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RESUMO

Diante dos prejuizos e danos que 0s agroquimicos causam, h&d uma busca
incessante por metodos que visem o controle de fitopatdgenos de maneira sustentavel,
sendo os Gleos essenciais (OE) extraidos de espécies de plantas sdo eficientes em inibir
a atividade nematicida. O objetivo neste trabalho foi avaliar a agdo nematicida, in vitro e
in vivo, do 6leo essencial de Lippia alba, sobre juvenis de Meloidogyne javanica na
cultura da alface (Lactuca sativa). O EO foi extraido das folhas por hidrodestilacdo em
aparelho de Clevenger. Instalou-se um bioensaio utilizando 1000 pL de uma solugédo
aquosa contendo, 10 % (v/v) Tween® 20, 1000 pL de J2 de M. javanica, contendo 50
individuos, contendo o EO em diferentes concentragdes (4; 8; 16 e 32 uL/ ml ) mais o
controle, com quatro repeticdes, em delineamento experimental inteiramente
casualizado. Foram avaliados apds 24 e 48 horas, respectivamente. O ensaio in vivo,
foram inoculados 357 individuos dentre ovos e juvenis J2 de M. javanica por planta, as
concentragOes testadas foram as mesmas, in vitro, com oito repetigdes por tratamento.
Foram incorporados ao solo, 100 ml da solugdo contendo 10 ml de tween® 20, 990 ml
de agua deionizada e as respectivas concentracdes 4, 8, 16 e 32 uL do 6leo de L. alba,
apos 45 dias de inoculacdo. Na determinagdo da massa seca das raizes e parte area as
plantas foram colocadas em sacos de papel e levadas a estufa a 40°C. O OE de L. alba
apresentou atividade nematostatica e nematicida, a concentragdo de 8 pL/ml diminuiu
em 70% a infestacdo e a concentragdo de 32 pl/ml foi responsdvel por causar a
imobilidade de 100% dos juvenis. O efeito nematicida foi comprovado, com a segunda
avaliacdo ap0s 48 horas, verificou-se que 70% e 100%. Nota-se que na concentracdo de
0 (controle), que apresentou 257 galhas e 87% galhas na concentracdo 16 pL L™,
quando comparados ao controle. O nimero de massa de ovos e ovos diminuiu com o
aumento da concentracdo. Nasas duas maiores concentra¢des, 16 e 32 pL L™
reduziram o nimero de massas de ovos por grama de raizes em 49 e 56% e 51 e 55%
em relacdo a testemunha, respectivamente. Pode-se observar que o 6leo essencial de L.
alba apresenta efeitos nematicida na mortalidade e imobilidade de juvenis do segundo
estadio (J2) de M. Javanica, in vitro e in vivo.

Palavras chave: plantas medicinais, erva cidreira de arbusto, fitonematdide.



ABSTRACT

In the face of the damages and damages that the agrochemicals cause, there is an
incessant search for methods that aim at the control of phytopathogens in a sustainable
way, being the essential oils (OE) extracted from plant species are efficient in inhibiting
the nematicidal activity. The objective of this work was to evaluate the in vitro and in
vivo nematicide action of Lippia alba essential oil on juveniles of Meloidogyne
javanica in lettuce (Lactuca sativa). EO was extracted from the leaves by
hydrodistillation in a Clevenger apparatus. A bioassay was prepared using 1000 pl of an
aqueous solution containing 10% (v / v) Tween® 20, 1000 ul of M. javanica J2,
containing 50 individuals, containing the EO at different concentrations (4, 8, 16 And
32 pL / ml) plus the control, with four replications, in a completely randomized
experimental design. They were evaluated after 24 and 48 hours, respectively. In vivo
assay, 357 individuals were inoculated between eggs and juveniles J2 of M. javanica
per plant, the concentrations tested were the same, in vitro, with eight replicates per
treatment. 100 ml of the solution containing 10 ml of Tween® 20, 990 ml of deionized
water and the respective concentrations of 4, 8, 16 and 32 uL of L. alba oil were added
to the soil after 45 days of inoculation. In the determination of the dry mass of the roots
and part area the plants were placed in paper bags and taken to the stove at 40 ° C. The
L. alba OE presented nematode and nematicidal activity, the concentration of 8 pL / ml
decreased infestation by 70% and the concentration of 32 pL / ml was responsible for
causing 100% immobility of juveniles. The nematicidal effect was verified, with the
second evaluation after 48 hours, it was verified that 70% and 100%. It was observed
that in the concentration of 0 (control), which presented 257 galls and 87% galls in the
concentration 16 pL L-1, when compared to the control. Egg and egg mass numbers
decreased with increasing concentration. In the two largest concentrations, 16 and 32 uL
L-1 reduced the number of egg masses per gram of roots by 49 and 56%, and 51 and
55%, respectively, relative to the control. It can be observed that the essential oil of L.
alba presents nematicidal effects on the mortality and immobility of juveniles of the

second stage (J2) of M. Javanica, in vitro and in vivo.

