com valores de 3,5%, 1,1% e 2,4%,
respectivamente. No controlo negativo a mortalidade maxima foi observada ao 8° dia (8,6%)
(Tabela XV1). Foram detectadas diferencas significativas (F =4,597; gl =2; P<0,05) entre o
exsudato radicular de S. nigrum, o de S. lycopersicum cv.Tropimech (controlo positivo) e a

agua (controlo negativo).

Tabela XVI - Efeito dos exsudatos radiculares de Solanum nigrum, S. lycopersicum cv.Tropimech
(controlo positivo) e agua (controlo negativo), na mortalidade de J2 de Meloidogyne ethiopica apds
3h, 6h e até 8 dias de exposi¢do aos exsudatos e valor ¢ (desvio padrio).

Exsudatos Mortalidade (%)

radiculares 3h  6h 1 2 3 4 5 6 7 8
00 00 75 14 43 102 14 00 14 2,9
$0,0 0,0 159 32 164 48,1 £32 0,0 +32 164
S. lycopersicum 0,0 00 35 00 11 24 00 00 00 0,0
cv. Tropimech 0,0 0,0 #3,2 20,0 %25 3,4 %00 #0,0 0,0 0,0
00 00 41 00 00 00 00 14 27 86
10,0 0,0 #3,8 20,0 20,0 0,0 #0,0 #32 3,7 156

S. nigrum

Agua

Na Figura XX pode observar-se que a maior % de mortalidade foi verificada sempre em
S. nigrum, desde o inicio do ensaio até ao Ultimo dia, tal como aconteceu com M. arenaria e

M. javanica.
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Figura XX - Evolugdo da mortalidade cumulativa de J2 de Meloidogyne ethiopica, ao longo de 3h, 6h
e até 8 dias de exposicao aos exsudatos radiculares de Solanum nigrum, S. lycopersicum cv.Tropimech
(controlo positivo) e agua (controlo negativo).

Nos testes de mortalidade de M. ethiopica verificou-se uma mortalidade cumulativa
corrigida de -11,7% no exsudato de S. lycopersicum cv. Tropimech, indicando que a
percentagem de mortalidade de J2 na 4gua (valor relativo ao qual a mortalidade dos exsudatos
em estudo foi corrigida) foi superior a mortalidade verificada no controlo positivo. A
mortalidade cumulativa corrigida de J2 para o exsudato radicular de S. nigrum foi de 14,8%
(Tabela XV11).

Tabela XVII - Mortalidade cumulativa corrigida pela férmula de Abbott (%MCC) de J2 de
Meloidogyne javanica para os exsudatos radiculares de Solanum nigrum e S. lycopersicum
cv.Tropimech.

Exs_,udatos %MCC
radiculares
S. nigrum 14,8
S. lycopersicum 117

cv. Tropimech

41



Estudo das interacg¢des entre Solanum nigrum e os nematodes-das-galhas-radiculares (NGR), Meloidogyne spp.

3.4. Mortalidade de J2 de Meloidogyne javanica

O maior numero de J2 mortos, por intervalo de tempo, foi observado nos exsudatos de
S. nigrum ao quarto dia (4,3%). No controlo positivo so foi verificada mortalidade ao 3° e 5°
dias com valores de 1,3% e 3,0%, respectivamente. No controlo negativo apenas foi
observada no 5° dia (2,2%) (Tabela XVIII). N&o foram detectadas diferencas significativas
(F =2,447; gl = 2; P>0,05) entre o exsudato radicular de S. nigrum, o de S. lycopersicum cv.
Tropimech (controlo positivo) e a &gua (controlo negativo).

Tabela XVII11 - Efeito dos exsudatos radiculares de Solanum nigrum, S. lycopersicum cv.Tropimech
(controlo positivo) e dgua (controlo negativo), na mortalidade de J2 de Meloidogyne javanica apés 3h,
6h e até 8 dias de exposi¢do aos exsudatos e valor ¢ (desvio padrao).

