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RESUMO

AMORA, Deisy Xavier, M. Sc., Universidade Federal de Vigosa, fevereiro de 2010.
Potencial de 6leos essenciais no controle de Meloidogyne javanica em
tomateiro. Orientador: Silamar Ferraz. Coorientadores: Everaldo Antbnio Lopes e
Leandro Grassi de Freitas.

As plantas possuem substancias denominadas metabdlitos secundarios que
possuem diversas funcdes, dentre elas a de proteger a planta contra o ataque de
organismos patogénicos. O emprego de plantas com propriedades nematicidas para
o controle de fitonematoides vem sendo muito estudado e o uso de 6leos essenciais
representa mais uma alternativa no controle de fitonematoides em pequenas areas.
O presente trabalho teve como objetivo avaliar o efeito dos 6leos essenciais de
losna, horteld-pimenta, orégano e tomilho no controle de Meloidogyne javanica.
Inicialmente avaliou-se o potencial nematicida in vitro destes 0leos sobre a ecloséo e
a mortalidade de juvenis do nematoide. Os 0leos essenciais foram solubilizados em
dimetil sulfoxido 2% e aplicados nas concentracbes 0,05%, 0,25% ou 0,5%, nos
testes de ecloséo e de mortalidade dos juvenis. Todos os 6leos testados reduziram a
eclosdo e aumentaram a mortalidade dos juvenis de M. javanica em relacdo a
testemunha, nas trés concentracfes analisadas. Posteriormente, o potencial destes
mesmos Oleos foi testado em casa de vegetacdo na supressédo do numero de galhas
radiculares e de ovos do nematoide. Dois métodos foram testados: pulverizacéo
foliar de tomateiros e adicdo direta ao solo das solucdes dos 6leos essenciais. Os
Oleos essenciais foram solubilizados em dimetil sulféxido 2% e aplicados nas
concentragbes 0,05%, 0,25% ou 0,5%, quando aplicados via pulverizacao foliar, e
0,25% e 0,5%, quando adicionados ao solo. Os oOleos foram aplicados
semanalmente por oito semanas. Sessenta dias ap0s o transplantio, as plantas
foram avaliadas quanto a massa de parte aérea, massa de raiz, numero de galhas e
namero de ovos. Nenhum dos 6leos suprimiu o numero de galhas ou de ovos
guando foram aplicados via pulverizacdo foliar nem quando foram adicionados

diretamente ao solo
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ABSTRACT

AMORA, Deisy Xavier, M. Sc., Universidade Federal de Vigosa, February 2010.
Potential of essential oils in the control of Meloidogyne javanica in tomato.
Advisor: Silamar Ferraz. Co-advisors: Everaldo Antonio Lopes and Leandro Grassi
de Freitas

Plants have substances known as secondary metabolites which have diverse
functions, among them to protect the plant against attack by pathogens. The use of
plants as nematicides for nematode control has been extensively studied and the use
of essential oils is an alternative for controlling nematodes in small areas. This study
aimed to evaluate the effect of essential oils of wormwood, peppermint, oregano and
thyme on the control of Meloidogyne javanica. Initially was assessed in vitro the
nematicidal potential of these oils on hatching and mortality of juvenile nematodes.
The essential oils were solubilized in dimethyl sulfoxide 2% and applied at the
concentrations 0.05%, 0.25% or 0.5% in hatching and juvenile mortality tests. All oils
tested reduced hatching and increased mortality of juveniles of M. javanica
comparing to the control, for the three concentrations analyzed. Subsequently, the
potential of these same oils was tested in a greenhouse in the suppression of the
number of root galls and nematode eggs. Two methods were tested: foliar spray on
tomato plants and direct addition of essential oils solutions into the soil. The essential
oils were solubilized in 2% dimethyl sulfoxide and applied at the concentrations
0.05%, 0.25% or 0.5%, when applied by foliar sprays, and 0.25% and 0.5%, when
added to soil. The oils were applied weekly for eight weeks. Sixty days after
transplanting, plants were evaluated for shoot mass, root mass, number of galls and
number of eggs. None of the oils suppressed the number of galls or eggs when they

were applied by foliar sprays or when they were added directly into the soil.
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INTRODUCAO

Os fitonematoides sao patdégenos agricolas dificeis de serem controlados,
pois infectam praticamente todas as espécies de plantas cultivadas, sé&o
responsaveis por grandes perdas na agricultura e podem até inviabilizar o cultivo em
determinadas areas. Calcula-se que as perdas devido ao ataque de nematoides nas
principais culturas, em todo o mundo, cheguem a 100 bilhdes de dolares anuais

(Sasser, 1979).

Os fitonematoides do género Meloidogyne, que causam as galhas radiculares,
constitui-se em espécie nociva a maioria das culturas de importancia econdémica,
causando danos em nivel mundial (Ferraz e Mendes, 1992; Huang, 1992). As
espécies M. javanica (Treub, 1885) Chitwood, 1949 e M. incognita (Kofoid e White,

1919) Chitwood, 1949 sao as mais importantes e comuns no Brasil.

A principal preocupacéo no controle de fitonematoides € evitar sua introducao
em areas ainda nédo infestadas, pois a erradicacdo do patdégeno € praticamente
impossivel. Depois de introduzidos, as medidas de controle adotadas visarao
apenas a reducdo na populacdo dos nematoides no solo (Ferraz et al., 2001). O
sucesso do controle em éareas infestadas depende de um conjunto de medidas
associadas e ndo de praticas adotadas isoladamente. Os métodos de controle mais
usados sao o0 uso de nematicidas quimicos, variedades resistentes e a rotacdo de

culturas (Tihohod, 1993).

O emprego de nematicidas sintéticos é limitado em culturas de menor valor
econbmico ou em pequenas areas cultivadas, em razdo de seu preco elevado O
controle quimico, muitas vezes, € a Unica opc¢ao para o produtor que exige resposta

imediata para o seu problema, sendo por isso usado de forma indiscriminada. A
1



utilizacdo excessiva de nematicidas pode acarretar a contaminacdo de &gua,
alimentos e solo, além intoxicacdo de animais e do proprio homem (Primavesi, 1997;
Pontes, 2000). Assim, 0 uso destes produtos vem sendo restringido em muitos
paises (Matielli e Lessi, 1992; Santos, 1993), principalmente a partir da década de

80, com a retirada de varios produtos do mercado (Jatala, 1985).

