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Introducéo:

O controle biolégico tem-se apresentado como uma alternativa bastante viavel para o manejo de
fitonematoides, por minimizar o dano ambiental e ser mais vantajoso economicamente, quando comparado aos métodos
quimicos convencionais [1]. Os extratos vegetais podem controlar fitopatdgenos, agindo diretamente por sua atividade
antimicrobiana e indiretamente por meio da inducéo de resisténcia [2]. Dentre as plantas que podem ser utilizadas via
extratos, o0 Nim (Azadirachta indica A. Juss) constitui-se numa alternativa interessante ja que tem apresentado
resultados de reducdo de fitopatdégenos tanto de parte aérea quanto de solo. Diferentes produtos do Nim tém sido
testados no controle de fitopatdgenos e com resultados promissores em fitonematdides [3]. Assim o objetivo desse
trabalho foi avaliar in vitro o efeito de diferentes extratos aquosos de folhas de nim e diferentes concentragfes sobre a
mortalidade e motilidade de juvenis de Meloidogyne javanica.

Material e métodos

A. Inéculo de Meloidogyne javanica

Raizes de tomateiro ‘Kada’ cultivado em casa de vegetagdo com sintomas de galhas foram levadas ao
laboratério de Fitopatologia, sendo cuidadosamente lavadas em agua parada para ndo eliminar massas de ovos aderidas.
Em seguida com auxilio de estilete retiraram-se as massas de ovos presentes nas galhas. Essas massas foram colocadas
em camara de eclosdo, que foi montada em placa de Petri de nove centimetros de didmetro, na qual foi colocada peneira
de nylon e, sobre essa, duas folhas de papel absorvente. Sobre as folhas de papel adicionaram-se as massas de ovos
coletadas. Abaixo da peneira foram adicionados 10 mL de 4gua destilada e autoclavada. Em seguida a placa foi
acondicionada em camara de incubagéo a 28°C.

Apos 48 horas os juvenis de segundo estadio (J2) eclodidos foram retirados da incubadora e levados para
centrifuga, onde foram lavados por trés vezes em rotacdo de 3000 rpm por 6 minutos com agua destilada esterilizada.
Os nematoides foram recolhidos de tal forma que a suspenséo final contivesse 1000 juvenis de M. javanica/mL.

B. Obtencdo dos extratos aquosos de folhas de Nim.

As folhas utilizadas na preparacdo dos extratos foram obtidas de plantas de Nim localizadas no horto da
UNIMONTES - campus Janatba — MG. O preparo dos extratos aquosos de folhas frescas foi obtido a partir da
trituracdo em liquidificador de 10 gramas de folhas recém-coletadas mais 90 mL de agua destilada.

As suspensBes de ambos 0s extratos permaneceram em repouso em recipiente totalmente fechado com papel
aluminio por um periodo de 24 horas sob temperatura ambiente. Apds este periodo, realizou-se a filtragem da suspenséao
em filtro Whatman de celulose, obtendo assim o extrato aquoso de nim (tratamento 1) esse extrato foi autoclavado a
120 °C (tratamento 2) e o tratamento 3 constituiu do extrato aquoso submetido a cinco filtragens consecutivas em filtro
com membrana Millipore de 0,2 um acoplado a bomba de vacuo. Os extratos foram utilizados nos ensaios in vitro,
cujos tratamentos foram: extrato aquoso de nim, extrato aquoso autoclavado e extrato aquoso filtrado em membrana e
cinco concentragfes: 0,75 (1,5 mL de extrato + 18,5 mL de agua destilada); 1,5 (3 mL de extrato + 17,0 mL de &gua
destilada); 2,25 (4,5 mL de extrato + 15,5 mL de agua destilada); 3 (6,0 mL de extrato + 14,0 mL de 4gua destilada);
3,75 (7,5 mL de extrato + 12,5 mL de &gua destilada).