Exsudatos Mortalidade (%)

radiculares 3h 6h 1 2 3 4 5 6 7 8

00 00 26 00 43 00 28 24 00 0,0
+0,0 10,0 4,4 +0,0 +3,7 +0,0 +4,8 4,1 +0,0 +0,0
S. lycopersicum 00 00 00 00 13 00 30 0,0 0,0 0,0
cv. Tropimech  +0,0 0,0 0,0 +#0,0 +2,3 +0,0 %52 +0,0 0,0 +0,0
00 00 00 00 00 00 22 00 00 0,0
+0,0 +0,0 +0,0 +0,0 +0,0 +0,0 +3,8 +0,0 0,0 0,0

S. nigrum

Agua

Na Figura XXI observamos que nos exsudatos radiculares de S. nigrum houve maior %
de mortalidade cumulativa desde o inicio do ensaio até ao Ultimo dia, tal como observado com

M. arenaria.
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Figura XXI - Evolugdo da mortalidade cumulativa de J2 de Meloidogyne javanica, ao longo de 3h, 6h
e até 8 dias de exposicdo aos exsudatos radiculares de Solanum nigrum, S. lycopersicum cv.
Tropimech (controlo positivo) e dgua (controlo negativo).

A mortalidade cumulativa corrigida para S. nigrum foi de 10,0% e para S. lycopersicum
cv. Tropimech de 2,2% (Tabela XIX).

Tabela XIX - Mortalidade cumulativa corrigida pela férmula de Abbott (%MCC) de J2 de
Meloidogyne javanica para os exsudatos radiculares de Solanum nigrum e S. lycopersicum
cv.Tropimech.

Exs_udatos %MCC
radiculares
S. nigrum 10,0
S. lycopersicum 22

cv. Tropimech
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4. RESISTENCIA/SUSCEPTIBILIDADE DE SOLANUM NIGRUM A
MELOIDOGYNE SPP.

Os resultados obtidos sdo apresentados nas tabelas XX a XXIII.

Em todos os ensaios, tanto nas plantas de S. nigrum como na testemunha, foram visiveis
na parte aérea, amarelecimento das folhas e, na parte radicular, a formag&o de galhas (Figuras
XXI1e XXIII).

Figura XXII — Plantas de tomateiro Figura XXIIl — Raiz de tomateiro Solanum
Solanum lycopersicum cv. Easypeel lycopersicum cv. Tropimech infectada com
(@ esquerda) e de S. nigrum (@ Meloidogyne spp., onde séo visiveis as galhas e as
direita), infectadas com Meloidogyne massas de ovos.

chitwoodi.

4.1. Reaccao de Solanum nigrum a Meloidogyne ethiopica

Para os testes de patogenicidade de Meloidogyne ethiopica foram inoculadas 7 plantas
de Solanum nigrum e outras 7 do controlo, S. lycopersicum cv. Easypeel. Em todas as plantas
estudadas foram observadas >100 galhas e >100 massas de ovos, que representam um IG e
um IMO de valor 5. O valor de densidade populacional final (Ps) para S. nigrum foi em média

de 81390,5 ovos, sendo menor em S. lycopersicum cv. Easypeel (58285,7 ovos). Quanto aos
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valores do factor de reproducdo (FR), em S. nigrum foi em média de 16,3 e em S.

lycopersicum cv. Easypeel de 11,7 (Tabela XX).

Tabela XX - indice de galhas (IG), indice de massas de ovos (IMO), densidade populacional final (Pf)
+ o (desvio padrdo) e factor de reproducdo (FR) + o (desvio padrdo) em Solanum nigrum e S.
lycopersicum cv. Easypeel, inoculadas com 5000 ovos e J2 de Meloidogyne ethiopica.

Espécie IG IMO Ps FR
Solanum nigrum 5 5 81390,5 +47262,1 16,3+9,5
S. lycopersicum 5 582857 +22467,1 11,7 +4,5
cv. Easypeel

A espécie S. nigrum foi considerada susceptivel em relacdo ao isolado de M. ethiopica
(Tabela XXI).

Tabela XXI - Avaliacdo do grau de Resisténcia/Susceptibilidade (GR), tendo em conta 0s estragos na
planta hospedeira (I1G) e a eficiéncia da planta hospedeira (FR), de Solanum nigrum e S. lycopersicum
cv. Easypeel, inoculadas com 5000 ovos e J2 de Meloidogyne ethiopica.

