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Resumo - Substancias quimicas com efeito nematicida tém sido encontradas em varias plantas. Ojetivou-se avaliar, in
vitro, as atividades nematostaticas e/ou nematicida de extratos botanicos de citronela (Cymbopogon winterianus),
samambaia (Pteridium aquilinum) e maria-mole (Senecio brasiliensis) sobre juvenis de Meloidogyne javanica e M.
incognita e seu efeito sobre a eclosdo desses nematoides. Os extratos foram obtidos pela infusdo de um grama de
plantas secas e trituradas em 10 mL de dgua. Um mililitro de suspensdo aquosa com 100 juvenis dos respectivos
nematoides foi colocado em placas de Petri com 2,0 mL de cada extrato. Os juvenis foram incubados a 26°C e
decorridas 24 horas foi avaliada a porcentagem de juvenis inativos. Apds a contagem, os juvenis foram enxaguados em
peneira de 0,025 mm e colocados em dgua por mais 24 horas para avaliar a porcentagem de juvenis mortos. Para avaliar
a eclosdo dos juvenis, foram depositados 2,0 mL dos respectivos extratos e 1,0 mL de suspensdo aquosa com 200 ovos
dos nematoides em placas de Petri. Os ovos foram incubados a 26°C por 16 dias. Agua destilada foi usada como
testemunha em ambos os experimentos com cinco repeti¢des por tratamento. O extrato de samambaia causou a redugao
da eclosdo de M. incognita e M. javanica em 90,4% e 80,7%, respectivamente, quando comparados aos tratamentos
testemunhas. Os demais extratos ndo diferiram da testemunha. Os extratos de citronela, samambaia e maria-mole
apresentaram, respectivamente, 76,6%, 90,3% e 47,2% de eficiéncia na inativa¢do de juvenis de M. incognita quando
comparados a testemunha. Para M. javanica, somente o extrato de citronela foi eficiente, causando a morte de 69,1%
dos juvenis em comparacao a testemunha.
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Effect of botanical extracts over hatching and juvenile’s inactivation
of Meloidogyne javanica and M. incognita

Abstract - Chemical substances with neameticidal effect have been found in various plant species. The objective of this
work was to evaluate, in vitro nematostatic and/or nematicidal activities of botanical extracts of Cymbopogon grass,
fern and Senecio brasiliensis over Meloidogyne javanica and M. incognita juveniles and its effect over these nematodes
eclosion. Extracts were obtained trough the infusion of one gram of pulverized dry plants in 10 ml water. One milliliter
of aqueous suspension with 100 nematode juveniles (M. javanica and M. incognita respectively) was placed in a Petri
dish with 2,0 mL of each extract. Juveniles were incubated at 26°C and the percentage of inactive juveniles was
evaluated after 24 hours. After evaluation, the juveniles were rinsed under 0.025 mm sieve and placed in water during
24 hours to evaluate the percentage of death juveniles. To evaluate nematodes hatching 2,0 mL of each extract and 1,0
mL of aqueous suspension containing 200 nematode eggs were placed in Petri dishes. Eggs were incubated at 260C
during 16 days. In both experiments distilled water was used as control, with five replicates for each treatment. Fern
extract resulted in hatching reduction of 90,4% and 80,7% in M. incognita and M. javanica respectively, when
compared with control treatments. The rest of the extracts had no difference with control. Cymbopogon grass, fern and
Senecio brasiliensis extracts had 76,6%, 90,3% and 47,2% efficiency on M. incognita juveniles inactivation
respectively, when compared with control. In M. javanica, only Cymbopogon grass extract was efficient, resulting in
69,1% of juveniles death when compared with control.

Keywords: Root-knot nematodes, anti-helmintic plants, alternative control..

INTRODUCAO

Nematoides parasitas de plantas causam perdas estimadas em 12% na produgdo agricola, sendo
que aproximadamente 9% ocorrem em paises desenvolvidos e 15% em paises em desenvolvimento,
representando cerca de 100 bilhdes de dolares de prejuizo anual, em todo o mundo (Sasser &
Freckman, 1987).