A sociedade, ao se preocupar com 0 impacto dos agrotdxicos sobre o
ambiente e a contaminagcdo da cadeia alimentar, estimula a busca por alimentos
produzidos sem o0 uso de produtos quimicos. Com isso, métodos alternativos de
controle tém atraido a atencdo de pesquisadores interessados no manejo de
nematoides fitoparasitas em substituicdo ao emprego de nematicidas sintéticos

(Campos et al., 1998; Barker, 2003).

Muitos pesticidas naturais podem ser obtidos a partir de plantas. Algumas
espécies vegetais contem compostos nematicidas pré-formados (Rodriguez-Kabana
et al., 1994). Estes compostos podem ser oriundos de vias metabodlicas que
produzem compostos secundarios sintetizados pelas plantas com atividade de
fitoprotecdo, atracdo de polinizadores e adaptacdo ambiental (Taiz e Zeigher, 2004).
Varios pesquisadores tém estudado o efeito de extratos botanicos, 0leos essenciais
e residuos organicos de diversas plantas sobre os fitonematoides, descobrindo o
potencial de varias destas como matérias-primas para a producdo de nematicidas
naturais (Mani e Chintra, 1989; Rao e Reddy, 1992; Hussaini et al., 1996; Ferris e

Zheng, 1999; Chitwood, 2002).

A utilizacdo de 6leos essenciais tem sido relatada na literatura como uma
alternativa promissora no controle de nematoides (Lorimer et al., 1996; Oka et al.,

2000). Compostos presentes nos 0Oleos essenciais podem atuar diretamente na

2



eclosdo e mortalidade dos nematoides no solo (Abid et al., 1997; Bosenbecker,
2006), ou, caso sejam absorvidos pelas plantas, podem alterar os exsudatos
radiculares, interferindo na localizacdo das raizes por parte dos nematoides; tornar
as raizes menos atrativas para o patdgeno; também podem alterar a fisiologia da
planta, impedindo a formacdo de células especiais de alimentacdo, ou até mesmo
ativar mecanismos de resisténcia da planta (Hammerschmid e Dann, 1997; Schwan-

Estrada et al., 2003).

Varios beneficios podem resultar da identificacdo dos fitoquimicos envolvidos
nestas interacbes. Estes compostos podem ser diretamente usados como
nematicidas ou podem servir como modelo para o desenvolvimento de nematicidas
sintéticos, gerando produtos mais eficientes e, possivelmente, menos tdxicos

(Chitwood, 2002).

A busca por bioprodutos com acdo sistémica nas plantas deve ser
encorajada, explorando melhor o efeito da aplicacdo de produtos de origem vegetal
via pulverizacado foliar, pois a maioria dos trabalhos visando o controle de
nematoides esta relacionada ao testes destes produtos in vitro ou adicionados ao
solo. O mesmo ndo ocorre no controle de insetos e de outros fitopatdogenos. Para
estes sdo encontrados varios trabalhos demonstrando os bons resultados do uso de

Oleos essenciais via pulverizacao foliar.

REVISAO DE LITERATURA

Os Oleos essenciais sdo um dos produtos do metabolismo secundario das
plantas. Eles sdo compostos volateis que exercem as fun¢Bes de autodefesa e de

atracdo de polinizadores. O 0Oleo essencial € um produto complexo, podendo conter



mais de 300 componentes quimicos diferentes. Tal diversidade e complexidade
fazem do Oleo essencial puro um produto altamente valorizado, com aplicacado nas
mais diversas areas: medicina (potencial terapéutico), perfumaria e cosmetologia
(refinada e complexa composicdo aroméatica), industria alimenticia (potencial como

aditivo flavorizante, entre outros) (Wolffenbittel, 2007).

Os componentes quimicos dos O6leos essenciais apresentam estruturas
diversas como terpenos, sesquiterpenos, fenélicos, fenil propandicos, alifaticos ndo-
terpénicos, heterociclicos, alcoois, cetonas, aldeidos, acidos carboxilicos, ésteres,
acetatos, cada qual com sua caracteristica aromatica e acao bioquimica. Ha
registros da utilizacdo dos 6leos essenciais desde épocas anteriores ao antigo Egito,
passando pela Idade Média e chegando ao inicio do século XX com a Aromaterapia.
As pesquisas cientificas atuais tém comprovado a acdo dos Oleos essenciais como
bactericida, analgésico, sedativo, estimulante, antifingico, antiprurido,

antidepressivo, repelente de insetos, entre outros. (Wolffenbttel, 2007).

Existem relatos da atividade direta de extratos e 0leos essenciais de plantas
sobre fitopatdgenos a exemplo dos fungos, bactérias, virus e nematoides (Wilson et
al.,, 1997; Fiori et al., 2000; Motoyama et al., 2003; Baldo, 2005;), ou indireta,
ativando mecanismos de defesa das plantas aos patdgenos (Schwan-Estrada 1997;
Stangarlin, 2005). Entre os mecanismos de defesa das plantas destacam-se as
fitoalexinas, compostos antimicrobianos de baixa massa molecular sintetizados
pelas plantas em resposta a acdo de agentes bidticos ou abibticos, também

denominados de elicitores (Bonaldo et al., 2004).