Estragos  Eficiéncia

(L na planta  da planta o Grau de —
Espécie . . Resisténcia/Susceptibilidade
hospedeira hospedeira (GR)
(1G) (FR)
Solanum nigrum >2 >1 Susceptivel
S. lycopersicum >2 >1 Susceptivel

cv. Easypeel
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4.2. Reaccdo de Solanum nigrum a Meloidogyne javanica

Para os testes de patogenicidade de Meloidogyne javanica, foram inoculadas 5 plantas
de Solanum nigrum e 5 plantas de S. lycopersicum cv. Tropimech, que serviram como
controlo. Das 5 plantas usadas para cada cultivar em estudo, morreram duas de S. nigrum e 3
de S. lycopersicum cv.Tropimech, tendo ficado o estudo reduzido a 3 plantas de S. nigrum e
duas de S. lycopersicum cv.Tropimech. Em todas as plantas estudadas, foram observadas
>100 galhas e >100 massas de ovos, que representam valores de IG e IMO de 5. O valor de
densidade populacional final (Ps) foi para S. nigrum de 62700 ovos e J2, sendo superior em
S. lycopersicum cv. Tropimech (123150 ovos e J2). Quanto aos valores do factor de
reproducdo (FR), em S. nigrum foi de 12,5 e em S. lycopersicum cv.Tropimech de 24,6,
(Tabela XXII).

Tabela XXI1 - indice de galhas (IG), indice de massas de ovos (IMO), densidade populacional final
(Pf) £ o (desvio padrédo) e factor de reproducdo (FR) £ ¢ (desvio padrdo) em Solanum nigrum e S.
lycopersicum cv.Tropimech, inoculadas com 5000 ovos e J2 de Meloidogyne javanica.

Espécie IG IMO Ps FR

Solanum nigrum 5 5 62700 + 30445,2 12,5+6,1

S. lycopersicum

) 5 123150+ 14849  24,6+0,3
cv. Tropimech

A espécie S. nigrum foi considerada susceptivel ao isolado de M. javanica (Tabela
XX11).
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Tabela XXI11 - Avaliacdo do grau de Resisténcia/Susceptibilidade (GR), tendo em conta os estragos
na planta hospedeira (IG) e a eficiéncia da planta hospedeira (FR), de Solanum nigrum e
S. lycopersicum cv. Tropimech, inoculadas com 5000 ovos e J2 de Meloidogyne javanica.

Estragos  Eficiéncia

- naplanta  da planta o 'Grau de —
Espécie . . Resisténcia/Susceptibilidade
hospedeira hospedeira (GR)
(1G) (FR)
Solanum nigrum >2 >1 Susceptivel
S. lycopersicum >2 >1 Susceptivel

cv. Tropimech

VI DISCUSSAO

1. EFEITOS DOS EXSUDATOS RADICULARES DE SOLANUM
NIGRUM NA ECLOSAO DE JOVENS DO SEGUNDO ESTADIO
DE MELOIDOGYNE SPP.

Algumas plantas tém na sua constitui¢do substancias quimicas com efeito nematodicida,
que podem estar nas diferentes partes da planta, tais como folhas, frutos e raizes (Dias-Arieira
et al., 2003). Os exsudatos de todas as plantas da familia Solanaceae, nomeadamente Solanum
nigrum, apresentam propriedades nematodicidas (Haseeb & Butool, 1996). Estas propriedades
podem revelar-se através de efeitos sobre a eclosdo dos J2, mortalidade dos J2 ou reacdo das
plantas depois de infectadas.

Nas 4 espécies de Meloidogyne testadas, verificou-se que houve maior percentagem de
eclosbes no controlo negativo (agua), excepto em M. javanica que teve maior eclosdo no
controlo positivo (S. lycopersicum cv. Tropimech). Para as quatro espécies em estudo
verificou-se menor eclosdo nos exsudatos radiculares de S. nigrum, em comparagcdo com 0s

controlos negativo e positivo (Tabela XXIV).

47



Estudo das interacg¢des entre Solanum nigrum e os nematodes-das-galhas-radiculares (NGR), Meloidogyne spp.

Tabela XXIV - Ecloséo dos J2 de M. chitwoodi, M. arenaria, M. javanica e M. ethiopica, nos
exsudatos radiculares de Solanum nigrum e S. lycopersicum cv.Tropimech e na agua.

% Eclosao

M. chitwoodi M. arenaria M. javanica M. ethiopica
Solanum nigrum 67,3 68,1 70,4 92,4

S. lycopersicum

: 71,5 82,9 93,2 97,3
cv.Tropimech

Agua 87,4 92,3 87,8 98,8

Nos estudos da eclosdo, a maioria das espécies estudadas registou maior eclosdo nos
exsudatos de S. nigrum nos trés primeiros dias, excepto M. chitwoodi em que foi entre 0 10° e
12° dias de exposi¢do ao exsudato que se observou maior percentagem de J2 eclodidos
(Tabelas IV, VI, VI e X).

