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RESUMO

Volateis emitidos por plantas, como na biofumigacém brassicas,
reduzem populacfes de fitopatdgenos, porém sdcopag estudos sobre os
seus efeitos a fitonematoides. Compostos organiclzgeis (COVs) emitidos
por varias plantas estudadas neste trabalho causa@bilidade significativa a
juvenis de segundo estadig)(de M. incognita(Ml), tanto em macerado seco,
quanto no macerado aquoso comparados ao contmte,m@ior imobilidade
dos J em macerado seco mesmo nas menores quantidaddmreEms
macerados secos e aquosos de nim e mostarda emEiE/s que causaram
imobilidade, reduziram o namero de galhas e de ewsomateiro causados
pelos J a eles expostos, os COVs do macerado seco forapreenais danosos
aos J. Agua destilada exposta aos COVs emitidos porenimostarda por 3 dias
causaram imobilidade significativa emquando nela imersos comparados ao
controle. A analise por cromatografia gasosa revelgpresenca de 58 e 32
COVs emitidos por macerados de nim e mostarda,ectspmente. No
macerado de nim predominaram as classes de ak@steres. Ja no macerado
de mostarda ocorreu grande diversidade de classémicgs nos COVs
identificados, destacando-se os compostos contendofre (principalmente
isotiocianatos) e alcoodis. Macerados secos de nino&arda emitiram COVs
que causaram imobilidade significativa dejd nos primeiros periodos de
exposicdo. Mortalidade significativa foi observadapartir de 24 horas de
exposicdo aos COVs. Os numeros de galhas e dedavddl resultantes da
inoculacdo em tomateiro dogekpostos aos COVs diminuiram com o aumento
do tempo de exposicdo. Assim confirmaram como efeiématicida, as
avaliacdes anteriores de imobilidade e mortalidadgartir de 24 horas de
exposicdo dos,J O processo de biofumigacdo, em ambiente vedado co
plastico, utilizando macerado de nim ou mostardzorporado ao substrato
infestado com ovos de MI resultou na reducéo linkagalhas com o aumento
da quantidade dos macerados, sendo menor que emtedta na maior
guantidade (9,6g). Contudo, o niumero de ovos jaifmificativamente reduzido
em comparacado a testemunha em quantidades de dmeeima ou igual a 2,4
g. Os J expostos aos COVs emitidos pelo macerado de ninmostarda,
incorporado ao substrato e retidos na camara famsa superficie pela
cobertura plastica, causaram imobilidade e moadgdsignificativa dos,Ja na



menor quantidade. Esses volateis seriam perdidoauséncia de cobertura
plastica.

Palavras-chave: Biofumigacdo. COVs de plar@amtrole bioldgico. Nematoide
das galhas.

ABSTRACT

Volatiles emitted by plants, as in biofumigatiortwbrassica reduce populations
of plant pathogens, but only a few studies haven lmEme on their effects on
plant parasitic nematodes. Volatile organic compeuifvVOCs) emitted by
various plants studied in this work caused sigaificimmobility on second
stage juveniles §J of M. incognita (MI) in both dry and agueous macerate
compared to the control, with greater immobilityJfin dry macerate even at
lower amounts. Also VOCs of dried macerates caatgdys more damage te J
compared to aqueous macerate wheminobility, number of galls and eggs in
tomato were evaluated. Distilled water exposed @C¢ emitted by neem and
mustard for 3 days caused significant immobility jJnwhen immersed in it
compared to the control. Analysis by gas chromaiolgy showed the presence
of 58 and 32 VOCs emitted by neem and mustard ratesrrespectively. In
neem macerate predominanted classes of alcoholseatafs. In mustard
macerates a wide variety of chemical classes wideatified especially, the
sulfur-containing compounds (mainly isothiocyanatesmd alcohols. Dried
macerates of neem and mustard emitted VOCs thasedasignificant 4
immobility already in the early periods of exposusgnificant J mortality was
observed after 24 hours of exposure to VOCs. Thabeu of galls and egg
resulting from the inoculation of Ml in tomato frod exposed to VOCs
decreased with increasing exposure time. Thus moeél as nematicide effect,
previously evaluated as immobility and mortalityeaf24 hours of exposure of
J. The process of biofumigation in sealed plasticiremment using neem or
mustard macerated incorporated into the substrdtsted with eggs of M
resulted in a linear decrease of galls with indrepamount of macerates being
lower than the control at the highest amount (9.6t)wever, the number of
eggs was significantly reduced compared to comtr@bove or egual macerate
amount of 2.4 g macerate. The VOCs emitted to tharal held on the surface
by the plastic sealing caused significanindmobility and mortality even at the



lowest macerate amount. These volatiles would beitothe absence of plastic
cover.

Keywords: Biofumigation. Plants VOCs. Biological ntml. Root knot
nematode.
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PRIMEIRA PARTE

1 INTRODUCAO

Os nematoides pertencentes ao géndedoidogyne Goeldi, 1887,
constituem um dos grupos de patégenos de maiorriémmia econémica para a
agricultura. Em todo o mundo, sédo estimadas perdakas anuais de 12,3% na
produtividade das principais culturas (SASSER; FREGN, 1987).
Entretanto, existe por parte da sociedade e proghitama resisténcia aos
métodos empregados no controle desses patdégersuxiddade (consumidores
e compradores) tem restringido o uso de nematicitkagarja vermelha -
perfazendo a maioria dos nematicidas no mercadojuass sdo altamente
téxicos ao homem, animais e causa contaminacacedmambiente.

A possibilidade de residuo nos alimentos comerzidbs leva a rejeicao
da producdo pelo comprador, 0 que gera preocuppaé® o produtor. O
nematicida Nemagdhfoi retirado do mercado por afetar a reproducimana
(REVISTA ENVIO, 2005) e o Aldicart) também, foi retirado do mercado em
2012 apés varias décadas de comercializacdo noadwermundial. Outra
preocupacdo é com a camada de ozbnio. Segundotacéloode Montreal, o
brometo de metila deveria ter o seu uso eliminagdo 2005, nos paises
desenvolvidos e em 2015, nos paises em desenvokanmmis esse fumigante
acelera o processo de destruicdo da camada deoak@®atmosfera, cuja funcao
€ proteger a superficie da terra contra a entraglaraibs ultravioletas
(DUNIWAY, 2002). ApOs essa data, a previsdo de setA somente nos
programas de quarentena. E interessante ressailéaroggoverno brasileiro
antecipou-se aos prazos estabelecidos pelo ProtdeoMontreal, retirando o

brometo de metila do mercado em dezembro de 2006 &\12005).
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Desta forma, tem aumentado a busca por métodanali®s para o
controle de fitonematoides. O uso de extratos wégetom propriedades
nematicidas representa uma alternativa promissara p controle desses
patégenos. Na literatura sdo relatados exemplodidersas plantas com
potencial para a producdo de nematicidas natuhdisN(; CHITRA, 1989;
HUSSAINI et al., 1996; FERRIS; ZHENG, 1999). Subsias como alcal6ides,
acidos graxos, isotiocianatos, glicosideos cianogénterpendides, compostos
fendlicos e outros sdo encontradas em algumas iespéle plantas com
comprovada acao nematicida (LAZZERI et al., 1993RRIS; ZHENG, 1999).

Contudo, as moléculas volateis produzidas por afanpoderiam
aumentar a toxicidade de extratos a fitonematoalém de servirem como
modelo para a sintese de moléculas potenciais camaticidas no mercado.
Os nematicidas volateis ndo deixam residuos naeseatds e sdo eficazes
nematotdxicos em periodos de curta exposicdo adufwo Sabe-se que as
plantas podem produzir mais de 1700 compostos mggvolateis (COVs),
para se defender dos animais e micro-organismam@ritos (KNUDSEN;
GERSHENZON, 2006), entretanto, pouco se sabe sotwgicidade dos COVs
de plantas a fitonematoides. Objetivou-se, neat®tho avaliar a toxicidade dos
compostos organicos volateis emitidos por variaantps aMeloidogyne

incognita
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Importéncia econémica e manejo dos fitonematois

Os nematoides constituem o grupo de animais miulices mais
abundantes em nimero de individuos no universmmasd em um milhdo de
espécies (VIGLIERCHIO, 1991). Nesse grupo, os &toatoides, causam
perdas anuais de cerca de 100 bilhdes de ddélarésdeno mundo, sendo 70%
dos danos causados pelos fitonematoides atrib@desematoides de galhas
(SASSER; FRECKMAN, 1987).

Os fitonematoides estdo entre os patdgenos deaplaté maior
dificuldade de controle. O manejo desses patégésmossido realizado pela
utilizacdo, entre outras préaticas, de plantas tegiss, rotacdo de cultura,
praticas culturais, além do controle quimico.