Na literatura sdo relatados varios exemplos de plantas com potencial para a

producdo de nematicidas naturais por conterem principios ativos com propriedades
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nematicidas ou nematostaticas (Lewis e Papavizas, 1971; Gommers, 1981; Lazzeri
et al., 1993; Mayton, et al., 1996; Ferris e Zheng, 1999;). Tais produtos, caso sejam
absorvidos pelas plantas e ajam de forma sistémica, podem alterar o exsudato
radicular, interferindo na localizacéo das raizes por parte dos nematoides; tornar as
raizes menos atrativas para o patdgeno; alterar a fisiologia da planta, impedindo a
formacdo de células especiais de alimentacdo, a exemplo das células gigantes ou

sincicios; ou até mesmo ativar mecanismos de resisténcia da planta

Muitas plantas sdo conhecidas por serem antagonistas a nematoides. Os
casos mais conhecidos sdo: cravo-de-defunto (Tagetes spp.) crotalaria (Crotalaria
spp.), mamona (Ricinus communis), neem (Azadirachta indica), e mucuna (Mucuna
pruriens) (Duke, 1990; Winder e Datalto, 1991; Wang et al., 2002;, Jourand et al.,
2004;, Park et al., 2005, Lopes et al., 2005; Kong et al., 2006). Véarios trabalhos com
extratos vegetais ja foram desenvolvidos e com alguns resultados promissores para
0 controle de nematoides, contudo, os Oleos essenciais de plantas sdo tao
disponiveis quanto os extratos vegetais e apresentam composicdo mais complexa,
podendo representar também uma importante fonte de compostos nematicidas.
Assim como estas, existem relatadas na literatura varias outras plantas que
apresentam algum potencial nematicida, como por exemplo, artemisia (Artemisia
spp.), hortela-pimenta (Mentha piperita), orégano (Origanum vulgare) e tomilho

(Thymus vulgaris).

Em revisdo feita por Chitwood (2002), foi descrito o potencial de vérias
plantas e alguns dos seus compostos nematicidas, ja isolados e identificados. A
familia Asteraceae, do qual artemisia é representante, é geralmente rica em

poliacetilenos que possuem amplo espectro de atividade bioldgica, e muitos deles



possuem atividade nematicida. Mentha piperita por sua vez, é rica em alcaldides
(linalol, mentol, cineol, geraniol e eugenol). Estes compostos geralmente possuem
atividade contra predadores e patdgenos. Malik et al. (1987) e Sangwan et al. (1990)
analisaram o 6leo essencial de Mentha piperita, na inibicdo da atividade de juvenis
de Anguina tritici, Meloidogyne javanica, Tylenchulus semipenetrans, e Heterodera
cajani. A aplicacdo destes alcalbides ao solo inibiu a reproducdo de M. javanica, M.
incognita e H. schachtii (Viglierchio e Wu, 1989; Bauske et al. 1994, Osman e
Viglierchio,1998). O orégano tem como constituintes os compostos timol e carvacrol
gue inibiram a eclosdo de juvenis de M. incognita em experimentos realizados por
Oka et al.(2000). Portanto, estas plantas produzem substancias que podem
representar importante alternativa no manejo dos fitonematoides nas mais diversas

culturas.

Diante do exposto, o presente trabalho teve os seguintes objetivos:

1. Avaliar in vitro o efeito de Oleos essenciais extraidos de losna, hortela-
pimenta, orégano e tomilho sobre a eclosdo e mortalidade de juvenis de

segundo estadio (J,) de M. javanica;

2. Investigar o potencial desses 6leos essenciais no controle de M. javanica, em
tomateiro, quando aplicados via pulverizacao foliar ou adicionados ao solo em

casa de vegetacao.

MATERIAL E METODOS

EXPERIMENTOS IN VITRO

Os ensaios foram conduzidos no Laboratério de Controle Biol6gico de
Fitonematoides do Departamento de Fitopatologia da Universidade Federal de

6



Vigcosa, localizado no Instituto de Biotecnologia Aplicada a Agropecuaria

(BIOAGRO).

Obtencao e preparo das solucfdes dos Gleos essenciais.

Os Oleos essenciais de losna (Artemisia absinthium), hortel&d-pimenta (Menta
pipperita), orégano (Origanum vulgare) e tomilho (Thymus vulgaris) empregados nos
ensaios foram adquiridos da Laszlo Aromaterapias, localizada em Belo Horizonte -

MG.

Para a montagem dos experimentos, foram preparadas solu¢cdes dos 0leos
essenciais nas concentracbes de 0,05%, 0,25% e 0,5%. Para tal, os Oleos

essenciais foram solubilizados em DMSO a 2%.

Efeito de 6leos essenciais na eclosao de J2 de Meloidogyne javanica.

Para o teste de eclosdo, 1 ml de suspenséao contendo aproximadamente 300
ovos de M. javanica foi colocado em placa de Petri de 5,5 cm de diametro. Em cada
placa foram adicionados 4,0 ml da emulsdo de cada Oleo nas respectivas

concentracoes.

As placas foram seladas com filme plastico, postas em bandejas de polietileno
forradas com papel de filtro umedecido com agua e mantidas em BOD a 26°C
durante o periodo de 10 dias. A contagem dos J; eclodidos, realizada com o auxilio
de microscopio estereoscépico, iniciou-se 48 h apdés a montagem do ensaio e
prosseguiu pelos 10 dias subsequentes a incubacédo, com intervalos de 48 h entre as
avalia¢Oes, totalizando cinco contagens. Em cada avaliacao, registrou-se a média de

J, eclodidos em trés placas de cada tratamento.



A analise da eclosédo dos J, foi feita por meio da area abaixo da curva de
progresso da eclosédo (AACPE), calculada pela equagéo proposta por Campbell e

Madden (1990).

-1
< Yi+Yi+1
AACPE = Z (T) X(Ti+1+4+T)
i=1
O s valores percentuais de J, eclodidos foram aplicados na equacéo acima,

considerando: Yi = percentagem de eclosdo na i-esima avaliagéo; Ti = tempo em

dias na i- esima avaliacédo; n = numero de avaliacdes.

Foram montados dois experimentos, em diferentes €pocas, sendo no primeiro
avaliado o efeito dos Oleos essenciais na concentracdo de 0,05% e no segundo
avaliadas as concentracdes de 0,25% e 0,5% (todos em delineamento inteiramente

casualizado).
Efeito de 6leos essenciais na mortalidade de J, de Meloidogyne javanica.

Os juvenis foram obtidos a partir de uma suspenséo de ovos de M. javanica

extraidos de raizes de tomateiro e incubados em funil de Baermann a 26 °C.

