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RESUMO

BORGES, Darlan Ferreira, M.Sc, Universidade Federal de Vigosa Campus de Rio
Paranaiba, Fevereiro, 2017. Efeito nematicida de extratos de plantas do Cerrado e
oleos essenciais. Orientador: Everaldo Antonio Lopes. Coorientadores: Marcio Santos
Soares e Liliane Evangelista Visotto.

Os nematoides-de-galhas causam sérios danos em cultivos de hortalicas no Brasil. As
espécies Meloidogyne incognita e Meloidogyne javanica sdo comumente as mais
encontradas em areas infestadas. A aplicag@o de extratos aquosos e de 6leos essenciais de
plantas pode ser opg¢do adicional ao manejo do nematoide-de-galhas. Desta forma,
objetivou-se com este trabalho avaliar o potencial nematicida de 6leos essenciais e de
extratos aquosos de plantas do Cerrado. No Capitulo 1, 6leos essenciais de folhas de
Ageratum fastigiatum e Callistemon viminalis ¢ de frutos maduros e verdes de Schinus
terebinthifolius foram avaliados quanto a sua eficdcia na inibi¢do de eclosdo e em
controlar juvenis de segundo estadio (J2) de M. javanica em laboratdrio e no manejo desse
nematoide na cultura da alface em campo. No Capitulo 2, extratos aquosos de frutos de
Enterelobium gummiferum, folhas e frutos de Stryphnodendron adstringens, folhas de
Hancornia speciosa, folhas e ramos de Tapirira guianensis, folhas e ramos de Copaifera
langsdroff, folhas de Eremanthus erythropappus, folhas de Hymenaea stigonocarpa e
folhas de Dimorphandra mollis foram avaliados quanto a sua ag@o nematicida em
laboratério e em casa de vegetacdo, usando alface como hospedeiro suscetivel. Conclui-
se que o Oleo de frutos verdes de S. ferebinthifolius reduz a eclosdo e controla J> de M.
Jjavanica em laboratorio e a aplicagdo dos dleos essenciais de frutos verdes e maduros de
S. terebinthifolius e de folhas de C. viminalis e A. fastigiatum ndo controla M. javanica
em alface em campo infestado com alta densidade do patogeno (média de 554 J»/100 cm?
de solo). Em laboratério, extratos de folhas e ramos de C. langsdroff, folhas de T.
guianensis e frutos de S. adstringens e E. gummiferum reduzem a eclosdo de juvenis de
segundo estadio (J2) de M. javanica, enquanto que extratos de folhas de E. erythropappus
e H. stigonocarpa possuem substancias que controlam Jo. Em casa de vegetagdo, a
aplicag@o ao solo de extratos de frutos de E. gummiferum, folhas de C. langsdroff, folhas
de E. erythropappus e da mistura de extratos de folhas de C. langsdroff'e H. stigonocarpa
reduz o numero de galhas, enquanto que a mistura de extratos de frutos de S. adstringens
e folhas de E. erythropappus reduz o nimero de ovos de M. javanica em raizes de alface.

Palavras chave: controle alternativo, Meloidogyne javanica, nematicida natural.
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ABSTRACT

BORGES, Darlan Ferreira, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa Campus de Rio
Paranaiba, February, 2017. Nematicidal effect of extracts of Cerrado plants and
essential oils. Adviser: Everaldo Antonio Lopes. Co-advisers: Marcio Santos Soares and
Liliane Evangelista Visotto.

Root-knot nematodes cause serious damage to vegetable crops in Brazil. Meloidogyne
incognita and Meloidogyne javanica are the commonest species found in infested areas.
The application of aqueous extracts and essential oils of plants may be an additional
option for the management of root-knot nematodes. Thus, we aimed with this research to
assess the nematicidal potential of essential oils and aqueous extracts of plants Cerrado.
In the Chapter 1, essential oils of leaves of Ageratum fastigiatum and Callistemon
viminalis and of green and mature fruits of Schinus terebinthifolius were evaluated in
laboratory for their efficacy in inhibiting hatching and control second-stage juevniles (J>)
of M. javanica, and in field for the management of this nematode in lettuce. In the Chapter
2, aqueous extracts of fruits of Enterelobium gummiferum, leaves and fruits of
Stryphnodendron adstringens, Hancornia speciosa, Dimorphandra mollis Eremanthus
erythropappus, Hymenaea stigonocarpa, leaves and branches of Tapirira guianensis and
Copaifera langsdroff were evaluated for their nematicidal action in laboratory and
greenhouse, using lettuce as susceptible host. As a conclusion, essential oil of S.
terebinthifolius green fruits reduces hatching and control M. javanica J» in laboratory and
the application of essential oils of green and mature fruits of S. terebinthifolius and leaves
of C. viminalis and A. fastigiatum does not control M. javanica in lettuce grown in field
with high density of the pathogen (average of 554 J»/100 cm?® of soil). In laboratory,
extracts of leaves and branches of C. langsdroff, leaves of T. guianensis and fruits of S.
adstringens and E. gummiferum reduce J» hatching, while leaf extracts of E.
erythropappus and H. stigonocarpa contain substances that control M. javanica J>. In
greenhouse, soil application of fruit extracts of E. gummiferum, leaves of C. langsdroff
and E. erythropappus and the mixture of leaf extracts of C. langsdroff and H.
stigonocarpa reduces the number of galls, while the mixture of extracts of S. adstringens
fruits and E. erythropappus leaves reduce the number of M. javanica eggs in lettuce roots.

Key words: Alternative control, Meloidogyne javanica, natural nematicide.

Vil



INTRODUCAO GERAL

Os principais patdgenos em areas de cultivo de hortalicas em todas as regides do
mundo sdo os fitonematoides, responsaveis por perdas entre 20% e 100%, dependendo
da densidade populacional, suscetibilidade do cultivar, espécie de nematoide, tipo de solo
e condi¢des ambientais (SIKORA & FERNANDEZ, 2005). No Brasil, os nematoides-de-
galhas, principalmente as espécies Meloidogyne incognita (Kofoid & White) Chitwood e
Meloidogyne javanica (Treub) Chitwood s3o responsaveis pelos maiores danos em
hortalicas (FERRAZ et al., 2010). Cenario semelhante ocorre na regido do Alto Paranaiba
- MG, especialmente nas culturas da cenoura (Daucus carota L.), batata (Solanum
tuberosum L.), beterraba (Beta vulgaris L.), tomateiro (Solanum lycopersicum L.) e alface
(Lactuca sativa L..).

Varias estratégias devem ser adotadas para reduzir a densidade de nematoides no
campo, como o uso de variedades resistentes, nematicidas quimicos, rotagdo de culturas,
controle biologico, pousio, adubacdo verde e controle fisico (FERRAZ et al., 2010). O
uso integrado de varias técnicas de controle aumenta a efici€ncia e a sustentabilidade do
manejo. O uso de extratos e 6leos essenciais de plantas com a¢fo nematicida ainda ¢
incipiente. No entanto, varias espécies vegetais produzem substancias nematicidas
(LOPES et al., 2005; NTALLI & CABONI, 2012) e poderiam ser usadas no
desenvolvimento de produtos para controle de nematoides.

O Cerrado ¢ o segundo maior bioma do Brasil e ocupa praticamente toda a regiao
do Alto Paranaiba (RIBEIRO & WALTER, 1998). Apresenta grande diversidade
floristica, com mais de 12 mil espécies de plantas vasculares catalogadas, semelhante a
riqueza encontrada em comunidades de florestas tropicais (MENDONCA et al., 2008). E
também considerado um dos 25 ‘hotspots’ mundiais para a conservagao da biodiversidade

(MYERS et al., 2000). Assim, é possivel que inumeras substdncias nematicidas ou



nematostaticas, produzidas durante o metabolismo secundario das plantas (CHITWOOD,
2002; BRIELMANN et al., 2006), possam ser descobertas explorando este bioma.

Os compostos botanicos, de forma geral, podem atuar diretamente inibindo a
eclosdo e a movimentacdo dos nematoides, interferindo na localizagdo das raizes pelos
nematoides, ou ainda ativando mecanismos de defesa latentes das plantas (CHITWOOD,
2002; FERRAZ et al., 2010). Na maioria dos estudos, os compostos nematicidas
caracterizados foram caracterizados como alcaloides, terpenos ou flavonoides, obtidos de
plantas das familias Meliaceae, Fabaceae, Rutaceae, Apocynaceae ¢ Simaroubaceae
(CHITWOOD, 2002; FERRAZ et al., 2010), muito encontradas no Cerrado. A vantagem
do uso de substancia nematicida de origem vegetal, ¢ que os proprios agricultores podem
coleta-las, prepara-las e aplica-las em reboleiras infestadas com nematoides. Tais
compostos também podem resultar em produtos comerciais potencialmente menos
toxicos (LOPES et al., 2005).