Fazendo a comparacdo dos valores de %IEC obtidos para as quatro espécies de
Meloidogyne em estudo, verificou-se que os exsudatos radiculares de S. nigrum tiveram
algum efeito na inibicdo da sua eclosdo. Estes exsudatos poderdo ter na sua constituicdo
substancias com efeito inibidor da eclosdo, ainda que esta influéncia seja bastante reduzida
tendo em conta que foi em M. arenaria que se observou maior percentagem de IECC mas,
apenas com um valor de 26,2%. Este resultado esta de acordo com a avaliacdo realizada por
Haseeb & Butool, em 1996, em que estudaram a eclosdo dos J2 de M. incognita. No seu
estudo todas as plantas da familia Solanaceae, de entre as quais S. nigrum, inibiram a ecloséo
dos J2. Estes autores expuseram 1 massa de ovos de M. incognita durante 5 dias ao exsudato
radicular de S. nigrum, tendo eclodido 17 J2. No nosso estudo o efeito do exsudato radicular
de S. nigrum apresentou, em quase todas as espécies estudadas, um efeito pouco inibidor ndo
tendo mesmo, qualquer efeito em M. ethiopica (Tabela XXV). Estes resultados vdo ao
encontro dos apresentados por Dias et al. (2012), com exsudatos de quatro cultivares de S.
sisymbriifolium, em que os exsudatos apresentaram apenas um ligeiro efeito sobre a ecloséo
de J2 de Meloidogyne spp. em estudo, variando de sem efeito a pouco inibidor, tal como nos
resultados agora obtidos.
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Tabela XXV - Inibicdo da eclosdo cumulativa corrigida (pela formula de Abbott) dos J2 de M.
chitwoodi, M. arenaria, M.javanica e M. ethiopica, em exsudatos radiculares de Solanum nigrum e S.
lycopersicum cv.Tropimech, e classificacdo do efeito destes exsudatos radiculares.

% IECC e Efeito do Exsudato radicular

M. chitwoodi M. arenaria M. javanica M. ethiopica
Efeito do Efeito do Efeito do Efeito do
% IECC  exsudato % IECC exsudato % IECC  exsudato % IECC exsudato
radicular radicular radicular radicular
. (+) Pouco (+) Pouco (+) Pouco (0) Sem
2 [T e Inibidor 26,2 Inibidor 19,8 Inibidor 65 Efeito
S. lycopersicum (+) Pouco (0) Sem (0) Sem (0) Sem
cv.Tropimech 18,3 Inibidor 10,2 Efeito 61 Efeito 14 Efeito

2. EFEITOS DOS EXSUDATOS RADICULARES DE SOLANUM
NIGRUM NA MORTALIDADE DE JOVENS DO SEGUNDO
ESTADIO DE MELOIDOGYNE SPP.

Comparando os resultados obtidos com as 4 espécies de Meloidogyne testadas
relativamente a mortalidade dos J2, verificou-se que houve maior percentagem de mortalidade
cumulativa corrigida nos exsudatos de Solanum nigrum em comparagdo com o controlo
positivo (S. lycopersicum cv.Tropimech). Comparando os resultados obtidos nos dois
controlos, verificou-se que, em todas as espécies de Meloidogyne, no exsudato de S.
lycopersicum cv. Tropimech os valores de %MCC foram superiores aos obtidos para a agua,
excepto em M. ethiopica em que se verificou exactamente o contrario. De todas as espécies de
Meloidogyne em estudo foi em M. arenaria que a mortalidade foi superior, nos dois exsudatos
testados (Tabela XXV1).
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Tabela XXVI - Mortalidade cumulativa corrigida (pela férmula de Abbott) dos J2 de M. chitwoodi,
M. arenaria, M.javanica e M. ethiopica, em exsudatos radiculares de Solanum nigrum e S.
lycopersicum cv.Tropimech.

Mortalidade Cumulativa Corrigida (%)