Para o teste de mortalidade, 1 ml de suspensao contendo aproximadamente
300 juvenis de M. javanica foram colocados em placas de Petri de 5,5 cm de
diametro. Em cada placa foram adicionados 4,0 ml da solucdo de cada 6leo, nas
respectivas concentracdes. Em seguida, as placas foram seladas com filme plastico
e colocadas em incubadora BOD a 26 °C no escuro. Apés 24 h de incubacdo o
conteldo das placas foi enxaguado em agua corrente e recolhido em um béquer, em

seguida foi recolocado nas placas e posteriormente em incubadora BOD por mais 24



h. Decorrido este tempo, as placas foram analisadas com auxilio de microscopio

estereoscopico para avaliar a percentagem de J, mortos.

Foram montados dois experimentos, em diferentes épocas, sendo no primeiro
avaliado o efeito dos Oleos essenciais na concentracdo de 0,05% e no segundo
avaliadas as concentragcdes de 0,25% e 0,5% (todos em delineamento inteiramente

casualizado).
EXPERIMENTOS EM CASA DE VEGETACAO

ApoOs serem avaliados in vitro, os Oleos essenciais foram testados em
experimentos conduzidos em casas de vegetacao pertencentes ao Departamento de
Fitopatologia da Universidade Federal de Vigcosa. Nesta etapa foram averiguados 0s
efeitos dos tratamentos diretamente sobre o patdégeno via aplicacdo dos Oleos

essenciais no solo, e indiretamente, via pulverizacdo na parte aérea das plantas.
Preparo das mudas

Mudas de tomateiro (Solanum lycopersicum) da variedade ‘Santa Clara’ foram
utilizadas para a multiplicacdo e manutencdo do indculo de M. javanica e para a
montagem dos experimentos. As sementes de tomateiro foram semeadas em
bandejas de isopor multicélulas contendo substrato organo-mineral inerte

(Plantmax®). As mudas de tomateiro foram transplantadas 21 dias apds o semeio.
Preparo do solo

O substrato destinado ao crescimento das plantas de tomate foi constituido de
uma mistura de solo e areia, na propor¢ao 1:1, previamente tratada com brometo de

metila.



Multiplicagao e preparo do in6culo de Meloidogyne javanica

Estudos de padrbes de isoenzimas em eletroforese foram realizados para a
confirmacdo da auséncia de contaminacdo do ino6culo de M. javanica por outros
nematoides. Para a extracdo dos ovos foi empregado a técnica de Hussey e Barker
(1973), modificada por Boneti e Ferraz (1981), em que raizes do tomateiro foram
trituradas em solucdo de hipoclorito de sédio 0,5 %, por 30 segundos, em baixa
rotacdo. A contagem dos ovos e a calibragcdo da sua concentracdo foram feitas

utilizando a camara de contagem (Camara de Peters) e microscopio estereoscopico.

Pulverizag&o dos oleos essenciais em folhas de tomateiro

Para a montagem do experimento foram utilizados vasos de plastico com
capacidade de 1,0 |, onde foi colocada uma mistura de solo e areia na proporgcao
1:1, e transplantadas mudas de tomateiro com aproximadamente 20 dias de idade.
Em seguida, infestou-se o solo de cada vaso com uma suspenséao contendo 5000
ovos de M. javanica. Depois de uma semana, iniciou-se a pulverizacdo das
emulsdes dos 6leos essenciais na superficie das folhas das plantas de tomateiro,
com o auxilio de um borrifador manual de jardim. As emulsdes contendo os 6leos
essenciais foram aplicadas até o ponto de escorrimento. As aplicacdes foram feitas
semanalmente, durante um periodo de 60 dias. Em cada pulverizagdo, para
constatar o0 suposto efeito sistémico das substancias presentes nos 6leos
essenciais, os vasos foram envolvidos por sacos de plastico, conforme metodologia
utilizada por Bala & Sukul (1987). As plantas receberam adubacdo semanal de NPK
+ micronutrientes (Ouro Verde®), na concentracdo de 3g adubo/l de agua, sendo

aplicados 40 ml da mistura/vaso.
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No primeiro experimento foi avaliada a pulverizagdo dos 6leos essenciais a
0,05% e o delineamento estatistico utilizado foi o inteiramente casualizado, com seis
tratamentos (quatro 6leos essenciais + testemunha pulverizada com agua destilada
+ testemunha pulverizada com solucdo de DMSO 2%) e sete repeticbes. No
segundo experimento foi avaliada a pulverizacdo dos 6leos essenciais a 0,25% e
0,5% sendo utilizado o delineamento estatistico fatorial em esquema 2x6 (duas
doses x seis tratamentos) e sete repeticdes para cada dose. Os tratamentos foram
0s mesmos do primeiro experimento. A unidade experimental, nos dois
experimentos, foi representada por um vaso com uma planta.

Sessenta dias apos a inoculacéo, foi avaliado o nimero de ovos e de galhas
por sistema radicular, a massa fresca do sistema radicular e da parte aérea e a
altura da planta. Os dados obtidos foram submetidos a analise estatistica utilizando-
se o programa estatistico ‘Statistica’ (Statsoft, 2004) e as médias foram comparadas

pelo teste Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

Aplicacdo dos Gleos essenciais ao solo

Para a montagem desse experimento foram utilizados vasos de plastico com
capacidade de 1 I, onde foi colocada uma mistura de solo e areia na propor¢ao 1:1,
previamente tratada com brometo de metila, e em cada vaso foi transplantada uma
muda de tomateiro com aproximadamente 20 dias de idade. Em seguida, infestou-se
0 solo com uma suspensao com 5000 ovos de M. javanica. Depois de uma semana,
foram adicionados ao solo de cada vaso, por meio de pipeta automatica, 10 ml da
solucdo dos dleos essenciais dos respectivos tratamentos. As aplicacdes foram

feitas semanalmente, durante 60 dias. As plantas receberam adubacdo semanal de
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NPK + micronutrientes (Ouro Verde®), na concentracdo de 3g adubo/l de agua,
sendo aplicados 40 ml da mistura/vaso.

