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BAIDA, Fernando Cesar. Controle de Meloidogyne spp. com extratos vegetais e efeito do
parasitismo na quantidade e qualidade dos 6leos essenciais de Cymbopogon winterianus e
Ocimum spp. 2013. 70 f. Tese de Doutorado em Agronomia — Universidade Estadual de
Londrina, Londrina, 2013.

RESUMO

Como forma de controle alternativo tem-se estudado os extratos vegetais com efeito
nematicida. Ja foram identificadas, em relagdo ao Meloidogyne, mais de uma classe de
compostos de plantas (isoflavondide e amida) com atividade nematicida. Foram realizados
experimentos cujos dados estdo apresentados em dois artigos, sendo o primeiro com o
objetivo de testar o efeito dos extratos aquosos de folhas de seis espécies vegetais sobre o
controle de Meloidogyne incognita, M. javanica e M. paranaensis, em plantas de Solanum
lycopersicum cv. ‘Santa Cruz’. O segundo com o objetivo de avaliar efeito do parasitismo de
Meloidogyne spp. na quantidade e qualidade dos 6leos essenciais de Cymbopogon winterianus
e Ocimum spp. No primeiro experimento, todos os extratos aquosos utilizados, aplicados ao
solo, reduziram a populagdo de M. incognita, M. javanica e M. paranaensis nas raizes de S.
lycopersicum. Quanto aos resultados do segundo experimento, a espécie C. winterianus foi
suscetivel ao M. incognita e resistente para M. javanica e M. paranaensis, ja O. basilicum e
O. pupuraceus foram suscetiveis as trés espécies nematoides. As espécies C. winterianus ¢ O.
basilicum nao sofrem alteragdes na quantidade de o6leo essencial produzida em fungdo do
ataque dos nematoides. J&4 O. pupuraceus produziu maior quantidade (59%) de 6leo quando
inoculada com M. javanica. C. winterianus, O. basilicum e O. pupuraceus sofrem alteragdes
na nos constituintes quimicos dos o6leos essenciais quando atacadas por alguma destas
espécies de Meloidogyne spp.

Palavras-chave: Plantas medicinais. Controle alternativo. Nematoides. Patogenos de solo.
Resisténcia. Suscetibilidade.



BAIDA, Fernando Cesar. Plant extract in control of Meloidogyne spp. and effect of
parasitism on the quantity and quality of essential oils of Cymbopogon winterianus and
Ocimum spp. 2013. 70 p. Doctoral Thesis in Agronomy — University State of Londrina,
Londrina, 2013.

ABSTRACT

As a form of alternative control has studied the plant extracts with nematicide effect. Have
been identified, in relation to Meloidogyne, more of a class of compounds of plants
(isoflavonoide and amide) with nematicidal activity. Experiments were performed whose data
are presented in two papers, the first being with the objective of testing the effect of aqueous
extracts of leaves of six plant species on the control of Meloidogyne incognita, M. javanica
and M. paranaensis, on Solanum lycopersicum cv. 'Santa Cruz'. The second with objective to
evaluate effect of parasitism of Meloidogyne spp. in quantity and quality of essential oils of
Cymbopogon winterianus and Ocimum spp. In the first test, all aqueous extracts used, applied
to the soil, reduced the population of M. incognita, M. javanica and M. paranaensis in S.
lycopersicum roots. As regards the results of the second test, the species C. winterianus was
susceptible to M. incognita and resistant to M. javanica and M. paranaensis, already O.
basilicum and O. pupuraceus were susceptible to the three species nematodes. The species C.
winterianus and O. basilicum had no changes in the amount of essential oil produced in
function of the attack of the nematodes. Already O. pupuraceus produced a larger amount
(59%) of oil when inoculated with M. javanica. C. winterianus, O. basilicum and O.
pupuraceus had changes in chemical constituents of essential oils when attacked by any of
these species of Meloidogyne spp.

Key-words: Medicinal plants. Control disease. Nematodo. Soil pathogens. Resistance.
Susceptibility.
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1 INTRODUCAO

Uma planta é considerada medicinal quando em sua composi¢do sao
encontradas substincias que provocam no organismo humano reacdes que podem variar da
cura ao abrandamento de doencas (Fuck, 2006).

Segundo Correa Junior et al. (1991), as plantas medicinais podem ser
atacadas por diversas pragas e patogenos, o que compromete qualitativa e quantitativamente
as propriedades curativas e a producdo. Karl, Souza e Mattos (1997) enfatizaram que o cultivo
de plantas medicinais em bases comerciais defronta-se com relativa escassez de dados em
fitossanidade, especialmente em nematologia.

Os nematoides estdo amplamente distribuidos no solo e suas comunidades
sdo compostas por varias espécies. Na agricultura sdo importantes pelos niveis de danos que
provocam (FERRAZ; SANTOS, 1995).

Dentre as espécies mais importantes estdo as pertencentes ao género
Meloidogyne (Goeldi), que além de danos diretos com presenga de galhas e redugdo no
numero de raizes, predispdem a enfermidades fingicas e bacterianas, causando perdas no
rendimento das culturas e até a morte da planta (TAYLOR; SASSER, 1983).

Extratos naturais sdo um dos métodos mais promissores de controle de
patogenos do solo, como ¢ o caso dos nematoides, podendo representar a substituicdo parcial
dos produtos quimicos e tornar-se uma medida alternativa para pequenas areas (SCRAMIN et
al., 1987). Essas plantas também podem ser utilizadas pela incorpora¢ao de suas partes
vegetais, ou sob forma de extratos aplicados ao solo (AKHTAR; ALAM, 1989).

Lopes et al. (2011) com seu estudo observaram que a adicdo de folhas
trituradas de Ricinus communis L. (mamona), Azadirachta indica A. Juss. (nim), Eucaliptus
citriodora Hook (eucalipto) e Cymbopogon citratus Stapf (capim—limao) ao solo reduziu o
numero de ovos de nematoide, logo esses materiais vegetais podem ser uma alternativa de
controle de M. javanica em Solanum lycopersicum L. (tomateiro). Baldin et al. (2012)
recomendaram o uso da manipueira e o extrato de sementes de Ricinus communis para o
manejo integrado de M. incognita no cultivo organico.

Baida et al. (2011), testando a suscetibilidade de plantas medicinais a
nematoides, concluiram que a Matricaria recutita (camomila) foi suscetivel a M. incognita,
sendo seu cultivo limitado a areas infestadas com este patogeno.

Monaco et al. (2011) indicaram nove materiais que podem ser cultivados em

areas infestadas por M. paranaensis, por serem resistentes, porém trés materiais foram
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suscetiveis podendo ter seu desenvolvimento prejudicado pelo nematoide, além de aumentar a
populagdo no solo.

Compostos produzidos pela planta, durante o processo da doenga, tém
mostrado um papel crucial na resisténcia ao organismo invasor (NANDAKUMAR et al.,
2001). Uma das fungdes dos metabolitos secundarios de plantas ¢ defendé-las contra o ataque
de insetos e patdgenos, exercendo efeito toxico a estes organismos (SILVA; CASALI, 2000).
Algumas plantas sdo mais estudadas como matérias primas para o preparo de extratos ou para
a extragdo de 6leos essenciais com propriedades nematicidas como ¢ o caso de Mucuna
prurienses L. (mucuna); Tagetes spp. L. (cravo-de-defunto); Crotalaria spp. L. (Crotalaria);
Azadirachta indica ; algumas gramineas; Ricinus communis; brassicas e plantas medicinais ¢
aromaticas (FERRAZ et al., 2010).

Compostos como L-Dopa (3,4-diidroxifenilalanina), substincia com
pronunciado efeito nematicida, foram isolados de sementes de Mucuna spp. Foram isolados
da parte aérea de plantas de mucuna-preta, tiacontil-tetracosanato e 1-triacontanol, que
apresentaram atividade nematicida em M. incognita raca 3 (NOGUEIRA et al., 1996).

O objetivo foi avaliar o efeito dos extratos aquosos de Pennisetum
purpureum, Cymbopogon winterianus, Ocimum basilicum, O. basilicum (manjericdo cv.
‘Toscano’), O. pupuraceus ¢ Brassica juncea sobre Meloidogyne incognita, M. javanica ¢ M.
paranaensis parasitando plantas de S. lycopersicum cv. ‘Santa Cruz’ e avaliar o efeito do
parasitismo de Meloidogyne spp. na quantidade e qualidade dos Oleos essenciais de

Cymbopogon winterianus e Ocimum spp..
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 PLANTAS MEDICINAIS

Plantas com propriedades medicinais sdo utilizadas desde a Antiguidade para
tratamentos de doengas humanas, € ocupam espacgo cada vez maior na medicina terapéutica com
a mesma eficiéncia de drogas sintéticas (CORREA JUNIOR et al., 1991).

O uso de plantas medicinais, condimentares e aromaticas pela populagdo
mundial tem sido muito significativo nos ultimos tempos. Dados da organizagdo Mundial de
Saude (OMS) mostram que cerca de 80% da populacdo mundial fizeram uso de algum tipo de
erva na busca de alivio de alguma sintomatologia, desse total, 30% foram por indica¢do médica.
A utilizagdo de plantas medicinais, pratica tradicional que ainda existe entre os povos de todo o
mundo, tem inclusive incentivo da prépria OMS (SILVA; CASALI, 2000).

Essas plantas sdo tema do interesse de quimicos, médicos, farmacéuticos,
bidlogos, botanicos, agronomos, pois sdo os profissionais responsaveis pela garantia, desde a
producdo da matéria prima até o seu uso correto, trabalhando conjuntamente para que
medicamentos produzidos a partir de plantas possam ser usados com eficiéncia e sem riscos
(SILVA; CASALI, 2000).

Na Europa, cerca de 400.000 t de material de plantas medicinais sdo
importadas da Asia e da Africa anualmente. O valor médio de mercado deste material vegetal ¢
estimado em US$ 1 bilhdo. Uma boa parte das matérias-primas utilizadas na inddstria
farmac€utica vém de plantas medicinais produzidas em escala global (KOSHY, EAPEN,
PANDEY, 2005).

O Brasil figura como uma das regides neotropicais de maior tradi¢cdo no uso e
domesticacao de plantas silvestres por parte da populagdo, porém a maior parte dessa flora ainda
¢ quimicamente desconhecida (AMOROZO, 1996).

Plantas medicinais acumulam compostos que, apos sua extracdo, podem ser
utilizados como aditivos quimicos em alimentos, ou matéria-prima para aplicagdo cientifica,
tecnoldgica e comercial. S3o sintetizados, principalmente nas folhas, em células especializadas, e
em diferentes estadios de desenvolvimento da planta o que pode dificultar a extracdo, purificagao
e dose dos compostos (BALANDRIN et al., 1985).

O metabolismo primario das plantas gera os compostos essenciais
constituintes e de sobrevivéncia, como agucares, aminodcidos, acidos graxos, nucleotideos e

polimeros derivados (polissacarideos, proteinas, lipidios, RNA, DNA). As espécies vegetais



15

utilizam, também, outras rotas metabdlicas, conhecidas como metabolismo secunddrio, para
produzir compostos, cujas funcdes ainda ndo estdo completamente elucidadas (SILVA;
CASALLI, 2000).

Estes compostos produzidos pelo metabolismo secundario das plantas sdo
denominados de principios ativos e sdo os responsaveis pelo efeito terapéutico que a planta
medicinal possui, eles também possuem fungdes ecologicas importantes para a sobrevivéncia da
espécie vegetais, como por exemplo, a defesa contra inimigos naturais (ROBBERS et al., 1997).

As fungdes dos metabolitos secundarios associam-se a defesa da planta contra
agentes externos, como ataque de insetos e patdogenos, exercendo efeito toxico a estes
organismos, podendo também atuar na atracao de insetos polinizadores. Além disso, ja sdao
conhecidos diversos efeitos alelopaticos de estimulo ou inibi¢do da germinacdo de sementes e de
regulacdo da decomposi¢ao da matéria organica (SILVA; CASALI, 2000).

A ¢época de colheita correta de plantas medicinais, condimentares e
aromaticas ¢ essencial para se obter maior teor de Oleo essencial e melhor qualidade
(CARVALHO FILHO et al., 2006). Esta colheita tem certas particularidades que a torna
diferente das outras culturas, uma vez que concilia a méxima produ¢do de biomassa com o
maior teor de principio ativo (BEZERRA et al., 2008).

Na fitoterapia, os Oleos volateis destacam-se pelas suas propriedades
antibacterianas, analgésicas, sedativas, expectorantes, estimulantes e estomaticas. Os Oleos
essenciais sdo liquidos volateis dotados de aroma forte e marcante, proveniente do metabolismo
secundario, existentes em quase duas mil espécies de plantas distribuidas em 60 familias. Estes
Oleos sdo normalmente elaborados nas folhas, sendo armazenados em espacos extracelulares,
entre a cuticula e a parede celular, constituidos basicamente pelos terpenos, sintetizados pela rota
do acido mevalonico (SILVA; CASALI 2000).

Karl, Souza e Mattos (1997) enfatizaram que o cultivo comercial de plantas
medicinais tem problemas com a escassez de dados fitossanitarios, especialmente em

fitonematologia.

2.2 COMPOSICAO DO OLEO ESSENCIAL DE CYMBOPOGON SPP

O género Cymbopogon pertence a familia Poaceae, subfamilia Panicoideae.
Este género ¢ constituido de oitenta e cinco espécies (CASTRO et al., 2007).
Akhila (1986) estudou a composi¢do quimica do 6leo de C. winterianus

Jowitt (capim-citrolena) obtido por arraste a vapor, identificando como constituintes do 6leo o
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citronelal (32,7%), citronelol (12,5%), geraniol (23,9%), limoneno (1,3%), linalol (1,5%),
acetato de linalil (2,0%), acetato de geranil (3,2%), nerol (7,7%), elemol (6,0%), metil
isoeugenol (2,3%), farnesol (0,6%).

Segundo Galvao (2004), os principais componentes identificados no 6leo de
C. winterianus foram beta-pineno, citronelal, citronelol, geraniol, geranil acetato, germacrene
D, germacrene A, elemol e borneol. Martins (2006) identificou no 6leo essencial de C.
winterianus como constituintes majoritarios o citronelal, o geraniol ¢ o citronelol.

Quarenta e dois compostos volateis de 6leo essencial de folhas de C.
winterianus foram identificados em diferentes épocas do ano. Observou-se o menor
rendimento de 6leo volatil durante o inverno, a colheita feita pela manha proporcionou maior
rendimento. Os compostos majoritarios foram citronelal (25,7%), citronelol (12,5%) e
geraniol (34,3%) (BLANK et al., 2007).

O odleo essencial extraido de C. nardus L. (citronela) possui alto teor de
geraniol e citronelal. O citronelal ¢ utilizado como material basico para a sintese de
importantes compostos quimicos denominados iononas e para a sintese de vitamina A. Este
6leo apresenta atividade repelente a insetos e acdo fungicida e bactericida. Ele ¢ também
utilizado na fabricagdo de perfumes e cosméticos (TRONGTOKIT et al., 2005; REIS et al.,
2006).

