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ABSTRACT

Lopes, K. C., W. C. Terra, E. S. Freire, I. N. Jardim, V. P. Campos, V. A. C. Campos, and D. F. Oliveira. 2016.
Analogues of dihydrouracil and 9H-purine control Meloidogyne incognita in tomato plants. Nematropica 46:138-
146.

To contribute to the development of new products to control Meloidogyne incognita in tomato plants, the
nematicidal activities against this nematode by 35 substances with similar chemical structures to dihydrouracil and
9H-purine were investigated. Initially, the in vitro effect of these substances on the motility and mortality of second-
stage juveniles (J2) of M. incognita were evaluated. The most active were 2-pyrazinecarboxylic acid, 5-methyl-
2-pyrazinecarboxylic acid, orotic acid, 2,3,5-triphenyltetrazolium chloride, methyl pyrazinecarboxylate, and
2,4-diaminopyrimidine. The in vitro lethal concentrations to 50% of M. incognita J2 (LC, ) of these compounds,
respectlvely were: 0.85+0.19,2.8+0.1,1.3+0.1,0.32+0.04, 0.55+0.04,and 3.5+ 0.4 umol/ml Under similar
conditions, the LC, for the commercial nematicide carbofuran (2,3- dlhydro -2,2-dimethyl-1-benzofuran-7-yl
N-methylcarbamate) was 0.70 £ 0.01umol/ml. When the most active substances were subjected to an assay with
tomato (Solanum lycopersicon cv. Santa Clara) plants inoculated with M. incognita, those that most resembled
carbofuran were 2,4-diaminopyrimidine, 5-methyl-2-pyrazinecarboxylic acid, methyl pyrazinecarboxylate, and
2,3,5-triphenyltetrazolium chloride. Thus, these analogues of dihydrouracil and 9H-purine are promising for the
development of new products to control M. incognita in tomato plants.

Key words: 2,3,5-triphenyltetrazolium chloride, 2,4-diaminopyrimidine, 5-methyl-2-pyrazinecarboxylic acid,
nematicidal activity, root-knot nematodes.

RESUMO

Lopes, K. C., W. C. Terra, E. S. Freire, I. N. Jardim, V. P. Campos, V. A. C. Campos e D. F. Oliveira. 2016.
Substancias andlogas da di-idrouracila e 9H-purina controlam Meloidogyne incognita em tomateiro. Nematropica
46:138-146.

Com vistas a contribuir para o desenvolvimento de novos produtos para o controle de Meloidogyne incognita
em tomateiro, as atividades nematicidas comrelagdo a 35 substancias analogas da di-idrouracila e 9H-purina foram
investigadas. Inicialmente, foram avaliados os efeitos in vitro das substancias sobre a motilidade e mortalidade de
juvenis do segundo estadio (J2) de M. incognita. As mais ativas foram: acido 2-pirazinocarboxilico (15), acido
5-metil-2-pirazinocarboxilico (16), acido ordtico (14), cloreto de 2,3,5-trifeniltetrazolio (35), pirazinocarboxilato
de metila (17), e 2,4-diaminopirimidina (13) que apresentaram, os seguintes valores de concentragdo letal in
vitro para 50% dos J2s (CL,): 0,85+ 0,19, 2,8 + 0,1, 1,3 £ 0,1, 0,32 £ 0,04, 0,55 + 0,04, e 3,5 + 0,4 umol/
ml, respectivamente. Nas mesmas condlgoes o nematicida comercial carbofuran (N- metilcarbamato de 2,3-di-
idro-2 ,2-dimetil-1-benzofuran-7-ila) apresentou CL,; de 0,70 + 0,01 pmol/ml. Quando as substincias mais
ativas foram submetidas a teste em mudas de tomateiro (Solanum lycopersicum cv. Santa Clara), inoculadas
com M. incognita, aquelas que mais se assemelharam ao nematicida comercial carbofuran foram 13, 35, e 16.
Dessa maneira, conclui-se que tais substancias analogas da di-idrouracila e 9H-purina sdo promissoras para o
desenvolvimento de novos produtos para o controle de M. incognita em tomateiro.