Key words: Medicinal plants, Lemon grass herb, phytonematode.
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1

INTRODUCAO

O Brasil é detentor de uma rica biodiversidade dividida por varios biomas e
ecossistemas. Oferece uma ampla tradicdo de uso das plantas com potencial bioativo
(FERREIRA et al. 2016). Dentre estas espécies esté a Lippia alba (Mill.) NE Brown
pertence a familia Verbenaceae, € uma planta arbustiva, possui ramos finos,
esbranquicados e frageis, suas folhas tém borda serreados e apice agudo, tendo
flores reunidas em inflorescéncias, habita praticamente todas as regides do Brasil
(PARRA-GARCES et al. 2010 ; SOUZA et al. 2015).

Segundo TOMAZONI et al. (2016) as plantas medicinais encontradas no Brasil
largamente utilizada devido ao seu potencial sedativo, analgésico, carminativa,
dentre outras propriedades. No entanto, tém acdo antimicrobiana, fungicida que
afetam varios microrganismos patogénicos.

Os dleos essenciais sdo localizados nas estruturas celulares da epiderme, mais
especialmente, nas glandulas secretoras conhecidas como tricomas. Seus elementos
tém diferentes formas com apice agudo e bordas serrilhadas ou irregulares. O 6leo
essencial de L. alba é composto, principalmente, de dois compostos quimicos,
terpendides e fenilpropanoides (LINDE et al. 2016).

A crescente importancia do seu emprego no controle de pragas e de doencas se
deve a sua eficiéncia aliada ao menor impacto negativo a0 meio ambiente
(MARTINS e SANTOS 2016). Na agricultura, os agrotoxicos estdo sendo utilizados
largamente e de modo indiscriminado no controle de pragas e doencas, 0 que traz
como consequéncia o acimulo de residuos toxicos nos alimentos, no solo e na agua,
elimina os inimigos naturais e com passar das aplicacdes, causa resisténcia dos
patdgenos aos produtos quimicos (MARINO et al. 2012).

O género Meloidogyne Goeldi, 1887, conhecido como nematoide das galhas, é o
mais importante na agricultura mundial. Afeta vérias cultivares e causar danos,
provocando elevadas perdas e comprometendo a qualidade das culturas. Ha mais de
90 espécies do género Meloidogyne que acomete varias culturas sendo 0s mais
comuns o0s M. incognita Chitwood 1949, M. javanica Chitwood 1949, M.
arenaria Chitwood, 1949 e M. hapla Chitwood 1949, por serem largamente



disseminados e possui varios hospedeiros, elevando a severidade das infestacfes no
campo (SILVA et al 2016).

Dentre as culturas mais atacadas, a alface € uma das culturas de maior infestacdo
pelo Meloidogyne causando perdas consideraveis aos produtores. E a mais
consumida no mundo, pode ser cultivada durante todo o ano. Nutricionalmente,
possui alto teor de vitamina A em suas folhas, é rica em sais, apresenta baixo valor
caldrico e custo no cultivo (SCHERER et al. 2016; KOEFENDER et al. 2016).
Portanto, sua producédo apresenta limitacGes, quanto a sensibilidade as condicdes de
temperatura e umidade, 0 que acarreta a infestacdo de diversos patdgenos, como a
ocorréncia de mildio e a nematoides de n6 de raiz, especialmente Meloidogyne
incognita e Meloidogyne javanica (DIAS-ARIEIRA et al. 2012; NUNES et al.
2013).

Portanto, o objetivo no trabalho ¢é avaliar a acdo nematicida, in vitro e in vivo, do
6leo essencial de L. alba, sobre juvenis de M. javanica em planta de alface
(Lactuca sativa).



2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL.:
Avaliar a acdo nematicida, in vitro e in vivo, do 6leo essencial de L. alba, sobre

juvenis de M. javanica, em planta de alface (Lactuca sativa).

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS:
Avaliar a acdo do 6leo essencial de L. alba sobre 0 nematoide;
Identificar a melhor concentracdo nematicida in vitro;

Testar o potencial da concentracdo mais eficiente na cultura da alface.



3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Plantas Medicinais na Agricultura

Plantas medicinais sdo espécies vegetais que em sua composi¢do quimica
contém substancias que podem ser utilizadas com fins terapéuticos LIMA,;
NASCIMENTO; SILVA (2016). No Brasil, pelo menos a metade das espécies
nativas possuem algumas propriedades, o emprego de plantas medicinais e
aromaticas pelos seres humanos é crescente (MESSIAS et al. 2015; SOUZA 2015).

As plantas possuem inumeras substancias quimicas no seu metabolismo.
Determinadas substancias, sdo conhecidas como principios ativos. Estas, quando
absorvida no organismo dos seres humanos, inclusive, nos animais fornecem uma
resposta bioldgica (SOUZA 2015).

Os metabdlitos secundarios apresentam varias funcdes importantes, destaca-se,
protecdo, contra ataques de patdgenos e herbivoros, alelopatica, atrai organismos
favoraveis como os polinizadores, além das acBes de protecdo contra aos stress
abiodticos, mudancas na temperatura, raios solares, dentre outros (EHLERT et al.
2013; FERREIRA et al. 2016).