Koffi et al. (2009), identificaram a preseca de citronelal, geraniol e
citronelol como constituintes majoritarios de C. nardus. Mahalwal e Ali (2003), detectaram a
presenga de citronelal, geraniol, gama-terpineol e hidrato de cis-sabineno. Castro et al. (2010)
encontraram como compostos majoritarios citronelol, geraniol e elemol. Singh et al., (2011)
identificaram alfa-t-bergamoteno, valenceno e tau-cadineno. Essa diferenca na composi¢ao
quimica constatada por diferentes autores pode estar relacionada a fatores ambientais,
genéticos e fenologicos.

Castro et al. (2010) identificaram 23 compostos quimicos no 6leo essencial
de C. nardus, divididos em mono e sesquiterpenos. Eles sdo limoneno, linalol, isopulegol,
citronelal, citronelol, neral, geraniol, acetato de citronelol, acetato de geraniol, beta-elemeno,
germacreno D, alfa-muroleno, germacreno A, gama-cadineno, delta-cadineno, elemol,
germacreno D-4-OL, 6xido de cariofileno, tau-cadinol, beta-eudesmol, alfa-eudesmol, alfa-
cadinol, farnesol. Foram identificados trés compostos majoritarios citronelol (monoterpeno), o
geraniol (monoterpeno) e elemol (sesquiterpeno).

Oliveira et al. (2010), encontraram como componentes majoritarios,

citronelal (34,60%), geraniol (23,17%) e citronelol (12,09%) no 6leo essencial de C. nardus.
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Andrade et al. (2012) identificaram 17 constituintes do 6leo essencial de C.
nardus, limoneno, linalol, isopulegol, citronelal, citronelol, geraniol, geranial, acetato de
citronelila, eugenol, acetato de geranila, beta-elemeno, germancreno D, tau-cadineno, elemol,
germancreno D-4-OL, epi-alfa-muurolol, 7-epi-alfa-eudesmol, sendo os componentes
majoritarios os monoterpenos aciclicos, citronelal (47,12%), geraniol (18,56%), e citronelol
(11,07%).

Veloso et al. (2012) avaliaram a influéncia da adubacdo orgéanica sobre o
teor ¢ a composicdo do 6leo essencial de C. nardus, e identificaram 22 compostos quimicos
separados em hidrocarbonetos monoterpénicos (beta-mirceno e limoneno), monoterpenos
oxigenados (bergamal, linalol, cis-6xido de rosa, isopulegol, citronelal, beta-citronelol,
geraniol, formato de citronelila, formato de geranila, acetato de citronelila e acetato de
geranilacomo), hidrocarbonetos sesquiterpénicos (beta-elemeno e tau-cadineno) e os
sesquiterpenos oxigenados (elemol, germacreno-D-4-OL, gamma-eudesmol, epi-alfa-murolol,
beta-eudesmol, alfa-eudesmol e alfa-cadinol). Os constituintes majoritarios foram citronelal,
geraniol e citronelol.

O dleo essencial de C. citratus (capim-limao) é caracterizado por apresentar
citral como componente majoritario na forma de seus dois isdmeros: geranial e neral. O citral
¢ utilizado como matéria prima de importantes compostos quimicos, denominados iononas,
utilizados na perfumaria e na sintese de vitamina A (MARTINS et al., 2004).

Furlan et al. (2010) avaliaram o conteido entre populagdes de C. citratus,
que apresentaram como constituintes majoritarios neral, geranial e geraniol, os autores
detectaram que o teor desses monoterpenos pode variar devido a ocorréncias de fatores

fitogeograficos e/ou microclimaticos.

2.3 COMPOSICAO DO OLEO ESSENCIAL DE OCIMUM SPP

Os oleos essenciais de plantas do género Ocimum, familia Lamiaceae,
apresentaram diferencas no percentual e no tipo de compostos quimicos. No 6leo de O.
gratissimum L. (alfavacdo) foram identificados eugenol (40-66%) e timol (31%), no dleo de
O. campechianum Mill. (alfavaca) 1,8-cineol (62%) e beta-cariofileno (78,7%), o 6leo de O.
selloi Benth (alfavaquinha) contém metil chavicol (40%) ¢ o de O. basilicum L. (manjericao)
1,8-cineol (22%), linalol (49,7%), metil chavicol (47%) e cinamato de metila (65,5%)
(VIEIRA; SIMON, 2000).
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Fernandes et al. (2004), estudaram a composi¢cdo quimica do 6leo essencial
de folhas de O. basilicum (manjericdo de folha estreita e folha larga), cultivado em ambiente
protegido e identificaram alfa-pineno, sabineno, beta-pineno, mirceno, limoneno, 1,8-cineol,
cis-ocimeno, trans-4-tujano, linalol, terpin-4-ol, alfa-terpinol, acetato de bornila, eugenol,
alfa-copaeno, acetato de geranila, beta-bourboneno, beta-cubeneno, beta-elemeno, metil
eugenol, alfa-cis-bergamoteno, alfa-guaieno, beta-cis-farneseno, alfa-humuleno, beta-trans-
farneseno, cis-murola-4(14),5 dieno, germacreno-D, beta-selineno, biciclogermacreno, beta-
trans-guaieno, alfa-bulneseno, beta-bisaboleno, gama-cadineno, beta-sesquifelandreno,
espatulenol, 1-10-di-epi-cubenol.

Linalol ¢ o constituinte majoritario do 6leo de O. basilicum utilizado como
composto de partida para varias sinteses importantes como acetato de linalila, testado como
acaricida, bactericida e fungicida. Uma caracteristica singular do linalol é a presenca do
carbono assimétrico na sua estrutura (RADUNZ, 2004).

Estudos relatam que o teor de 6leo essencial em O. basilicum encontra-se na
faixa de 1,5 e 3% (p/p), dependendo da regido geografica. Normalmente existem variagdes
consideraveis entre os constituintes majoritarios, pelo fato de serem produzidos por duas rotas
bioquimicas diferentes. Na rota do acido chiquimico, os maiores constituintes sdo metil
chavicol, eugenol e cinamato de metila, ¢ na rota do 4acido mevalonico os componentes
majoritarios sdo linalol e geraniol (MAZUTTI et al., 2005).

Carvalho Filho et al. (2006), estudaram a composicdo quimica do Oleo
essencial de folhas de O. basilicum e identificaram os seguintes compostos: mirceno, 1,8-
cineol, beta-(Z)-ocimene, linalol, terpin-4-ol, alfa-terpineol, geraniol, eugenol, alfa-trans-
bergamotene, germacrene-D, gama-cadinene e alfa-cadinol. Ja Luz et al. (2009) identificaram
como principais constituintes quimicos do 6leo essencial de manjericdao (O. basilicum) os

compostos 1,8-cineol, linalol, geraniol, calareno e germacreno-D.

24 NEMATOIDES DO GENERO MELOIDOGYNE SPP

Os fitonematoides constituem uma fragdo do Filo Nemata, tido como o grupo
de invertebrados mais abundantes e diversificados do planeta (CARES; HUANG, 2000). Dentre
os diferentes fitonematoides, aqueles pertencentes ao género Meloidogyne Goeldi, da familia
Heteroderidae, denominados formadores de galhas, destacam-se como os mais importantes

devido a sua ampla distribuicdo geografica, polifagia e também pelas diferencas biologicas
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ligadas ao parasitismo que pronovem o aparecimento de ragas fisiologicas entre populagdes da
mesma espécie (CARNEIRO, 1992; FERRAZ, 1985).

Os nematoides das galhas sdo endoparasitas obrigatdrios de plantas e apresenta
ampla distribuicdo geografica, atancando a maioria das espécies de interesse econdmico, e ainda
apresentam interacdo com outros organismos patogénicos, o que os classificam como um dos
principais responsaveis por perdas de at¢ 90% da produtividade agricola nos ecossistemas
tropicais e subtropicais (ECHEVERRIGARAY et al., 2010).

No Brasil, varias espécies de Meloidogyne tém sido encontradas associadas a
varias culturas, dentre elas M. incognita Chitwood (KOFOID), M. hapla Chitwood, M. arenaria
Chitwood (NEAL), M. coffeicola Lordello e Zamith, M. javanica Chitwood (TREUB), M.
mayaguensis Rammah e Hirschimann e M. paranaensis (CARNEIRO et al. 1992).

A agdo destes nematoides nas diferentes espécies cultivadas leva a perdas
significativas da produtividade agricola ¢ a redugdo do valor comercial do produto vegetal

devido ao aspecto desagradavel que confere as partes parasitadas (MOURA, 1996).

2.5 HOSPEDABILIDADE DE MELOIDOGYNE EM PLANTAS MEDICINAIS

A hospedabilidade de nematoides fitoparasitas em plantas medicinais tem sido
demonstrada em alguns trabalhos. Zem, (1977) avaliou a hospedabilidade de treze plantas ao
nematoide das galhas e constatou que Portulacca oleracea L. (beldroega) ¢ boa hospedeira dos
nematoides Meloidogyne incognita e M. javanica e, que Alternanthera brasiliana L. (perpétua-
do-brasil) e Momordica charantia L. (meldo-de-sdo-cactano) sdo boas hospedeiras de M.
javanica.

Levantamento realizado nos estados do Parand e Rio Grande do Sul por
Antonio e Lehman (1978) mostraram que Acanthospermum australe Loefl. (carrapichinho),
Agerantum conyzoides L. (mentrasto), Alternanthera ficoidea L. (apaga-fogo), Amaranthus spp.
(caruru), Asclepias curassavica L. (oficial-da-sala), Leonorus sibiricus L. (rubim), Emilia
sonchifolia L. (falsa-serralha) e Talinum patens Willd. (maria gorda) foram suscetiveis a M.
javanica. Como suscetiveis a M. incognita, foram observados A. conyzoides, A. ficoidea, E.
sonchifolia, Solanum americanum Mill. (maria-pretinha) e Sida spp. (guanxuma). Para M.
arenaria foram suscetiveis Ipomoea spp. (corda-de-viola), Polygonum punctatum Elliott (erva-
de-bicho) e Sida spp.

Ferraz et al. (1978) fizeram o primeiro relato dos principais géneros e espécies

de fitonematoides na regido de Jaboticabal (SP), onde os autores identificaram treze espécies de
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nematoides de importancia agricola, pertencentes a nove géneros, em vinte ¢ sete espécies de
plantas de ocorréncia generalizada nas principais culturas locais. Observaram que P. oleracea,
Cassia patellaria D.C. (falsa-mimosa) e A. australe hospedaram M. arenaria, enquanto A.
ficoidea hospedou M. incognita. Ja em Indigofera hirsuta L. (anileira) foi constatada fémeas
uma espécie ndo identificada Meloidogyne.

Ferraz et al. (1982), em trabalho na regido de Jaboticabal (SP), identificaram
11 espécies de nematoides, pertencentes a sete diferentes géneros, em 19 espécies de plantas
daninhas, algumas com propriedades medicinais. Dentre elas I. hirsuta, A. ficoidea, P. oleracea,
Amaranthus hybridus L. (caruru), Ipomoea sp, A. conyzoide, Bidens pilosa L. (picdo-preto)
hospedaram o nematoide M. incognita.

Costa Manso et al. (1985) avaliaram a suscetibilidade de 23 plantas
medicinais ao parasitismo de M. javanica sob condigdes de casa de vegetagdo, utilizando a escala
de Indice de Infestagio Taylor e Sasser (1978). As plantas de Matricaria chamomilla L.
(camomila), Plantago major L. (tanchagem) e P. oleracea apresentaram-se¢ altamente
suscetiveis, enquanto Allium spp. (alho), A. ascalonicum L. (cebolinha branca), C. citratus,
Phytolacca dodecandra L'Herit (fitolaca), Jatropha sp. L. (pinhdo-manso), Eleutherine plicata
Urb. (marupazinho) e Spilanthes acmella Murr. (jambuagu) foram imunes a infestagao.

A incidéncia de nematoides de galhas, também, foi constatada em plantas
medicinais e arométicas por Haseeb e Pandey (1987) na India, que identificaram 22 novos
hospedeiros de M. incognita e 21 de M. javanica.

Lordello et al. (1988) estudaram a multiplicagdo de M. javanica em dez
espécies de plantas de larga ocorréncia e observaram que Sonchus oleraceus L. (serralha)
comportou-se como ndo hospedeira ao nematoide.

Reagdes de dez espécies de plantas, dentre estas quatro medicinais, foram
estudadas por Moura, Régis ¢ Moura (1990) em relagdo ao parasitismo de M. incognita raca 1 ¢
M. javanica. Mentha crispa L. (hortela-de-folha-miuda), Vetiveria zizanioides L. (capim-
sandalo) e Coronopus didymus L. (mastrugo) foram imunes as duas espécies de nematoides,
enquanto Coleus amboinicus Lour. (hortela-da-folha-larga) comportou-se imune apenas a M.
javanica.

Quarenta e sete espécies vegetais foram avaliadas quanto a reacdao a M.
graminicola. Dentre as espécies foram avaliadas algumas plantas medicinais, A. viridis e Sida
rhombifolia L. (guanxuma) foram resistentes ao nematoide (SICILIANO et al., 1990).

Gonzaga e Ferraz (1994) identificaram como plantas valiosas no controle de

M. incognita raga 3, duas espécies de Crotalaria spp. (crotalaria), Leucaena leucocephala Lam.
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(leucena), Stylosantes sp. (estilosantes), Centrosema pubescens Benth. (centrosema), Zinnia
elegans L. (zinia) ¢ Macroptylium atropurpureum L. (siratro) € para M. javanica as mesmas
espécies de crotalaria e o siratro.

Souza, Mattos e Karl (1995) estudaram a suscetibilidade de 65 espécies de
plantas medicinais a M. javanica e/ou M. incognita, caracterizada conforme a escala de Taylor e
Sasser (1978). Dezenove mostraram resisténcia ¢ 42 mostraram-se como intermediaria a pelo
menos uma das espécies de nematoide. Das 31 plantas mais cultivadas, citadas pelos autores, 19
foram suscetiveis a M. javanica e/ou M. incognita.

Maciel e Ferraz (1996) estudando as taxas reprodutivas de M. incognita raga 2
e M. javanica em oito espécies de plantas medicinais, sob condi¢des de casa-de-vegetacdo, com
base nos indices de massas de ovos e nos fatores de reproducdo dos nematoides, identificaram
Achillea millefolium L. (mil-folhas), Arctium lappa L. (bardana), Bryophyllum calycinum Salisb.
(folha-da-fortuna) e Crassula portulacea Lam. (balsamo) como hospedeiras desfavoraveis a
ambas as espécies. Plectranthus barbatus A. (boldo) e Polygonum hidropiperoides M.
(poligono) com sucetibilicade a reprodugdo das duas espécies. Achyrocline satureoides Lam.
(macela) e Tropaeolum majus L. (chagas) foram eficientes para M. javanica ¢ ndo para M.
incognita.

Ponte et al. (1996) relataram que Artemisia absinthium L. (losna) ¢ Waltheria
americana L. (malva-branca) estavam em associagdo a uma ou mais espécies do género
Meloidogyne, patogenicidade de M. javanica em O. basilicum var. basilicum (basilicao), O.
sanctum L. (tulsi), Melissa officinalis L. (melissa) ¢ A. conyzoides em microparcelas, a campo, ¢
que mentrasto, erva-cidreira e tulsi foram altamente suscetiveis a M. javanica com indice 5 de
galhas e massas de ovos (mais de 100 galhas ou massas de ovos). Ja O. basilicum var. basilicum
foi altamente suscetivel e, ao contrario das demais plantas, intolerante a M. javanica (KARL et
al., 1997).