C. Mortalidade de M. javanica.
Para a montagem do ensaio in vitro, em células de 300 pL de placas de poliestireno “tipo Elisa” foram colocados 20 pL
da suspensdo contendo de 20 J2 de M. javanica e 100 pL da suspensdo contendo as diferentes concentracdes dos
extratos aquosos de folhas frescas de nim (0,75; 1,5; 2,25; 3; 3,75 mL). Apds 48 horas, foi realizada a avaliacdo de
mortalidade, conforme metodologia descrita por Chen e Dickson [4], que consistiu em adicionar uma a duas gotas de
NaOH 1 N a suspensdo de nematoides. A contagem foi feita logo a seguir, considerando-se mortos 0s nematoides retos
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e imoveis, e vivos os retorcidos e moveis. O ensaio foi montado em esquema fatorial 3 (tipos de extratos) x5
(concentracdes) em delineamento inteiramente ao acaso com seis repeticdes. Os dados foram convertidos em
porcentagem e submetidos a andlise de variancia, sendo as médias comparadas pelo teste de Scott - Knott a 5% e
regressdo.

Resultados e Discussao

Verificou-se interacéo significativa entre os extratos de nim testados e as concentragdes. Nas concentragdes de
0,75 e 1,5 o extrato de nim filtrado em membrana causou 82,31% e 86,31% mortalidade de J2 de M. javanica. Nas
concentragdes de 2,25%, 3,00% e 3,75%, os extratos de Nim autoclavado e Nim filtrado na membrana proporcionaram
mortalidade de 100% de J2 diferindo significativamente do extrato de Nim (Tabela 1). Fixando-se os tratamentos,
verifica-se que com o aumento das concentragdes houve um aumento linear da mortalidade de J2 do nematoide nos
tratamentos extrato de Nim autoclavado e no extrato de Nim filtrado em membrana (Fig. 1A, Fig 1B).

O efeito de extratos de nim contra nematoides € devido a presenca de varias substancias quimicas, tais como
azadirachtin, nimbin, salannin, nimbidin, kaempferol, thionemone, quercetin e outros [5], interferindo no seu
desenvolvimento e apresentando efeito nematicida e nematostatico. Em testes in vitro, o extrato bruto de nim na
concentracdo de 0,25 g mL™, reduziu em 100,0% a eclosdo e causou 100,0% de mortalidade de J2 de M. incognita [6].

Os extratos de Nim autoclavado e Nim filtrado na membrana apresentaram maiores porcentagens na
mortalidade de J2 diferindo significativamente do extrato de Nim simples. Estes resultados indicam que a autoclavagem
e a filtragdo em membrana promoveram modifica¢cbes no extrato aquoso, que podem ter alterado a produgdo e
concentracdo de compostos toxicos presente no extrato. Bonaldo et al.[7] trabalhando com extrato aquoso de
Eucalyptus citriodora sobre Colletotrichum lagenarium, também verificaram que o tratamento térmico influenciou as
concentragcdes de compostos toxicos presente no extrato.

Conclusdes

O extrato aquoso de folhas de nim filtrado em membrana em todas as concentragbes causou mortalidade de
juvenis de M. javanica acima de 85%%.

Com o aumento das doses dos extratos aquosos de folhas de Nim autoclavado e filtrado em membrana ocorre
aumento na mortalidade.

Na dose de 1,5 mL de extrato aquoso de folhas de Nim filtrado em membrana ocorre mortalidade de juvenis de
M. javanica de 86,31%.
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Fungitoxicidade, Atividade Elicitora de Fitoalexinas e Protecdo de Pepino contra Colletotrichum lagenarium, pelo Extrato Aquoso de

Tabela 1.Porcentagem de mortalidade de Meloidogyne javanica submetidos a diferentes concentracfes de extratos aquosos de folhas

de Nim Azadiractha indica, in vitro.

Concentragdes (mL)

Tratamentos

Extrato de Nim

Extrato de nim autoclavado Extrato de nim filtrado em

membrana
0,75 0,00 a 0,00 a 82,31b
1,5 0,00 a 0,00 a 86,31b
2,25 17,67 a 74,63 b 90,18 b
3,00 48,73 a 100,00 b 100,00 b
3,75 51,69 a 91,47b 100,00 b

Meédias seguidas pela mesma letra na linha ndo diferem significativamente entre si pelo teste Tukey a 5%.
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Figura 1. Porcentagem de mortalidade de Meloidogyne javanica submetidos a diferentes concentragdes de extrato de folhas de nim,
in vitro. Fig. 1A: extratos aquosos de folhas de nim; Fig 1B: extrato de nim autoclavado.