Palavras chave: 2,4-diaminopirimidina, acido 5-metil-2-pirazinocarboxilico, atividade nematicida, cloreto de
2,3,5-trifeniltetrazélio, nematoide de galhas.
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INTRODUCAO

Os fitonematoides representam fator limitante
para a producdo de alimentos e fibras no mundo,
pois sdo responsaveis por acarretar reducdo de
aproximadamente 10% da producdo agricola
mundial (McCarter, 2008). Dentre as espécies mais
danosas estao os nematoides de galhas (Meloidogyne
spp.), que podem ser encontrados em todas as
regiodes cultivaveis do mundo (Sasser e Carter, 1985;
Barker et al., 1998). Uma das espécies desse género,
Meloidogyne incognita (Kofoid & White) Chitwood,
pode ser considerado um dos patogenos de plantas
que mais causa danos a agricultura (Trudgill e Block,
2001).

O tomate ¢ a hortalica-fruto mais produzida
e consumida no Brasil. Sua cadeia produtiva tem
relevancia econdmica no agronegdcio brasileiro,
pois movimenta, anualmente, mais de R$ 2 bilhdes.
Em 2012 a producdo nacional foi de 4 milhdes de
toneladas em uma area de 63 mil hectares (Agrianual,
2014). A diminui¢do na produtividade do tomateiro,
decorrente do parasistimo de Meloidogyne spp, pode
chegar a 44% (Charchar e Aragdo, 2005).

Os métodos mais utilizados para o manejo dos
fitonematoides presentes em areas cultivadas com
tomateiro sdo: i) cultivares resistentes, ii) rotacao
de cultura, iii) controle quimico. Entretanto, esses
métodos apresentam varias deficiéncias, sendo
constante a busca por novos métodos e/ou produtos
para o controle de tais fitoparasitas que sejam de
baixo custo e que ndo contaminem o homem e o
ambiente com substincias de elevada toxicidade
(Chitwood, 2002; Seid et al., 2015).

Em trabalho anterior, conduzido pela mesma
equipe deste estudo (Oliveira et al., 2014), observou-
se que uracila, di-idrouracila ¢ 9H-purina, produzidas
pelas bactérias Bacillus subtilis (Ehrengberg) Cohn
e Bacillus cereus Frankland & Frankland, foram
ativas in vitro contra Meloidogyne exigua Goeldi.
No caso especifico da di-idrouracila, a concentragao
letal para 50% (CL, ) dos juvenis do segundo estadio
(J2) foi de 204 pg/ml, enquanto para o nematicida
comercial carbofuran (N-metilcarbamato de 2,3-di-
idro-2,2-dimetil-1-benzofuran-7-ila) o valor de CL,,
nas mesmas condigdes foi de 260 ug/ml. De acordo
com os autores, aparentemente tais substancias
agem contra o nematoide através da inibicao da
fosforibosiltransferase, uma enzima de grande
importancia para a sobrevivéncia dos nematoides.
Com base nesses resultados, objetivou-se no presente
trabalho, averiguar, in vitro, a atividade nematicida
contra o J2 de M. incognita, da di-idrouracila
e de andlogos desta substancia e da 9H-purina.
Posteriormente, as substancias mais ativas nos testes
in vitro foram aplicadas em substrato empregado

para o cultivo de tomateiro infestado com J2 de
M. incognita, com vistas a selecionar aquelas
com potencial para uso futuro na formulacdo de
nematicidas comerciais para emprego na cultura do
tomateiro.

MATERIAL E METODOS
Substdncias organicas estudadas

As substancias empregadas foram adquiridas de
fontes comerciais e utilizadas conforme recebidas,
sem qualquer tratamento prévio. Foram estudados
19 andlogos da di-idrouracila e 16 analogos da
9H-purina (Figuras 1 e 2). Além das similaridades
estruturais de tais analogos com a di-idrouracila
e 9H-purina, também foi critério de escolha dos
mesmos as suas disponibilidades comerciais com
baixo custo.