Segundo Asmus e Andrade (1997), ococrre uma boa reproducao de M.
javanica nas plantas Bidens pilosa L. (picdo) e S. americanum, enquanto que S. rhombifolia foi
considerada resistente pelos autores, por apresentar fator de reprodugdo inferior a um.

A hospedabilidade de A. conyzoides a M. incognita foi semelhante a do
Solanum lycopersicum (tomateiro), sugerindo que essa espécie vegetal nao reduz a populagdo
de M. incognita no solo. Além de suas propriedades medicinais esta planta ¢ descrita como
planta daninha, podendo favorecer a manutenc¢ao da populacao de nematoide em areas infestadas

(DIAS et al., 1998).
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Ocorréncia de nematoides das galhas em plantas medicinais foi constatada em
Curitiba e Regido Metropolitana (Quatro Barras e¢ Almirante Tamandaré) (PRODOCIMO;
LOZANO, 1998). Das 71 amostras de plantas coletadas, cerca de 50% das plantas medicinais
estavam parasitadas por uma ou mais espécies de nematoides do género Meloidogyne. Foram
encontradas quatro espécies: M. arenaria, M. hapla, M. incognita e M. javanica ¢ alguns
espécimes nao puderam ser identificados.

Cento e oitenta e nove amostras de solo e/ou raizes foram coletadas por Souza,
Campos e Maximiniano (1998) em 28 municipios dos Estados de Minas Gerais, Sdo Paulo, Rio
Grande do Norte, Pard e Pernambuco, obtida de hortaligas e plantas medicinais, com o objetivo
de estudar a ocorréncia e a distribuicdo de fitonematodides nessas plantas. A frequéncia de
nematoides do género Meloidogyne foi de 27,5% de M. incognita, 24,8% de M. javanica ¢ 5,2%
de M. hapla. Outros géneros de nematoides foram encontrados associados com essas plantas.

Werlang e Santos (2000) avaliaram a hospedabilidade de M. javanica em P.
oleracea e observaram que este vegetal foi um bom hospedeiro. Park et al. (2004) testaram a
hospedabilidade de 22 espécies medicinais a M. hapla, em casa de vegetagdo na Coreia. A
hospedabilidade foi avaliada com base no indice de galhas proposto por Taylor e Sasser (1978) e
no fator de reproducdo (FR) segundo Oostenbrink (1966). Doze espécies foram suscetiveis ao
nematoide com indice de galhas de 2,6-5,0 ¢ FR 1,3-10,6. Trés foram imunes FR zero. Cinco
espécies foram consideradas resistentes com FR de 0,3-0,6. Uma foi tolerante FR de 0,0 e uma
hipersensivel.

Myers et al. (2004), demonstraram a importancia de algumas plantas como
hospedeiras de nematoides em estudo realizado no norte da Florida (USA), verificaram em casa
de vegetagdo a resisténcia de Lepidium virginicum L. (vassourinha) ao nematoide M. incognita.

Ao avaliarem a suscetibilidade de plantas medicinais a M. javanica, Costa
Manso et al. (1985) verificaram que Jatropha sp. mostrou-se imune ao nematoide. Fernandes e
Asmus, (2007) avaliaram a rea¢do de Jatropha sp. ao M. javanica e Rotylenchulus reniformis,
dois importantes nematoides fitoparasitas no Brasil, concluindo que a espécie ¢ resistente ao
primeiro e suscetivel, porém tolerante, ao segundo.

Trinta e oito espécies de plantas daninhas foram avaliadas quanto a reagdo ao
nematoide M. paranaensis, sendo que algumas com propriedades medicinais. As espécies, P.
oleracea, Chenopodium album L. (angarinha-branca), Talinum paniculatum Jacq. (maria-gorda),
Verbena litoralis Kunth (erva-de-pai-caetano), Lepidium pseudodidymum Thell. (mentruz),
Momordica charantia L. (karela), A. conyzoides, Physalis angulata L. (joa-de-capote),

Polygonum persicaria L. (erva-de-bicho) foram suscetiveis ao nematoide. Ja Porophyllum
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ruderale Jacq. (erva-fresca), Ipomoea quamoclit L. (esqueleto), Leonurus sibiricus L. (rubim), S.
rhombifolia, E. sonchifolia, S. oleraceus, S. americanum apresentaram FR < 1 ¢ foram, portanto,
resistentes. Leonotis nepetaefolia L. (corddo-de-frade) foi imune com FR zero (MONACO et al.,
2008).

Considerando o valor terapéutico e o econdmico quatorze espécies de plantas
medicinais foram avaliadas quanto a resisténcia a M. paranaensis, os resultados obtidos
indicaram Artemisia dracunculus L. (estragdo), Taraxacum officinales Web. (dente-de-ledo),
Matriarca recutita L. (camomila verdadeira), Melissa officinales, Hyssopus officinalis L.
(hissopo), Petiveria alliacea L. (guiné), Lippia alba Mill. (lipia), Kalanchoe pinnata Lam.
(folha-da-fortuna) e S. dendroideum podem ser cultivados em areas infestadas por M.
paranaensis. O. basilicum, P. barbatus ¢ Mentha pulegium L. (poejo) foram suscetiveis e
possivelmente aumentardo a populagdo de M. paranensis no solo, proporcionalmente aos valores

do FR (MONACO et al., 2011).

2.6 CONTROLE DE FITONEMATOIDES COM EXTRATOS E OLEOS ESSENCIAIS DE PLANTAS

Algumas plantas sdo mais comumente estudadas como matérias primas para
o preparo de extratos ou para a extracdo de Oleos essenciais com propriedades nematicidas
como ¢ o caso de Mucuna prurienses L. (mucuna), Tagetes spp. (cravo-de-defunto),
Crotalaria spp. (sendo a C. juncea L. a mais estudada), A. indica, varias gramineas, R.
communis L. (mamona), brassicas e plantas medicinais e aromaticas (FERRAZ et al., 2010).

Dias et al. (2000) relatam que o controle de M. incognita através do extrato
macerado e da infusdo de Tanacetum vulgare (catinga de mulata) e M. charantia foi maior que
90% em alguns dos casos. Os autores Dias-Arieira et al. (2003) concluindo seus estudos,
relataram que os extratos das plantas Brachiaria brizantha Stapf. (braquiaria) e Panicum
maximum Jacq. (capim-guiné) cv. Guiné tiveram efeito significativo para redugéo da eclosdo de
juvenis de M. javanica e ndo apresentaram influéncia alguma para o H. glycines. Os autores
sugerem que o fato deste nematoide apresentar diapausa em seu ciclo evolutivo pode ter levado a
resisténcia.

Salgado e Campos (2003) testando alguns produtos naturais e extratos de
algumas plantas concluiram que, o soro de leite, o fermento bioldgico, a canela e o cloreto de
sodio, foram toxicos a J, de M. exigua, enquanto que o probidtico, cravo-da-india, canela e soro

de leite foram eficazes na redugao da eclosao.
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Em rela¢do ao nematoide M. incognita mais de uma classe de compostos de
plantas (isoflavondides e amidas) esta associada a atividade nematicida (Demuner et al., 2003).

O extrato aquoso de flores de T. patula quando aplicando no solo a 0,05 g
mL" tem um efeito nematicida, pois causou redugdes no numero de galhas, niimero de
juvenis no solo e nimero de ovos de M. incognita das raizes de S. lycopersicum na ordem de
62,2%, 61,5% e 52,8%, respectivamente (Franzener et al., 2007).

Os extratos aquosos de Euphorbia hirta L. (espinho-de-cristo), Phylanthus
amarus L. (quebra-pedra) e Cassia obtusifolia L. (fedegoso) a 0,15 ¢ 0,20 g mL™', causam até
100% de mortalidade de juvenis de M. incognita ‘in vitro’ (Olabiyi et al., 2008).

Os extratos de Mentha piperita L. (horteld), Arctium lappa L. (bardana) e R.
communis, foram eficientes em controlar M. javanica quando adicionados ao solo (Gardiano et
al., 2009).

Coutinho et al. (2009) estudando a relagdo da farinha da semente de Carica
papaya L. (mamao - FSM) aplicado juntamente com Pochonia chlamydosporia no controle de
M. javanica, observaram efeito de doses de FSM quando foi incorporada com a fibra de coco
colonizada pelo fungo P. chamydosporia, mas quando as mesmas doses de FSM foram
incorporadas juntamente com o fungo, na forma de clamidosporos, o efeito de doses de FSM nao
foi verificado.

Em pesquisas com o C. citratus, Gardiano et al. (2009), verificaram redugao
de 44,2% na reproducdo de M. javanica, quando utilizado o extrato aquoso na dose de 0,1g
mL™".

Segundo Gardiano et al. (2010), os extratos aquosos de sementes de C
rotalaria breviflora, C. juncea, C. mucronata e C. spectabilis aplicados semanalmente
apresentaram pouca ou nenhuma eficiéncia na redugdo do niimero de galhas e de ovos de M.
javanica em S. lycopersicum.

O extrato aquoso obtido de folhas de C. mucronata, na concentragao de 0,2
g mL™, quando aplicado via solo em plantas de S. lycopersicum, reduziu o nimero de galhas
causadas por M. javanica em 33% em comparagdo com a testemunha, no qual foi aplicado
somente agua (GARDIANO et al., 2010).

Para Silva et al. (2011) o extrato da folha de Hymenaea courbaril L.
(Jatoba) e do Enterolobium contortisiliguum Vell. (Tamboril) foi eficiente em reduzir o
numero de galhas de M. javanica em plantas de S. lycopersicum. Além da redugdo do niimero

de galhas, também foi constatado 100% de imobilidade dos J,.
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Os oleos essenciais sdo misturas complexas e seus constituintes podem
pertencer as mais diversas classes de compostos, porém os terpenos € os fenilpropenos sao as
classes de compostos mais comumente encontradas. Os terpenos encontrados com maior
frequéncia nos oOleos essenciais sdo 0s monoterpenos € sesquiterpenos, bem como o0s
diterpenos, constituintes minoritarios dos 6leos essenciais (CASTRO et al., 2004).

Os dleos essenciais sdo potencialmente tteis no manejo de doencgas de plantas
cultivadas (SALGADO et al., 2003). O efeito desses 0leos sobre a eclosdo e desenvolvimento do
nematoide das galhas tem sido comprovado por varios pesquisadores (ABID et al., 1997;
ISMAN, 2000; OKA, 2001; BOSENBECKER, 2006).

Pandey et al. (2000), estudando o efeito de 6leos essenciais de E. citriodora e
O. basilicum sobre M. incognita, verificaram 100% de mortalidade de J, na concentragdo de 250
ppm, enquanto que o 6leo de C. martinii Roxb. (palmarosa) s6 provocou a mesma mortalidade
na concentracdo de 1.000 ppm.

Bosenbecker (2006) e Oka et al. (2000) avaliaram o efeito do contato do 6leo
essencial de M. piperita sobre M. javanica durante 24 h, e encontraram indices de mortalidade
de 76 a 78 %.

Estudo dos efeitos de 88 diferentes 6leos esséncias obtidos de plantas
medicinais na concentra¢io de 10 mg mL™, para o controle do nematoide Bursaphilenchus
xylophilus foram desenvolvidos por Kong et al. (2006). Eles verificaram que os Oleos
essencias de Cinnamomum zeylanicum L. (canela), C. winterianus, Eugenia caryophyllata T.
(cravo-da-india), Coriandrum sativum L. (coentro), C. citratus, Origanum vulgare L.
(orégano), Pimenta officinalis L. (pimenta-da-jamaica), Satureja hortensis L. (segurelha) e
Thymus vulgaris L. (tomilho), causaram 100% de letalidade ao nematoide, ap6s 24 horas de
exposicao.

Nos tratamentos em que foram utilizados os 6leos essenciais de Rosmarinus
officinalis L. (alecrim), O. basilicum e M. piperita, verificaram efeito nematicida a M.
graminicola de 78, 77 e 75 %, respectivamente (Steffen et al., 2008).

Os autores Corbani et al. (2010) observaram que o maior controle no nimero
de juvenis eclodidos foi obtido com a utiliza¢ao de 6leos essenciais de maracuja (Passiflora spp.)
e de Chenopodium ambrosioides L. (erva de santa maria), a partir da dose de 40% e que os
demais oleos essenciais testados R. communis, Jatropha sp., Stryphnodendron barbatiman Mart.
(barbatimao) e Morus alba L. (amora) ndo apresentaram efeito satisfatorio no controle da eclosdo

de juvenis de M. javanica.
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2.7 MOLECULAS TOXICAS AOS FITONEMATOIDES

A agdo nematicida do eugenol, 6leo essencial presente no O. basilicum
(manjericdo), foi comprovada por Bala e Sukul (1987) com a redugdo no niimero de galhas em
raizes de quiabeiro pela aplicagdo do eugenol.

Tagetes patula L. (cravo-de- defunto), sdo plantas amplamente estudadas
quanto 4 presenca de compostos quimicos com atividade nematicida. Sdo exemplos os
compostos, o-tertienil e alil-isotiocianato. Compostos presentes nas raizes de T. patula
dependem de fotoativacdo, ou da agdo da peroxidase ou de outros ativadores para serem
liberados (CHITWOOD, 2002). O extrato aquoso a 0,1g mL™" obtido da parte aérea de plantas
secas da espécie T. erecta, também apresentou-se eficiente na reducio de galhas causadas por
M. incognita em plantas de S. lycopersicum, apresentando resultado semelhante ao do
carbofurano (NATARAJAN et al., 2006).

Bharadwaj e Sharma (2007) verificaram em experimentos realizados in
vitro, que as doses de 6,6%, 10%, 13,3%, 16,6% ou 20% do extrato aquoso oriundo de folhas
de T. patula inibiram a eclosdo de J2 de M. incognita em 100% apds 48 horas de exposicao
dos juvenis nas diferentes concentragdes do extrato.

Outra planta utilizada para suprimir nematoides ¢ a Crotalaria spp. tendo o
alcaloide monocrotalina, isolado de C. spectabilis, inibindo o movimento de juvenis de M.
incognita (CHITWOOD, 1993).

Em estudos com extratos de plantas, diversas substancias com agdo nematicida
foram encontradas, algumas ja foram purificadas e caracterizadas (SALGADO; CAMPOS,
2003). O alcool alifatico 1-triacontanol e o éster tetracosanato de triacontila, isolados a partir de
parte aérea de Mucuna pruriens L. (mucuna preta), exibiram atividade nematicida contra M.
incognita raga 3, reduzindo a eclosdo de J, em ensaios ‘in vitro’ (NOGUEIRA et al., 1996).

Espécies como C. winterianus vem sendo utilizadas em pesquisas, por serem
ricas em citronelal, componente responsavel pela acdo inseticida (LABINAS; CROCOMO,
2002) e fungicida (DIKSHIT; HUSAIN, 1984).

O odleo essencial de Mentha spicata L. (hortela-comum), M. piperita, M.
rotundifolia L. (horteld branca) e M. arvensis L. (menta inglesa) apresentaram compostos com
atividade nematicida comprovada como limonene, piperitona e mentol (SANGAWN et al.,
1990, OKA et al., 2000, PANDEY et al., 2000).