Com base no exposto, objetivou-se com este trabalho avaliar o potencial
nematicida de dleos essenciais de Ageratum fastigiatum, Callistemon viminalis e Schinus
terebinthifolius e dos extratos aquosos das plantas do Cerrado Enterolobium gummiferum,
Stryphnodendron adstringens, Hancornia speciosa, Tapirira guianensis, Copaifera

langsdroff, Hymenaea stigonocarpa e Dimorphandra mollis.



REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

BRIELMANN, H.L.; SETZER, W.N.; KAUFMAN, P.B.; KIRAKOSYAN, A.
Phytochemicals: The chemical components of plants. Natural products from plants. 2.
ed. London: Taylor & Francis Group, p. 10-19, 2006.

CHITWOOD, D.J. Phytochemical based strategies for nematode control. Annual
Review of Phytopathology, v. 40, p. 22149, 2002.

FERRAZ, S.; FREITAS, L.G.; LOPES, E.A.; DIAS-ARIEIRA, C.R. Manejo
sustentavel de fitonematoides. Vigosa: Editora UFV, p. 306, 2010.

LOPES, E.A.; FERRAZ, S.; FREITAS, L.G.; FERREIRA, P.A.; AMORA, D.X.
Efeito dos extratos aquosos de mucuna preta e de manjericdo sobre Meloidogyne
incognita e M. javanica. Nematologia Brasileira, v. 29, n. 1, p. 67-74, 2005,

MENDONCA, R.C.; FELFILI, J.M.; WALTER, B.M. T.; SILVA JUNIOR, M.C.;
REZENDE, A.V.; FILGUEIRAS, T.S.; NOGUEIRA, P.E.; FAGG, C.W. Flora vascular
do Bioma Cerrado: Checklist com 12.356 espécies. Cerrado: ecologia e flora. Brasilia:
Embrapa Cerrados, v. 2, p. 423-1279, 2008.

MYERS, N.; MITTERMEIER, R.A.; MITTERMEIER, C.G.; FONSECA,
G.A.B.; KENT, J. Biodiversity hotspots for conservation priorities. Nature, v. 403, n. 24,
p- 853-858, 2000.

NTALLI, N.G.; CABONI, P. Botanical nematicides: a review. Journal of
Agricultural and Food Chemistry, v. 60, n. 40, p. 9929-9940, 2012.

RIBEIRO, J.F.; WALTER, B.M.T. Fitofisionomias do bioma cerrado. Cerrado:
ambiente e flora. Planaltina: Embrapa, p. 89-166, 1998.

SIKORA, R.A.; FERNANDEZ, E. Nematode parasites of vegetables. Plant
parasitic nematodes in subtropical and tropical agriculture. 2nd edition. Wallingford, UK:

CAB International, p. 319-392, 2005.



CAPITULO 1

Potencial nematicida de 6leos essenciais de Ageratum fastigiatum, Callistemon
viminalis e Schinus terebinthifolius

(Artigo submetido para publicaciio na revista Ciéncia Rural)

RESUMO

Alguns 6leos essenciais sdo ricos em compostos nematicidas e poderiam ser
usados no manejo de fitonematoides. Assim, objetivamos com este trabalho avaliar o
potencial nematicida de oleos essenciais de folhas de Ageratum fastigiatum e
Callistemon viminalis ¢ frutos verdes e maduros de Schinus terebinthifolius sobre
Meloidogyne javanica. Em laboratério, o 6leo essencial de frutos verdes de .
terebinthifolius reduziu em mais de 80% a eclosdo e aumentou em mais de 300% a
mortalidade de juvenis de M. javanica em comparagdo com Tween 20 + agua, usada
como emulsificantes. Em campo com infestacdo média de 554 J»/100 cm?, nenhum 6leo
essencial controlou M. javanica em alface. O 6leo de frutos verdes de aroeirinha reduz a
eclosdo e controla J» de M. javanica em laboratorio. No entanto, em campo com elevada
densidade de ino6culo inicial do nematoide, a aplicagdo dos dleos essenciais de frutos
verdes e maduros de aroeirinha e de folhas de escova-de-garrata e mata-pasto nio controla
M. javanica em alface.
Palavras chave: controle alternativo, Meloidogyne javanica, nematicidas naturais,

nematoide-de-galhas.



ABSTRACT

Some essential oils are rich in nematicidal compounds and can be used on the
management of plant-parasitic nematodes. Thus, we aimed with this work to assess the
nematicidal potential of essential oils from leaves of Ageratum fastigiatum and
Callistemon viminalis and from green and mature fruits of Schinus terebinthifolius on
Meloidogyne javanica. In laboratory, essential oil of green fruits of S. terebinthifolius
reduced by more than 80% juveniles hatching and increased by more than 300% the
mortality of M. javanica juveniles when compared to Tween 20 + water, used as
emulsifiers. In field with average infestation of 554 J»/100 cm?, none of the essential oils
controlled M. javanicain lettuce. The essential oil of S. ferebinthifolius green fruits
reduce hatching and control M. javanica J»s in laboratory. However, in fields with high
initial inoculum density of nematode, the application of essential oils of fruits of S.
terebinthifolius and leaves of C. viminalis and A. fastigiatum does not control M.
Jjavanica in lettuce.
Key words: alternative control, Meloidogyne javanica, natural nematicides, root-knot

nematode.



INTRODUCAO

O manejo de fitonematoides depende da ado¢@o de um conjunto de estratégias
como o uso de variedades resistentes, nematicidas quimicos, rotagdo de culturas, controle
bioldgico, pousio, adubagdo verde e controle fisico (FERRAZ et al., 2010). Em sistema
integrado de manejo, quanto mais opg¢des para os agricultores, mais eficiente e sustentavel
sera o controle. O uso de extratos e 6leos essenciais de plantas no manejo de nematoides
ainda ¢ incipiente. No entanto, varias espécies vegetais produzem substancias nematicidas
(LOPES et al., 2005; NTALLI & CABONI, 2012) que poderiam ser usadas no
desenvolvimento de produtos para controle de nematoides.

O mata-pasto (Ageratum fastigiatum (Gardner) King & Rob), a escova-de-
garrafa (Callistemon viminalis G. Don ex Loud) e a aroeirinha (Schinus terebinthifolius
Raddi), por exemplo, sdo plantas que sintetizam inumeros compostos bioativos e pouco
se sabe sobre o potencial nematicida de seus extratos e, ou 6leos essenciais. O mata-pasto
¢ uma planta da familia Asteraceae usada na medicina popular devido as suas
propriedades cicatrizantes e anti-microbianas. Os principais compostos produzidos por
essa planta s@o [B-cariofileno, germacreno D e 1,10-di-epi-cubenol (DEL-VECHIO-
VIEIRA et al.,, 2009). Essas substancias possuem acdo bactericida e inseticida
(TAVARES et al., 2009). A escova-de-garrafa é uma espécie arborea da familia
Mpyrtaceae ¢ os principais compostos presentes no 6leo essencial de suas folhas sdo 1,8-
cineol, a-pineno e a-terpineol (OYEDEII et al., 2009). O 6leo essencial da planta possui
acdo bactericida, antioxidante (SALEM et al., 2013) e inseticida (NDOMO et al., 2010).
Por fim, a aroeirinha pertencente a familia Anacardiaceae ¢ produtora de a-felandreno,
B-felandreno, o-terpineol, o-pineno, P-pineno e p-cimeno no oOleo essencial
(BENDAOUD et al., 2010). A relatos da acdo fungicida da aroeirinha contra espécies de

Alternaria, Botrytis, Colletotrichum e Fusarium (SANTOS et al., 2010).



Assim, € possivel que os dleos essenciais de mata-pasto, escova-de-garrafa e
aroeirinha possuam efeito nematicida, devido as suas caracteristicas quimicas e
comprovada agdo contra insetos e microrganismos. Em razao disso, avaliamos o efeito
dos dleos essenciais dessas plantas no controle de Meloidogyne javanica (Treub)

Chitwood em laboratério e em condi¢des de campo.

MATERIAL E METODOS

Folhas de mata-pasto e escova-de-garrafa e frutos verdes e maduros de aroeirinha
foram coletados e levados ao laboratorio. Os 6leos essenciais foram extraidos de materiais
frescos. Frutos verdes e maduros de aroeirinha foram usados por diferirem na sua
composi¢do quimica (BARBOSA et al., 2007).

Aproximadamente 200 g de folhas e/ou frutos das plantas foram triturados em
liquidificador e colocados em baldo de fundo redondo para extragdo via destilacdo por
arraste a vapor, em sistema Clevenger. Apds a extragdo por 1 a 2 horas, amostras dos
6leos foram analisadas por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa
(Shimadzu QP2010 Plus). As condi¢des cromatograficas das analises foram ajustadas
conforme adaptacdo do procedimento descrito por BARBOSA et al. (2007), com razéo
de split de 1:20 e fluxo de gas de 1,0 mL/min.