Neste experimento foi avaliada a adi¢cdo das emulsfes dos 6leos essenciais a
0,25% e 0,5%, sendo utilizado o delineamento estatistico fatorial em esquema 2x6
(duas doses x seis tratamentos) e sete repeticdes. Os tratamentos foram: quatro
Oleos essenciais + testemunha agua destilada + testemunha solucao de DMSO a
2%. A unidade experimental foi representada por um vaso com uma planta.

ApOs sessenta dias da inoculacdo, foram avaliados massa e altura da parte
aérea, massa do sistema radicular, nimero de ovos e numero de galhas.

Os dados obtidos foram submetidos a andlise estatistica utilizando-se o
programa estatistico ‘Statistica’ (Statsoft,2004), as médias foram comparadas pelo

teste Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

RESULTADOS E DISCUSSAO
EXPERIMENTOS IN VITRO

Efeito de 6leos essenciais na eclosdo de J2 de M. javanica

Todos os 6leos essenciais reduziram a taxa de eclosdo de juvenis de
segundo estadio de M. javanica, quando comparados com agua em pelo menos uma
concentracdo (Tabela 1). Nas concentracdes de 0,05% e 0,25%, os 6leos essenciais
de horteld-pimenta, orégano e tomilho tiveram maior efeito sobre a inibicdo da
eclosdo dos juvenis que o O6leo essencial de absinto. Quando se utilizou a

concentracdo de 0,5%, ndo houve diferenca entre os tratamentos.
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Tabela 1 — Taxa final de eclosé@o de juvenis de segundo estadio (J2) de Meloidogyne
javanica, incubados por 10 dias a 26 °C, em trés diferentes concentracdes de 6leos

essenciais de quatro plantas bioativas.

Taxa de Ecloséo *

Tratamentos 0,05% 0,25% 0,50%
Absinto 11,7b 176 a 9,0 ab
Hortela-pimenta 29c 2,1b 2,2b
Orégano 20c 24b 3,0b
Tomilho 25c 2,2b 3,7b
DMSO 31,4 ab 324 a 324 a
Agua 40,7 a 36,6 a 36,6 a

*Valores transformados para log (x+1). Médias seguidas pela mesma letra na coluna nao

diferem significativamente entre si, pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.

Os Oleos essenciais de hortela-pimenta, orégano e tomilho inibiram,
respectivamente, em meédia, 97,3%, 96,7% e 95,9% a taxa de eclosédo de J, in vitro
em relacdo a testemunha. Oka et al.(2000) também observaram o potencial do 6leo
essencial de orégano na inibicdo da eclosdo de juvenis de M. javanica. Eles
averiguaram também o potencial dos componentes carvacrol e timol, dos 6leos
essenciais de orégano e tomilho, na concentracdo de 125/l na reducéo da taxa de

mortalidade e inibicdo da ecloséo.

Na Figura 1 estdo representadas as curvas de progresso da eclosdo de
juvenis de M. javanica nas testemunhas agua e DMSO, comparado com o0s 6leos
essenciais de absinto, hortela-pimenta, orégano e tomilho, para as trés

concentragcfes analisadas, nos 10 dias de incubagédo dos ovos. O efeito toxico dos
13



Oleos essenciais testados ocorreu ja nos primeiros dias, enquanto que para as
testemunhas agua e DMSO observou-se uma taxa crescente de ecloséo até o ultimo

dia de incubacé&o dos ovos.

Nos Oleos essenciais de horteld-pimenta, orégano e tomilho, foram
observadas as menores taxas de eclosdo durante os 10 dias de incubacao para as
trés concentragfes. No entanto, o 6leo essencial de absinto nas concentracdes de
0,05% e 0,25% se tornou menos efetivo a partir do sexto dia de incubacéo,
permitindo maior eclosdo dos juvenis. Com o decorrer do tempo de incubacéo e a
temperatura a qual foram expostos (26 °C), os compostos nematicidas do o6leo
essencial de absinto podem ter sido volatilizados ou oxidados, visto que sao
sensiveis a altas temperaturas e a exposi¢cao ao ambiente. O absinto pode ter em
sua constituicdo compostos nematicidas em menor concentracéo, pois quando maior
dose foi utilizada, observou-se a inibicdo da eclosédo dos juvenis do nematoide, ndo
tendo ocorrido esta suposta perda de efetividade. Menores concentracdes do 6leo

essencial de absinto serviriam, portanto, para retardar o tempo de incubacdo dos

ovos de M. javanica.
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Tabela 2 - Area abaixo da curva de progresso da eclosio (AACPE) de juvenis de

segundo estadio (J2) de Meloidogyne javanica em Oleos essenciais em trés diferentes

concentracoes.

Tratamentos AACPE *

0, 050% 0, 25% 0, 50%
Absinto 65,49 b 85,3 ¢c 53,43 c
Hortela pimenta 5,99 ¢ 3,97d 14.61d
Orégano 6,32 C 3,31d 19,79d
Tomilho 9,04 c 4,25d 23,55d
Dmso 146,41a 151,01b 151,01b
Testemunha 175,47a 172,22a 172,22 a

*Valores da AACPE seguidos da mesma letra sdo iguais, respectivamente, pelo teste Tukey

a 5% de probabilidade
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Fig. 1 — Dinamica temporal da eclosédo de juvenis de segundo estadio de Meloidogyne

javanica®, incubados por 10 dias a 26 °C, em trés diferentes concentracdes de 6leos

essenciais.

45,0
40,0
35,0
30,0
25,0
20,0
15,0
10,0

5,0

0,0

0.05%
Porcentagem de Eclosdo

40,0
35,0
30,0
25,0
20,0
15,0
10,0

0,25%
Porcentagem de Eclosdo

5,0
0,0

40,0
35,0
30,0
25,0
20,0
15,0
10,0

0,5%
Porcentagem de Eclosdo

5,0
0,0

-

S x

//

S

6 8 10

2

Py

=
/7/ —

Dias

—4— Absinto
——Hortela-Pimenta
—e—Orégano
——tomilho

== DS O
—0—Testemunha

Valores da eclosdo sé&o dados originais da porcentagem média de J2 eclodidos de trés

repeticdes em cada avaliacdo (a cada dois dias).