Para CAMPOS et al. (2014) os compostos, produzidos pelo metabolismo
secundério, incluem substancias aromaéticas, &cidos fendlicos, alcaldides, 6leos
essenciais, etc. Dentre 0s grupos, 0s 6leos essenciais, sdo produtos de plantas, que
tém grandes potencialidades, uma vez que possuem propriedades antiflngicas,
antibacterianas, inseticidas e nematicidas, assim, possuem substancias que podem
substitui os fungicidas sintéticos (TOMAZONI et al. 2016). Os 6leos essenciais
possuem ativos com potenciais bioldgicos, com atividades antioxidante, antifingica,
antimicrobiana e nematicida (MONTEIRO et al. 2014; URIAS-ORONA et al. 2016;
TORRENEGRA-ALARCON et al. 2016).



3.2 Lippia alba (Mill.) N. E. Brown

Lippia alba pertencente a familia Verbenaceae, tém sua origem nas Américas do Sul
e Centra, ¢ uma planta medicinal aromatica. Popularmente é difundida como: erva-
cidreira, erva-cidreira-do-campo, falsa-melissa, alecrim-do-campo, alecrim-selvagem,
cidreira-brava (EHLERT et al, 2013; JEZLER et al. 2013; LINDE et al 2016). Aborda
um arbusto odorifero, medindo até 2m de altura. Folhas opostas variam-se seu diametro,
bordos serreados e apice agudo, na sua composi¢ao quimica apesenta varios compostos
majoritarios como o citral, linalol e carvona (AGUIAR e COSTA 2005).

Segundo CORTEZ et al. (2015) no conhecimento empirico, a erva cidreira, é usada
como antinflamatdria, analgésica, antifebril, carminativa, dentre outras. E uma planta,
com diversos compostos quimicos em sua constituicdo, assim como, 0s 6leos essenciais,
com varias propriedades antisséptica, antifingica, antibacteriana.

A Composicdo quimica esta dividida em quimiotipos, os quais sdo resultantes da
unido entre os fatores ambientais e as caracteristicas genéticas da espécie. Para LINDE
et al. (2016) o6leo essencial de L. alba, possui varios quimiotipos relata os trés
principais, citral-mirceno, citral-limoneno e carvona-limoneno. Esses podem variar suas
concentragOes de acordo com a regido de cultivo. JANNUZZI et al. (2011) acrescenta
o citral e linalol, enfatiza-se que a espécie de Lippia com 0s quimiotipos citral-mirceno,
citral-limoneno é bastante utilizada no Brasil, na forma de cha das folhas frescas.

Para CORTEZ et al. (2015) a composicao quimica do 6leo de erva cidreira apresenta
elevada variagdo, qualitativa e quantitativa, o que implica em seu agrupamento em
quimiotipos, divididos pelos elementos mais abundantes, como o quimiotipos I (citral e
mirceno), o quimiotipos Il (citral e limoneno) e quimiotipos Il (carvona e limoneno).
Seu 0leo essencial tem como um dos seus compostos majoritarios Citral e linalol que se
destaca pelo seu rendimento na planta e por sua ampla utilizacdo na indistria de
cosmeéticos e perfumes.

Segundo TAVARES et al. (2011) é uma planta propicia para as industrias
farmacéutica, aromaticas e perfumes e pode ser sugerida para industrias agroquimicas,
devido aos seus potenciais comprovados como, antifingica, inseticida e repelente, além
das suas facilidades agronémicas, como a rusticidade, propagacdo vegetativa,
adaptabilidade em varios ambientes e por vegetar e florescer o ano todo. MARCHESE
et al. (2010) discorre que a estaquia e propagacao vegetativa das plantas medicinais é

uma forma de prevenir variagdes nos teores dos principios ativos e de manter a



qualidade do produto final. A producdo de mudas de Lippia alba deve ser realizada com
estacas e estas, mostrou-se eficiente como alternativa para a producdo de mudas desta
espécie, apresentando facilidade de enraizamento e desenvolvimento das estacas.

3.3 Oleo essencial

A designacdo, 6leos essenciais, determina um grupo de substancias natural de ampla
composi¢cdo que fazem partes da estrutura de diversas espécies e sdo extraidos por
metodologias especificas (OOTANI et al. 2013). Os 6leos essenciais sdo substancias
volateis naturais, encontrados em diversas variedades de plantas. Os principais
constituintes sé@o os terpenos, como 0s mono e sesquiterpenos e os fenilpropanoides
(MONTEIRO et al. 2014). Véarios métodos podem ser usados na extracdo dos 6leos
essenciais tais como: hidrodestilagdo, destilador a vapor e prensagem a frio, sendo o
mais utilizado em escala laboratorial, por hidrodestilacéo.

De acordo com OLIVEIRA et al. (2012) as alteracbes na producdo dos metabolitos
secundarios, deve-se as variagdes no clima, stress hidrico, umidade, dentre outros.
Assim, esses representam uma interacdo quimica entre as plantas e o ambiente. Os
fatores ambientais influenciam ou redireciona a sua rota metabolica, estimulos
decorrentes do ambiente, no qual a planta se encontra, podem redirecionar a rota
metabdlica, produzindo a biossintese de diferentes compostos. Dentre estes, ressalta —
se as interacBes, idade e estadio de desenvolvimento, fatores abiGticos como
luminosidade, temperatura, pluviosidade, nutri¢cdo, época e horério de coleta, bem como
técnicas de colheita e p6s — colheita.



