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A scientist in his laboratory is not a mere technician: he is also a child
confronting natural phenomena that impress him as though they were fairy tales. If | see
anything vital around me, it is precisely that spirit of adventure, which seems indestructible

and is akin to curiosity.

Marie Curie, A Biography (1937).
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Resumo

Resumo

Os nematodes-de-quisto da batateira, Globodera spp., sdo0 uma grave restri¢do
a producdo agricola e tem aumentado a necessidade de descobrir nematodicidas ecoldgicos
e eficazes. A planta Solanum sisymbriifolium, utilizada como cultura armadilha, é uma
importante solucdo alternativa ao possuir compostos naturais que podem ser utilizados
como modelo para um produto quimico sintético.

Neste trabalho foi avaliado o efeito de S. sisymbriifolium (cv. Sis 6001) na
eclosdo de jovens do segundo estadio (J2) de G. pallida e G. rostochiensis, e estudadas as
diferencas entre duas partes distintas da planta (parte aérea e raiz) e do solo onde a planta
se desenvolveu. Também foram analisadas as diferencas de eclosdo utilizando 3 idades
diferentes da planta (1, 2 e 3 meses). Depois de determinar o extrato mais eficaz em induzir
ecloséo, que de acordo com os resultados dos testes foi o extrato de solo, procedeu-se a um
fracionamento dos seus fitoconstituintes, por cromatografia em coluna e analisou-se a
capacidade de eclosdo de cada fracdo de modo a inferir o tipo de compostos que mais
contribuem para este efeito. Uma das fragdes destacou-se na eclosdo, para cada espécie
(FC para G. pallida e FC’ para G. rostochiensis). Por outro lado, foi averiguada a
capacidade nematodicida de S. sisymbriifolium através da realizacdo de testes de
mortalidade, utilizando os mesmos extratos testados para a eclosdo, sendo também testadas
as fracOes resultantes do processo cromatografico. Neste estudo ndo foram observados
efeitos na mortalidade de Globodera spp, sugerindo que os extratos e fragdes da planta que
foram testados ndo possuem accao nematodicida direta nestes nematodes.

Para além deste estudo, obteve-se, por cromatografia em camada fina, o perfil
fitoquimico de S. sisymbriifolium, que evidenciou a presenca de saponinas na planta, em
cada uma das duas partes analisadas, as quais ndo parece contribuirem para a propriedades
de eclosdo. De um modo geral, este trabalho permitiu aprofundar o conhecimento sobre 0s
efeito da S. sisymbriifolium nos neméatodes-de-quisto da batateira, com vista a contribuir
para o desenvolvimento de estratégias de combate vantajosas e ndo prejudiciais para o
meio ambiente, alternativa aos métodos que ja sao aplicados.

Palavras-chave: = Nematodes-de-quisto da batateira, saponinas, testes de

eclosdo, exsudatos radiculares, testes de mortalidade,
fracionamento, Solanum sisymbriifolium.
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Abstract

Abstract

Potato cyst nematodes, Globodera spp., are a serious constraint to agricultural
production and the need to find environmentally friendly and effective nematicides is
increasing. The plant Solanum sisymbriifolium, used as a trap crop, is an important
alternative solution by having natural compounds which may be used as a model for a
synthetic chemical.

The objectives of this study were to analyze if S. sisymbriifolium (cv. Sis 6001)
induces hatching on second-stage juveniles (J2) of G. pallida and G. rostochiensis, and
evaluate the differences between two parts of the plant (aerial parts and roots) and soil
where the plant has grown. The differences on hatching using three different ages of the
plant (1, 2 and 3 months) were also analysed. After determining the most effective extract
to induce eclosion, which according to the results was soil extract, the fractionation of their
phytochemicals were obtained by column chromatography. Also, the hatching ability of
each fraction was determined in order to infer the type compounds that contributed most to
a possible nematicide effect. One of the fractions excelled on hatching, for each species
(FC for G. pallida and FC’ for G. rostochiensis). Moreover, it was examined whether
nematicidal activity of S. sisymbriifolium through the realization of mortality tests using
the same extracts tested for hatching, and it was also tested the chromatographic fractions
resulting from the chromatographic process. The mortality of Globodera spp. was not
affected by any of the extracts or fractions tested, suggesting these do not have a direct
nematicidal effect on these nematodes.

Furthermore, the phytochemical profiles of the different S. sisymbriifolium
parts were obtained by thin layer chromatography and the analysis of the cromatograms
revelead the presence of saponins in all plant parts tested, which does not seem to
contribute to the hatching properties. This study contributed to increase knowledge about
the effects of S. sisymbriifolium on potato cyst nematodes and to the development of
alternative and more advantageous nematode control strategies not harmful to the

environment as alternative to the existing control methods.

Keywords Potato-cyst-nematodes, saponins, hatching tests, root exudates,
mortality tests, fractionation, Solanum sisymbriifolium.
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Os Nematoda representam o maior filo do reino animal (80-90%) em termos de
numero de individuos (Bongers, 1988; Blaxter et al., 1998), com uma estimativa de
100.000 a 1 milh&o de espécies (Lambshead, 1993). Séo encontrados em todo 0 mundo em
qualquer lugar onde exista matéria organica. Devido as suas associacOes troficas
(alimentacdo algal, bacterial, fungal e vegetal; entomofilica, predatéria e omnivora)
(Yeates et al., 1993), eles afetam os fluxos de carbono e de nutrientes em todos o0s
principais ecossistemas (Bardgett et al., 1999). Os seus habitats incluem os mares, a agua
doce, 0 solo e quase todas as espécies de plantas e animais. (Ravichandra, 2014).

Das cerca de 26.600 espécies descritas, 16.000 sdo parasitas — e destes, 4105
parasitam plantas (Hugot et al., 2001). Os nematodes fitoparasitas sdo microscopicos e
caracterizados pela presenca de um estilete, que € usado para a entrada nos tecidos da
planta hospedeira. Apesar de algumas espécies se alimentarem das partes superiores da
planta, como as folhas, caules, flores e sementes, a maioria alimenta-se das raizes, bolbos e
tubérculos. Algumas espécies tém um hospedeiro bastante especifico, por exemplo
Heterodera glycines, que infecta principalmente a soja; mas outros ndao, como
Meloidogyne incognita, que tem mais de 1000 hospedeiros. (Ravichandra, 2014). Na
Europa, 0s géneros que causam mais danos nas plantas sdo Heterodera, Globodera,
Meloidogyne, Ditylenchus, Pratylenchus, Aphelenchoides, Xiphinema, Trichodorus,
Longidorus e Tylenchulus (Sasser, 1987).

Os nematodes de quisto da batateira (NQB), Globodera pallida e G. rostochiensis
sdo endoparasitas originarios da regido dos Andes (Peru e Bolivia), na América do Sul.
Pensa-se terem sido introduzidos na Europa por volta de 1850 juntamente com batatas
provenientes dos Andes, durante a Grande Fome na Irlanda. Foram importadas para a
pratica de melhoramento genético das batatas europeias, para aumentar a resisténcia a
“praga da batata” (Phytophthora infestans) (Evans & Stone, 1977). Desde essa época, 0S
NQB espalharam-se para praticamente todos os lugares em que ha a cultura de batatas,
sendo que uma ou ambas as espécies ja foram notificadas em 47 paises. Os nematodes
passaram despercebidos até 1881, quando Kihn registou a sua descoberta nas batatas e 0s
referiu como Heterodera schachtii. Em 1923, Wollenweber diagnosticou o “quisto da
batateira” como uma espécie separada, Heterodera rostochiensis, e em 1972, uma nova
espécie de nematode (H. pallida) foi descrita por Stone (considerada até aqui como um

patétipo de H. rostochiensis). A maioria da literatura, registos e dados referentes a H.
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rostochiensis que datem de antes de 1972 podiam referir-se igualmente a H. pallida, pelo
qgue nem sempre é possivel determinar qual espécie foi referida nas publicacdes anteriores.
Para juntar os NQB e espécies afins com quistos redondos, Skarbilovich (1959) criou o
subgénero Globodera que mais tarde foi elevado ao status de género por Behrens (1975)
(Evans & Brodie, 1980; DSQP, 2008).

Sdo assim chamados, devido a estrutura que Ihes confere sobrevivéncia no solo: o
quisto. Esta estrutura protetora que envolve os ovos, causa um especial problema no seu
controlo (Lamberti & Taylor, 1986). Estes nematodes s&o caracterizados por um acentuado
dimorfismo sexual. As fémeas sdo esféricas, visiveis a olho nu (com didmetro de
~ 450 um) e sedentarias, permanecendo na raiz. Ap6s a fecundacao, produzem centenas de
ovos (200-500) e entram num processo de maturacdo. Depois do amadurecimento morrem,
a sua cuticula endurece e forma o quisto (Evans & Stone, 1977; Timmermans, 2005).
Eventualmente o quisto cai da raiz e fica no solo (CABI/EPPO, nd). Os ovos, que estdo
armazenados dentro do quisto, podem sobreviver no solo durante muitos anos (mais de 20)
sem a presenca de uma planta hospedeira (Jones et al., 1998). Se forem estimulados por
exsudato de batateira (ou de outra planta hospedeira), 60% a 80% dos ovos eclodem em
poucos dias e continuam o ciclo de vida (Fenwick & Reid, 1953; Ellenby & Gilbert, 1958),
valor que pode aumentar em solos arenosos (Jones, 1970). Os J2, ou jovens do segundo
estadio, sdo vermiformes, com ~ 445 a 510 um de comprimento e sdo mdveis. Depois de
sairem dos ovos, 0s J2 invadem as raizes (Jones, 1981) e criam um local de alimentacéo (o
sincicio), onde continuam o seu desenvolvimento (muda para J3, e depois para J4) (CABI,
2013). O desenvolvimento, desde a eclosdo até a forma adulta, dura de 38 a 45 dias. Os J2
diferenciam-se de acordo com os fatores ambientais e nutrientes disponiveis; quando as
condigBes ambientais sdo desfavoréveis os machos sdo relativamente mais abundantes,
pois precisam de menos alimento do que as fémeas e ndo se alimentam durante a fase de
vida livre (Evans, 1970). Geralmente, 0s J2 que penetram nas células do periciclo sdo mais
suscetiveis de se tornarem machos, ao passo que aqueles que penetram as células
procambiais tendem a tornar-se fémeas (Golinowski et al., 1997). As fémeas adultas
crescem e irrompem pela raiz com a extremidade da cauda, facilitando o acasalamento
(Baldwin & Mundo-Ocampo, 1991). A parte anterior do corpo fica incorporada na parte
interior da raiz, onde se alimenta do sincicio. As fémeas libertam uma feromona sexual

para atrair os machos, que estdo presentes no solo. Os machos sdo vermiformes, com cerca
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de 1-1,2 mm de comprimento, sdo mdveis e tém um tempo de vida curto (de
aproximadamente 10 dias). Gastam todo o seu tempo de vida no acasalamento (com até 10
fémeas) (CSL, 2003).

As duas espécies, G. rostochiensis e G. pallida, podem ser distinguidas pela cor das
fémeas imaturas, amarelo-dourado em G. rostochiensis e creme-branco em G. pallida. Para
além disso, os quistos de G. rostochiensis diferem dos de G. pallida por terem uma
distancia média anal-vulvar maior, 60 um em comparacdo com 44 um. O comprimento do
corpo da larva, do estilete e da cauda é ligeiramente maior em G. pallida, e possuem um
menor nimero médio de estrias cuticulares entre o &nus e a vulva, 12,2 um em comparacao
com 24,6 em G. rostochiensis (Hooker, 1981). O seu principal hospedeiro é a batateira
(Solanum tuberosum), embora ja sejam conhecidas 90 espécies do género Solanum
também seus hospedeiros, incluindo o tomate e a beringela (Ravichandra, 2014). A nivel
de adaptac@es climaticas, G. pallida eclode a cerca de 10°C ou menos e esta adaptado para
se desenvolver em temperaturas baixas, entre 10 e 18 °C, enquanto G. rostochiensis parece
estar adaptado a uma gama de temperatura de 15 a 25°C (Franco, 1979). A humidade do
solo tem um efeito importante no movimento dos J2, pelo que toleram a seca e o gelo mas
preferem climas hamidos, quentes a temperados. A duracdo do dia também influencia a
eclosdo dos ovos, que é mais rapida se o anfitrido tiver luz continua, em vez de horas
prolongadas de escuriddo (Hominick, 1986). Eles sdo uma grave restricdo a producao
agricola, e os seus efeitos sdo agravados quando combinados com outros stresses abidticos
como a seca, o calor, a ma gestdo das culturas e uma baixa disponibilidade de nutrientes
(Saxena et al., 1988).