A identificagdo dos componentes foi feita pela comparacéo de seus espectros de
massas com os disponiveis no banco de dados da espectroteca NIST e pelos indices
aritméticos (IA). Para o calculo dos indices foi injetada no cromatégrafo uma mistura de
alcanos lineares (C9 a C19). O IA foi calculado para cada composto e comparado com
valores da literatura (ADAMS, 2007), usando para calculo a equagdo: TA(x) = 100Pz
+100 [{RT(x) — RT(Pz)}/ {RT(Pz+1) — RT(Pz)}]; onde X é o composto de interesse; Pz
¢ o numero de atomos de carbono do hidrocarboneto com tempo de retengdo

imediatamente anterior ao tempo de reten¢do de X; RT(x), é o tempo de retengdo de X;



RT(Pz) € o tempo de retencdo de Z; RT(Pz+1) é o tempo de retengdo do hidrocarboneto
com tempo de retencdo imediatamente posterior ao tempo de retencdo de X. O percentual
relativo de cada composto foi calculado através da razdo entre a area integral de seus

respectivos picos e a area total de todos os constituintes da amostra.

Efeito nematicida dos oleos essenciais em laboratorio

O efeito dos 6leos essenciais na eclosdo e na mortalidade de juvenis de segundo
estadio (Jo) de M. javanica foi avaliado em laboratério. Para os testes de inibi¢do da
eclosdo, 100 pL. de suspensdo de ovos contendo 30 ovos foram colocados por célula de
placa de Elisa com 96 cavidades, juntamente com 100 plL de 6leo essencial e 100 pul de
tampao fosfato salino—PBS (16,0 g de NaCl; 4,2 g de Na,HPO4.7H>0; 0,4 g de KH2PO4 e
0.4 g de KCI, a pH 7,0). Nas testemunhas, cada célula da placa continha 100 uL de
suspensao de ovos e 200 uL. de Tween 20 + agua e outra com 100 pL. de suspensdo de
ovos e 200 uL. de agua. O numero de ovos e eventuais J> por célula foi avaliado logo apos
o inicio do experimento, com auxilio de microscopio Optico com objetivas invertidas. Em
seguida, as placas foram vedadas com papel filme e mantidas em incubadora do tipo BOD
a 27°C. O numero de juvenis eclodidos foi avaliado a cada 24 h em um periodo de cinco
dias.

Para a avalia¢do do efeito nematicida/nematostatico dos 6leos essenciais sobre 0s
juvenis, os procedimentos foram similares. No entanto, foram usados 30 juvenis recém-
eclodidos em cada célula da placa. O numero de juvenis méveis e iméveis foi contado a
cada 24 h. Ao final de cinco dias, os juvenis foram transferidos para peneira de 324 mesh
de abertura e colocados novamente em células de placa de Elisa contendo agua destilada,
ao invés de 6leos essenciais. As placas foram mantidas em BOD a 27°C e, apds 24 h, foi

avaliado o nimero de juvenis imoveis (mortos) e moveis (vivos). Os experimentos foram



realizados em duplicata e em delineamento inteiramente casualizado (DIC) com 10

repetigdes. A parcela experimental foi composta por uma célula da placa de Elisa.

Efeito nematicida dos oleos essenciais em campo

O experimento de campo foi conduzido no periodo de mar¢o a maio de 2016. Os
canteiros possuiam 1,2 m de largura e altura de 0,2 m. Apds o preparo dos canteiros, o
solo foi irrigado até atingir a capacidade de campo e a adubag@o foi realizada conforme
recomendacdo para a cultura. A avaliacdo da populacdo inicial de nematoides foi
realizada por meio da retirada de trés amostras simples por parcela, para formagdo de
amostra composta. Os nematoides foram extraidos do solo (JENKINS, 1964) e
quantificados com uso de microscopia de luz. A populagio inicial foi de 554.0 J»/100 cm?
de solo.

As parcelas (1,2 m largura x 1,5 m de comprimento) foram cobertas com lona
preta com intuito de minimizar as perdas dos 6leos por volatilizagdo. As lonas foram
hermeticamente vedadas e separadas por parcela. Para o plantio das plantulas foram feitas
marcagoes nas lonas para o preparo das covas. Cada parcela era constituida por trés linhas
de plantio espagadas em 0,3m e com quatro plantas em cada linha, espagadas 0,3 m entre
si. A parcela util foi composta por duas plantas centrais da linha do meio. O 6leo foi
emulsificado com Tween 20 e agua. Foram utilizados 2 mL do 6leo bruto, 2 mL de Tween
e 296 mL de agua, totalizando 300 mL. A aplicacéo dos 6leos em cada cova foi feita com
auxilio de seringa totalizando 25 mL de 6leo/cova. Além dos 6leos essenciais de escova-
de-garrafa, mata-pasto, de frutos verdes e maduros de aroeirinha, 4gua pura e a mistura
Tween 20 + agua foram aplicadas como controles negativos. Em seguida, os furos nas
lonas foram lacrados com fita adesiva para evitar perdas por volatilizagdo. A cobertura

do solo foi retirada aos sete dias apos a aplicagdo dos dleos. Apods trés dias de solo



descoberto, plantulas de alface cv. Milena, de 25 dias de idade foram transplantadas no
local. Os seis tratamentos foram distribuidos ao acaso em cinco blocos.

Aos 40 dias apos o transplantio, as plantas foram colhidas e amostras de solo
foram retiradas para avalia¢do da populagdo final de nematoides. As massas totais das
plantas, da parte aérea e das raizes frescas foram avaliadas por pesagem em balanga
digital. Os ovos do nematoide foram extraidos (HUSSEY & BARKER, 1973) e contados
com uso de microscopio de luz. O numero de galhas nas raizes foi avaliado por meio de
contagem direta a olho nu. O numero de J> por parcela (Populagao final - Pf) foi avaliado
conforme descrito anteriormente. Com isso, avaliou-se a relagdo P{/Pi, considerando
apenas a contagem de Jo por parcela, e o fator de reprodugdo (FR = Populagdo
final/Populagéo inicial), considerando a populacdo final como a soma do numero de
juvenis, ovos e galhas. Os dados foram submetidos a analise de varidncia pelo teste F

(p<0,05) e as médias foram comparadas entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).

RESULTADOS E DISCUSSAO
Composigdo quimica dos oleos essenciais

A analise cromatografica dos o6leos essenciais revelou variacdo na composicao
quimica entre as plantas (Tabela 1). Os compostos majoritarios dos 6leos de escova-de-
garrafa e mata-pasto foram o cineol/eucaliptol (74,9%) e o germacreno D (42,1%),
respectivamente. Por sua vez, o sabineno foi o composto de maior concentra¢do nos 6leos
de frutos verdes e maduros de aroeirinha (35,6 e 38,7%). No entanto, maior concentragdo
de terpenos foi observada no 6leo de frutos verdes de aroeirinha, principalmente terpinen-

4-0l, y —terpineno e o — terpineol (Tabela 1).
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Tabela 1 - Composi¢do quimica dos 6leos essenciais de folhas de escova-garrata (EG),

folhas de mata-pasto (MP), frutos verdes (AV) e maduros (AM) de aroeirinha*.

Composto EG (%) MP (%) AV (%) AM (%)
3-Careno - - 7.9 19.6
o - Pineno 9.0 10.6 2.8 2.4
a -Terpineol 8.5 - 0,9 0.3
o - Tujeno 0,1 - 1.5 1.4
a - Terpineno - - 3.4 1.8
o - Bergamoteno - 1,0 - -
o - Humuleno - 9.5 - -
o - Selineno - 2.8 - -
B - Phellandrene - - 2,2 2.1
B - Elemeno - 1.5 - -
B - Selineno - 3,8 - -
vy - Terpineno 0,3 - 6.0 3,1
Y - Amorfeno - 1.3 0.2 -
Y - Muroleno - 2.4 - -
A - Cadineno - 3.8 1.6 1.1
A - Cadineno - 3.8 1.6 1.1
Cariofileno - 13,3 - -
Cineol/eucaliptol 74.9 - 0,1 -
Copaeno - 3.0 1.0 0.8
E - Cariofileno - - 5.9 5.1
Germacreno D - 42.1 1.9 3,0
Limoneno - 1.5 - -
B - Mirceno - - 1.4 3.5
o - Cimeno 2,7 - 3,7 1.5
Sabineno - 0.4 35,6 38,7
Terpinen-4-ol 1.5 - 18.3 7.6
Terpinoleno - - 1.6 1.0

* Apenas substancias que representam mais de 1% na composic¢do total do 6leo de pelo

menos uma das plantas foram listadas.
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Efeito nematicida dos oleos essenciais em laboratorio

O dleo essencial de frutos verdes de aroeirinha reduziu entre 82 e 86% a ecloséo
e aumentou em mais de 300% a mortalidade de juvenis de M. javanica em comparagio
com a mistura Tween 20 e agua, usada como emulsificante (Tabela 2). No entanto, 6leo
essencial de frutos maduros de aroeirinha nio inibiu a eclosdo se comparado com a
mistura emulsificante. Considerando a composi¢do quimica dos 6leos de aroeirinha, a
maior concentra¢do dos terpenos terpinen-4-ol, a-terpineno, y—terpineno e a-terpineol no
6leo de frutos verdes em relagdo aos maduros pode ter sido fundamental para explicar a

diferenga na ag@o nematicida dos o6leos (Tabela 1).