Segundo OLIVEIRA et al. (2006) apresenta cientificamente que cerca de 60% dos
6leos essenciais possuem propriedades antifungicas e 35% exibem propriedades
antibacterianas. MACHADO; PEREIRA; BATISTA, (2014) avaliando a variabilidade
sazonal da atividade antimicrobiana do 6leo essencial de Lippia alba, conclui que o éleo
essencial das folhas de L. alba demonstra atividade antimicrobiana contra todos as
espécies bacterianas patogénicas  que causam deterioracdo alimentar testadas, as
Escherichia coli ATCC 10536, Listeria innocua ATCC 19115, Listeria monocytogenes
ATCC 33090, Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027, Salmonella Choleraesuis ATCC
10708 e Staphylococcus aureus ATCC 6538P.

Por outro lado, SOUZA; SERRA; MELO, (2012) verificaram o efeito de 6leos
essenciais de eucalipto, copaiba, andiroba, babacu, coco, neem, semente de uva,
améndoa, horteld e pau rosa, em diferentes concentracdes sobre o fungo Colletotrichum
gloeosporioides, in vitro e em frutos de pimenta em pds colheita. Como alternativa no
controle de Colletotrichum gloeosporioides, constatou que o uso de 6leos essenciais no
controle de antracnose em pimenta na pos-colheita pode ser uma alternativa viavel e
sustentavel para o produtor.

Segundo GONCALVES, et al. 2016 verificaram o efeito de 6leos essenciais de L.
alba na mortalidade de juvenis pré-parasitas do segundo estadio de Meloidogyne
incognita. Podendo constatar a acdo nematicida, observando que L. alba contém em seu
6leo essencial, compostos com efeitos significativos na mortalidade de juvenis de
segundo estadio (J2) de M. incognita.

A busca por novas tecnologias no controle de pragas e doencas nas plantas é
constate. Os controles mais utilizados, como, os herbicidas, nematicidas, fungicidas,
entre outros, 0s quais causam serios impactos negativos no ambiente. (CRUZ et al.
2012). Diante aos prejuizos e danos 0s agroquimicos causam, ha uma busca incessante
por pesquisas cientificas que visam o controle de nematoides, descrevem que 0s 6leos
essenciais extraidos de algumas espécies de plantas, sao eficientes em inibir a atividade
nematicida e podem ser utilizadas como uma alternativa ecoldgica favoravel ao controle
deste patogeno. Os Oleos extraidos das plantas apresentam potenciais, bioldgicos e

quimicos, que podem ser explorados com nematicidas (GONCALVES et al. 2016).


http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S1516-05722016000100149&lng=pt&nrm=iso#B07
http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S1516-05722016000100149&lng=pt&nrm=iso#B07

3.4 Nematoides das Galhas

Segundo BRIDA et al. (2016); GONCALVES et al. (2016) os fitonematoides do
género Meloidogyne Goeldi, 1887 (Nematoda: Meloidogynidae), séo fitopatdgenos que
acarretam danos a producdo agricola, os quais se devem a sua habilidade de adaptacéo
aos distintos ambientes, considerado - o de dificil controle. Causam elevados prejuizos
na horticultura e em cultivares de grande porte, perdas significativas estimadas em
bilhGes de euros anualmente com reducdo de 50 a até 90% na lavoura das culturas
afetadas. No Brasil, os que mais causam danos as culturas sdo os de galhas
(Meloidogyne spp.), o de cisto (Heterodera glycines), o das lesdes radiculares
(Pratylenchus brachyurus) e o reniforme (Rotylenchulus reniformis). Entre os
nematoides de galhas, Meloidogyne javanica apresenta elevadas ocorréncias,
determinando danos crescentes e rigorosos as culturas suscetivel.

Nas areas onde ocorre a presenca dos nematoides de galha, podem-se constatar
manchas em reboleiras nas lavouras, as plantas, ndo se desenvolvem ficam pequenas e
amareladas, em ataque rigoroso mostram reducéo na altura da planta as vezes, pode nédo
acontecer reducdo no tamanho, mas por ocasido do florescimento, nota-se intenso
abortamento das vagens. Nas raizes, observam-se galhas em numeros e dimensdes
variados, dependendo da suscetibilidade da cultivar e da densidade populacional do
nematoide. (DAMASCENO et al. 2015; BRIDA 2016). SANTOS et al. (2012)
avaliaram danos e os niveis de resisténcia de cultivares do feijoeiro-comum ao
parasitismo de M. incognitaraca 3 e M. javanicaem casa de vegetagdo, obtiveram
resultados onde ambas as espécies de nematoides influenciaram negativamente o
crescimento e o desenvolvimento das plantas em comparacdo ao controle (plantas ndo
inoculadas).

Para SANTOS et al. (2016) O controle bioldgico tem representado uma saida viavel
tanto para o manejo dos fitonematdides quanto para o meio ambiente, reduzindo os
danos além de ter custo acessivel quando comparado aos métodos quimicos
convencionais. MOREIRA et al. (2015) acrescenta que as medidas de controle
utilizando plantas resistentes, rotacdo de culturas com espécies ndo hospedeiras e 0 uso
de adubos verdes com plantas de efeito adverso ao nematoide, contribui para a queda
das populagdes destes organismos, beneficiando — se as plantas durante seu ciclo vital e

a produtividade dos cultivos.