A invasdo dos NQB tem uma forte influéncia na batateira, comecando pela
diminuicdo da eficicacia de absorcdo dos nutrientes pelas plantas, que vai limitar o
desenvolvimento foliar (Trudgill et al., 1975). Isto vai resultar na redugdo da intercepgéo
total da luz pelas plantas, e uma consequente reducdo da atividade fotossintética. Deste
modo, hd uma limitagdo da sintese de hidratos de carbono, sendo uma restri¢ao direta para
uma cultura de batateiras. Os danos causados também afetam negativamente a capacidade
das batateiras ao acesso e transporte de dgua, 0 que provoca a senescéncia prematura da
planta (Hay & Porter, 2006). Muitos dos sintomas sdo observaveis acima do solo — baixa
estatura da planta, murchiddo, clorose das folhas; e podem ser atribuidos a falta de

agua/nutrientes (Stirling et al., 1998). Como o0s sintomas sdo pouco caracteristicos faz com
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gue o problema seja subestimado pelos agricultores (De Waele & Elsen, 2007). Para além
disso, a dificuldade na sua detecdo aumenta devido a sua acao subterranea, e por serem de
natureza microscopica. Brown (1969) relatou que se perde, em média, uma tonelada do
tubérculo por acre a cada aumento de 20 ovos/g de solo. Em solos frios, o declinio anual na
producdo da batata causados numa cultura pelos NQB ¢é cerca de 18% (Grainger, 1964),
mas em solos quentes (temperaturas acima 30°C) a diminuicdo pode ir até 95% (Schluter,
1976).

Na Unido Europeia, 0 custo estimado das perdas anuais causadas pelos NQB é de
300 a 400 milhdes de euros (Ryan et al., 2000; Moxnes & Hausken, 2007). Para além de
estarem um pouco por toda a Europa, também estdo presentes em Africa, na América (do
Norte, Central e do Sul), na Asia e na Oceénia (Evans & Stone, 1977, CABI/EPPO, nd).
De acordo com uma estimativa, a perda da colheita anual global causadas por neméatodes
fitoparasitas vai da ordem dos 69 aos 111 milhares de milhdes de euros (Sasser &
Freckman, 1987; Batish et al., 2008). Em Portugal, os neméatodes fitoparasitas também séo
um problema. G. rostochiensis foi assinalado pela primeira vez em Portugal em 1956, num
campo de batata-semente proximo de Braganca (Macara, 1963). Globodera pallida foi
identificada pela primeira vez no nosso pais em 1988 (Santos & Fernandes, 1988). Para
além da presenca de Globodera spp., ja foi detectada a sua coexisténcia com outros
nematodes, Meloidogyne spp. e Pratylenchus spp. (Esteves et al., 2015).

Existem vérias medidas para controlar os NQB, e cada uma delas tem as suas
vantagens e desvantagens. A rotacdo de culturas com plantas ndo-hospedeiras € 0 método
de luta mais utilizado, tendo varias vantagens — melhora as caracteristicas fisicas, quimicas
e bioldgicas do solo; auxilia no controlo de infestantes, doencas e pragas; repGe a matéria
organica e protege o solo da acdo dos agentes climaticos (Bullock, 1992). Com a sua
pratica, os niveis populacionais de nematodes sdo reduzidos, uma vez que a cada ano uma
certa proporgdo dos ovos dentro dos quistos morre ou eclode. 1sso impede os NQB de
atingir densidades populacionais altas o suficiente para reduzir substancialmente o
rendimento da producdo. Climas mais quentes permitem maiores taxas de decréscimo
anual, reduzindo o intervalo de rotacdo (Winslow et al., 1972). No entanto, esta medida
também é desvantajosa, sendo a batata uma cultura economicamente rentavel, tal rotacdo €
muitas vezes indesejada pelos agricultores, pois requer periodos de 6 a 7 anos sem cultivar

no terreno plantas da familia das Solanaceas (Timmermans, 2005). Para além disso, este
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método resulta na diminuicdo da populacdo do nematode, ndo na sua total erradicacéo.
Como tal outras medidas de controlo devem ser tomadas.

A solarizacdo do solo é outro método, realizado através da cobertura do solo
hdamido com um filme transparente de polietileno, durante 6-8 semanas durante as esta¢des
mais quentes do ano, antes do plantio (Katan, 1981). Essa cobertura provoca um efeito
estufa que eleva a temperatura do solo causando a morte ou o enfraquecimento dos
nematodes, com reducdes de 42% a 100% na populagdo. Este método tem sido usado para
0 controlo de G. rostochiensis em condi¢bes de campo de Nova lorque (LaMondia &
Brodie, 1984), onde as populagdes foram reduzidas em 96-99% a 10 cm de profundidade
do solo. Para além de ser eficaz, ndo é toxico e pode ser facilmente utilizado em pequena
ou grande escala. No entanto, exitem algumas desvantagens: ¢ um método restrito a areas
com verBes quentes/mornos; a producdo € interrompida durante o verdo, o que pode ndo
encaixar com alguns ciclos de cultivo e ser dificil para aqueles que utilizam uma pequena
quantidade de terra intensivamente; ha um numero limitado de pontos de venda de
plasticos com inibicdo de UV; sdo utilizadas grandes quantidades de plastico que podem
ndo ser recicladas; ventos fortes e animais podem rasgar o pléstico. Pode ainda matar fauna
e flora benéfica que exista no local. Além do mais, 0os neméatodes existentes nos niveis mais
profundos do solo podem sobreviver a solarizacdo e danificar plantas com sistemas
radiculares profundos (Elmore et al., 1997). A utilizacdo da solarizacdo juntamente com a
biofumigacdo tem sido avaliada como alternativa para o controlo de organismos
fitopatogénicos do solo com bons resultados (Gamliel & Stapleton, 1993a,b; Blok et al.,
2000).

A biofumigacdo ¢ um método que também tem sido utilizado e consiste na
incorporacdo de matéria organica no solo, principalmente residuos de bréssicas e residuos
ricos em nitrogénio (como estrume de galinha ou vaca, residuos de colheita, lixos
organicos), que reduzem a viabilidade dos organismos fitopatogénicos no solo. O efeito
supressor € atribuido a uma gama de produtos biologicamente ativos, incluindo os
isotiocianatos (ITC), toxicos e altamente volateis, bem como cianetos organicos menos
toxicos, oxazolidinetionas, nitrilos e tiocianato ionico libertados mediante hidrolise
enzimatica pela mirosinase (Bones & Rossiter, 2006). E particularmente interessante pelo
seu baixo custo e efeito agrondmico positivo no crescimento das plantas e nas propriedades

fisicas, quimicas e bioldgicas do solo (Davey, 1996). Para além disso, permite a gestdo dos
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residuos gerados nas aglomeracfes urbanas e nos processos agro-industriais, e pode
aumentar a resisténcia das plantas ao estimular o desenvolvimento das raizes (De Bertoldi,
2008). Na Nigéria, foi relatado um caso bem sucedido de controlo de nematodes utilizando
estrume de galinha e de vaca e serragem (Babalola, 1982; Chindo et al., 1991). No estudo
conduzido por Ngala et al. (2014), a incidéncia de G. pallida foi reduzida em
aproximadamente 50% nas culturas semeadas no verdo por biofumigacdo com residuos de
brassicas (Sarwar & Kirkegaard, 1998; Ngala et al., 2014). Outro estudo demonstrou que
houve reducdo do nimero de quistos, ovos e juvenis de G. rostochiensis (Rol) e G. pallida
(Pa2 e Pa3) com a incorporagdo de combinacdes de estrume de cavalo/porco/aves/bovino e
bagaco de beterraba/uva no solo infectado com os nematodes (Renco et al., 2011).

O uso de cultivares resistentes aos nematodes também esta entre as estratégias de
controlo. No entanto, quando sdo plantados cultivares resistentes com muita frequéncia, 0s
NQB tém a capacidade de desenvolver resisténcia. A introducdo de cultivares de batata
(parcialmente) resistentes de Solanum vernei e S. tuberosum subsp. andigena iniciou um
processo de selecdo para patotipos dentro da populacdo de neméatodes que foram capazes
de se reproduzir nas cultivares resistentes. No final dos anos ‘60 ¢ inicio dos anos ‘70, as
resisténcias de S. tuberosum subsp. andigena e S. vernei tinham sido quebradas (Mulder,
1994). Um razoavel grau de tolerancia revelou ser necessario e a visdo atual é que
cultivares resistentes também precisam de mostrar tolerancia. A utilizacdo de cultivares
(parcialmente) resistentes levou a um aumento da viruléncia nas populacées de NQB
(Turner & Fleming, 2002). Por isso, 0 mais eficaz sdo as selecdes estabilizadas pela
alternancia de cultivares resistentes e suscetiveis, em conjunto com a rota¢do de culturas
(Jones, 1969). A utilizacdo de cultivares resistentes é frequentemente limitada pela sua
disponibilidade. Alguns estdo presentes no mercado, por exemplo, a batata para consumo
cv. 'Santé', que tem mostrado reduzir a multiplicacdo de algumas populacdes de G. pallida
(Whitehead, 1991), mas ainda existe uma falta comercial destas cultivares resistentes
(Urwin et al., 2001).

Muitos produtores utilizam também nematodicidas sintéticos (fumigantes,
granulares ou liquidos) (Lainsbury, 2014). Dentro destes, existem os carbamatos — como o
aldicarbe, o carbofurano e o oxamil (associados a mortes de aves), que ja ndo sdo
permitidos; e os organofosforados - étoprofos, fenamifos, cadusafos, fostiazato, terbufos,

fensulfotido, forato (Chitwood, 2003). O seu uso ja foi proibido pela Unido Europeia (UE)
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devido & sua toxicidade para 0 meio ambiente e a¢do carcinogénica nos humanos. Existem
nematodicidas com base biologica, que sdo menos toxicos: DiTera ®, registado em 1996,
obtido a partir de compostos produzidos pelo fungo (parasita de neméatodes) Myrothecium
verrucaria (Paranjape et al, 2014); ClandoSan ®618 (1998), produzido a partir de
exoesqueletos processados de caranguejo e lagosta, contendo grandes quantidades de
quitina e ureia (Beaulieu, nd); e Sincocin (1997) ou "Extrato vegetal 620", constituido por
uma mistura de extratos de Opuntia lindheimeri, Quercus falcata, Rhus aromatica, e
Rhizophora mangle (Bird, 2014). Este método de controlo reduz as densidades
populacionais de nematodes fitoparasitas em 80%, permitindo rotac@es curtas (uma cultura
da batata a cada trés anos). No entanto, os efeitos obtidos na pratica muitas vezes ndo sédo
tdo altos e as percentagens de reducdo alcancadas sdo insuficientes para evitar que a
populacdo aumente. Além disso, também a relacdo custo / beneficio é baixa (Schomaker &
Been, 1999). A repetida utilizagdo do mesmo pesticida nas culturas leva ao aumento dos
mecanismos de biodegradacdo do solo (Karpouzas et al., 2004; Qui et al., 2004; Arbeli &
Fuentes, 2007) e ao desenvolvimento de resisténcia por parte dos nematodes (Meher et al.,
2009). Os nematodicidas ndo eliminam a longo prazo 0s nematodes, e as preocupacdes
ambientais e de saude tém resultado num aumento de restri¢des a sua utilizagao.

Alguns procedimentos mais seguros para controlo de nematodes tém sido
desenvolvidos com base em agentes de controlo bioldgico (Péreza et al., 2003). Os
nematodes, assim como 0s outros organismos, tém inimigos naturais que reduzem a sua
capacidade de sobreviver e se reproduzir. Os fungos antagonistas sdo dos mais importantes
potenciais agentes de controlo biolégico dos nematodes fitoparasitas (Taylor & Sasser,
1978). Alguns exemplos ja estudados incluem o fungo armadilha Monacrosporium
lysipagum, que captura nematodes na fase mével através de estruturas adesivas (Khan et
al., 2004, 2006). Estas estruturas ligam-se aos nematodes de forma irreversivel provocando
a sua morte (Saxena & Mittal, 1995), podendo também produzir toxina(s) que imobilizam
0s nemétodes antes da penetracdo das hifas na cuticula (Olthof & Estey, 1963). Outros
antagonistas importantes sdo Paecilomyces lilacinus, parasita de ovos de Meloidogyne spp.
e de quistos de Heterodera spp. e Globodera spp. (Jatala et al., 1979); e o fungo Pochonia
chlamydosporia, que reduz a multiplicacdo de Globodera spp. em plantacdes de batata
(Tobin et al., 2008). Também podem ser usadas bactérias para realizar este tipo de

controlo. Pasteuria nishizawae, uma bactéria micelial formadora de esporos, parasita as
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fémeas adultas de nematodes do género Heterodera e Globodera (Sayre et al., 1991).
Pseudomonas fluorescens produz DAPG (2,4-diacetilfloroglucinol), que se sabe ser um
composto responsavel pelo aumento da eclosdo dos J2 e pela reducdo da sua mobilidade
(Cronin et al., 1997). Trichoderma harzianum permite o biocontrolo de M. javanica no
tomate através de P. fluorescens (Siddiqui & Shaukat, 2004).