O controle quimico de fitonematoides tem sua recal@gdo restrita,
devido a inexisténcia de produtos eficazes e deobaisto que nao agridem a
salude humana e o meio ambiente. Além disto, hanadar&e registro de
nematicidas em muitas culturas e mesmo alguns fwedintéticos estdo sendo
proibidos mundialmente, como o brometo de metilgual, pertence a classe |
das substancias destruidoras do o0zbénio da estEiogTHOMAS, 1996;
DUNIWAY, 2002), além de ser altamente toxico e mda biodiversidade do
solo (LOPEZ-PEREZet al, 2003). Devido a estas desvantagens, muitos
pesquisadores tém tentado desenvolver estratég@s @ controle dos
fitonematoides baseadas em substancias fitoquin{icaBTWOOD, 2002).
Sendo assim, uma alternativa para a substituicBdwinigantes sintéticos é o
uso de extratos vegetais que podem ser utilizaoloe diopesticida ou material
organico incorporado ao substrato (AKHTAR; ALAM,93). Algumas plantas,

como por exemplo, espécies Beassicasproduzem substancias volateis, que
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podem atuar no controle de patégenos (OJAGHIAN.eP@12). A utilizaco
de compostos volateis, tais como os isotiocianass)ltantes da hidrélise dos
glucosinolatos, é uma pratica conhecida como bimfagdo e visa o controle de
patégenos do solo (BROWN; MORRA, 2005).

As plantas produzem uma grande diversidade de cstogo@rganicos,
gue fazem parte do grupo dos metabdlitos secursdaBiesas substancias,
algumas ja identificadas, tais como, terpendidesivados do acido graxo,
benzendides, fenilpropandides, nitrogénio além d@ldos compostos contendo
enxofre (KNUDSEN; TOLLSTEN; BERGSTROM, 1993) nacspuem funcao
direta no crescimento e desenvolvimento da plaai@&m, apresentam atividade
de fitoprotecdo, atracdo de polinizadores e adaptagmbiental (TAIZ;
ZEIGER, 2004) sendo muitas destas substanciasislat

Um total de 1700 compostos orgéanicos volateis (QOMsn sido
isolado de mais de 90 familias de plantas, os quaem ser obtidos de folhas,
flores, frutos e raizes (KNUDSEN; GERSHENZON, 2008)Jguns desses
metabdlitos provenientes de varias espécies d¢aglgdn foram testados quanto
sua atividade nematicida. Como exemplo, pode-s¢ cicomposto curcubitin,
encontrado na semente de abdébora. Esse compostp@nsavel pelos efeitos
anti-helminticos dessa semente (GIARETTA et al0920Também o composto
a-tertienil produzido porTagetes erectaapresenta atividade nematicida
(WANG; HOOKS; PLOEG, 2007), dentre outros compogbosduzidos por
plantas com atividade nematicida.

A purificacdo e a caracterizacdo bioquimica dosddigntes ativos dos
extratos vegetais, de maneira a obter 0 composfaoritheio e responsavel por
conferir a sua acdo sobre o nematéide, € de surpartiéincia, pois pode
permitir o desenvolvimento de compostos nematicidasservir como modelos
para o desenvolvimento sintético dessas moléctasnportante considerar,

também, que a maioria dos fitoquimicos causa mémpacto ambiental e
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representa um menor risco a sallde humana se catopawe 0s nematicidas
quimicos. Por outro lado, iniciar estudos com \@#itde plantas toxicos a
fitonematoides ndo so6 possibilitaria avancos dieit§ nessa area como
também criaria novos meios ou técnicas para a mkg@o desses compostos

no campo agricola.

2.2 Algumas plantas que possuem moléculas com atividade

nematicida

» Bréssicas

Espécies de brassicas possuem constituintes ginjécesolados, com
efeito nematicida, dentre elas destaca-se a masgrassica rapaB. nigra; B.
junced, o repolho Brassica oleraceaar. capitatg, o brécolis B. oleraceavar.
italica) e a couveR. oleraceavar. acephald. Estudo com centenas de espécies
da familia Brassicaceae indica que praticamentastad espécies sao capazes de
produzir glucosinolatos (KJAER, 1976).

Entretanto, os glucosinolatos ndo sao biologicaenativos, mas séo
precursores para a formacdo de isotiocianatos, iatiatos, nitrilas,
oxazolidinethiones, sendo que os isotiocianato€g)Tsdo os mais importantes,
por serem mais téxicos. Os ITCs sdo compostoseislédsultantes da reacao de
hidrélise dos glucosinolatos pela enzima mirosifB&OWN; MORRA, 2005).

A enzima sO entra em contato com seu substratoggilaolato) se o tecido da
planta é interrompido como resultado de um ferimar#tusado por inseto ou
ataque de patégenos (REDOVNIKOVIC et al., 2008).

Os tipos de glucosinolatos sdo variaveis entrecespéle plantas. Por

exemplo, em sementes de mostarda predomina o glotade alila e em

sementes de repolho predomina os glucosinolatoisir@xibut-3-enil e alila
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(SANG et al., 1984). Sang et al. (1984) demongtmaam seu trabalho, uma
variacdo dos glucosinolatos em diferentes tecicwz, (folha e semente) dentro
de uma mesma espécie de planta. Segundo, Redonnétaal. (2008 padrao
de glucosinolatos difere entre espécies, bem comi@ @€ dentro de plantas
individuais, dependendo do estadio de desenvoltonégcido e fotoperiodo.

Cerca de 120 glucosinolatos ja foram identificagu®ém, as plantas
contétm somente alguns desses compostos em grandastidgdes
(REDOVNIKOVIC et al., 2008)Os glucosinolatos apresentam em comum uma
fracdo 3-D-tioglucose, um sulfato ligado atravésud® ligacdo C = N, e um
grupo lateral (designado R), o que distingue umcaginolato de outro
(BROWN; MORRA, 2005). Pequenas diferencas estriguna cadeia lateral
dos glucosinolatos provocam profundas diferencas efe@ito nematicida,
confirmando que a atividade bioldgica é funcéo s@uente da concentracdo do
produto da hidrélise dos glucosinolatos, mas tamtérmropriedade quimica da
cadeia lateral R (LAZZERI; TACCONI; PALMIERI, 1993)

Zasada e Ferris (2003) estudaram o efeito de difeselTCs emV.
javanicae Tylenchulus semipenetrans concluiram que os ITCs provenientes
de brassicas, 2-feniletil, alil e benzil isotio@ém apresentaram elevada
atividade nematicida. Em outro estudo, Buskov et(2002) avaliaram a
mortalidade deGlobodera rostochiensia oito glucosinolatos com e sem a
enzima mirosinase, e observaram 100% de mortalidpepeas quando utilizou-
se a enzima ativa (phenethylglucosinolate, pH &,5)mg/mL apds 16 horas de
exposicdo do nematoide e nenhum efeito foi observadauséncia da enzima
mirosinase. Os mesmos autores verificaram resulsuilar com a mesma
concentracdo de benzil- e prop-2-enilglucosinolagéos solugbes contendo
mirosinase, porém, no tempo de exposicao de 24 ler, respectivamente.

Contudo, o efeito volatil da substancia nao foia#s neste trabalho.
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Afim de controlar M. javanica em plantas de tomate em casa de
vegetacao, foi realizada a biofumigacdo do solo dwdcolis, couve-flor e
mostarda. A biofumigacdo diminuiu tanto o nimeraydihas, como o ndmero
de ovos presentes nas raizes do tomateiro (NEVES, é007). Neste mesmo
trabalho, também, foi observado que a incorporatgfidrassicas, mesmo em
solo sem a presenca do nematoide, promoveu um gnhtassa das plantas. A
biofumigacdo “in vitro”, utilizando espécies de ¢smas, foi realizada por
Ojaghian et al. (2012) com efeito satisfatério parafungo Sclerotinia
sclerotiorum.Lord et al. (2011) observaram que a biofumigacdsao com
tecido verde de brassica para controleGligbodera pallidafoi mais eficiente

em solo com cobertura plastica, do que em solosseobertura.

* Nim - Azadirachta indica

Durante séculos, produtores rurais indianos usaaamvore indiana
chamada de nimAgadirachta indicaA. Juss) para controlar insetos e varias
formulacdes de inseticidas estdo disponiveis naader (CHIWOOD, 2002).
Vérios produtos ou residuos dessa planta, tais @xmnatos, 6leos, tortas e pés
das sementes, tém se mostrado eficazes para mleodér varias espécies de
nematdides, quando incorporados ao solo (AKHTAR; HHAOOD, 1996;
JAVED et al., 2007; RITZINGER et al., 2004;).

Os compostos bioativos presentes no nim podem remngados em
toda a planta. No entanto, aqueles presentes naEnses e folhas sdo os que
possuem compostos mais concentrados e acessiveils @t al., 1988;
MARTINEZ, 2002b). Diversos compostos sdo enconsado nim, e esses
possuem diferentes modos de acdo (AKHTAR, 2000).gémal os compostos
bioativos pertencem a classe dos produtos natooaiBecidos por triterpenos,

mais especificamente limonodides. Pelo menos 9 iosnbides de nim tém
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demonstrado habilidade em interromper o desenvelvimde pragas agricolas.
Dentre esses, o mais estudado e mais eficiente démondide ou
tetranortriterpendide azadiractina (MOSSINI; KEMMEEIER, 2005).