MIORANZA et al (2016) analisaram a eficiéncia do extrato aquoso de rizomas de
carcuma (Curcuma longa) na eclosdo, na imobilizacdo e na mortalidade de juvenis de
Meloidogyne incognita. O extrato aquoso de curcuma apresenta potencial nematostatico
e nematicida contra J2 de Meloidogyne incognita nos testes in vitro, promovendo a
partir da concentracdo de 10% a paralizacdo total dos nematoides e na concentragéo de
15% mais de 90% de mortalidade e que em todas as concentracGes do extrato reduziram
a eclosdo de M. incognita.

Por outro lado, MOREIRA et al. (2015) avaliaram os efeitos dos 6leos essenciais de
alecrim pimenta e capim citronela, dentre os resultados encontrados, constatou-se que a
aplicacdo dos dois 6leos essenciais no solo infestado foi eficaz, reduzindo a reproducéo
do nematoide e as épocas de aplicacdo afetaram a reproducdo do nematoide em duas

especies vegetais.

3.5 Alface

E uma planta de clima ameno, em altas temperaturas, ha modificacbes
expressivas como: aceleracdo do ciclo vegetativo, a fase reprodutiva é antecipada, o
produto perde qualidade para o consumo, tendo, folhas amargas, rigidas e reducdo no
namero e tamanho das folhas, logo, as condi¢cGes ambientais influéncia no desempenho
da alface (LEDO et al. 2000 ; SANTI et al. 2010).

A alface (Lactuca sativa L.) dentre as hortalicas folhosas é mais conhecidas e
consumida, devido a suas fontes de vitaminas e sais minerais. No Brasil, é encontrado
em todos os estados e regides, caracteriza-se pelo plantio intenso, ciclo curto, baixo
custo, a adaptabilidade a diferentes climas permitindo-lhes ser cultivada em pequenas
areas, pelos produtores familiares (ZARATE et al. 2010; CORREIA et al. 2015). Seu
destaque é devido a sua grande importancia econémica e alimentar para a maioria da
populacdo (MOTA; VIEIRA; ARAUJO, 2011).

Dentre varios microrganismos que atacam a cultura, destacam-se 0s nematoides
de nd de raiz, os quais muitas cultivares sdo suscetiveis. Em elevadas temperaturas o
atasque desses fitopatdgenos sdo mais drasticos podendo ter perdas de 100% da
producdo (DIAS-ARIEIRA et al. 2015). LEDO et al. (2000) avaliou 0 comportamento
de cultivares de alface disponiveis no mercado, em termos de caracteristicas
agrondmicas e rendimento. Em seus resultados verificou-se que a incidéncia de

nematoide (M. javanica), com excecdo de cultivar Baba de Verdo, a cultivar do tipo lisa
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sem cabeca e lisa com cabeca tiveram maior incidéncia de nematoide quando
comparadas com as do tipo crespa e americana.

DIAS-ARIEIRA et al. (2015) procura outros metodos de controle, com excecéao
dos quimicos e destaca a importancia da utilizacdo dos materiais organicos, no controle
de dos nematoide de galhas. Avaliou a aplicacdo de diferentes materiais organicos no
controle de M. incognita em alface, tendo como resultados que os compostos bokashi e
crambe bolo efetivamente reduzir a populagdo de M. incognita e aumentou a
desenvolvimento de culturas de alface em condicGes controladas. SILVA et al. (2006)
obteve em seus resultados que a solarizacdo apresenta-se como uma alternativa viavel
para o controle desses fitopatdgenos, podendo contribuir para a redugdo do uso de

agrotoxicos.
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4 MATERIAL E METODOS
O ensaio in vitro foi conduzido no laboratorio de Fitoquimica e o ensaio in vivo,
em casa de vegetagdo, ambos localizados na Universidade Federal do Reconcavo da
Bahia (UFRB), no Municipio de Cruz das Almas — BA.

4.1 Extracdo do 0leo

A extracdo do dleo essencial foi realizada pelo método de hidrodestilagdo em
aparelho do tipo Clevenger, as plantas foram adquiridas no laboratério de Fitoquimica
na Universidade Federal do Recéncavo da Bahia, foram utilizados 100 gramas da parte
aérea da L. alba, foi colocada no baldo de vidro de 1 L contendo &gua destilada em
volume suficiente para cobertura total do material vegetal acoplados em mantas
térmicas elétricas com termostato. O processo de extracdo ocorreu durante 02 (duas)
horas, contadas a partir da condensacao da primeira gota (figura 1. anexo).

Adicionou-se ao 6leo retirado do aparelho sulfato de sédio anidro, com o
objetivo de evitar perdas por hidrolise durante o armazenamento. Em seguida, com o
uso da pipeta do tipo Pasteur, o 6leo foi acondicionado em frasco de vidro de 2 mL,
etiquetado, envolvido com papel laminado e armazenado em congelador comercial a -11

°C até a realizacdo da analise quimica. (Metodologia adaptada de TELES et al. 2014).