Para além destes organismos, também algumas plantas tém demonstrado um papel
importante no controlo bioldgico dos nematodes fitoparasitas. Um método de controlo
bastante eficaz é utilizar as plantas como cultura-armadilha. Shelton e Badenes-Perez
(2006) descreveram as culturas-armadilha como sendo plantas implantadas numa cultura,
para atrair, desviar ou interceptar agentes patogénicos, a fim de reduzir os danos que estes
causam na cultura principal. Alguns exemplos deste tipo de medida sdo o agrido-da-terra
(Barbarea vulgaris), utilizado como planta-amadilha para reduzir infestacbes da traca
Plutella xylostella em campos de couve (Badenes-Perez et al., 2005); e a ervilha (Pisum
sativum) na Australia (Grundy et al., 2004), e o sorgo (Sorghum bicolor) nos EUA
(Tillman & Mullinix, 2004), utilizadas para reduzir as populacdes em campos de algodao
da mariposa Helicoverpa spp. As brassicaceas podem atuar como culturas-armadilha para
nematodes (Thorup-Kristensen et al., 2003). O caso mais bem documentado da sua
utilizacdo para este fim é o do controlo de nematodes-de-quisto da beterraba (Heterodera
schactii) na Europa (Muller, 1999; Schlathoelter, 2004; Matthiessen & Kirkegaard, 2006).
O rabanete (Raphanus sativus) e a mostarda branca (Sinapis alba) (brassicaceas), ao serem
cultivadas antes das plantacdes de beterraba, ajudam a reduzir as populacdes dos
nematodes existentes no solo. Elas sdo invadidas pelos nematodes, mas a sua diferenciacao
sexual é interrompida, 0 que resulta em nameros muito baixos de fémeas na geracdo
seguinte, causando o declinio significativo da populacdo (Caubel & Chaubet, 1985;
Lelivelt & Hoogendoorn, 1993). H& compostos que provocam outro tipo de efeitos nos
patdgenos, por exemplo, algumas espécies de Crotalaria tém uma acgdo anti-nematode
através de trés mecanismos: por compostos que afetam o desenvolvimento larvar; pela
exsudacdo de compostos nematotdxicos (alcaloides, tais como a monocrotalina), que
também estdo presentes nas folhas e sementes; e pela estimulacdo da microflora
antagonista durante a decomposicéao da planta (ou biofumigacao) (Ratnadass et al., 2012).

Relativamente aos NQB, existe a planta S. sisymbriifolium (Lamarck), que foi

introduzida recentemente na Holanda como cultura-armadilha (Timmermans et al., 2005).
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Scholte (2000a) demonstrou que a prépria batata poderia ser utilizada para provocar a
eclosdo dos nematodes, mas ndo € o ideal pois traria complicacGes relativamente ao tempo
exato de destruicdo das culturas, e pela estimulacdo de outras doencas da batata.
Variedades de S. nigrum também mostraram uma forte estimulacéo da eclosdo dos J2, e
também foram completamente resistentes a G. rostochiensis. Em G. pallida, observou-se
que houve alguns J2 que conseguiram desenvolver-se. Ap6s uma extensa investigacdo de
potenciais solanaceas, S. sisymbriifolium foi entdo selecionada como uma candidata
promissora (Scholte, 2000b). Esta espécie atingiu um nivel de estimulacdo um pouco
menor do que a da batateira suscetivel, causando 77% de eclosdo numa populacdo de NQB
com 2 anos, comparando com 0s 87% causados pela batateira (Scholte e VVos, 2000).
Solanum sisymbriifolium € uma planta anual da familia das Solanaceas, originaria
da América do Sul (Argentina, Brasil, Peru e Uruguai), também chamada de jua-de-toca ou
tomate-lichi, sticky nightshade (em inglés) ou moreille de balbis (em francés). E uma
planta arbustiva muito ramificada, coberta com espinhos por toda a planta (menos nos
frutos), podendo atingir até 1,5 m de altura. As pétalas das flores sdo azuis/brancas, com
anteras amarelas; e os frutos sdo bagas encarnadas (quando maduras), com 1 a 3 cm de
diametro e envoltos por célices espinhosos (Hill & Hulley, 2000). E bem sucedida em
qualquer tipo de solo e pH, requer humidade e prospera em turfa e solos arenosos, e €
tolerante a situacdes de baixa luminosidade (PCN Control Group, 2004). Quando plantada
no campo, S. sisymbriifolium germina em 2 a 4 semanas, crescendo mais lentamente nas
primeiras 6 semanas, mas depois desse periodo tem um crescimento vigoroso (PCN
Control Group, 2004). A planta tem varias utilizacdes na medicina tradicional, pois tem
acdo diurética, analgésica, contraceptiva, antisifilitica e hepatoprotetora (Argentina),
antipirética (Peru) e é usada para o tratamento de diarreia, de infegBes respiratdrias e
urinarias (Ferro et al., 2005; Apu et al., 2013). Os seus frutos sdo fonte de solasodina,
usadas na sintese de corticosterdides e hormonas sexuais (componentes dos contraceptivos
orais). Sdo comestiveis e consumidos regularmente por aves indigenas (Hill & Hulley,
1995) e descascados, sdo usados como vegetais (Bhuyan & Hossan, 2012). Os estudos
farmacologicos da planta revelaram atividade moluscicida (Silva et al., 2005), atividade
hipotensiva da raiz (Ibarrola et al., 2000, 2001), alta citotoxicidade das flores (Mamone et
al., 2011), e os frutos secos mostraram atividade antidepressiva do sistema nervoso central

e anticonvulsivante (Chauhan et al., 2010).
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Em relacdo ao perfil fitoquimico de S. sisymbriifolium, sabe-se que a planta possui
baixos teores de alcaldides e esterdides, moderadas concentracdes de flavondides e elevado
teor em taninos (Shilpi et al., 2005). Diversos alcaloides foram isolados das raizes, como a
cuscohigrina (Evans & Somanabandhu, 1980), solacaproina (Ferro et al., 2005), solamina,
solasodiena e solasodina (Mazumdar, 1984). Foi também isolada uma saponina esteroide,
isonuagenina-3-O-B-solatriose (Ferro et al., 2005). Nos frutos foram encontradas lignanas
(a qual foi dado 0 nome de sisymbrifolina) e um esterol C30 (campesterol) (Chakravarty et
al., 1996). Nos frutos secos foi isolada solasodina, um glicoalcal6ide venenoso (Chauhan
et al., 2010). A parte aérea contém derivados do espirostano (Chakravarty et al., 1996).
Num estudo mais recente (Gupta et al., 2014), foram avaliados quantitativamente 0s
diferentes fitoquimicos da parte aérea e os resultados foram: 67,7 mg/g (de extrato seco) de
alcal6ides, 30 mg/g de flavondides, 23,8 mg/g de taninos, 7,1 mg/g de compostos fendlicos
e 2,5 mg/g de saponinas. Foi questionado se estariam presentes nesta planta os
glicoalcalobides da batata — solanina e chaconina, possivelmente fatores de ecloséo naturais
(Devine et al., 1996; Byrne et al., 1998), mas na analise do exsudato de S. sisymbriifolium
nem solanina nem chaconina foram detetadas (Sasaki-Crawley, 2013).

Esta planta tem sido utilizada na Europa como método de controlo alternativo dos
NQB. E utilizada como cultura-armadilha da seguinte forma: é semeada num campo
agricola infestado, onde vai estimular a eclosdo dos nematodes presentes no solo. Porém,
como estas plantas sdo completamente resistentes a estes nematodes, depois de penetrarem
na raiz eles ndo conseguem continuar o desenvolvimento para além do estado J3. O facto
de existirem alguns J3 sugere que a formacdo do sincicio é induzido, havendo uma
posterior incompatibilidade entre a planta e os neméatodes (Roberts & Stone, 1983; Sasaki-
Crawley, 2013). Sem se poderem alimentar, o seu periodo de sobrevivéncia no solo é
inferior a duas semanas (Robinson et al., 1987), acabando por ndo haver formacéo de
novos quistos. Com este processo obtém-se uma reducdo de 50 a 80% das populacdes de
NQB (Scholte, 2000a,b; Scholte & Vos, 2000; Timmermans et al., 2005). A espécie é
também altamente resistente aos nematodes Meloidogyne, Trichodorus e Pratylenchus
(PCN Control Group, 2004; Timmermans, 2005), aos fungos P. infestans e Verticillium
dahliae (Alconero et al., 1988), e as suas raizes sdo resistentes a bactéria Pseudomonas
solanacearum (Ali et al., 1990). No entanto, um estudo recente (Dias et al., 2012) reportou

que S. sisymbriifolium era susceptivel a M. hapla, embora fosse resistente a M. chitwoodi.
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De um ponto de vista agrondmico as suas caracteristicas sdo favoraveis: tem alta tolerancia
tanto a climas quentes como as geadas noturnas, e cresce bem em solos acidicos (Scholte,
2000a,c). A sua inclusédo nos sistemas de cultivo ndo apresenta grandes problemas (Scholte
e Vos, 2000), porque a espécie ndo age como planta hospedeira para importantes pragas e
doencas. No entanto, é necessaria uma cuidadosa avaliacdo antes da sua implementagéo,
pois esta planta tende a ser invasora. O risco do desenvolvimento da “praga da batata” (P.
infestans) embora muito pequena, deve ser gerida atraves de um tempo correto de
destruicdo de culturas (Timmermans, 2005). Para além disso, enquanto a cultura-armadilha
é cultivada, o terreno deixa de estar disponivel para outras culturas. O ideal seria aproveitar
0 potencial nematodicida desta planta, e converter os seus compostos em fdérmulas
comerciais, como ja é feito para outras plantas (Chitwood, 2002).

O nosso planeta abriga aproximadamente 600.000 espécies vegetais, mas menos de
10% foram estudadas cientificamente no aspeto quimico e farmacolédgico (Korolkovas,
1988). A grande variedade de substancias presentes na flora continua a ser um enorme
atrativo na area de controlo de patégenos, principalmente se se tiver em consideracdo que
uma pequena quantidade de plantas foi investigada com tal finalidade (Vieira & Fernandes,
1999). Um grande nimero de espécies de plantas com metabolitos secundarios com
atividade nematodicida tem sido descoberto ano apos ano (Chitwood, 2002; D’ Addabbo et
al., 2009, 2011; Ntalli & Caboni, 2012; Avato et al., 2013). A sua utilizacdo, como forma
de controlo alternativo, pode ser feita quer através de extratos de plantas e formulagdes
fitoquimicas sintéticas mais eficazes e mais ecoldgicas, quer diretamente na agricultura
como adubos organicos (Akhtar & Malik, 2000; Hynes & Boyetchko, 2006; Ntalli &
Caboni, 2012). Muitos fitoquimicos sdo mais seguros para o ambiente ou para 0S seres
humanos do que os tradicionais nematodicidas quimicos, e 0s custos de registo de um
fitoquimico sdo menos elevados do que um pesticida convencional (pela U.S.
Environmental Protection Agency) (Chitwood, 2002). Os fitoquimicos podem ser
produzidos em diferentes partes da planta, como nas folhas, frutos ou raizes; e agem em
geral como sistema de defesa contra agentes externos. Podem ser responsaveis também
pela cor, sabor e aroma (p. ex. cianidina, polifenol responsavel pela cor roxa do mirtilo;
capsaicina e piperina, alcaldides que criam a sensacdo picante de certos pimentos; alicina,
que origina o cheiro pungente do alho) (Brodnitz et al., 1971; Lawless et al., 1985;
Stintzing et al., 2002; Johnson & Williamson, 2003; Szallasi, 2005).
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A familia Solanaceae contém fitoquimicos com significativa toxicidade, que sao
utilizados no controlo de pestes; como por exemplo Nicandra physaloides contra moscas
(Smith & Downs, 1966), Nicotiana tabacum contra varios insetos; Datura stramonium no
controlo da cigarrinha verde Empoasca kraemeri e S. lycopersicum no controlo do
mariposa branca (Gomero, nd).

