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RESUMO

SALGADO, Sonia Maria de Lima. Produtos naturais no controle de
fitonematéides.‘ Lavras:UFLA, 2001. 120 p. (Tese - Doutorado em
Fitopatologia).

A mobilidade de juvenis do segundo estddio (J2) de Meloidogyne exigua
foi avaliada em extratos aquosos e metandlicos de Solanum grandiflorum Ruiz
et Pav (lobeira), Baccharis trimera (Less.) DC. (carqueja-amarga), Piper
hispidinervium C. DC. (pimenta-longa), Melia azedarach L. (Santa-Bdérbara),
Momordica charantia L. (meldo-de-Sio-Caetano) e Arnica montana L. (amnica).
A mortalidade e a eclosio de J2 de M. exigua foram avaliadas em extratos
aquosos de Bixa orellana L. (urucum-colorau), Syzygium aromaticum (L.) Merr.
& Perry (cravo-da-india), Cinnamomum zeylanicum Breyn (canela), Piper
nigrum L. (pimenta-do-reino), Zingiber officinale Roscoe (gengibre),
Petroselium crispum (P. Mill) Nyman ex A. W. Hill (salsa), soro do leite,
solugdo nutritiva hidropdnica e solugdo aquosa de cloreto de sédio (NaCl) e de
aglicar (sacarose), fermento biol6gico e probidtico (Controlmix). Apés 24 horas
de imersio dos J2 nos extratos, maior imobilizagdo ocorreu no extrato aquoso do
fruto de M. azedarach, comparado com aquela em dgua. ‘Ap6s 24 horas do
contato de J2 com os extratos, maior mortalidade (P<0,05) ocorreu no soro do
leite e nos extratos de Cinnamomum zeylanicum (canela), fermento biolégico e
na solugio de cloreto de s6dio, comparados com todos 0s demais. Mortalidade
acima de 50 % também ocorreu no extrato de Syzygium aromaticum (cravo-da-
india) e no probiético (Controlmix), ao passo que no extrato de Piper nigrum
(pimenta-do-reino), a mortalidade ficou em 11,8%, sendo todos maiores
(P<0,05) do que aquela na 4gua. A eclosdo foi testada colocando os ovos de M.
exigua em contato com os extratos durante 14 dias a 25°C. Maior inibigio
(P<0,05) ocorreu em todos os extratos e produtos testados, comparados com
aquela em 4gua, com excegdo da sacarose e da solugéo hidropdnica. Entre todos
os extratos e produtos testados, maior inibigao (P<0,05) da eclosiio ocorreu nos
extratos de Cinnamomum zeylanicum (canela), Syzygium aromaticum (cravo-
da-india), Zingiber officinale (gengibre), soro de leite, solugiio de cloreto de
sédio (NaCl) e no probiético (Controlmix). Os Sleos essenciais sdo constituidos
de substincias, algumas j4 testadas e com efeito nematicida no controle de
fitonematéides. A mortalidade e a eclosdo foram avaliadas em juvenis de
segundo estddio (J2) de Meloidogyne exigua nos 6leos essenciais de Eucalyptus
camaldulensis, E. saligma, E. urophylla, Bixa orellana (urucum), Cymbopogon

* Comité de Orientagfio: Vicente Paulo Campos - UFLA (Orientador); Mi4rio Licio
Vilela de Resende — UFLA; Maria das Gragas Cardoso — UFLA.



nardus (citronela), Xylopia brasiliensis (pindaiba) e Melia azedarach (Santa-
Bérbara). O 6leo foi extraido pelo arraste a vapor d’4gua, utilizando o aparelho
de Clevenger modificado, ou pela imersfo das partes do fruto de M. azedarach
em solventes orgénicos. ApSs a extragiio, todos os 6leos foram solubilizados em
dimetil sulféxido. A mortalidade dos J2 foi avaliada 24 horas apés a imersiio
nos 6leos. Maior mortalidade (P<0,05) foi igualmente demonstrada pelos 6leos
de Eucalyptus camaldulensis, E. saligma, E. urophylla, Bixa orellana, X.
brasiliensis e 6leos da polpa e casca dos frutos de M. azedarach, comparada
com aquela na 4gua. A eclosio dos J2 de M. exigua nos 6leos essenciais foi
avaliada 14 dias ap6s a incubagio dos ovos a 25°C no escuro. Os 6leos nio
causaram inibi¢do da eclosio dos J2, comparada com a 4gua, fato que
provavelmente ocorreu pela volatilizagfio de substincias constituintes dos 6leos.
Entretanto, a alta mortalidade dos J2 de M. exigua em alguns dos Sleos
essenciais testados demonstra o potencial nematicida de suas substincias
bioativas. Em casa-de-vegetaciio avaliou-se o efeito dos extratos de Syzigium
aromaticum (cravo-da-india), Cinnamomum zeylanicum (canela), Bixa orellana
(urucum), e do probiético (Controlmix) na patogenicidade e reprodugdo de
Meloidogyne incognita raga 3 do feijoeiro, bem como de Meloidogyne exigua do
cafeeiro, acrescido de mais um extrato da espécie Melia azedarach (Santa-
Birbara). Os extratos foram preparados pela infuséo de 6rgios vegetais em dgua.
Pléantulas de feijoeiro receberam 30 mL de extrato e 5400 ovos de M. incognita
raca 3. Mudas de café receberam 30 mL de extrato e 3000 ovos de M. exigua
por planta. O experimento foi montado em delineamento inteiramente
casualizado com 6 repetigdes. A avaliagiio foi realizada aos 35 dias apés a
inoculagZo do nematéide no feijoeiro e 100 dias apés a inoculagio de M. exigua
no cafeeiro. A populagio de M. incognita raga 3 em feijoeiro foi reduzida
(P<0,05) com a aplicagio de todos os extratos, comparada com a testemunha,
sem alterar a massa seca e altura das plantas. A populagio de M. exigua no
cafeeiro foi reduzida (P<0,05) com a aplicagio de extratos de Cinnamomum
zeylanicum (canela), Bixa orellana (urucum) e do probiético (Controlmix),
comparada com a testemunha, sem aumentar a matéria seca e altura das plantas.
Porém, os extratos do botdo floral de Syzigium aromaticum (cravo-da-india) e
folhas de Melia azedarach (Santa-Bérbara) aumentaram (P<0,05) a populagéo
de M exigua em café. Maior eficécia na redugiio populacional desse nematéide e
de M. incognita raga 3 ocorreu com o extrato de Cinnamomum zeylanicum
(canela), entre todos os extratos testados.
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ABSTRACT

SALGADO, Sonia Maria de Lima. Natural products for nematode control.
Lavras:UFLA, 2001. 120p. (Tese — Doutorado em Fitopatologia). *

Mobility of second stage juveniles (J2) of coffee Meloidogyne exigua
was avaliated in aqueous and methanolic extracts of Solanum grandiflorum
Ruiz et Pav, Baccharis trimera (Less.) DC, Piper hispidinervium C. DC., Melia
azedarach L., Momordica charantia L. and Amica montana L. Mortality and
hatching of M. exigua J2 were avaliated in aqueous of’ Bixa orellana L.,
Syzygium aromaticum (L.) Merr. & Perry, Cinnamomum' zeylanicum Breyn,
Piper nigrum L., Zingiber officinale Roscoe, Petroselium crispum (P. Mill)
Nyman ex A. W. Hill, whey of milk, hidroponic solution, aqueous solution of
sodium chloride (NaCl) and sugar (saccharose), yeast and probiotic
(Controlmix) solutions. After 24 hours J2 imersion in the extracts, greater J2
imobilization occurred in the water extract of Melia azedarach fruit compared
to that in water. After 24 hours of J2 contacts with the extracts, greater mortality
(P<0,05) occurred in the whey of milk, Cinnamomum zeylanicum, solutions of
yeast and sodium chloride (NaCl), as compared to all tested extracts. Extracts of
Syzygium aromaticum and Controlmix probiotic caused J2 mortality above 50%
and extract of Piper nigrum caused 11,8%, all of them greater (P<0,05) than
that in water. Hatching was tested placing M. exigua eggs in‘extracts for 14 days
at 25°C. Greater hatching inhibition (P<0,05) occurred in all extracts and
products tested compared with that in water, with exception of sugar and
hidroponic solutions. Among all extracts and products tested, greater (P<0,05)
hatching inhibition occurred in whey of milk, Cinnamomum zeylanicum,
Syzygium aromaticum, Zingiber officinale, solution of sodium chloride (NaCl),
and Controlmix probiotic. Plant oils contain substances wich some of them have
already been tested and showed nematicidal effects against plant parasitic
nematodes. Mortality and hatching of second stage juveniles (J2) of
Meloidogyne exigua of coffee were avaliated in essential oils of Eucalyptus
camaldulensis, E. saligma, E. urophylla, Bixa orellana, Cymbopogon nardus,
Xylopia brasiliensis and Melia azedarach. The plant oils were extracted by
water steam dragging by utilizing of the modified apparatus of Clevenger, or by
immersion in solvents of fruit parts of Melia azedarach. Residues were
solubilized in dimethil sulfoxide. J2 mortality was avaliated 24 hours after
immersion in oil. Greater mortality (P<0,05) equally occurred in oils of

* Guidance Commitee: Vicente Paulo Campos — UFLA (Major Professor); Mério Licio
" Vilela Resende - UFLA; Maria das Gragas Cardoso — UFLA.
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Eucalyptus camaldulensis, E. saligma, E. urophylla, Bixa orellana, Xylopia
brasiliensis and fruit husk and flesh of Melia azedarach compared to water.
Hatching of M. exigua J2 in essential oils was avaliated after 14 days of egg
incubation at 25°C in dark. Qils did not inhibited J2 hatching compared to water,
perhaps, due to volatilization of toxic substances to nematode embryo during the
period of egg incubation. Reduction of egg incubation period may avoid this
problem. The high J2 mortality in most essential oils tested indicated presence
of potential nematicidal bioactive substances in tested plants. The extract effects
of Syzigium aromaticum, Cinnamomum zeylanicum, Bixa orellana and
Controlmix probiotic were avaliated on pathogenicity and reproduction of bean
Meloidogyne incognita race 3, as well as on coffee Meloidogyne exigua in
addition to the extract of Melia azedarach, in greenhouse. Extracts were
prepared by water infusion. Each bean plant received 30 mL extract and 5400
Meloidogyne incognita race 3 eggs. Each coffee plant received 30 mL extract
and 3000 Meloidogyne exigua eggs. The experiment was in randomized design
with 6 replications. The evaluation was done at 35 and 100 days after nematode
inoculation in bean and coffee, respectivelly. Bean Meloidogyne incognita race 3
population was reduced (P<0,05) by the extract application compared to
control, without any increasing on dry matter and plant height. Coffee
Meloidogyne  exigua population was reduced (P<0,05) by the extract
application of Cinnamomum zeylanicum, Bixa orellana and Controlmix
probiotic compared to control, without any increase in dry matter and plant
height. However, extract from Syzigium aromaticum flower and leaves of Melia
azedarach increased (P<0,05) coffee Meloidogyne exigua population. Great
reduction on M. exigua and M. incognita race 3 populations by the
Cinnamomum zeylanicum extract, among all tested, indicated high nematode
toxic substances in this plant tissues.
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1 INTRODUCAO GERAL

Os nematdides formadores de galhas, Meloidogyne spp, séo tidos como
os mais importantes para a agricultura brasileira, pois tém ampla distribuigao
geografica, apresentam enorme gama de hospedeiros e causam grandes danos as
culturas. As plantas afetadas por Meloidogyne spp tornam-se mais suscetiveis a
outros fitopatogenos, ficam menos resistentes a estresses, especialmente
hidricos, e ndo respondem satisfatoriamente as praticas de adubago.

Diversos métodos sdo utilizados para controlar as populagdes de
fitonematoides. Os mais comuns se baseiam no uso de cultivares resistentes, na
rotagdo de culturas e no controle quimico (Lordelo, 1984). !

O controle quimico, na maioria das vezes, € invidvel, pois os
nematicidas sdo de alto custo, sendo dispendioso e antieconémico a Vadoc;ﬁo
dessa medida de controle para culturas de menor valor econémico. Além disso,
esses produtos podem contaminar o solo, as dguas subterrineds e os produtos
agricolas com vérios residuos téxicos. Diante disso, as pesquisas tém priorizado
a busca por produtos naturais menos téxicos ao ambiente, e que possam
representar uma opg#o para a indiistria de agroquimicos.

Nessa busca por produtos naturais com propriedades nematicidas, tém-
se recorrido as plantas. Compostos presentes no extrato bruto ou no éleo
essencial das plantas podem constituir uma forma potencial de controle
alternativo de doengas de plantas cultivadas (Stangarlin er al., 1999). A
diversidade de espécies vegetais demonstra a magnitude de compostos, alguns
comprovadamente nematicidas (Chaterjee ef al., 1982).

*Na obtengio e caracterizagdo biolégica das susbstincias bioativas,
presentes em diversos orgdos e espécies vegetais, vérios métodos de extragdo e
tipos de solventes tém sido empregados; isso porque, segundo Giesbrecht

(1980), as plantas produzem esses compostos através de diversas vias



metabdlicas, cujas formagiio e armazenamento ocorrem em virios érgdos
vegetais. Muitos desses compostos vegetais tém apresentado atividade
nematicida, tais como: tienil, benzofurano, acido carboxilico, alcaléides,
sesquiterpenos, diterpenos, fenélicos e ditioacetilenos (Gommers, 1981; Birch
et al., 1993; Oka, 2000). Muitos desses compostos sio empiricamente
descobertos (Osman & Viglierghio, 1988). Tais compostos poderdo se constituir
em novas moléculas nematicidas biodegradiveis, mais eficientes do que as
atualmente disponiveis no mercado ¢ com menor toxicidade ao homem e ao
meio ambiente,

Oleos essenciais extraidos de plantas tém demonstrado atividade
antimicrobiana, antifingica e inseticida (Isman, 2000; Mﬁlle;'-Riebau et al,
1995; Lee et al., 2001; Bullerman et al., 1977; Salgado, 2001). Porém, poucos
trabalhos avaliaram a atividade nematicida dos 6leos essenciais e seus
componentes, entre eles, Leela et al. (1992); Sangwan ef al., (1985 ¢ 1990) e
Walker & Melin (1996).

Além da possibilidade de identificagio de plantas produtoras de
substincias nematicidas, os dleos essenciais ¢ extratos brutos de plantas se
apresentam como produtos promissores no controle de fitonematbides,
merecendo, por isso, estudos visando & futura utilizagdo pelos produtores,
especialmente os pequenos ou aqueles envolvidos em agricultura orgénica, para
a qual formas alternativas de controle de doengas s@o necessarias. Porém, vérios
testes biolégicos devem ser realizados para que a eficiéncia de extratos vegetais
¢ demais produtos naturais seja comprovada.

Dessa forma, objetivou-se neste trabalho avaliar:

1. o efeito in vitro de extratos orgénicos e produtos naturais na eclosgo,

mobilidade e mortalidade de Meloidogyne exigua;

2. amortalidade e eclosiio de Meloidogyne exigua em 6leos essenciais;



3. o potencial de extratos naturais para o controle de Meloidogyne
exigua em cafeeiro (Coffea arabica) e de Meloidogyne incognita

raca 3 em feijoeiro (Phaseolus vulgaris).



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1. Nematéides: aspectos gerais

O parasitismo dos nematdides, especialmente Meloidogyne spp torna as
plantas mais suscetiveis a outros fitopatégenos, menos resistentes a estresse,
principalmente hidrico, e com menor resposta as praticas de adubagfio. Como
conseqiiéncia, a parte aérea das plantas infestadas apresenta diversos sintomas
reflexos como: tamanho desigual das plantas, deficiéncias minerais de diversas
intensidades, clorose foliar, murchamento, desfolhamento, alteragdes das
caracteristicas varietais, como redugdio dos internédeos e dos perfilhos, redugo
na produgdio, podendo causar até a morte da planta (Campos, 1999).

As espécies de Meloidogyne, parasitas obrigatérios conhecidos como
nematdides das galhas, induzem mudangas na anatomia das raizes da planta
hospedeira com formagéo de células gigantes e galhas, além de outros efeitos
(Dropkin, 1976). Segundo Taylor & Sasser (1978), as modificagdes ocorridas
na parte aérea de plantas infectadas por Meloidogyne sp resultam da menor
capacidade exploratéria do sistema radicular em relagdo a plantas nio infectadas
e da obstrugdo dos elementos vasculares, o que reduz a transloca¢do de
nutrientes.

Além da sua ampla distribuigio geogrifica, esses fitopatégenos
apresentam extensa gama de plantas hospedeiras, podendo interagir com outros
patégenos, como fungos, bactérias e virus, ou mesmo com outros nematéides,
ocasionando complexo de doengas. Diante disso, as espécies de Meloidogyne
constituem o principal grupo de nematdides fitopatogénicos de importincia
econdmica, constituindo, assim, um dos obstaculos & produgdio de alimentos no

mundo.



O primeiro relato importante de Meloidogyne como fitoparasita no
Brasil foi feito no final do século XIX. Nessa época, uma doen¢a dizimava os
cafezais fluminenses. Goeldi, no ano de 1887, relatou tratar-se de um nematdide,
descrevendo-o pela primeira vez como Meloidogyne exigua. A espécie
Meloidogyne exigua Goeldi ¢ comumente encontrada na América Central e do
Sul, onde causa perdas severas na produglo cafeeira (Campos et al., 1990). Essa
espécie permanece internamente nas raizes do cafeeiro, estabelecendo seu sitio
permanente de alimentag#o, desenvolvendo-se ¢ reproduzindo—se. Atualmente,
Meloidogyne exigua é um importante patégeno da cafeicultura brasileira
(Campos, 1997; Campos ef al., 1990), com ampla disseminag#o pelas regides
produtoras. A espécie chegou a ser encontrada em 31% das amostras analisadas
por Campos & Melles (1987) no Estado de Minas Gerais. A disseminag@o desse

_ nemat6ide continua ocorrendo, tendo em vista que Souza er al, (1999)

verificaram a presenga de M. exigua em 45,4% das amostras de solo e raizes
coletadas em diversos cafezais de Minas Gerais. Hoje, sabe-se que M. exigua
ocorre principalmente nas lavouras cafeeiras do Rio de Janeiro, S#o Paulo,
Minas Gerais, Espirito Santo e Bahia.