16



Efeito de 6leos essenciais na mortalidade de J2 de M. javanica

Todos os 6leos essenciais testados causaram a mortalidade de juvenis de

segundo estadio de M. javanica (Tabela 3).

Tabela 3 — Taxa de mortalidade de juvenis de segundo estadio (J,) de Meloidogyne javanica

em trés diferentes concentragées de 6leos essenciais

Taxa de mortalidade *

Tratamentos 0,05% 0,25% 0,50%
Absinto 96,78 b 99,37 a 99,45 a
Horteld Pimenta 96,73 b 99,12 a 99,21 a
Orégano 99,83 ab 99,43 a 99,75 a
Tomilho 97,76 ab 99,47 a 99,57 a
DMSO 25,57 ¢ 60,49 b 60,49 b
Testemunha 12,46 d 28,89 c 28,89 c

Médias seguidas pela mesma letra na coluna néo diferem significativamente entre si, pelo

teste de Tukey, a 5% de probabilidade.

Comparados com a testemunha (dgua), os O6leos essenciais de losna,
hortela-pimenta, orégano e tomilho provocaram 75,12%, 74,94%, 76,26% e 75,52%,
respectivamente, de mortalidade média in vitro de juvenis de M. javanica. Estes
resultados se assemelham aos encontrados por Bosenbecker (2006) que, avaliando
o efeito do 6leo essencial de hortela sobre M. javanica, encontrou indices de

mortalidade de 76,15%. Oka et al. (2000) também observaram alta taxa de
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mortalidade dos J2 de M. javanica quando testaram os 6leos essenciais de orégano,

tomilho e hortela-pimenta.

Esta alta taxa de mortalidade observada para os 6leos essenciais analisados
deve-se aos compostos nematicidas encontrados nestas plantas, sendo que muitas
destas substancias ja foram identificadas. Ok-Kong et al. (2007) estudaram os
componentes do Oleo essencial de tomilho e observaram que geraniol, timol e
carvacrol sdo 0s compostos responsaveis pela atividade nematicida desta planta.
Carvacrol e o timol também sdo os principais componentes do 6leo essencial de
orégano. Em horteld-pimenta sédo encontrados os componentes citronelol, eugenol,
geraniol e linalol, todos com propriedades nematicidas. O género Artemisia € rico no
composto artemisia-cetona, que tem demonstrado potencial efeito nematicida (Oka
et al., 2000). Este composto, no entanto, ndo € um dos principais componentes de A.
absinthium (Silva, 2004), a espécie avaliada neste experimento. Este fato pode
explicar a menor taxa de mortalidade e de inibicdo da eclosdo dos juvenis de M.
javanica nas duas menores concentracbes do Oleo essencial de absinto. A
toxicidade da espécie Artemisia annua foi avaliada por Shakil et al. (2004) contra
juvenis de segundo estadio de M. incognita de Rotylenchulus reniformis e 100% de
mortalidade foi observada para ambos os nematoides nas concentracfes de 250 e

500 ppm.

EXPERIMENTOS EM CASA DE VEGETACAO

Avaliacdo da pulverizacdo dos 6leos essenciais em folhas de tomateiro.
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Na concentracdo de 0,05% observou-se que a massa de parte aérea, a
massa de raiz e numero de galhas ndo foram influenciados pelos tratamentos
(Tabela 4). No entanto a aplicacao do 6leo essencial de tomilho incrementou a altura

do tomateiro quando comparado com o tratamento agua.

A utilizacdo da concentracao 0,05% nao apresentou resultados satisfatorios,
portanto, optou-se por aumentar a dose utilizada nas pulverizacdes, testando-se as
concentragbes 0,25% e 0,5%. Mesmo assim ndo se observaram diferengas
estatisticas entre os tratamentos para quase todas as variaveis analisadas (Tabela
5). Como ocorrido no primeiro experimento, o niumero de ovos foi influenciado pelo
tratamento com o Oleo essencial de tomilho, que na concentragéo 0,25% aumentou
0 numero de ovos quando comparado com a testemunha agua. Aumento da
producédo de massas de ovos também foi observado em experimento conduzido por
Cetintas e Yarba (2010) quando trataram tomateiro com Oleo essencial de gergelim
adicionado ao solo. Isto pode ter sido consequUéncia da presenca de algum
composto favoravel ao nematoide. Shepherd e Clarke (1971) relataram que a parte

aérea das plantas.
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Tabela 4 — Efeito da pulverizacdo de 6leos essenciais na concentracdo de 0,05% sobre altura da planta, peso de parte aérea, peso de raiz,

namero de galhas, nimero de galhas/g de raiz, nimero de ovos e nimero de ovos/ g de raiz de Meloidogyne javanica por sistema radicular

Altura da Massa de Massa

Tratamentos Planta Parte Aérea de Raiz Numero Numero de Numero Namero de

de galhas galhas/g de raiz* de ovos ovos/g de Raiz*

(cm) )] (@

Absinto 71,29 ab 35,8 ns 11,29ns 1.312,14 ns 104,62 ab 35.390,8 ab 35.390,8 ab
Hortela-Pimenta 60,57 ab 32,76 6,85 599,43 75,17 b 58.285,7 c 11.198,9 bc
Orégano 59,86 ab 31,88 6,15 920, 714 166,83 a 78.857,1 bc 12.822,3 abc
Tomilho 75,14 a 36,23 12,21 1.441, 143 104,02 ab 597.333,3 a 52.475,2 a
Agua 58,29 b 30,6 8,29 798,27 102,65 ab 55.7143 ¢ 16.671,6 c
DMSO 73,14 ab 34,51 10,99 720,29 69,37 Db 525714 c 10.260,1 c

Média de sete repeticdes. " N&o significativo pelo teste F, a 5% de probabilidade.

! valores obtidos pela divisdo do nimero de galhas ou de ovos pelo peso da raiz.