Obtengdo do inoculo de Meloidogyne incognita

Populagdes puras de M. incognita foram
multiplicadas em tomateiros e mantidas em casa
de vegetacdo por trés meses. A seguir, as raizes
com galhas foram separadas do substrato, lavadas
em agua parada e cortadas em pedacos de 0,5 cm
de comprimento. Delas foram extraidos ovos pelo
processo descrito por Hussey e Barker (1973). Os
ovos obtidos foram colocados em camara de eclosao
e os J2 eclodidos entre o segundo e terceiro dia da
montagem da cadmara foram utilizados nos ensaios.

Atividade nematicida in vitro das substdancias sobre
Meloidogyne incognita

Em cavidades de 300 pL de placas de
polipropileno contendo 96 cavidades (placas
utilizadas no teste de Elisa), foram colocados 20
uL de suspensdo contendo aproximadamente 20 J2
de M. incognita. Logo em seguida, adicionaram-
se a suspensdo contendo os J2, 100 uL da solugdo
contendo a substincia a ser testada, que foi
previamente dissolvida em solugdo aquosa de
Tween 80® a 0,01g/ml, até a concentragdo de 5,40
pmol/ml. Em seguida, as placas foram incubadas a
25°C no escuro. Empregaram-se cinco repetigoes
por tratamento e, como testemunha positiva, foi
utilizada solug@o aquosa de carbofuran (Aldrich,
98%) a 0,90 pmol/ml. As testemunhas negativas
utilizadas foram agua e o veiculo para a dissolugdo
das amostras, o Tween 80® a 0,01g/ml.

Apobs 48 horas, foi realizada a avaliagdo de
mobilidade e mortalidade dos J2 de M. incognita,
conforme metodologia descrita por Chen e Dickson
(2000) e adaptada por Amaral et al. (2003).
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Fig. 1. Estruturas quimicas, nomes, codigos, fornecedores e purezas da di-idrouracila e de seus analogos.
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Fundamentalmente, contaram-se os J2 moveis e
imoveis e, logo em seguida, uma a duas gotas de
NaOH 1,0 mol/L, recém preparado, foi adicionado
a cada cavidade. Imediatamente ap6s a adi¢do do
NaOH, nova contagem foi realizada, considerando-
se como mortos 0os nematoides retos e imoveis, e
Vivos os moveis.

As substancias que acarretaram percentagens de
J2 mortos acima de 60%, bem como o nematicida
carbofuran, foram novamente avaliadas em
cinco diferentes concentracdes com o objetivo
de determinar as correspondentes concentragdes
letais para 50% dos J2 (CL,). As substancias
testadas e suas respectivas concentracdes foram:
2,4-diaminopirimidina (13) a 1,50, 3,00, 4,50, 6,10,
e 7,60 pmol/ml; cloreto de 2,3,5-trifeniltetrazolio
(35) a 0,11, 0,19, 0,28, 0,36, ¢ 0,45 umol/ml;
acido orotico (14) a 0,96, 1,90, 2,90, 3,80, e 4,80
umol/ml; acido 2-pirazinocarboxilico (15) a 0,35,
0,57, 0,79, 1,00, e 1,20 pmol/ml; acido 5-metil-2-
pirazinocarboxilico (16) a 1,20, 2,40, 3,60, 4,80,
e 6,00 pmol/ml; e pirazinocarboxilato de metila
(17) a 0,15, 0,31, 0,46, 0,62, ¢ 0,77 pmol/ml.
Para a obtencdo do valor correspondente a zero
de concentracdo foi empregada solugdo aquosa
de Tween 80® a 0,01 g/ml no caso das substancias
estudadas e agua para o carbofuran.