Meloidogyne exigua, mesmo em baixo nivel populacional, tem efeito
depressivo no cafeeiro. De fato, esse fitonematdide podé infestar o cafeeiro
durante todo o ano, ¢ a populagiio desse nematéide apresenta grande evolugio
no periodo chuvoso € quente. A infestagio de M. exigua em cafeeiros novos
reduziu a quantidade de matéria fresca e matéria seca da parte aérea ¢ o nimero
de folhas, além de provocar o amarelecimento das plantas (Souza, 1990). Isso
ocorre porque, segundo Boneti ef al. (1982), a composig#o mineral de cafeeiros
parasitados por nematdides difere daquela das plantas nfio infectadas. O
nematdide interfere nos mecanismos de absorgio e translocagdio de dgua e
nutrientes inorganicos e/ou organicos da planta hospedeira, reduz a absorgdo de

micronutrientes como Zn, Cu, Fe, Mn e B e o vigor das plantas de cafeeiro. Os



sintomas mais comuns do parasitismo de Meloidogyne exigua sio alteragdes
anatdmicas nas raizes de cafeeiro, com formagdo de células gigantes, ruptura do
sistema vascular e hiperplasia do parénquima vascular (Di Vito et al., 2000).

A espécie M. exigua ocorre em outras culturas de importincia
econdmica, como na seringueira. Fonseca ef al., (1999) citam a ocorréncia de
M. exigua Goeldi, 1887, em Rondondpolis, Mato Grosso, onde constataram
altas populagdes desse nematdide em associagdo com o fungo Lasiodiplodia
theobromae (Pat.) Griffon & Maufl.,, causando a morte das plantas. Outros
trabalhos enfatizam a importéincia de M. exigua em seringueira (Correa et al.,
2000a e 2000b; Fonseca e al., 2000; Bernardo et al., 2000).

Meloidogyne incognita é outra espécie de nematéide das galhas, sendo
responsdvel por grandes prejuizos a muitas culturas economicamente
importantes. Segundo Vieira (1983), M. incognita é um dos patégenos mais
importantes para a cultura do feijoeiro. As plantas de feijoeiro infectadas por
esse nematéide podem ter sua produgéo reduzida de 50 a 90% (Mullin et al.,
1991). Além de atuar diretamente sobre a planta, M. incognita pode reduzir a
nodulagiio por Rhizobium, afetando o crescimento e a fisiologia do feijoeiro, e
favorecer a infecg@io por outros fungos como Rhizoctonia solani (Crozzoli et al.,
1997), Fusarium spp. e Macrophomina phaseolina, ocasionando maiores
prejuizos (Hutton et al,, 1972; Al-Hazmi, 1985). Apesar dos prejuizos, a
presenga de M. incognita pode passar desapercebida pelos agricultores, mesmo
quando o ambiente favorece a ocorréncia de mais de um ciclo de vida do
nematéide dentro do ciclo do feijoeiro, e quando o agricultor detecta anomalias e
irregularidades na cultura, o nivel de infestagfio do nematéide j4 estd bastante
alto (Baker et al., 1994).



2.2. Estratégias para o controle de fitonematbides

O controle de fitonematdides ¢ uma tarefa dificil, principalmente em
plantas perenes. Diversos métodos sdo utilizados para controlar as populagdes
dos fitonematbides, sendo os mais comuns baseados no uso de cultivares
resistentes, na rotagio de culturas e no controle quimico (Lordello, 1984). A
recomendagdo da produgio de mudas em solo tratado ou livie de nematéides
parasitas e o plantio das mesmas em solo livre de nematéides é uma medida
invidvel em plantios comerciais ja estabelecidos.

De acordo com Frighetto (2000), o uso intensivo e indiscriminado de
pesticidas elimina os inimigos naturais das pragas e doengas de plantas e
animais, causando desequilibrios biolégicos que tém um impacto negativo, tanto
dentro quanto fora do agroecossistema. Isso favorece a reincidéncia de altas
populagBes dos patégenos. No caso de fitonematéides, a alta infestagéio no solo
condiciona os produtores a utilizarem doses mais elevadas ou a misturarem
pesticidas, ou ainda, aumentarem a freqiiéncia das pulverizagdes, ocasionando
maior potencial de dano ac homem e ao meio ambiente. Somado a isso, 0 uso
de pesticidas para o controle de doengas de plantas pode, a longo prazo,
provocar o surgimento de isolados de fitopatdgenos resistentes s substincias
quimicas utilizadas. Os resultados para a sociedade como um todo e para o meio
ambiente podem se tornar negativos em virtude da poluigio causada pelos
residuos. Com isso, nematicidas oriundos da indistria petroquimica vém
sofrendo grandes restri¢des de uso em muitos paises. Desse modo, abusca de
novas medidas de proteg3o das plantas contra fitopatégenos, como nematoides, ¢
uma prioridade da agricultura sustentével. f

O emprego de cultivares resistentes num programa de manejo de
nematdides na cultura do feijoeiro apresenta limitaoz;ées,i pois sdo poucas as

fontes de resisténcia a Meloidogyne. Além disso, alguns materiais resistentes de



determinada regifio comportam-se como suscetiveis quando submetidos a
populagdes de outras dreas (Ngundo, 1977).

Outra estratégia de controle de fitonematdides & a rotagdo de culturas.
No entanto, a recomendagio dessa medida de controle depende da raga
fisiologica do nematdide. Silva & Carneiro (1992) verificaram que a reagio das
plantas de uma mesma espécie vegetal & infestagio de nematdides varia de
acordo com a raga do nematéide. Isso dificulta o emprego da rotagdio de plantas
no controle de nematéides, pois ¢ comum ocorrer mistura de ragas de nematéide
num campo de cultivo.

O uso de microrganismos para o controle de fitonematéides, embora
muito pesquisado, necessita de maiores estudos quanto ao modo de veiculagio
desses microrganismos para aumentar sua capacidade de manutengdio e agdo no
solo.

* As plantas antagbnicas a nematéides podem apresentar excregdes
radiculares com propriedades nematicidas ¢ nematostiticas, ou atuarem apés a
penetragdo do nematéide nas raizes, reduzindo sua reprodug@o ou impedindo-o
de completar seu ciclo de vida (Tenente ef al., 1982). No entanto, o emprego
dessas plantas antagbnicas no controle de nematéides apresenta resultados
contraditérios: exemplo disso é o cravo-de-defunto, pertencente ao género
Tagetes, que embora a atividade antagénica a nematéides tenha sido relatada
em viarios estudos, os dados sobre o nivel de controle de nematéides sdo
discordantes. Segundo Gommers & Baker (1988), citados por Ploeg (2000), o
uso do cravo-de-defunto no controle de fitonematdides é mais eficiente como
cultura antagonista do que a sua incorporagio como adubo verde ou aplicaggio
dos seus extratos: isso porque esta planta produz substincias nematicidas
resultantes de uma sequéncia de reagdes quimicas nas rafzes, proporcionadas
pela penetragiio ¢ movimentagio dos nematdides, induzindo a produgdo de
moléculas de ozbnio (O,) que, por sua vez, sdo téxicas aos nematbides. No



entanto, o uso do cravo-de-defunto e de outras plantas antagénicas como cultura
nematicida apresenta algumas desvantagens, como o custo direto associado com
o cultivo dessa planta, duragdio do periodo de cultivo e possibilidade de efeito
fitotéxico sobre a cultura subseqiiente. Com a incorporaqﬁé do cravo-de-defunto
ao solo, ocorre redugdo na populagiio do nematéide, mas’ Ploeg (2000) atribui
essa redugdo a varios fatores e néio somente ao cravo-de-defunto, o que toma o

seu uso pritico questionavel.
2.2.1. Extratos vegetais empregados no controle de fitonematéides

Desde os tempos mais antigos, as plantas sdo utilizadas nas sociedades
humanas com propésitos terapéuticos, sendo suas propriedades téxicas ou
curativas descobertas pelo homem principalmente qu;ndo esse procurava
alimento. Mais tarde, descobriu-se que as plantas produzem  diversas
substincias efetivas no controle de pragas e doengas, despertando o interesse da
pesquisa visando & protegdo das lavouras, ja que o risco de poluigdo ambiental
pode ser reduzido se comparado com aquele resultante do uso de substincias
sintéticas. [

Atualmente vérios extratos vegetais t&ém sido utiliiados para o controle
de insetos (Perrett & Whitfield, 1995; Abbott et al., 1998), ameba (McGaw et
al., 2000), nematdides parasitas intestinais do homem (Bogh et al., 1996) e de
ovinos (Onyeyili et al, 2001)/ Pelo fato de vérias plantas produzirem
substincias nematicidas, a aplicagdo de extratos naturais para o controle de
nematbides constitui uma possivel medida alternativa, principalmente para
pequenos agricultores que, por causa do alto custo, sio impossibilitados de
aplicarem produtos quimicos para o controle de nematdides fitopatogénicos

(Maciel, 1995).



Segundo Pletsch (1998), as substéncias ativas de origem vegetal podem
ser distribuidas em cinco grandes grupos: carboidratos, lipidios, compostos
nitrogenados (aminoécidos, peptidios, proteinas e glicosideos cianogénicos e
alcaléides), terpenéides e fenilpropanéides. No caso especifico das substéncias
com efeito nematicida, observa-se que podem estar presentes em todos esses
grupos (Scramin et al., 1987; Abid et al., 1997; Khurma & Singh, 1997). Para
exemplificar, pode-se citar os derivados do tienil em Tagetes spp., benzofuranos
em Helenium spp, 4cidos caboxilicos em Asparagus, alcaléides em Solanum
tuberosum e Lycopersicum esculentum, diterpenos em Daphne spp., fenélicos
em Eragrostis spp e ditioacetilenos em Ambrosia spp (Birch et al.,1993)

Egunjobi e Afolami (1976) controlaram Rotilenchulus reniformis usando
extrato de sementes de nim (4zadirachta indica L.). Verificaram efeito téxico do
extrato de folhas de nim a Pratylenchus brachyurus (Godfrey), reduzindo a
populagdo desse nematéide com correspondente aumento no crescimento e
produgdo do milho (Zea mays L.). A atividade nematicida do extrato de folhas
de nim foi observada também in vitro, com a exposiglio de P. brachyurus por
24 horas aos extratos preparados com 1,5, 1,0 e 0,5 kg de folhas de nim/3 L de
adgua. Nesse caso, a maior concentragfio foi mais efetiva. A aplicagiio do extrato
aumentou significativamente a produg#io de grios, altura das plantas e peso das
raizes, com correlagdo entre esses aumentos e a redugdo na populagio de P.
brachyurus.

4( Apbs 120 a 160 minutos de exposi¢io aos extratos obtidos pelo
esmagamento das folhas de Ocimum sanctum e O. basilicum, todos os juvenis do
segundo estddio (J2) de M. incognita foram mortos. Quanélo submetidos a
fervura por 5 minutos, tais extratos tiveram suas atividades nematicidas
reduzidas, o que provavelmente ocorreu em decorréncia da natureza vol4til ou
da composigéo do principio ativo. Neste estudo, ainda se observou que nos dleos

essenciais de Ocimum sanctum e O. basilicum havia eugenol e linalool, que
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foram identificados como provaveis substincias nematicidas (Chatterjee et al.,
1982).

>7£_- Extratos foliares de 30 espécies de plantas, de vérias familias, em
diferentes diluigSes, foram obtidos por Nandal & Bathi (1983). Avaliando a
mortalidade de J2 de M. javanica, ap6s 48 horas de contato com os extratos, as
diluigdes abaixo de 1:20 (extrato:4gua) de extratos de Tagetes patula, Vernonia
cineraria e Xanthium strumarium reduziram a mortalidade dos J2, com maior
indice de mortalidade causado pelo extrato de Tagetes erecta, 1:10
(extrato:agua).

Extratos de sementes também tém sido utilizados para o controle de
nematdides. Exemplo disto é o controle de Meloidogyne javanica com extratos
de sementes de Azadiracta indica, Hannoa undulata ¢ Hannoa klaineana, nas
respectivas concentragdes de 20.000, 10.000 ¢ 2.000 ﬁpm. Esses extratos
inibiram totalmente a penetragio de J2 nas raizes de tomatéiro, épés 24 horas da
imers@o dos juvenis nos extratos. Nesse estudo, Prot & Komprobst (1983),
verificaram maior inibigdo dos J2 de M. javanica na maior concentragio dos
extratos, sendo os extratos de Hannoa undulata ¢ H. klaineana causaram maior
redugdo na penetragio dos J2 comparados com o extrato de Azadirachta indica.

Quatorze espécies vegetais, pertencentes as familias Leguminosae e
Compositae, foram selecionadas por Scramin et al. (1987) como portadoras de
susbstancias naturais com potencial atividade sobre nematdides. Pelos resultados
desse trabalho, foram verificados dez extratos com atividade nematicida e/ou
nematostitica: extrato hexénico de folha de Tagetes minuta, extrato
cloroférmico do caule de Tagetes patula, extrato etanélico do fruto de Cassia
occidentalis, extrato cloroférmico da folha de Ageratum conyzoides, extratos
hexénico e etandlico do caule de Vernonia polyanthes, extratos hexénico e
cloroférmico do caule de Vernonia condensata, extrato hexénico da flor de

Alomia fastigiata e extrato hexanico do caule de Tagetes minuta. Nesse trabalho,
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alguns extratos vegetais apresentaram atividade nematicida contra Meloidogyne
incognita raga 1 semelhante ao nematicida Carbofuran, como os extratos
hexénico e etandlico do caule de Vernonia polyanthes. Ficou evidente a
diferenga na atividade dos diversos extratos (hexanico, cloroférmico e etanélico)
de uma determinada parte vegetal diante do mesmo nematéide.

Extratos aquosos de Thuja orientalis, Commiphora wightii, Pinus
insularis, Araucaria cookii, Cycas circinalis e Casuarina equisetifolia reduziram
eficientemente a eclosdo de J2 de Meloidogyne incognita (Sharma & Trivedi,
1991).

Silva (1993), empregando extrato de sementes de Azadirachta indica no
tratamento de sementes de feijoeiro IAPAR 14, obteve redugiio na produggo de
ovos de Meloidogyne incognita raga 3.

Extratos aquosos de folhas de Ruta graveolens apresentaram forte efeito
nematicida sobre Xiphinema index, in vitro. A mortalidade do nematéide
aumentou com a maior concentragéio do extrato e maior tempo de exposig#o. Foi
considerado como padréio o extrato obtido por 24 horas de infusio de 50 g de
folhas em 200 mL de égua destilada. Maior mortalidade de X, index ocorreu
com o aumento na concentragdo do extrato foliar e no periodo de exposigiio
desse nematbide ao extrato (Sasanelli, 1992).

O efeito nematicida do extrato etandlico de Chenopodium ambrosioides
reduziu em 85% o nimero de galhas de M. incognita em tomateiros, sendo
superado pelo p6 de C. ambrosioides, que causou 100% de reduggo do nimero
de galhas. Esses dois tratamentos foram mais eficientes do que o nematicida
Furadan 350 F 4% p.a. (Frighetto & Zavatti, 1994).

Espécies vegetais possuem potencial para o controle de nematéides em
alho. A desinfecgéio de bulbos de alho infestados por Ditylenchus dipsaci pela
imers@io dos bulbos por 24 horas em diversos extratos vegetais foi realizada por
Insunza & Valenzuela (1995). Os extratos utilizados foram obtidos pela infusio
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de partes vegetais em agua de torneira. Extratos de folhas frescas de Ruta
graveolens controlaram completamente o nematdide D. dipsaci, o que ndo
ocorreu quando foram utilizados extratos de folhas secas, indicando que o
principio nematicida pode ter sido afetado ou destruido durante a secagem das
folhas. Além de R. graveolens, a utilizagio de Chenopodium ambrosioides ¢
Plantago major resultou em baixa ou nenhuma infec‘é;ﬁo de D. dipsaci e
fitotoxicidade dos extratos as plantas de alho.

Barcelos (1997) demonstrou a inibigio da eclosdo de ovos de M.
incognita raga 3 por extratos a quente e a frio da raiz e das partes aéreas de
mucuna preta (Mucuna aterrina) e por outros compostos isolados dessa planta.

Atividade nematicida variavel foi observada por Abid et al. (1997) em
extratos etandlicos de vérias espécies vegetais, entre elas,  Eucalyptus
camaldulensis Dehnh, Myrtaceae. Essa diferenga na atividade nematicida dos
extratos foi atribuida a presenca de diversos compostos. Os extratos obtidos de
Annona squamosa L., Cocculus pendulus (Forsk.) Diel, Datura fastuosa L., e
Solanum surattense Burm. apresentaram alta atividade nematicida, causando
100% de mortalidade de juvenis de segundo estiddio de Melodoidogyne javanica.
Entretanto, o extrato de folhas secas de Eycalyptus camaldidensis Dehnh, causou
baixa mortalidade de J2 de M. javanica com 72 horas de exposigio dos juvenis
ao extrato. 1

Khurma & Singii (1997), avaliando o potencial nematicida de extratos
de sementes sobre J2 de M. incognita e M. javanica, verificaram que os extratos
de Azadirachta. indica (Meliaceae), Acacia eburnea (Leguminosae), Cassia sp.
(Leguminosae), ParkinSénia aculeata (Leguminosae), Sesbania sesban
(Leguminosae) e Poinciana regia (Leguminosae) apresentaram maior potencial
nematicida contra J2 de Meloidogyne incognita, ao passo que A. eburnea,
Cassia sp., Melia azedarach (Meliaceae), S. sesban “e Tribulus terrestris

(Zygophyllaceae) apresentaram maior potencial nematicida sobre' J2 de M.
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Javanica. Comparando-se as espécies Azadirachta. indica (nim) e Melia
azedarach (Santa Bérbara), ambas da familia Meliaceace, nota-se que houve
efeito nematicida diferente para as espécies de nematbide. Para J2 de M.
incognita, A. indica causou mortalidade superior a M. azedarach L., ao passo
que para M. javanica, a maior mortalidade de J2 foi causada por M. azedarach
L. O efeito nematostitico do extrato de Malvastrum coromandelianum
(Malvaceae) foi desmonstrado pela recuperagio dos J2 apds poucas horas da
transferéncia para gua. Esses pesquisadores consideraram 48 horas de imersdo
das massas de ovos nos extratos, um tempo suficiente para avaliagdo do efeito
inibitério dos extratos sobre a eclosdo dos J2 de M. incongita e M. Javanica.

P6 da folha, serragem e torta de nim (4zadirachta indica) reduziram a
populagdo de M. incognita, Hoplolaimus indicus, Helicotylenchus indicus e
Rotylenchulus reniformis. Dos produtos de nim testados, maior eficiéncia de
controle desses fitonematéides foi observada com a aplicagfio da torta de nim
(Akhtar, 1998).

Dias et al. (1998) avaliaram a eficiéncia das plantas medicinais mil-
folhas (Achillea millefolium), mentrasto (4geratum conyzoides), bardana
(Arctium lappa) e folha-da-fortuna (Bryophyllum calycinum) em sistema de
rotagdo de cultura em uma é4rea infestada com M. incognita. Dessas plantas,
apenas 0 mentrasto ndo reduziu significativamente a populagio desse nematébide.