Segundo Sasser & Frekman (1987), os nematoides do género Meloidogyne, também conhecidos
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como nematoides das galhas, sdo considerados os mais importantes do mundo. Esses fitonematoides
causam grandes perdas em culturas de interesse agrondmico, atacando uma grande diversidade de
plantas, o que reflete em baixa produtividade e grandes prejuizos para o agricultor (Sasser, 1989;
Ferraz & Mendes, 1992). Dentro desse género, as espécies M. javanica (Trueb, 1885) Chitwood,
1949 e M. incognita (Kofoid & White, 1919) Chitwood, 1949 s3o as mais importantes € comuns no
Brasil (Huang, 1992).

O controle de nematoides ¢ muito complexo (Campos et al., 1998; Barker, 2003). Por isso,
primeiramente, as medidas de controle devem ser preventivas para evitar a introdugdo desses
organismos em areas onde ainda ndo estdo presentes. Apds serem introduzidos, outras medidas de
controle devem ser adotadas para minimizar os prejuizos por eles causados. O controle por meio de
resisténcia genética, embora desejavel, ¢ limitado pela escassez de cultivares resistentes e pela
suplantacdo da resisténcia em temperaturas de solo superiores a 28°C (Dropkin, 1969), o que pode
acontecer freqiientemente em clima tropical. A rotagdo de cultura para o nematoide das galhas ¢
dificultada devido a ampla gama de hospedeiros que as principais espécies de Meloidogyne
possuem. O controle quimico propicia uma prote¢ao temporaria, podendo a populacao atingir altos
niveis dentro de pouco tempo. Além disso, o uso de produtos quimicos para nematoides deve ser
evitado devido a sua alta toxicidade aos seres humanos e a fauna do planeta e ao alto custo dos
nematicidas presentes no mercado (Jatala, 1985). Por essas razdes, métodos alternativos de controle
de fitonematoides tém sido estudados, a exemplo do uso de extratos de diferentes espécies e partes
de plantas (Ferris & Zheng, 1999; Lopes et al., 2005, Neves et al., 2005; Cristobal-Alejo et al.,
2006).

Na literatura sdo relatados varios exemplos de plantas com potencial para a producdo de
nematicidas naturais (Mani & Chitra, 1989; Hussaini et al., 1996; Ferris & Zheng, 1999).
Substancias como alcalodides, acidos graxos, isotiocianatos, glicosideos cianogénicos, terpendides,
compostos fenolicos e outros sao encontradas em algumas espécies de plantas com comprovada
acdo nematicida (Lazzeri et al., 1993; Mayton et al., 1996; Ferris & Zheng, 1999). No entanto,
ainda existem muitas espécies que nao foram testadas e podem promover efeito deletério sobre
muitas espécies de fitonematoides (Hasseb & Butool, 1996). Espécies de plantas com atividade
anti-helmintica para o uso medicinal ou veterinario também tem resultado no controle de
fitonematoides (Ferris & Zheng, 1999; Dias et al., 2000; Coimbra et al., 2006).

Dentre as diversas espécies vegetais com potencial fontes de principios ativos no controle de
fitonematoides, encontram-se plantas medicinais, condimentares e aromaticas, bem como muitas
espécies selvagens (Pandey, 1990). Essas plantas vém sendo utilizadas por meio da incorporacao
das partes vegetais, secas ou frescas, ou sob forma de extratos aplicados ao solo (Akhtar & Alam,
1989; Lopes, 2004).

Extratos naturais podem ser um dos métodos mais promissores de controle de patégenos do solo,
como ¢ o caso dos nematoides, podendo representar a substitui¢do dos produtos quimicos e tornar-
se uma medida alternativa para pequenas areas (Scramin et al., 1987). Os extratos vegetais no
controle de fitopatdogenos apresentam algumas vantagens em relagdo aos pesticidas sintéticos, tais
como: possibilidade de gerarem novos compostos que os patdgenos ainda ndo se tornaram capazes
de inativar, serem menos concentrados e consequentemente menos toxicos, serem biodegradados
rapidamente, possuirem um amplo modo de agdo e serem derivados de recursos renovaveis
(Quarles, 1992).