Aplicagdo das substancias em substrato infestado
com M. incognita

Utilizaram-se no presente ensaio apenas as
substancias que apresentaram os menores valores de
CL,,. Todas elas foram dissolvidas em Tween 80®
a 0,01g/ml até concentragdes iguais a CL, x (C_/
CL,, do carbofuran), sendo C_ , igual a concentracao
da solucdo de carbofuran utilizada no presente
experimento, que foi de 1,9 pmol/ml. Tal valor foi
escolhido com base em experimentos previamente
realizados para determinar a concentragdo mais
adequada do carbofuran. As substancias empregadas
foram: 2,4-diaminopirimidina (13; 9,7 pmol/ml),
cloreto de 2,3,5-trifeniltetrazolio (35; 7,0 x 10!
umol/ml), acido ordtico (14; 3,5 umol/ml), acido
2-pirazinocarboxilico (15; 2,4 pmol/ml), acido
5-metil-2-pirazinocarboxilico (16; 7,6 pmol/ml),
e pirazinocarboxilato de metila (17; 1,5 pmol/ml).
Como controle negativo se utilizou Tween 80% a
0,01g/ml.

Em bandejas de isopor de 72 células preenchidas
com substrato agricola (Tropstrato® HA hortaligas),
foram semeadas alternadamente sementes de
tomateiro (Solanum lycopersicum cv. Santa Clara)
de forma a ocupar apenas 36 células. Decorridos 15

dias, realizou-se o desbaste deixando uma plantula
por célula. Durante a realizagdo do experimento, as
mudas foram irrigadas diariamente e fertilizadas a
cada 15 dias pela aplicagdo de Biofert Universal®
(Biokits). Sessenta dias apds a semeadura, com o
uso de micropipeta automatica, foram inoculados
aproximadamente 400 J2 de M. incognita (2,4 ml
de suspensdo aquosa do J2) por planta, através de
quatro furos com profundidade aproximada de 3 cm
no substrato (0,60 ml por furo), ao redor do caule da
planta. As solugdes das substancias e controles (2,0
ml cada) foram aplicadas logo em seguida, através
dos mesmos furos nos substratos, sendo 0,50 ml
por furo. Nas primeiras 48 horas ap6s a inoculagdo
dos J2, as mudas foram mantidas em camara de
crescimento a 24 + 1°C, com umidade de 70 +
10%. Em seguida, as bandejas foram levadas para
a casa de vegetacdo. As plantas inoculadas foram
mantidas em casa de vegetacao por 40 dias. A seguir,
a parte aérea foi cortada e descartada. As raizes
foram separadas do substrato em agua parada e
cuidadosamente lavadas para evitar perdas de raizes
finas. O excesso de agua foi eliminado colocando as
raizes sobre papel toalha por 20 minutos. Entdo, as
raizes foram pesadas, cortadas em pedagos de 0,5
cm de comprimento, colocadas em liquidificador
com hipoclorito de sodio a 0,5% e trituradas. Os
ovos foram extraidos pela técnica de Hussey e
Barker (1973) e quantificados em microscopio,
para o célculo do niimero de ovos por massa de
sistema radicular. O experimento foi realizado
duas vezes, resultando em valores semelhantes.
Consequentemente, apenas os resultados de um dos
experimentos sdo apresentados neste trabalho.

Andalise dos dados e estatistica

Os dados obtidos nos testes in vitro foram
convertidos em percentagens e submetidos a
analise de variancia, sendo as médias comparadas
entre si pelo teste de agrupamento de Scott e Knott
(1974) a 5%. Para tanto, empregou-se 0 programa
computacional SISVAR 5.3 (Sistema para analises
Estatisticas, UFLA, Lavras, 2006). Para determinar
a CL,, apos conversdo dos dados experimentais
em percentagens, os valores foram submetidos a
analise de logit com o pacote drc (Ritz e Streibig,
2005) do programa computacional R versao 3.1.0
(R Core Team, 2014). Os valores obtidos no teste in
vivo foram submetidos a analise de variancia, sendo
as médias comparadas pelo teste de agrupamento de
Scott e Knott (1974) a 5%, empregando-se também
o programa computacional SISVAR 5.3 (Sistema
para analises Estatisticas, UFLA, Lavras, 20006).
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RESULTADOS