Em estudo “in vitro”, realizado por Javed et aD(&b), o extrato foliar
aquoso de nim a 10% e a torta de nim causaram 88%8tede imobilidade e
35% e 28% de mortalidade, respectivamente, em jsieensegundo estadig)J
de M. javanica Ja em experimento de casa de vegetacdo, 0 erd@duaiu a
invasdo pelo nematoide em plantas de tomate, pon&mhum efeito foi
observado no desenvolvimento do nematoide. A reddgf nematoides em
raizes de tomateiro, devido ao nim, também, faitaela em estudo realizado por
Javed et al. (2008a), onde constataram a presen2@% de Jde M. javanica
em raizes de tomateiro tratadas com torta de migpianto naquelas tratadas
apenas com 4agua, foi de 56% dend interior das raizes. Segundo Javed et al.
(2007), isso sugere que os metabolitos produzidmsrpm séo absorvidos pelas
raizes e impedem a penetracdode J

Extrato de sementes de nim concentrado aumentoortaliade de ,J
do nematoide do cisto da sojidleterodera glycinds com crescimento
exponencialmente das doses do produto, atingindwrdalidade maxima em
73,5 mg.l* do extrato. Esse efeito foi atribuido a sete metriaiterpenoides:
azadiractina H, azadiractina A, azadiractina B, ade8lnimbin,
desacetilsalannin, nimbin e salannin (SILVA et 2008).

Em experimento conduzido em casa de vegetacaizantlo diferentes
concentragbes de torta de nim incorporada no solwedM. javanica em
tomateiros, observou-se que a reducdo no numergalfes e de ovos do
nematoide foi diretamente relacionada com o aumgaiguantidade de torta de
nim incorporada ao solo (LOPES et al., 2008).

Zeringue e Bhatnagar (1994) identificaram os COM#idos por folhas

de nim e verificaram que os principais compostasoertitados foram alcodis,
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aldeidos, cetonas, hidrocarbonetos, além de coowaestriados incluindo os
terpenos, estireno, compostos contendo enxofre 5edizhidro-furano. Os
autores observaram, também, que os volateis pidokipelo nim causaram uma
reducdo de 90% na producdo de aflotoxina produzeda fungoAspergillus
parasiticuse 51% na biomassa do fungo. Porém, nenhum estudedlizado
com fitonematoides.

Vale ressaltar que, em nenhum dos trabalhos citadiosa, os COVs

téxicos emitidos por nim foram estudados contenéimatoides.

» Feijdo-de-porce Canavalia ensiformis

O feijao-de-porco Canavalia ensiformisD.C.) é uma leguminosa
amplamente distribuida no Brasil e em outros pdisegcais. Essa planta é uma
fonte natural de lectinas, sendo que as sementaspdavenientes possuem
aproximadamente 2-3% de lectinas (ALVARES, 1989%a#tir das sementes de
C. ensiformisse obtém a Concavalina A, a qual pode ser utdizpdra a
protecdo de plantas (CAVADA et al.,, 1993). As leat sdo capazes de
interferir na atracdo e migracdo dos nematoidesdertdo ao hospedeiro,
bloqueando o sistema quimiorreceptor dos nematoitegossibilitando ou
reduzindo sua capacidade de iniciar o processaféecio (ZUCKERMAN,
1983; MARBANMENDOZA et al., 1987). Estudo realizagdor Silva, Souza e
Cutrim (2002) com sementes de feijdo-de-porcorg&itas para o controle d&
incognitaem tomateiro, os autores observaram que o ingiggathas e massa
de ovos foi proporcional a dosagem aplicada. Nessaio foi observada uma
reducdo de 48% no nuamero de galhas e 64% nas nmissa®s usando uma
concentracdo de 10 g de semente triturada/Kg de Relultado semelhante foi
obtido, quando o feijao-de-porco foi usado comobadwerde em vasos

contendo solo infestado com o fitonematoldiixaba tuxaua cultivado com
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plantas de milho. Nesse ensaio, foi observada eohacfio populacional de 63%
(FURLANETTO et al., 2008). Neste mesmo trabalho,cmdi¢cdes de campo,
foi observada uma reducdo populacional de apenasd@%itonematoide
Tubixaba tuxaua utilizando, também o feijdo-de-porco como aduleode.
Gardiano et al. (2009) verificaram que o extratoosg de folhas de feijdo-de-
porco contribuiu para o aumento da altura das g$ade tomate em casa de
vegetacao, porém, ndo foi observada a reducdo menolde ovos e galhas nas
raizes das plantas de tomate, a qual foi inocutadaM. javanica Também,
ndo se estudou o efeito dos COVs produzidos pofiodrgnacerados dessa

planta.

*  Mucuna—Mucunaspp.

O géneroMucunapossui mais de 100 espécies descritas, senda que
espécie mais conhecida no Brasil € a mucuna postahecida comaM.
aterrimaou M. pruriens Em estudo realizado por Osei et al. (2010) olosese
que apos o cultivo dil. prurienshouve um aumento significativo no nivel de
carbono orgéanico, nitrogénio e matéria organicaaio e, segundo o autor isso
ocorreu devido a elevada biomassa e alta taxa deralizacdo da leguminosa.
Ainda, neste mesmo trabalho foi observado Wuepruriens foi efetiva em
suprimir populacdes dd. incognitae M. arenaria

A mucuna preta comportou-se como hospedeira deasfesioa M.
incognita raca 4 (TENENTE; LORDELLO, 1987). Entretanto, CHbury e
Choudhury (1991), estudaram diversas espéciesgienlrosas e constataram
gue todas as mucunas foram suscetiveld. gavanica Em rotacdo com o
quiabeiro cv. Santa Cruz 47, diversas cultivaresmdeeunas testadas foram
hospedeiras desfavoraveis M. incognita e suscetiveis aM. javanica
(RESENDE; FERRAZ, 1986).
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A aplicacéo foliar dos extratos de folhas e sensedt mucuna preta
promoveu a reducdo de 26,5% e 29,7%, respectivemeatnimero de galhas
de tomateiros inoculados coll. incognita Sugere-se, neste mesmo trabalho,
que existam substancias na mucuna preta, que afaEs@cdo nematicida
sisttmica. Desta forma, fazem-se necessarios astymisteriores, para
demonstrar qual delas atua de forma sistémica@sseompostos séo liberados
via exsudatos radiculares (LOPES et al., 2005).

Nogueira et al. (1996) isolaram da parte aéreawtauna-preta, o alcool
triacontan-1-ol, e o tetracosanoato de triacontita, éster de cadeia longa, os
guais, através de testes biolégicos, apresentdigoade nematicida. Apesar de
essas substancias terem sido isoladas das esplécMscung elas ndo tém
funcdo reconhecida pelos pesquisadores até o monigsutcelos (1997) isolou
varias substancias com efeito nematicida de estiddocaule e raiz dducuna
porém 0s compostos mais ativos, na concentracdb pg mL' foram f-
sitosterol + estigmasterol (74,4% de mortalidadeLdie M. incognitaraca 3),
um alcool nao identificado (69,7%), KN® NaNG; (68,3%), L-dopa (64,4%) e
CP(1)4-R (56,6%).

Alguns compostos foram isolados a partirMecuna cinereae foram
testadas contra os nematoiddeloidogyne incognitee Heterodera glycines
sendo que os mais eficientes foram a prunetinanistgéna, que causaram 70%
e 57%, respectivamente, de mortalidadeMdéncognitana concentracédo de 50
ul/mL. Nenhum efeito significativo dos compostostaelos foi observado para
H. glycinegDEMUNER et al., 2003).

Ainda nao foram estudados os efeitos toxicos de €@dduzidos por

macerados dos tecidos dessa planta a fitonematoides
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e Guandu Cajanus cajan

O guandu é uma leguminosa encontrada com frequ@&midodo o
Brasil e com utilizacdo bastante diversificada,gratb ser utilizada como planta
melhoradora de solos, na recuperacdo de &reasdddgsms como planta
fitorremediadora, na renovacdo de pastagens, maertacdo de animais
domésticos e da pecuaria, na alimentacdo humamaneanejo de nematoides
(AZEVEDO; RIBEIRO; AZEVEDO, 2007).

A atividade nematicida do extrato aguosoGiganus cajan(guandu) a
M. exiguafoi verificada em ensaio in vitro (AMARAL et al2002, 2009).
Porém, o efeito toxico a fitonematoides de COVstidos pelo guandu ainda

nao foi estudado.

2.3 Compostos organicos volateis (COVs) téxicositohematoides

Segundo definicdo de Dudareva et al. (2006) os C&¥sua maioria
séo liquidos lipofilicos que, sob alta pressédoajmy, sdo capazes de atravessar
membranas e se dispersar rapidamente pelo movirdargolu¢cdo aquosa e pelo
fluxo em massa de agua no solo. Os COVs compreendengrande variedade
de moléculas a base de carbono.