Extratos de Carica papaya, Leucaena leucocephala, Ricinus communis e
Ruta graveolens aumentaram a mortalidade e reduziram a eclosfio de juvenis J2
de M. incognita, ao passo que extratos de Coffea arabica, Brachiaria decumbens
¢ Leucaena leucocephala reduziram a produgio de ovos desse nematbide, mas
com efeito fitotéxico nos tomateiros demonstrado pela redugfio no peso fresco
da parte aérea apés a aplicagdio das maiores dosagens. Nesse trabalho, Costa
et al. (2001) consideraram o metanol e a 4gua como os melhores solventes no

preparo dos extratos.
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Alguns extratos vegetais ndo tém apresentado efeito téxico a
fitonematdides. Exemplo disso é o extrato bruto de bardana (4rctium lappa),
mil-folhas (Achillea millefolium), gengibre (Zingiber officinale) e bélsamo
(Cotyledon orbiculata), que ndo apresentaram efeito téxico sobre Pratylenchus
coffea (Perre et al., 2000).

A grande diversidade no efeito de extratos vegetais sobre fitonematéides
deve-se, entre vérios fatores, ao tempo de exposigéio do nematéide ao extrato,
espécie de nematbide-alvo, espécie e 6rgdo da planta, tipo de solvente e método
de extraglio utilizado na obtengio do extrato, além da’dosagem do extrato
(Chatterjee et al., 1982; Khan, 1990; Abid ef al., 1997; Khurma & Singii, 1997,
Akhtar, 1998; Costa, 2000). ‘

2.2.2. Oleos essenciais

Oleos essenciais sio compostos que apresentam aroma, geralmente
volateis, dificilmente soliiveis em égua, retirados dos vegetais nos quais sdo
encontrados na forma combinada. Por meio da hidrodestilagdo e extragdo por
solventes, pode-se obter diversos dleos essenciais (Teske & Trentini, 1997).

Os 6bleos essenciais sdo assim denominados gragas a composigio
lipofilica que apresentam, sendo quimicamente diferentes da composigdo
gliceridica dos verdadeiros 6leos e gorduras. Estdo associados a vérias fungdes
necessarias 4 sobrevivéncia do vegetal em seu ecossistema, exercendo papel
fundamental na defesa contra microrganismos e predadores. Na medicina
popular, os éleos essenciais possuem uma larga tradigdo de uso. Quimicamente,
em sua maioria, os 6leos essenciais sdo constituidos de substéncias terpénicas e
acrescidos de moléculas menores, como alcoois, ésteres, aldeidos e cetonas de

cadeia curta. Dependendo do método de extraglio ¢ da composi¢éo da planta,
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terpenos menos voléteis podem aparecer na composigdo do 6leo essencial (Siani
et al., 2000).

Certos éleos essenciais, comumente usados como fragrincias e
aromatizantes na industria de perfumes e alimentos, tém sido relatados como
repelentes a insetos (Isman, 2000; Ansari ef al., 2000). Recentes investigagdes
em varios paises confirmam que alguns leos essenciais de plantas nfio somente
agem como repelentes a insetos, mas possuem agdo inseticida fumigante (Lee et
al., 2001), agdo fungicida contra alguns importantes patégenos de plantas
(Milller-Riebau e al., 1995) e contra ervas daninhas (Kohli e? al., 1998).

2.2.3. Controle de nematéides com 6leos essenciais

Os 6leos essenciais sdo formados por virias substincias pertencentes a
grupos quimicos diversificados. O efeito combinado dos constituintes do éleo
essencial de gramineas do géhero Cymbopogon exerce um papel fundamental na
atividade nematicida (Sangwan et al., 1985). Dentre alguns bleos essenciais
com propriedade antifiingica ¢ antibacteriana, o 6leo essencial de Pelargonium
graveolens demonstrou atividade nematicida a Meloidogyne incognita, em
conseqiiéncia da mistura de substincias quimicas, entre elas o citronelol,
geraniol ¢ linalol (Leela et al., 1992)..

O furfural (2-furfuraldeido), composto encontrado em muitos éleos
essenciais de plantas, apresentou atividade nematicida a Meloidogyne arenaria,
Pratylenchus brachyurus, M. incognita e Heterodera glycines (Rodriguez-
Kébana ef al., 1993).

Oleo essencial de Prunus dulcis, Cymbopogon spp., Litsea cubeba e
Pinus plaustris controlaram efetivamente M. incognita em algodéo, em casa-de-

vegetagdo. Por quilograma de solo, a aplicagéio de 0,1 2 0,5 mL dos compostos
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derivados dos dleos reduziu a infestagio do nematbide, e 0 méximo de controle
ocorreu com a aplicagdo de 0,25 mL (Bauske et al., 1994). "

Rao ef al. (1996) confirmaram a agdo nematicida do Sleo essencial de
Pelargonium graveolens, utilizado por Leela et al. (1992), com significativa
redugdo na infestagio de M. incognita apés o tratamento de sementes de
tomateiro. Além disso, houve aumento no crescimento das plantas quando se
aplicou 0,2% do é6leo. Quando se aumentou a concentragdo dos produtos de
0,2% para 0,5%, embora a infestagio do nematbide tenha sido reduzida, o
crescimento dos tomateiros permaneceu inalterado.

Cinco 6leos essenciais obtidos de espécies de horteld (Mentha sp.)
foram misturados ao solo infestado com ovos de M. incognita raga 3 ¢ M.
arenaria raga 2. Apbs 5 semanas do transplantio das mudas de tomateiro, houve
pequeno efeito dos leos sobre o niimero de galhas de M. incognita. No entanto,
os mesmos 6leos reduziram o nimero de galhas causadas por M. arenaria,
atingindo mais de 50% de redugdo das galhas quando foram utilizados 1.000 e
1.500 mg de 6leo/kg de solo (Walker & Melin, 1996).

Oleos essenciais de pimenta malagueta (Capsicum frutencens) e
mostarda (Brassica campestris) foram aplicados para o controle de M. javanica
em tomateiros em casa-de-vegetagdo. Houve redugiio no mimero de galhas e
ovos de M. javanica nas raizes. Dosagens superiores a 10% provocaram
fitotoxidez nas plantas, detectada pela menor altura e peso de raiz (Freitas ef al.,
2000).

O mecanismo nematicida dos 6leos essenciais ou de seus constituintes
ainda n#io estd bem claro. Como vérios 6leos essenciais tém demonstrado
inibigio da atividade da acetilcolinesterase em insetos (Ryan & Bymne, 1988),
Oka (2001) sugere que os componentes do éleo essencial podem afetar o sistema
nervoso, o que ¢ demonstrado pela alteragdo no comportamento,

desenvolvimento e outros processos controlados por enzimas nos nematdides.
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Outra possibilidade € que os 6leos essenciais rompem a membrana celular do
nematéide e alteram a sua permeabilidade. Esse mecanismo também tem sido
sugerido para explicar a atividade fungicida dos leos essenciais.

Oleos essenciais e seus compostos podem ser \teis na obten¢dio de
compostos tdxicos a nematdides, uma vez que potenciais atividades biolégicas
tém sido apresentadas por alguns dos constituintes dos 6leos essenciais, 0 que ¢
de grande interesse da indistria quimica (Lee et al., 2001). Porém, poucos
trabalhos tém utilizado 6leos essenciais para o controle de fitonematéides (Oka
et al., 2000), embora esses produtos sejam seguros para uso no ambiente (Isman,
2000).
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CAPITULO 2

EXTRATOS ORGANICOS E PRODUTOS NATURAIS NA ECLOSAO,
MOBILIDADE E MORTALIDADE DE Meloidogyne exigua.
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RESUMO

SALGADO, S. M. L. Extratos organicos e produtos naturais na eclosdo,
mobilidade e mortalidade de Meloidogyne exigua. In: Produtos
naturais para o controle de fitonematdides. Lavras UFLA, 200 2001 Cap.2, p.
33-59. (Tese de Doutorado em Fitopatologia) °.

A mobilidade de juvenis do segundo estadio (J2) de Meloidogyne exigua
foi avaliada em extratos aquosos e metandlicos de Solanum grandiflorum Ruiz
et Pav (lobeira), Baccharis trimera (Less.) DC. (carqueja amarga), Piper
hispidinervium C. DC. (pimenta-longa), Melia azedarach L. (Santa Barbara),
Momordica charantia L. (meldo de Sdo Caetano) e Arnica montana L. (arnica).
A mortalidade e a eclosdo de J2 de M. exigua foram avaliadas em extratos
aquosos de Bixa orellana L. (urucum-colorau), Syzygium aromaticum (L.) Merr.
& Perry (cravo-da-india), Cinnamomum zeylanicum Breyn (canela), Piper
nigrum L. (pimenta-do-reino), Zingiber officinale Roscoe (gengibre),
Petroselium crispum (P. Mill) Nyman ex A. W. Hill (salsa), soro do leite,
solucio nutritiva hidropdnica e aquosa de cloreto de sodio (NaCl) e agucar
(sacarose), fermento biologico e probidtico (Controlmix). Apds 24 horas de
imersdio dos J2 nos extratos, maior imobilizagiio ocorreu no extrato aquoso do
fruto de M. azedarach, comparado com aquela em agua. O extrato aquoso nem
sempre exiraiu quantitativamente e qualitativamente ' substincias que
imobilizaram J2 de M. exigua. Apés 24 horas do contato de J2 com os extratos,
maior mortalidade (P<0,05) ocorreu no soro do leite e nos extratos de
Cinnamomum zeylanicum (canela), fermento biolégico e na solugdo de cloreto
de sédio, comparados com todos os demais. Mortalidade acima de 50 % também
ocorren nos extratos de Syzygium aromaticum (cravo-da-india) e no probidtico
(Controlm:x) e de 11,8% em extrato de Piper nigrum (pnmm-do-remo), todos
maiores (P<0,05) do que aquela mortalidade ocorrida na dgua. A eclosdo foi
testada colocando-se os ovos de M. exigua em contato com os extratos durante
14 dias a 25°C. Maior inibicdo (P<0,05) ocorreu em todos os extratos e
produtos testados comparados com aquela em agua, com excegdo do agucar e
solucdo hidropdnica. Entre todos os extratos e produtos testados, maior inibicao
(P<0,05) da eclosio ocorreu nos extratos de Cinnamomum zeylanicum
(canela), Syzygium aromaticum (cravo-da-india), Zingiber officinale (gengibre),
soro de leite, solucdo de cloreto de sodio (NaCl), e no probiético (Controlmix).

* Comité Orientador: Vicente Paulo Campos — UFLA (Orientador); Mério Liicio V.,
Resende — UFLA; Maria das Gragas Cardoso — UFLA. ‘

33



ABSTRACT

SALGADO, S. M. L Organic extracts and natural products on hatching,
mobility and mortality of coffee Meloidogyne exigua. In: . Produtos
naturais para o controle de fitonematéides. Lavras: UFLA, 2001. Cap.2, p.
33-59. (Tese de Doutorado — Fitopatologia).”

Mobility of second stage juveniles (J2) of coffee Meloidogyne exigua
was avaliated in aqueous and methanolic extracts of Solanum grandifiorum
Ruiz et Pav, Baccharis trimera (Less.) DC, Piper hispidinervium C. DC., Melia
azedarach L., Momordica charantia L. and Arnica montana L. Mortality and
hatching of M. exigua J2 were avaliated in aqueous of Bixa orellana L.,
Syzygium aromaticum (L) Merr. & Perry, Cinnamomum zeylanicum Breyn,
Piper nigrum L., Zingiber officinale Roscoe, Petroselium crispum (P. Mill)
Nyman ex A. W. Hill, whey of milk, hidropenic solution, aqueous solution of
sodium chloride (NaCl) and saccharose, yeast and probiotic (Controlmix)
solutions. After 24 hours J2 imersion in the extracts, greater J2 imobilization
occurred in the water extract of Melia azedarach fruit compared to that in
water. Water was nor, always, qualitative and quantitative efficient in the
extraction of substances which imobilized M. exigua J2. After 24 hours of J2
contacts with the extracts, greater mortality (P<0,05) occurred in the whey of
milk, Cinnamomum zeylanicum, solutions of yeast and sodium chloride (NaC),
as compared to all tested extracts. Extracts of Syzygium aromaticum and
Controlmix probiotic caused J2 mortality above 50% and extract of Piper
nigrum caused 11,8%, all of them greater (P <0,05) than that in water. Hatching
as tested placing M. exigua eggs in extracts for 14 days at 25°C. Greater
hatching inhibition (P<0,05) occurred in all extracts and products tested
compared with that in water, with exception of the saccharose and hidroponic
solutions. Among all extracts and products tested, greater (P<0,05) hatching
inhibition occurred in whey of milk, Cinnamomum zeylanicum, Syzygium
aromaticum, Zingiber officinale, solution of sodium chloride (NaCl), and
Controlmix probiotic.

" Guidance Commitee: Vicente Paulo Campos — UFLA (Major Professor); Mério Licio
V. Resende — UFLA; Maria das Gragas Cardoso — UFLA.
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1 INTRODUCAO

Os extratos vegetais e os produtos naturais t€ém sido fonte de compostos
para o controle de pragas e doengas (Jespers & Waard, 1993; Isman, 2000).
Viérios produtos naturais, incluindo aqueles de plantas medicinais, tém
propriedades nematicidas e nematostaticas (Gommers, 1981; Khan, 1990).

Substancias com efeito nematicida tém sido encontradas em diversas
espécies vegetais, entre elas Melia azedarach L., (Santa-Bérbara) (Khurma &
Singii, 1997; Abid et al., 1997); Zingiber officinale Roscoe, (gengibre) (Sukul e
al., 1974); Momordica charantia, (meldo de Sdo Caetanoj (Dias ef al., 2000) e
Baccharis trimera (Costa et al., 2001).

Segundo Isman (2000), diversos métodos e tipos de solventes tém sido
estudados na busca por substéncias bioativas toxicas a fitonematéides. Akhtar
& Mahmood (1994) e Sasanelli (1992) encontraram propriedades nematicidas
em diversos extratos vegetais aquosos. Scramin et al. (1987) selecionaram 14
espécies de plantas, cujos extratos obtidos com solventes orgénicos
apresentaram efeito nematicida a juvenis de segundo estddio de Meloidogyne
incognita raga 1. Entretanto, maior énfase tem sido dada a partir de 1990 2
pesquisa com diferentes plantas, bem como seus diversos érgos (Khurma &
Singii, 1997). Utilizando folhas e brotos de muitas espécies vegetais, Abid et al.
(1997) obtiveram extratos etanélicos com efeito nematicida a M. javanica.

Produtos naturais, como os condimentos de origem vegetal, também
conhecidos por especiarias, hi muito s3o utilizados na alimentagéio humana com
propésito de realgar o sabor e preservar os alimentos. Porém, s6 nas ultimas
décadas é que a propriedade antimicrobiana dos condimentos tem sido estudada
mais criteriosamente (Schmidt, 1994). Segundo Bara (1992) propriedades

antimicrobianas tém sido encontradas no Syzygium aromaticum (cravo-da-
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india), Cinnamomum zeylanicum (canela) e no Zingiber officinale (gengibre).
O soro de leite, produzido e descartado na indistria queijeira, ainda ndo foi
estudado quanto a presenca de substincias bioativas,

Novos produtos de menor impacto ao homem e ao meio ambiente
precisam ser estudados para o controle dos fitonematéides. A possibilidade de
utilizagio desses produtos naturais e extratos vegetais para o controle
populacional dos fitonematdides poders, no futuro, beneficiar principalmente a
agricultura orgénica, na qual ocorre a proibigdo do uso de nematicidas oriundos
da indistria petroquimica. As pesquisas que utilizam produtos naturais no
controle de M. exigua do cafeeiro sio escassas.

Dessa forma, objetivou-se neste trabalho estudar o efeito in vitro de
diversos extratos vegetais e de produtos naturais na eclosfio, mobilidade e

mortalidade de Meloidogyne exigua do cafeeiro.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1. Experimento 1; Extratos aquosos ¢ metanélicos de érgdos vegetais na
mobilidade de juvenis de segundo estidio de

Meloidogyne exigua in vitro

2.1.1. Obtengiio de ovos e juvenis de segundo estadio (J2) de Meloidogyne

exigua.

Raizes galhadas de cafeeiros infestados por M. exigua foram colhidas,
lavadas e colocadas em papel-toalha para retirar o excesso de dgua. As galhas
foram seccionadas e delas foram extraidos os ovos pela técnica de Hussey &
Barker (1973). Para facilitar a visualizagdo desses ovos nds testes subseqtientes,
a suspensdio obtida foi submetida ao método de Flotagio e Centrifugagdo
proposto por Jenkins (1964). Para tanto, a suspensdo de ovos foi distribuida em
tubos de 50 mL, adicionado caolim e centrifugada a 420 g (aproximadamente
1400 rpm) por 5 minutos. Apés centrifugagdio eliminou-se o liquido
sobrenadante e o precipitado foi ressuspenso em solugdio de sacarose 1 molar e
centrifugado a 420 g por 60 segundos. O sobrenadante obtido foi
cuidadosamente vertido em peneira de 0,025 mm. Os ovos retidos nessa peneira
foram coletados em 4gua, e na suspensdo, os ovos foram quantificados em
microscépio de objetiva invertida para utilizag#o nos testes subseqiientes.

Camaras de eclosdo foram preparadas empregando-se placas de Petri de
4,5 cm de didmetro, colocando-se nelas peneiras formadas por tecido poliéster
com abertura de 0,025 a 0,030 mm fixado em anéis de PVC de 40 mm x 10mm.
Em cada cimara adicionaram-se 5 mL da suspensdo de ovos. Diariamente,
levantava-se a peneira e retiravam-se os J2 eclodidos que migraram para a placa.

A seguir, as peneiras com os ovos foram novamente colocadas em outra placa de
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Petri com égua recentemente colhida. Os J2, assim obtidos, foram empregados

nos testes com os extratos e demais produtos.

2.1.2. Preparo dos extratos

Plantas consideradas medicinais foram selecionadas entre espécies

vegetais mais abundantes na regifio (Tabela 1). De cada espécie vegetal,

prepararam-se extratos aquoso e metanélico.

TABELA 1. Espécies vegetais coletadas na regifo de Lavras, MG, e utilizadas

na obtengdo dos extratos.