Atividade nematicida in vitro das substdncias sobre
Meloidogyne incognita

Em geral, os andlogos da di-idrouracila foram
mais toxicos a M. incognita no teste in vitro que
os andlogos da 9H-purina, causando imobilidade
e mortalidade dos J2 do nematoide (Tabela 1).
Dentre os tratamentos testados, o cloreto de
2,3,5-trifeniltetrazolio (35), acido ordtico (14),
acido 2-pirazinocarboxilico (15) e acido 5-metil-2-
pirazinocarboxilico (16), foram as substancias que
causaram as maiores mortalidades do nematoide,
nao diferindo estatisticamente (p < 0,001) do
controle positivo carbofuran. A substancia (35)
¢ um analogo da 9H-purina, enquanto as demais
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Fig. 3. Numero de ovos de Meloidogyne incognita por
massa de raiz de tomateiro (1/g) versus tratamentos
empregados. As substancias 2,4-diaminopirimidina (13),
acido orotico (14), acido 2- pirazinocarboxilico (15), acido
5-metil-2-pirazinocarboxilico (16), pirazinocarboxilato
de metila (17), cloreto de 2,3,5-trifenilterazolio (35),
e carbofuran (C), foram utilizadas nas respectivas
concentracdes: 9,7, 3,5, 24, 7.6, 1,5, 0,7, ¢ 19
pmol/ml. Todas foram aplicadas em plantas de tomateiro
infestadas com 400 J2 de M. incognita. Solugdo aquosa de
Tween 80® a 0,01 g/ml (T) foi utilizada como testemunha
negativa. Os erros correspondem aos desvios padrdes.
Barras com a mesma letra ndo diferem significativamente
entre si pelo teste de agrupamento de Scott e Knott (P <
0,05).

or planta

sdo analogas da di-idrouracila. As substancias 2,4
diaminopirimidina (13), pirazinocarboxilato de
metila (17), e 2,4 tiazolinadiona (32) causaram
mortalidade acima de 64%. Varias outras substancias
causaram imobilidade e mortalidade dos nematoides
significativamente maiores que as observadas para
os controles negativos agua e Tween 80, porém
inferiores aquelas ocorridas com o uso do carbofuran.

As substancias mais ativas contra o nematoide
no teste in vitro apresentaram os seguintes valores
de CL,: 3,5 + 0,4 (2,4-diaminopirimidina, 13),
0,32 + 0,04 (cloreto de 2,3,5-trifeniltetrazolio,
35), 1,3 £ 0,1 (acido orodtico, 14), 0,85 + 0,19
(acido 2-pirazinocarboxilico, 15), 2,8 £ 0,1 (4cido
5-metil-2-pirazinocarboxilico, 16), e 0,55 + 0,04
(pirazinocarboxilato de metila, 17) pmol/ml. Vale
chamar a atencdo para o fato das substancias 35 ¢ 17
terem sido mais ativas que o nematicida comercial
carbofuran, cuja CL, foi de 0,70 + 0,01 umol/ml nas
mesmas condi¢cdes empregadas para as substancias
estudadas.