Médias seguidas de mesma letra mindscula na mesma coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Tabela 5 — Efeito da adicdo de 6leos essenciais nas concentracdes de 0,25% e 0,5% sobre altura da planta, massa de parte aérea e

massa de raiz de plantas de tomate infectadas com Meloidogyne javanica.

Altura de parte aérea (cm) Massa de parte aérea (Q) Massa de raiz ()

Dose Dose Dose
Tratamentos 0,25%  0,50% Média 0,25% 0,50% Média  0,25%  0,50%  Média
Absinto 43,8 492 465" 28,7 31,2 300™ 7,6 81 79™
Tomilho 429 48 455 25,6 28,3 27 7,1 7,8 7,5
Horteld-Pimenta 47,7 46,6 47,2 28,8 28,7 28,8 8,1 7,5 7,8
Orégano 43,7 40,5 421 24,8 26,1 25,5 7,5 5,7 6,6
DMSO 44,3 44,3 44,3 27,7 21,7 27,7 7,6 7,6 7,6
Testemunha 49,4 49,4 49,4 28,3 28,3 28,3 8,4 8,4 8,4
Média 45,3 46,3 27,3 284N 77N 75N

Média de sete repeticdes. "™ Nao significativo pelo teste F, a 5% de probabilidade. *
! valores obtidos pela divisdo do nimero de galhas ou de ovos pelo peso da raiz.

Médias seguidas de mesma letra mindscula na mesma coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.



Tabela 6- Efeito da adicdo de 6leos essenciais nas concentracdes de 0,25% e 0,5% sobre numero de galhas e nimero de ovos de

Meloidogyne javanica por sistema radicular.

Ne de galhas Ne de ovos
Dose Dose

Tratamentos 0,25% 0,50% Média 0,25% 0,50% Média
Absinto 454,3 642,5 548,4 NS 27.939,1 bA 24.348,2 aA 26.143,6
Tomilho 524.,0 550,0 537,0 213.090,3 aA 33.632,0 aB 123.361,20
Horteld-Pimenta 501,4 561,8 531,6 42.565,5 bA 37.730,9 aA 40.148,2
Orégano 533,8 601,9 567,9 81.137,2 bA 38.211,4 aA 59.674,30
DMSO 580,4 580,4 580,4 40.673,7 bA 40.673,7 aA 40.673,7
Testemunha 669,6 669,6 669,6 46.619,4 bA 46.619,4 aA 46.619,4
Média 543,9NS 601 NS 75.337,50 36.869,30

Média de sete repeticdes. "™ Nao significativo pelo teste F, a 5% de probabilidade.

Médias seguidas de mesma letra minldscula na mesma coluna e pela mesma letra mailscula na linha n&o diferem entre si pelo teste de Tukey

a 5% de probabilidade.
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pode produzir substancias que estimulam a eclosdo de nematoides. Segundo Khan
(1990), em alguns casos, elementos minerais liberados apos a aplicacdo de
produtos vegetais ao solo podem favorecer o aumento na populacdo de nematoides.

O dleo essencial de orégano a 0,05% causou fitotoxidez as plantas de tomate.

Os Oleos essenciais vém sendo utilizados como alternativa no controle de
varias doencas de plantas, na protecdo pés-colheita, em graos armazenados, no
controle de pragas e até mesmo no controle de ervas daninhas (Bastos e
Albuquerque, 2004; Restello et al., 2009; Lima et al. 2009; Filho et al., 2009;). As
plantas utilizadas como matéria-prima para a producdo dos Oleos essenciais
avaliados nestes experimentos possuem em sua composicdo algum composto
nematicida. O controle de M. javanica através da aplicacdo dos Oleos essenciais via
pulverizacao foliar, no intuito de conferir resisténcia a planta ou até mesmo permitir
gue compostos nematicidas sejam translocados para o sistema radicular pode ter
enfrentado algumas barreiras. A cuticula da folha pode ter dificultado a absor¢éo e a
radiacdo solar pode ter atuado na volatilizacdo e degradacdo dos compostos dos

Oleos essenciais, visto que estes sdo muito sensiveis ao calor e a luz.

Bosenbecker et al. (2008) conseguiram reducédo no numero de galhas quando
pulverizaram 6leos essenciais de alfazema (Lavandula officinalis) e capim cidréo
(Cymbopogon citratus) em plantas de arroz infestadas com M. graminicola,
indicando que alguma alteracdo na planta pode ter induzido algum tipo de
resisténcia a este nematoide. Bosenbecker (2006), em estudos quanto a acdo de
Oleos essenciais em batata (Solanum tuberosum), verificou que o 6leo de funcho
(Foeniculum vulgare) aplicado na parte aérea das plantas proporcionou reducédo de

85 % na populacéo final de M. javanica.
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O eugenol, um dos principais constituintes do 6leo essencial de canela
(Cinnamomum zeylanicume), e também presente no 6leo essencial de hortela-
pimenta possui comprovada atividade sistemica. Em estudo realizado por Bala e
Sukul (1987), a aplicagao foliar da emulsdo de eugenol em quiabeiros infestados
com M. incognita, reduziu o nimero de galhas e de juvenis encontrados na rizosfera
e ainda promoveu maior crescimento das plantas. Este resultado ndo foi observado
neste experimento, o que pode ter ocorrido pela baixa concentracdo de eugenol
presente no Oleo essencial de hortela-pimenta, pela ineficiéncia do modo de

aplicacdo ou das condi¢cfes da aplicacdo, como ja discutido anteriormente.

A eficiéncia da aplicacdo dos Oleos essenciais pode ser melhorada pela
adicdo de adjuvantes a solucdo, o que podera aumentar a eficiéncia biolégica dos
ingredientes ativos, melhorando sua aderéncia sobre a superficie foliar e
aumentando a absorcao do ingrediente ativo. Existem varios adjuvantes disponiveis
no mercado, mas a aplicacdo deles também deve ser estudada, pois a adicdo de
componentes quimicos aos Oleos essenciais pode causar interacdes entre 0s

produtos aplicados e afetar negativamente o resultado da aplicacao.

Avaliacao da aplicacdo dos 6leos essenciais ao solo.