Espécie vegetal Famflia Nome comum Orgio
“Solanum grandifiorum Solanaceae Lobeira Fruto

Ruiz et Pav

Baccharis trimera (Less) D.C.  Asteraceae Carqueja-amarga Folha

Piper hispidinervium CDC. Piperaceae Pimenta-longa Folha e Fruto

Melia azedarach L. Meliaceae Santa-Bérbara Folha

Melia azedarach L. Meliaceae Santa-Bérbara Fruto

Melia azedarach L. Meliaceae Santa-Bérbara Raiz

Momordica charantia L. Cucurbitaceac Meldo-de-Sdo-Caetano  Flor e Folha

Arnica montana L. Asteraceae Arnica Folha e Flor

38



Prepararam-se os extratos a partir do 6rgdo da planta escolhido, isto é,
raiz, folhas, frutos e/ou flores foram colhidos, lavados, secos ao ar e picados em
pequenos fragmentos. Transferiram-se 20 g de cada material para um baléio de
fundo redondo, ao qual foram adicionados 100 mL de metanol. Esse baldo foi
colocado em manta aquecedora e conectado a um condensador de refluxo. O
processo de extrag@io ocorreu pelo aquecimento da mistura até a temperatura de
ebuli¢io do solvente. Com o inicio da condensag@o, aguardaram-se 15 minutos
de refluxo do solvente. Logo apds, filtrou-se a mistura e procedeu-se a
evaporagdo do metanol em Rotavapor (Modelo Biichi R-114, Banho Modelo B-
480) ¢ bomba de vicuo (Marca Marconi Modelo MA 057), mantendo-se a
pressio do sistema em -560 mmHg e a temperatura do banho-maria em 40 °C.
Apbs a evaporagdio do metanol, ressuspendeu-se o residuo vegetal contido no
baldo utilizando-se 500 mL de solugdio aquosa do surfactante ndo iénico Tween
80 a 1% (v/v), obtendo-se o extrato metanélico de cada espécie vegetal
(Figura 1).

Para obteng@o dos extratos aquosos, adicionaram-se 500 mL de dgua
destilada fervente sobre 20 gramas de material vegetal, devidamente lavado,
picado e colocado em frasco de 1000 mL, vedando-se o frasco com papel-
aluminio. Apds o resfriamento da mistura em temperatura ambiente, realizou-se

a filtrag#io a vicuo do material, obtendo-se o extrato aquoso (Figura 1).
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20 g de material vegetal

U U
Infusdio em 4gua fervente Metanol
Y U
Resfriamento Aquecimento
U U
Filtragdo Refluxo
U U
EXTRATO AQUOSO Evaporagéo do solvente
U
Residuo
U
Ressuspens#io em Tween 80 (1%)
U
EXTRATO METANOLICO

FIGURA 1. Etapas empregadas na obtengo dos extratos aquosos e metanélicos
de 6rgdos vegetais.

Os extratos metandlicos ¢ aquosos foram armazenados em frascos

escuros devidamente tampados a 8°C, até o momento de utilizag#io nos testes.

2.1.3. Efeito de extratos aquosos e metanélicos de érgios vegetais na
mobilidade de juvenis de segundo estidio (J2) de M. exigua

A mobilidade de J2 nos extratos foi avaliada de acordo com a técnica de
Huang et al. (1983). Para tanto, em vidro de Penicilina, colocou-se 1 mL da
suspensdo de agua com J2 eclodidos nas ultimas 24 horas, e 5 mL de extrato,
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obtidos como descrito em 2.1.1. e 2.1.2. A seguir, tamparam-se os vidros com
malha de nylon com 0,025 a 0,030 mm de abertura, colocando-os em posi¢do
invertida, isto é, com o fundo para cima, dentro da placa de Petri de 4,5 cm de
didmetro, contendo 10 mL do mesmo extrato.

Cada conjunto formado pela placa de Petri e o vidro em posigdo
invertida contendo extrato e J2 constituiu-se numa unidade experimental.
Empregaram-se 16 extratos, sendo 8 aquosos e 8 metanélicos, € como
testemunhas, a 4gua destilada e Tween 80 (1%). O ensaio foi montado em
delineamento inteiramente casualizado, com 18 tratamentos e 4 repetiges.

Vinte e quatro horas apds, transferiram-se os J2 retidos no interior do
vidro de Penicilina para a d4gua, onde permaneceram por 24 horas. A seguir,
quantificaram-se como J2 imdveis aqueles que permaneceram com O coOrpo
completamente distendido, em proporgio ao total de J2 observados.

Realizou-se a anilise estatistica empregando-se a andlise de proporgdes
do programa SISVAR.

2.2. Experimento 2. Mortalidade e eclosfio de juvenis de segundo estiadio
(J2) de Meloidogyne exigua em extratos de especiarias,
solucdio hidropdnica, probibtico (Controlmix) e produtos

naturais.

2.2. 1. Preparo dos extratos e demais produtos

Diversas especiarias foram selecionadas de acordo.com a disponibilidade
e utilizaco empirica na conservagio de alimentos. Com base nisso, foram
adquiridos no comércio local botdo floral seco de Syzygium aromaticum (cravo-
da-india), casca de Cinnamomum zeylanicum (canela), Piper nigrum (pimenta-

do-reino moida), Bixa orellana (urucum) na forma de colorau, todos
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comercializados com a marca Santa Barbara®, além de rizoma de Zingiber
officinale (gengibre), folhas frescas de Petroselinum crispum (salsa). Além
desses, empregaram-se também o fermento biolégico (Fleischmann®), cloreto
de sédio (sal refinado idodedo marca Cisne®), agucar (sacarose), solugdo
nutritiva para cultivo hidropénico de folhosas (Furlani, 1998), probidtico
(Controlmix) e soro de leite, descartado na fabricagdo de queijo. Mediante a
infusdo em dgua, prepararam-se os extratos das especiarias e as solugdes de
cloreto de sédio e sacarose, todos na proporgio de 5% (p/v). O fermento
bioldgico e o probidtico (Controlmix) foram colocados agua a temperatura
ambiente.

Apds aproximadamente 15 horas em agua, realizou-se a filtragio de
todos os materiais empregando-se papel Whatman n® 1 colocado em funil
Buchner (funil de porcelana). O soro de leite ‘in natura’ e a solugdo hidropénica
foram empregados sem nenhuma alteragio na sua constituigio original. Todos
os extratos e demais produtos foram armazenados em freezer até o momento da
utilizagdo, com descongelamento prévio de 4 horas a temperatura ambiente.

22,2, . Efeito de extratos de especiarias aromdticas, probiético, soluciio
hidropdnica e produtos naturais na eclosio de juvenis de segundo estddio
(J2) de Meloidogyne exigua.

Em cdmaras de eclosdo, preparadas como descrito em 2.1.1,
colocaram-se 5 mL do extrato de Syzygium aromaticum (cravo da india),
Cinnamomum zeylanicum (canela), Piper nigrum (pimenta-do-reino), Bixa
orellana (urucum, na forma de colorau que representa o pd das sementes),
Zingiber officinale (gengibre), Petroselinum crispum (salsa), além da
hidrop6nica, solucio de cloreto de sédio (sal refinado Cisne®), agucar
(sacarose) e os produtos fermento biolégico, probidtico (Controlmix) cu soro
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preparados em 4gua. Sobre a peneira da cimara de eclosdio, colocaram-se 700
ovos de M. exigua contidos em 1 mL de 4gua. As cimaras de eclosio foram
mantidas em temperatura ambiente.

O ensaio foi montado em delineamento inteixamente casualizado,
empregando-se &gua como testemunha, totalizando ;13 tratamentos e 4
repetigées. |

O experimento foi avaliado de 48 em 48 imras, por meio da
quantificagdo da porcentagem de J2 eclodidos, empregando-se microscépio de
objetiva invertida. Conforme o material-teste foi retirado da camara de eclosio
para avaliagio dos J2 eclodidos, novo volume (5 mL) do mesmo material era
novamente colocado na cimara de ecloséio para a préxima avaliagdo.

Calculou-se a porcentagem do total de J2 eclodi&os durante 16 dias de
incubagdo dos ovos nos materiais, e o resultado foi submetido ao programa
AVACPD para célculo da érea abaixo da curva de progresso da eclosdo. Os
valores da 4rea abaixo da curva de progresso da eclosdo (AACPE),
transformados para log (x), foram avaliados estatisticamente empregando-se o

programa SISVAR.

2.2.3. Efeito de extratos de especiarias arométicas, probiético (Controlmix),
solu¢do hidropdnica e produtos naturais na mortalidade de juvenis de

segundo estidio (J2) de Meloidogyne exigua

A suspensio de J2, coletada com até 24 horas apés a saida do ovo, foi
quantificada em microscépio de objetiva invertida, e calibrada para
aproximadamente 25 espécimes/30 pL. Na montagem desse ensaio, foram
utilizadas ldminas escavadas com capacidade 150 pL, colocadas separadamente

em cimara Umida preparada em placa de Petri de 90 mm, forrada com papel de

43



filtro umedecido. Cada lamina recebeu 120 pL do extrato ou produto-teste e
30 uL da suspensdo de J2,

O ensaio foi montado em delineamento inteiramente casualizado,
empregando-se os extratos do botdo floral de Syzygium aromaticum (cravo-da-
india), casca de Cinnamomum zeylanicum (canela), Piper nigrum (pimenta-do-
reino moida), Bixa orellana (urucum) na forma de colorau, rizoma de Zingiber
officinale (gengibre), folhas frescas de Petroselinum crispum (salsa), além do
fermento bioldgico, cloreto de sédio (sal refinado), sacarose, probibtico
(Controlmix), solugdo hidropdnica e soro de leite. Empregou-se a 4gua como
testemunha, totalizando-se 13 tratamentos em 4 repetig¢des.

A avaliagdo da mortalidade foi realizada 24 horas apdés a exposigdo dos
J2 aos tratamentos, utilizando-se metodologia proposta por Chen & Dickson
(2000).

A anilise estatistica da porcentagem da mortalidade de J2 foi feita pelo
programa SAS. |



3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Extratos aquosos ¢ metanélicos de érgiios vegetais na mobilidade de

juvenis de segundo estidio (J2) de Meloidogyne exigua in vitro

Maior redug@io na mobilidade de J2 de M. exigua (P <0,05) ocorreu no

extrato aquoso do fruto de Melia azedarach, comparado éom todos os outros
_ extratos, e as testemunhas 4dgua destilada e Tween 80 (Tabela 2), demonstrando

que no fruto de M. azedarach sdo encontradas substincias com efeito téxico a

M. exigua. Khurma & Singii, (1997), trabalhando com extrato aquoso de

sementes de Melia azedarach, obtiveram mais de 50% mortalidade de M.
+__incognita e M. javanica. ‘

Na maioria das espécies vegetais, a dgua ¢ -o metanol extrairam
igualmente as substincias téxicas a J2 de M. exigua, com excegdo do extrato
aquoso de Arnica montana, o qual causou maior imobilizagéo de J2 do que o
metanélico. Por outro lado, a maior imobilizagio de J2 verificada nos extratos
obtidos pelo uso do metanol como solvente-extrator de folhas de M. azedarach,
demonstrou que metanol foi mais eficiente do que a dgua (Tabela 2). Abid et al.
(1997), trabalhando com extrato de folhas de Melia azedarach obtido em etanol,
verificaram 40% de mortalidade de J2 de M. javanica. A mobilidade dos J2 de
M. exigua, variével de acordo com o solvente utilizado na obteng¢o do extrato
da folha de M. azedarach e Arnica montana, demonstra que as substéncias

ativas dessas duas espécies vegetais devem possuir solubilidade diferente em

e metanol.\O tipo de solvente também influenciou a mortalidade de J2 de
M. incognitanios extratos obtidos de diversas espécies vegetais (Scramin ef al.,
1987). Costa et al. (2001) também verificaram diferenga significativa na
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mobilidade de J2 de M. incognita trabalhando com extratos aquosos e

metandlicos de diversas espécies vegetais.

TABELA 2. Porcentagem de juvenis de segundo estidio (J2) de Meloidogyne

exigua imobilizados em extratos de diversas espécies vegetais.

Tipo de extrato Solvente J2 Iméveis (%)
Fruto de Solanum grandiflorum Agua 16,67 b
Metanol 1765 b
Folha de Baccharis trimera Agua 19,05 b
Metanol 0,00 bcd
Folha e fruto de Piper hispidinervium Agua 6,90 bed
Metanol 0,00 cd
Folha de Melia azedarach Agua 0,00 cd
Metanol 1458 b
Fruto de Melia azedarach Agua 50,00 a
Metanol 690 bed
Raiz de Melia azedarach Agua 0,00 cd
Metanol 0,00 bed
Flor e folha de Momordica charantia Agua 0,00 cd
Metanol 8,70 be
Folha e flor de Arnica montana Agua 16,67 b
Metanol 0,00 d
Aguadestilada @ ===0 0z @z ceeee 0,00 bed
Tween80 0 eeee- 0,00 cd

Valores seguidos de mesma letra nfo diferem entre si a 5% de
probabilidade, pela anélise da estimag#io de propor¢des do SISVAR.
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,}( No extrato aquoso de Baccharis trimera, observaram-se 19,05% de J2
de M. exigua iméveis (Tabela 2). Resultado semelhante foi obtido por Costa ef

al. (2001), ao observarem 21% de J2 de M. incognita iméveis no extrato aquoso

ey
: Os extratos de Momordica charantia ndo causaram efeito téxico a J2 de
| M. exigua, demonstrado por apenas 8,7% dos J2 imdveis (Tabela 2). Entretanto,
mais de 80% de J2 de M. incognita foram imobilizados no extrato aquoso
obtido pela infusdo da parte aérea de M. charantia (Dias et al., 2000). Isso
mostra que, além de varios fatores como concentragdo do extrato ¢ idade da
mm empregada na obtengdo do extrato, a eficiéncia nematicida de
Momordica charantia pode ter sido provocada, entre outras questdes, pela
espécie de Meloidogyne avaliada. De fato, diferenga vno efeito nematicida
ocorreu em M. arenaria e M. incognita quando submetidos a produtos obtidos

da mesma espécie vegetal (Walker & Melin, 1996).

3.2. Efeito dos extratos das especiarias aromiticas, probiético, solucdo
hidropdnica e produtos naturais na mortalidade e eclosio de juvenis de

segundo estadio (J2) de Meloidogyne exigua.

Foram considerados como mortos os J2 de M. exigua que permaneceram
na mesma posi¢do, ou seja, com o corpo completamente distendido apdés a
adicio de NaOH IN na quantidade de 10 a 20% do volume da ldmina
cscavad# Pela avalia¢io da porcentagem de J2 mortos, observou-se que no soro
de leite, extrato de Cinnamomum zeylanicum (canela), fermento biolégico € na
solugéio de cloreto de sédio, ocorreu maior mortalidade de J2 de M. exigu
(P<0,05), comparados com todos os demais tratamentos (Tabela 3). No cloreto
de sédio, esse grande efeito pode ter sido causado pela concentragdio de ions Na*

e CI', que provavelmente provocaram alteragdio na regulagdo osmética desse
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nematéide. De fato, Panagrellus redivivus incubados em solugiio de NaCl a 14
atm perderam 4gua, o que segundo Myers (1996), citado por Krusberg (1971),
tanto o conteido de 4dgua como de ions presentes no corpo do nematbide
depende da concentragdo de solutos no meio €, com isso, o corpo do nematéide
pode contrair ou expandir. Acredita-se que, essa possivel alteragio da pressdo
osmoética, possa provocar um estresse na membrana celular e vazamento dos
aminoécidos intracelulares.

A variagio na taxa de O, e CO,, decorrente da agfio de microrganismos
pode ter sido responsével pela alta mortalidade de M. exigua no soro de leite,
fermento bioldgico e probidtico (Controlmix) (Tabela 3). No caso especifico do
soro de leite, bactérias, fungos e leveduras, presentes no soro de leite (Viotto,
1993), podem aumentar a concentragfio de diéxido de carbono, reduzindo o O,
que € essencial para as atividades metabdlicas normais dos nematéides (Rohde,
1971). No fermento biolégico, produto constituido de  Saccharomyces
cerevisiae, (Muchovej & Muchovej, 1989), e no probiético (Controlmix),
composto de diversas bactérias, a ativagio do  metabolismo desses
microrganismos em agua possivelmente provocou um aumento no teor de CO,
e redugdo no oxigénio disponivel para os juvenis J2 de M. exigua. Além disso,
pode ter ocorrido um acimulo de substincias bioativas resultantes desse
metabolismo. De fato, S. cerevisae produz substincias com acfio fungicida
comprovada (Stangarlin & Pascholati, 1994). No entanto, a presen¢a de
substdncias bioativas tdxicas a ﬁtonematéides em culturas de S. cerevisae ainda
ndio tem sido pesquisada. No caso das bactérias, vérios trabalhos demonstraram
efeito téxico a nematbides, entre eles, Naves (2000), que verificou alta

mortalidade de J2 de M. javanica causada por diversos isolados bacterianos.

No Cinnamomum zeylanicum (canela), ainda n3o se conhece o principio
ativo capaz de matar J2 de M. exigua, necessitando, portanto, de pesquisas para
determinagdo da causa da alta toxicidade de extrato de canela sobre M. exigua.
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TABELA 3- Mortalidade ¢ eclosio de juvenis de segundo estddio (J2) de
Meloidogyne exigua afetados por especiarias aromiticas,
probiético (Controlmix), solugdo nutritiva de cultivo hidropdnico

de folhosas e demais produtos naturais.

Tratamentos Mortalidade (%) ' Ecloséio(%)
Soro de leite 100,0 a 1,7 a
Cinnamomum zeylanicum 100,0a - 46 b
(Canela) '
Fermento bioldgico 1060,0a , 213 d
Cloreto de sédio (NaCl) 100,0 a - 87 ¢
Syzygium aromaticum 688 b .59 b
(Cravo-da-india)
Probiético (Controlmix) 507 b 37 b
Pipper nigrum 11,8 ¢ 354 d
(Pimenta-do-reino)
Acucar (Sacarose) 46 cd © 950 e
Petroselinum crispum (Salsa) 31 cd 30,0 d
Zingiber officinale (Gengibre) 1,0 d 139 ¢
l_
Bixa orellana (Colorau) 0,0 d 563 d
Solugdo hidropdnica 0,0 d ‘' 821e
Agua 00 d 1000 e

Valores da mortalidade e eclosfio seguidos da mesma letra sdo iguais,
respectivamente, pelo teste do Qui-Quadrado do programa SAS (P<0,05)
e Scott-Knott do SISVAR (P<0,01).
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Syzygium aromaticum (cravo-da-india) e o probiético (Controlmix)
causaram maior mortalidade de J2 do que aquela em dgua (P<0,05) com valores
superiores a 50% (Tabela 3), demonstrando que os principios ativos afetaram os
sistemas vitais dos J2. De fato, o eugenol, substincia que ocorre no Syzygium
aromaticum (cravo-da-india) (Bullerman ez al., 1977) causou alta mortalidade
de J2 de Meloidogyne incognita (Chatterjee et al., 1982), Anguina tritici
Steinbuch, Tylenchulus semipenetrans Cobb, Meloidogyne javanica Treub e
Heterodera cajani Koshy. (Sangwan ez al., 1990).