Segundo Pascual-Villalobos (1996), a forma de utilizagao de compostos naturais para controle de
fitopatogenos pode ser feita isolando, identificando e sintetizado quimicamente seus componentes
ativos pela industria, ou pela aplicacao de extratos naturais diretamente pelos agricultores.

Espécies como Cymbopogon winterianus, conhecida popularmente como capim citronela, vem
sendo utilizadas em pesquisas, por serem ricas em citronelal, componente responsavel pela acao
inseticida (Labinas e Crocomo, 2002), bactericida (Schuck et al., 2008) e fungicida (Dikshit &
Husain, 1984). Na medicina popular ¢ utilizado como antiinflamatorio, anti-reumatico e repelente
de insetos. Pteridium aquilinum, a "samambaia-do-campo",€ uma espécie cosmopolita com extensa
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distribuicdo sendo considerada uma importante planta com efeitos toxicos a diversas espécies
animais (Tokarnia et al. 2000). Da mesma forma, a planta conhecida popularmente como maria-
mole (Senecio brasiliensis), encontrada com facilidade no Sul do Brasil, ¢ relatada como toxica a
certos animais devido aos alcaldides presentes nos seus frutos e folhas (Méndez, 1993).

A hipotese do nosso trabalho, € que por serem plantas toxicas, os extratos obtidos a partir dessas
plantas possam ter efeito sobre os nematoides, atuando em seu controle. Dessa forma, esse trabalho
teve como objetivo avaliar o efeito de extratos botanicos de citronela (Cymbopogon winterianus),
samambaia (Pteridium aquilinum) e maria-mole (Senecio brasiliensis), in vitro, sobre a eclosdo dos
juvenis de M. javanica e de M. incognita e sua acdo nematicida e/ou nematostatica sobre os juvenis
de segundo estadio destas duas espécies.

MATERIAL E METODOS

Os extratos de citronela, maria-mole ¢ samambaia foram obtidos por meio da infusdo de um
grama de plantas secas e trituradas em 10 mL de 4dgua, que permaneceu em repouso por 24 horas.
Ap0s esse periodo a mistura foi filtrada, obtendo-se o extrato aquoso das plantas.

Inibicao da eclosdo de juvenis de segundo estadio de M. javanica e de M. incognita em extratos
boténicos.

Para a montagem do ensaio, foram utilizadas populacdes de M. javanica e de M. incognita,
mantidas em tomateiros em casa de vegetacdo. Os ovos dos nematoides foram extraidos das raizes
de tomateiros pelo método de Hussey e Barker, modificado por Boneti e Ferraz (1981). A
suspensdo de ovos foi calibrada com o auxilio de camara de contagens de Peters.

Para avaliar a eclosdo dos juvenis foram depositados 2,0 mL dos respectivos extratos e 1,0 mL
de suspensdo aquosa calibrada com 200 ovos dos nematoides em placas de Petri de 5 cm de
didmetro. Os ovos foram incubados a 26°C por 16 dias, em recipiente fechado. Agua destilada foi
usada como testemunha. Cada tratamento constou de cinco repeti¢des.

Os numeros de juvenis eclodidos e de ovos remanescentes foram avaliados com auxilio de
microscopio estereoscopio, 16 dias apoOs a incubagdo. Posteriormente, calculou-se a porcentagem de
eclosdo de juvenis pela formula: Porcentagem de eclosdo = [numero de juvenis eclodidos/(niimero
de juvenis eclodidos + niimero de ovos remanecentes)] x 100.

Avaliacio da inativacdo e morte de juvenis de segundo estadio de M. javanica e M. incognita.

Os juvenis de segundo estadio (J;), utilizados no ensaio, foram obtidos pela extragdo de ovos das
raizes de tomateiros infectadas por M. javanica ou M. incognita (Boneti e Ferraz, 1981), incubados
em camara de eclosdo a 26°C e coletados a cada 24 horas.