A grande maioria dos estudos que examinam o efilo® COVs
provenientes de ecossistemas terrestres tem focadgroducdo de tais
substancias pelas plantas (KESSELMEIER; STAUDT 9)98ontudo, no solo,
0s COVs sdo produzidos principalmente por fungdm@&érias (ISIDOROV;
JDANOVA, 2002; LEFF; FIERER, 2008). Varios aspediies interacées entre
micro-organismos tém sido estudadas por muitos, amisetanto, a toxicidade
dos COVs a micro-organimos tem sido enfatizada agperecentemente
(CAMPOS; PINHO; FREIRE, 2010). Os efeitos toxicas COVs produzidos
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por fungos, bactérias, bem como o efeito diret€ @ produzido no solo pela
sua microflora aos fitonematoides, foram demonesams Gltimos anos.

Devido a natureza dos compostos volateis estesrdsgeestudados em
ambientes fechados. Gu et al. (2007) estudaram, panas com trés
compartimentos, COVs produzidos por 200 isoladobat#érias e observaram
que 74,5% e 82,5% desses isolados exibiam ativided®ticida #anagrellus
redivivus e Bursaphelenchus xylophilusgspectivamente. Neste estudo, foram
identificadas nove moléculas organicas volateisaxilgiram 100% de atividade
nematicida a ambos nematoides, sendo elas: ferotta?ol, benzaldeido,
benzeno-acetaldeido, decanol, 2-nonanona, 2-unoleganciclohexeno e
dimetil-dissulfeto. Huang et al. (2010), tambénilja&ndo placas de Petri com
trés compartimentos, demonstraram a atividade nedat dos COVs
produzidos poBacillus megateriunyMF3.25. Ap6s 24 horas de exposi¢do dos
J, de M. incognitaaos COVs produzidos pela bactéria foi possivetrob00%
de mortalidade dos & a eclosatoi 100% inibida apos seis dias de incubacao.
Foi realizada a caracterizacdo desses compostodteiol através da
cromatografia gasosa acoplada a espectrometriaadeast Os compostos que
apresentaram elevada atividade nematicida conba @J2 dé/. incognita,na
concentracdo de 0,5 mmol, foram benzeno-acetald@idmnanona, decanal, 2-
undecanona e dimetil dissulfeto. Freire et al. P}0dbservaram que dois
isolados dd-usarium oxysporure um isolado d€. solaniemitiram COVs, que
causaram a mortalidade de 88 a 96% dadeM. incognita A cromatografia
gasosa acoplada a espectrometria de massas perddtitificar 38 COVs
produzidos pelo isolado 21 de oxysporum Ja Botelho, (2010) estudou os
efeitos téxicos diretos de COVs no solo agsldd M. exigua bem como aos
COVs produzidos pelos componentes da microfloraiztessfera cafeeira. Para
isso foi utilizado tubo SUPELCHSPME com tampa rosqueada metalica,

revestida internamente por uma pelicula em silidiga@do a tampa metdlica ao



23

frasco, garantindo total vedacdo. Em seu trabatibostatou-se que COVs
toxicos a d de M. exiguaforam produzidos em diferentes tempos de vedacgéo de
tubo SUPELCG com solo. Além disso, altas atividades nematiciftmam
demonstradas pelos COVs produzidoskasarium oxysporum, Penicilliusp.,
Syncephalastrursp. e pelo inéculo 12 (ndo identificado), isoladasrizosfera
cafeeira.

Sabe-se que as plantas produzem uma diversidadeede compostos
de baixo peso molecular conhecidos como metabdligecundarios
(PICHERSKY; GANG, 2000), sendo que mais de 1% dessetabdlitos sdo
moléculas lipofilicas com baixo ponto de ebulicdala pressdo de vapor a
temperatura ambiente (DUDAREVA; PICHERSKY, 2008)s @rpenoides,
fenilpropandides, benzendides, derivados de acgltazxos e derivados de
aminoacidos sdo os principais representantes destabolitos (DUDAREVA;
PICHERSKY, 2008). Em resposta ao ataque de hedsy@s plantas emitem
diversos volateis que podem conter mais de 200 astog diferentes (DICKE;
VAN LOON, 2000). Segundo Dudareva et al. (2006)campostos volateis de
plantas promovem a comunicagdo e interacdo com lmeate circundante.
Apesar dessa diversidade dos COVs produzidos mortgd, sdo poucos o0s
trabalhos na literatura, indicando efeito toxictede fitonematoides. Nos itens
acima, percebe-se que a grande maioria dos estodosubstancias produzidas
por plantas toxicas a fitonematoides advém de uetadologia na qual ndo se
utilizam ambientes hermeticamente fechados e, qoestemente, nao
demonstra a atividade nematicida dos COVs prodszidor tais plantas.
Apenas para as plantas pertencentes a familiaid@esae é encontrada uma
ampla gama de trabalhos onde se utiliza da biofagdig do solo com espécies
de bréassicas para o controle de fitonematoides.b&ampara o alho foi
realizado um trabalho onde se utilizaram tubos Bappara avaliar o efeito

téxico de COVs, produzidos a partir de extrato aque extrato seco de alho a
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M. incognita(CARLI, 2011). Neste trabalho, observou-se quel@séo de Jfoi
reduzida por COVs liberados, tanto pelo maceraseca, como pelo macerado
aquoso, porém, os volateis foram mais toxicos noenaao de alho a seco.
Sendo assim, percebe-se a grande importancia ddoedb efeito toxico dos
COVs produzidos por plantas para controle de nedegarasitas de plantas.
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3 CONSIDERACOES GERAIS

Uma grande quantidade de moléculas de origem Jggeta potencial
no controle de nematoides parasitas de plantassidonrelatada na literatura.
Essas moléculas podem ter efeito nematicida, netddéitp, ovicida ou de
repeléncia. Entretanto, muitas vezes, ndo se sabeedo qual composto é
responsavel por controlar o fitonematoide. Na niaidas plantas estudadas, os
COVs nao foram avaliados, pois com as técnicas egapas 0s mesmos sao
perdidos. Grandes avancos podem ser alcancadobterac@o de nematicidas
volateis produzidos por plantas. Esses nematigddem apresentar uma série
de vantagens para o produtor, como menor efeitduas baixa toxicidade ao
homem e ao ambiente. O maior desafio é despertaetoy industrial 0 seu
interesse para se trabalhar com compostos volfigisigantes), a fim de
disponibiliza-los para os agricultores e obter ptod para o consumo com

menos riscos a salde e ao meio ambiente.
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ABSTRACT

Understanding the effect of plant volatile organ@mpounds (VOCSs)
on soil nematodes and water may explain plant daniaghe field and how
some nematode management strategies reduce sadtasampopulationsM.
incognita is a damaging plant pathogenic nematode that tafferops
worldwide. The aims of this study were to evalutte effect of the VOCs
emitted by five common crops used for soil incogtimn to control the second-
stage juveniles £ of Meloidogyne incognital o investigate the “in vitro” role
of water in the relationship between nematodespdanat VOCs. And to identify
the volatile molecules by gas chromatography (GQ/MBhe method used
permitted the volatile molecules from macerateahptagans to only contact the
J, nematodes by air. Plants organs from all plantsemsied with and without
water emitted VOCs that immobilized dematodes, withigher levels emitted
when the plant organs were macerated without wé&aty water exposed to
VOCs from neem and mustard leaves were capablemaofiobilizing M.
incognita J... The M. incognita J, exposed to neem and mustard VOCs and
inoculated in tomato seedlings resulted in redugabformation and nematode
reproduction, showing the nematicidal effect of ptemt-emitted VOCs. GC/MS
analysis revealed the presence of 58 and 32 mekeauthe VOCs emitted from
neem and mustard macerates, respectively. Alcohele found in both the
neem and mustard VOCs. Esters were found in thenrié®Cs, and sulfur-
containing compounds, mostly isothiocyanates, wetend in mustard. Our
results demonstrate that plant VOCs contain difiedsimolecules that affedd.
incognitamobility, pathogenicity and reproduction. Nematdoidc VOCs may
be retained in water, which prevents the VOCs fesuoaping into the air and
causing the water to become toxic to nematodesseTtiata may explain part of
the role of VOCs in the biofumigation process, thyle plant incorporation with

the soil, and suggests that irrigation performeaddly after incorporation may
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trap the VOCs in soil water and thereafter retamatode toxicity longer than

incorporation that is performed later.

Keywords: biofumigation; nematode control; gas chromatograpogt -
knot nematodes.

1. Introduction

Plants produce more than 1,700 volatile organic pmmumds (VOCS)
(Knudsen and Gershenzon, 2006), but the naturefmztion of the VOCs
remain unknown for many plants. Understanding tifiece of plant VOCs on
soil nematodes and water could explain how a nurmbeematode management
strategies reduce nematode populations and plamagkzin the field.

Root-Knot nematodes of thigleloidogynegenus are plant biotrophic
parasites responsible for approximately 70% of tteemage caused by
phytonematodes (Sasser and Freckman, 1987). Aknmt-nematode M.
incognita has a wide host range and may be the plant pathagsponsible for
the greatest losses in food production throughweitatorld (Trudgill and Block,
2001).