Apesar de diferir (P<0,05) da testemunha (4gua), o extrato de
pimenta-do-reino causou menos de 12% de mortalidade de J2 (Tabela 3),
demonstrando conter substincias talvez menos téxicas a J2 de M. exigua ou em
menor concentragao.

Todos os tratamentos que causaram 50 a 100% de mortalidade de J2 de
M. exigua causaram também redugdo (P<0,05) na ecloséo, variando de 98,3 a
72,7%, comparada com aquela na 4gua (Tabela 3). Isso sugere tratar-se da
mesma substéncia ou grupo delas. Khurma & Singii, 1997, encontraram efeito
tanto na mortalidade quanto na ecloséo de J2 de M. incognita e M. javanica,
quando aplicaram extrato de sementes de Sesbania sesban (L.) Merr.

Os extratos de Pipper nigrum (pimenta-do-reino), Petroselinum crispum
(salsa) e Zingiber officinale (gengibre), que causaram pequeno efeito na
mortalidade de J2, inibiram a eclosdo, com valores variando de 64,6 a 86,1% e
diferentes (P<0,05) daquela na 4gua. Também o extrato de Bixa orellana
(urucum), que ndo causou mortalidade em J2 de M. exigua, inibiu em 43,7% a
eclosdo, diferente (P<0,05) daquela em &dgua (Tabela 3). Desse modo, na
maioria dos extratos e demais produtos testados, o efeito téxico foi mais
expressivo na inibi¢éio da ecloséio de J2 de M. exigua em comparagdo com a

mortalidade (Tabela 3). Isso sugere que substiincias diferentes devem estar
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envolvidas na mortalidade e na inibi¢do da eclosiio nesses extratos, ou ainda que,
as diferentes fases envolvidas no processo de eclosdo, como a multiplicagdo
celular, o desenvolvimento embriondrio, troca de cuticula e saida do ovo
(Campos et al., 2001) podem estar sendo diferentemente afetados pelas
substdncias e suas concentra¢des nos extratos.

A evolugo da eclosiio na dgua, comparada com aquela no soro de leite,
Cinnamomum zeylanicum (canela), fermento biolSgico e Syzygium aromaticum
(cravo-da-india), nos 16 dias de incubagiio dos ovos de M. exigua, foi diferente
(Figura 2 A, B, C e D). Observou-se na dgua um aumento da eclosdo entre o 4°
e 0 6° dia de incubagéio dos ovos, seguido de novo aumeﬁfo e queda progressiva
a partir do 10° dia. Isso pode ter ocorrido devido ao fato de que numa suspensdo
de ovos, sdo encontrados ovos com células e embriées em diversos estddios de
desenvolvimento, os quais evoluiram nesse periodo. O efeito t6xico do soro de
leite e dos extratos de canela e cravo-da-india paralisbu grandemente esse
desenvolvimento nos primeiros 6 dias e totalmente a partir de entdo (Figura 2 A,
B e D); afetando, portanto, a multiplicacdo celular e as fases do desenvolvimento
embriondrio na mesma intensidade.

No fermento biolégico, observou-se eclosio dos juvenis de Meloidogyne
exigua nos primeiros 4 dias de incubagio dos ovos que, possivelmente, ji
continham o juvenil desenvolvido. A partir desse perfodo, ocorreu uma redugdo
na eclosio que foi praticamente inibida a partir do 6° dia de incubagio,
demonstrando que o efeito téxico do fermento foi | mais prejudicial ao

desenvolvimento embrion4rio do que a saida do juvenil do ovo (Figura 2 C).
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FIGURA 2.Progresso da eclosiio de J2 de Meloidogyne exigua nos produtos que causaram maior mortalidade dos J2:Soro de leite (A-
100% J2 mortos); Cinnamomum zeylanicum, canela (B-100% J2 mortos); Fermento (C-100% J2 mortos); e Syzygium aromaticum,
cravo-da-india (D - 68,83% de mortalidade de J2).



4 CONCLUSOES

. O extrato aquoso do fruto de Melia azedarach contém substincias
capazes de imobilizar os juvenis de segundo estddio de Meloidogyne

exigua.

. O soro de leite, fermento bioldgico, extrato de Cinnamomum zeylanicum

(canela) e cloreto de s6dio sdo téxicosa juvenis de M. exigua.

. Solugdo nutritiva para o cultivo hidroponico de folhosas permite a

eclosdo e sobrevivéncia de juvenis de segundo estddio de M. exigua.
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CAPITULO 3

ECLOSAO E MORTALIDADE DE JUVENIS DE SEGtJNDO ESTADIO
DE MELOIDOGYNE EXIGUA DO CAFEEIRO EM OLEOS ESSENCIAIS
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RESUMO

SALGADO, S. M. L. Eclosdo e mortalidade de juvenis de segundo estidio de
Meloidogyne exigua do cafeeiro em dleos essenciais. In: ____. Produtos
naturais para o controle de fitonematéides. Lavras: UFLA, 2001. Cap.3, p.
60- 81. (Tese de Doutorado em Fitopatologia).’

Os 6leos essenciais sdo constituidos de substincias, algumas jdtestadas e
com efeito nematicida no controle de fitonematéides. A mortalidade e a
eclosdo foram avaliadas em juvenis de segundo estddio (J2) de Meloidogyne
exigua nos 6leos essenciais de Eucalyptus camaldulensis, E. saligma, E.
urophylla, Bixa orellana (urucum), Cymbopogon nardus (citronela), Xylopia
brasiliensis (pindafba) e Melia azedarach (Santa Biérbara). O éleo foi extraido
pela técnica de arraste a vapor d’4gua, utilizando o aparelho de Clevenger
modificado, ou pela imersdo em solventes de partes do fruto de M. azedarach.
Ap6Gs a extragiio, todos os 6leos foram solubilizados em dimetil sulféxido. A
mortalidade dos J2 foi avaliada 24 horas ap6s a imersiio nos Sleos. Maior
mortalidade (P<0,05) foi igualmente demonstrada pelos 6leos de Eucalyptus
camaldulensis, E. saligma, E. urophylla, Bixa orellana, X. brasiliensis e de
M. azedarach, comparada com aquela na dgua. A eclosiio dos J2 de M. exigua
nos 6leos essenciais foi avaliada 14 dias ap6s a incubag@o dos ovos a 25°C no
escuro. Os 6leos néio causaram inibigio da eclosdo dos J2 comparada com a
4gua, que provavelmente ocorreu por causa da volatilizagdo de substincias que
participam da constitui¢io dos 6leos, indicando que menor periodo de
incubagdo dos ovos nos 6leos essenciais deve ser empregado na avaliagiio da
eclosdo. Entretanto, a alta mortalidade dos J2 de M. exigua em alguns dos
6leos essenciais testados demonstra o potencial nematicida de suas substéncias
bioativas.

* Comité de orientagdo: Vicente Paulo Campos — UFLA (Orientador); Mério Liicio V.
Resende — UFLA; Maria das Gragas Cardoso — UFLA.
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ABSTRACT

SALGADO, S. M. L. Hatching and mortality of second juveniles of coffee
Meloidogyne exigua in essential plant oils. In: . Produtos naturais para
o controle de ﬁtonematéides Lavras: UFLA, 2001. Cap.3, p.60-81. (Tese de

Doutorado — Fitopatologia).”

Plant oils contain substances wich some of them have already been
tested and showed nematicidal effects against plant parasitic nematodes.
Mortality and hatching of second stage juveniles (J2) of Meloidogyne exigua of
coffee were avaliated in essential oils of Eucalyptus camaldulensis, E. saligma,
E. urophylla, Bixa orellana, Cymbopogon nardus, Xylopia brasiliensis and
Melia azedarach. The plant oils were extracted by water steam dragging by
utilizing of the modified apparatus of Clevenger, or by immersion in solvents of
fruit parts of Melia azedarach. Residues were solubilized in dimethil sulfoxide. -
J2 mortality was avaliated 24 hours after immersion in oil. Greater mortality
(P<0,05) equally occurred in oils of Eucalyptus camaldulensis, E. saligma, E.
urophylla, Bixa orellana, Xylopia brasiliensis and fruit husk and flesh of Melia
azedarach compared to water. Hatching of M. exigua J2 in essential oils was
avaliated after 14 days of egg incubation at 25°C in dark. Oils did not inhibited
J2 hatching compared to water, perhaps, due to volatilization of toxic substances
to nematode embryo during the period of egg incubation. Reduction of egg
incubation period may avoid this problem. The high J2 mortality in most
essential oils tested indicated presence of potential nematicidal bioactive
substances in tested plants. ‘

* Guidance Commitee: Vicente Paulo Campos — UFLA (Major Professor), Mdrio Licio
V. Resende — UFLA; Maria das Gragas Cardoso — UFLA.
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1 INTRODUCAO

O longo periodo de permanéncia de cafeeiros no campo leva a relutincia
no uso de substéncias altamente téxicas, como os nematicidas encontrados no
mercado (Campos, 1997), criando novo mercado para produtos naturais,
principalmente para o café orgénico. De fato, os fitopatégenos podem ter suas
populagbes reduzidas pelo uso de quimicos de ocomréncia natural e
aleloquimicos, sem risco ambiental e sem efeito na popula¢io de organismos
benéficos (Akhtar & Malik, 2000).

Os O6leos essenciais, importantes na defesa da planta contra
microrganismos e predadores, tém sido extraidos de diversos 6rgdos vegetais.
Na sua maioria, sdo quimicamente constituidos de substincias terpénicas,
eventualmente, de fenilpropanéides, acrescidos de grupos menores, como
dlcoois, ésteres, aldefdos e cetonas (Siani et al., 2000). Além da composi¢io
quimica, a localizag@io do 6leo essencial na planta, a metodologia empregada
no processo de extrac@o e o preparo do 6leo para o bioensaio também podem
interferir no efeito sobre fitopatégenos. Os 6leos essenciais podem ser extraidos
por vérios métodos, incluindo o arraste por vapor d’4gua, também conhecido
como hidrodestilagdo, o qual se baseia no fato de que os 6leos vol4teis possuem
tensdo de vapor mais elevada que a da dgua (Simdes & Spitzer, 1999). O éleo
assim obtido, apés separar-se da 4gua, deve ser seco empregando-se um
dessecante apropriado. Um outro método € aquele que emprega solventes
orgénicos apolares, nos quais o material vegetal é colocado em imersio por um
determinado periodo de tempo, ap6s o qual o solvente é evaporado, obtendo-se o
6leo essencial.

Os éleos essenciais tém sido pesquisados para o controle de planta

daninha (Kohli et al, 1998), fungos fitopatogénicos como Fusarium
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subglutinans f. sp. ananas (Santos et al., 2001), Fusarium oxysporum e Botrytis
cinerea (Salgado, 2001), Fusarium moniliforme, Rhizoctonia solani, Sclerotinia
sclerotiorum e Phytophthora capsici (Miiller-Riebau e al., 1995), Lasiodiplodia
theobromae (Mota et al., 2001), Colletotrichum musae (Bastos & Albuquerque,
2001), Crinipellis perniciosa e Phytophthora palmivora (Bastos, 2001),
Aspergillus parasiticus (Bullerman er al., 1977), bactérias como Ralstonia
solanacearum (Véras & Yuyama, 2001) e leveduras (Conner & Beuchat, 1984 a,
1984b). Também tém sido testados contra virios insetos e pragas de
importéincia econdmica (Isman, 2000; Ansari et al., 2000).

Os estudos sobre o efeito de Gleos essenciais aos fitonematéides se
intensificaram na wltima década, porém, ainda sdo raros. Poucos trabalhos tém
avaliado o efeito nematicida dos 6leos essenciais e seus componentes (Nath ez
al., 1982; Sangwan et al., 1985 ¢ 1990; Gupta & Sharma, 1991; Leela et al.,
1992; Walker & Melin, 1996; Oka, 2001 e Oka et al., 2000; Gongalves et al.,
2001). Entretanto, muitos nematicidas naturais tém sido encontrados em
plantas, como moléculas dos grupos tienil, alcal6ides, fendis, sesquiterpenos,
diterpenos e poliacetilenos (Oka, 2001). Provavelmente, a existéncia de
atividade nematicida nos 6leos essenciais esteja relacionada com mistura de
diferentes compostos que, por sua vez, dependem da composicio quimica da
espécie vegetal da qual foram extraidos.

Nos testes biol6gicos com dleos para o controle de nematdides, faz-se
necessério solubilizar os 6leos para avaliagdo do efeito sobre nematéides. Vérias
substancias tém sido utilizadas na solubilizagdo dos 6leos, dentre elas, Trinton X
—100 (Nath et al., 1982; Gupta & Sharma, 1991), dimetil sulféxido — DMSO
(Lorimer et al., 1996; Nascimento, 1999; Gongalves et al., 2001) e metanol em
Tween 20 (Leela ef al., 1992, Oka et al., 2000 e Oka, 2001).

Oleos essenciais de Cymbopogon, Ocimum basilicum, O. sanctum,

Mentha piperata, Callistemon lanceolatus e Eugenia caryophyllata, e seus
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constituintes linalol, eugenol, menthol, cineol e geraniol demonstraram efeito
téxico a juvenis do segundo estidio de Anguina tritici, Meloidogyne javanica,
Heterodera spp e Tylenchulus semipenetrans (Sangwan et al., 1985 ¢ 1990).

Leela et al., 1992, observaram 100% de mortalidade de Meloidogyne
incognita em 6leo essencial de Pelargonium graveolens. Alta toxicidade de
6leos essenciais sobre juvenis de segundo estddio de Meloidogyne incognita foi
verificada também por Gongalves et al. (2001), trabalhando com 6leos de
Pilocarpus microphyllus, Psidium guajava, Psidium sp. Vanillosmopsis arborea,
Egletis viscosa, Pectis oligocephalla, Siparuna guianensis, Zanthoxyllum sp. e
Philodendron astatum.

Em tomateiro houve redugdo da populagiio de Meloidogyne incognita
apds a imersd@o das raizes em bleo de Ricinus communis, Eruca sativa e Brassica
Jjuncea (Akhtar & Mahmood, 1993).

Os dleos essenciais tem composi¢do quimica bem complexa. Os 6leos
de eucalipto sdo constituidos por uma mistura de substéincias orgénicas vol4teis,
frequentemente envolvendo 50 a 100 ou até mais compostos de diversos grupos
quimicos como hidrocarbonetos, dlcoois, aldeidos, cetonas, 4cidos e ésteres. O
6leo essencial de eucalipto representa um produto natural de alto valor
agregado ¢ bom rendimento quando extraido de folhas verdes (Bockel et al.,
1998). O élec essencial de espécies de Eucalyptus tem apresentado agiio
fungitéxica sobre virios fungos (Miiller-Riebau et al., 1995) incluindo
Fusarium oxysporum e Botrytis cinerea (Salgado, 2001). Entretanto, estudos
sobre dleos essencias téxicos 3 M. exigua do cafeeiro ainda ndo foram feitos.

Dessa forma, objetivou-se neste trabalho obter e testar a toxicidade de
6leos essenciais de diversas plantas, incluindo espécies de Eucalyptus na
mortalidade e eclosio de juvenis do segundo estddio de Meloidogyne exigua

do cafeeiro.

64



T TR SRR S

2 MATERIAL E METODOS

2.1. Obtencido de ovos e juvenis do segundo estidio (J2) de Meloidogyne

exigua

Raizes galhadas de cafeeiros foram lavadas em bandeja e distribuidas
sobre papel-toalha para retirar o excesso de dgua. Em seguida, foram cortadas
em fragmentos de 0,5 cm e extraidos ovos pela técnica de Hussey & Barker,
1973. A suspensio de ovos foi submetida ao método de Flotagio e
Centrifugacdo (Jenkins, 1964), utilizando-se caolim para eliminar residuos de
raizes. Os ovos na suspensio foram quantificados em  microscépio
estereoscdpico.

Para obtengio de J2 de M. exigua, a suspensio de ovos em dgua foi
distribuida em cAmaras de eclosiio preparadas em placa de Petri de 4,5 cm,
utilizando-se peneira montada com malha poliéster de 0,025 a 0,030 mm de
abertura, presa entre dois anéis de PVC de 10mm x 40 mm. Os J2 eclodidos

foram coletados diariamente.
2.2. Extragio dos 6leos essenciais

Na extragio dos 6leos essenciais, empregaram-se as técnicas do “arraste
por vapor d’dgua” e o método de imersdo em solvente orgénico, (Simées &
Spitzer, 1999). Das folhas frescas de Eucalyptus urophyla S.T. Blake,
Eucalyptus camaldulensis Dehnh, Eucalyptus saligma Sm., Bixa orellana L
(urucum)., Xylopia brasiliensis Spreng (pindaiba) e Cymbopogon nardus Rendle
(citronela), extrairam-se os Oleos essenciais pela técnica do arraste por vapor
d’dgua. As folhas foram picadas, pesadas e divididas em lotes de 80 g cada um

e, a seguir, colocadas em baldo de fundo redondo. No aparelho de Clevenger
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modificado (Figura 1) realizou-se a extragéio dos 6leos das folhas, por meio do
vapor d’4gua, que passava através de um tubo que ligava o balio com 4gua em
ebuligiio por aquecedor interno ao baldo com as folhas que, por sua vez, tinha
um termémetro para monitoramento € manutengéo da temperatura interna do
baldo com as folhas em aproximadamente 100 °C. Os componentes vegetais
extraidos pelo arraste em vapor d’4gua, apés a passagem por um condensador
tipo Liebig, foram coletados na forma de hidrolato em um frasco mantido em
banho de gelo. O processo de extragdo ocorreu em aproximadamente 3 horas,
quando, entdo, as folhas apresentaram coloragdo amarelada. O hidrolato obtido
foi acondicionado em frasco escuro, por 24 horas, antes de iniciar a retirada da
dgua. Para isso, o hidrolato foi transferido para funil de separagdo sendo
adicionados 50 mL de diclorometano ocorrendo, em seguida, a decantagso,
sendo essa operagdo repetida quatro vezes. Reuniram-se as fragSes orginicas
para secagem com sulfato de magnésio anidro (MgSOy) seguida da evaporagio
do diclorometano em Rotavapor (Modelo Biichi R-114, Banho Modelo B-480)
acoplado a uma bomba de vicuo (Marca Marconi Modelo MA 057). O 6leo
essencial obtido foi armazenado em estufa ventilada com temperatura
aproximada de 35°C, para evaporagdo do solvente remanescente até o momento
de sua utilizagio.