A unidade experimental constituiu-se de uma placa de Petri de 5 cm de didmetro. Um mililitro de
suspensdo aquosa com 100 juvenis de M. javanica ou M. incognita foi colocado em cada placa
juntamente com 2,0 mL de cada extrato separadamente. Os juvenis foram incubados a 26°C e
decorridas 24 horas foi avaliada a porcentagem de juvenis inativos (moveis ou imoveis). Apds a
contagem, os juvenis mantidos em cada placa foram enxaguados cuidadosamente em peneira de
0,025 mm e com o auxilio de uma piseta contendo agua foram recolhidos novamente para as placas
de Petri que foram levadas & incubadora por mais 24 horas para avaliar a porcentagem de juvenis
mortos. Agua destilada foi usada como testemunha. Cada tratamento constou de cinco repeti¢des.

Ambos os experimentos foram montados em delineamento inteiramente casualizado e os dados
obtidos foram submetidos a andlise estatistica através do sistema SAEG (Euclydes, 1983). As
médias dos tratamentos foram comparadas pelo teste de Duncan a 5% de probabilidade.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A imersdo dos ovos de M. javanica ou M. incognita em extrato de samambaia teve efeito
positivo na redug@o da eclosdo dos nematoides testados (Figuras le 2). Esse extrato resultou em 5%
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de juvenis de M. incognita eclodidos, enquanto que no tratamento testemunha houve 52% de
juvenis eclodidos (Figura 1). Ja para M. javanica os resultados foram de 6,8% de juvenis eclodidos
no extrato de samambaia e 35,2% no tratamento testemunha (Figura 2). Esse resultado significa que
o extrato de samambaia foi eficiente em causar a reducao da eclosao de M. incognita e M. javanica
em 90,4% e 80,7%, respectivamente, quando comparados as testemunhas. Os extratos de citronela e
maria-mole ndo diferiram do tratamento testemunha em relagdo a redu¢do da eclosdo dos juvenis de
nenhuma das espécies dos nematoides (Figuras 1 e 2).

A baixa taxa de eclos@o dos J, do nematoide das galhas comprovou que o extrato de samambaia
teve efeito toxico sobre os ovos de M. javanica e M. incognita. O efeito toxico de extratos botanicos
sobre a eclosdo de nematoides também foi observado por Ramanpreet et al. (2001). Esses autores
relatam que extratos de cinamomo (Melia azedarach) causaram alta inibicdo da eclosao e
penetracdo de juvenis de M. incognita, nas raizes de girassol (Helianthus annus L.). Muhammad et
al. (2001) também observaram uma alta inibicao da eclosdo de M. incognita com a utilizacao do
extrato de diferentes partes dessa planta.

Os extratos de citronela, maria-mole e samambaia apresentaram, respectivamente, 21,4%, 48,3%
e 8,9% de juvenis de M. incognita vivos, enquanto que no tratamento testemunha 91,4% de juvenis
permaneceram vivos (Figura 3). Esse resultado equivale a 76,6%, 47,2% e 90,3% de eficiéncia dos
extratos de citronela, maria-mole e samambaia, respectivamente, na inativacdo de juvenis de M.
incognita, quando comparados ao tratamento testemunha. No experimento com o nematoide M.
Jjavanica, somente o extrato de citronela foi eficiente na inativacdo dos juvenis. Nesse extrato o
tratamento testemunha resultou em 93,2% de juvenis vivos, enquanto que o extrato de citronela
resultou em 28,8% de juvenis vivos (Figura 4). Com base nesses resultados podemos observar que,
em comparacao a testemunha, o extrato de citronela reduziu o nimero de juvenis vivos de M.
javanica em 69,1%.

Meloidogyne incognita
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Figura 1. Efeito dos extratos de citronela, maria-mole e samambaia sobre a eclosdo de juvenis de
segundo estadio de M. incognita no 16° dia de imersdo de ovos do fitonematoide nos respectivos
extratos. Colunas com a mesma letra ndo diferem entre si pelo teste Duncan a 5% de probabilidade
(P <0,05)
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Figura 2. Efeito dos extratos de citronela, maria-mole e samambaia sobre a eclosdo de juvenis de
segundo estadio de M. javanica no 16° dia de imersao de ovos do fitonematoide nos respectivos
extratos. Colunas com a mesma letra ndo diferem entre si pelo teste Duncan a 5% de probabilidade