Attempts have been made to control plant pathogesisecially plant-
parasitic nematodes, through the incorporationlantptissues that emit VOCs.
Incorporating green plant debris fraBmassicaspp. into the soil decreases the
nematode and phytopathogenic fungi populations halps control these
phytopathogens (Lord et al., 2011; Neves et al072@®tapleton and Duncan,
1998). In a similar fashion, incorporatii@rassica napugebris into the soil
decreases the population bfeloidogyne chitwood{Mojtahedi et al., 1993),
whereas incorporating ground seeds fr@anavalia ensiformisleaves from
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Azadirachta indicagextracts fromMucuna pruriens and Cajanus cajangreen
manure decreases the incognitaand/orM. javanicapopulations (Javed et al.,
2007; Lopes et al., 2005; Santos et al., 2009a%hal., 2002). These biocontrol
effects, especially for the Brassica species, aeglited to biotoxic VOCs
through a process known as biofumigation (Ojagléaml., 2012). However,
other factors, such as the release of non-volatidéecules by degraded tissues
and the emission of volatile compounds by micrabioblonizing plant tissues
incorporated into the soil, may also be involvad.fact, non-volatile organic
compounds can also control nematodes. For examtple, non-volatile
azadirachtin, produced by neem, can decrease ato@gnpopulation (Lynn et
al., 2010). VOCs from neem leaves have been claizetl and primarily
consist of alcohols, aldehydes, ketones, hydrocembierpenes, styrene, sulfur
and 2,5-dihydrofuran. Some of these compounds iinttie radial growth of
Aspergillus parasiticugand, consequently, the production of aflatoxinrizgue
and Bhatnagar, 1994). However, the toxicity of éheompounds against
phytonematodes has not been evaluated.

Understanding the mechanisms involved in biofuniigatan lead to
improved efficiency of the nematode control metibdrd et al., 2011). To
achieve this improved efficiency, the effects of @©emitted by microbiota
feeding on green plant tissues incorporated ingostil must be separated from
VOCs emitted by green plant tissues without miabbifestation because the
VOC concentrations emitted by litter colonized witiicro-organisms can be 11
times higher than the VOC concentrations emitted Isyerilized litter (Gray et
al., 2010).

Although plants emit several diverse volatile males (Knudsen and
Gershenzon, 2006), the majority of studies on fttfeceof plant volatiles on
phytonematodes were performed using a single, ypolaile molecule from a

plant. For example, isothiocyanates, which resottmf the hydrolysis of
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glucosinolates by the Brassica species, have neidatand fungicide effects
(Lazzeri et al., 1993; Ojaghian et al., 2012; Zasadd Ferris, 2003). Several
diverse volatile molecules can be produced by biactnd fungi. Freire et al.
(2012) detected 38 volatile molecules emitted-bgarium oxysporunsultures,
and Gu et al. (2007) identified approximately 8ffedient VOCs in cultures of
15 different bacteria.

The toxic effect toM. incognita the effect on the life cycle dfi.
incognitain tomato plants, and the structure of the VOCgtethby Brassica
juncea, Azadirachta indica, Canavalia ensiformis,uddna pruriens and
Cajanus cajarhave not yet been studied without the inclusiomafi-volatile
molecules.

Another characteristic of VOCs in soil is their sbifution in water
(through solvation), which explains the long disgeffects these volatiles have
in the soil (Weatley, 2002). The dissolution of VOM@ water prevents the loss
of VOCs into the atmosphere. Water exposed to ietatemitted by the
Muscodor albugungus has been shown to be toxidvtoincognitasecond-stage
juveniles (J) (Grimme et al., 2007).

There is limited knowledge about the nematiciddlviag of the total
volatiles emitted byBrassica juncea, Azadirachta indica, Canavalia &orsiis,
Mucuna pruriensor Cajanus cajan The goals of the present study were to
verify the toxicity of the VOCs emitted by diffeferplant species tdM.
incognita to evaluate the infectivity and reproduction gphématodes exposed
to plant-produced VOCs, to test the toxicity of &raexposed to the plant-
emitted VOCs toM. incognitaJ, , and to characterize the volatile molecules
emitted by macerates @&frassica junceaand Azadirachta indicaleaves using
solid-phase microextraction (SPME) (Arthur and Reayin, 1990) and gas

chromatography coupled with mass spectrometry (G}/M
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2. Materials and methods

2.1. Collection of Meloidogyne incognitaeggs and second-stage
juveniles

Pure Meloidogyne incognitapopulations were multiplied in tomato
plants and maintained in a greenhouse for apprdgign& months. Galled roots
were separated from the soil, washed in still waaed cut into 0.5 cm long
segments. Eggs were extracted from the root segnantlescribed by Hussey
and Barker (1973). The eggs were placed in a hagathhamber and incubated at
28°C. 3 nematodes that hatched two days after incubatiothé hatching
chamber were used in the toxicity assays of thedgdant-emitted VOCs.

2.2.  Plant collection and macerate preparation

The leaves fromvelvet beangdMucuna prurieny mustard Brassica
junced, pigeon peasCGajanus cajaly and neemAzadirachta indicaas well as
the seeds from pig bea@@gnavalia ensiformjswere collected at approximately
8 0’ clock in the in the Lavras municipality, Min&erais State (MG), Brazil.
Because there was the possibility that the watéimed VOCs from the
macerates, dry and water macerations were perforifegl the plant material
was washed with water, 5, 10 and 15 g aliquotsitbEeleaves or seeds were
weighed from each species. Each aliquot was imrdarsd00 mL of distilled
water and allowed to rest for 24 hours in a labebedker covered with
aluminum foil. The material was then ground in andler for 20 seconds and
filtered through gauze. The resulting suspensios tlia water macerate, which
was immediately used to assay the toxicity of V@@ainstM. incognita

For the dry maceration, 0.5, 1.0 and 1.5 g aliqobthe leaves or seeds
of each species were weighed. Each aliquot wascir$terilized using 2%

sodium hypochlorite for 1 minute and rinsed thrieees with distilled water.
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After excess water was removed with paper towelshealiquot (amount) was
ground with a mortar and pestle without the additaf water. This ground
material was immediately used to test the toxiewfitted VOCs againdti.
incognitaJ,.

2.3. Toxicity of volatile compounds emitted by neem, gog pea,
mustard, velvet bean and pig beatMeloidogyne incognitd,

SUPELCOMSPME (Sigma-Aldrich, Bellefonte, PA, USA) 80 x 28m
vials with screw tops were internally lined wittsificone layer connecting them
to the vial, which guaranteed a complete seal. &xiprately 25 g of dry,
autoclaved sand was placed inside these steriliidd and 2 mL of the plant
water macerates with amounts of 5, 10 or 15 g/1Q0 ahdistilled water,
obtained as described above, were placed ovematittsurface. In other vials, 2
mL of distilled water was placed on the sand seféallowed by 0.5, 1.0 or 1.5
g of the dry plant macerate. As a control, somdsviid not receive plant
macerates. A 1.5 mL sterilized microtube was bungdway in the sand of the
Supelco vials. The vials were then sealed and mteabat 25°C in the dark for 3
days. A 1 mL suspension of 10@. incognitaJ, was then injected into the
buried microtube using a 3 mL syringe (Fig. 1). Wias were then incubated at
25°C for 24 hours. After exposing thenkmatodes to the VOCs produced by
plant macerates (dry or water), the vials were egenthe J nematode
suspension in the microtubes was transferred toSELlpolypropylene
microplates, and both the mobile and immobiaematodesvere quantified
using an inverted microscope.
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Fig. 1. Materials used during tests performed on VOCs enhitty plants and toxic to
Meloidogyne incognitasecond-stage juveniles: Supélé8PME vial; screw top
showing the silicone lining at the top; sand-fillgd! with the plant macerate on
the surface; and a half-buried microtube showirgittjection of the suspension
of Meloidogyne incognitasecond-stage juveniles into the buried microtube
(arrow).

2.4. Toxicity of water exposed to plant emitted volatilempounds towards
Meloidogyne incognitd,

The toxicity of water exposed to the VOCs emittgdthe dry macerates of
neem, mustard, pigeon pea and velvet Heawes and pig bean seedsvtoincognital,
was evaluated with bi-compartmented plastic Pdaities (Fernando et al., 2005). One of
the plate compartments contained 5 g of the mazevih 1 mL of distilled water in the
other compartment. The water remained exposedety @Cs for 3 days. The following

controls were used: 1) one empty compartment ared compartment with 1 mL of
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distilled water, which was incubated for 3 days¢g &) broccoli flower dry macerate,
which was previously found to make water toxidvtoincognita(unpublished data).

After its exposure to VOCs (3 days) from the diéietr sources, the
water was removed from the bi-compartmented plaig placed in a 2 mL
screw top tube to which 0.5 mL of a 100whter suspension was added. The
tubes were stored at 25°C for 48 hours before bejreged, and the number of
mobile and immobile ,J nematodes were quantified with a lens-inverted

microscope.