4.2 Obtencao dos ovos e juvenis

Os juvenis de M. javanica foram multiplicados em planta de tomate. As mudas
de tomate cultivar “Santa Cruz Kada”, foram transplantada para vasos contém 2kg de
solo e areia, a proporcdo 1:1, sendo este previamente esterilizado, mantido em casa de
vegetacdo. Foram inoculados 1000 ovos e/ou juvenis de M. javanica em cada vaso
contendo uma planta de tomateiro. Apds 50 dias de inoculacdo foram coletados e
realizou-se a extracdo das galhas nas de raizes infestadas (Metodologia adaptada de
DAMASCENO et al. 2015), (Figura 2. anexo).

Na obtencdo dos ovos e/ou juvenis, as raizes de tomateiro foram lavadas com
agua potavel e trituradas em liquidificador por 20 segundos com uma solugdo de
hipoclorito de sodio a 0,5%, conforme técnica de Hussey e Barker (1973), modificada
por Bonetti e Ferraz (1981). Em seguida, as suspensfes de raizes trituradas foram
transferidas para um conjunto de peneiras, constituido por uma peneira superior de 400
mesh e uma peneira inferior de 500 mesh. O material retido na peneira inferior foi

transferido para um becker coberto com papel toalha poroso. Apos 4 dias, 0s ovos e/ou
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juvenis obtidos foram coletados e utilizados no ensaio na cultura da alface, variedade
regina tipo lisa (CHEN e DICKSON 2000).

4.3 Avaliacdo, in vitro, do efeito do 6leo essencial de Lippia alba sobre juvenis (J2) de

Meloidogyne javanica

O ensaio in vitro foi conduzido no Laboratério de Fitoquimica da UFRB,
seguindo-se o delineamento inteiramente casualizado com cinco tratamentos e quatro
repeticdes. Instalou-se um bioensaio utilizando 1000 pL de uma solucdo aquosa
contendo, 10 % (v/v) Tween® 20, utilizado para promover a solubilizacéo do 6leo, 1000
pL de J2 de M. javanica, contendo 50 individuos. (Metodologia adaptada de BORGES et
al. 2013).

Foram testadas as concentragdes de 4, 8, 16 ¢ 32 uL/mL de 6leo essencial de L.
alba, mais o controle. Os tubos de eppendorf foram mantidos a 28°C em camara de
crescimento e, apds 24 horas, os nematoides retirados dessa suspensdo, foram lavados
com agua esterilizada, realizando-se a contagem dos individuos imdveis com auxilio de
microscopio e lamina de Peters, posteriormente os nematoides foram colocados em agua
por mais 24 horas, o 6leo essencial foi retirado da solucdo para confirmar a atividade
nematicida, em seguida, contados. Os nematoides que permanecerem imodveis apos este

periodo serdo classificados como mortos (figura 3. anexo).

4.4 Avaliacéo dos juvenis (J2) M. javanica em mudas de alface

A semeadura ocorreu na casa de vegetacdo, em tubetes com solo autoclavado.
As mudas foram transplantadas para sacos de polietileno com capacidade de 2 kg de
solo misturado com areia na proporcdo de 1:1 (v/v). Essa mistura foi esterilizada em
autoclave a 120 °C por 1 hora e 30 minutos, por duas vezes, em dias alternados. Apos
30 dias do trasplantio das mudas, realizou-se a inoculagdo com 357 individuos (ovos e
juvenis J2) de M. javanica por planta, distribuidos em dois orificios de dois centimetros
de profundidade equidistantes ao redor da planta (figura 4. anexo).

As plantas foram distribuidas em delineamento inteiramente casualizados, com
cinco concentracdes (0, 4, 8, 16 e 32 uL L™) e oito plantas por tratamento (figura 5.
Anexo). A parcela experimental foi constituida de uma planta por saco. Foram

incorporados ao solo, 100 ml da solugéo contendo 10% de tween® (v/v), (Figura 6.
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anexo) nas respectivas concentraces do oOleo de Lippia alba, por planta metodologia
adaptada de BORGES et al. (2013).

Realizou-se a irrigacdo diariamente mantendo o solo constantemente Umido. As
plantas foram mantidas em casa de vegetacdo, apos 45 dias de inoculacdo, as plantas
foram coletadas, (figura 7. anexo), sendo realizada a avaliacdo da presenca ou auséncia
de galhas e massa de ovos. Constatou-se a presenca dos mesmos, as amostras de raizes
frescas foram separadas e coloridas por imersdo em solugcdo com corante alimenticio a
base de ponceau a 1%, conforme metodologia proposta por DAMASCENO et al.
(2016).

Para avaliacdo das raizes, procedeu se a lavagem e imersdo das mesmas em
corante alimenticio (1 ml para 1L agua) por 15-20 minutos. Apds isso é feita uma nova
lavagem em agua corrente para a retirada do corante residual das raizes tornando as
massas de ovos avermelhadas, facilitando assim a contagem e visualizacdo
DAMASCENQO et al. (2016) (figura 8. anexo).