Os quassinoides chaparrinona, claineanona, glaucarubolona encontrados nas

sementes da planta Hannoa undulata Guill.Perr. inibiram a penetragao de J, de M. javanica
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em S. lycopersicum, na concentracio de 1,5 pg mL™ (CHITWOOD, 2002). Quimicamente os
quassinoides sdo considerados triterpenos biodegradados com alto padrdo de oxigenagdo
apresentam uma ampla faixa de atividade biologica (ALMEIDA et al., 2007).

Ac¢do0 nematicida foi observada por Matos et al. (2004) nos 6leos das plantas
de Lippia sidoides Cham. (alecrim-pimenta) e C. winterianus que contem as substancias timol
e cravacrol (L. sidoides) e citronelal (C. winterianus), os quais apresentam agdo
antimicrobiana contra fungos e bactérias.

Aguiar e Costa (2005), em sua revisdo, citam trés quimiotipos de M.
officinalis (melissa): tipo 1 — com teores elavados de mirceno e citral; tipo Il — com teores
elevados de limoneno e citral e tipo III — com limoneno e carvona e com auséncia de citral.

Dos constituintes extraidos de Rheedia gardneriana Planch.Triana
(bacupari), 7-epiclusianona, o 4cido oleandlico e uma mistura de sesquiterpenos foram
testados no controle ‘in vitro® do fitonematdide M. incognita raga 3 e o acido oleanodlico foi o
que apresentou melhor resultado (SANTOS et al., 2007).

O C. citratus ¢ uma graminea perene e os principais constituientes do seu
6leo essencial sdo o citral (mistura dos aldeidos geranial + neral) e alguns terpenos (mirceno -
monoterpeno e geraniol - alcool terpénico) (NEGRELLE; GOMES, 2007). O geraniol,
composto quimico encontrado no C. citratus possui atividade nematicida em J, de M.
javanica, H. cajani e Tylenchulus semipenetrans (SANGWAN et al. 1990).

Freitas et al. (2000), observaram grande reducdo de ovos e na formacao de
galhas de M. javanica em S. lycopersicum com o uso de produto a base de capsaicina,
capsainoides e isotiocianato alila.

Neves et al. (2009) concluiram que o extrato de Capsicum frutescens L.
(pimenta malagueta) causou reducdo do nimero de galhas e de ovos nas concentragdes de 400
e 200 ppm e ndo causou fitotoxidez em nenhuma das concentra¢des, mas o melhor resultado
foi obtido na concentragdo de 400 ppm onde o niimero de galhas reduziu em de 23,5% e o
namero de ovos em 45,5% com relagdo a testemunha. O o6leo de Brassica juncea L.
(mostarda) apresentou alta eficiéncia em relacdo a reducdo do ntimero de galhas e de ovos e a
concentragdo mais indicada foi a de 10%, com reducdo de 99% do numero de galhas e de
ovos e apresentou plantas com altura e peso significativamente maiores que a testemunha.

Segundo Echeverrigaray et al. (2010) o 6leo de M. officinalis apresentou
acdo sobre a mobilidade dos nematoides e redu¢do do numero de galhas, e os autores

atribuiram esta agdo a presenca de citral e do geraniol no 6leo desta planta.
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Marino et al. (2012) verificaram que o 6leo de L. alba apresentou efeito
nematicida ‘in vitro’, por reduzir a taxa de eclosdo de M. incognita raca 1 e favorecer a
mortalidade do estddio juvenil J, eclodido, devido ao linalol ou agdo conjunta de outros

compostos presentes no 6leo.
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3 ARTIGO A: ATIVIDADE DE EXTRATOS AQUOSOS DE FOLHAS NO
CONTROLE DE MELOIDOGYNE INCOGNITA, M. JAVANICA E M.
PARANAENSIS, EM CASA DE VEGETACAO

3.1 REsSuMO: Os fitonematoides sdo importantes pelos danos provocados as plantas e pela
dificuldade de controle. Uma forma alternativa de controle dos nematoides ¢ o uso de extratos
vegetais com potencial nematicida. O objetivo deste trabalho foi testar o efeito de extratos
aquosos de seis espécies com potencial nematicida no controle de Meloidogyne incognita, M.
javanica e M. paranaensis. O estudo foi realizado com Solanum lycopersicum cv. ‘Santa
Cruz’, em vasos de 3L de capacidade, preenchido com substrato composto por uma mistura
de solo + areia (1:2), mais dois gramas de NPK (8-20-16). O trabalho foi conduzido em
delincamento inteiramente casualizado, com sete tratamentos [Pennisetum purpureum,
Cymbopogon winterianus, Ocimum basilicum, O. basilicum (manjericdo cv. ‘Toscano’), O.
pupuraceus e Brassica juncea, mais uma testemunha controle sem extrato] e cinco repeti¢des.
Os extratos foram obtidos com a trituragdo de folhas secas em agua destilada (1g/10 mL). Os
inoculos de nematoides foram extraidos de raizes de S. lycopersicum cv. ‘Santa Cruz’. Foi
avaliado o efeito dos extratos foi pela aplicacdo direta no solo logo apds a inoculagdo dos
nematoides. As plantas de S. lycopersicum foram mantidas em casa de vegetagdo. Apos 60
dias da inoculagdo, avaliou-se a massa fresca de raizes, o n° de ovos + J, por sistema radicial e
por grama de raiz, e o fator de reprodu¢do (FR = n° de ovos final/ n° de ovos inicial). As
médias obtidas foram analisadas pelo teste Scott-Knott a 5% de significAncia. Os extratos
vegetais aquosos aplicados ao solo foram eficientes em reduzir a multiplicagdo de
Meloidogyne incognita, M. javanica e M. paranaensis nas raizes.

Palavras chave: Nematoides. Plantas medicinais. Compostos nematicidas. Biocontrole.

3.2 ABSTRACT: The plant parasitic nematodes are important for damage caused to plants and
by the difficulty of control. An alternative form of control of the nematodes is the use of plant
extracts with potential nematicide. The objective of the study was to test the effect of aqueous
extracts of six species with potential nematicide on control of Meloidogyne incongita, M.
javanica and M. paranaensis. The study was conducted with Solanum lycopersicum cv. 'Santa
Cruz', in vessels of 3L capacity, filled with substrate composed of a mixture of soil sand (1:2),
two grams of NPK (8-20 -16). It was conducted in a completely randomized design, with
seven treatments [Pennisetum purpureum, Cymbopogon winterianus, Ocimum basilicum, O.
basilicum (basil cv. 'Toscano'), O. pupuraceus and Brassica juncea, and more a witness
control without extract] and five repetitions. The extracts were obtained with the grinding of
dried leaves in distilled water (1g/10 mL). The inocula of nematodes were extracted from
roots of S. lycopersicum cv. 'Santa Cruz'. It was evaluated the effect of the extracts was by
direct application in soil after the inoculation of the nematodes. The S. lycopersicum were
kept in a greenhouse. After 60 days of inoculation, evaluated the fresh mass of roots, no. of
eggs J, per root system and per gram of root, and the reproduction factor (RF = no. eggs end/
no. eggs initial). The averages obtained were analyzed by Scott-Knott test at 5% significance
level. The aqueous plant extracts applied in soil were efficient in reducing the multiplication
of Meloidogyne incognita, M. javanica and M. paranaensis in roots.

Keywords: Nematodes. Medicinal plants. Nematicidal compounds. Biocontrol.
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33 INTRODUCAO

Os fitonematoides estdo amplamente distribuidos no solo, e sdo importantes
pelos niveis de danos que provocam as espécies vegetais cultivadas (FERRAZ; SANTOS,
1995). Dentre as espécies mais importantes estdo as pertencentes ao género Meloidogyne
(Goeldi), que além de causarem danos diretos como presencga de galhas e redugdo no niimero
de raizes, predispdem as plantas a enfermidades fungicas e bacterianas, resultando em perdas
no rendimento das culturas, podendo matar a planta (TAYLOR; SASSER, 1983).

Segundo Ferraz et al. (2010), as plantas Mucuna prurienses (mucuna),
Tagetes spp. (cravo-de-defunto), Crotalaria spp. (crotalaria), Azadirachta indica (nim),
gramineas em geral, Ricinus communis (mamona), brassicas e as plantas medicinais e
aromaticas, sdo comumente estudadas para o preparo de extratos com propriedades
nematicidas. Lopes et al. (2011) verificaram que a adi¢do ao solo de folhas trituradas de R.
communis, A. indica, Eucaliptus citriodora (eucalipto) e Melissa officinalis (melissa) reduzem
o namero de ovos de M. javanica em Solanum lycopersicum (tomateiro).

O extrato aquoso da parte aérea de plantas de T. erecta, foi eficiente na
reducdo de galhas de M. incognita em plantas de S. lycopersicum, apresentando resultado
semelhante ao do produto quimico carbofuran (NATARAJAN et al.,, 2006). Segundo
Franzener et al. (2007), o extrato aquoso de flores de T. patula quando aplicando no solo teve
efeito nematicida a populagdo de M. incognita presentes nas raizes de plantas de S.
lycopersicum.

Para Gardiano et al. (2009) os extratos de Mentha piperita (horteld), Arctium
lappa (bardana), R. communis e Cymbopogon citratus (capim-limao), foram eficientes em
controlar a popula¢do de M. javanica quando adicionados ao solo.

Baldin et al. (2012), recomendaram o uso da manipueira e do extrato de
sementes de R. communis como uma ferramenta adicional para o uso integrado com outras
praticas no manejo de M. incognita, principalmente, em mercados alternativos como o cultivo
organico, que exigem praticas pouco agressivas ao ambiente e ao homem.

O objetivo foi avaliar o efeito dos extratos aquosos de folhas de Pennisetum
purpureum, Cymbopogon winterianus, Ocimum basilicum, O. basilicum cv. ‘Toscano’, O.
pupuraceus e Brassica juncea no controle de M. incognita, M. javanica e M. paranaensis, em

plantas de S. lycopersicum cv. ‘Santa Cruz’, em de casa de vegetagao.
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34 MATERIAL E METODOS

3.4.1 Multiplicacdo das Plantas e Obten¢ao dos Extratos Aquosos

As espécies Pennisetum purpureum Schum (capim-elefante) e Cymbopogon
winterianus Jowitt (capim-citronela) foram coletadas no més de janeiro de 2012 na fazenda
escola da Universidade Estadual de Londrina (UEL); Ocimum basilicum L. (manjericdo
verde), O. basilicum L. (manjericdo cv. ‘Toscano’) e O. pupuraceus L. (manjericdo vermelho)
foram multiplicadas em casa de vegetagdo a partir de sementes comerciais da marca Isla”
durantes os meses de janeiro a margo 2012, a temperatura média do periodo foi de 25°C com
irrigagdo manual no periodo do inicio da manhd e final da tarde; e Brassica juncea L.
(mostarda) foi adquirida de um revendedor de hortalicas da regido de Londrina — PR, no més
de dezembro 2011.

A coleta das folhas dessas plantas foi realizada durante o periodo da manha
até as 10h00Omin. As folhas foram secas em estufa de circulacdo de ar forcado a temperatura
de 40°C.

Os extratos aquosos das folhas das espécies vegetais selecionadas foram
obtidos através da trituragao destas em liquidificador com &gua destilada (1g de folhas
secas/10 mL de agua), foram preparados 100 mL dos extratos, e a suspensdo obtida foi
mantida em repouso por 24 horas. Apos esse periodo, a suspensao foi filtrada para a obtengdo

do extrato aquoso das folhas das plantas.

3.4.2  Obtencdo das Populagdes das Espécies de Meloidogyne spp

As populacdes de M. incognita, M. javanica e M. paranaensis foram obtidas
a partir de raizes de Solanum lycopersicum cv. ‘Santa Cruz’ (tomateiro), retiradas do banco
de in6culo do Laboratdrio de Fitopatologia da Universidade Estadual de Londrina (UEL). As
plantas de S. lycopersicum foram cultivadas em casa de vegetagdo durante 45 dias, depois as
raizes foram separadas da parte aérea, lavadas cuidadosamente e processadas para extracao
dos ovos e juvenis, segundo metodologia descrita por Boneti e Ferraz (1981). Os nematoides
foram quantificados ao microscopio 6ptico, em camara de contagem de Peters. As suspensdes
foram calibradas para conter 500 ovos e/ou juvenis por mL, e constituiram os indculos

utilizados no trabalho.
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3.4.3 Montagem, Inoculagdo e Avaliagdo do Efeito dos Extratos sobre os Nematoides

O estudo foi realizado com plantas de S. lycopersicum cv. ‘Santa Cruz’,
devido a suscetibilidade a multiplicacdo das trés espécies de nematoides em suas raizes. A
semeadura foi realizada em vasos de platico com 3L de capacidade, foram utilizadas cinco
sementes por vaso, ¢ 15 dias apos emergéncia (DAE) fez-se o raleamento deixando apenas
uma planta por vaso, depois de 25 DAE o experimento foi conduzido durante os meses de
agosto a novembro de 2012.

O substrato utilizado foi uma mistura de solo + areia na propor¢do de 1:2,
mais a aplicacdao de dois gramas por vaso do adubo granulado NPK (8-20-16) aos 10 dias da
semeadura. O solo utilizado foi comprado de uma empresa de terraplanagem que o retirou de
oito metros de profundidade e foram realizadas analises prévias para a garantia de ser um solo
isento de nematoides fitoparasitas.

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado com
sete tratamentos, (seis extratos aquosos de folhas de P. purpureum, C. winterianus, O.
basilicum, O. basilicum cv. ‘Toscano’, O. pupuraceus ¢ B. juncea, mais uma testemunha
controle sem extrato) e cinco repeti¢des para cada tratamento.

Os indculos de M. incognita, M. javanica e M. paranaensis foram aplicados
na quantidade de 10 mL contendo 5000 ovos + J, separados por espécie diretamente ao redor
do colo das plantas de S. lycopersicum em cada vaso. Em seguida, foram aplicados 10 mL dos
extratos aquosos de cada espécie vegetal avaliada, separadamente, em cada vaso. Para evitar a
lixiviagdo dos extratos, a irrigagdo foi controlada para ndo exceder 80% da capacidade de
campo durante as primeiras 72 horas da aplicagdo, garantido assim que eles tenham
permanecido no solo neste periodo. A inoculagdo dos nematoides foi realizada apds 20 dias da
emergéncia das plantulas de S. lycopersicum, que foram mantidas em casa de vegetagdo
durante 60 dias da inoculacao (DAI).

Ap6s 60 DAI no inicio de més de novembro, as raizes foram coletadas,
lavadas cuidadosamente, e pesadas para determinacdo da massa fresca de raizes. Em seguida,
estas foram processadas pela técnica de Boneti e Ferraz (1981), para extragdo e quantificagao
do n° de ovos + J, e determinagdo do fator de reprodu¢do (FR = n° de ovos final/ n° de ovos

inicial) segundo Oostenbrink (1966).
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3.4.4 Analise Estatistica dos Dados

As médias foram analisadas pelo teste de comparagdes multiplas de Scott-
Knott ao nivel de 5% de significancia, apos rejeitar a igualdade das mesmas através da anélise

de variancia.