Em relacdo ao controlo de nematodes, existe um largo espetro de plantas com
propriedades nematodicidas: Lonchocarpus spp., Derris spp., Tithonia diversifolia,
Chromolaena odorata, Peganum harmala (através de alcaldides) (El Allagui et al., 2007;
Thoden et al., 2007, 2009; Odeyemi & Adewale, 2011; Ntalli & Caboni, 2012); a familia
Brassicaceae (pelos glucosinatos) (Buskov et al., 2002; Oliveira et al., 2011; Wu et al.,
2011); Azadirachta indica (através de limonoides) (Akhtar, 2000; Oka et al., 2007);
Cymbopogon spp., Origanum spp., Carum carvi, Foeniculum vulgare, Coridothymus
capitatus, Mentha spp., Eucalyptus spp., Pelargonium graveolens, Melissa officinalis,
Ocimum spp., Chamaespartium tridentatum, Satureja montana, Thymbra capitata e
Thymus caespititius, Coriandrum sativum, Liquidambar orientalis e Valeriana wallichii
(através de Oleos essenciais) (Sangwan et al., 1990; Leela et al., 1992; Oka et al., 2000;
Batish et al., 2008; Kim et al., 2008; Ntalli et al., 2010; Barbosa et al., 2010); Tagetes spp.
e outras Asteraceas (através de politienilos) (Chitwood, 2002); Castanea sativa (através de
taninos) (Maistrello et al., 2010; Renco et al., 2012); Acacia gummifera e Tagetes patula
(pelos flavonoides) (Ntalli & Caboni, 2012) e Sorghum sudanense, Manihot esculenta
(através de glicosideos cianogénicos) (Widmer & Abawi, 2000; Chitwood, 2002). Quanto
aos NQB, tém sido relatadas plantas com compostos que permitem o seu controlo agindo
como nematodicidas e inibidores da eclosdo, como Medicago sativa (saponinas) e
Artemisia annua (D’Addabbo et al., 2011, 2013). A identificacdo dos fitoquimicos
especificos destas interac¢des € muito Util para a realizacdo de formulas comerciais para o
controlo de nematodes, como a “FloraNeem” (a base de Azadirachta indica) (Javed et al.,
2007; El-Din, et al., 2012), ou outras com base em extratos de quilaia (Quillaja saponaria)
e de cravo-da-india (Tagetes erecta L.) (Renco et al., 2012).

Os compostos envolvidos nas interagfes planta-nematode tém-se tornado cada vez
mais o foco destas estratégias alternativas, aumentando o interesse dos investigadores em
relagdo ao estudo dos efeitos de extratos e exsudatos de plantas. Estes podem ter diferentes

modos de acdo para controlar as populacfes, podendo ser estimulantes, repelentes,
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nematodicidas, estimuladores ou inibidores da ecloséo (Costa et al., 2003). Relativamente
aos agentes eclosivos, investigacdes revelaram que estava implicado um grupo de pelo
menos nove compostos quimicos no processo da eclosdo (Devine & Jones, 2000). A
solanoeclepina A foi um dos compostos purificados (Mulder et al., 1996), naturalmente
presente nos exsudatos de S. tuberosum. Quando foi questionado se este composto existia
em S. sisymbriifolium, os resultados revelaram que ndo existia, e que a planta exalava um
fator de ecloséo diferente (Sasaki-Crawley, 2013). Por outro lado, ja foram identificados
inibidores de eclosdo em exsudatos de espécies ndo-hospedeiras, como na mostarda branca
(Forrest & Farrer, 1983), no espargo (Takasugi et al., 1975), em espécies de Bupleuruni
salicifoliurn (Gonzalez et al., 1994) e de Derris (Birch et al., 1993). Surpreendentemente,
nos exsudatos da batateira também estdo presentes inibidores de eclosdo de NQB (Byrne et
al., 1998), o que demonstra a complexidade das interacbes que ocorrem a este nivel.

Este trabalho teve varios objetivos.
- Em primeiro lugar avaliar o efeito de S. sisymbriifolium na eclosdo dos J2 de um isolado
de G. pallida e outro de G. rostochiensis.
- Estudar as diferencas entre trés extratos (parte aérea, raiz e solo) e entre trés idades
diferentes da planta (1, 2 e 3 meses), de modo a aquilatar qual a combinacgéo de fatores que
pode originar maior percentagem de ecloséo.
- Fracionar por cromatografia em coluna o extrato que se mostrar mais promissor, e testar o
efeito na eclosdo de todas as fragGes obtidas, a fim de inferir qual a que mais contribui para
essa atividade.
- Testar o efeito nematodicida dos extratos de S. sisymbriifolium e das fracdes.
- Estabelecer um perfil fitoquimico de S. sisymbriifolium, por cromatografia em camada

fina, para cada um dos trés extratos analisados (parte aérea, raiz e solo).
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Il. MATERIAL E METODOS
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1. Obtencéao de exsudato de Solanum tuberosum (cultivar
Desirée)

Os exsudatos foram obtidos através da lixiviagdo sucessiva do solo envasado
(Shepherd, 1986), com batateiras (Solanum tuberosum) cv. Desirée com cerca de um més
de idade. Apds regar com agua da torneira para humedecer o solo, foi adicionado ao solo
cercade 0,5 L de &gua da torneira. O lixiviado recolhido foi filtrado através de um papel de
filtro Whatman n°1, de modo a eliminar pequenas particulas de solo arrastadas durante o
processo de recolha do lixiviado. Por fim foi colocado no frigorifico a 4°C num frasco

escuro, até ser utilizado (validade de 1 més).

2. Obtencéo de quistos de Globodera spp.

Os quistos das duas espécies de neméatodes-de-quisto da batateira (NQB),
Globodera pallida e G. rostochiensis, ja existentes no laboratério, foram recolhidos em
campos da zona centro de Portugal.

Para multiplicar as populagdes procedeu-se do seguinte modo: os quistos foram
colocados dentro de um suporte com uma rede (20 nm de malha) dentro de um copo com
agua da torneira, e mantidos durante cerca de 8 dias na estufa, no escuro, a 22°C. Em
seguida, a agua foi substituida por exsudato de batateira. Os jovens do segundo estadio (J2)
foram sendo recolhidos e contados. As batateiras, com cerca de 7/8 dias ap6s terem sido
semeadas em solo esterilizado, foram inoculadas com 1800 J2/cada, regadas diariamente
com agua e fertilizadas uma vez por semana com uma solucao nutriente (Hyponex).

Dez semanas apos a inoculacao as plantas foram cortadas e o solo foi seco e levigado
utilizando o levigador de Fenwick (Fenwick et al., 1940). Os quistos foram recolhidos

posteriormente ao microscopio estereoscopico, com o auxilio de uma pinca de bicos finos.

3. Obtencao das plantas e preparacéo dos extratos de Solanum
sisymbriifolium

As plantas de Solanum sisymbriifolium foram obtidas a partir de sementes cedidas

pela empresa Vandijke Semo, Scheemda, Holanda. Em testes preliminares foi observado
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que a cv. Sis 6001 tinha maior efeito na eclosdo (Dias, comunicacdo pessoal), sendo por
isso a escolhida para utilizar neste trabalho.

As sementes foram colocadas a germinar em papel de filtro humedecido em caixas de
Petri, numa estufa, no escuro, com temperatura de 22°C. Quando comegavam a germinar
foram transferidas para vasos com uma mistura de solo/areia esterilizados. Quando
apresentavam dois pares de folhas verdadeiras foram transferidas para vasos maiores para
0 seu crescimento nao ser afectado.

As plantas com 1, 2 e 3 meses foram desenraizadas e o sistema radicular foi lavado e
separado da parte aérea (caules e folhas). Todas as partes foram mantidas numa estufa
aquecida a 30°C, com circulacéo de ar, para secagem. Depois de secas, a parte aérea e a
raiz foram separadamente pulverizadas e tratadas com agua, numa proporcdo de 1:10
(m/v), em banho-maria a 100°C, durante 60 min. Os extratos obtidos (decoctos) foram
filtrados sob vacuo, concentrados num evaporador rotativo e liofilizados. O solo onde as
plantas cresceram foi macerado em agua durante 24h, no escuro, depois filtrado no vacuo,
concentrado no evaporador rotativo e liofilizado. Foram assim obtidos trés extratos
diferentes: parte aérea (PA), raiz (R) e solo (S).

Para a sua utilizacdo nos testes de eclosdo e de mortalidade foram pesados 16 mg de
cada extrato liofilizado e dissolvidos em dgua num baldo aferido de 20 mL, com o auxilio
de um agitador Vortex. Foram testadas cinco concentracdes (C1=0,4; C»=0,2; C3=0,1;
C4=0,05 e Cs=0,025 mg/mL).

4. Testes de eclosao

Foram realizados testes de eclosdo de cada uma das espécies de Globodera com 0s

extratos obtidos de S. sisymbriifolium cv. Sis 6001.

Globodera pallida

Numa primeira fase foram observados os efeitos dos trés extratos na eclosédo de G.
pallida.

Em cada um dos trés tabuleiros de ensaio (um para PA, um para R e um para S) foram

testadas cinco concentragdes (0,4; 0,2; 0,1; 0,05 e 0,025 mg/mL), o controlo positivo
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(exsudato de Solanum tuberosum cv. Desirée) e o controlo negativo (dgua destilada); com

quatro repeticdes para cada tratamento (Fig. 1).

- diferentes concentragdes
- - controlo positive
- - controlo negativo

Figura 1. Imagem representativa de um dos trés tabuleiros de ensaio. Os quadrados representam os
blocos de vidro utilizados, e as diferentes cores as diferentes concentragdes do extrato.

Foram utilizados blocos de vidro escavados esterilizados, com 15 quistos em cada
bloco contendo 2 mL de extrato (Fig. 2). Os testes decorreram no escuro, numa camara

himida, a uma temperatura de cerca de 22+2°C.

Figura 2. Blocos de vidro escavados no tabuleiro de ensaio com os quistos de G. pallida e 2 mL do
extrato/exsudato/agua, ao lado do microscopio binocular esterioscépico utilizado para fazer as contagens.

Durante o ensaio observou-se que era no solo (S) que havia maior eclosdo. Foi entdo
testada qual das idades de S. sisymbriifolium tinha maior efeito na ecloséo, se 1 més, 2 ou 3
meses.

Foram montados trés tabuleiros de ensaio, um para cada idade da planta (1M, 2M e
3M). Em cada um foram testadas as cinco concentracdes (0,4; 0,2; 0,1; 0,05 e 0,025
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mg/mL), o controlo positivo (exsudato de S. tuberosum cv. Desirée) e o controlo negativo
(dgua destilada); com quatro repeti¢cbes cada. Procedeu-se do mesmo modo anteriormente
descrito.

ApoOs a realizacdo deste segundo teste, foi possivel concluir que era com o extrato de
solo com 2 meses que havia maior eclosdo. Procedeu-se entdo ao seu fracionamento e
foram testadas as trés fracdes obtidas a partir do extrato S2M de S. sisymbriifolium (FA,
FB ou FC) na ecloséo.

Foi montado um tabuleiro de ensaio com as trés fragdes, o controlo positivo (exsudato
de Solanum tuberosum cv. Desirée) e o controlo negativo (dgua destilada); com quatro

repeticdes. Procedeu-se como descrito anteriormente.

Globodera rostochiensis

Inicialmente foram testados os efeitos dos trés extratos na eclosdo no isolado de G.
rostochiensis.

Em cada um dos trés tabuleiros de ensaio (um para PA, um para R e um para S) foram
testadas cinco concentragdes (0,4; 0,2; 0,1; 0,05 e 0,025 mg/mL), o controlo positivo
(exsudato de Solanum tuberosum cv. Desirée) e o controlo negativo (agua destilada); com
quatro repeticdes para cada tratamento, da mesma forma que foi realizado para G. pallida
(Fig. 2).

A partir desta fase apenas se trabalhou com extrato de solo por ter sido o mais eficaz na
eclosdo. Foi entdo testada qual das idades de S. sisymbriifolium tinha maior efeito na
eclosdo, se 1 més, 2 ou 3 meses. O procedimento foi idéntico ao utilizado para G. pallida.

Ap0s a realizacdo deste segundo ensaio, foi possivel concluir que era no extrato de solo
com 1 més em que havia maior eclosdo. Procedeu-se entdo ao seu fracionamento e foi
testada em qual das 5 fracdes (FA’, FB’, FC’, FD’ ou FE’) do extrato S1M de S.
sisymbriifolium havia maior ecloséo.

Foi montado um tabuleiro de ensaio com as cinco fragdes, o controlo positivo (exsudato
de S. tuberosum cv. Desirée) e o controlo negativo (dgua destilada); com quatro repeti¢des
de cada. Foram utilizados blocos de vidro escavados esterilizados, com 15 quistos por
bloco, com 2 mL de extrato. Os testes decorreram no escuro, numa camara himida, a uma

temperatura de cerca de 22+2°C.
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4.1. Contagem dos J2 eclodidos

As contagens do numero de J2 eclodidos foram realizadas ao microscépio
esterioscopico de 24 em 24h, durante 30 dias. Os J2 eclodidos foram sendo retirados do
bloco de vidro, ao longo das sucessivas contagens. Depois da Gltima contagem determinou-

se a eclosao percentual cumulativa, isto €, o total de J2 eclodidos até ao ultimo dia do teste.