Aplicagdo das substancias em substrato infestado
com M. incognita

Redugdesnonumerodeovosporgramadesistema
radicular do tomateiro, estatisticamente semelhantes
(» < 0,001) ao nematicida carbofuran, foram
observadas quando se empregaram as substancias
2,4-diaminopirimidina  (13), pirazinocarboxilato
de metila (17), acido 5-metil-2-pirazinocarboxilico
(16) e cloreto de 2,3,5-trifeniltetrazolio (35) (Figura
3). Em relag@o aos valores obtidos para as plantas
tratadas com o nematicida carbofuran, houve
reducdo de 17% na reprodugdo de M. incognita
quando se empregou a substancia acido 5-metil-2-
pirazinocarboxilico (16). A aplicagdo das substancias
acido ordtico (14) e dacido 2-pirazinocarboxilico
(15) no substrato infestado com J2 de M. incognita
apresentou o mesmo efeito da aplicagdo do Tween
(controle positivo). Vale mencionar que as massas das
raizes das plantas expostas ao Tween 80® (controle
negativo) foram significativamente maiores que as
observadas para os outros tratamentos. As menores
massas ocorreram para as plantas tratadas com 15,
enquanto todos os outros tratamentos apresentaram
valores intermediarios (dados nao apresentados).

DISCUSSAO

Verificou-se no presente trabalho que a di-
idrouracila na concentragdo de 5,4 pmol/ml causou
37,5 % de mortalidade nos J2 de M. incognita
(Tabela 1). Entretanto, na concentragdo de 4,4
pmol/ml essa mesma substancia ocasionou 100%
de mortalidade nos J2 de M. exigua (Oliveira et
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Tabela 1. Mobilidade e mortalidade de juvenis de segundo estadio (J2) de Meloidogyne incognita apds exposi¢ao por

48 h as substancias analogas de 9H-purina (P) e di-idrouracila (D).

Derivacao Substancia* Imobilidade” (%) Mortalidade* (%)
(1) di-idrouracila 442 ¢ 375b
(2) tioureia 15,7a 15,7a
(3) timina 17,6 a 17,6 a
(4) 6-aminouracila 222 a 17,8 a
(5) 6-carbetoxi-2-tioureia 229 a 19,8 a
(6) 6-propil-2-tiouracila 25,0a 222a
(7) 5-aminouracila 293 a 27,8b
(8) 5-acetiluracila 33,7b 282 b
(9) 4,6 diidroxipirimidina 37,2 b 28,7b

D (10) 2H-1,4-benzoxazin-3-(4H)-ona 26,7 a 24,7 a
(11) uracila 42,2 b 36,6 b
(12) (hidroximetil) uracila 359D 23,0a
(13) 2,4-diaminopirimidina 66,3 d 64,6 ¢
(14) acido orotico 90,1 ¢ 88,5d
(15) acido 2- pirazinocarboxilico 98,8 ¢ 919d
(16) acido 5-metil-2-pirazinocarboxilico 92,7e 89,3d
(17) pirazinocarboxilato de metila 71,4d 68,5 ¢
(18) 2H-1,3-benzoxazina-2,4-(3H)-diona 27,0 a 21,7 a
(19) N-hidroxisuccinimida 513¢ 40,4 b
(20) kinetina 10,5a 10,5a
(21) adenina 33,6 b 16,5 a
(22) 4-aminoantipirina 33,0b 31,7b
(23) 2-fenil-1,3-ditiano 35,0b 28,3 b
(24) 4-acetamidoantipirina 29,6 a 20,7 a
(25) 2,6-diaminopurina 28,2 a 22,6 a
(26) 2-pirrolidona 10,7 a 10,7 a

P (27) 6-tioguanina 28,1 a 16,9 a
(28) acido urico 28,5a 28,5b
(29) 5-amino-1,3,4-tiodizolo-2-tiol 52,0c 422 b
(30) (S)-4-(4-aminobenzil)-2-(1H)-oxazolidinona 3440 30,7b
(31) 4-amino-6-metoxipirimidina 11,0 a 9,5a
(32) 2,4-tiazolinadiona 70,3 d 53,8 ¢
(33) brometo de metiltiazolildifeniltetrazolio 36,1 b 342b
(34) acido L-(-)-tiazolidina-4-carboxilico 53,0¢ 46,3 b
(35) cloreto de 2,3,5-trifenilterazélio 90,7 ¢ 81,8d
Carbofuran’ (controle positivo) 96,7 e 92,8d
agua (controle negativo) 209a 14,8 a
Tween 80® (controle negativo) 22,0 a 16,5 a
CV(%) 28,0 29,6