3.5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados apresentados na Tabela 1 mostram o efeito dos extratos
aquosos das folhas das espécies testadas sobre a reprodug¢ao de M. incognita nas raizes de S.

lycopersicum cv. ‘Santa Cruz’.

Tabela 1 - Efeito dos extratos aquosos de folhas de Pennisetum purpureum, Cymbopogon
winterianus, Ocimum basilicum, O. basilicum cv. ‘Toscano’, O. pupuraceus e
Brassica juncea sobre a massa de raizes de Solanum lycopersicum cv. ‘Santa
Cruz’, reprodu¢do de Meloidogyne incognita nas raizes e porcentagem de
controle, aos 60 dias da inoculac¢do. Londrina 2013.

Massa de N°de ovos+J,/ N°deovos+1J,/ Fatorde Controle
Extratos raizes raizes grama de raiz reprodugdo (%)
P. purpureum 23,25' b? 31.350" b? 1.287" b? 627" b* 70,22
C. winterianus 2392 b 34720 b 1.466 b 694 b 67,02
0. basilicum 27,02 b 22.540 b 970 b 4,51 b 78,59
0. basilicum cv. ‘toscano’ 34,82 b 27.020 b 804 b 540 b 74,34
O. pupuraceus 23,08 b 54.040 b 2121 b 10,81 b 48,67
B. juncea 25,88 b 36.400 b 1433 b 728 b 65,43
Testemunha 16,06 a 105.280 a 6.592 a 21,06 a -
CV % 13,04 6,19 32,24 34,02 -

" Dados referentes a médias de 5 repetigdes, sem transformagio.

2 Médias seguidas de mesma letra na coluna, ndo diferem entre si, pelo teste de Scott-Knott a 5%.
Transformagdes: "1/(x*1/2)" para massa de raizes , "(x+k)*1/2" com k = 0,01 para n° de ovos + J, por grama
de raiz e "Log x" na base 10 para n°de ovos + J, totais e FR.

A testemunha apresentou a menor massa fresca de raizes, diferente
estatisticamente dos tratamentos com extratos, os quais apresentaram médias semelhantes
entre si. Charchar e Aragdo (2005) evidenciaram em seus estudos que os nematoides de
galhas s3o responsaveis por perdas de 14 a 44 % na producdo de S. lycopersicum cultivado
sob ambiente protegido.

Quanto ao n° de ovos + J, nas raizes, a testemunha apresentou uma média
superior. Isso confirma que a aplicagdo dos extratos reduziu a multiplicagdo dos nematoides

nas raizes de S. lycopersicum, e comprova, também, a viabilidade do indculo utilizado no
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trabalho. J4 os tratamentos com extratos ndo apresentaram diferenca estatistica entre eles,
sendo todos eficientes em diminuir a reprodugdo de M. incognita nas raizes. Dias et al.
(2000), também, observaram que extratos de Artemisia absinthium (losna), de Symphytum
officinalis (confrei) e de Ageratum conyzoide (mentrasto) ressultaram em alta taxa de
mortalidade (90%) de juvenis de M. incognita .

Resultados semelhantes foram observados para n° de ovos + J, por grama de
raiz, onde as médias obtidas nos tratamentos com os extratos foram signiticativamente
inferiores as da testemunha controle, corroborando a agdo possitiva dos extratos no controle
destes nematoides.

A maior reproducdo de M. incognita encontrada na testemunha, em
comparacdo aos demais tratamentos, demonstra que os extratos das folhas das espécies
estudadas possuem substancias capazes de reduzir o ataque dos nematoides, minimizando
possiveis perdas provocadas por estes. A presenca de substincias bioativas em espécies
vegetais, com capacidade de causar a morte de fitonematoides ja foi comprovada (Ferraz;,
Valle 1997, Costa et al. 2001).

O fator de reproducao (FR) ¢ a varidvel que mostra o quanto a populacio do
nematoide aumentou ou diminuiu em determinado periodo de tempo. Os FRs observados nas
plantas testemunhas foram estastisticamente superiores aos obtidos nas plantas tratadas com
os extratos, evidenciando que os extratos impediram o aumento da reprodugdo de M.
incognita.

O controle sobre a populagdo dos nematoides causado pela aplicacdo dos
extratos € interessante economicamente, ja que a forma de obtencao dos extratos aquosos e
sua aplicagdo no solo sdo feitos de forma simples e vidvel. Eles podem ser usados por
produtores, técnicos, agronomos, diminuindo a utilizagdo de nematicidas e o custo de
produgdo, também podem ser alternativa de controle para produtores de organicos. A maior
porcentagem de controle observada foi para o extrato de O. basilicum seguido do O.
basilicum, cv. ‘Toscano’ ambos acima de 70% de controle da populagdo de M. incognita em
relacdo a testemunha.

Silva et al. (2002), relataram que a busca por novas alternativas no controle
de nematoides, para substituir os produtos quimicos convencionais, ¢ uma constante
preocupacao mundial.

Franzener et al. (2007) relataram que os extratos aquosos de flores de T.

patula sem diluigdo, aplicados semanalmente no solo, inibiram em até 62,2% a formagdo de
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galhas e 61,5 ¢ 52,8% o n° de J, no solo e de ovos nas raizes de plantas de S. lycopersicum,
respectivamente.

Em relagdo aos resultados apresentados para a espécie M. javanica (Tabela
2), para varidvel massa de raizes, o extrato de P. purpureum teve uma maior média com
diferenca significativa para os demais. Os outros tratamentos com aplicagdo dos extratos

resultaram em médias similares a observada na testemunha sem aplicag¢ao de extratos.

Tabela 2 —Efeito dos extratos aquosos de folhas de Pennisetum purpureum, Cymbopogon
winterianus, Ocimum basilicum, O. basilicum cv. ‘Toscano’, O. pupuraceus e
Brassica juncea sobre a massa de raizes de Solanum lycopersicum cv. ‘Santa
Cruz’, reproducdo de Meloidogyne javanica nas raizes e porcentagem de controle,
aos 60 dias da inoculagdo. Londrina 2013.

Massa de N°de ovos +J,/ N°deovos+1J,/ Fator de Controle
Extratos

raizes raizes grama de raiz reproducao (%)
P. purpureum 30,16' a? 34.160" b? 1.072' b? 6,83" b? 74,02
C. winterianus 22,10 b 16.800 b 734 b 336 b 87,22
O. basilicum 16,80 b 17.600 b 1.182 b 352 b 86,61
O. basilicum cv. ‘toscano’ 19,30 b 22240 b 1.025 b 445 b 83,08
O. pupuraceus 19,48 b 20.280 b 1.006 b 4,06 b 84,57
B. juncea 2294 b 27.720 b 1.235 b 5,54 b 78,92
Testemunha 18,14 b 131470 a 7.093 a 26,29 a -
CV % 13,28 30,79 24,44 30,2 -

" Dados referentes a médias de 5 repeti¢des, sem transformagio.

2 Médias seguidas de mesma letra na coluna, ndo diferem entre si, pelo teste de Scott-Knott a 5%.
Transformagdes: "(x+k)*1/2" com k = 1 para massa de raizes e n° de ovos + J, totais, k = 0,01 para n° de ovos
+ J, por grama de raiz ¢ k = 0,1 para FR.

Para as variaveis n° de ovos + J, por sistema radicular e por grama de raizes,
assim como para FRs, a testemunha apresentou média significativamente superior aos demais
tratamentos, o que deixa claro a forte acdo dos extratos na reducdo populacional de M.
javanica nas raizes de S. lycopersicum. Gardiano et al. (2010) concluiram que os extratos
aquosos de sementes de crotalaria das espécies C. breviflora, C. juncea, C. mucronata e C.
spectabilis, aplicados semanalmente, apresentaram pouca ou nenhuma eficiéncia na redugio
do niimero de galhas e de ovos de M. javanica, em S. lycopersicum.

Com relagdo ao controle promovido pelos extratos sobre a populacdo do M.
javanica, todos tiveram porcentagens acima de 70%, que € considerado um bom nivel de
controle para este patdgeno, e o extrato que apresentou a maior porcentagem de controle foi o
de C. winterianus com 87,22% de redugdo da populagdo do M. javanica em relacdo a

testemunha sem inoculagao.
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Lopes et al. (2011), observaram que adi¢ao ao solo de folhas trituradas de R.
communis, A. indica, E. citriodora e Cymbopogon citratus (capim-limio) reduz o niamero de
ovos, indicando que esses materiais organicos podem ser uma alternativa de controle de M.
javanica em S. lycopersicum.

Giaretta et al. (2009) constataram uma reducao na taxa de eclosdo em 88,8%
para o M. javanica e 98,8% para o M. incognita comparados com a testemunha, provocada
pela aplicagdo de extrato aquoso de sementes de CucUrbita moschata (abobora). Segundo
Neves et al., (2010) extratos botanicos de C. winterianus e Dendropanax cuneatum (maria-
mole) foram eficientes em promover a inativacdo de juvenis de M. javanica e M. incognita,
“in vitro”.

Para os resultados da espécie M. parananensis sobre massa de raizes
(Tabela 3), os tratamentos apresentaram maior média que a testemunha com diferenca

significativa.

Tabela 3 —Efeito dos extratos aquosos de folhas de Pennisetum purpureum, Cymbopogon
winterianus, Ocimum basilicum, O. basilicum cv. ‘Toscano’, O. pupuraceus ¢
Brassica juncea sobre a massa de raizes de Solanum lycopersicum cv. ‘Santa
Cruz’, reprodu¢do de Meloidogyne paranaensis nas raizes e porcentagem de
controle, aos 60 dias da inoculac¢do. Londrina 2013.

E Massa de N°de ovos +J,/ N°deovos+ 1,/ Fator de Controle
Xxtratos ; ; : 5

raizes raizes grama de raiz reprodugdo (%)
P. purpureum 27,86' a 34.860' b 1.335" ¢ 6,97 b 70,25
C. winterianus 24,46 a 59.780 b 2.361 b 11,96 b 48,98
O. basilicum 21,72 a 66.640 b 2982 b 13,33 b 43,13
0. basilicum cv. ‘toscano’ 28,56 a 60.620 b 2.056 b 12,12 b 48,27
O. pupuraceus 25,68 a 36.688 b 1.469 c 7,34 b 68,69
B. juncea 35,86 a 45.180 b 1.303 ¢ 9,04 b 61,44
Testemunha 16,08 a 117.180 a 7.577 a 23,44 a -
CV % 16,50 4,97 5,85 23,33 -

" Dados referentes a médias de 5 repeti¢des, sem transformagio.

2 Médias seguidas de mesma letra na coluna, ndo diferem entre si, pelo teste de Scott-Knott a 5%.
Transformagoes: "1/(x*1/2)" para massa de raizes e "Log x" na base 10 para n° de ovos + J, totais, n° de ovos +
J, por grama de raiz e FR.

Para o n° de ovos + J2 nas raizes, todos os tratamentos com extratos foram
eficientes apresentando médias significativamente menores em relagdo a testemunha controle.
No caso do n® de ovos + J, por grama de raiz, a maior média continuou sendo observada na
testemunha, diferente significativamente dos demais tratamentos, mantendo o efeito negativo
dos extratos sobre M. paranaensis. Ja entre os tratamentos com extratos aquosos, 0s mais
eficientes em reduzir o n° de ovos + J,, considerando um grama de raiz, foram os extratos de

P. purpureum, O. pupuraceus e B. juncea. Quanto ao FR, todos os tratamentos com extratos,
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aplicados ao solo, diferiram da testemunha ¢ reduziram a multiplicagdo de M. paranaensis nas
raizes de S. lycopersicum.

O extrato com controle mais eficiente para a espécie M. paranaensis foi o P.
purpureum com porcentagem acima de 70% de reducdo da populacdo deste nematoide em
relacdo a testemunha sem inoculagdo.

Os extratos vegetais no controle de fitopatogenos apresentam algumas
vantagens em relacdo aos quimicos, tais como a possibilidade de gerarem novos compostos
que os patdgenos ainda ndo se tornaram capazes de inativar, serem menos concentrados e
menos toxicos, serem biodegradados rapidamente, possuirem um amplo modo de agdo e

serem derivados de recursos renovaveis (COIMBRA et al., 2006).

3.6 CONCLUSOES

Todos os extratos aquosos das folhas aplicados ao solo foram eficientes em
reduzir a multiplicagao de Meloidogyne incognita, M. javanica e M. paranaensise nas raizes

de Solanum lycopersicum.
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4 ARTIGO B: AVALIACAO DA HOSPEDABILIDADE DE MELOIDOGYNE
SPP. EM CITRONELA E ESPECIES DE MAJERICAO E EFEITO DA
PRESENCA DOS NEMATOIDES NO TEOR E COMPOSICAO QUIMICA
DOS OLEOS ESSENCIAIS

4.1 RESUMO: O objetivo do ensaio foi avaliar a hospedabilidade das plantas de Cymbopogon
winterianus, Ocimum basilicum, O. pupuraceus para os Meloidogyne incognita, M. javanica ¢
M. paranaensis ¢ a quantidade ¢ qualidade dos 6leos essenciais das plantas inoculadas. Os
indculos dos nematoides foram extraidos de raizes de Solanum lycopersicum cv. ‘Santa Cruz’.
Plantas de O. basilicum e O. pupuraceus foram semeadas em bandejas e transplantadas apds
30 dias e C. winterianus foram plantadas diretamente no vaso. O delineamento foi
inteiramente casualizado com 10 tratamentos no primeiro ensaio € quatro no segundo e 20
repeticdes. Realizou-se a inoculagdo de 5000 ovos de cada espécie dos nematoides,
separadamente, apos 20 dias do transplante das mudas. Apds 60 dias da inoculagao, as raizes
foram lavadas, e avaliado a massa e volume de raizes. Quantificou-se as massas fresca e seca
de parte aérea das plantas, as massas dos ovos e numeros de ovos e os fatores de reproducao.
As médias foram analisadas por Scott-Knott a 5%. Uma por¢ao (300 gramas) da parte aérea
fresca foi usada para extragdo dos Oleos essenciais, por destilagio com arraste a vapor. O
destilado foi extraido com trés por¢des de diclorometano (3X150mL). A fase organica foi
concentrada com evaporador rotatorio. Os 6leos essenciais foram pesados e avaliados quanto
a composicdo quimica pela cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas.
Cymbopogon winterianus foi suscetivel de Meloidogyne incognita e resistentes M. javanica e
M. paranaensis. Estas plantas ndo sofreram alteragdes na quantidade de 6leo produzida
quando inoculadas com estes nematoides. As espécies Ocimum basilicum e O. pupuraceus
foram suscetiveis as trés espécies de nematoides. As plantas de O. basilicum ndo tiveram
alteragdes a quantidade de 6leo produzida em fungdo do ataque deste nematoides. As plantas
de O. pupuraceus produziram maior quantidade de d6leo quando inoculada com M. javanica.
C. winterianus, O. basilicum e O. pupuraceus sofrem alteragdes na composi¢do quimica dos
seus oOleos essenciais quando inoculadas com estas espécies de Meloidogyne.