A extragdo do dleo do fruto de Melia azedarach (Santa Bérbara) foi
feita pelo método de imersdo das partes do fruto em solventes organicos. Para
isso, dos frutos de Melia azedarach recém-colhidos, separou-se o carogo da
polpa e casca, procedendo-se, separadamente, i extragfio do 6leo. Parte da
polpa e casca foi colocada em imersdo em cloroférmio. Embora o metanol e o
acetato de etila, nd#o sejam recomendados para a extragdio de éleo essencial,
estes solventes foram empregados para extragéio do 6leo da polpa e casca e do
carogo. Para isso, a outra parte da polpa e casca foi colocada em metanol. Apés

8 dias de imersdo, realizou-se a filtragdo a vdcuo utilizando funil de Buchner,
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seguida da evaporagiio dos solventes em evaporador rotatério, obtendo-se,
assim, os Oleos da polpa e casca, extraidos em cloroférmio e metanol. Do
carogo, extraiu-se Gleo pela imersdo no solvente acetato de etila, também por
8 dias, seguida da filtragio e evaporagio do solvente em evaporador rotatério.

Os 6leos foram armazenados em estufa a 35°C, onde permaneceram até sua

utilizagio.

\ i/
p »
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FIGURA 1 - Representagdo esquemitica do equipamento para extragiio de 6leo
essencial por arraste a vapor d’dgua: 1 e 2-baldo de boca larga
com fonte de aquecimento para ferver dgua e gerar vapor; 3- baldo
de fundo redondo com trés bocas; 4-termOmetro; 5- manta
aquecedora; 6 e 7- termostatos; 8- condensador; 9- recipiente para

receber o hidrolato; 10- cuba com gelo.
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2.3. Preparo dos 6leos essenciais para os testes de eclosiio e mortalidade.

Os dleos essenciais obtidos apresentaram diferentes viscosidades, sendo
necessdrio solubilizd-los antes de sua utilizagio nos testes subseqiientes. A
solubilizagdo dos dleos foi feita pela metodologia proposta por Lorimer et al.
(1996).

Inicialmente os 6leos foram misturados a dimetil sulféxido (DMSO), na
proporgio de 1:1(v/v). Ao 6leo com DMSO, adicionou-se dgua destilada, na
respectiva propor¢do de 1: 9 (v/v), obtendo-se a mistura éleo essencial-DMSO-
dgua, que, a seguir, foi dividida em duas partes. Uma parte dessa mistura éleo-
DMSO-agua foi preparada para utilizagio no teste de eclosio e a outra parte
para o teste de mortalidade de J2 de M. exigua. No preparo do 6leo para o teste
de eclosiio, & mistura odleo essencial-DMSO-dgua adicionou-se suspensio de
ovos de M. exigua (2000 ovos/mL de dgua), na propor¢do de 1:1(v/v). A seguir,
adicionou-se tampdo fosfato salino (PBS), na proporg¢io de 2 partes do volume
da mistura 6leo essencial-DMSO-dgua para 3 partes do tampao (v/v).

Utilizando essa mesma seqiiéncia, substituiu-se a suspensdo de ovos pela
suspensdo de J2 recém-eclodidos de M. exigua no preparo do 6leo essencial
para o teste de mortalidade de J2 de M. exigua, obtendo-se o 6leo com

aproximadamente 250 J2/mL.

2.4. Efeito de dleos essenciais na mortalidade de juvenis de segundo estddio

(J2) de Meloidogyne exigua in vitro

Em lamina escavada, colocaram-se 150 pL do éleo essencial preparado
como descrito em 2.3. Empregaram-se os Oleos de Eucalyptus urophyla,
Eucalyptus camaldulensis, Eucalyptus saligma, Bixa orellana, Xylopia

brasiliensis, Cymbopogon nardus, ou os 6leos de Melia azedarach, (polpa com
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casca em metanol, cloroférmio e carogo em acetato de etila). Desse modo, cada
limina recebeu aproximadamente 38 J2 de M. exigua. A seguir, a 1imina foi
colocada em cimara timida em placa de Petri de 90 mm de didmetro, forrada
com papel de filtro umedecido.

O ensaio foi montado em delineamento inteiramente casualizado,
empregando-se 9 tipos de 6leo, as testemunhas DMSO (2% v/v em PBS) e 4gua
destilada, e 4 repeticdes.

Ap6s 24 horas de incubagdo, avaliou-se em microscépio de objetiva
invertida a porcentagem de J2 mortos, segundo a metodologia proposta por
Chen & Dickson (2000). Para tal, cada ldmina foi adicionada de 10 a 20% de
NaOH IN. Foram caracterizados como mortos aqueles J2 que permaneceram
com o corpo completamente distendidos aos 2 a 3 minutos apds a adi¢do do
NaOH.

Os dados referentes 3 porcentagem de J2 mortos foram analisados no

programa estatistico SISVAR

2.5, Efeito de éleos essenciais na eclosio de juvenis do segundo estidio (J2)

de Meloidogyne exigua in vitro

Em placa ELISA, distribuiram-se os 6leos essenciais de Eucalyptus
urophyla, Eucalyptus camaldulensis, Eucalyptus saligma, Bixa orellana,
Xylopia brasiliensis, Cymbopogon nardus, ou um dos trés tipos de 6leo de Melia
azedarach, (polpa com casca em metanol, em cloroférmio € carogo em acetato
de etila), preparados como descrito em 2.3 e contendo ovos de M. exigua. Em
cada orificio da placa, foram colocados 100 uL. do 6leo solubilizado, com
aproximadamente 10 a 20 ovos. Em seguida, as placas foram empilhadas e
acondicionadas em recipientes devidamente tampados e colocadas em cimara

de crescimento (BOD) a 25°C no escuro.
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O experimento foi montado em delineamento inteiramente casualizado,
empregando-se 9 tipos de 6leo, DMSO (2% v/v em PBS) e a 4gua destilada
como testemunhas. Cada unidade amostral foi representada por um orificio da
placa Elisa com 100 pLL do 6leo contendo ovos de M, exigua. Empregaram-se 5
repeti¢des ¢ cada uma representada pela média de quatro unidades amostrais.

Em microscépio estereoscépico, avaliou-se a eclosio de J2 de M. exigua,
a cada 48 horas, durante 14 dias. Calculou-se a drea abaixo da curva de
progresso da eclosdo (AACPE) relativa & porcentagem de J2 de M. exigua
eclodidos durante o experimento, empregando-se o programa AVACPD.

Os dados da AACPE foram transformados paraf x+1 e submetidos &

anélise de varifincia do programa estatistico SISVAR.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Efeito de éleos essenciais na mortalidade de juvenis de segundo estadio

(J2) de Meloidogyne exigua

( Maior mortalidade de J2 (P<0,05) ocorreu nos Sleos de Eucalyptus

l;aligma, E. camaldulensis, E. urophylla, Xylopia brasiliensis, Melia azedarach
ﬁ (polpa e casca), Bixa orellana e Cymbopogon nardus, comparados com aquela
. em 4gua destilada e DMSO (Tabela 1), demonstrando ‘que frutos de Melia

azedarach e folhas das demais plantas contém substincias téxicas a esse

nematdbide.
e

PRI e

casca do que no Sleo do carogo dos frutos de M.-azedgrach (Tabela 1).
Entretanto, o 6leo extraido pelo cloroférmio ou metanol, causaram mortalidade

semelhantggn_ J2 (Tabela 1), demonstrando eficdcia semelhante do metanol e do

clorofdrmio na extraco da/s substéncia/s bioativa/s do fruto de M. azedarach. J4

o acetato de etila deve extrair tais substincias em menor quantidade ou mesmo
extrair outras substincias diferentes daquelas obtidas pelo metanol ou
clorofémlio/ Entretanto, Khurma & Singii (1997), trabalhando com extrato
aquoso de sementes moidas de M. azedarach, observaram efeito t6xico sobre J2
de M. incognita e M. javanica, demonstrando que no fruto de M. azedarach
existem substincias com efeito nematicida./ Acredita-se, entdo, que a menor
mortalidade de J2 causada pelo 6leo do carogo de M. azedarach foi decorrente
do método de extragio ou solvente utilizados, provavelmente inadequados para

retirada de substincias internas do carogo. /
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TABELA 1 - Mortalidade de juvenis de segundo estddio (J2) de Meloidogyne
exigua em Oleos essenciais extraidos de folhas e frutos de

diferentes espécies vegetais.

Espécie vegetal Orgio da Tipo de Mortalidade
planta extraco de J 2 (%)
Eucalyptus saligma Folha Arraste por  100,0a
vapor d’dgua
Melia azedarach Fruto Imersioem 94,3 a
(Polpae metanol
casca)
Bixa orellana Folha Armrastepor 91,9 a
vapor d’dgua
Eucalyptus camaldulensis Folha =~  Arrastepor 91,7a
vapor d’4gua
Eucalyptus urophylla Folha Arrastepor 89,4 a
vapor d’dgua
Xylopia brasiliensis Folha Arraste por 88,8 a
vapor d’dgua
Melia azedarach Fruto Imersioem 82,5 a
(Polpae cloroférmio
casca)
Cymbopogon nardus Folha Arrastepor 66,1 b
vapor d'dgua
Melia azedarach Fruto Imersdoem 48,7 c
(Carogo)  acetato de etila
DMSO 305 d
Agua destilada 145 e

Meédias seguidas de mesma letra séo iguais pelo teste Skott-Knott (P<0 05).
DMSO = dimetil sulfé6xido
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Oleos essenciais obtidos de folhas de Eucalyptus saligma, E.
camaldulensis, E. urophylla, Bixa orellana e Xylopia br‘asiliensis causaram
maior mortalidade de J2 do que aquela verificada no 6leo de Cymbopogon
nardus; porém, todos maiores (P<0,05) do que aquela nas1 testemunhas (dgua
destilada ¢ DMSO) (Tabela 1), demonstrando eficdcia do arraste por vapor
d’4gua como técnica extratora dessas substincias téxicas a J2 na maioria das
plantas, com excegio do Cymbopogon nardus. Talvez, nessa planta, a substéncia
téxica a J2 seja diferente daquelas nas demais plantas ou menos t6xica a J2 de
M. exigua. Sangwan et al. (1985) observaram que o 6leo essencial de
Cymbopogon nardus, obtido de folhas frescas pela técnica de arraste a vapor
d’4gua, tem alto potencial nematicida, chegando inclusive a caracterizar o
monoterpeno eugenol, presente no Gleo dessa planta, como composto de maior
toxicidade aos J2 de Meloidogyne javanica, Anguina tritici, Tylenchulus
semipenetrans e Heterodera cajani. |

Aid et al. (1997), utilizando extrato de folha de E. camaldulensis,

gncontraram apenas 38% de mortalidade de J2 de M. javariica. Talvez no 6leo
obtido da folha, empregado nesse ensaio (Tabela 1), tenha ‘maidr concentragdo
ou mistura de substincias bioativas, ou mesmo maior sensibilidade do J2 de M.
exigua.
"~ As folhas de Bixa orellana (urucum) possuem subs‘tﬁncias téxicas a M.
exigua, demonstradas pela alta mortalidade de J2 (Tabela l)? Porém, ndo existem
relatos da utilizagdo dessa planta para o controle de nematéides. Sabe-se que nas
folhas de Bixa orellana (urucum), os compostos monoterpehos e sesquiterpenos
sio majoritdrios (Teske & Trentini, 1997). Provavelmente esses compostos
foram responsdveis pela toxicidez a M. exigua, pois, de aqprdo com Oka et al.
(2000), a atividade nematicida demonstrada por 6leos éssenciais pode ser
atribufda aos seus principais componentes.

O mecanismo de agio nematicida dos Sleos essenciais ou de seus
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componentes € desconhecido (Oka, 2001), porém existem evidéncias da agdo
desses 6leos na inibigdo da acetilcolinesterase, principalmente em insetos (Ryan
& Byrne, 1988). Atribui-se que ocorra ruptura da membrana celular e
conseqilente alteragdo da permeabilidade da membrana, que segundo Oka
(2001), ocorre com fungos expostos a diversos leos essenciais.

//—l\'?.mbora o ingrediente ativo envolvido na toxicidade dos dleos essenciais

sobre M. exigua nio tenha sido identificado, os resultados obtidos concordam

/—\

\ com Oka ez al. (2000), os quais consideram como nematicidas promissores os
6leos essenciais e seus principais componentes. Ressalta-se aqui o 6leo de Bixa
orellana (urucum), planta originiria da América do Sul, mais especificamente da
regido amazbnica, que apresentou alta toxicidade sobre M. exigua. Os 6leos
representam, na realidade, alternativa na prote¢do das lavouras (Isman, 2000), e
potencialmente titeis no manejo de doengas de plantas cultivadas especialmente

na agricultura orgénica.

3.2, Efeito de éleos essenciais na eclosio de juvenis de segundo estidio (J2)

de Meloidogyne exigua

Os Oleos essenciais ndo inibiram, (P<0,05) a eclosio de J2
de M. exigua comparados a dgua destilada. Isto demonstra que substéncias
ativas encontradas nos dleos essenciais € que causaram alta mortalidade de J2
(Tabela 1), durante as 24 horas de incubagéio dos J2 nos 6leos, provavelmente
volatilizaram durante a incubagdo dos ovos nos dleos, pois, o menor prazo
estabelecido para avaliagdo da eclosdo, foi de 48 horas de incubag@o dos ovos.
De fato, os 6leos essenciais constituem misturas de substancias vol4teis

(Stangarlin et al., 1999).
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4. CONCLUSOES
1. Oleos essenciais de Eucalyptus camaldulensis, E. u}aphylla, E. saligma
Xylopia brasiliensis, Bixa orellana e 6leo da polﬁa e casca de Melia

azedarach possuem substincias com efeito nematicida.

2. Os Oleos essenciais ndo inibiram a eclosdo dos juvenis de segundo

estddio de M. exigua durante o periodo de incubagéo dos ovos.
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CAPITULO 4

EXTRATOS NATURAIS NA PATOGENICIDADE E REPRODUCAO DE
MELOIDOGYNE EXIGUA GOELDI, 1887, EM CAFEEIRO
(COFFEA ARABICA L.) E DE MELOIDOGYNE INCOGNITA
(KOFOID & WHITE, 1919) CHITWOOD, 1949, RACA 3 EM
FELJOEIRO (PHASEOLUS VULGARIS L.)
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RESUMO

SALGADO, S. M. L. Extratos naturais na patogenicidade e reprodugio de
Meloidogyne exigua Goeldi, 1887, em cafeeiro (Coffea arabica L.) e de
Meloidogyne incognita (Kofoid & White, 1919) Chitwood, 1949, raga 3 em
feijoeiro (Phaseolus vulgaris L.). In: . Produtos naturais para o
controle de fitonematdides. Lavras: UFLA, 2000. Cap. 4, p. 83-107.
(Tese - Doutorado em Fitopatologia). ©

O efeito dos extratos de Syzigium aromaticum (cravo-da-india),
Cinnamomum zeylanicum (canela), Bixa orellana (urucum), e do probibtico
(Controlmix) foi avaliado na patogenicidade e reprodugio de Meloidogyne
incognita raga 3 do feijoeiro, bem como de Meloidogyne exigua do cafeeiro
acrescido de mais um extrato da espécie Melia azedarach (Santa Birbara), em
casa-de-vegetagdo. Os extratos foram preparados pela infusdo de 6rgios vegetais
em dgua. Plantulas de feijoeiro receberam 30 mL de extrato e 5400 ovos de M.
incognita raga 3. Mudas de café receberam 30 mL de extrato e 3000 ovos de M.
exigua por planta. O experimento foi montado em delineamento inteiramente
casualizado em 6 repetigSes. A avaliacdo foi realizada aos 35 e 100 dias ap6s a
inoculagio do nematbide para o feijoeiro e cafeeiro, respectivamente. A
populagdo de M. incognita raga 3 em feijoeiro foi reduzida (P<0,05) com a
aplicagiio de todos os extratos, comparada com a testemunha, sem resultar em
aumento da massa seca ¢ altura das plantas. A populagdo de M. exigua no
cafeeiro foi reduzida (P<0,05) com a aplicagfo de extratos de Cinnamomum
zeylanicum (canela), Bixa orellana (urucum) e do probiético (Controlmix)
comparada com a testemunha, sem resultar em aumento da matéria seca e altura
das plantas. Porém, os extratos do botéo floral de Syzigiumi aromaticum (cravo-
da-india) e folhas de Melia azedarach (Santa Bérbara) aumentaram (P<0,05) a
populagiio de M exigua em café. Maior eficdcia na reducdo populacional desse
nematSide e de M. incognita raga 3 ocorreu com o extrato de Cinnamomum
zeylanicum (canela), dentre todos os extratos testados.

* Comité de orientagdo: Vicente Paulo Campos — UFLA (Orientador); Mério Licio V.
Resende - UFLA; Maria das Gragas Cardoso — UFLA.
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ABSTRACT

SALGADO, S. M. L. Natural extracts on pathogenicity and reproduction of
coffee Meloidogyne exigua and Meloidogyne incognita race 3 of common
bean. In: Produtos naturais para o controle de fitonematéides.
Lavras: UFLA, 2000. Cap. 4, p.83-107. (Tese de Doutorado em
Fitopatologia). "

The extract effects of Syzigium aromaticum, Cinnamomum zeylanicum,
Bixa orellana and Controlmix probiotic were avaliated on pathogenicity and
reproduction of bean Meloidogyne incognita race 3, as well as on coffee
Meloidogyne exigua in addition to the extract of Melia azedarach, in
greenhouse. Extracts were prepared by water infusion. Each bean plant received
30 mL extract and 5400 Meloidogyne incognita race 3 eggs. Each coffee plant
received 30 mL extract and 3000 Meloidogyne exigua eggs. The experiment was
in randomized design with 6 replications. The evaluation was done at 35 and 100
days after nematode inoculation in bean and coffee, respectivelly. Bean
Meloidogyne incognita race 3 population was reduced (P<0,05) by the extract
application compared to control, without any increasing on dry matter and plant
height. Coffee Meloidogyne exigua population was reduced (P<0,05) by the
extract application of Cinnamomum zeylanicum, Bixa orellana and Controlmix
probiotic compared to control, without any increase in dry matter and plant
height. However, extract from Syzigium aromaticum flower and leaves of Melia
azedarach increased (P<0,05) coffee Meloidogyne exigua population. Great
reduction on M. exigua and M. incognita race 3 populations by the
Cinnamomum zeylanicum extract, among all tested, indicated high level of
nematode toxic substances in this plant tissues.

* Guidance Commitee: Vicente Paulo Campos — UFLA (Major Professor); Mdrio Licio
V. Resende — UFLA; Maria das Gragas Cardoso — UFLA.
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1 INTRODUCAO

Meloidogyne exigua Goeldi, 1887, tem sido importante patégeno para a
cafeicultura brasileira. Nas produgbes iniciais, o efeito do parasitismo desse
nemat6ide no cafeeiro ardbico pode causar redugio de 50'a 68,2% na produgéo
(Arruda & Reis, 1962; Guerra Neto et al., 1985). Além disso, M. exigua est4
bastante disseminado nos cafezais brasileiros (Campos et al., 1985). Campos &
Melles (1987) detectaram a presenca de M. exigua em 31% das amostras
oriundas de lavouras cafeeiras do Estado de Minas Gerais, mas, no entanto, esse
fitonematéide tem se disseminado, como demonstrado pela presenga em 45,4%
das amostras de solo e raizes coletadas em diversos cafezais de Minas Gerais
(Souza et al., 1999). No Estado do Parand, Portz et al. (2000) verificaram a
presenca de M. exigua em 26% das amostras, igualando-se & M. incognita.
Além do parasitismo em cafeeiros, alta populagio de M. exigua tem sido
encontrada em seringueira (Santos ef al., 1992).