Os valores da eclosdo percentual cumulativa, séo definidos segundo a férmula:

E— 100 x Média do total de J2 eclodidos

Meédia dos ovos totais

em que,

E = Ecloséo cumulativa (%)

Média do total de J2 eclodidos = [ Y.J2 eclodidos em R1 + }'J2 eclodidos em R2 + > J2
eclodidos em R3 + > J2 eclodidosem R4 ]/ 4

R= repeticdo

Média dos ovos totais = [ (3.J2 eclodidos em R1 + N° ovos ndo eclodidos em R1*) +
(3.J2 eclodidos em R2 + N° ovos néo eclodidos em R2*) + (3.J2 eclodidos em R3 + N°
ovos ndo eclodidos em R3*) + (3.J2 eclodidos em R4 + N° ovos nédo eclodidos em R4*) ]/
4

*DETERMINAGAO DO N° DE J2 NAO ECLODIDOS: no fim dos 30 dias os quistos
foram retirados dos blocos e esmagados de modo a libertar os ovos que ainda se encontravam
no seu interior (Fig. 3). Os quistos esmagados foram colocados num copo de vidro ao qual se
acrescentou agua até perfazer 15 mL. A seguir, foi retirado 1mL da agua e feita a contagem
dos J2, sendo este processo repetido trés vezes. No final foi calculada a média das trés
contagens e o valor foi multiplicado por 15 para calcular o total de J2 que nédo eclodiram em

cada bloco.

Figura 3. Ovo de Globodera rostochiensis com J2 (a esquerda) e vazio (a direita).
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Para a avaliacdo do efeito dos extratos em cada uma das cultivares foi estabelecida uma

escala, que esta representada na tabela I.

Tabela I. Escala para avaliacdo do efeito dos extratos de Solanum sisymbriifolium na eclosdo de Globodera

Eclosdo cumulativa (%) Efeito do extrato
> 60 Muito estimulador

30 a 60 Estimulador
10a 30 Pouco estimulador

<10 Sem efeito

5. Testes de mortalidade

Foram realizados testes de mortalidade dos J2 de cada um dos isolados de Globodera

com os extratos obtidos de S. sisymbriifolium da cv. Sis 6001.

Globodera pallida e G. rostochiensis

Foi montado um tabuleiro de ensaio com blocos de vidro escavados esterilizados, com
15 J2 em cada bloco de vidro com 2 mL de extrato. Os extratos testados foram a parte
aérea (1 més), a raiz (1 més), o solo (2 meses para G. pallida e 1 més para G.
rostochiensis), e a fracdo C [do solo com 2 meses (G. pallida) e com 1 més (G.
rostochiensis)] e o controlo (agua destilada); com cinco repeticdes cada. Os testes
decorreram no escuro, numa camara humida, a uma temperatura de cerca de 22+2°C.

As fracbes FA e FB (do solo com 2 meses) foram testadas para G. pallida, e as fragdes
FA’, FB’, FD’ e FE’ (do solo com 1 més) para G. rostochiensis, do mesmo modo descrito

para os extratos.

5.1. Contagem dos J2 vivos

As contagens do namero de J2 vivos foram realizadas ao microscopio estereoscopico
durante 8 dias, de 24 em 24h. E dificil determinar por observagio direta a0 microscopio
estereocdpico se os J2 estdo realmente mortos, sendo necessario realizar um teste de

confirmacgéo (Chen & Dickson, 2000). A cada amostra foi adicionada uma ou duas gotas
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(50 a 100 pL) de NaOH (1N), e nos 30s — 3min seguintes 0s nematodes vivos comegam a

ter contor¢des e morrem. Os que permanecem imoveis sdo considerados mortos.

Depois da ultima contagem determinou-se a mortalidade percentual cumulativa, isto €,

0 numero de J2 que morreram na totalidade do ensaio em percentagem.

Os valores da mortalidade percentual cumulativa sdo definidos segundo a formula:

M — 100 x Média do total de J2 mortos

15

em que,

M = Mortalidade cumulativa (%)

em R3 + YJ2 mortos em R4 + ¥J2 mortos em R5 | /5

R= repeticdo

Média do total de J2 mortos = [ >'J2 mortos em R1 + > J2 mortos em R2 + 3 J2 mortos

Para a avaliacdo do efeito dos extratos em cada uma das cultivares foi estabelecida uma

escala, que esta representada na tabela I1.

Tabela I1. Escala para avaliagdo dos efeitos dos extratos de Solanum sisymbriifolium na mortalidade de

Globodera spp.

Mortalidade cumulativa (%) | Efeito do extrato
> 60 Letal
30 a 60 Pouco letal
10a 30 Muito pouco letal
<10 Sem efeito
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6. Fracionamento dos extratos com maior atividade

6.1. Determinacéo das melhores condicées para o fracionamento, por
recurso a cromatografia em camada fina (TLC)

ApoOs a realizacao dos testes de eclosdo, verificou-se que o extrato de solo com dois
meses (S2M) teve maior efeito na eclosdo dos J2 de Globodera pallida, enquanto para G.
rostochiensis o extrato de solo com um més (S1M) foi o mais ativo.

Para aquilatar a fase moével mais adequada ao fracionamento destes extratos, por
cromatografia em coluna, recorreu-se a outro processo cromatografico, mais simples e
rapido, a cromatografia em camada fina (TLC).

A TLC ¢é também uma técnica cromatografica usada na separagdo de compostos. O
procedimento baseia-se em aplicar a amostra numa placa revestida de uma camada fina de
adsorvente (fase estacionaria), que depois ¢ colocada numa camara cromatografica, que
contem a fase movel (eluente). O eluente desloca-se por efeito de capilaridade no sentido
ascendente, separando os compostos ao longo da placa, de acordo com as suas
particularidades estruturais.

Para a realizagdo desta metodologia foram utilizadas placas de fase reversa com
indicador de fluorescéncia (RP-18 F254, Merck), nas quais se aplicaram 10 uL de cada
amostra: extrato de solo com 1 e 2 meses (dissolvendo 0,004 g de cada extrato em 1 mL de
metanol 30%).

Para cada uma das amostras foram testados trés eluentes: d4gua, metanol e acetonitrilo.
Apobs o desenvolvimento cromatografico, eliminou-se a fase moével e as placas foram

observadas a lampada de UV.
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Figura 4. Visualizacdo das placas de TLC (RP-18 F254) apds densolvimento na c&mara
cromatografica (trés fases moveis: agua, metanol e acetonitrilo), com duas aplica¢des: 10 pL de SIM e S2M.
Observacéo realizada aos UV a 366 nm.

Verificou-se que de entre os trés, a dgua foi o eluente que proporcionou melhor
separacdo dos compostos, seguido do metanol (Fig. 4). Este resultado permitiu-nos
selecionar a fase movel a utilizar no fracionamento dos extratos, por cromatografia em

coluna.
6.2. Fracionamento dos extratos por cromatografia em coluna

A cromatografia em coluna ¢ uma técnica utilizada para a separagdo e purificagao de
compostos presentes em misturas complexas, tal como sdo os extratos, de acordo com a
sua afinidade para a fase estacionaria e fase moével. A velocidade com a qual um
determinado composto ¢ eluido da coluna depende da sua polaridade e do eluente, assim
como da sua afinidade para o adsorvente, fase estacionaria (se o composto tiver maior

afinidade para o adsorvente do que para o eluente, ele migrara mais lentamente na coluna).
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O objetivo deste método foi fracionar o extrato em varias porgdes (fragdes) de constitui¢do
quimica diferente, o que foi posteriormente monitorizado por TLC.

A fim de se obterem fragdes em quantidade necessaria aos testes de eclosdo e de
mortalidade, procedeu-se ao fracionamento dos extratos por cromatografia em coluna com
enchimento de fase reversa, Chromabond® C18 10g/70mL (Macherey-Nagel, Diiren,
Germany) (Fig. 5).

Figura 5. Fracionamento por cromatografia em coluna

Globodera pallida

Para o extrato de solo de plantas de 2 meses (S2M), o qual se mostrou mais ativo para
Globodera pallida, dissolveram-se 0,008 g em 5 mL de H20 Milli-Q, e sonificou-se num
aparelho de ultra-sons. Posteriormente, a solucdo foi centrifugada durante 20min., tendo-se
retirado o sobrenadante (Fig. 6) para aplicar na coluna.

A coluna foi inicialmente ativada com 70 mL de metanol Lichrosolv (Merck) e, de
seguida, com 70 mL de H>O Milli-Q. Posteriormente, aplicou-se a amostra na coluna e o
eluiram-se os seus constituintes inicialmente com 20 mL de H>O Milli-Q, obtendo-se as
fragoes FO (3,1 mL), F1 (5,5 mL), F2 (3,2 mL), F3 (3 mL), F4 (2,9 mL) e F5 (5 mL),
seguido de 20 mL de metanol, tendo-se obtido a F6 (10 mL) e F7 (10 mL).

Para monitoriza¢do do fracionamento retiraram-se 0,5 mL de cada fragdo, que foram
concentrados num evaporador rotativo até residuo seco. Depois, cada um desses residuos

foi redissolvido (FO a F5 com 20 pL de MeOH 20% e 10 uL H>O; F6 ¢ F7 com 30 uL de
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MeOH 50%), e aplicados na placa de TLC (RP-18 com indicador de fluorescéncia — F254,
Merck) e desenvolvidas com H>O Milli-Q.

[Sobrenadante|

Figura 6. Tubo de ensaio com a amostra S2M ap6s a centrifugacgéo.

Globodera rostochiensis

Para o extrato de solo de plantas de 1 més (S1M), o qual se mostrou mais ativo para
Globodera rostochiensis, foram dissolvidos 0,003 g em 1 mL de metanol 30%, e a amostra
sonicada num aparelho de ultra-sons. Depois foi centrifugada durante 20 min., tendo-se
retirado o sobrenadante para aplicar na coluna. Apds ser ativada (com 70 mL de metanol
Lichrosolv, Merck, seguidos de 70 mL de H,O Milli-Q), foi aplicada a amostra e eluida
com 30 mL de H2O Milli-Q. Assim, obtiveram-se as fragdes F1’ (5 mL), F2’ (5 mL), F3’
(5 mL), F4’ (5§ mL), F5’ (5 mL) e F6’ (5 mL). De seguida aplicaram-se 15 mL de metanol
50%, originando F7’ (5 mL), F8* (5 mL) e F9’ (5,5 mL) e finalmente 5 mL de metanol,
originando F10’ (5,5 mL).

Para monitorizacao por TLC, foram retirados 0,5 mL de cada fragdo e essa porcao foi
concentrada num evaporador rotativo, até residuo seco. Depois, cada residuo foi
redissolvido com 30 pL. de MeOH 30% e aplicados na placa de TLC (PP-18, F254, Merck)

utilizando metanol a 50% como eluente (Fig. 7).
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Figura 7. Colocagdo da placa de TLC na cdmara cromatografica.

7. Pesquisa de saponinas em Solanum sisymbriifolium, por
cromatografia em camada fina

Este estudo foi realizado em placas de silica G com indicador de fluorescéncia a 254
nm, em que a fase movel usada foi a mistura cloroférmio-metanol-agua (64:50:10)
(Wagner et al., 1984), para separacdo de saponinas. A detecdo deste tipo de compostos foi
efetuada com o revelador vanilina-acido sulfurico (VS) (Wagner et al., 1984), para o qual
as saponinas originam, no visivel, manchas azuis ou azul violaceo e, por vezes, zonas
amareladas.

Seguidamente procedeu-se a revelagdo das placas (Fig. 8). Este processo consistiu em
pulverizar, abundantemente, as placas com a solucdo I (solug¢do alcoodlica de &cido
sulfurico a 5%), seguido da solugdo II (solucdo alcodlica de vanilina a 1%), e manter em
estufa a 110°C durante 5-10 min. Depois de secas, as placas foram observadas ao visivel e

aos UV.
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Figura 8. Processo de revelacdo dos constituintes quimicos separados por TLC.

Utilizando as condi¢des previamente descritas, foram cromatografados 20 pL dos
extratos de: SIM (solo das plantas com 1 més), S2M (solo das plantas com 2 meses),

PA1M (parte aérea com 1 més) e RIM (extrato de raiz com 1 més).
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I11. RESULTADOS
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1. Testes de eclosao

1.1. Avaliacéo da atividade dos extratos

Globodera pallida
Foram realizados testes de eclosdo dos J2 de G. pallida com os extratos (PA, R e S).
Durante os 30 dias de ensaio, foram registados o nimero de J2 que eclodiram dos ovos. Os

resultados relativos a taxa de eclosdo cumulativa do isolado sdo apresentados na tabela III.

Tabela I11. Efeito dos extratos (PA, R e S) de Solanum sisymbriifolium cv. Sis6001 na eclosdo de Globodera
pallida, nas cinco diferentes concentracbes (C1=0,4 mg/mL; C2=0,2 mg/mL; C3=0,1 mg/mL; C4=0,05
mg/mL e C5=0,025 mg/mL) e nos controlos (C-=agua destilada; C+=exsudato de S. tuberosum).