Palavras chave: Resisténcia. Suscetibilidade. Controle de doengas. Compostos nematicidas.
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4.2 ABSTRACT: The objective of this work was to evaluate the host ability of plants
Cymbopogon winterianus, Ocimum basilicum, O. pupuraceus for Meloidogyne incognita, M.
javanica and M. paranaensis and the quantity and quality of essential oils of inoculated
plants. Inocula of the nematodes were extracted from roots of Solanum lycopersicum cv.
'Santa Cruz'. Plants of O. basilicum and O. pupuraceus were sown in trays and transplanted
after 30 days and C. winterianus were planted directly in the vessel. The experimental design
was completely randomized with 10 treatments in the first test and four in the second and 20
repetitions. The inoculation was performed with 5,000 eggs of each species of the nematodes,
separately, after 20 days of transplanting the seedlings. After 60 days of inoculation, the roots
were washed, and assessed the mass and volume of roots. Was quantified fresh and dry
masses of aerial parts of plants, masses of eggs, numbers of eggs and the reproduction factors.
The averages were analyzed by Scott-Knott at 5 %. A portion (300 grams) fresh aerial part
was used for extraction of essential oils by distillation with steam distillation. The distillate
was extracted with three portions of dichloromethane (3X150mL). The organic phase was
concentrated with a rotary evaporator. The essential oils were weighed and evaluated for
chemical composition by gas chromatography coupled to mass spectrometry. Cymbopogon
winterianus was susceptible of Meloidogyne incognita and resistant M. javanica and M.
paranaensis. These plants did not have changes in the quantity of oil produced when
inoculated with these nematodes. The species Ocimum basilicum and O. pupuraceus were
susceptible to the three species of nematodes. The plants of O. basilicum had no changes to
the quantity of oil produced in function of these attack nematodes. The plants O. pupuraceus
produced a larger amount of oil when inoculated with M. javanica. C. winterianus, O.
basilicum and O. pupuraceus had changes in the chemical composition of their essential oils
when inoculated with these species of Meloidogyne.

Keywords: Resistance. Susceptibility. Disease control. Compounds nematicides.

4.3 INTRODUCAO

Uma planta ¢ considerada medicinal quando sdo encontradas em sua
composi¢do substancias que provocam no organismo humano reacdes que podem variar da
cura ao abrandamento da doenca (Fuck, 2006). Segundo Correa Junior et al. (1991), as plantas
medicinais podem ser atacadas por diversas pragas, doencas e fitonematoides, o que
compromete qualitativa e quantitativamente as propriedades curativas e a producdo das
mesmas.

Entre as espécies de nematoides mais importantes estdo as pertencentes ao
género Meloidogyne (Goeldi), que causam danos diretos com a formagdo de galhas e redugio
no numero de raizes e predispdem a enfermidades fingicas e bacterianas causando perdas no
rendimento de muitas culturas, podendo levar a morte da planta (TAYLOR e SASSER, 1983).

Baida et al. (2011), concluiram que Matricaria recutita (camomila) foi
suscetivel a espécie M. incognita, ndo podendo ser usada como alternativa de cultivo em areas

infestadas. Dias-Arieira et al. (2012) observaram grande nimero de galhas e maior fator de
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reprodugdo de M. javanica para relagdo a testemunha em Cichorium endivia (chicéria) e O.
basilicum (manjericéo).

Em outra vertente, principios ativos possuem fungdes ecologicas
importantes para a sobrevivéncia da espécie e sao produzidos, quase todos, pelo metabolismo
secundario das plantas. Uma das fungdes dos metabdlitos secundarios de plantas ¢ defendé-las
contra o ataque de insetos e patogenos, exercendo efeito toxico a estes organismos (SILVA;
CASALLI 2000). Compostos produzidos pelas plantas durante o processo da doenca tém
mostrado papel crucial na resisténcia ao organismo invasor (NANDAKUMAR et al., 2001).

Demuner et al. (2003) identificaram mais de uma classe de compostos de
plantas (isoflavonoides ¢ amidas) com atividade nematicida para M. incognita. Davis ¢ Rich
(1987) descobriram que contetdo de nicotina em plantas de tabaco aumenta, especialmente
nas plantas resistentes, quando ocorre a infec¢do por M. incognita a niveis que afetam a
mobilidade dos juvenis de segundo estadio.

Algumas plantas sao mais estudadas como matérias primas para o preparo
de extratos ou para a extracdo de Oleos essenciais com propriedades nematicidas como ¢ o
caso de Mucuna prurienses (mucuna); Tagetes spp. (cravo-de-defunto); Crotalaria spp.
(Crotalaria); Azadirachta indica A. Juss. (nim); algumas gramineas; Ricinus communis
(mamona); brassicas e plantas medicinais e aromaticas (FERRAZ et al., 2010).

Compostos como L-Dopa (3,4-diidroxifenilalanina), substancia com
pronunciado efeito nematicida, foram isolados de sementes de Mucuna spp. Foram isolados
da parte aérea de plantas de mucuna-preta 1-triacontanol, que apresenta atividade nematicida
contra M. incognita raca 3 (NOGUEIRA et al., 1996).

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito do parasitismo de M. incognita,
M. javanica e M. paranaensis na quantidade e qualidade dos 6leos essenciais de Cymbopogon

winterianus e Ocimum spp.
44  MATERIAL E METODOS
4.4.1 Obtengao das Populagdes das Espécies de Meloidogyne spp
As populagdes iniciais de Meloidogyne incognita, M. javanica, M.
paranaensis foram obtidas a partir de raizes de Solanum lycopersicum cv. ‘Santa Cruz’

(tomateiro), do banco de indculo do Laboratério de Fitopatologia da Universidade Estadual de

Londrina (UEL).
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As plantas de S. lycopersicum foram cultivadas em casa de vegetagdo
durante 60 dias. Em seguida as raizes foram coletadas, lavadas cuidadosamente e processadas
para extracdo dos ovos e juvenis, segundo a metodologia descrita por Boneti e Ferraz (1981).
Os nematoides nestas suspensdes foram quantificados ao microscopio dptico com auxilio de

camara de Peters e constituiram os indculos utilizados no trabalho.
4.4.2 Multiplicacdo das Plantas e Montagem dos Experimentos

Todo o experimento foi conduzido em condigdes de casa de vegetacdo, na
Universidade Estadual de Londrina — PR (UEL). Espécimes de O. basilicum L. (manjericao
verde) e de O. pupuraceus L. (manjericao vermelho) foram multiplicadas através de sementes
comerciais da marca Isla®, semeadas em bandejas com substrato comercial Plantmax®. A
planta C. winterianus Jowitt (capim-citronela) foi multiplicada através de rametas retiradas de
uma matriz pertencente a Fazenda Escola da UEL. Estas rametas foram plantadas diretamente
no vaso.

Foram utilizados vasos com 3L de capacidade e como substrato foi utilizado
uma mistura de areia e solo (2:1) mais dois gramas por vaso de adubo granulado NPK (8-20-
16). As mudas dos manjericoes foram transplantadas para os vasos apds 30 dias da
emergéncia, na quantidade de uma planta por vaso. O solo utilizado foi comprado de uma
empresa de terraplanagem que o retirou de oito metros de profundidade, foram realizadas
analises prévias para a garantia de ser um solo isento de nematoides fitoparasitas.

Como testemunhas foram utilizadas plantas das mesmas espécies sem
inocular com nematoides. Para confirmar a viabilidade dos in6culos utilizaram-se plantas de
S. lycopersicum cv. ‘Santa Cruz’, por serem suscetiveis as trés espécies de nematoides
estudadas.

No primeiro ensaio o deliniamento experimental foi inteiramente ao acaso
com 10 tratamentos e 20 repeti¢cdes. Foi realizado durante os meses de outubro a dezembro de
2011. Os tratamentos foram: C. winterianus + M. incognita, C. winterianus + M. javanica, C.
winterianus + M. paranaensis, C. winterianus sem nematoide; O. basilicum + M. incognita,
O. basilicum + M. javanica, O. basilicum sem nematoide; O. pupuraceus + M. incognita, O.
pupuraceus + M. javanica, O. pupuraceus sem nematoide.

O segundo ensaio com M. paranaensis e as plantas O. basilicum e O.
pupuraceus foi conduzido em data diferente, durante os meses de janeiro a margo de 2012,

com deliniamento experimental inteiramente ao acaso com de quantro tratamentos e 20
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repeticoes, devido uma questdo de producao de mudas e também de viabilidade de inoculo
desta espécie de nematoide. Os tratamentos foram: O. basilicum + M. paranaensis, O.
basilicum sem nematoide; O. pupuraceus + M. paranaensis, O. pupuraceus sem nematoide.
Todos os tratamentos dos dois ensaios foram avaliados quanto a
hospedabilidade dos nematoides nas plantas, e comparados individualmente tratamento

testemunha e tratamento inoculado para cada espécie de nematoide.

4.4.3 Avaliagdes da Hospedabilidade das Plantas M. incognita, M. javanica ¢ M.

paranaensis

As plantas de C. winterianus, O. basilicum e O. pupuraceus foram
inoculadas 20 dias ap6s serem transplantadas para o vaso difinitivo. Para tanto foi preparada
suspensdo segundo metodologia descrita por Boneti e Ferraz (1981), contendo 1000 ovos e
eventuais juvenis/mL. Cada vaso recebeu cinco mL desta suspensdo, que foram aplicados ao
redor do colo das plantas.

As plantas foram mantidas em casa de vegetacdo e, apds 60 dias da
inoculacdo, os sistemas radiculares foram coletados e separados da parte aérea, lavados
cuidadosamente, pesados e os seus volumes medidos com proveta de 2000 mL. Em seguida,
as raizes foram coloridas com Floxina B, para contagem de ootecas por sistema radicular,
segundo metodologia de Taylor e Sasser (1978). As raizes foram processadas através da
técnica de Bonetti e Ferraz (1981), para extragdo dos ovos e determinagdo do fator de
reproducao (FR = n° de ovos final Pf/ n°® de ovos inicial Pi) segundo Oostenbrink (1966). As
plantas com FR menores que um (< 1) foram consideradas resistentes e as plantas com FR
maiores ou iguais a um (> 1) foram consideradas suscetiveis.

A parte aérea das plantas foi pesada logo apos a coleta obtendo o peso
fresco. Em seguida, foram secas em estufa de circulagdo de ar for¢ado a temperatura média de
40'C, ap6s a secagem este material foi pesado novamente, obtendo assim o peso seco. Parte
do material fresco (300 gramas) foi picado homogeneizado logo apds a coleta e levado até o
Laboratério de Moléculas Bioativas do Departamento de Quimica da UEL, para extracdo dos

Oleos essenciais das plantas.
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4.4.4 Analises Estatisticas dos Dados

As médias foram analisadas pelo teste de comparagdes multiplas de Scott-
Knott, ao nivel de 5% de significancia, apés rejeitar a igualdade das mesmas através da

analise de variancia.

4.4.5 Obtencio e Extracdo dos Oleos Essenciais das Plantas Estudadas

A colheita foi realizada no periodo da manha, até¢ as 10h00Omin, com tesoura
de poda. O 6leo essencial do material fresco das plantas coletadas (300 g das folhas) de cada
tratamento foi picado homogenizado e divido em trés por¢des de 100 g e foi extraido,
separadamente, através de hidrodestilagdo em aparelho de Clevenger, por 3 horas, totalizando
trés repeticdes por tratamento para os dois ensaios. O destilado foi extraido com a passagem
do diclorometano (CH,Cl,) por trés vezes com um funil de separagdao. O extrato obtido foi
seco com sulfato de so6dio anidro e concentrado sob pressdo reduzida em rota-vapor, obtendo
o Oleo essencial. Este foi pesado e avaliado quanto a concentragdo e constituicdo dos

metabolitos.

4.4.6 Metodologia para a Identificagdo e Quantificagio dos Compostos Presentes no Oleo

Essencial das Espécies Avaliadas

A avaliagdo da composicao quimica dos oleos essenciais foi realizada por
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM), em equipamento
localizado no Laboratorio de Moléculas Bioativas do Departamento de Quimica da UEL, em
Cromatografo a gas Shimadzu GC-17A acoplado a Shimadzu GC/MS-QP5000 (Faria et al.,
2006). A identificacdo dos compostos foi efetuada comparando-se os espectros de massas
obtidos com os da biblioteca do equipamento (CG-EM). A concentracdo destes compostos foi
expressa em porcentagem de area normalizada dos picos, considerando uma similaridade

superior a 85%.
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4.5 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.5.1 Resultados sobre a Multiplicagdo Populacional dos Nematoides nas Raizes de C.

winterianus, O. basilicum, O. pupuraceus

Na tabela 1, apresentam-se os dados referentes a multiplicagdo do M.
incognita, M. javanica, M. paranaensis nas raizes da planta de C. winterianus, O. basilicum e
O. pupuraceus.

Sobre as plantas inoculadas com M. incognita para massa de ovos, C.
winterianus apresentou indice de massas menor que as plantas O. basilicum e O. pupuraceus,
mas todas foram consideradas igualmente suscetiveis ao ataque deste nematoide. Dias-Arieira
(2012), testando a reagdo de hortalicas e plantas aromaticas a nematoides constataram que € a
maior suscetibilidade a M. incognita foi observada para a Lactuca sativa (alface tipo Mimosa,
cv. ‘Salad Bowl’) e para as cultivares de Chicorium endivia (chicéria), Pretrosolium sativum

(salsa, cv. ‘Grauda Portuguesa’) e O. basilicum.

Tabela 1 —Multiplicagao do Meloidogyne incognita, M. javanica ¢ M. paranaensis nas raizes
das plantas Cymbopogon winterianus, Ocimum basilicum, O. pupuraceus.

Londrina, 2013.
M. incognita
Plantas N° de Ovos + Fator de ~
Massa de ovos , ~ Reagdo
Jy/raizes Reprodugao

C. winterianus 4! 37.850? 7,570? Suscetivel
O. basilicum 5 81.143 16,229 Suscetivel
O. pupuraceus 5 151.968 30,394 Suscetivel

M. javanica
C. winterianus 1! 2.700? 0,540? Resistente
O. basilicum 5 102.568 20,514 Suscetivel
O. pupuraceus 5 199.661 39,932 Suscetivel

M. paranaensis
C. winterianus I! 1.440? 0,288? Resistente
O. basilicum 5 198.868 39,774 Suscetivel
O. pupuraceus 5 198.568 39,714 Suscetivel
' Quantidade de massas de ovos (ootecas) por raiz, o niimero é correspondente da quantidade na escala de
Taylor e Sasser (1978).

% Dados referentes a média de 20 repetigdes.

C. winterianus permitiu menor multiplicagdo dos nematoides em suas
raizes, mas mesmo assim promoveu aumento da populagdo deste fitoparasita (nimero de ovos
+ Jp/raizes). As plantas de O. basilicum apresentaram alta popula¢do de M. incognita em suas

raizes, e as de O. pupuraceus foi a que mais permitiu a multiplicacdo desta espécie de
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nematoide, sendo assim nenhuma destas plantas sdo recomendadas para dreas com presenca
do M. incognita por promoverem um aumento da populagao.