(P <0,05)
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Figura 3. Porcentagem de juvenis vivos de segundo estddio de M. incognita apds 24 horas de
imersdo em extratos de citronela, maria-mole e samambaia e, posteriormente, mais 24 horas de
imersdo em agua. Colunas com a mesma letra ndo diferem entre si pelo teste Duncan a 5% de

probabilidade (P < 0,05)
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Figura 4. Porcentagem de juvenis vivos de segundo estadio de M. javanica apds 24 horas de
imersdo em extratos de citronela, maria-mole e samambaia e, posteriormente, mais 24 horas de
imersdo em agua. Colunas com a mesma letra ndo diferem entre si pelo teste Duncan a 5% de
probabilidade (P < 0,05).

O efeito de extratos aquosos de plantas sobre fitonematoides foi observado também por Mello et
al. (2006) em um teste realizado, in vitro, em que o extrato de erva de Santa Maria (Chenopodium
ambrosioides L.) provocou efeito nematicida sobre o nematoide Pratylenchus brachyurus. Nesse
trabalho foi observado também que o extrato s6 teve efeito nematicida quando estocado por 24
horas, enquanto que em extrato fresco nao foi observado efeito nematicida. Segundo os autores, a
incubacdo das plantas por 24 horas para a obtengdo dos extratos, ¢ essencial para liberacdo de
substancias letais a P. brachyurus. Em outro trabalho com uso de extratos de plantas, Dias et al.
(2000) observaram uma alta taxa de mortalidade de juvenis de M. incognita em extratos de losna
(Artemisia absinthium L.), de confrei (Symphytum officinalis L) e de mentrasto (Ageratum
conyzoides ) em que a taxa de mortalidade do nematoide foi superior a 90%. Inzunza et al. (2001)
também observaram a eficiéncia de extratos de raizes e da parte aérea (folhas e flores) de Brassica
campestris L na inativagdo de juvenis de Xiphinema americanum apos 24 horas de exposi¢ao dos
nematoides ao extrato.

Apesar do extrato de citronela ndo ter apresentado diferenca na redugdo da eclosdo dos juvenis
de M. javanica e M. incognita quando comparado ao tratamento testemunha, esse extrato foi
eficiente em promover a inativacdo dos juvenis do nematoide das galhas. Esta planta vem sendo
utilizada em pesquisas, por ser rica em citronelal, componente responsavel pela agdo toxica a certos
insetos, (Labinas & Crocomo, 2002), bactérias (Schuck et al., 2008) e fungos (Dikshit & Husain,
1984). Esse componente, apesar de estar presente na planta, pode nao ser eficiente em penetrar nos
ovos e afetar o desenvolvimento embriondrio do nematoide. Por outro lado, esse componente
quando em contato direto com os juvenis, foi eficiente em promover a inativagdo dos mesmos, o
que pode ser uma boa alternativa de controle de nematoides do género Meloidogyne, podendo ser
testado para outros géneros importante na agricultura.

Como podemos observar por meio dos resultados apresentados, o extrato de samambaia foi
eficiente em reduzir a eclosdo dos juvenis de ambas as espécies de Meloidogyne, bem como em
inativar os juvenis dos fitonematoides, o que foi demonstrado pela baixa porcentagem de juvenis
vivos no tratamento com esse extrato. Segundo Tokarnia et al. (2000), o efeito toéxico da samambaia
também ¢ relatado para diversas espécies animais. O que pode explicar a eficiéncia no controle de
ambas as espécies do nematoide em estudo.
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CONCLUSOES

1. Extratos botanicos de citronela e maria-mole sdo eficientes em promover a inativacdo de
juvenis de M. javanica e M. incognita, “in vitro”, entretanto esses extratos ndo demonstram efeito
sobre a reducdo da eclosao de juvenis dos ovos do nematoide.

2. O Extrato botanico de samambaia ¢ efetivo em reduzir a eclosdo dos juvenis de M. javanica e
M. incognita, bem como em inativar os juvenis desses nematoides, “in vitro”.
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