M. chitwoodi M. arenaria M. javanica M. ethiopica

Solanum nigrum 12,5 40,3 10 14,8

S. lycopersicum

. 9,5 28,8 2,2 -11,7
cv.Tropimech

Analisando os valores de %MCC obtidos, verifica-se que os exsudatos radiculares de S.
nigrum apresentam algum efeito na mortalidade dos J2 das espécies de Meloidogyne
estudadas, indicando a possibilidade de estes exsudatos terem presentes substancias com
efeito nematodicida, ainda que o efeito seja reduzido na maioria das espécies. Tendo em conta
que Haseeb & Butool, em 1996, avaliaram o efeito na mortalidade de algumas plantas da
familia Solanaceae, incluindo esta, e verificaram que apés 1, 2, 3 e 4 dias de exposicao dos J2
ao exsudato radicular havia efeito na sua mortalidade, seria de esperar que S. nigrum
apresentasse algum efeito. O estudo destes autores indicou que ap6s um dia de exposi¢do aos
exsudatos radiculares de S. nigrum a mortalidade foi de 80%, apds 2 dias de 72%, apds 3 dias
de 78% e no 4° dia de 87%. Os efeitos de S. nigrum, bem como os da espécie S.
sisymbriifolium, também foram estudados por Pestana et al. (2009), em relacdo ao nematode-
das-lesdes radiculares, Pratylenchus goodeyi. O estudo mostrou que ambas as plantas tém
efeito na mortalidade de P. goodeyi e que tém substancias com propriedades nematodicidas

ou nematostaticas.

3. RESISTENCIA/SUSCEPTIBILIDADE DE SOLANUM NIGRUM A
MELOIDOGYNE SPP.

As populagdes de M. javanica tém capacidade de sobreviver em plantas ndo cultivadas
pertencentes a familia das Solanaceas, como é o caso de Solanum nigrum (Eddaoudi et al.,
1997).
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A avaliacdo da reproducéo dos isolados de M. javanica e M. ethiopica em S. nigrum foi
feita tendo em conta o nimero de galhas e massas de ovos que as plantas apresentavam 60
dias apds a inoculagdo com 5000 ovos e J2 das espécies em causa, bem como a populagéo
final (Pf), o que permitiu calcular o factor de reproducédo (FR). Em todas as plantas usadas no
ensaio o valor de indice de galhas (IG) foi >2 e o factor de reproducdo (FR) >1, mostrando
que S. nigrum é susceptivel aos isolados estudados (M. javanica e M. ethiopica). Solanum
lycopersicum cv. Tropimech inoculado com M. javanica e Solanum lycopersicum cv.
Easypeel inoculado com M. ethiopica, também foram susceptiveis, como ja era esperado, pois

foram por isso escolhidos para os controlos positivos (Tabela XXVII).

Tabela XXVI1I - indice de galhas (IG), indice de massas de ovos (IMO), factor de reproducio (FR) e
avaliacdo do grau de Resisténcia/Susceptibilidade (GR), tendo em conta os estragos na planta
hospedeira (IG) e a eficiéncia da planta hospedeira (FR), em Solanum nigrum e S. lycopersicum cv.
Easypeel a Meloidogyne ethiopica e de Solanum nigrum e S. lycopersicum cv. Tropimech a
Meloidogyne javanica, em plantas inoculadas com 5000 ovos e J2.

M. ethiopica
Estragos na Eficiéncia Grau de
planta da planta Resisténcia/
I6 Mo FR hospedeira hospedeira susceptibilidade
(1G) (FR) (GR)
S. nigrum 5 5 16,3 >2 >1 S
S. lycopersicum cv. c c 11,7 9 o1 s
Easypeel
M. javanica
Estragos na  Eficiéncia Grau de
planta da planta Resisténcia/
I6 Mo FR hospedeira hospedeira susceptibilidade
(1G) (FR) (GR)
S. nigrum 5 5 12,5 >2 >1 S
S. chope_rsmum CV. - 246 . i <
Tropimech

Estes resultados confirmam os obtidos por Lima et al. (2009), num estudo onde foram
encontradas plantas de S. nigrum parasitadas por Meloidogyne, nomeadamente M. ethiopica,