Tabela 2 - Efeito de 6leos essenciais de folhas de escova-de-garrafa (EG), folhas de mata-
pasto (MP) e frutos verdes (AV) e maduros (AM) de aroeirinha na eclos@o e mortalidade

de juvenis de segundo estadio (J») de Meloidogyne javanica em laboratdrio.

Ecloséo Mortalidade
Tratamentos

Exp. 1 Exp. 2 Exp. 1 Exp. 2
EG 18,03 ¢ 14,39 ¢ 16,62 b 15,38 ¢
MP 18,58 ¢ 25,38 ab 15.82b 16,87 be
AV 2,89d 3,51d 26,04 a 21,22 a
AM 26,45 b 22,76 ab 19,38 b 19,70 ab
Tween 20 + agua 21,35¢ 19,93 be 3.35¢ 6,58 d
Agua 33,29 a 28,25 a 1,24 ¢ 3,02¢
CV (%) 18,23 28,60 31.82 19,00

Meédias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a

5% de probabilidade. Os 6leos foram emulsificados com Tween 20 e agua.
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O efeito dos dleos essenciais na redugdo da eclosdo e na morte de juvenis de
segundo estadio de M. javanica, principalmente os terpenos encontrados no oleo
essencial de frutos verdes de aroeirinha, pode estar relacionado com a acdo lipofilica
desses compostos sobre as membranas dos nematoides, causando rupturas e altera¢cdes na
permeabilidade (BAKKALI et al., 2008; ECHEVERRIGARAY et al., 2010). Terpenos
possuem ag¢do nematicida e podem inibir eclos@o de juvenis de nematoides-de-galhas
(ECHEVERRIGARAY et al., 2010; NTALLI et al., 2011). E possivel que a menor
concentragdo de terpenos nos dleos de folhas de escova-de-garrafa e mata-pasto tenham
também influenciado no menor efeito nematicida destes 6leos. Monoterpenos com
hidroxilas, a exemplo do terpinen-4-ol e a- terpineol, possuem ac¢do nematicida mais
acentuada do que outros tipos de monoterpenos, como o eucaliptol (1,8-cineol)
(ECHEVERRIGARAY et al., 2010), que foi o composto majoritario do 6leo essencial de
escova-de-garrafa (Tabela 1). Ainda que o o6leo essencial de mata-pasto tenha efeito
inseticida (TAVARES et al., 2009), € possivel que seus compostos majoritarios ndo sejam
nematicidas, principalmente o cariofileno e germacreno D (Tabela 1). Nao foram
detectados os monoterpenos terpinen-4-ol e a- terpineol no 6leo de mata-pasto, o que

pode explicar sua baixa eficiéncia.

Efeito nematicida dos oleos essenciais em campo

A aplicacdo dos 6leos essenciais ndo aumentou a biomassa das plantas de alface
e ndo reduziu o numero de galhas e ovos de M. javanica (Tabela 3). Os 6leos essenciais
de folhas de escova-de-garrafa e frutos maduros de aroeirinha reduziu o numero de
juvenis de segundo estadio de M. javanica no solo em relacdo ao inicio do experimento
(relag@o Pf/Pi). No entanto, ao considerarmos o fator de reproducéo (FR) do nematoide,
nenhum o6leo essencial foi eficiente no controle do patdégeno, com FR variando entre 1,8

e 2,91 (Tabela 3).
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A cobertura do solo das parcelas experimentais com plastico foi feita para evitar
a perda por volatizagdo dos potenciais compostos nematicidas dos éleos, principalmente
os monoterpenos (ECHEVERRIGARAY et al., 2010), que podem ter sido os
responsaveis pela agdo nematicida dos odleos de frutos verdes de aroeirinha em
laboratério. No entanto, ainda que a protegdo plastica tenha sido eficiente em reduzir
perda dos compostos volateis, € possivel que a quantidade de 6leo aplicada ndo tenha sido
significativa para reduzir a popula¢do do nematoide. Além disso, a populacdo inicial do
nematoide estava muito alta, com média de 554 Jo/100 cm® (Tabela 3). De forma geral,
em culturas suscetiveis ao nematoide-de-galhas, a exemplo da alface, tomate, batata e
cenoura, populacdes iniciais superiores a 100 J»/100 cm® de solo sdo limitantes ao
crescimento das plantas (GRECO & DI VITO, 2009). Assim, pode-se afirmar que a
aplicag@o de 6leos essenciais de aroeirinha, mata-pasto e escova-de-garrata ndo controla
M. javanica em alface em condi¢des de campo com a elevada pressdo de indculo.

Medidas adicionais de manejo devem ser adotadas para reduzir a popula¢éo inicial
do nematoide em areas altamente infestadas, como, por exemplo, rotacéo de culturas, uso
de plantas antagonistas, estratégias de controles fisico, quimico e biologico (FERRAZ et
al., 2010). O uso de formula¢des com maior concentracdo de oOleos essenciais,
especialmente aquelas que permitem a libera¢do lenta dos compostos ativos, podem
aumentar a efici€ncia dessa estratégia de manejo (NTALLI & CABONI, 2012). Estudos
adicionais devem ser realizados em areas com menor infestacdo do patéogeno e com
formulagdes de liberagdo lenta para avaliar o potencial dos 6leos essenciais de folhas de

escova-de-garrafa e mata-pasto e frutos de aroeirinha.
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Tabela 3 - Efeito dos dleos essenciais de folhas de escova-de-garrafa (EG), folhas de
mata-pasto (MP) e frutos verdes (AV) e maduros (AM) de aroeirinha sobre a biomassa
de plantas frescas de alface (BM, em g) e nos nimeros de galhas (NG) e de ovos (NO) de

Meloidogyne javanica em campo.

Tratamento BM NG NO Pi Pf P1/Pi FR
EG 100,56a 22,10a  680,00bc 580,80b 339.60b 0,59¢ 1,80b
MP

73,81 bc 7,80 c 855,90 ab 730,20a 630,80a 0,86b 2,06b
AV 70,20 bc 13,30 bc 534,50 bc 550,80 bc  507,80a 093b 191D
AM

81,60bc  23,70a 1159,10a 520,40bc 342,80b 0,65¢ 29la
T+A 68.44¢c 16,50ab 643,90 bc 495,80 bc 520,00a 1,05ab 2,39 ab
Agua 85,73ab 12,30bc 370,70 a 451,60c  560,00a 1,24a 2,08b
CV(%) 10,34 26,35 34,02 9,29 15,38 11,26 18,25

Meédias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a
5% de probabilidade. T+A: Tween 20 e dgua; Pi: Populacdo inicial; Pf: Populacéo final;

FR: Fator de Reprodugdo.

CONCLUSOES

O ¢leo de frutos verdes de aroeirinha reduz a ecloséo e controla J, de M. javanica
em laboratério. Em campo infestado com média de 554 J»/100 cm?® de solo, a aplicagdo
dos oleos essenciais de frutos verdes e maduros de aroeirinha e de folhas de escova-de-

garrafa e mata-pasto ndo controla M. javanica em alface.
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CAPITULO 2

Efeito nematicida de extratos aquosos de plantas do Cerrado

RESUMO

Compostos produzidos por plantas podem ter acdo contra fitonematoides. Assim, o
objetivo desse trabalho foi avaliar o potencial nematicida de extratos aquosos de plantas
das familias Fabaceae, Apocynaceae, Anacardiaceae e Asteraceae - coletadas no bioma
Cerrado. Em laboratério, os extratos de folhas e ramos de pau-de-oleo (Copaifera
langsdroff), folhas de pau-pombo (Tapirira guianensis), frutos de barbatimao
(Stryphnodendron adstringens) e frutos de arvore-de-sabao (Enterelobium gummiferum)
reduziram entre 76 e 87 % a eclosdo dos juvenis em ambos os experimentos e 0s extratos
de folhas de candeia (Eremanthus erythropappus) e jatoba-do-cerrado (Hymenaea
stigonocarpa) foram os que causaram maior mortalidade dos juvenis, com niveis entre
3.5 e 4,3 maiores do que na testemunha. Em casa de vegetag@o, a aplicacdo de extratos
de frutos de arvore-de-sabdo aumentou entre 22 e 53% a massa de plantas de alface.
Extratos de frutos de arvore-de-sabdo, folhas de pau-de-6leo, folhas de candeia e da
mistura de extratos de folhas de pau-de-6leo e jatoba-do-cerrado causaram maiores
reducdes no nimero de galhas do nematoide. Por sua vez, a aplicagdo da mistura de
extratos de frutos de barbatimao e folhas de candeia foi a que causou maior redugéo no
numero de ovos do nematoide. Os extratos de folhas e ramos de pau-de-dleo, folhas de
pau-pombo e frutos de barbatimao e de frutos de arvore-de-sabdo reduzem a eclosdo de
juvenis de M. javanica e extratos de folhas de candeia e jatoba-do-cerrado possuem
substancias que controla J» do patégeno. Extratos de frutos de arvore-de-sabao, folhas de
pau-de-6leo, folhas de candeia e da mistura de extratos de folhas de pau-de-o6leo e jatoba-

do-cerrado reduzem o nimero de galhas, enquanto que a mistura de extratos de frutos de
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barbatimdo e folhas de candeia reduz o nimero de ovos de M. javanica em raizes de
alface.