*Substancias testadas na concentracdo de 5,4 pmol/ml
YConcentragdo de 9,04 x10"! umol/ml

“Médias seguidas da mesma letra, em cada coluna, ndo diferenciam entre si de acordo com o teste de agrupamento

de Scott e Knott (P <0,05)
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al., 2014). Verifica-se também que a atividade
nematicida da di-idrouracila, no presente estudo, ¢
bem inferior & observada para o carbofuran (Tabela
1). Logo, a di-idrouracila aparentemente ¢ mais
ativa contra M. exigua do que contra M. incognita.
Situagdo similar foi observada para a 9H-purina em
testes in vitro (dados ndo publicados). Tais resultados
sugeriam que a di-idrouracila e a 9H-purina nao
teriam as eficiéncias necessarias para o controle
de M. incognita em tomateiros. Dai a necessidade
de utilizacdo de analogos dessas duas substancias,
para se conseguir estruturas quimicas com maiores
atividades nematicidas contra M. incognita.

No grupo da di-idrouracila e andlogos, observa-
se que uracila (11) apresentou fraca atividade
nematicida (Tabela 1). Entretanto, a conex@o
de uma carboxila ao anel, formando o acido
ordtico (14), faz com que a atividade aumente
significativamente. E interessante observar que
as remogdes dos atomos de oxigénio e a mudancga
de posicao de um dos atomos de nitrogénio, o que
gerou o acido 2-pirazinocarboxilico (15), ndo alterou
significativamente a atividade nematicida contra M.
incognita. Logo, parece que a existéncia de um anel
aromatico ligado a uma carboxila que tenha um
atomo de nitrogénio em carbono vizinho é de grande
importancia para maximizar a atividade nematicida.
Quando a carboxilado acido 15 foi protegida na forma
de um éster metilico, gerando o pirazinocarboxilato
de metila (17), a atividade nematicida foi reduzida
significativamente. Ademais, segundo dados da
literatura, a pirazina, que corresponde a substancia
15 sem a carboxila, apresentou atividade nematicida
muito baixa frente a M. incognita (Wen et al.,
2015). Segundo os autores, tal comportamento
também foi observado para 2,6-dimetilpirazina,
trimetilpirazina e 2-metilpirazina, o que esta de
acordo com a necessidade de uma carboxila ligada
ao anel aromatico da pirazina para que a atividade
nematicida seja maximizada.

Dentre as substancias analogas da di-idrouracila,
também vale mencionar a baixa atividade nematicida
in vitro de 2H-1,4-benzoxazin-3-(4H)-ona (10), e
2H-1,3-benzoxazina-2,4-(3H)-diona (18) (Tabela 1),
corroborando com o trabalho de Meyer et al. (2009).

Quanto aos analogos da 9H-purina, o cloreto
de 2,3,5-trifeniltetrazolio (35) se mostrou bastante
ativo (Tabela 1). Ha relato de atividade nematicida
dessa substancia na literatura (Silva et al., 2009),
0 que corrobora os resultados aqui descritos. Um
estudo com substancias analogas ao tetrazol revelou
potente atividade nematicida deste grupo frente a um
amplo espectro de nematoides parasitas de plantas
¢ de animais (Crawford et al., 2012). No entanto,
foi relatada a atividade fitotoxica de cloreto de
2,3,5-trifeniltetrazolio (35) sobre plantas de alface

e soja, embora isto tenha ocorrido em concentragdo
proxima de 80 vezes superior aquelas que foram
empregadas no presente trabalho (Silva ef a/., 2009).

Quanto aos valores de CL_ para as substancias
mais ativas no teste in vitro, observou-se que
estes foram proximos do obtido para o carbofuran
(Tabela 2). Especificamente para o cloreto de
2,3,5-trifeniltetrazolio (35), a CL,, foi proxima
daquela relatada para M. incognita e M. exigua (Silva
et al., 2009). Logo, todas as substancias inicialmente
selecionadas para o célculo da CL,  se mostraram
potencialmente tUteis para o controle de M. incognita.