Meloidogyne incognita é um importante patégeno de vérias culturas de
interesse econdmico (Lordello, 1984). Em feijoeiro, M. incognita pode causar
reducgio na produtividade (Vieira, 1983).

Nos dGltimos anos, a sociedade tem priorizado aspectos ambientais,
direcionando muitas pesquisas para a descoberta de novas substéncias bioativas
que possam ser empregadas no manejo integrado de pragas, com menor efeito
negativo ao meio ambiente por serem produtos naturais (Castro, 1989). O
conceito de produto natural é estendido a todos os compostos de origem
biolGgica, que podem ser especificos de um Unico organismo, ou comum a um
grupo deles. A utilizagio desses produtos pelo ser humano j4 era comum na
Idade Média e ocorre até nos dias atuais, com direcionamento para diferentes
fins (Mann, 1987).
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Em alguns érgios de plantas j4 tém sido encontradas evidéncias de
substincias téxicas a nematéides (Costa et al., 2000; Dias et al., 2000; Abid et
al., 1997; Rao & Reddy, 1992; Scramin et al., 1987; Sangwan et al., 1985 ¢
1990; Sasanelli, 1992, Prot & Kornprobst, 1983), e algumas delas j§ foram
purificadas e caracterizadas. Do Tagetes spp., identificou-se o composto
nematicida o - tertienyl, derivado do tienil, de Helenium spp., o benzofurano
2,3-dihidro-2-hidroxy-6-metilbenzofurano. Das raizes de Asparagus officinalis,
identificou-se o 4cido carboxilico asparagistico; de Solanum tuberosum, o
alcaléide o -chaconina; de Lycopersicum esculentum, a O -tomatina; de Daphne
spp., um diterpeno derivado do diacetato; de Eragrostis spp., © composto
fendlico catecol, e de Ambrosia spp., um di-tioacetileno ainda ndo identificado
(Gommers, 1981). De Azadirachta indica (nim), ji isolaram diversas substincias
em mistura, como os triterpendides azadirachtin, salanin e meliantol (Ahmed &
Graince, 1986, citados por Ferraz & Valle, 1997). Além desses, compostos
monoterpénicos, principalmente o eugenol de Cymbopogon spp. (Sangwan et
al., 1985) e Eugenia caryophyllata (Sangwan et al., 1990) tém demonstrado
agao téxica a Meloidogyne javanica, Anguina tritici, Tylenchulus
semipenetrans, Heterodera cajani e H. avenae; e de Ocimum basilicum e O.
sanctum a Meloidogyne incognita (Chatterjee et al., 1982). Mais recentemente
detectaram-se efeito nematicida do L-Dopa em Mucuna aterrina (Barcelos,
1997), além de prunetina e o aminodcido L-fenilalanina em Mucuna cinerea
(Nascimento, 1999) e do isotiocianato de benzila em sementes de Carica papaya
(Kermanshai et al, 2001). '

Entretanto, muitas plantas ainda ndo foram estudadas quanto 2 presenga
de substincia téxica a fitonematéides, principalmente aqueles que parasitam o
feijoeiro e o cafeeiro. Dessa forma, objetivou-se¢ neste trabalho estudar alguns
extratos de plantas e o probi6tico Controlmix no antagonismo a Meloidogyne

exigua do cafeeiro e a M. incognita raga 3 em feijoeiro.
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2 MATERIAL E METODOS
2.1.. Obtenciio de ovos de Meloidogyne exigua e M. incognita

Raizes de cafeeiros infestadas por Meloidogyne exigua e de tomateiros
‘Santa Clara’ infectadas por M. incognita, em plantas mantidas em casa-de-
vegetagdo, foram, separadamente, colocadas em balde, lavadas e cortadas em
pedagos de 0,5 cm de comprimento e extraidos ovos de M. exigua ou M
incognita, através da técnica proposta por Hussey & Barker (1973). A
suspensdo de ovos foi vertida em um conjunto de peneira§ de 0,075 mm sobre
0,038 mm de abertura. O material retido na peneira de 0,038 mm foi transferido
para um becker com auxilio de piseta com agua, completando-se todo o processo
em 2 minutos. |

Para facilitar a visualizagdo nos testes subseqiientes, as suspensdes de
ovos foram, separadamente, submetidas ao método de Flotagiio e Centrifugacio
de Jenkins (1964). A seguir, verteu-se o sobrenadante em péneira de 0,025 mm.

§
{

Os ovos retidos nessa peneira foram coletados em agua, e as suspensdes foram

quantificadas em microscépio de objetiva invertida.

22, Obtencio de mudas de cafeeiro (Coffea arabita) e de feijoeiro

(Phaseolus vulgaris)

Mudas de cafeeiro, Coffea arabica cv. Catuai, foram obtidas do viveiro
comercial local, certificado pelo Instituto Mineiro de Agropecuaria. As mudas
foram produzidas em mistura 5:2 de solo e esterco, suplementado com cloreto de
potassio e superfosfato. As sementes foram tratadas com Mucerem, e aos 30 dias
apos o plantio, foi feita a cobertura com Plantacol. Quando as mudas atingiram o
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estdgio de “orelha de onga”, aproximadamente seis meses apés o plantio, foram
selecionadas as mais vigorosas e uniformes para utilizagio no experimento.

As plantas de feijoeiro cv. Jalo foram obtidas pela germinag¢io das
sementes em areia, por aproximadamente 10 dias. Apés esse perfodo,
selecionaram-se as mudas mais vigorosas, que foram transplantadas para vasos

de 3 litros contendo solo:areia, 2:1 mais 1% de NPK 4-14-8,
2.3. Preparo dos extratos, do probiético ¢ montagem do experimento

Extratos do botdo floral de Syzygium aromaticum (L.) Merr. & Perry
(cravo-da-india), casca de Cinnamomum zeylanicum Breyn (canela), folhas
frescas de Bixa orellana L. (urucum) e de Melia azedarach L. (Santa Bérbara)
foram preparados pelo método de infusdo (Teske & Trentini, 1997), através do
qual, 30, 60 e 120 gramas dos materiais foram pesados e colocados
separadamente em erlenmeyers. Em seguida, adicionaram-se 600 mL de 4gua
destilada fervente, onde os materiais permaneceram em infusio por 15 horas.
Empregou-se também o probibtico (Controlmix), composto 100% natural,
constituido por um pool de bactérias. O probiético, na quantidade de 30, 60 e
120 g, foi colocado em erlenmeyers e adicionado de 600 mL de 4gua destilada a
temperatura ambiente, onde permaneceu por 15 horas. Apés esse tempo, todos
os materiais foram submetidos 2 filtragdo em ﬁape] Watmam n°l em funil de
Buchner. Dessa forma, obtiveram-se os materiais para teste nas dosagens 5, 10 e
20% (plv).
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24. Efeito de extratos vegetais ¢ do probiftico (Controlmix) na

patogenicidade e reprodugéio de Meloidogyne exigua em cafeeiro.

Em mudas de cafeeiros foram testados 5 extratos ‘obtidos Bixa orellana
(urucum), Melia azedarach (Santa Bérbara), Syzygium aromaticum (cravo-da-
india) e Cinnamomum zeylanicum (canela) e o probiético (Controlmix), nas trés
dosagens 5, 10 ¢ 20%. Mudas inoculadas com M. exigua, sem aplicagio de
extratos, foram empregadas como testemunha 1, e aquelas sem aplicaciio de
extratos e sem inoculagio do nematéide, como testemunha 2.

Cada planta foi inoculada com 3000 ovos de M. exigua em 1,5 mL de
dgua ¢ 30 mL do material-teste, simultaneamente, em 4 orificios equidistantes
feitos no substrato, ao redor do colo da planta. Apés a inoculag3o, os orificios
foram cobertos com 0 mesmo substrato para evitar ressecamento.

As mudas foram colocadas em casa-de-vegetagio seguindo o
delineamento experimental de blocos ao acaso, em esquema fatorial (5 extratos e
3 doses) com 6 repetigdes. Cada parcela experimental foi representada pela
média de 3 plantas. O manejo das mudas de cafeeiro foi 0 mesmo recomendado
para os viveiristas.

Cem dias ap6s, mediu-se a altura das plantas e cortou-se a parte aérea ao
nivel do solo, a qual foi colocada em sacos de papel e submetida 3 secagem em
estufa ventilada a 70°C por + 7 dias, obtendo-se, a seguir, 0 peso da matéria seca
da parte aérea. As rafzes foram separadas do solo e lavadas em 4gua dentro de
balde e, a seguir, colocadas sobre papel-toalha para perda do excesso da 4gua, e
obten¢éio do peso da matéria fresca da raiz. Logo apés, as raizes foram cortadas
em pedagos de 0,5 cm e colocadas em liquidificador com hipoclorito de s6dio a
0,5% e extraidos os ovos de acordo com a técnica de Hussey & Barker (1973).

Em microscépio de objetiva invertida, foram quantificados os ovos e juvenis do
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segundo estddio (J2) de M. exigua por grama de raiz e referidos como populagdo
de M. exigua por grama de raiz.

Os dados foram analisados pelo programa SAS. Aqueles referentes a
populagio de M. exigua e ao peso da matéria fresca da raiz foram, previamente,

transformados para log (x +1) e log (x), respectivamente.

2.5. Efeito de extratos vegetais e do probiftico (Controlmix) na
patogenicidade e reproducio de Meloidogyne incognita raca 3 em feijoeiro.

Plantulas de feijoeiro receberam extratos obtidos do botdo floral de
Syzygium aromaticum (L.) Merr. & Perry (cravo-da-india), casca de
Cinnamomum zeylanicum Breyn (canela), folhas frescas de Bixa orellana L.
(urucum) e o probiético (Controlmix), em 2 dosagens (5 ¢ 20%) ¢ em 6
repeticdes. Empregaram-se plantulas inoculadas com M. incognita como
testemunha 1, e plintulas sem aplicagiio de extratos e sem inoculagio do
nematdide como testemunha 2. O experimento foi montado em delineamento
inteiramente casualizado em esquema fatorial de 4 tipos de material em 2
dosagens e 6 repeticdes.

Cada plantula foi inoculada com 30 mL de extrato misturado com 5400
ovos de M. incognita, aplicados em sulcos feitos ao seu redor e mantidas em
casa-de-vegetagdo.

Trinta e cinco dias apés, os feijoeiros foram cortados ao nivel do solo. A
parte aérea foi colocada em sacos de papel e submetida 3 secagem em estufa
ventilada a 70°C por x 7 dias, obtendo-se, a seguir, o peso da matéria seca da
parte a€rea. As raizes foram separadas do solo e lavadas em 4gua dentro de
balde. Posteriormente, foram colocadas sobre papel-toalha para perda do
excesso da dgua, e obtido o peso da matéria fresca da raiz. Logo ap6és, as rafzes

foram cortadas em pedagos de 0,5 cm e colocadas em liquidificador com
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hipoclorito de sédio a 0,5% e extraidos os ovos de acordo com a técnica de
Hussey & Barker (1973). Em microscopio de objetiva invertida, foi quantificada
a populagio de ovos e de J2 de M. incognita por sistema radicular. A populagéo

total foi obtida somando-se o nimero de ovos e J2. 4
Os dados foram analisados pelo programa Sisvar. Aqueles referentes a

populagdo de M. incognita nas raizes foram, previamente, transformados para

log (x).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Efeito de extratos vegetais e probiético na patogenicidade e reproducio

de Meloidogyne exigua do cafeeiro,

Menor populagdo de Meloidogyne exigua (P < 0,05) ocorreu com a
aplicagdo dos extratos de Bixa orellana (urucum), Cinnamomum zeilanicum
(canela) e do probidtico (Controlmix), comparados com a testemunha
(Tabela 1), demonstrando que esses extratos possuem substincias téxicas a esse
fitonematbide, e de grande eficiéncia, pois segundo Osman & Viglierghio
(1988), a redugdo na populagio de um fitonematéide em aproximadamente 80%
ou mais caracteriza tal extrato como eficiente no controle desse patégeno.
Segundo Teske & Trentini (1997), a folha de Bixa orellana (urucum) possui
varios compostos mono e sesquiterpenos. Acredita-se, portanto, que esses
compostos possam causar toxicidez a M. exigua, como jé demonstrado pelo
sesquiterpeno & — terthienil de Tagetes sp. a Meloidogyne sp (Gommers, 1981).
Monoterpenéides t€m sido téxicos a vérios nematéides (Babu & Sukul, 1990;
Sangwan et al., 1985). Entretanto, extrato de Bixa orellana ndo tem sido
investigado quanto 2 utilizagdo no controle de fitonematdides.

Viérios compostos t€ém sido encontrados em Cinnamomum zeylanicum
(canela), mas acredita-se que o efeito téxico a M. exigua pode ter sido causado
pelo aldeido cindmico, seu principal componente (Bullerman e al., 1977), j4
que Oka (2001) sugere que compostos aldeidos possuem alta atividade
nematicida comparados com outros grupos quimicos, como fendis, alcoéis, entre

outros.
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TABELA 1 - Populagio total de Meloidogyne exigua, altura, peso da matéria

fresca das raizes (PMFR) e da matéria seca da parte aérea

(PMSPA) de cafeeiros tratados com extratos vegetais ou

probiético e inoculados ou nd@o com esse patégeno.

POPULACAO
TRATAMENTOS DE M.exigua ALTURA  PMFR PMSPA
POR GRAMA (em) ® ®
DE RAIZ
Probiético (Controlmix®) 75,36 a 19,29 b 402 a 1,71 a
Bixa ollerana (Urucum) 30,06 a 19,35b 442a 16la
Melia azedarach 382,76 ¢ 20,59b 5,07a 1,63 a
(Santa Barbara)
Syzigium aromaticum 517,345 ¢ 19,21b 3,090 1,38Db
(Cravo-da-india)
Cinnamomum zeylanicum 47,151 a 180 b 4,01a 1,56 a
(Canela em casca)
Testemunha 1 272,426 b 21,48b 4,82a 1,75a
Testemunha 2 ———— 22,68 a 3,80a 1,80a

Médias seguidas de mesma letra, em coluna, ndo diferem entre si pelo teste de
contraste de médias de Scheffé a 5% de probabilidade. Testemunha 1 -
inoculada com M. exigua e sem aplicagdo do extrato ou probitico; Testemunha
2 — sem inoculagfio do nematéide e sem aplicagéio do extrato ou probiético.

No probiético (Controlmix), existem bactérias liofilizadas como parte da

sua constitui¢do. Portanto, a toxicidade a M. exigua pode ter sido causada por

substéncias resultantes do metabolismo secundério dessas bactérias. De fato,
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diversas bactérias tém demonstrado antagonismo a fitonematéides (Coimbra,
1998; Sharma & Gomes, 1999), incluindo as bactérias endofiticas (Naves,
2000).

Aumento na populagiio de Meloidogyne exigua ocorreu com a aplicacgéio
dos extratos do botio floral de Syzygium aromaticum (cravo-da-india) e folhas
de Melia azedarach (Santa Béarbara) (Tabela 1). A parte aérea das plantas pode
produzir substincias que estimulam a eclosio de nematdides (Shepherd &
Clarke, 1971), provavelmente pela liberagio de elementos minerais apés a
aplicagd@o dos seus extratos ao solo (Khan, 1990). Além de favorecer a eclos@o,
maior atragio de J2 e/ou maior formagio de locais de penetragdo nas raizes pode
ter ocorrido na presenga dos elementos minerais liberados dos extratos. Osman
& Viglierghio (1988) observaram aumento na populagio de Meloidogyne
Javanica em tomateiros com a imersdo das raizes na soluggo de 4cido tereftdlico.
O eugenol, constituinte principal do Syzygium aromaticum (cravo-da-india),
(Bullerman et al., 1977; Conner & Beuchat, 1984), pode ser transformado em
4cidos orgénicos comuns por microrganismos do solo (Rabenhorst, 1996). Ruess
et al. (1998) atribuiram ao aumento populacional de Aphelenchoides spp. a alta
concentragio de fendis totais e carboidratos apés a aplicagdo do extrato de
Betula pubescens ao solo. O aumento populacional de M. exigua com a
aplicagdio do extrato de Melia azedarach (Santa-Birbara) pode ter sido
conseqtiéncia da decomposig¢io dos compostos orgénicos presentes no extrato
pela acdo de bactérias nitrificadoras,as quais podem reduzir ou inibir o efeito
nematicida de certos componentes do extrato (Ruess et al., 1998). Como as
mudas ficaram no solo por longo tempo (100 dias), provavelmente tenham
propiciado o crescimento das bactérias no substrato, o que talvez ndo tenha
ocorrido no ensaio com o feijoeiro que ficou no solo por apenas 35 dias.

A aplicagfo dos extratos e do probiético ndo afetaram (P <0,05) o peso

da matéria fresca das rafzes e da matéria seca da parte aérea em relagéio a
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testemunha, com excegdo do extrato obtido do Syzygium aromaticum
(Tabela 1). Rao et al. (1996), trabalhando com os metabdlitos secundédrios,
também ndo observaram efeito negativo desses compostos no crescimento dos
tomateiros. A redugfio no peso da raiz e da parte aérea com a aplicagdo do
extrato de Syzygium aromaticum (cravo-da-india) (Tabela 1) provavelmente
tenha ocorrido por causa da alta populagido de M. exigué nas plantas tratadas
com esse extrato. De fato, M. exigua provoca um efeito destrutivo no cafeeiro
(Vito et al., 2000) onde o limite de tolerdncia é muito baixo (Rodrigues &
Crozzoli, 1995).