Palavras chave: Alface, Meloidogyne javanica, nematoide-de-galhas

ABSTRACT

Compounds produced by plants may act against plant-parasitic nematodes. Thus, we
aimed with this work to assess the nematicidal potential of aqueous extracts of plants
from the family Fabaceae, Apocynaceae, Anacardiaceae and Asteraceae — collected in the
Cerrado biome. In laboratory, extracts of leaves and branches of Copaifera langsdroff,
leaves of Tapirira guianensis, fruits of Stryphnodendron adstringens and fruits of
Enterelobium gummiferum reduced between 76 and 87 % the hatching of juveniles in
both the experiments and extracts of leaves of Eremanthus erythropappus and Hymenaea
stigonocarpa caused the highest mortality of juveniles, which were between 3.5 and 4.3
higher than the control. In greenhouse, the application of extracts of fruits of E.
gummiferum increased between 22 and 53% the mass of lettuce plants. Extracts of fruits
of E. gummiferum, leaves of C. langsdroff, leaves of E. erythropappus and the mixture of
extracts of leaves of C. langsdroff and H. stigonocarpa caused higher reduction on the
number of galls. On its turn, the application of the mixture of extracts of S. adstringens
fruits and E. erythropappus leaves caused higher reduction on the number of eggs of M.
Javanica. Extracts of leaves and branches of C. langsdroff. T. guianensis leaves and fruits
of S. adstringens and E. gummiferum reduce hatching of M. javanica second-stage
juveniles and extracts of leaves of E. erythropappus and H. stigonocarpa contain
substances that control J»s. Extracts of E. gummiferum fruits, leaves of C. langsdroff and
E. erythropappus and the mixture of extracts of leaves of C. langsdroff and H.

stigonocarpa reduce the number of galls, while the mixture of extracts of S. adstringens
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fruits and E. erythropappus leaves reduce the number of eggs of M. javanica in lettuce
roots.

Key words: Lettuce, Meloidogyne javanica, root-knot nematode.

INTRODUCAO

O manejo de fitonematoides ¢ um desafio em varias regides agricolas em todo o
mundo, pois o agricultor pode desconhecer a presenga do patdégeno na area ¢ medidas
individuais de controle podem nio reduzir os danos (FERRAZ et al., 2010). As principais
medidas de manejo empregadas pelos produtores de hortaligas sdo a rotagdo de culturas,
o pousio, o uso de plantas antagonistas e a utilizagdo do controle bioldgico, que devem
ser usadas de forma integrada. O uso de nematicidas quimicos é cada vez mais restrito
em muitas culturas, devido a crescente preocupagdo mundial com a contaminagdo da
populagdo e do ambiente por agrotoxicos. Com esta perspectiva, compostos nematicidas
obtidos a partir de plantas poderiam resultar em produtos adicionais para serem usados
no manejo de fitonematoides (FERRAZ et al., 2010).

O Cerrado ¢ o segundo maior bioma do Brasil (RIBEIRO & WALTER, 1998) e
ocupa praticamente toda a regidio do Alto Paranaiba. E considerado um dos 25 “hotspots’
mundiais para a conservacdo da biodiversidade (MYERS et al., 2000). Logo, é possivel
que inumeras substancias nematicidas ou nematostaticas, produzidas durante o
metabolismo secundario das plantas (CHITWOOD, 2002; BRIELMANN et al., 20006),
possam ser descobertas explorando este bioma.

Viarias plantas possuem substancias com agdo nematicida (FERRIS & ZHENG,
1999; LOPES et al., 2005; NEVES et al., 2008; TABA et al., 2008; NTALLI et al., 2011;
AOUDIA et al., 2012; CABONI et al., 2012; OKA, 2012). De forma geral, esses

compostos atuam diretamente inibindo a eclosdo e a movimentacdo dos nematoides,
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interferindo na localizagdo das raizes, ou ainda ativando mecanismos de defesa latentes
das plantas (CHITWOOD, 2002; FERRAZ et al., 2010). As principais substancias ativas
contra nematoides ja caracterizadas sdo alcaloides, terpenos ou flavonoides e foram
obtidos de plantas das familias Meliaceae, Fabaceae, Rutaceae, Apocynaceae e
Simaroubaceae (CHITWOOD, 2002; FERRAZ et al., 2010).

Uma das vantagens dos extratos botanicos € que os proprios produtores podem
prepara-los e aplica-los em areas infestadas com nematoides (LOPES et al., 2005). Além
disso sdo menos concentrados e, portanto, potencialmente menos téxicos do que
compostos puros; sofrem biodegradacdo rapida; possuem multiplos modos de acéo e sdo
derivados de recursos renovaveis (CHITWOOD, 2002). No entanto, a proposta deste
trabalho, limita a aplicabilidade para o tratamento de pequenas areas, devido a dificuldade
em obter biomassa suficiente para aplicagdo em grandes reboleiras. Opcionalmente,
estudos fitoquimicos podem ser realizados e revelarem os compostos nematicidas ativos
nas plantas e possibilitarem o desenvolvimento de formula¢des de produtos.

Desta forma, objetivou-se avaliar o potencial nematicida de extratos aquosos de
plantas das familias Fabaceae, Apocynaceae, Anacardiaceae e Asteraceae coletadas no

bioma Cerrado.

MATERIAL E METODOS

Diferentes partes das plantas foram coletadas em areas de Cerrado no municipio
de Rio Paranaiba — MG (Tabela 1). As plantas foram identificadas com auxilio de chaves
analiticas e comparagdes com o Registro no Herbario Geraes do IF SUL DE MINAS -
CAMPUS MACHADQO. Posteriormente, as partes vegetais de cada espécie coletada

foram secas em estufa de circulagdo forcada por 72 horas a 45 °C.
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Tabela 1. Espécies de plantas do Cerrado utilizadas como fonte de matéria-prima para o

preparo de extratos aquosos visando ao controle de Meloidogyne javanica.

Nome cientifico Nome comum Familia Orgios da N° Registro
planta no
Herbario*

Enterolobium  gummiferum Arvore-de- Fabaceae Frutos HGER 11
(Mart.) J.F.Macbr. sabdo
Stryphnodendron Barbatimao Fabaceae Folhas e Frutos HGER 10
adstringens (Mart.) Coville
Hancornia speciosa Gomes Mangabeira Apocynaceae Folhas HGER 14
Tapirira guianensis Aubl. Pau-pombo Anarcadiaceae  Folhas e Galhos HGER 08
Copaifera langsdroff Desf. Pau-de-dleo Fabaceae Folhas e Galhos HGER 07
Eremanthus erythropappus Candeia Asteraceae Folhas HGER 09
(DC.) MacLeish
Hymenaea stigonocarpa Jatoba-do- Fabaceae Folhas HGERI15
Mart. ex Hayne cerrado
Dimorphandra mollis Faveira Fabaceae Folhas HGER 13

Benth.

*Herbario Geraes — IF SUL DE MINAS — Campus Machado, MG.

O material seco foi triturado em moinho de facas tipo ‘Willye’ até a obtencdo de
p6 fino, o qual ficou armazenado em frascos hermeticamente fechados até o preparo dos
extratos. A extragdo dos metabolitos foi realizada por infusdo. Para cada grama da parte
vegetal seca foram adicionados 10 mL de agua destilada a 80°C. O material permaneceu
em infusdo por aproximadamente 30 minutos e, em seguida, o material foi filtrado em
papel filtro com auxilio de kitassato, funil de Biichner e uma bomba de vacuo. As
concentragdes dos extratos foram calculadas através da relagdo massa de material vegetal

seco adicionado em 100 mL de solvente extrator (4gua destilada) (CASTRO et. al., 2010).
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Para determinag@o do teor de flavonoides nos extratos, 1 mL do extrato (diluido
25 vezes) foi adicionado em béquer contendo 1 mL de metanol e 2 mL de cloreto de
aluminio. Apds 40 min. de repouso, as leituras de absorbancia foram feitas a 420 nm em
espectrofotometro. Os flavonoides totais foram obtidos através da curva feita com
quercetina, preparada a partir de uma solug@o padrdo de quercetina em metanol (1,78
mg/mL). Em seguida, foram coletadas aliquotas desta solu¢do com diferentes volumes
(0, 5, 10, 15, 20, 25, 30 uL), as quais foram acrescentadas 3,0 mL de solucéo de cloreto
de aluminio 2%. Apds 40 min. de repouso, a absorbancia da solucéo a 420 nm foi avaliada
em espectrofotometro de UV-Vis (LIN & TANG, 2007), sendo o branco constituido
apenas de metanol. A curva analitica foi realizada através de regressdo linear, utilizando
o programa Origin 6.0 (UFRRJ) e a equagdo da reta usada para a determinacéo indireta
do teor de flavonoides nas amostras, onde os resultados finais foram expressos em gramas
de flavonoides por 100 g de matéria seca (MS).