Em geral, os resultados do teste in vitro estdo
condizentes com aqueles obtidos no experimento
in vivo, pois a exce¢do do acido orotico (14) e
do 4cido 2-pirazinocarboxilico (15), todas as
outras substancias reduziram o nimero de ovos
por grama de raiz a valores que nao diferiam
estatisticamente daquele obtido para as plantas
tratadas com o carbofuran (Figura 3). Este ¢ um
resultado bastante promissor, especialmente para
2,4-diaminopirimidina  (13), pirazinocarboxilato
de metila (17), acido 5-metil-2-pirazinocarboxilico
(16), e cloreto de 2,3,5-trifeniltetrazolio (35).

Quanto as toxicidades destes compostos,
um derivado da 2,4-diaminopirimidina (13), o
aditoprim, que possui efeito bacteriostatico, ndo
causou malformagdo externa, visceral ou esquelética
obvia em fetos de ratos, ndo apresentando assim
efeito teratogénico, efeito este observado na grande
maioria dos pesticidas existentes (Wang et al.,
2015). Ha um derivado pirazinico, a pirazinamida,
que ¢ utilizada clinicamente no tratamento de
tuberculose, o que indica seu baixo efeito toxico
ao homem (Le Bourgeois et al., 1989). Substancias
analogas ao tetrazol, quando administradas por via
oral e topica, ou quando utilizadas em plantas, ndo
causaram significativa toxicidade aos animais e/
ou fitotoxicidade, mostrando atividade comparada
aos padrdes comerciais e ainda seguranca para
organismos ndo-alvos (Crawford et al., 2012), o
que pode indicar baixa toxicidade para o homem
e ambiente em geral por parte do cloreto de
2,3,5-trifeniltetrazolio (35).

Em relacdo ao aspecto econdmico, que ¢ de
fundamental importancia para o desenvolvimento
de um novo nematicida, os valores comerciais para
1 g das substincias que apresentaram as maiores
atividades nematicidas no presente trabalho sdo:
RS 46,00 (acido 2-pirazinocarboxilico; 35; pureza
> 99,0%), R$ 324,00 (2,4-diaminopirimidina;
13; pureza de 98%), R$ 70,20 (4cido 5-metil-2-
pirazinocarboxilico; 16; pureza de 98%). No que diz
respeito a 1 g do nematicida comercial carbofuran,
com grau de pureza de 98%, tem-se um custo de
R$ 80,00 (Sigma-Aldrich, 2015). Levando-se
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em considera¢do tais valores ¢ as concentragdes
utilizadas no teste in vivo realizado no presente
trabalho, os custos com essas substancias puras
foram, respectivamente, 0,4, 10,3, e 2,2 vezes o custo
de uso do carbofuran. Assim, pode-se afirmar que,
além de possuirem elevadas atividades nematicidas,
as substancias 35 e 16 também apresentam potencial
viabilidade economica. Logo, sdo altamente
promissoras para o desenvolvimento de novos
nematicidas comerciais.

Concluindo, dentre todas as substancias
andlogas da di-idrouracila e da 9H-purina que
foram submetidas a testes in vitro e in vivo
com M. incognita, destacaram-se: cloreto de
2,3,5-trifeniltetrazolio (35), que ¢ um analogo da
9H-purina; e acido S5-metil-2-pirazinocarboxilico
(16) e 2,4-diaminopirimidina (13), que sdo analogos
da di-idrouracila. Essas substincias reduziram a
populacao de M. incognita em tomateiro a valores
que ndo diferiram estatisticamente do observado
para o nematicida comercial carbofuran. Logo, tais
substancias sao altamente promissoras para uso no
desenvolvimento de novos nematicidas comerciais.
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