uma espécie agressiva para a cultura da batateira e considerada de quarentena. Estes
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resultados véo ainda ao encontro dos publicados por Ardakani & Mirinejad (2013), que ao
estudarem varias infestantes inoculadas com M. incognita, verificaram que S. nigrum era
muito susceptivel. Também Dias et al. (2012), testou 4 cvs de S. sisymbriifolium quanto a
reaccdo a Meloidogyne, relatando que todas as cvs de S. sisymbriifolium se mostraram
hipersusceptiveis a M. arenaria e M. hapla embora resistentes a M. chitwoodi. Quanto a
M. hispanica todas as cultivares se mostraram resistentes excepto a cv. Pion, que foi
susceptivel. Quanto a M. javanica as cvs Sharp e Pion foram susceptiveis, a cv. Domino
resistente e a cv. Sis 4004 hipersusceptivel. As diferencas entre os resultados de Dias et al.
(2012) e os do presente estudo podem ser devidas a diferenca de especie de Solanum em
estudo. Porém Dias et al. (2012) aponta as variacdes das condi¢des ambientais e de
laboratdrio, como possiveis responsaveis pelas diferencas entre os resultados obtidos no seu
trabalho. Os resultados sdo diferentes dos obtidos por Pestana & Abrantes (2008), que
estudaram os efeitos das plantas S. nigrum e S. sisymbriifolium, inoculadas com Pratylenchus
goodeyi. Foram verificados baixos valores de FR, indicando que as duas espécies de Solanum
ndo sdo susceptiveis a P. goodeyi. Neste caso a diferenca de resultados pode estar associada,
para além da espécie de nematodes ser diferente, ao substrato utilizado, que foi diferente do
usado nos ensaios agora realizados, e a outras condicGes de realizagdo do ensaio. Nos ensaios
de Pestana & Abrantes (2008), foi utilizado substrato esterilizado composto por turfa, aredo e
aparas de madeira decompostas e o inoculo foi inferior ao usado agora, pois tinham sido
inoculados apenas 4 000 jovens por vaso.

Embora tendo sido realizados dois ensaios para M. chitwoodi, ndo foi possivel obter
resultados sobre a sua patogenicidade. No primeiro ensaio todas as plantas inoculadas,
morreram. No segundo ensaio ndo se conseguiu obter indculo suficiente para a sua realizacéo.
O ensaio com M. arenaria também falhou pois todas as plantas inoculadas acabaram por
morrer um més apds terem sido inoculadas, periodo insuficiente para 0s nematodes
completarem o seu ciclo de vida. O facto de todas estas plantas terem morrido, pode estar
associado a grandes ataques por mosca branca e fungos, na estufa onde decorreram o0s
ensaios. No periodo em que decorreram 0s ensaios de M. javanica e M. arenaria também se
verificou uma avaria com o ar condicionado e realizou-se uma desinfec¢cdo com enxofre que
pode ter provocado a morte de todas as plantas inoculadas com M. arenaria e a morte de
algumas plantas inoculadas com M. javanica, devido a sua fitotoxicidade.
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VIl CONCLUSOES

Considerando os resultados obtidos nos ensaios realizados, poderdo tirar-se algumas
conclusdes sobre a eclosdo observada.

Com as varias especies de Meloidogyne estudadas verificou-se que o0s exsudatos
radiculares de S. nigrum foram os mais eficientes na inibicdo de eclosdo, podendo concluir-se
que a S. nigrum apresenta alguma, ainda que reduzida, eficdcia na inibicdo da eclosdo dos
jovens de Meloidogyne. A utilizacdo de plantas que apresentem nos seus exsudatos
propriedades inibidoras da eclosdo dos J2, pode revelar-se como uma boa estratégia de
utilizacdo de antagonistas naturais.

Em relagdo aos testes de mortalidade, verificou-se que os exsudatos radiculares de
S. nigrum foram mais eficientes na mortalidade dos J2 das espéecies em estudo, concluindo-se
que esta planta podera causar alguma mortalidade dos J2 no campo, contribuindo, por esta
via, para diminuir a densidade populacional. No entanto, a percentagem de mortalidade nédo
foi muito elevada e mais testes deveréo ser realizados.

Relativamente a resisténcia das plantas de S. nigrum a M. ethiopica e a M. javanica,
ambas foram consideradas susceptiveis. Assim, sendo S. nigrum susceptivel aos dois isolados
podera ser utilizada como planta armadilha. Quando colocada no campo intercalada com a
cultura principal e se destruida a tempo, pode diminuir consideravelmente a densidade
populacional destes nematodes no campo. Deste modo a cultura principal podera ter uma
maior producdo sem ter de se recorrer a produtos quimicos.

Estas plantas tém a capacidade de manter as populacGes de NGR baixas e desta forma
manter 0s niveis de prejuizos causados por estas espécies economicamente toleraveis,
limitando assim a necessidade de utilizacdo de produtos fitofarmacéuticos e aumentando a
producdo e a qualidade das culturas.

Os resultados obtidos podem ajudar no desenvolvimento de novos produtos com efeitos
nematodicidas de origem vegetal, a partir da espécie S. nigrum para o controlo dos NGR.

Num estudo futuro seria proveitoso realizar estes testes com exsudatos de parte aérea,
tendo em conta que alguns estudos ja realizados mostraram que 0s exsudatos aquosos da parte

aérea das Solanaceas apresentaram maior toxicidade do que os exsudatos radiculares.
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