2.5. Infectivity of Meloidogyne incognital, exposed to VOCs
emitted by neem and mustard leaves and their subseqeproduction in
tomato plants

Neem and mustard plants were used in this assaaubecahey were
previously reported to have high toxicity againkt. incognita when
incorporated into the soil or used in a soil biofgation process (Javed et al.,
2007; Neves et al., 2007; Silva et al., 2002). \Watacerates were obtained for
each plant species using 5, 10 and 15 g of leavdé®0 mL of distilled water,
and dry macerates containing 0.5, 1.0 and 1.5 gavit material were prepared
as previously described. The control vials did remteive plant macerate. The
macerate was placed on the sand surface in a 8upielc A microtube was
partially buried in the sand. After 3 days, 1 mLacsuspension containing 600 J
nematodes was injected into the microtube with ringg. The J nematode
sample was removed from the microtube after 48 shaifrexposure to the
VOCs. Then, 200 pl of the dematode suspension was transferred to an ELISA
polypropylene microplate, and the number of moaild immobile gnematodes
were quantified. This immobility estimate only seevto confirm the immobility
observed in the previous assay prior to the indicudaf the tomato plants with

J, nematodes. The remainder of the suspension (appately 480 J
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nematodes) was dispersed in 4 mL of distilled waiefiore inoculating each
tomato seedling with approximately 5 mkslispension. The tomato seedlings
were grown in a sowing tray with 75 &nsompartments using multipl&ht
substrate (produced by Terra do Paraiso, Holan®a,Brazil) and were 30
days old at the time of the inoculation. Followithg inoculation, the seedling
trays were kept in a greenhouse. The inoculatedlisge were watered as
needed by spraying with a manual sprayer. The numbgalls and eggs per

root was quantified 30 days after the inoculation.

2.6. Identification of the VOCs emitted by neem and racst
macerates using GC-MS

VOCs were extracted via headspace solid-phase exeztion
(SPME) (Arthur and Pawliszyn 1990). The followingrameters were adopted:
a DVB/CAR/PDMS (Divinylbenzene, Carboxen, and Paohethylsiloxane)
fiber, extraction temperature of 55°C with 250 rpample agitation, 35 minute
extraction time, and 2 minute desorption time at®&C injector. A GC-MS QP
2010 Ultra (Shimadzu, Japan) gas chromatograph ledupiith a mass
spectrometer equipped with an AOC-5000 (Shimadapaid) automatic injector
for liquids and gases and an HP-5 (5% phenyl-95&tettiyl siloxane) 30 m x
0.25 mm x 0.25 pm column was used to separatedamdify the VOCs. The
injector, interface and ion detector temperaturesevi250°C, 240°C, and 200°C,
respectively. The injector operated in the splilssode or with a 1:4 split based
on the sample peak intensity. The carrier gas wageg5.0 He with a flow of
1.0 mL mir*. The GC oven temperature was increased at a fa8eComiri*
from 40°C to 160°C and then at 10°C tin 240°C. To identify the VOC
samples, the mass spectrum of each peak was abtaméhe Automated Mass
Spectral Deconvolution and Identification SystenM@IS) v. 2.63 software.

The VOCs were identified by comparing the mass tspdo those in the NIST
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library using the Mass Spectral Search Program#(MIST, Washington DC,
USA) software and the experimentally obtained r@anindexes (Rl Exp.) to
those reported in the literature (RI Lit.) (Adar2807; NIST, 2013; Rohloff and
Bones, 2005). For the mass spectra comparison, spdgtra with a similarity
better than 80% were considered. The experimemtantion indices were
obtained by injecting a homologous series of alkarihe sample macerate

quantities were the same as described previously.

2.7. Statistics and data treatment

All of the assays were repeated twice using a cetalyl randomized
experimental design with four replicates per treattn An ANOVA was
performed using a 5 plant species x 4 amountsfactrial scheme with a 5
plant species x 3 macerate types factorial schemihé assay of the toxicity of
VOCs towardsM. incognita . For the toxicity assay of water exposed to the
plant macerate, a single factor ANOVA was performétth plant species as the
factor. For the infectivity and reproduction as$ayM. incognitaJ, in tomato
plants, 2 plant species x 4 amounts and 2 plartiepe 3 macerates factorial
schemes were used. These data sets were subjegbeeliminary analyses of
their normality (Shapiro-Wilk) and variance homogiy (Bartlett). Any data
determined not to meet the normality and varianomdgeneity were then
transformed. For the infectivity and reproducti@says of Jin tomato plants,
the data for the effect dry macerate had on thebeurof galls per root wasx
transformed, while the data on the effect dry mateehad on the number of
eggs per root was transformed in log(x+0.5). Whsé¢ assumptions were met,
an ANOVA (F test) was performed. The averages efhalitative variables for
each treatment were compared using a Tukey tepk@i5. The regression

models were fit to the quantitative variables.
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3. Results

3.1. Toxicity of volatile compounds emitted by neem, gug-pea,
mustard, velvet bean and pig beaeloidogyne incognitd,

There was significant interaction between the tplgecies and the
amount of dry [§<0.001) or water maceratp<0.001) used. Low amounts of the
dry macerate (0.5 g) resulted iV incognitad, immobility above 90%, except
for mucuna, which required 1.0 g for dlematode immobility above 90% (Fig.
2a). For the water macerate, only the higher anso(tf g/100 mL of water)
yielded J nematode immobility above 80% (except for pig bsaads, which
caused an immobility above 90% independent of theust used) (Fig. 2b).

There were significant interactions between thaetgaecies and type of
macerate usedo€0.001). J nematode immobility was always higher when a
macerate was used compared with the controls. Whais observed for both
macerate types (dry and water) and plant specsésdteFor pig bean, the VOCs
from the water and dry macerates yielded similaowams of J nematode
immobility. For the remaining plants, the VOCs dgit by the dry macerate
caused higher,hematode immobility compared to the water macefable
1).
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Pig bear: y?= 26,821 + 9337,757°%, R?*= 0,9¢

Neem y?= 60,643 + 9713,574%: R%= 0,94

o Mustard: y>= 27,404 + 9152,9%; R?= 0,97
Pigeon-pea:y?= 0,773 + 8684,025%; R?= 0,96

Velvet bean y’= 0,708 + 8029,972%¢; R?= 0,99

Pig bear: y= 92,00%- 87,136, R?*= 0,9¢
Neem y= 0,165 — 0,010X; R 0,99
Mustard: y'= 0,189 — 0,012X; & 0,99
Pigeon-peay-'= 0,583 — 0,038X; & 0,99
Velvet bean:y™= 0,550 — 0,036; & 0,99

Fig. 2. Percent immobilityof second-stage juveniles,Exposed to VOCs emitted by
the dry (a) and water (b) macerates of the fivantptpecies tested at different

amounts (grams = g).

Table 1 Percent immobilityof second-stage juveniles exposed to VOCs emitted
by the macerates (dry and water) for each plantispéested.
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PLANT (Common names)

Plant
macerate Pig bean  Pigeon pea Mustard Velvet bean Neem
Dry 98 aA 93 aA 96 aA 88 aA 100 aA
Water 92 aA 30 bB 39 bB 33 bB 37 bB
Control (water) 5 bA 1cA 5cA 1cA 7 cA

Averages with matching lower case letters withie same column and upper case letter
within the same row are not significantly differetcording to the Tukey tegi<0.05).

3.2Toxicity of water exposed to plant emitted volatiempounds td/eloidogyne

incognitasecond-stage juveniles

Water exposed to VOCs emitted by neem and mustades significantly
increased the immobilitypk0.001) of M. incognitaJ, compared to the other plants
tested and to the control. The highest toxicityesised was for the neem leaf macerate
(22.7%). However, the, hematode immobility caused by water exposed to dmioc
flower macerate VOCs (97%) was approximately 4 srhigher than the, hematode
immobility caused by water exposed to neem VOCs Water exposed to the VOCs
emitted by the pig bean, pigeon pea and velvet h@ants was not significantly

different from the controls (pure water) (Fig. 3).
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Fig. 3. Toxicity of water exposed to volatile compoundsnir pig bean seeds
and pigeon pea, velvet bean, mustard and neemsldzaged on the
percent immobility of second-stage juveniled (@lative to the controls:
1) empty compartment and 2) broccoli flower. Theerages with
matching letters were not significantly differemcarding to the Tukey
test afp<0.05. The bars indicate the mean standard errors.

3.3. Infectivity of Meloidogyne incognital, exposed to volatile
compounds emitted by neem and mustard leaves, haiot subsequent
reproduction in tomato plants

The high immobility ofM. incognitaJ, exposed to neem and mustard
VOCs before inoculating in tomato plants confirmiégk toxicity of these
compounds. This toxicity had been observed in gipus assay.