A altura das plantas foi reduzida (P < 0,05) com a aplicagdio dos
extratos e do probiético, comparadas com a testemunha, na qual ndo ocorreu a
inoculagdo do nematéide, testemunha 2 (Tabela 1), devido provavelmente ao
somatério dos estresses resultantes da inoculagao de nematdides e da aplicagdo
dos extratos com substincias supostamente de efeito alelopético. Redugiio de até
45% na altura das plantas foi observada por Costa et al. (2000) apés a aplicagio
do extrato de Chenopodium ambrosioides. ‘

As doses 5, 10 e 20% dos extratos e do probidtico ndo influenciaram (P <
0,05) as varidveis analisadas, quais sejam, populacdo de Meloidogyne exigua,
altura de plantas, peso da matéria fresca da raiz e da matéria seca da parte aérea
dos cafeeiros. Também niio houve efeito dependente (P < 0,05) entre.o extrato
¢ a dose (Anexo C), demonstrando que o extrato ndo foi influenciado pela dose
utilizada. Khan (1990) verificou que diferentes dosagens de compostos vegetais
aplicados na forma de extratos podem apresentar a mesma eficiéncia no controle
de nematdides. Uma das vantagens de se obter eficiéncia na redugdo
populacional de fitonematbides com aplicagio do extrato em doses menores,
como ocorreu neste ensaio, € evitar a ocorréncia de efeito fitotéxico. De fato,

Costa (2000) observou que as maiores dosagens dos extratos de Brachiaria
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decumbens, Coffea arabica e Leucaena leucocephala causaram fitotoxicidez a

tomateiros.

3.2, Efeito de extratos vegetais e do probidtico (Controlmix) na
patogenicidade e reproduciio de Meloidogyne incognita raca 3 em feijoeiro

Todos os extratos e o probidtico reduziram (P < 0,05) a populagio total
de M. incognita raga 3, comparados com a testemunha inoculada somente com
esse nematbide, (Figura 1). Entretanto, maior efeito téxico ao nematéide foi
observado com o extrato de Cinnamomum zeylanicum (canela), comparado com
todos os demais tratamentos (Figura 1), devendo possuir substincias t6xicas em
maior quantidade do que qualquer outro extrato testado ou conter substincia
com maior capacidade nematicida tanto a M. incognita raga 3 como a M. exigua
(Figura 1 e Tabela 1). Esse efeito pode ter sido causado pelo eugenol e aldeido
cinimico presentes no 6leo de C. zeylanicum (Bullerman et al., 1977), pois o
eugenol tem demonstrado efeito nematicida (Chatterjee et al., 1982), assim
como o aldeido cinimico (Oka, 2001). Entretanto, o efeito nematicida destas
moléculas, encontrados em C. zeylanicum, tem sido demonstrado apés o
isolamento e identificagdo desses compostos; porém, niio tem sido relatado o
efeito nematicida a partir do extrato bruto obtido dessa planta na reprodugio e
patogenicidade de fitonematéides.

A toxicidez demonstrada pelo Syzygium aromaticum (cravo-da-india)
sobre M. incognita (Figura 1) ndo ocorreu com M. exigua do cafeeiro, (Tabela
1), demonstrando que existe uma variagdo na eficdcia dos extratos de acordo
com a espécie do fitonemat6ide. Walker & Melin (1996) também observaram
diferenca no efeito nematicida de diferentes compostos derivados de 6leo de

Mentha sp (horteld) sobre M. arenaria e M. incognita.
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FIGURA 1- Populagio total de Meloidogyne incognita raga 3 nas raizes de
feijoeiro apds a aplicagdo do probidtico (Controlmix) e dos extratos de Bixa
orellana (urucum), Syzigium aromaticum (cravo-da-india) e Cinnamomum
zeylanicum (canela). Testemunha inoculada com esse patégeno e sem aplicagao
de extratos. Barras contendo mesma letra nio diferem entre si pelo teste F a 5%

de probabilidade.

Embora Bixa orellana (urucum) ndo tenha sido ainda investigada
quanto ao efeito toxico a M. incognita, acredita-se que compostos terpendides,
mono e sesquiterpenos, presente nas folhas dessa planta (Teske & Trentini,
1997), sejam responsdveis pela redugdo na populagio desse nematdide. De fato,
compostos terpénicos tém demonstrado efeito nematicida, conforme observado
por Akhtar & Mahmood (1996), quando trabalharam com Azadirachta indica,
6leos de Ricinus communis e Brassica juncea, para o controle de M. incognita

em Capsicum annum.
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A aplicacdo dos diferentes materiais testados, apesar de reduzirem
eficientemente a populagdo de M. incognita (Figura 1), no aumentaram o peso
da matéria fresca da raiz e da matéria seca da parte aérea (P < 0,05)
comparados com a testemunha que recebeu apenas o nematdide (Tabela 2).
Acredita-se que o prazo de 35 dias para avaliagdio do experimento
provavelmente ndo tenha sido suficiente para recuperagdo vegetativa do
feijoeiro, apfs a eficaz redugéio na populagdo do nematdide com a aplicagdo

dos extratos.

TABELA 2. Peso da matéria fresca da raiz e seca da parte aérea de feijoeiro
inoculado com Meloidogyne incognita raga 3 e submetido ao

tratamento com probiético (Controlmix) e extratos naturais.

Tratamento Matéria fresca da Matéria seca da parte
raiz (g) aérea (g)

Probiético (Controlmix) 36,73 a 28,59 a

Bixa orellana (Urucum) 32,82 a 29,68 a

Syzygium aromaticum 34,11 a 2741 a

(Cravo-da-india)

Cinnamomum zeylanicum 39,54 a 34,74 a

(Canela)

Testemunha 1 26,51 a 24,57 a

Testemunha 2 5750 b 4592 b

Médias seguidas de mesma letra nas colunas néo diferem entre si pelo teste F a
5% de probabilidade. Testemunha 1 — Planta inoculada com M. incognita e
Testemunha 2 — planta ndo inoculada com nematéide ou extrato.
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As doses dos extratos ¢ do probidtico (5 e 20% ) ndo influenciaram

significativamente (P < 0,05) a populagdo total de M. incognita raga 3, peso da
matéria fresca da raiz e da matéria seca da parte aérea dqs feijoeiros. Também
ndio houve efeito significativo da interagio entre extratos e doses (Anexo C),
demonstrando que o efeito do extrato foi independente da dose utilizada.

Esses resultados indicam a necessidade de maiores estudos desses
extratos vegetais e suas plantas origindrias, com énfase no urucum (Bixa
orellana L.) que, talvez nio tenha sido avaliado para utilizagio no controle de
nematéides por ser natural da América do Sul, especificamente da regido
amazodnica. Deve-se também considerar como objetivo das pesquisas o modo de
agdo e estabilidade desses produtos naturais no solo, dentro de um contexto

interdisciplinar.
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4 CONCLUSOES

O probidtico (Controlmix) e os extratos de Bixa orellana (urucum),
Cinnamomum  zeylanicum (canela) reduziram a populagido de

Meloidogyne exigua em cafeeiro e de M. incognita raca 3 em feijoeiro.

Syzygium aromaticum (cravo-da-india), aplicado na forma de extrato,

apresentou toxicidade a Meloidogyne incognita.
O extrato de Cinnamomum zeylanicum (canela) apresentou alta

toxicidade tanto a Meloidogyne exigua em cafeeiro como M. incognita

em feijoeiro.
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ANEXOS

ANEXO A

Tabelas

1 A - Andlise de estimagiio de proporgdes dos juvenis de segundo
estidio (J2) de Meloidogyne exigua imobilizados em diversos
extratos vegetais, empregando-se o programa estatistico SISVAR,
com intervalo de confianga de 95 % .

2 A -Resumo da andlise de deviance pelo programa estatistico
Genmod — SAS da mortalidade (%) de juvenis de segundo estddio
(J2) de Meloidogyne exigua em especiarias aromiticas, probiético
(Controlmix), solug@o hidropdnica e demais produtos naturais...........

3 A -Resumo da anilise de varidncia dos valores da 4drea abaixo da
curva de progresso da ecloséo (%) de juvenis de segundo estddio (J2)
de Meloidogyne exigua em especiarias aromiticas, probitico
(Controlmix), solugéio hidropdnica e demais produtos naturais............
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TABELA 1 A - Anilise de estimagdo de proporgdes dos juvenis de segundo estidio (J2) de Meloidogyne exigua
imobilizados em diversos extratos vegetais, empregando-se o programa estatistico SISVAR com
intervalo de confianga de 95 % .

Extrato Solvente Intervalo de Confianca  Estimativa do
Ponto
Fruto de Solanum grandiflorum Agua 0,104879; 0,245600 0,1667
Metanol 0,094650; 0,287973 0,1765
Folha de Baccharis trimera Agua 0,086006; 0,341184 0,1905
Metanol 0,000000; 0,112189 0,0000
Folha e fruto de Piper hispidinervium Agua 0,019109; 0,167268 0,0690
Metanol 0,000000; 0,037697 0,0000
Folha de Melia azedarach Agua 0,000000; 0,072519 0,0000
Metanol 0,082085; 0,232564 0,1458
Fruto de Melia azedarach Agua 0,363355; 0,636645 0,5000
R P s - Metanol '0,019109; 0,167268 0,0690
Raiz de Melia azedarach Agua 0,000000; 0,066032 0,0000
Metanol 0,000000; 0,123436 0,0000

«_.continua...
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“TABELA 1 A, Cont.”

Flor e folha de Momordica charantia Agua 0,000000; 0,068482 0,0000
Metanol 0,032583; 0,179721 0,0870
Folha e flor de Arnica montana Agua 0,082929; 0,285219 0,1667
Metanol 0,000000; 0,032118 0,0000
Agua destilada = __ 0,000000; 0,142474 0,0000
Tween80 0,000000; 0,077062

0,0000




TABELA 2 A -Resumo da andlise de deviance da mortalidade (%) de juvenis

de segundo estadio (J2) de Meloidogyne exigua em especiarias
aromiticas, probiético (Controlmix), solu¢do hidropbnica e
demais produtos naturais, empregando o programa estatistico
Genmod - SAS UFLA, Lavras- MG. 2001.

1

Fonte de varia¢io Graus de Deviance
liberdade |
Tratamento 12 ; 1508,4432 **
Erro 47 87,3094
)
Tratamento Intervalo confianca Estimativa do
ponto

Soro de Leite 0,862815; 1,000000  1,0000a
Cinnamomun zeylenicum  0,862815; l,OOOOOO 1,0000 a
(Canela)
Fermento biol6gico 0,862815; 1,000000  1,0000 a
Cloreto de s6dio 0,862815; 1,000000 1,0000a
Syzygium aromaticum 0,464999; 0,850505  0,6832 b
(Cravo-da-fndia)
Controlmix 0,313057;0,722032 0,5072 b
Pipper nigrum 0,063569; 0,200236  0,1185 ¢
(Pimenta-do-reino)
Sacarose 0,016432; 0,112835 0,0458 cd
Petroselinum crispum 0,006230; 0,085176  0,0313 cd
(Salsa)
Zingiber officinale 0,000253; 0,054459  0,0104 d
(Gengibre)
Solugiio nutritiva 0,000000; 0,137185  0,0000
Bixa orellana (Colorau) 0,000000; 0,137185 0,0000
Agua 0,000000; 0,137185  0,0000 d

Valores seguidos de mesma letra ndo diferem pelo teste Qui-Quadrado
(Genmod-SAS) a 5% de probabilidade.
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TABELA 3 A -Resumo da andlise de variincia dos valores da 4rea abaixo da
curva de progresso da eclosio (%) de juvenis de segundo
estddio (J2) de Meloidogyne exigua em especiarias aromiticas,

probiético (Controlmix), solugéo hidropdnica e demais produtos

naturais.
Causa da Variacio G.L. SQ QoM
Tratamentos 12 16,7042 1,2849 **
Residuo 39 1,1994 0,0285
Total 51 17,9037

Média geral = 2,15; Coeficiente de variagio = 7,84%
Dados transformados para log (x);
* significativo a 1% de probabilidade
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ANEXOB

Tabelas Pégina
1 B - Resumo da anilise de varidncia dos valores da 4rea abaixo da
curva de progresso da eclosio (%) de juvenis de segundo estddio (J2)
de Meloidogyne exigua em Gle0s €SSENCIAIS........ccvveuruiserersisssosssnoraransas 114
2 B - Resumo da andlise de varidncia da mortalidade (%) de juvenis
114

de segundo estddio (J2) de Meloidogyne exigua em 6leos essenciais...
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TABELA 1 B - Resumo da andlise de variincia dos valores da 4rea abaixo da
curva de progresso da eclosio (%) de juvenis de segundo

estddio (J2) de Meloidogyne exigua em 6leos essenciais.

Causa da Variagdo G.L. SQ QM
Tratamentos 10 119,1091 11,910
Residuo 44 310,9747 7,067

Total 54 430,0838

Média geral = 3,66; Coeficiente de variagdo = 72,57 %
Dados transformados para J_ x+1

TABELA 2 B - Resumo da anélise de varidncia da mortalidade (%) de juvenis
de segundo estidio (J2) de Meloidogyne exigua em Gleos

essenciais.
Causa da Variaciio G.L. SQ QM
Tratamentos 10 33446,372 3344,6372*
Residuo 33 3908,317 118,4338
Total 43 37354,689

Média geral = 72,59; Coeficiente de variagéo = 14,99 %
* significativo a 5% de probabilidade
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TABELA 1 C. Resumo da andlise de varidncia da populagiio de Meloidogyne
exigua por grama de raiz de cafeeiro tratados com diversos
extratos vegetais.

Fonte de variagiio G.L. Soma de Quadrado Fe
quadrados médio

Bloco ) 49138 0,9828 1,8700

Extratos 4 32,6854 8,1713 15,5408 *

Doses 2 0,2305 0,1153 0,2192

Extratos x Doses 8 6,7211 0,8401 1,5978

Adicional x Extratos 1 2,9412 2,9412 55937 *

Erro 81 42,0602 0,5258

Total 101 90,1218

Média geral = 1,64; Coeficiente de Variagio (%) = 44,21;
Dados transformados para log (x)
¢ significativo a 5% de probabilidade.

TABELA 2 C - Resumo da anilise de variéncia dos dados relativos ao efeito de
extratos de plantas e probiStico na altura de plantas de

cafeeiro.

Fonte de variagcio G.L. Soma de Quadrado Fe
quadrados médio

Bloco 5 387,18 7743 12,95 *
Extratos 4 60,60 15,15 2,53 *
Doses 2 7.44 3,72 0,62
Extratos x Doses 8 35,42 443 0,74
Adicionais 1 4,32 4,32 0,436
Adicional x Extratos 1 64,77 64,77 6,53 *
Erro 80 479,5 5,98
Total 101 1039,23

Média geral = 19,68; Coeficiente de Variagdo (%) = 12,06;
*significativo a 5%de probabilidade
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TABELA 3 C - Resumo da anélise de varidncia dos dados relativos ao efeito de
extratos de plantas e probi6tico no peso da matéria fresca da

raiz de cafeeiro.

Fonte de variagdo  G. L. Soma de Quadrado Fe

quadrados médio
Bloco 5 0,1819 0,0364 1,72
Extratos 4 0,3067 0,0767 3,63 *
Doses 2 0,0226 0,0113 0,53
Extratos x Doses 8 0,3541 0,0443 2,09 *
Adicionais 1 0,0379 0,0189 0,89
Fatorial x Adic. 1 0,5921 0,5921 0,16
Erro 80 1,7961 0,0211
Total 101 2,7522

Média geral = 3,91; Coeficiente de Variagdo (%) = 24,62;
Dados transformados para log (x); =

*significativo a 5%de probabilidade

TABELA 4 C - Resumo da anélise de varidncia dos dados relativos ao efeito de
extratos de plantas e probiético no peso da matéria seca da parte

aérea de cafeeiro.

Fonte de variagio G.L. Soma de Quadrado Fc
quadrados médio

Bloco 5 2,2256 0,4451 5,70 *

Extratos 4 1,0629 0,2657 3,40 *

Doses 2 0,2588 0,1294 1,66

Extratos x Doses 8 0,8600 0,1075 1,38

Adicionais 1 0,0100 0,0100 0,13

Fatorial x Adic. 1 0,2667 0,2667 2,756 *

Erro 80 6,2693 0,078

Total 101 11,1760 s

Média geral = 1,61; Coeficiente de Variagdo (%) = 16,86
* significativo a 5% de probabilidade
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TABELA 5 C - Resumo da anélise de varincia dos dados relativos ao efeito de
extratos de plantas e probidtico em diferentes doses na populagéo
total de Meloidogyne incognita raga 3 em feijoeiro.

Fonte de variagiio G.L. SQ QM Fe
Tratamentos (8) 15,5389 1,9423 3,87 *
Extratos 3 - 83308 2,7769 5,53 *
Doses 11,0531 1,0531 2,09
Extrato x Dose 3 1,1904 0,3968 0,79
adicional Nema x Extratos 1 4,9643 4,9643 9,89 *
Residuo 45 22,5829 0,5018
Total 53 38,1218

Média geral = 3,107 Coeficiente de Variagio= 22,80 %
Teste F : * significativo a 5% ;
Dados transformados para log ().

TABELA 6 C. Resumo da anélise de varidncia dos dados relativos ao efeito de
extratos de plantas e probi6tico em diferentes no peso da
matéria fresca da raiz de feijoeiro.

Fonte de variaciio G.L. SQ QM Fe
Tratamentos (9) 4609,0877 512,1208 1,85
Extratos 3 319,5458 106,5152 0,38
Doses 1 200,0833 200,0833 0,72
Extrato x Dose 3 838,8973 279,6324 1,01
Absoluta x Extratos 1 2511,0275 2511,0275 9,08 *
Absoluta x Nematéide 1 2881,1403 2881,1403 1041 *
Residuo 50  13493,8511 276,5676
Total 59  18102,9388

Média geral = 37,04; Coeficiente de Variagdo= 44,35 %
Teste F : * significativo a 5% de probabilidade.
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TABELA 7 C - Resumo da anélise de varifncia dos dados relativos ao efeito de
extratos de plantas e probibtico no peso da matéria seca da
parte aérea de feijoeiro.

Fonte de variacgiio G.L. SQ QM Fe
Tratamentos (9) 2831,7774 314,6419 2,38 *
Extratos 374,6709 124,8903 0,94

3
Doses 1 0,0001 0,0001 0,00
Extrato x Dose 3 836,2447 278,7482 2,11
1
1

Adicional Absoluta x Extratos 1333,7668 1333,7668 10,09 *

Absoluta x Nemat6ide 1367,2540 1367,2540 10,34 *
Residuo 50 6608,8757 132,1775
Total 59 94406531 *“

Média geral = 31,13; Coeficiente de Variagio= 36,92 %;
Teste F : * significativo a 5% de probabilidade
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ANEXOD

TABELA 1 D - Composigio quimica da solugfio nutritiva utilizada no cultivo

hidrop&nico de alface. Fonte: Furlani, 1998.

Solugfio de micronutrientes

Fontes g/L Estoque
Sulfato de manganés 30
Acido bérico 30
Sulfato de zinco 10
Sulfato de cobre
Molibdato de s6dio

Solug@io bdsica _
Adubo ' 1000 L
Nitrato de célcio hydro especial 750
Nitrato de potdssio 500
MAP - Purificado 150
Sulfato de magnésio : 400
Solugdo de micronutrientes S0mL
Ferrilene ou Tenso - Fe 30
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