O fator de reprodugdo, mostra o quanto a populagdo de M. incognita
aumentou nas raizes das plantas em relagdo a populagdo inicial, ¢ o dado que prova que estas
plantas s3o suscetiveis ao nematoide. Como neste caso todos s3o maiores que um sio
considerados suscetiveis (reacdo). Alguns autores ja relataram dados diferentes, colocando as
plantas de O. basilicum e O. pupuraceus como resistentes a este nematoide (BAIDA et al.,
2011). Segundo Moénaco et al. (2008), pode-se creditar as diferengas de reacdes observadas
para mesmas espécies de plantas a duas hipdteses: variabilidade intra-especifica das plantas
ou variagdo fisiologica em M. incognita e M. javanica (existéncia de ragas fisioldgicas), fato
ja observado por Taylor e Sasser (1978).

Park et al. (2004) testaram a hospedabilidade de 22 espécies medicinais a M.
hapla, a hospedabilidade foi avaliada com base no indice de galhas proposto por Taylor e
Sasser (1978) e no fator de reproducdao (OOSTENBRINK, 1966). Doze espécies foram
suscetiveis ao nematoide com indice de galhas de 2,6-5,0 e FR 1,3-10,6. Trés foram imunes.
Cinco espécies foram consideradas resistentes com 0,3-0,6. Uma foi tolerante e uma
hipersensivel.

Sobre os resultados da multiplicagdo do M. javanica nas raizes das plantas
estudadas, para massa de ovos C. winterianus apresentou baixo indice, que indica ataque
minimo, aceitavel pela planta, sendo considerada resistente. Nas plantas O. basilicum e O.
pupuraceus, o indice observado foi o maximo que a escala permite (cinco), sendo estas
plantas consideradas suscetivel ao ataque deste nematoide, o que promove um aumento da
populagdo nas areas cultivadas com presenca do M. javanica.

Foi relatado por Baida et al. (2011), que a linhagem HAB 403 de Phaseolus
vulgaris (feijjao vagem) foi suscetivel a M. incognita e M. javanica (FR = 1,117 e 6,006
respectivamente), ndo recomendando sua utilizagdo em areas contaminadas, por aumentar a
populac@o no solo. Ja as linhagens de P. vulgaris (HAB 402, 408, 411 e 428) comportaram-se
como resistentes (FR < 1), podendo ser utilizadas em programas de melhoramento que visem
o controle dos nematoides de galhas radiculares.

Para o variavel nimero de ovos + J./raizes, C. winterianus teve nimero
baixo de nematoides em suas raizes, ou seja, promoveu reducdo na populacdo deste
nematoide. O. basilicum e O. pupuraceus tiveram quantidade alta de nematoides presentes em
suas raizes, permitiram que o nematoide aumentasse sua populagdo no solo, portanto deve-se

descartar como alternativa de produgao para areas contaminadas com M. javanica.
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Baida et al. (2011), avaliaram a hospedabilidade de plantas medicinais ao M.
javanica e encontraram trés plantas imunes, Ruta graveolens (arruda), Carpobrotus edulis
(balsamo) e Commiphoria myrrha (mirra), que podem ter potencial de produzir substancias
toxicas aos fitonematoides.

No variavel do fator de reproducao, foi observado que C. winterianus foram
resistentes a esta espécie de nematoide com FR menor que um, ela foi ma hospedeira e
responsavel pela diminui¢do da populacdo deste nematoide para aproximadamente metade da
inicial, por isso foi classificada com resistente (reag@o). O. basilicum e O. pupuraceus tiveram
FRs muito acima de um, ou seja, permitiram grande multiplicacdo dos nematoides em suas
raizes, sendo consideradas boas hospedeiras, o que confirma a suscetibilidade destas plantas
ao M. javanica, consideradas suscetives (reagao).

Nos resultados quanto a multiplicagdo da populagdo do M. paranaensis
sobre massa de ovos, C. winterianus tive um indice baixo na escala (um) e foram
consideradas resistentes (reagdo). O. basilicum ¢ O. pupuraceus tiveram o maior indice na
escala (cinco) e sdo consideradas suscetiveis (reacao) a este nematoide. A descoberta de
materiais resistentes que podem diminuir a populacdo de M. paranaensis ¢ interessante para
recomendacao em aéreas com presenca deste nematoide. Roese e Oliveira (2004) avaliaram o
comportamento de 28 espécies de plantas daninhas a este nematoide e consideraram oito
suscetiveis ¢ 20 como resistentes ao M. paranaensis.

Estes dados confirmam os resultados de Monaco et al. (2011), que ralataram
as plantas de O. basilicum como suscetivel. O majeri¢do tera o desenvolvimento prejudicado
pelo M. paranensis, além de aumentar sua populagéo no solo.

Quanto ao numero de ovos + Jy/raizes, C. winterianus apresentaram uma
média baixa e as plantas de O. basilicum e O. pupuraceus, médias altas.

No variavel fator de reprodugdo, C. winterianus mostrou forte redugao
populacional de M. paranaensi nas suas raizes. O. basilicum e O. pupuraceus tiveram médias
altas, ou seja, foram responsdveis por um aumento populacional maior que 39 vezes da
populagio inicial, sdo boas hospedeiras para o M. paranaensis, classificadas como suscetiveis
(rea¢do). Monaco et al. (2009) testando 47 espécies de plantas daninhas a M. paranaensis

relataram que 40,42 % foram imunes, 36,17 % suscetiveis e 23,40 % resistentes.
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4.5.2 Desenvolvimento Morfologico das Plantas C. winterianus, O. basilicum, O.

pupuraceus Inoculadas com M. incognita, M. javanica ¢ M. paranaensis

Na tabela 2 sdo apresentados os resultados sobre o desenvolvimento das
plantas de C. winterianus, O. basilicum e O. pupuraceus inoculadas e nao inoculadas.

Para as plantas de C. winterianus, a massa fresca e volume de raizes e a
massa fresca da parte aérea foi maior plantas inoculadas, com diferenca estatistica para a
testemunha sem inoculagdo, porém para a massa seca de parte aérea esta diferenca entre os
tratamentos nao apareceu. Sharma et al. (2005), observaram que diferentes genétipos de Piper
longum (pimenta-longa) (15, 16 e 17), também, ndo apresentaram reducdo da matéria seca em

relagdo a testemunha quando foram inoculadas com M. incognita.

Tabela 2 — Desenvolvimento de Cymbopogon winterianus, Ocimum basilicum e O.
pupuraceus inoculadas e ndo inoculadas com Meloidogyne incognita. Londrina,

2013.
Massa fresca de Volume de Massa fresca de Massa seca de parte
Plantas , , . .

raizes (gramas) raizes (mL) parte aérea (gramas) adrea (gramas)
C. winterianus inoculada 111,65" &’ 102,50" a? 58,91' a 22,00 ns
C. winterianus s/inoculagdo 78,77 b 78,50 b 4527 b 14,20
CV.% 37,71 18,18 32,79 35,31
O. basilicum inoculada 45,12" b 25,75" b 98,18' b 8,94' b’
O. basilicum s/inoculagio 83,80 a 51,11 a 121,77 a 13,69 a
CV. % 34,02 46,87 25,16 38,34
O. pupuraceus inoculada 38,32! 32,11" 89,51! 6,29'

} ns ns ns ns

O. pupuraceus s/inoculagdo 38,63 29,16 83,66 8,33
CV.% 36,63 54,86 26,07 46,91

" Dados referentes a médias de 20 repeticdes, sem transformagao.
2 Médias seguidas de mesma letra na coluna, ndo diferem entre si, pelo teste de Scott-Knott em nivel de 5% de
significancia.

Para O. basilicum, observa-se em todas as variaveis analisada diferenga
significativa entre as plantas inoculadas e as testemunhas ndo inoculadas, com média menor
para as plantas que com ataque dos nematoides. Ja para O. pupuraceus, nao houve diferencga
entre as plantas inoculadas e a testemunha sem inoculagdo, sendo esta planta considerada
igual a testemunha e sem interferéncia no seu desenvolvimento.

Nos resultados apresentados para as plantas inoculadas com M. javanica
(tabela 3), C. winterianus teve diferenca significativa somente na massa fresca de parte aérea,
com média menor nas plantas inoculadas, porém esta alteracdo ndo interferiu no acimulo de

matéria seca na planta.
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Sharma et al. (2005), avaliaram dois genotipos de P. longum (15 ¢ 16) a M.
javanica, e relataram em seus resultados que o gendtipo 15 teve 35,80% de redug@o de massa
seca das plantas inoculadas em relacdo a testemunha, enquanto que o gendtipo 16 ndo
apresentou diferenca, os autores relataram ainda que os dois gendtipos estudados ndo
apresentaram reducdo da massa fresca das raizes.

O. basilicum teve diferenga significativa na massa fresca e volume de raizes,
com média inferior para as plantas inoculadas. Porém para a massa fresca e seca de parte
aérea nao foi observada diferenca significativa, indicando que a reducdo do sistema radicular

desta planta ndo foi suficiente para provocar perdas de producdo da parte aérea.

Tabela 3 —Desenvolvimento de Cymbopogon winterianus, Ocimum basilicum ¢ O.
pupuraceus inoculadas e nao inoculadas com Meloidogyne javanica. Londrina,

2013.
Pl Massa frescade Volume de Massa fresca de parte  Massa seca de parte
antas , , . .
raizes (gramas) raizes (mL) aérea (gramas) aérea (gramas)

C. winterianus inoculada 86,99! ns 77,00! ns 37,52' b? 11,67 ns
C. winterianus s/inoculagio 78,77 78,50 4527 a 14,20
C.V. % 40,10 25,83 37,89 48,80
O. basilicum inoculada 55,05' b? 29,80" b 112,58 ns 11,69' s
0. basilicum s/inoculagdo 83,80 a 51,11 a 121,77 13,69
C.V.% 32,72 42,98 30,63 38,59
O. pupuraceus inoculada 19,13' b? 16,72' b? 76,64! ns 2,93! b?
O. pupuraceus s/inoculagio 38,63 a 29,16 a 83,66 8,33 a
CV. % 40,83 60,05 21,95 51,64

" Dados referentes a médias de 20 repeti¢des, sem transformagao.
2 Médias seguidas de mesma letra na coluna, ndo diferem entre si, pelo teste de Scott-Knott em nivel de 5% de
significancia.

Para O. pupuraceus ocorreram diferenga na massa fresca e volume de raiz e
massa seca da parte aérea e, em todos os casos a média das plantas inoculadas foram menores
que as testemunhas nio inoculadas, o que prova que estas plantas sofrem redu¢do do sistema
radicular com o ataque e essa redu¢do influenciou o acumulo de matéria seca desta planta,
reduzindo assim sua produtividade.

Nos resultados das plantas inoculadas e ndo inoculadas com o M.
paranaensis (tabela 4), C. winterianus teve diferenga significativa na massa fresca de raizes,
com média menor para as plantas inoculadas, porém essa menor massa de raiz ndo resultou
em perdas significativas de producao de massa fresca e seca de parte aérea. Segundo Campos

(2001), resultados experimentais t€ém demonstrado evidéncias de que os mecanismos de
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resisténcia, induzidos internamente, estdo envolvidos com uma perturbacdo geral na planta

causada pelo parasita.

Tabela 4 —Desenvolvimento de Cymbopogon winterianus, Ocimum basilicum e O.
pupuraceus inoculadas e ndo inoculadas com Meloidogyne paranaensis. Londrina,

2013.
Massa fresca de Volume de Massa fresca de Massa seca de parte
Plantas , , . .

raizes (gramas) raizes (mL)  parte aérea (gramas) adrea (gramas)
C. winterianus inoculada 57,34' b? 69,44 ns 43,22 ns 12,14 ns
C. winterianus s/inoculagio 78,77 a 78,50 45,27 14,20
CV.% 44,53 23,51 40,72 63,51
O. basilicum inoculada 137,47" &’ 122,5" a2 121,01 ns 17,29 ns
0. basilicum s/inoculagio 99,91 b 92,00 b 121,92 16,38
CV.% 28,83 30,31 16,02 22,20
O. pupuraceus inoculada 83,36' a? 75,00! ns 107,11! ns 11,57' ns
O. pupuraceus s/inoculagdo 55,36 b 71,00 105,32 12,56
CV. % 35,36 27,57 17,95 20,20

' Dados referentes a médias de 20 repeti¢des, sem transformagao.
? Médias seguidas de mesma letra na coluna, nio diferem entre si, pelo teste de Scott-Knott em nivel de 5% de
significancia.

Quanto as plantas de O. basilicum, na massa fresca e volume de raizes foi
observado diferenca significativa com maior média para os tratamentos inoculados, ja para
massa fresca e seca de parte aérea ndo foi observada diferenca estatistica.

Nas plantas de O. pupuraceus, para massa fresca de raizes foi constatado
diferenca significativa e a exemplo da varidvel anterior as médias das plantas inoculadas foi
maior que as ndo inoculadas, as outras variaveis ndo apresentaram diferenca significativa em
comparagdo com a testemunha.

No Brasil, a quantificacdo de perdas provocadas pelo ataque de nematoides
ndo ¢ precisa, devido as interacdes com danos provocados por pragas e outras doencgas,
condi¢des climdticas, presenga de plantas invasoras e inadequacdo de tratos culturais

(RITZINGER; FANCELLI, 2006).

4.5.3 Resultados sobre a Quantidade de Oleo Essencial produzido por C. winterianus, O.
basilicum e O. pupuraceus Inoculadas com M. incognita, M. javanica e M.

paranaensis

As alteracdes provocadas por nematoides na quantidade e composi¢cdo

quimica dos oleos essenciais das espécies C. winterianus, O. basilicum e O. pupuraceus
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nunca foram objeto de estudo dos pesquisadores, fato que torna mais dificil uma discussao
sobre 0 assunto e mostra o ineditismo que esta sendo apresentado com este trabalho.

Estes resultados sdo importantes para a ciéncia, pois varios compostos
utilizados para constituicdo de medicamentos e afins sdo retirados dos dleos essenciais de
plantas medicinais e estes Oleos podem sofrer alteracdes quantitativas e qualitativas
provocadas pelo ataque de patogenos como os fitonematoides.

As espécies vegetais C. winterianus, O. basilicum e O. pupuraceus foram
avaliadas quanto ao efeito da presenca dos nematoides sobre a producdo de seu oleos
essenciais. Foi possivel comparar as quantidades de 6leos essenciais produzidos por plantas
inoculadas com nematoides e nao inoculadas (testemunha). Segundo Correa Junior et al.
(1991), as plantas medicinais podem ser atacadas por pragas, doengas e fitonematdides, que
comprometem qualitativa e quantitativamente as propriedades curativas e a produgao.

Compostos produzidos pela planta durante o processo da doenca tém
mostrado um papel crucial na resisténcia ao organismo invasor (NANDAKUMAR et al.,
2001). Demuner et al. (2003), identificaram em relagdo ao M. incognita, mais de uma classe
de compostos de plantas (isoflavonoides e amidas) com atividade nematicida.

Nos resultados apresentados para C. winterianus e O. basilicum (tabela 5),
ndo foi observado diferenca significativa entre os tratamentos, ndo houve alteragdo na
quantidade de oleo essencial produzida por estas espécies de plantas quando inoculadas com

0s nematoides.

Tabela5 - Massa (gramas) dos 6leos essenciais produzidos por Cymbopogon winterianus,
inoculadas com Meloidogyne incognita, M. javanica e M. paranaensis e, por
Ocimum basilicum e O. pupuraceus inoculadas com M. incognita ¢ M. javanica.
Londrina, 2013.