The dry macerate amounts evaluated with neem andtanau
significantly decreased the number of galls andsefygm M. incognita J,
exposedo the VOCs of neem and mustard compared with ohéral. The neem
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and mustard dry macerates progressively decrehsatimber of galls'gin the
tomato root. More pronounced decreases were olibevitk the 1 g and 1.5 g
amounts. At these amounts, the mustard dry maceaaised higher decreases
(72 - 79%) in the number of galls relative to tleem dry macerate (50 - 57%).
The number of eggs was decreased (81.5 - 96%)Ifof the neem and mustard
dry macerate amounts used, even at the lowestrartesied (Fig. 4a and c).

The different neem and mustard water macerate amalgtreased the
number of galls by up to 85% and the number of dggween 16 and 80% of
M. incognitaJ, compared with controls. A pronounced decrease eénntimber
of galls was observed when the amount of the neaterwmacerate was
increased. There was no such curve adjustmenhéomustard water macerate.
However, a similar decrease in the gall numbertix@ato the control was
observed with all tested macerate amounts. Thesealé@ no curve adjustment
to the number of eggs whéw. incognital, was exposed to the VOCs in the
mustard water macerate. However, a pronounced alEre/as observed at
macerate amounts of 15% (m/v). Neem water macamateunts of up to 5%
(m/v) decreased the number of eggs by 69%. Abax&% amount, the number
of eggs decreased at a similar rate (Fig. 4b and d)

There were no significant interactions between et species and
type of macerate that affected the number of dalls 0.467). However, the
macerate type alone had a significant eff@et0(001) on the number on galls.
The highest decrease in the gall number was obdemeenM. incognita J,
were exposed to the mustard dry macerate. Thereavggnificant interaction
between the plant species and macerate type ttemtted the number of eggs
(p<0.001). The number of eggs was reduced more wikpnsed to the dry
macerate (83 to 91%) than when exposed to the weeerate (36 to 73%). For

both the dry and water macerates, the number d¢§ gald eggs was always



lower than for the controls, independent of theetygf macerate and plant

species (Table 2).
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4. The number oMeloidogyne incognitagalls (a and b) and eggs (c and d) in
tomato plant roots after inoculation with secoralgst juveniles after exposure
to the VOCs of different amounts (grams = g) ofmesd mustard plant dry (a
and c) and water macerates (b and d). The barsatedihe mean standard
errors.

Fig.
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Table 2 Number of galls and eggs per gram of tomato piaait inoculated with
Meloidogyne incognitasecond-stage juveniles after exposure to the
VOCs emitted by neem and mustard plant macerates.

Plant Galls.g” of root Eggs.g" of root
macerate Mustard Neem Mustard Neem
Dry 25cA 36 bA 101 cA 56 cA
Water 50 bA 51 bA 394 bA 167 bB
Control (water) 72 aA 72 aA 613 aA 613 aA

Averages with matching lower case letters withie same column and upper case letter
within the same row are not significantly differemtcording to the Tukey tegi<0.05).

3.4. Identification of volatile compounds emitted froneem and

mustard macerates by GC-MS

GC-MS analyses of the volatiles emitted by mustamtd neem
macerates revealed 32 and 58 compounds, respgctBaten of the molecules
found were not identified. Alcohols and esters wibiee main compounds found
in the neem macerate. The mustard macerate yigidedominantly sulfur-
containing compounds (mainly isothiocyanates) aledhmls. However, there
was higher chemical diversity in the VOCs identfia the mustard macerates
(Tables 3 and 4).

The compounds identified in the macerates weregodated as absent
(not detected), as present (“v") or as a major aaumg (“vv") according to their
presence and quantity. It is important to note thatintensity of peaks in the
chromatogram for a SPME depends on the amount eefcimpound in the
sample, the type of fiber used, the boiling poifttlee compound, and the

extraction conditions. For both neem and mustaattp| the majority of VOCs
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identified in the dry macerate were also foundhe water macerate, although

some VOCs were only detected in one macerate



Table 3VOC:s identified in mustard by SPME-GC-MS.
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Similar. Dry Wet
Compound? RIExp. RILit. ® (%) macerate macerate
Alcohols
1 2-methyl-propanol 621 622 91 v \
2 1-penten-3-ol 676 686 94 \Y v
3 3-methyl-1-butanol 727 734 95 vV
4 2-methyl-1-butanol 730 738 91 \
5 pentanol 762 768 90 \Y v
6 2-pentenol (isomer) 766 - 86 v
7 3-hexenol (E) 848 851 85 WV \Y
8 3-hexenol (2) 852 857 93 W v
9 1-hexanol 865 867 93 \Y
10 2-ethyl-hexanol 1028 1029 94 vV
11 phenylethyl alcohol 1115 1116 91 \Y
Sulfured
1 dimethyl disulfide 739 738 94 WV
2 allyl thiocyanate 869 - 91 Y \Y
3 isothiocyanaté 882 - - w w
4 2,4-dithiopentane 886 885 80 \Y
5 allyl isothiocyanate 888 890 94 v \Y
6 2-propenyl-methyl-disulfide 914 919 80 \Y
7 dimethyl trisulfide 966 964 94 \Y
8 1-butenyl isothiocyanate 984 982 90 vV
9 3-butenyl isothiocyanate 1005 1006 89 v \Y
10 isothiocyanaté 1058 - - v
Others

1 allyl cyanide 651 658 95 vV W
2 isopentyl methyl ether 684 684 94 v vV
3 3-pentanone 696 688 90 v \Y
4 2-ethyl-furan 700 700 93 v \Y
5 hexanal 800 800 89 \Y v
6 2-hexenal 849 854 93 WV \Y
7 unidentified” 907 - - v v
8 benzaldehyde 958 961 95 \Y
9 n-ethyl-bezenamine 1129 1128 92 v
10 cyclocitral (isomer) 1220 1218 80 \ \Y
11 Sesquiterpeng 1538 - 85 % v
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v — Compound present in the sample; vv — major aamg.

% The term isomer was added to the table for casesenit was impossible to define
which isomer was present.

® Theoretical retention indexes according to therditure (R.P. Adams, Identification of
Essential Oil Components by Gas Chromatography/Nsagstrometry, 4th Ed., Allured
Publishing Corp., Carol Stream, 2007.httg://webbook.nist.gov/chemistjfdens
Rohloff, Atle M. Bones; Phytochemistry 66 (20054191955).

¢ Compound with fragmentation patterns similar tasmthiocyanate.

4 Spectrum: m/z [151](65%), [133] (100%), [135] (26%), [134] (9%), [683%), [77]
(4%), [75] (2%).

¢ Compounds not identified due to their low puritylow peak intensity in the mass
spectrum. Mass spectrum fragmentation typical ofoxygenated sesquiterpenes.




Table 4VOC:s identified in neem by SPME-GC-MS
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Similar. Dry Wet
Compound® RI Exp. RILit. ® (%) macerate macerate
Alcohols
1 ethanol - - 98 w w
2 propanol - - 92 Y
3 2-methyl-propanol 621 622 91 Vi Vi
4 1-penten-3-ol 676 - 94 v
5 3-methyl-1-butanol 727 734 95 v
6 2-methyl-1-butanol 730 738 91 Y
7 pentanol 762 768 89 v
8 2-pentenol (isomer) 766 - 90 Y
9 2-methyl-2-buten-1-ol 772 - 84 Y Y
10 3-methyl-2-buten-1-ol 776 778 85 % Y
11 3-hexenol (E) 848 851 83 W Y
12 3-hexenol (2) 852 857 81 W vV
13 2-hexenol (E) 864 861 86 Y Y
14 1-hexanol 866 867 94 wW w
15 2-ethyl-hexanol 1028 1029 94 w
16 2-nonanol 1096 1098 76 %
Esters
1 ethyl acetate 612 - 96 v
2 butyl acetate 810 812 80 %
3 propyl butanoate 900 896 94 Y
4 butyl butanoate 996 993 80 v Y
5 3-hexenyl acetate (E) 1007 1004 93 Y
6 3-hexenyl acetate (2) 1008 1007 91 Y
7 hexyl acetate 1015 1008 95 Y
8 2- hexenyl acetate 1017 1019 91 %
9 2- ethyl hexenoate (isomer) 1045 - 89 Y
10 pentyl butanoate 1095 1093 87 v
11 3-hexen-1-ol propanoate 1099 - 89 Y Y
(isomer)
12 3-hexen-1-ol propanoate 1101 - 92 Y \
(isomer)
13 hexyl propanoate 1107 1105 91 Y
14 2-hexen-1-ol propanoate 1110 1111 91 V;
15 3-hexenyl isobutanoate (isomer) 1144 1145 94 Y
16 2-methyl-hexyl propanoate 1149 - 91 Y
17 3-hexenyl butanoate (E) 1186 - 93 Y
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Continued

Similar. Dry Wet

Compound® RI Exp. RI Lit. ® (%) macerate macerate
18 3-hexenyl butanoate (2) 1187 1186 94 Y
19 2- hexenyl butanoate (E) 1189 - 88 Y
20 hexyl butanoate 1193 1191 9% v
Others

1 acetone - - 94 \Y \Y
2 carbon disulfide - - 93 %
3 2,3-butadione - - 95 v
4 methyl furan (isomer) 611 - 92 % %
5 2-pentanone 683 - 92 vV v
6 3-pentanone 696 - 93 W \
7 acetoin (3-hidroxi-2-butanone) 715 718 90 Y
8 N- methylpyrrole 739 - 88 W
9 dimethyl thiophene (isomer) 905 - 92 Y
10 octadien-3-one (isomer) 984 983 80 Y
11 m-cymene 1024 1022 88 v
12 limonene 1028 1031 89 %
13 eucalyptol 1030 1033 82 v
14 2,2,6-trimethylcyclohexanone 1034 1035 91 Y Y
15 N-ethyl-bezenamine 1115 1116 92 Y
16 sesquiterpeneé 1379 - - %
17 sesquiterpeneé 1437 - - w w
18 sesquiterpeneé 1490 - - v v

v — Compound present in the sample; vv — major aamg.