Para a determinacdo do teor de fenois totais, 0,5 mL do extrato (diluido 100 vezes)
foi misturado com 2,5 mL (0,2 N) de reagente Folin-Ciocalteu. Ap6s 5 min, adicionou-
se 2 mL de carbonato de sédio (4,0g/100mL) e a mistura permaneceu em temperatura
ambiente por 2 h. Logo apos o periodo de incubacgéo, a absorbancia foi medida a 740 nm,
utilizando agua como branco. A curva analitica foi preparada com acido galico em
concentragdo de (0,1:100 mL), ou seja, 1000 ppm a partir de aliquotas de diferentes
volumes (0, 20, 40, 60, 80, 100 pL), e confeccionada através de regressdo linear,
utilizando o programa Origin 6.0 (UFRRJ) e a equagdo da reta usada para a determinago
indireta do teor de fenois totais nas amostras, onde os resultados finais foram expressos
em gramas de fenois por 100 g de MS. As leituras da curva foram realizadas utilizando
agua como branco.

Para avaliar a capacidade de os extratos inibirem a eclosdo de juvenis de segundo

estadio (J2) de M. javanica em laboratdrio, 100 pul. de suspensdo de ovos contendo 30
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ovos foram colocados por célula de placa de Elisa com 96 cavidades, juntamente com
100 uL de extrato aquoso e 100 pL. de agua destilada. Nas testemunhas, cada célula da
placa continha 100 pL. de suspensdo de ovos e 200 pul de agua destilada. O niimero de
ovos e eventuais J» por célula foi avaliado logo apos o inicio do experimento, com auxilio
de microscopio optico com objetivas invertidas. Em seguida, as placas foram vedadas
com papel filme e mantidas em incubadora do tipo BOD a 27 °C. A cada 24 h, em um
periodo de cinco dias, os nimeros de juvenis eclodidos foram avaliados.

O efeito dos extratos sobre a mortalidade de juvenis de segundo estadio de M.
Jjavanica também foi avaliado de forma similar aos experimentos de eclosdo, sendo
usados 30 juvenis recém-eclodidos em cada célula da placa. A cada 24 h, o nimero de
juvenis moveis e imoéveis foi contado. Ao final de cinco dias, os juvenis foram
transferidos para peneira de 324 mesh de abertura e colocados novamente em células de
placa de Elisa, mas preenchida com agua destilada, ao invés de extratos. As placas foram
mantidas em BOD a 27 °C e, apds 24h, avaliou-se o nimero de juvenis imdveis (mortos)
e moveis (Vivos).

Os experimentos foram conduzidos em duplicata, em delineamento inteiramente
casualizado, sendo cada tratamento repetido 10 vezes. A parcela experimental foi
representada por uma célula da placa de Elisa. Os percentuais de eclosdo e mortalidade
foram usados para calcular as areas abaixo da curva de progresso de eclosdo (AACPE) e
mortalidade (AACPM) (CAMPBELL & MADDEN, 1990). Os dados foram submetidos
a analise de variancia ao nivel de 5% de probabilidade e as médias comparadas pelo teste
Scott-Knott ao nivel de 5% de probabilidade, com o auxilio do programa R versdo 3.1.1
(R CORE TEAM, 2014).

Os extratos selecionados nos experimentos em laboratorio foram avaliados em
condi¢des de casa de vegetacdo, por meio da aplicacdo direta no solo em plantas de alface

cultivadas em vasos. Vasos plasticos de 1L de capacidade foram preenchidos com
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substrato composto pela mistura solo e areia 1:1 (v:v), previamente autoclavada a 120 °C
por 1h. Em seguida, o substrato foi infestado com 3.000 ovos de M. javanica. A aplica¢do
foi realizada um dia apds a inoculacdo utilizando 10 mL dos extratos brutos por vaso,
feita mais quatro vezes, sendo uma vez por semana. Ao final de 15 dias de infestag@o do
solo, as plantulas de alface (Lactuca sativa L.) de 25 dias de idade foram transplantadas
para cada vaso. Os niimeros de galhas e de ovos dos nematoides por sistema radicular,
assim como a biomassa das plantas, foram avaliados aos 40 dias apds o transplantio. A
temperatura minima em média era de 21°C e a maxima em média 42°C, no interior da
casa de vegeta¢do durante a conducdo do experimento, nos meses de novembro e
dezembro de 2016.

O delineamento experimental adotado foi do tipo inteiramente casualizado com
sete repeti¢des. Os experimentos foram realizados em duplicata, os dados submetidos a
analise de variancia ao nivel de 5 % de probabilidade e as médias foram comparadas pelo
teste Scott-Knott ao nivel de 5 % de probabilidade, com o auxilio do programa R versao

3.1.1 (R CORE TEAM, 2014).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Todos os extratos vegetais reduziram a eclosdo de juvenis de M. javanica ¢ a
maioria causou a mortalidade dos juvenis (Tabela 2). Os extratos de folhas e ramos de
pau-de-oleo, folhas de pau-pombo, frutos de barbatimio e frutos de arvore-de-sabdo
reduziram entre 76 ¢ 87 % a eclosdo dos juvenis em ambos os experimentos (Tabela 2).
Por sua vez, os extratos de folhas de candeia e jatoba-do-cerrado foram os que causaram
maior mortalidade dos juvenis, com niveis entre 3,5 e 4,3 maiores do que na testemunha

(Tabela 2).
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Tabela 2. Efeito de extratos vegetais sobre a area abaixo da curva de progresso de eclosao
(AACPE) e de mortalidade (AACPM) de juvenis de segundo estadio (J2) de Meloidogyne

Jjavanica em laboratorio.

Extrato AACPE AACPM
Exp. 1 Exp. 2 Exp. 1 Exp. 2

Pau-de-6leo (ramos) 7,00 g 8,80 g 12,45 f 12,66 h
Pau-de-6leo (folhas) 7,50 g 10,09 f 18.44 d 23,10 ¢
Pau-pombo (ramos) 22,05b 19,11 ¢ 15.62 ¢ 19.81d
Pau-pombo (folhas) 6,44 h 9,93 f 9,60 g 18,83 ¢
Barbatiméao (folhas) 3,881 4331 2342 ¢ 17,53 f
Barbatimao (frutos) 9,47 f 14,08 € 6,67 1 14,00 g
Mangaba (folhas) 11,58 d 8,27h 7,71 h 6,25k
Jatoba-do-cerrado 19,97 ¢ 25,18 b 27,50 b 26,09 b
(folhas)

Candeia (folhas) 9,55f 9,14 ¢ 30,36 a 30,75 a
Faveira (folhas) 10,90 e 18,38d 5,69 5,80k
Arvore-de-sabdo (frutos) 10,02 £ 10,01 £ 8,36 h 11,841
Testemunha 38,16 a 35,29 a 7,011 7,66 ]

Meédias seguidas pela mesma letra na coluna nado diferem entre si pelo teste de Scott-

Knott a 5% de probabilidade.

A ac¢@o dos extratos de pau-pombo, pau-de-oleo e frutos de barbatiméo na reducéo
de eclosdo de juvenis pode ser explicada pela maior concentracio de fenois nessas plantas
e também de flavonoides, principalmente em folhas de pau-pombo (Figura 1). Alguns
compostos fenolicos e flavonoides podem inibir eclosdo de nematoides (CHITWOOD,

2002; AZANDO et al., 2011). No entanto, é possivel que a acdo de extratos de frutos de
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arvore-de-sabdo, de folhas de candeia e jatoba-do-cerrado seja relacionada a outros
grupos de compostos, a exemplo dos terpenos e das saponinas (ECHEVERRIGARAY et

al., 2010; NTALLI et al., 2011; IBRAHIM & SROUR, 2013).
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Figura 1. Concentracdo de fenois e flavonoides das plantas utilizadas nos experimentos.

Meédias seguidas pela mesma letra mindscula na barra, de mesmo composto, ndo diferem
entre si pelo teste Scott-Knott ao nivel de 5% de probabilidade. *M.S.=Matéria seca das

plantas.

A ag¢fo nematicida de substancias presentes nos extratos de pau-de-6leo, pau-
pombo, barbatimao, arvore-de-sabdo, candeia e jatoba-do-cerrado ¢ desconhecida. Em
outras areas do conhecimento, principalmente na medicina, ja foi comprovada atividade

bioldgica dos extratos dessas plantas. Extratos de pau-de-6leo e jatoba-do-cerrado, por
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exemplo, possuem agdo antibacteriana (VALDEVITE, 2007; DIMECH et al., 2013).
Extratos de arvore-de-sabdo e barbatimao inibem o crescimento de fungos (SANCHES
et al., 2005; TSUZUKI et al., 2007), enquanto que extratos de pau-pombo e candeia
possuem propriedades inseticidas e antiofidicas, respectivamente (SOUZA et al., 2010;
DELLA TORRE et al., 2011). Estudos adicionais devem ser realizados para investigar
quais substancias dessas plantas possuem efeito nematicida.