Parte aérea Raiz Solo
EC (%) EC (%)* EC (%) EC (%)* EC (%) EC (%)*
Cl1 0,02 0,27 3,54 11,57 0,95 17,15
Cc2 0,05 0,67 1,82 5,95 0,68 12,27

Cc3 007 0,94 449 1467 027 4,87
c4 003 0,40 2,35 7,68 0,41 7,40
C5 0,03 0,40 2,11 6,90 0,31 5,60
C- 0,04 0,54 1,53 5,0 0,34 6,14
C+ 746 100 30,6 100 5,54 100

%EC=Percentagem de eclosdo cumulativa.

%EC*=Percentagem de eclosdo cumulativa corrigida segundo o controlo positivo

O extrato da parte aérea a 0,1 mg/mL (C3) foi o que teve maior efeito na eclosdao
(0.94%) sendo, no entanto, considerado “sem efeito”.

O extrato da raiz a 0,1 mg/mL (C3) foi o que teve maior efeito na eclosdo (14.67%)
sendo “pouco estimulador” da eclosao.

Por ultimo, o extrato do solo a 0,4 mg/mL (C1) foi o que provocou maior eclosdao

(17.15%), sendo considerado também “pouco estimulador” (tabela I).

Dos trés extratos testados foi o extrato de solo que teve maior efeito na eclosdo dos J2

(Fig. 9).
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Eclosao (%)
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C1 C2 C3 C4 C5 C-

O Parte aérea 0,27 0,67 0,94 0,40 0,40 0,54
ORaiz 11,57 5,95 14,67 7,68 6,9 5
ESolo 17,15 12,27 4,87 7,40 5,60 6,14

Figura 9. Taxa de eclosdo cumulativa de jovens do segundo estadio de Globodera pallida em 30 dias de
exposicdo a 5 concentragdes de extrato de solo, raiz e parte aérea (C1=0,4 mg/mL; C2=0,2 mg/mL; C3=0,1
mg/mL; C4=0,05 mg/mL e C5=0,025 mg/mL) de Solanum sisymbriifolium cv. Sis 6001 com 1 més e &gua
destilada como controlo negativo. Os resultados sdo a média das 4 repeticdes e corrigidos em relagdo ao
controlo positivo S. tuberosum, cv. Désirée. As barras representam o desvio padréo.

ApoOs esta primeira fase, foi estudada a influéncia do estadio de desenvolvimento da
planta de S. sisymbriifolium no efeito da eclosdo, nomeadamente em plantas de 1 més, 2 e
3 meses (S1M, S2M e S3M, respetivamente). Os resultados relativos a taxa de eclosdo

cumulativa do isolado apds os 30 dias sdo apresentados na tabela I'V.

Tabela IV. Efeito dos extratos (S1M, S2M e S3M) de Solanum sisymbriifolium cv. Sis6001 na eclosdo de
Globodera pallida, nas cinco diferentes concentragdes (C1=0,4 mg/mL; C2=0,2 mg/mL; C3=0,1 mg/mL;
C4=0,05 mg/mL e C5=0,025 mg/mL) e nos controlos (C-=4gua destilada; C+=exsudato de S. tuberosum).

Solo 1M Solo 2M Solo 3M

EC (%) EC (%)* EC (%) EC (%)* EC (%) EC (%)*
Cl 095 17,15 25,49 74,58 2,91 14,54
Cc2 0,68 12,27 17,07 49,94 3,42 17,08
C3 0,27 4,87 19,09 55,85 4,29 21,43
C4 041 7,40 10,3 30,13 1,78 8,89
C5 0,31 5,60 11,76 34,41 0,45 2,25
C- 034 6,14 1,24 3,63 0,07 0,35
C+ 5,54 100 34,18 100 20,02 100

%EC=Percentagem de eclosdo cumulativa.

%EC*=Percentagem de eclosdo cumulativa corrigida segundo o controlo positivo
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O extrato SIM a 0,4 mg/mL (C1) foi onde se observou maior percentagem de eclosio
(17,15%) sendo “pouco estimulador”.

O extrato S2M a 0,4 mg/mL (C1) foi onde se observou maior percentagem de eclosdo
(74,58%) sendo por isso considerado “muito estimulador” da eclosdo.

O extrato S3M a 0,1 mg/mL (C3) foi onde se observou maior percentagem de eclosio

(21,43%), sendo considerado, no entanto, “pouco estimulador” (tabela I).

Dos trés extratos testados foi verificado que o extrato de S. sisymbriifolium que teve

maior efeito na eclosdo foi o0 S2M, a 0,4 mg/mL (C1) (Fig. 10).
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OSolo 1M 17,15 12,27 4,87 74 5,6 6,14
@ Solo 2M 74,58 49,94 55,85 30,13 34,41 3,63
@Solo 3M 14,54 17,08 21,43 8,89 2,25 0,35

Figura 10. Taxa de eclosdo cumulativa de jovens do segundo estadio de Globodera pallida em 30 dias
de exposicdo a 5 concentragfes de extrato de solo com 1, 2 e 3 meses (1M, 2M e 3M) (C1=0,4 mg/mL;
C2=0,2 mg/mL; C3=0,1 mg/mL; C4=0,05 mg/mL e C5=0,025 mg/mL de Solanum sis.ymbriifolium cv. Sis
6001 e agua destilada como controlo negativo. Os resultados sdo a média das 4 repeticOes e corrigidos em
relagdo ao controlo positivo S. tuberosum, cv. Désirée. As barras representam o desvio padrao.

Globodera rostochiensis

Foram realizados testes de eclosdo dos J2 de G. rostochiensis com os extratos (PA, R e

S). Os resultados relativos a taxa de eclosdo cumulativa do isolado sdo apresentados na

tabela V.
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Tabela V. Efeito dos extratos (PA, R e S) de 1 més de Solanum sisymbriifolium cv. Sis6001 na eclosdo de
Globodera rostochiensis, nas cinco diferentes concentragfes (C1=0,4 mg/mL; C2=0,2 mg/mL; C3=0,1
mg/mL; C4=0,05 mg/mL e C5=0,025 mg/mL) e nos controlos (C-=agua destilada; C+=exsudato de S.
tuberosum).

Parte aérea Raiz Solo

EC (%) EC (%)* EC (%) EC (%)* EC (%) EC (%)*
Cil 0,29 2,03 5,75 7,48 9,39 69,15
C2 0,53 3,71 3,78 4,92 5,30 39,03
C3 049 343 2,66 3,46 8,65 63,7
C4 0,26 1,82 2,02 2,63 4,59 33,8
C5 044 3,08 256 3,33 2,55 18,78
C- 0,73 5.11 4,03 5.24 0,75 5.52
C+ 14,29 100 76,87 100 13,58 100

%EC=Percentagem de eclosdo cumulativa.

%EC*=Percentagem de eclosdo cumulativa corrigida segundo o controlo positivo

O extrato PA a 0,2 mg/mL (C2) teve maior efeito na eclosdo (3,71%), sendo
considerado, no entanto, “sem efeito”.

O extrato R a 0,4 mg/mL (C1) foi o que teve maior efeito na eclosdo (7,48%) embora
segundo a tabela I seja considerado como “sem efeito”.

O extrato S a 0,4 mg/mL (Cl) foi o que provocou maior eclosdo (69,15%) sendo

considerado “muito estimulador”.
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@ Solo 69,15 39,03 63,7 33,8 18,78 5,52

Figura 11. Taxa de eclosdo cumulativa de jovens do segundo estadio de Globodera rostochiensis em 30
dias de exposicdo a 5 concentraces de extrato de solo, raiz e parte aérea (C1=0,4 mg/mL; C2=0,2 mg/mL;
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C3=0,1 mg/mL; C4=0,05 mg/mL e C5=0,025 mg/mL) de Solanum sisymbriifolium cv. Sis 6001 com 1 més e
agua destilada como controlo negativo. Os resultados sdo a média das 4 repeticdes e corrigidos em relagdo ao
controlo positivo S. tuberosum, cv. Désirée. As barras representam o desvio padréo.

Verificou-se que ndo existem grandes diferencas entre as cinco concentragdes dos
extratos. No entanto, a maior eclosdo de J2 desta espécie foi observada para o extrato do
solo (Fig. 11).

A seguir apresentam-se os resultados do efeito do desenvolvimento da planta, extratos

SIM, S2M e S3M, na eclosao do isolado de G. rostochiensis (Tabela VI).

Tabela VI. Efeito dos extratos (S1M, S2M e S3M) de Solanum sisymbriifolium cv. Sis6001 na eclosdo de
Globodera rostochiensis nas cinco diferentes concentragdes (C1=0,4 mg/mL; C2=0,2 mg/mL; C3=0,1
mg/mL; C4=0,05 mg/mL e C5=0,025 mg/mL) e nos controlos (C-=4gua destilada; C+=exsudato de S.
tuberosum).

Solo 1M Solo 2M Solo 3M
EC (%) EC (%)* EC (%) EC (%)* EC (%) EC (%)*
Cl 9,39 69,15 25,5 54,52 4,84 13,4
Cc2 5,30 39,03 13,36 28,57 1,29 3,57

C3 8,65 63,70 13,34 28,52 3,25 9
C4 459 33,80 17,35 37,1 0,79 2,19
C5 255 18,78 11,94 25,53 0,42 1,16

cC- 075 5,52 1,16 2,48 0,25 0,69
C+ 13,58 100,00 46,77 100 36,13 100
%EC=Percentagem de eclosdo cumulativa.

%EC*=Percentagem de eclosdo cumulativa corrigida segundo o controlo positivo

O extrato SIM a 0,4 mg/mL (C1) foi o que teve maior efeito na eclosdo (69,15%),
sendo “muito estimulador”.

O extrato S2M a 0,4 mg/mL (C1) foi o que provocou maior eclosao (54,52%), sendo
considerado “estimulador”.

O extrato S3M a 0,4 mg/mL (Cl) foi o que teve maior efeito na eclosdo (13,4%),

sendo, no entanto, “pouco estimulador” (tabela I).

De todos os extratos testados observou-se que o extrato de S. sisymbriifolium que
originou maior taxa de eclosdo dos J2 de G. rostochiensis foi o SIM a 0,4 mg/mL (C1)

(Fig. 12).
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Figura 12. Taxa de eclosdo cumulativa de jovens do segundo estadio de Globodera rostochiensis em 30
dias de exposicdo a 5 concentragdes de extrato de solo com 1, 2 e 3 meses (C1=0,4 mg/mL; C2=0,2 mg/mL;
C3=0,1 mg/mL; C4=0,05 mg/mL e C5=0,025 mg/mL) de Solanum sisymbriifolium cv. Sis 6001 e agua
destilada como controlo negativo. Os resultados sdo a média das 4 repeticdes e corrigidos em relagdo ao
controlo positivo S. tuberosum, cv. Désirée. As barras representam o desvio padréo.

1.2. Avaliacdo da atividade das fragdes

Globodera pallida

A amostra mais ativa na eclosdo para esta espécie foi o extrato de solo de plantas com 2
meses (S2M), pelo que se procedeu ao seu fracionamento por coluna com enchimento de

fase reversa, originando as fra¢des FO, F1, F2, F3, F4, F5, F6 e F7 (Fig. 13).

Figura 13. Tlustragdo das fra¢des obtidas. FO, F1, F2, F3, F4 ¢ F5 foram eluidas com H>O Milli-Q e
F6 e F7 com metanol.
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Os perfis cromatograficos de cada fragdo, apos separagdo por TLC encontram-se nas

figuras 14, 15 e 16.

Figura 14. Visualizagdo, a luz visivel, do cromatograma resultante do desenvolvimento em placa de
fase reversa, RP-18 F254, com a agua como eluente. As chavetas a preto delimitam as fragfes que devido as
suas caracteristicas cromatogréaficas foram reunidas.
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Figura 15. Visualizacdo, aos UV a 254 nm, do cromatograma resultante do desenvolvimento em
placa de fase reversa, RP-18 F254, com a dgua como eluente. As chavetas a preto delimitam as fragfes que
devido as suas caracteristicas cromatograficas foram reunidas.

| e ) L)

Figura 16. Visualizacdo, aos UV a 366 nm, do cromatograma resultante do desenvolvimento em
placa de fase reversa, RP-18 F254, com a 4gua como eluente As chavetas a branco delimitam as fracdes que
devido as suas caracteristicas cromatograficas foram reunidas.

As fragdes com idénticas carcacteristicas cromatgraficas foram reunidas,
assim:
® FO foi eliminada
= FI1 + F2 originou FA
®= F3+F4 + F5 originou FB
= F6 + F7 originou FC.

Posteriormente, a fracdo C (fracdo metanolica) teve de ser concentrada no evaporador
rotativo, para a remog¢do do metanol e redissolvida em 10 mL de 4gua. Este procedimento

teve como objetivo a eliminagdo do solvente organico que poderia interferir, devido a sua
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toxicidade, no teste com os nematodes. Os volumes das fragdes FA e FB foram também

aferidos para os 10 mL.