Para determinagdo da massa seca das raizes e parte area, apds a contagem das
galhas e massa de ovos, as raizes foram colocadas em sacos de papel, devidamente
identificados, e levadas a estufa a 40°C, até que a alcancar massa constante e depois

pesada.

4.5 Analise estatistica

Os dados foram submetidos a andlise de variancia e em seguida a analise de
regressdo para avaliar o efeito das concentracGes. Foi utilizado o software estatistico
SISVAR (FERREIRA, 2011).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

O O.E de L. aba apresentou atividade nematostatica e nematicida, quando
comparadas ao controle. Observou-se que a imobilidade e a mortalidade dos juvenis do
segundo estadio de M. javanica se elevaram com o aumento das concentracGes do 6leo.
Observa-se que a concentracdo de 8 ulL/ml diminuiu em 70% a infestacdo e a
concentracdo de 32 uL/ml foi responsavel por causar a imobilidade de 100% dos
juvenis. O efeito nematicida foi comprovado, com a segunda avaliacdo apds 48 horas,
verificou-se que 70% e 100%, respectivamente, dos juvenis permaneceram paralisados,
apresentando acdo nematostatica apos a retirada do éleo (Figura 1).

MARINO et al. (2012) em ensaios in vitro utilizando o dleo essencial de L. alba
sobre M. incognita raca 1 observaram que as concentra¢des de 16 ¢ 20 pL mL™,
destacaram-se entre as demais concentracdes testadas, sendo a concentragdo de 20 pL
mL™ superior as demais concentragdes testadas no pardmetro mortalidade do estagio
juvenil J2. Indicando que 6leo essencial de L. alba apresenta acdo nematicida, como
comprovado nesse trabalho.

Por outro lado, em estudos in vitro, sobre o efeito de extratos aquosos de dez
plantas medicinais, agrido-do-brejo (Eclipta alba L.), alfavaca (Ocimum basilicum),
artemisia (Artemisia vulgaris), capim citronela (Cymbopogon winteranus), chambéa
(Justicia pectoralis), confrei (Symphytum officinalle), horteld (Mentha x vilosa),
lombrigueira (Spigelia anthelmia), mastruz (Chenopodium ambrosioides) e menta
(Mentha arvensis) sobre juvenis de M. incognita raca 2, MARTINS e SANTOS, (2016)
constataram que a imortilidade superior a 75% foi observada em extratos de todas as
espécies medicinais obtidos por infusdo na diluicdo a 10%. Alguns autores relatam que 0s
compostos majoritarios presentes em alguns 6leos essenciais sdo responsaveis pela acao
nematicida e nematostatica (MOREIRA et al. 2009; MARINO et al. 2012;
GONCALVES et al. 2015).

Estudos com moluscicida, larvicida e nematicidas dos 6leos essenciais de
Foeniculum vulgare subsp Vulgare var. Vulgare (funcho ou erva doce) e dois
compostos fenilpropandides (transaneto e estragole) foram avaliados contra trés
espéecies: R. peregra, A. atroparvus e M. javanica. Dentre os resultados, foram
observadas atividades nematicidas satisfatorias obtendo-se 50% de mortalidade antes de
48 h SOUSA et al. (2014).
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AULAR et al. (2016) relata que a L. alba tem muitos quimiotipos descritos. No
Brasil trés quimiotipos foram descritos, classificados pelos compostos extraidos das
folhas, sendo fundamentais citral (neral e geranial), carvona e linalol. MUKHERJEE e
SINHABABU (2013) em estudos descrevem a atividade nematicida de citral e mentol
contra infec¢do por M. incognita. Entre os seus resultados destaca-se que havia menor
namero de galhas e ovos nas raizes das plantas tratadas com citral e mentol do que em
plantas inoculadas e ndo tratadas. Assim, as acfes do 6leo com a imobilidade e
mortalidade dos nematoides podem estar relacionadas a acdo dos inUmeros compostos

contidos no 6leo essencial.
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Figura 1. Imobilidade e Mortalidade de juvenis de M. javanica submetidos ao Gleo
essencial de L. alba in vitro.

O efeito da aplicacdo do 6leo essencial causou reducdo significativa no nimero de
galhas por planta. Foi possivel observar uma reducdo acentuada a partir da concentracédo
de 8 pL L' do dleo essencial. Nota-se que a maior média foi encontrada na
concentracdo de 0% (controle) que apresentou 257 galhas e 87% galhas na
concentragio 16 uL L™, quando comparados ao controle (Figura 2A).

Para as concentracdes de 8 puL L™ e 32 uL L™ houve uma reducéo no namero de galhas
por planta de 80 e 87%, respectivamente, quando comparadas ao controle,
demonstrando efeito nematicida do 6leo essencial no controle M. javanica (Figura 2).
Com o aumento das concentrages, eleva-se a toxidade do 6leo reduzindo o nimero de

galhas.
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Figura 2. Numero de galhas (A) por grama de raizes (B) de alface inoculadas com

juvenis do segundo estadio de M. javanica submetidos ao 6leo essencial de L. alba.

O numero de J2 reduziu em com 0 aumento das concentracdes. Provocou na
alface a formacdo de menor nimeros de galhas por grama de raiz nas concentracfes de
8 uL.L™ 16 pL.L™ e 32 pL.L?, apresentando uma redugdo de 54, 83 e 66 %,
respectivamente, quando comparados ao controle (Figura 2B).