Nos experimentos em casa de vegetagdo, observamos que a aplicag¢do de extratos
de frutos de arvore-de-sabdo aumentou entre 22 e 53% a massa de plantas de alface
(Tabelas 3 e 4). Esse aumento de biomassa pode ser devido a agfo de saponinas,
compostos encontrados em alta concentragdo nessa planta (CARVALHO, 1981). A
aplicagdo de saponinas extraidas de alfafa (Medicago sativa L1.) aumentou o
desenvolvimento de tomateiros infectados por M. incognita (IBRAHIM & SROUR,
2013).

Poucas galhas e ovos foram formados nas raizes de alface em ambos os
experimentos, até mesmo no tratamento testemunha (Tabelas 3 e 4). E possivel que as
elevadas temperaturas durante a condugdo dos experimentos (média das maximas de
42°C) tenha contribuido para inibir o desenvolvimento do patégeno. A temperatura ideal
para os diversos processos biologicos dos fitonematoides situa-se entre 15-30°C
(FERRAZ et al., 2010). Acima de 30°C, o desenvolvimento do patdégeno € retardado ou
eles permanecem inativos e, acima de 45°C, eles morrem (FERRAZ et al., 2010).

Apesar do reduzido numero de galhas e de ovos, foi possivel notar que alguns
extratos reduziram o nimero de galhas e de ovos de M. javanica em alface em ambos os
experimentos (Tabelas 3 e 4). A aplicacdo dos extratos de frutos de arvore-de-sabdo,
folhas de pau-de-o6leo, folhas de candeia e da mistura de extratos de folhas de pau-de-6leo
e jatoba-do-cerrado causou maior redu¢do no nimero de galhas do nematoide em ambos

os experimentos (Tabela 3 e 4). Por sua vez, a aplicacdo da mistura de extratos de frutos
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de barbatimao e folhas de candeia foi a que causou maior redugdo no niimero de ovos de

forma consistente em ambos os experimentos (Tabelas 3 e 4).

Tabela 3. Efeito da aplicagdo de extratos aquosos de folhas ou frutos de plantas do
Cerrado sobre a massa da parte area (MPA), a massa de raizes (MR) e a massa total (MT)
de plantas frescas de alface e o nimero de galhas (NG) e ovos (NO) de Meloidogyne

Jjavanica em condigdes de casa de vegetagdo (Experimento 1).

Tratamentos MPA (g) MR (g) MT (g) NG NO
Arvore-de-sabao 50,67 a 22,08 a 72,752 1.29 ¢ 142,85 f
(frutos)

Barbatimdo 44,54 b 22,392 66,92 b 3,14a 150,00 e
(frutos)

Pau-pombo 36,67d 19,98 b 56,64 d 243a 114,29 h
(folhas)

Pau-de-oleo .

(folhas) 31,50 g 18,49 ¢ 49,99 i 0,86 ¢ 12143 g
Candeia (folhas) 36,71d 18,40 ¢ 55,10 f 1,57 ¢ 121,43 g
Jatoba-do-cerrado . .
(folhas) 31,62 ¢ 17,32d 48,94 j 2,00b 92,86 i
Barbatimao

(frutos) + Candeia 36,53 d 19,20 b 55,74 ¢ 2,00 b 92,86 i
(folhas)

Pau-de-oleo

(folhas) + Jatobd- 3123 ¢ 19.91 b 51,14 h 143 ¢ 23571 a
do-cerrado

(folhas)

Barbatiméo

(frutos) + Pau-de- 39,26 ¢ 20,05 b 59,31 ¢ 1,86 b 178,57 ¢
oleo (folhas)

Candeia (folhas)

+ Jatoba-do- 34,25 ¢ 19,89 b 54,15 ¢ 329a 164,29 d
cerrado (folhas)

Testemunha 33,10 f 17,61d 50,71 h 3,00 a 200,00 b

Meédias seguidas pela mesma letra mindscula na coluna nao diferem entre si pelo teste

Scott-Knott ao nivel de 5% de probabilidade.
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Tabela 4. Efeito da aplicagdo de extratos aquosos de folhas ou frutos de plantas do
Cerrado sobre a massa da parte area (MPA), a massa de raizes (MR) e a massa total (MT)
de plantas frescas de alface e o nimero de galhas (NG) e ovos (NO) de Meloidogyne

Jjavanica em condigdes de casa de vegetagdo (Experimento 2).

Tratamentos MPA (g) MR (g) MT (g) NG NO
Arvore-de-sabdo 39,62 a 20,22 b 59,84 a 1,14 ¢ 307,14 a
(frutos)

Barbatiméo 33,30 22,56 a 55,86 b 243 b 78,57 ¢
(frutos)

Pau-pombo 29,64 18,18 ¢ 47,82 ¢ 143 ¢ 250,00 b
(folhas) 9 g b > b b
Pau-de-6leo 34,19d 18,62 ¢ 52,81 ¢ 0,86 ¢ 114,29 d
(folhas)

Candeia (folhas) 36,33 b 15,66 ¢ 52,00 ¢ 0,57 ¢ 78,57 ¢
Jatoba-do-cerrado 29,93 g 18,74 48,67d 1,86 b 100,00 e
(folhas)

Barbatiméo

(frutos) + Candeia 34,27d 20,99 b 55,26 b 1,14 ¢ 64,29 h
(folhas)

Pau-de-oleo

(folhas) + Jatobd- 32,18 15,78 47,96 129 ¢ 64,29 h
do-cerrado

(folhas)

Barbatiméo

(frutos) + Pau-de- 31,31 f 17,78 ¢ 49,09 d 1,86 b 50,00 i
oleo (folhas)

Candeia (folhas)

+ Jatoba-do- 35,52 ¢ 16,87 d 52,39 ¢ 1,29 ¢ 85,71 f
cerrado (folhas)

Testemunha 31,53 f 16,54 d 48,07 ¢ 4,00 a 135,71 ¢

Meédias seguidas pela mesma letra mindscula na coluna ndo diferem entre si pelo teste

Scott-Knott ao nivel de 5% de probabilidade.

A redugdo no numero de galhas implica que menos nematoides penetraram e se
estabeleceram nas raizes. Para que isso ocorra, as substancias ativas dos extratos devem

ter agdo impedindo a embriogénese ou controlando juvenis dentro dos ovos no solo,
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aplicados como ino6culo, e, ou devem controlar ou inibir o movimento de juvenis de
segundo estadio eclodidos e que migrariam no solo em direc¢éo as raizes. A redu¢do no
numero de ovos pode ser resultado do menor nimero de nematoides que penetraram ou
do efeito dos compostos dos extratos em ativar mecanismos de defesa da planta
(CHITWOOD, 2002). Estudos posteriores devem ser realizados em ambiente com
temperaturas em torno de 25-27°C para que possa ser confirmado o potencial dos extratos
de frutos de arvore-de-sabdo, folhas de pau-de-6leo, folhas de candeia e de jatoba-do-
cerrado e suas misturas no controle de M. javanica em alface. Além disso, as potenciais
substancias nematicidas desses extratos devem ser caracterizadas e estudadas quanto aos

mecanismos de agdo contra o patdgeno.

CONCLUSOES

Os extratos de folhas e ramos de pau-de-6leo, folhas de pau-pombo e frutos de
barbatimdo e de frutos de arvore-de-sabdo reduzem a eclosdo de juvenis de segundo
estadio (J2) de M. javanica. Por sua vez, extratos de folhas de candeia e jatoba-do-cerrado
possuem substancias que controla J» do patdgeno.

A aplicag@o ao solo de extratos de frutos de arvore-de-sabdo aumenta a massa de
plantas de alface. A aplicag@o dos extratos de frutos de arvore-de-sabdo, folhas de pau-
de-oleo, folhas de candeia e da mistura de extratos de folhas de pau-de-6leo e jatoba-do-
cerrado reduz o numero de galhas, enquanto que a mistura de extratos de frutos de
barbatimdo e folhas de candeia reduz o nimero de ovos de M. javanica em raizes de

alface.

32



REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

AOUDIA, H.; NTALLI, N.; AISSANI, N.; YAHIAOUI-ZAIDI, R.; CABONI, P.
Nematotoxic phenolic compounds from Melia azedarach against Meloidogyne incognita.
Journal of Agricultural and Food Chemistry, v. 60, n. 47, p. 11675-11680, 2012.

AZANDO, E.V.B.;, HOUNZANGBE-ADOTE, M.S.; OLOUNLADE, P.A.;
BRUNET, S., FABRE, N.; VALENTIN, A.; HOSTE, H. Involvement of tannins and
flavonoids in the in vitro effects of Newbouldia laevis and Zanthoxylum zanthoxyloides
extracts on the exsheathment of third-stage infective larvae of gastrointestinal nematodes.
Veterinary parasitology, v. 180, n. 3, p. 292-297, 2011.