Quando os Oleos essenciais foram adicionados ao solo ndo se notou

diferenca entre as variaveis analisadas em nenhum dos tratamentos (Tabela 6).
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Tabela 7 — Efeito da adicdo de 6leos essenciais nas concentracdes de 0,25% e 0,5% sobre altura da planta, massa de parte aérea e

massa de raiz de plantas de tomate, aos 60 dias ap0ds o transplantio das mudas, infectadas com Meloidogyne javanica.

Altura de Parte Aérea (cm)

Massa de Parte Aérea ()

Massa de Raiz (g)

Dose Dose Dose

Tratamentos 0,25% 0,50% Média 0,25% 0,50% Média 0,25% 0,50% Média
Absinto 41,3 ns 48,0 ns 44,7 ns 18,3 ns 18,8ns 18,6 ns 4,6ns 6,2 ns 5,4 ns
Tomilho 43,0 43,0 43,0 20,2 17,8 19,0 4,9 53 51
Hortela-Pimenta 48,0 39,4 43,7 21,9 18,2 20,1 57 6,1 59
Orégano 47,6 49,3 48,5 20,7 20,8 20,8 51 57 54
DMSO 50,2 50,2 50,2 21,8 21,8 21,8 53 53 53
Testemunha 47,7 47,7 47,7 21,6 21,6 21,6 6,8 6,8 6,8
Média 46,3 ™° 46,3 20,8 19,8 5,4 5,9

Média de sete repeticdes. " N&o significativo pelo teste F, a 5% de probabilidade. *
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Tabela 8- Efeito da adicdo de 6leos essenciais nas concentracdes de 0,25% e 0,5% sobre numero de galhas, nimero de ovos,
namero de galhas/g de raiz e numero de ovos/g de raiz de Meloidogyne javanica por sistema radicular, aos 60 dias ap6s o

transplantio das mudas.

Ne de galhas Ne de ovos Ne de galhas/g de raiz' Ne de ovos/g de raiz"
Dose Dose Dose Dose
Média Média Média Média

Tratamento 0,25% 0,50% 0,25% 0,50% 0,25% 0,50% 0,25% 0,50%
Absinto 695,0 ns 614,3 ns 654,7 ns 57.069,30 ns 69.891,50 ns 63.480,40 ns 102,4 ns 72,1 ns 87,3 ns 7.342,90 ns 8.134,70 ns 7.738,80 ns
Tomilho 689,4 793,5 7415 66.888,60 60.958,00 63.923,30 89,0 105,0 97,0 9.912,3 7.959,60 8.935,90
Hortel&-Pimenta 751,4 728,8 740,1 68.164,90 65.950,30 67.057,70 92,8 90,6 91,7 8.437,10 8.328,70 8.392,90
Orégano 798,4 498,0 648,2 58.705,90 79.876,00 69.290,90 104,3 87,1 95,7 7.800,00 13.969,30 10.884,70
DMSO 731,3 731,3 731,3 55.327,60 55.327,60 55.327,60 95,2 95,2 95,2 7.427,90 7.427,90 7.427,90
Testemunha 930,3 930,3 930,3 69.140,80 69.140,80 69.140,80 110,9 110,9 110,9 8.458,40 8.458,40 8.458,40
Média 765,9 716,0 62.549,5 66.857,40 99,1 93,5 8, 229,8 9.046,40

Média de sete repeticdes. " N&o significativo pelo teste F, a 5% de probabilidade. *

! Valores obtidos pela divisdo do niimero de galhas ou de ovos pelo peso da raiz.
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Estes resultados diferiram dos apresentados por Oka et al. (2000) que observaram
reducdo do numero de galhas em raizes de plantas de tomateiro infestadas com M.
javanica testando Oleos essenciais na concentracao de 0,01%, ou seja, menor do
gue a testada neste experimento. Porém, esses pesquisadores utilizaram areia
como substrato, ao contrario do solo utilizado neste trabalho, com teor médio de
argila. Solos com maiores teores de argila apresentam maior capacidade
tamponante. A atividade microbiana também €é maior nos solos argilosos que
arenosos, podendo ter sido estes os motivos da diferenca entre os resultados nos

experimentos.

Cetintas e Yarba (2010) testando alguns 6leos essenciais visando ao controle
de M. incognita raca 2 em tomateiro verificaram que o 6leo essencial de tomilho, nas
doses de 50 pl/planta e 100 pl/planta, reduziu em 97% o numero de galhas e de
massas de ovos produzidos em comparacdo com a testemunha. Estudos feitos por
Elbadri et al.(2008) revelaram que o Oleo essencial de tomilho a 500 ppm foi um dos
mais efetivos entre os varios Oleos testados no controle de Bursaphelenchus

xylophilus.

O controle de patdégenos de solo é complicado, devido a toda a complexidade
oferecida pela microbiota e estrutura do solo que podem interferir na acdo dos
compostos sobre 0 nematoide. Estes compostos podem ter sido degradados pelos
microrganismos presentes nos solo, podem ter sido adsorvidos as particulas de
argila, podem ter sido volatilizados ou até mesmo lixiviados durante as irrigacées,
geralmente realizadas duas vezes ao dia. Por exemplo, € sabido que o eugenol, um

dos constituintes do 6leo essencial de horteld-pimenta pode ser transformado em
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acidos organicos comuns pela acdo dos microrganismos do solo (Rabenhorst,

1996).

Todos estes fatores podem ter interferido na agdo dos 6leos essenciais, pois
se sabem do sucesso destas plantas no controle de fitonematoides, comprovados

em outros estudos.
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CONCLUSOES

Os Oleos essenciais testados no presente estudo apresentaram potencial
nematicida na inibicdo da eclosdo e na mortalidade de juvenis de segundo estadio de

M. javanica, quando realizados os testes in vitro.

Os resultados dos experimentos realizados em casa de vegetagcdo nao foram
satisfatorios. Os 6leos essenciais, quando aplicados via pulverizagao foliar ou quando
adicionados ao solo, ndo se mostraram eficientes em reduzir o numero de galhas e

ovos de M. javanica
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