MOREIRA et al. (2015) avaliaram o potencial nematicida dos 6leos essenciais
de alecrim pimenta (Lippia sidoides Cham.) e capim citronela (Cymbopogon
winterianus Jowitt) em solo no controle do nematoide das galhas M. incognita raca 2.
Percebeu-se que houve efeito com os 6leos diluidos para a variavel de nimero de galhas
(NG), em relagdo a testemunha, constatando-se uma diminui¢do desse nimero na ordem
de 83% para o tomateiro. Assim, raizes de tomate tratadas com agua apresentaram em
média 257 galhas, enquanto que tomateiros tratados com dleos de alecrim pimenta, o
NG variou de 36 a 59, e com o capim citronela o NG variou de 32 a 46 galhas.

Nas varidveis massas de ovos por planta e massas de ovos por grama de raiz as
duas maiores concentracdes (16 e 32 pL.L™) reduziram acentuadamente o nimero de
massas de ovos por grama de raizes em 49 e 56% e 51 e 55% em relagdo a testemunha,
respectivamente. (Figura 3A e B). Nas concentracdes de 4 ¢ 8 uL.L™ houve ligeira
reducdo, de 16 e 30% e 17 e 31%, respectivamente, em relacdo ao controle. Pode-se

aferir que o 6leo essencial reduz e inibi a infestacdo das massas de ovos dos nematoides.
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Figura 3. Numero de massas ovos por planta (A) e nimero de massa de ovos por grama
de raizes, de M. javanica em raizes (B) de alface inoculadas com juvenis do segundo
estadio de M. javanica submetidos ao 6leo essencial de L. alba.

MATTEI et al. (2014) em seus experimentos avaliaram a atividade do 6leo
essencial de alecrim aplicado diretamente ao solo para o controle de M. Javanica e P.
brachyurus na cultura da soja. A maior frequéncia de tratamento (quinzenal), para M.
javanica, resultou em menos galhas, mas o nimero de ovos/g de raiz foi menor para
tratamento mensal em compara¢do com o tratamento quinzenal. Observou-se grande
diferenca nimero de ovos/g de raiz. Em ambos a concentracdo de 3% de 6leo essencial
produzido os melhores resultados para controlar o nematoide. Conclui-se que 6leo
essencial de alecrim foi eficaz no corte da populacdo de M. javanica em comparagdo
com Controle. Com base nas analise estatisticas, houve diferenca significativa quanto a
reducdo do numero de massa de ovos por planta e por grama de raiz. A partir da
concentracdo de 8 uL.L™ verifica-se a reducéo acima de 50% comprovando a acio de
toxicidade do 6leo essencial de L. alba.

RIBEIRO et al. (2012) avaliando a eficiéncia do extrato de pequi na eclosao e
mortalidade de juvenis do nematoide das galhasin vitro, bem como o efeito de
diferentes doses do pé moido de residuos de pequi no controle do nematoide das galhas
em tomateiro (Lycopersicon esculentum). Obteve com resultado a redugdo no nimero
de galhas diminuiu linearmente com o aumento da concentracdo do pd da casca e
mesocarpo externo do pequi. Todas as doses do extrato da casca e do mesocarpo
externo do fruto de pequi pre-estabelecidas reduziram a eclosdo de juvenis de J2 do
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nematoide das galhas, quando comparadas com o controle. Porém as doses de 10 e 20%
reduziram a ecloséo em 87,71 e 99,9%, respectivamente, comparadas com o controle
(&4gua) e foram mais eficazes que as demais.

Em determinadas concentracbes o Oleo essencial pode ter provocado efeito
toxico ao fitonematoides. Segundo MARINO et al. (2012) os 6leos essenciais podem
interagir com a membrana citoplasmética, causando a ruptura da estrutura de
polissacarideos, lipideos e fosfolipidios, ocorrendo a dispersdo do material
citoplasmatico. Do mesmo modo, podem alterar a permeabilidade das membranas. De
acordo com os autores supracitados, estes mecanismos de acdo poderiam explicar a
elevada mortalidade dos juvenis (J2) no presente trabalho e reducdo nos nimeros de

galhas e massa de ovos de M. javanica, na presenca do 6leo de L. alba.
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6 CONCLUSOES
O oleo essencial de Lippia alba possui efeitos nematicida na mortalidade e
imobilidade de juvenis do segundo estadio (J2) de Meloidogyne Javanica, in vitro e in
Vivo;
Na concentragdo 32 pL.L?, in vitro, obtendo-se a reducdo de 100%, de
imobilidade e mortalidade dos nematoides.

O dleo essencial possui acdo nematicida na cultura da alface.
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ANEXOS
Figura 1 — Extragdo do 0leo essencial Figura 2 — Multiplicacdo dos nematoides
de Lippia alba
F & i ‘-'.;.. iff i
Figura 3 — Identificacdo dos ovos e juvenis de AN
Meloidogyne javanica. Figura 4 - Inoculacdo

Figura 5 — Delineamento
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Figura 7- A Retirada do experimento; B
Identificacdo das galhas

Figura 8 — Coloragao das raizes