BRIELMANN, H.L.; SETZER, W.N.; KAUFMAN, P.B.; KIRAKOSYAN, A.
Phytochemicals: The chemical components of plants. Natural products from plants. 2.
ed. London: Taylor & Francis Group, p. 10-19, 2006.

CABONIL, P.; SARAIS, G.; AISSANI, N.; TOCCO, G.; SASANELLI, N.; LIORI,
B.; CARTA, A.; ANGIONI, A. Nematicidal activity of 2-thiophenecarboxaldehyde and
methylisothiocyanate from caper (Capparis spinosa) against Meloidogyne incognita.
Journal of Agricultural and Food Chemistry, v. 60, n. 30, p. 7345-7351, 2012.

CAMPBELL, C.L.; MADDEN, L.V. Introduction to plant disease
epidemiology. New York, NY: Wiley, p. 532, 1990.

CARVALHO, L.R. Estudos quimico e biolégico de uma saponina de
Enterolobium gummiferum. Dissertacdo de Mestrado, USP, Sao Paulo, p. 83, 1981.

CASTRO, K.N.C.; ISHIKAWA, M.M.; CAMPOLIN, A.l; CATTO, JB.
PEREIRA, Z.V.; CARDOSO, C.; CARDOSO, C.A.L.; CASTRO, M.M.; SILVA V.C.
Prospeccio de plantas medicinais para controle do carrapato dos bovinos. Boletim

de Pesquisa e Desenvolvimento / Embrapa Meio-Norte, v. 95, p. 1413-1455, 2010.

33



CHITWOOD, D.J. Phytochemical based strategies for nematode control. Annual
Review of Phytopathology, v. 40, p. 22149, 2002.

DELLA TORRE, A.; ALBUQUERQUE, L.B. L.; FARRAPO, N.M.; OSHIMA-
FRANCO, Y.; SANTOS, M.G.; TAVARES, R. V. S.; RODAS, A.C.D.; DAL BELO, C.
A.; CARDOSO, C.R.P.; VARANDA, E.A.; GROPPO, F.C.; LOPES, P.S. Mutagenicity
induced by the hydroalcoholic extract of the medicinal plant Plathymenia reticulata
Benth. The Journal of Venomous Animals and Toxins including Tropical Diseases,
v. 17,n. 2, p. 190-198, 2011.

DIMECH, G.S.; SOARES, L.A.L.; FERREIRA, M.A.; OLIVEIRA, A.G.V.;
CARVALHO, M.C.; XIMENES, E.A. Phytochemical and antibacterial investigations of
the extracts and fractions from the stem bark of Hymenaea stigonocarpa Mart. ex Hayne
and effect on ultrastructure of Staphylococcus aureus induced by hydroalcoholic extract.
The Scientific World Journal, v. 2013, 2013.

ECHEVERRIGARAY, S.; ZACARIA, J.; BELTRAO, R. Nematicidal activity of
monoterpenoids  against the root-knot nematode Meloidogyne incognita.
Phytopathology, v. 100, n. 2, p. 199-203, 2010.

FERRAZ, S.; FREITAS, L.G.; LOPES, E.A.; DIAS-ARIEIRA, C.R. Manejo
sustentavel de fitonematoides. Vigosa: Editora UFV, p. 306, 2010.

FERRIS, H.; ZHENG, L. Plant sources of Chinese herbal remedies: effects on
Pratylenchus vulnus and Meloidogyne javanica. Journal of Nematology, v. 31, n. 3, p.
241- 263, 1999.

IBRAHIM, M.A.R.; SROUR, H.A.M. Saponins suppress nematode cholesterol
biosynthesis and inhibit root knot nematode development in tomato seedlings. Natural

Products Chemistry & Research, v. 2, p. 123, 2013.

34



LIN, J.Y.; TANG, C.Y. Determination of total phenolic and flavonoid contents in
selected fruits and vegetables, as well as their stimulatory effects on mouse splenocyte
proliferation. Food Chemistry, v. 101, n. 1, p. 140-7, 2007.

LOPES, E.A.; FERRAZ, S.; FREITAS, L.G.; FERREIRA, P.A.; AMORA, D.X.
Efeito dos extratos aquosos de mucuna preta e de manjericdo sobre Meloidogyne
incognita e M. javanica. Nematologia Brasileira, v. 29, n. 1, p. 67-74, 2005.

MYERS, N.; MITTERMEIER, R.A.; MITTERMEIER, C.G.; FONSECA,
G.A.B.; KENT, J. Biodiversity hotspots for conservation priorities. Nature, v. 403, n. 24,
p- 853-858, 2000.

NEVES, W.S.; FREITAS L.G.; FABRY, C.F.S.; DALLEMOLE-GIARETTA,
R.; FERREIRA P.A.; FERRAZ, L.O.; DHINGRA, O.D.; FERRAZ. S. A¢do nematicida
de dleo, extratos vegetais e de dois produtos a base de capsaicina, capsainoides e alil
isotiocianato sobre juvenis de Meloidogyne javanica (Treub) Chitwood. Nematologia
Brasileira, v. 32, n. 2, p. 93-100, 2008.

NTALLI, N.G.; FERRARL F.; GIANNAKOU, I.; MENKISSOGLU-SPIROUDI,
U. Synergistic and antagonistic interactions of terpenes against Meloidogyne incognita
and the nematicidal activity of essential oils from seven plants indigenous to Greece. Pest
Management Science, v. 67, n. 3, p. 341-351, 2011.

OKA, Y. Nematicidal activity of Verbesina encelioides against the root-knot
nematode Meloidogyne javanica and effects on plant growth. Plant and Soil, v. 355, n.
1, p.311-322,2012.

R CORE TEAM. 2014. R: A language and environment for statistical computing.
R Foundation for Statistical Computing, Vienna, Austria. URL http://www.R-
project.org/.

RIBEIRO, J.F.; WALTER, B.M.T. Fitofisionomias do bioma cerrado. Cerrado:

ambiente e flora. Planaltina: Embrapa, p. 89-166, 1998.

35



SANCHES, A.C.C.; LOPES, G.C.; NAKAMURA, C.V.; DIAS FILHO, B.P.;
MELLO, J.C.P. Antioxidant and antifungal activities of extracts and condensed tannins
from  Stryphnodendron obovatum Benth. Revista Brasileira de Ciéncias
Farmacéuticas, v. 41, n. 1, p. 101-107, 2005.

SOUZA, A.P.; MARQUES, M.R.; MAHMOUD, T.S.; BOLZANI, V.S.;
CAPUTO, B.A.; CANHETE, G.M.; LEITE, C.B.; LIMA, D.P. Insecticidal effect of
extracts from native plants to Mato Grosso do Sul, Brazil, on Sitophilus zeamais Mots.
(Coleoptera: Curculionidae). BioAssay, v. 5, n. 1, p. 5, 2010.

TABA, S.; SAWADA, J.; MOROMIZATO, Z.1. Nematicidal activity of Okinawa
Island plants on the root-knot nematode Meloidogyne incognita (Kofoid and White)
Chitwood. Plant and Soil, v. 303, n. 1, p. 207-216, 2008.

TSUZUKI, JK.; SVIDZINSKI, T.LLE.; SHINOBU, C.S.; SILVA, L.F.A;
RODRIGUES-FILHO, E.; CORTEZ, D.A.G.; FERREIRA, I.C.P. Antifungal activity of
the extracts and saponins from Sapindus saponaria L. Anais da Academia Brasileira de
Ciéncias, v. 79, n. 4, p. 577-583, 2007.

VALDEVITE, L.M. Estudo do efeito in vitro de extrato das folhas e do éleo
resina de copaiba sobre fatores de viruléncia de Streptococcus mutans relacionados
a carie dental. Dissertacdo (Mestre em Cié€ncias Farmacéuticas). Universidade de Sao

Paulo, Ribeirdo Preto/SP, p. 128, 2007.

36



CONCLUSOES GERAIS

e O o6leo de frutos verdes de aroeirinha reduz a eclosdo e controla J> de M. javanica
em laboratorio.

e Em campo infestado com média de 554 J»/100 cm® de solo, a aplica¢io dos 6leos
essenciais de frutos verdes e maduros de aroeirinha e de folhas de escova-de-
garrafa e mata-pasto ndo controla M. javanica em alface.

e Os extratos de folhas e ramos de pau-de-6leo, folhas de pau-pombo e frutos de
barbatimdo e de frutos de arvore-de-sabdo reduzem a eclosdo de juvenis de
segundo estadio (J2) de M. javanica.

o Extratos de folhas de candeia e jatoba-do-cerrado possuem substancias que
controlam J, de M. javanica.

e A aplicagdo ao solo de extratos de frutos de arvore-de-sabdo aumenta a massa de
plantas de alface.

e A aplicagdo dos extratos de frutos de arvore-de-sabdo, folhas de pau-de-6leo,
folhas de candeia e da mistura de extratos de folhas de pau-de-6leo e jatoba-do-
cerrado reduz o niamero de galhas, enquanto que a mistura de extratos de frutos
de barbatimdo e folhas de candeia reduz o nimero de ovos de M. javanica em

raizes de alface.
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