Apo6s o fracionamento de S2M de S. sisymbriifolium foi testada qual das suas fracoes
tinha maior efeito na eclosdo. Os resultados relativos a taxa de eclosdo cumulativa dos

isolados apos os 30 dias sdo apresentados na tabela VII.

Tabela VII. Efeito das fragBes do extrato de solo com 2 meses de Solanum sisymbriifolium cv. Sis6001 e dos

controlos (C- = agua destilada; C+ = exsudato de S. tuberosum cv. Désirée) na eclosdo de Globodera pallida.

Fracdes [S2M]
EC

EC (%) o
FA 2,4 24,24
FB 4,7 47,56
FC 13,0 134,62
C- 2,3 23,32
C+ 9,8 100

%EC=Percentagem de eclosdo cumulativa.

%EC*=Percentagem de eclosdo cumulativa corrigida segundo o controlo positivo

A fragdo C, do extrato de solo com 2 meses, foi a que teve maior efeito na eclosao
(134,62%) (Fig. 17). Esta fracdo ¢ “muito estimuladora” da eclosdo. Por sua vez, as fragdes

A e B tém um menor efeito na eclosdo, sendo consideradas “pouco estimuladoras” (tabela

0.
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Figura 17. Taxa de eclosdo cumulativa de jovens do segundo estédio de Globodera pallida em 30
dias de exposicao a 3 fracGes de extrato de solo com 2 meses de Solanum sisymbriifolium cv. Sis 6001 e agua
destilada como controlo negativo. Os resultados sdo a média das 4 repeticdes e corrigidos em relagdo ao
controlo positivo S. tuberosum cv. Désirée. As barras representam o desvio padréo.

Globodera rostochiensis

A amostra mais ativa na eclosdo para esta espécie foi o extrato de solo com 1 més
(SIM), pelo que se procedeu ao seu fracionamento por coluna com enchimento de fase

reversa, originando as fragdes F1°, F2°, F3°, F4’, F5’, F6’, F7°, F8’, F9’ ¢ F10°.

[lustram-se os perfis cromatograficos de cada fragdo obtida (Fig. 18 e 19).

Figura 18. Visualizacdo, aos UV a 254 nm, do cromatograma resultante do desenvolvimento em
placa de fase reversa, RP-18 F254, com a metanol a 50% como eluente. As chavetas a preto delimitam as
fracOes que devido as suas caracteristicas cromatograficas foram reunidas.
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Figura 19. Visualizacdo, aos UV a 366 nm, do cromatograma resultante do desenvolvimento em
placa de fase reversa, RP-18 F254, com metanol a 50% como eluente. As chavetas a branco delimitam as
fracdes que devido as suas caracteristicas cromatogréficas foram reunidas.

As fragdes com comportamentos idénticos foram reunidas, assim:
= F1’ originou FA’
= F2’ + F3’ originou FB’
= F4’+F5 +F6’+F7 originou FC’
=  F8 originou FD’
" F9’ +F10’ originou FE’

As fragdes metandlicas FC’, FD’ e FE’ tiveram de ser concentradas no evaporador
rotativo e redissolvidas em 10 mL de dgua para poderem ser testadas nos nematodes sem a
presenga do metanol. O volume das fragdes FA’ e FB’ foi igualmente aferido para o

volume de 10 mL.
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Os resultados de eclosdo de J2 de G. rostochiensis das fragdes de SIM (FA’, FB’, FC’,
FD’ ou FE’) sdo apresentados na tabela VIII.

Tabela VI11. Efeito das fragdes do extrato de solo com 1 més de Solanum sisymbriifolium cv. Sis6001 e dos
controlos (C- = &gua destilada; C+ = exsudato de S. tuberosum cv. Désirée) na eclosdo de Globodera
rostochiensis.

Fracoes [S1M]
EC
EC (%) -
FA’ 2,70 7,50
FB’ 6,48 18,00
FC’ 15,49 43,00
FD’ 6,70 18,60
FE’ 6,99 19,40
C- 2,39 6,6
C+ 35,99 100

%EC=Percentagem de eclosdo cumulativa.
%EC*=Percentagem de eclosdo cumulativa corrigida segundo o controlo positivo

A fracdo C’ (FC’) foi onde se observou maior percentagem de eclosdo (43%), sendo
considerado “estimulador”. A fracdo A foi a que teve menos efeito na eclosdo (“sem

efeito”) e as fracdes B’, D’ e E’ tiveram algum efeito (“pouco estimulador”) (Fig. 20).
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Figura 20. Taxa de eclosdo cumulativa de jovens do segundo estadio de Globodera rostochiensis
em 30 dias de exposicéo a 5 fracdes de extrato de solo com 1 més de Solanum sisymbriifolium cv. Sis 6001 e

1.

FC' FE'
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agua destilada como controlo negativo. Os resultados sdo a média das 4 repeticdes e corrigidos em relagdo ao
controlo positivo S. tuberosum, cv. Désirée. As barras representam o desvio padréo.

2. Testes de mortalidade

Globodera pallida

Foram realizados testes de mortalidade dos J2 de G. pallida com os extratos de plantas
com um més e de solo com dois meses (PA, R e S, respetivamente) e a fracdo C de solo de
plantas com dois meses (S2M). Apos os 8 dias de ensaio, foi registado o niimero de J2

mortos. Os resultados relativos a taxa de mortalidade do isolado sdo apresentados na figura

21.
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Figura 21. Taxa de mortalidade cumulativa dos jovens do segundo estadio de Globodera pallida ao
fim de 8 dias de exposicdo a extrato de parte aérea (1 més), de raiz (1 més) e de solo (2 meses) de
concentragdo de 0,4 mg/mL de Solanum sisymbriifolium cv Sis 6001, FC do extrato de solo com 2 meses de
S. sisymbriifolium e agua destilada (controlo). Os resultados sd@o a média das cinco repeticBes. As barras
representam o erro padrdo e o nimero corresponde ao valor percentual exato.

Os extratos de S. sisymbriifolium, assim como a fragdo C do S2M, nao aparentam ter

efeito na mortalidade dos J2 de G. pallida (Fig. 21, Tabela II).

De seguida realizaram-se testes de mortalidade dos J2 de G. pallida com as restantes
fracdes de S2M (FA e FB). Os resultados de mortalidade relativos as fragdes apds os 8 dias

sdo apresentados na figura 22.
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Figura 22. Taxa de mortalidade dos jovens do segundo estadio de Globodera pallida ao fim de 8
dias de exposicédo as fragdes FA e FB do extrato de solo de 2 meses de S. sisymbriifolium e 4gua destilada
(controlo). Os resultados sdo a média das cinco repeti¢des. As barras representam o erro padrdo e o nimero
corresponde ao valor percentual exato.

Foi verificado que as fragdes A e B de S. sisymbriifolium também ndo tiveram efeito na

mortalidade dos J2 de G. pallida (Fig. 22, Tabela II).

Globodera rostochiensis
Foram realizados testes de mortalidade dos J2 de G. rostochiensis com os extratos de
plantas com um més e respectivo solo (PA, R e S) e a fragdo C’ de SIM. Os resultados

relativos a mortalidade do isolado ap6s os 8 dias sdo apresentados na figura 23.

Mortalidade (%)
3
2
1 1
1
0 0 0
0
PA R S FC' Controlo

Cecilia Cardoso 43



Resultados | 2015

Figura 23. Taxa de mortalidade dos jovens do segundo estadio de Globodera rostochiensis ao fim
de 8 dias de exposicdo a extrato de parte aérea (1 més), de raiz (1 més) e de solo (1 més) de Solanum
sisymbriifolium cv. Sis 6001, FC’ do extrato de solo com 1 més de S. sisymbriifolium e agua destilada
(controlo). Os resultados sdo a média das cinco repetigdes. As barras representam o erro padrdo e o nimero
corresponde ao valor percentual exato.

Os extratos de S. sisymbriifolium, assim como a fragdo C’ do S1M, nao tiveram efeito

na mortalidade dos J2 de G. rostochiensis (Fig. 23, Tabela II).

Paralelamente realizaram-se testes de mortalidade dos J2 de G. rostochiensis com as
restantes fracGes de SIM (FA’, FB’, FD’ e FE’). Os resultados de mortalidade relativos as

fragdes apos os 8 dias sdo apresentados na figura 24.
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Figura 24. Taxa de mortalidade dos jovens do segundo estadio de Globodera rostochiensis ao fim
de 8 dias de exposicdo as fragdes FA’, FB’, FD’ e FE’ do extrato de solo com 1 més de S. sisymbriifolium e
agua destilada (controlo). Os resultados sdo a média das cinco repeti¢es. As barras representam o erro
padrdo e o nimero corresponde ao valor percentual exato.

As fragdes A’, B’, D’ e E’ de S1IM de S. sisymbriifolium ndo tiveram qualquer efeito na
mortalidade dos J2 de G. rostochiensis (Fig. 24, Tabela II).
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3. Pesquisa de saponinas nos extratos S1M, S2M, PAIM e R1M

A pesquisa de saponinas foi efetuada por cromatografia em camada fina de acordo com
Wagner et al., (1984). A revelagdo com a vanilina-acido sulfurico evidenciou compostos
que tiveram um comportamento comum ao dos sapondsidos, assinalados com um +, mas
que sao distintos daqueles detetados quer ao visivel, quer aos UV (figura 25). Estes

resultados indicam a presenga de saponinas no extrato de solo.

s1im{s2mj] jils 1v i s2 VIS 1v i S2 V| S 1M Il S2 M1

Figura 25. Visualizagdo das placas de TLC, de fase reversa com indicador de fluorescéncia a 254
nm, apo6s duas aplicagdes (20 pL de S1IM e S2M) e desenvolvimento com cloroférmio-metanol-agua
(64:50:10) como fase mdvel. Observacéo realizada a luz visivel (A), aos UV a 254 nm (B) e a 366 nm (C)
antes da revelacéo; e depois da revelagdo com vanilina-acido sulftrico, a luz visivel (D).

De seguida, foi realizada outra TLC nas mesmas condi¢des com extrato da parte aérea e
de raiz com 1 més (PA1M e R1M) (Fig. 26). Depois de observados os resultados, foi feita

a revelacdo da placa com a vanilina-acido sulfurico (Fig. 27).
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Figura 26. Visualizagdo das placas de TLC, de fase reversa com indicador de fluorescéncia a 254
nm, apo6s quatro aplicagbes (10 pL e 20 uL de PALM e de R1IM) e desenvolvimento com cloroférmio-
metanol-agua (64:50:10) como fase mdvel. Observacéo realizada aos UV a 254 nm (A) e a 366 hm (B).

Aqui as manchas sdo diferentes das observadas no extrato de solo, o que permite inferir

que estes extratos possuem uma constitui¢ao quimica diferente da do solo.

Depois da revelagdo apareceram varias manchas castanhas amareladas e e violeta muito
escuro, algumas das quais podem corresponder a presenga de saponinas. Foi também
evidente que a parte aérea e a raiz tém muitos compostos em comum pois possuem o

mesmo comportamento cromatografico (Ry) e relativamente ao revelador usado (Fig. 27).
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Figura 27. Visualizagdo das placas de TLC, de fase reversa com indicador de fluorescéncia a 254
nm, ap6s quatro aplicagdes (10 pL e 20 puL de PAIM e de R1M) e desenvolvimento com cloroférmio-
metanol-agua (64:50:10) como fase movel. Observacao realizada a luz visivel, delineado a lapis nas zonas
com fluorescéncia aos UV (a 254 nm e a 366 nm) antes da revelacdo (A), e depois da revelagdo com vanilina-
acido sulfarico (B).

A figura 28 evidencia as diferencas marcadas entre a constituicdo quimica das partes da
planta estudadas e o solo, o que esta de acordo com as diferentes atividades verificadas

entre a parte aérea e a raiz da planta, e o solo.
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Figura 28. Visualizagdo das placas de TLC, de fase reversa com indicador de fluorescéncia a 254
nm, apos trés aplicacdes (PALIM, R1M e S1M) e desenvolvimento com cloroférmio-metanol-a4gua (64:50:10)
como fase mével. Observacdo realizada aos UV (a 366 nm) antes da revelacdo (A), e depois da revelacdo
com vanilina-acido sulfurico (B), & luz visivel.
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V. DISCUSSAO
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A avaliacdo sobre a capacidade dos extratos em induzir a eclosdo, permitiu
verificar que certos extratos tinham mais eficacia do que outros, dependendo da parte da
planta e da sua idade. Segundo um estudo de Sasaki-Crawley (2013), 0s extratos aquosos e
metanolicos da parte aérea de S. sisymbriifolium foram capazes de induzir forte eclosdo de
G. pallida. No entanto, neste trabalho isso ndo se verificou, tendo esse extrato provocado
apenas 1% de eclosdo. O mais eficaz foi o extrato de solo (com taxa de 17%), seguido do
de raiz que também apresentou uma taxa de eclosdo consideravel (14%). Para G.
rostochiensis, o Unico realmente eficaz foi o extrato de solo (69%). Apesar da taxa de
eclosdo ser muito superior para esta espécie, nao significa necessariamente que o extrato de
solo provogque mais eclosdo de G. rostochiensis que de G. pallida. Ryan et al. (2000)
observaram que na presenca de batateiras, G. pallida eclodia com atraso relativamente a G.
rostochiensis. Significativamente menos J2 de G. pallida eclodiram nas duas primeiras
semanas, embora as diferencas tenham desaparecido apds as quatro semanas. Como 0s
ensaios deste trabalho decorreram durante quatro semanas, pareceu-nos provavel que este
tempo seria suficiente, mas ndo sera de descartar a hipdtese de repetir 0s ensaios
aumentando a sua durag¢do. Com este trabalho foi possivel confirmar que S. sisymbriifolium
¢ capaz de induzir a eclosdo de Globodera spp., sabendo que este efeito indutor também
foi observado em Meloidogyne spp. (Conceigdo et al., 2012).