Tratamentos C. winterianus O. basilicum O. pupuraceus
M. incognita 1,2865! 0,0414' 0,0222' b?
M. javanica 0,9491 ns 0,0449 ns 0,0401 a
M. paranaensis 0,6364 - -
Testemunha 1,1401 0,0432 0,0240 b
C.V.% 22,92 12,92 23,72

" Dados referentes a médias de 3 repeti¢des, sem transformagio.
2 Médias seguidas de mesma letra na coluna, ndo diferem entre si, pelo teste de Scott-Knott em nivel de 5% de
significancia.

Nos resultados apresentados para C. winterianus e O. basilicum (tabela 5),

ndo foi observado diferenca significativa entre os tratamentos, ndo houve alteracdo na
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quantidade de 6leo essencial produzida por estas espécies de plantas quando inoculadas com
os nematoides.

Para O. pupuraceus foi constatada diferenca significativa entre o tratamento
inoculado com o M. javanica e a testemunha sem inocula¢do com maior média de produgdo
de 6leo para o tratamento com nematoide, em relacdo ao tratamento com M. incognita e
testemunha sem inoculagdo, nao foi observado diferenca estatistica.

Para a comparagdo da quantidade de dleo produzida por O. basilicum e O.
pupuraceus inoculadas com M. paranaensis com a testemunha sem inoculagao (tabela 6), ndo
houve diferenga significativa entre os tratamentos inoculados e ndo inoculados, ou seja, o

nematoide nao provocou alteragdes na producgado de 6leo destas plantas.

Tabela 6 — Massa (gramas) dos dleos essenciais produzidos por Ocimum basilicum ¢ O.
pupuraceus inoculadas com Meloidogyne paranaensis. Londrina, 2013.

Tratamentos Ocimum basilicum Ocimum pupuraceus
M. paranaensis 0,0524! s 0,0184! ns
Testemunha 0,0727 0,0149
C.V.% 20,00 17,50

" Dados referentes a médias de 3 repeti¢des, sem transformagio.

4.54 Composi¢io Quimica do Oleo Essencial Produzido por C. winterianus, O. basilicum e

O. pupuraceus Inoculadas com M. incognita, M. javanica e M. paranaensis

A identificacdio e quantificacdo dos compostos presentes nos Oleos
essenciais produzidos por C. winterianus mostram possiveis alteragdes provocadas nos seus
constituintes pelo ataque dos nematoides M. incognita, M. javanica e M. paranaensis (tabela
7). A quantidade de compostos observados para todos os casos foram de 24, sendo
identificados 17 para a testemunha controle e para os espécimes de C. winterianus inoculados
com M. incognita e M. javanica e 16 para os inoculados com M. paranaensis. Nao existem
paramentros de comparagdes para este tipo de avaliagdo sobre alteragdes na composicao
quimica dos oleos desta espécie vegetal, pois os trabalhos mostrando alteragdes provocadas
no oOleo por causa do ataque destes nematoides sdo inexistentes para a ciéncia.

Sobre as concentracdes dos compostos identificados, pode-se notar para os
espécimes de C. winterianus inoculados com M. incognita comparados com a testemunha

controle, que no citronelal ocorreu um aumento de mais de 3% deste composto.
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Tabela 7 — Concentragdo dos constituintes do 6leo essencial de Cymbopogon winterianus,
inoculadas e ndo inoculadas com Meloidogyne spp. Londrina, 2013.

Compostos quimicos Testemunha (%) M. incognita (%) M. javanica (%) M. paranaensis (%)
Mirceno 0,12 0,21 0,09' -
Cis-ocimeno 0,56 0,58 0,55 0,43
Citronelal 16,55 19,87 13,88 3,70
Citronelol 10,59 10,70 10,64 8,86
Geraniol 23,20 23,03 23,01 23,89
Mentol 4,54 3,20 3,67 1,37
Acetato de citronelol 7,13 6,68 7,81 7,14
Acetato de nerol 6,85 6,31 7,52 7,09
Beta-elemeno 0,17 0,38 0,46 0,62
Germacreno D 1,09 1,90 2,33 3,10
Alfa-muroleno 1,19 1,79 2,22 2,69
Delta-Cadineno 1,98 2,20 2,60 3,59
Elemol 3,96 3,55 4,30 5,78
Germacreno D-4-ol 2,45 2,59 2,59 2,33
Alfa-eudesmol 2,41 2,10 1,71 4,04
Alfa-cadinol 6,54 5,65 6,85 9,33
Acetato de guaiol 3,26 2,85 2,61 2,82
Numero de compostos totais 24 24 24 24

" Porcentagem do principio ativo no cromatograma obtido pelo (CG-EM).

Em ralacdo a alteragdo na concentracdo dos compostos produzidos no o6leo
essencial de C. winterianus inoculadas com M. javanica, nota-se que ocorre uma diminuigdo
de quase 3% da quantidade de citronelal em comparagdo com a testemunha, o contrario do
que aconteceu para a primeira espécie de nematoide analisada, indicando que esta planta
altera a quantidade deste composto em funcdo da resisténcia ou suscetibilidade ao ataque
destes nematoides, para os demais compostos ndo foi observada maiores alteragdes nas
quantidades.

Nos resultados para a espécie M. paranaensis foram observadas as maiores
alteracdes sobre a composicdo e quantidade dos constituintes dos 6leos de C. winterianus.
Nota-se que ndo foi encontrado o composto Mirceno nas plantas inoculadas, os compostos
que tiveram um aumento de mais de dois pontos percentuais em relagdo a testemunha foram
Mentol, Germacreno D, Alfa-cadinol. Ocorreu a diminui¢ao em quase dois pontos percentuais
da concentracao de Citronelol e o resultado mais importante ¢ sobre o Citronelal, onde a
concentra¢ao diminuiu bruscamente em fung@o do ataque do M. paranaensis, a diminuigao foi
de quase 13 pontos percentuais, fato que vem confirmar a alteracdo provocada neste composto
em fungao de ataque desta espécie de Meloidogyne.

O citronelal € o composto, dentre os identificados, que provavelmente tem a

maior acdo na defesa contra estes nematoides, ja que neste trabalho ficou claro que em funcao
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da sua suscetibilidade ou resisténcia as concentragdes deste composto podem aumentar ou
diminuir dentro do 6leo essencial de C. winterianus.

Para os resultados sobre os compostos que foram identificados no oleo
essencial de O. basilicum (tabela 8), quando comparadas as plantas inoculadas com M.
incognita e a testemunha sem inoculagdo observa-se pouca diferenca entre as quantidades dos
compostos presentes, houve um leve aumento para linalol, alfa-terpeneol, eugenol, metil-
eugenol e acetatode eugenol, enquanto que os compostos tau-cadinol e fitol tiveram uma

reducdo minima, ja o composto cubenol ndo se mostrou presente nas plantas inoculadas com

M. incognita.

Tabela 8 — Concentragdo dos constituintes do O6leo essencial de Ocimum basilicum,
inoculadas e ndo inoculadas com Meloidogyne incognita ¢ M. javanica.
Londrina, 2013.

Compostos quimicos Testemunha (%) M. incognita (%) M. javanica (%)
Linalol 8,27' 8,65' 12,19'
Alfa-terpineol 0,19 0,40 0,30
Eugenol 81,95 82,76 79,08
Metil-eugenol 0,18 0,70 0,44
Acetato de eugenol 0,01 0,19 0,04
Cubenol 0,21 - 0,22
Tau-cadinol 1,99 1,22 2,17
Fitol 1,49 0,84 0,19
Numero de compostos totais 34 34 33

" Porcentagem do principio ativo no cromatograma obtido pelo (CG-EM).

Ja para as plantas inoculadas com M. javanica comparadas a testemunha
pode-se notar maior diferenga no teor dos compostos, onde o linalol sofreu um aumento de
aproximadamente quatro pontos percentuais, o eugenol uma redu¢ao de quase tré pontos
percentouais, o fitol apresentou uma reducdo quase 1,5 pontos percentuais, mostrando que o
ataque deste nematoide nestas plantas de O. basilicum, provocam uma alteragdo nos
compostos do 6leo essencial.

Nos resultados sobre a compara¢do de O. basilicum inoculadas com M.
paranaensis ¢ sua testemunha sem inoculagdo (tabela 9), foi constatado uma redugdo nos
teores de eucaliptol, linalol, isoborneol, metil-eugenol, tau-cadinol e alfa-cadinol. A maior
reducdo ocorreu com o composto linalol. Embora a agdo nematicida de alguns dos compostos
de o6leos essenciais de espécies vegetais tenha sido observada por alguns pesquisadores
(BALA; SUKUL, 1987; ECHEVERRIGARAY et al., 2010; MARINO et al., 2012), trabalhos
que relatem alteragdes provocadas pelos nematoides a composi¢cdo quimica destes 6leos sao

inexistentes na comunidade cientifica.
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Em contrapartida os compostos canfora, alfa-terpineol, eugenol e fitol
tiveram um acréscimo nas plantas inoculadas com nematoide, com destaque para o eugenol
que teve mais de cinco pontos percentuais de aumento em relacdo a testemunha, os compostos
chavicol, acetato de isoborneol e alfa-bergamoteno foram encontrados somente nas plantas

sem inoculagao.

Tabela 9 —Concentragdo dos constituintes do 6leo essencial de Ocimum basilicum, inoculadas
e ndo inoculadas com Meloidogyne paranaensis. Londrina, 2013.

Compostos quimicos Testemunha (%) M. paranaensis (%)
Eucaliptol 1,73' 0,92
Linalol 17,86 14,32
Canfora 0,28 0,32
Isoborneol 0,95 0,78
Alfa-terpineol 1,62 1,64
Chavicol 0,30 -
Acetato de Isoborneol 0,16 -
Eugenol 68,76 74,44
Metil Eugenol 1,23 0,60
Acetato Eugenol 0,04 0,04
Alfa-Bergamoteno 0,15 -
Cubenol 0,13 0,57
Tau-cadinol 3,60 3,32
Alfa-cadinol 0,39 0,29
Fitol 0,10 0,13

Numero de compostos totais 29 29

" Porcentagem do principio ativo no cromatograma obtido pelo (CG-EM).

Os resultados sobre O. pupuraceus inoculadas com M. incognita em
comparagdo com a testemunha (tabela 10), apresentou redugdo de alguns compostos, o linalol
teve quase cinco pontos percentuais de redu¢do e o eugenol aumento em quase 10 pontos
percentuais.

Essas alteragdes provocadas pelos nematoides na composicdo quimica do
0leo essencial desta planta, bem como para outras espécies vegetais, ainda nido foram
observadas por outros pesquisadores, ou seja, ndo existem trabalhos que possam ser ralatados
como alternativa de comparacao para este estudo, aqui sdo descritos os primeiros relatos sobre
as alteragdes provocadas pelos nematoides aos constituintes quimicos dos 6leos essenciais de

O. pupuraceus.
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Tabela 10 — Concentragdo dos constituintes do o6leo essencial de Ocimum pupuraceus,
inoculadas e ndo inoculadas com Meloidogyne incognita ¢ M. javanica.

Londrina, 2013.

Composto quimicos

Testemunha (%)

M. incognita (%)

M. javanica (%)

Eucaliptol 221! 2,02 1,93
Fenchone 1,71 1,63 1,60
Linalol 13,47 8,82 7,31
Canfora 0,81 0,41 0,59
Alfa-Terpineol 1,44 1,03 1,21
Geraniol 1,28 1,00 0,97
Eugenol 62,44 71,24 64,20
Metil-eugenol 7,66 6,89 14,99
Acetato de eugenol 0,41 0,44 0,44
Cubenol 0,24 0,16 0,20
Tau-cadinol 3,02 2,42 2,55
Alfa-Bisabolol 0,90 0,78 0,59
Fitol 0,22 0,23 0,30
Acetato de fitol 0,14 0,07 0,10
Numero de compostos totais 42 41 42

" Porcentagem do principio ativo no cromatograma obtido pelo (CG-EM).

Nas plantas inoculadas com M. javanica também foram observadas

diferencas para as plantas ndo inoculadas, para esta espécie de nematoide a redugdo

provocada em ralagdo a testemunha sobre o teor de linalol foi ainda maior que na anterior e,

foi observado um também um leve aumento no composto eugenol e um grande aumento do

metil-eugenol que quase dobrou sua quantidade.

No resultado sobre O. pupuraceus inoculado com a espécie M. paranaensis

comparada a testemunha (tabela 11), pode ser observado como importantes alteragdes

provocadas pelo ataque deste nematoide, o aumento do linalol em mais de trés pontos

percentuais e o aparecimento do composto cubenol, que ndo estava presente testemunha,

mostrando que esta espécie de nematoide, a exemplo das anteriores, também provocam

alteracdes no oOleo essencial desta planta.



58

Tabela 11 — Concentragdo dos constituintes do o6leo essencial de Ocimum pupuraceus,
inoculadas e ndo inoculadas com Meloidogyne paranaensis. Londrina, 2013.

Compostos quimicos Testemunha (%) M. paranaensis (%)
Linalol 4,76 7,95
Terpineol<alpha> 1,36 1,15
Geraniol 1,61 1,13
Eugenol 76,31 76,68
Metyl Eugenol 4,83 4,20
Eugenol acetate 0,25 0,13
Cubenol - 0,16
Cadinol epi alfa 3,53 2,20
Phytol 0,72 0,33
Linoleic acid 0,39 0,37
Numero de compostos totais 34 34

" Porcentagem do principio ativo no cromatograma obtido pelo (CG-EM).

4.6 CONCLUSOES

Cymbopogon winterianus foi suscetivel de Meloidogyne incognita e
resistentes M. javanica e M. paranaensis. Estas plantas ndo sofreram alteragdes na quantidade
de o6leo produzida quando inoculadas com estes nematoides.

As espécies Ocimum basilicum e O. pupuraceus foram suscetiveis as trés
espécies de nematoides. As plantas de O. basilicum nao tiveram alteragdes a quantidade de
6leo produzida em funcdo do ataque deste nematoides. As plantas de O. pupuraceus
produziram maior quantidade de 6leo quando inoculada com M. javanica.

C. winterianus, O. basilicum e O. pupuraceus sofrem alteragdes na
composi¢do quimica dos seus Oleos essenciais quando inoculadas com estas espécies de

Meloidogyne.
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5 CONCLUSOES GERAIS

Todos os extratos aquosos utilizados, aplicados ao solo, reduzem a
populagdo de Meloidogyne incognita, M. javanica e M. paranaensis.

A espécie Cymbopogon winterianus foi suscetivel ao M. incognita, e para
M. javanica e M. paranaensis foi resistente. Esta plantas nao sofreu alteragdes na quantidade
de 6leo produzida para nenhuma das trés espécies de nematoides, mas sofreu alteracdes sobre
0 composicdo quimica do 6leo essencial.

As plantas de Ocimum basilicum e O. pupuraceus foram suscetiveis aos
nematoides M. incognita, M. javanica e¢ M. paranaensis. A espécic O. basilicum nao
alteraram a quantidade produzida, mas sofreu alteracdo na composi¢cdo quimica do seu 6leo
essencial. O. pupuraceus produziu maior quantidade de 6leo essencial quando inoculada com
M. javanica, e tem alteragdes na composi¢ao quimica quando inoculadas com trés as espécies

de Meloidogyne trabalhadas.
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