Entre as plantas com trés idades diferentes, foi o extrato de solo correspondente as
plantas com 2 meses de desenvolvimento que teve maior efeito na eclosdo, 75% para G.
pallida e 55% para G. rostochiensis, apesar de para esta Ultima se ter verificado maior
atividade para plantas com 1 més.

Depois de fracionar os extratos de solo de plantas com um e dois meses (S1M e
S2M) e de testar as fracdes, uma delas destacou-se no efeito que teve na eclosao, para cada
espécie: a fracdo metandlica (FC), com taxa de 126,17% (sendo até mais eficaz que o
exsudato de batateira) para G. pallida, e para G. rostochiensis a fracdo hidro-metandlica
(fracdo C’), que provocou a maior eclosao (32,04%). Isto permitiu isolar o fator de eclosao,
sendo agora necessario dar continuidade a este trabalho, quer subfracionando as fracdes e
testando-as nos nematodes, numa tentativa de isolar os compostos responsaveis por essa
atividade; quer realizando estudos por varios processos cromatograficos para detecta-los e
identifica-los.

Tem sido referida a existéncia de saponinas em vdarias Solanaceas: na batata,

tomate, beringela e pimentos, tal como na erva-moura (S. nigrum), na doce-amarga (S.
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dulcamara) e na jurubeba (S. paniculatum) (Price et al., 1987). Elas exibem em geral um
amplo espetro de efeitos farmacoldgicos e biologicos, podendo agir como fungicidas,
moluscicidas, antibacterianas e antivirais (Sprag et al., 2004). Saponinas isoladas das
folhas da figueira-do-diabo (S. chrysotrichum) evidenciaram efeito antifingico (Zamilpa et
al., 2002), uma saponina isolada dos frutos de Capsicum frutescens (pimenta) também
revelou propriedades fungicidas (de Lucca ef al., 2002), e saponinas isoladas das sementes
de C. annuum (pimentdao) mostraram igualmente forte atividade antifungica (lorizzi et al.,
2002). Estas informagdes sugerem que as saponinas t€ém um interessante potencial biocida,
que pode ser relacionado com as interagdes destrutivas que t€ém com os constituintes da
membrana celular (esterdides, proteinas e fosfolipidos) (Tava & Avato, 2006).
Curiosamente foi detetada a presenca de saponinas também em S. sisymbriifolium, quer na
raiz (Ferro et al., 2005), quer na parte aérea, embora em pequena quantidade (Gupta et al.,
2014). Para avaliar a sua eventual contribui¢do para a atividade dos diversos extratos o
estudo cromatografico, foi direcionado para a detecdo de saponinas, tendo sido possivel
constatar a presenca de composi¢fes quimicas significativamente diferentes, qualitativa e
guantitativamente entre as partes vegetativas das plantas (parte aérea e raiz) e o solo. De
facto, enquanto na planta foi nitida a presenca de compostos de cor castanha amarelada e
violeta escuro apés revelagdo com vanilina-acido sulfurico, comum a saponosidos (Wagner
et al., 1984), nos extratos de solo essa evidéncia ndo foi tdo marcada. Este resultado sugere
que no solo a atividade ndo esta relacionada com os compostos marcadamente detetados na
planta, podendo tratar-se de outro tipo de compostos ou de saponésidos de natureza
quimica diferente dos presentes na planta.

Sabendo que os fatores de eclosdo dos exsudatos alteram a permeabilidade da
membrana dos ovos (permitindo a rehidratacdo e eclosdo dos J2) (Perry, 1989), é de
questionar se as saponinas nao terdo um papel também neste processo visto que elas
préprias tém capacidade de destruir membranas celulares e aumentar a permeabilidade
iobnica (Tava & Avato, 2006). Esta hipotese devera ser considerada em estudos futuros.

No entanto, nenhum dos extratos teve efeito nematodicida nas duas espécies de
Globodera. Os resultados sugerem que ndo existe nenhum fitoquimico na planta que seja
diretamente responsavel pela morte dos J2. No entanto, as plantas podem libertar
compostos toxicos que interfiram nos processos de vida dos nematodes (Gommers, 1981),

tendo um efeito indireto na mortalidade que ndo foi testado neste trabalho. O efeito
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nematodicida de S. sisymbriifolium pode estar relacionado com a paralisagdo dos J2, ou
pelo impedimento do seu desenvolvimento e/ou diferenciacao, por exemplo.

Raphanus sativus e Sinapis alba, que séo plantas usadas na biofumigacéo de solos,
tém capacidade de reduzir populacbes de Heterodera schachtii ao interromper a sua
diferenciacdo sexual, resultando em numeros muito baixos de fémeas na geracao seguinte.
Este mecanismo de resisténcia estd relacionado com o aumento da razdo macho-fémea
(Muller, 1985) e ndo a incapacidade dos juvenis em penetrar nas raizes (Caubel &
Chaubet, 1985; Lelivelt & Hoogendoorn, 1993). E entdo possivel que este tipo de defesa
também seja utilizado por S. sisymbriifolium. De fato, Roberts e Stone (1983) ao
analisarem a atividade de Globodera spp. nas raizes de S. sisymbriifolium observaram que
0s nematodes invadiam a raiz e iniciavam a formacdo do sincicio. No entanto, ndo havia
desenvolvimento para além dos J3; ndo foram encontrados J4, quistos, fémeas ou machos
adultos nas raizes, nem no solo envolvente. Esta incompatibilidade entre S. sisymbriifolium
e Globodera spp. é considerada rara pelo facto de existir algo a travar a diferenciacdo nédo
s0 das fémeas, mas também dos machos. Dias et al. (2012) relataram que em plantas
inoculadas com Meloidogyne spp., ocorria a penetracdo de um numero elevado de nematodes,
mas a maior parte nao se desenvolvia para além do segundo estadio. Estes factos sugerem que
a planta impossibilita o normal desenvolvimento dos neméatodes.

Num estudo mais recente, Sasaki-Crawley (2013) investigou esta imunidade, para
perceber se havia compostos que matassem ou paralisassem 0s nematodes. Foram expostos
a raiz uma duzia de J2 durante um certo tempo, e no final observaram-se pelo menos dois
J2 que se moviam claramente, demonstrando segundo o0 autor que compostos
nematodicidas e nematostaticos ndo estdo presentes nas raizes. Giannakou, em 2011,
demonstrou que Quillaja saponaria provocava a paralisacdo dos juvenis € a inibicdo da
eclosdao de Meloidoyne incognita. Neste trabalho, a maior parte dos J2 estavam vivos no
final dos ensaios de mortalidade, mas foi notada uma falta de movimento que muitas vezes
impedia a distingdo entre 0s vivos e 0S mortos. Seria interessante no futuro repetir estes
testes, e no final utilizar os J2 em testes de viabilidade para verificar se ainda eram capazes
de invadir um hospedeiro depois de expostos aos extratos.

Apesar dos fatores de eclosdo ndo serem nematodicidas diretos, podem ser usados
em campo com esse objetivo se aplicados antes da plantacdo das batateiras. Seria
extremamente util a existéncia de um produto comercial com base nesta planta que atuasse
no solo, sem haver a necessidade de integrar a S. sisymbriifolium na rotacao de culturas.

Este método teria as vantagens das culturas-armadilhas: eficacia em reduzir populagdes de
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nematodes (e talvez outras pestes), respeito pelo meio ambiente, boa solugdo econémica —
e eliminava a desvantagem da rotacao, de alguns anos, de culturas imposta nesta forma de
controlo. Além disso, ndo haveria a necessidade de introduzir uma planta que nao existe na
flora portuguesa e que se ndo forem tomadas as devidas precaugdes poderd tornar-se uma
infestante dificil de combater. Este trabalho ¢ uma contribui¢do para o conhecimento das
propriedades biologicas e do potencial de S. sisymbriifolium como agente de combate aos

nematodes fitoparasitas em particular aos NQB.
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A batata constitui uma das principais fontes de alimento do mundo. E a quarta
principal cultura alimentar do mundo, depois do milho, arroz e trigo, com 376 milhdes
de toneladas produzidas em 2013. S3o cultivadas em mais de 150 paises,
principalmente na Asia e Europa (FAO, 2013). Tém boas qualidades nutritivas e
gustativas, e podem ser cultivadas em varios climas (Timmermans, 2005).

Em Portugal, a producao de batata tem vindo a subir desde 2010, sendo que em
2013 foram atingidas as 487 mil toneladas de batata (FAO, 2013). O rendimento médio
da producdo de batata de consumo ¢ de cerca de 18 t/ ha, e na Unido Europeia o
rendimento ¢ quase o dobro (31 t/ ha) (Relatério da Comissao Europeia, Direcdo Geral
da Saude e dos Consumidores, 11/04/2014; FAO, 2013). As saidas econémicas para
essa cultura sdo grandes, no entanto a batata ¢ atacada por muitas pragas e organismos
patogénicos que causam perdas significativas, como os NQB que ocorrem em todas as
principais areas de producdo de batata, com uma média nacional de 50% dos campos
infestados e 100% em algumas areas (Cunha et al., 2012).

A propagacao de nematodes ¢ dos problemas mais graves no plantio mundial de
batatas e outras Solanaceas (Hayock & Evans, 1998), sendo uma das pragas mais
dificeis de controlar (Chitwood, 2002). A sua distribuicdo ampla, a extensa gama de
hospedeiros e o envolvimento com outros microorganismos coloca os nematodes no
topo da lista das pragas de plantas que afetam a produgdo agricola (Jatala & Bridge,
1990). Globodera spp. representa um sério problema na produ¢do mundial de batata
(Turner & Evans, 1998), e estima-se que os NQB sejam responsaveis por cerca de
12,2% das perdas anuais na produtividade mundial da cultura da batata (Urwin et al.,
2001). As perdas podem chegar a 25% ou mais, e estas perdas devem-se ao dano
causado na planta e na reducdo da qualidade do tubérculo (Youssef, 2012). Os
nematodes reconhecidos como principais parasitas da batata sdo Globodera spp.,
Meloidogyne spp., Ditylenchus spp. e Pratylenchus spp. No entanto, muitas outras
espécies estdo associadas a batata como Belonolaimus, Longidorus, Xiphinema,
Rotylenchulus spp. € Radopholus similis, sendo a maioria destes de menor importancia
(Jatala & Bridge, 1990).

Sdo praticados atualmente diferentes métodos de controlo mas as desvantagens
destes métodos, quer econdmicas, quer ambientais, vdo além do implemento destas

estratégias. A consequente retirada da maioria dos nematodicidas quimicos disponiveis
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[Directiva (91/414/CEE), Regulamento (CE) N° 1107/2009 e Directiva (2009/128/CE)]
tem profundamente limitado o uso de pesticidas em culturas agricolas, gerando um
interesse crescente em ferramentas alternativas de controlo de pragas (Avato et al.,
2013). Esta a aumentar a necessidade de descobrir produtos menos toxicos, mais
eficazes e economicamente convenientes, criando importantes oportunidades para a
investigacdo de solucdes alternativas, como compostos naturais com efeitos
nematodicidas (Ntalli & Caboni, 2012).

Os resultados obtidos neste trabalho demonstram o potencial de S.
sisymbriifolium como agente de controlo, ao possuir compostos indutores de eclosdo
dos NQB e apresentando varias vantagens, tornando-se evidente a importancia de
continuar esta pesquisa. Mais trabalho se perspetiva a ser realizado a nivel da analise
fitoquimica do solo, a fim de determinar qual(ais) os compostos que mais contribuem
para a marcada atividade registada com o extrato do solo, assim como aquilatar sobre
uma eventual diferenca de composigao qualitativa e/ou quantitativa do solo em plantas
de um e de dois meses. Os testes de eclosdo devem ser repetidos e explorados, assim
como outros testes devem ser integrados. Uma vez identificados os agentes de eclosao

sera possivel integrar a sua utilizagdo na pratica agricola.
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