% The term isomer was added to the table for casesenit was impossible to define
which isomer was present.

® Theoretical retention indexes according to therditure (R.P. Adams, Identification of
Essential Oil Components by Gas Chromatography/Nsagstrometry, 4th Ed., Allured
Publishing Corp., Carol Stream, 2007 .httg://webbook.nist.gov/chemist)dens
Rohloff, Atle M. Bones; Phytochemistry 66 (20054191955).

¢ Compounds not identified due to their low puritylow peak intensity in the mass
spectrum. Mass spectrum fragmentation typical ofoxygenated sesquiterpenes.
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4. Discussion

Brassica species emit several VOCs from their nzedr leaves;
however, there have been no reports on the nenfatieffect of these VOC
mixtures. Some studies have found a fungicidal céffer the VOCsfrom
Brassica juncedeaf macerates, as indicated by the decreasedl iwth of
Rhizoctonia solanandPythium ultimuncultures (Charron and Sams, 1999) as
well asFusarium sambucinurfMayton et al., 1996). Although the nematicidal
effect of the total VOCs emitted by Brassica maeerahave not been
investigated, some molecules present in its VOCQumixhave individually been
found to have nematicidal effects (Ojaghian et 2012; Zasada and Ferris,
2003).

The nematicidal effects of VOCs emitted by neemyepn peayelvet
bean and pig bean tissue macerates have not been studmdever, the
nematicide activity is already known for the noratibe molecules produced by
these plants, e.g., azadirachtin from neem, ledtiosn pig bean, and both
triacontan-1-ol and tetracosanoate triaconyl fresvet bean(Agrawal et al.,
2005; Alvarez, 1989; Huang and Morgan, 1990; Naguet al., 1996; Silva et
al., 2008).

Although some of the neem and mustard VOCs werg delected in
one of the macerate types, the majority of VOCseweund in both dry and
water macerates. This could be due to several acfo compounds being
detected in the dry but not the water macerate beague to the retention of
these compounds by water, which decreases theityuavdilable for extraction
by the SPME fiberii) some compounds may be degraded by water; aiiii/or
water favors the extraction of certain compoundsnfithe neem and mustard
leaves. Although these hypotheses are all posdiideanalyses performed do

not allow us to determine if any of them are ind&setors.
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The toxicity of VOCs emitted by the dry and watenaerates was
evaluated by assessing the mobilityMf incognitaJ, exposed to these VOCs
(Table 1). Decreased mobility was observed fordityemacerate compared with
the water macerate for the majority of the tissiessed. It should be noted that
the VOCs emitted by the water macerates resultesignificantly higher
nematode immobilities than the distilled water cohtThe increased toxicity of
VOCs emitted from the dry macerates relative toulader macerates has two
possible explanations) the VOCs identified are different for both the @nyd
water macerates from neem and mustard plants (F&blend 4), which may
suggest some compounds are degraded or transfahmedgh contact with
water; orii) some of the VOCs emitted by the macerates magtaéned by the
water in the water-macerate suspension, which deesetheir quantity in the
gas mixture, but they are present in the water méedecause the dematode
immobility due to the emitted VOCs differs from tbentrol. It is impossible to
know which of these hypotheses is more plausible iforthey occur
simultaneously.

Because there were reports that water exposeety@Cs emitted by
fungal cultures are toxic thl. incognitaJ, (Grimme et al., 2007), a test was
performed to evaluate the retention of volatileswater. Water exposed to the
VOCs from neem, mustard and broccoli (positive mmhtwere toxic to J
nematodes (Fig. 3), which indicates that at leastes of the VOCs must be
retained by water. The increased toxicity of wageposed to VOCs from
broccoli flowers compared with the neem and mustaaderates may be due to
the following:i) a larger quantity of VOCs are emitted by broctiwdin the other
plants testedj) the VOCs emitted by the broccoli are more toxantthe VOCs
emitted by the other plants; andidy the VOCs emitted by broccoli are better
retained by water than the VOCs from the other tglaim this study, the

broccoli flower VOCs were compared to the water \80&f neem, mustard,
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pigeon pea andelvet beanleaves as well as pig bean seeds. Because these
components represent different types of tissuesgcamxlusion can be drawn
regarding the amount of VOCs produced in differgmes of tissues. Future
studies are needed to evaluate what effect gregmummancorporation has on
irrigated soils under field conditions. Indeed, th&ention of VOCs by water is
related to their water solubility. The VOC retentior solubility in water is
dependent on the Henry law (S = K . P), in which YfOC quantity in water
increases with partial pressure and molecule ppléaiffecting the increase of
K). Because water is polar, polar VOCs can be ewpeto have greater
solubility due to intermolecular interactions swa hydrogen bonds or dipole-
dipole bonds. For example, of the compounds idedtily GC-MS, ethanol and
acetone are miscible with water, whereas hexamaohon disulfide and methyl-
butanol isomers have low water solubility. Dimetly$ulfide, 2-nonanol and
hexyl butanoate are practically water insolublee Tifferent solubility of these
compounds may explain the different results obthiwben water was exposed
to VOCs from the different tissues because theytechdifferent compounds. A
possible application of this concept would be te il irrigation after
incorporating green plant tissues to increase ¢tention of volatile molecules
toxic to phytonematodes.

Zeringue and Bhatnagar (1994) identified VOCs froeem leaves by
GC/MS and observed that 23% of the total area ef dbrrespondent peak
consisted of alcohol molecules. In the present waldohol molecules were also
predominate in neem leaf VOCs; however, the alcoholecules found were
different from those identified by Zeringue and Bfzgar (1994). Additionally,
other molecules identified by Zeringue and Bhatnad®94) differed from
those found in this study. The VOCs were collechenn intact leaves by
Zeringue and Bhatnagar (1994) and from macerategetein the present study,

which may explain the difference in the charactsti¥’OC molecules. In fact,
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macerate and intact leaves furnish different VOQeawes for the same plant
(Augusto et al., 2003)sothiocyanates have been found by many researahers
mustard VOCs (Charron and Sams, 1999; Mayton 1886; Ojaghian et al.,
2012), which is in accordance with our data; wenfbmany sulfured molecules,
including isothiocyanate (Table 3).

Although the VOCs analyzed by GC-MS revealed sutiompounds
(primarily isothiocyanates) and alcohols in mustandcerates and primarily
alcohols and esters in neem macerates (tables 34antthe toxicity of the
individual compounds were not tested &f incognita J in this work.
Nevertheless, there are reports that isothiocyanathich are produced via the
hydrolysis of glucosinolates by the myrosinase emeand have been identified
in both mustard and broccoli, presented high toxitd several pathogens
(Charron and Sams, 1999; Mayton et al., 1996; Ggagkt al., 2012; Zasada
and Ferris, 2003). Other VOCs identified from nesrd/or mustard may also be
toxic. For example, methyl butanol, ethanol, ethgketate and phenyl ethyl
alcohol isomers are present in a mixture of VOGxlpced bySaccharomyces
cerevisiaeand inhibit the mycelial growth of th@uignardia citricarpafungus
(Fialho, et al., 2010)Pure hexanal was responsible for decreasing tthalra
growth and production of aflatoxin in the fungdsspergillus parasiticus
(Zeringue and Bhatnagar, 1994). Acetone was negjgtivorrelated to the
survival of Macrophomina phaseolinand Rhizoctonia solan{Basseto et al.,
2012). According to Eilbert et al. (2000), sesquiémes produced by the
basidiomyceteResupinatus leightoniinhibit the formation ofMagnaporthe
griseaappressorium and showed cytotoxic activity.

The decreased infectivity dfl. incognita J, in tomato plants after
exposure to mustard and neem VOCs (Fig. 4) shoesy@maticidal effect of
these VOCs and confirms that the immobilizeétdm thein vitro tests suffered

irreversible damage to their infective capabiliffhe strong reduction in



62

reproduction due to decreased infectivity indicatespacity of the feeding sites
that provide the female with sufficient nutrients §ood egg production. Further
research is needed to confirm this conclusion.elasing the exposure time of
M. incognitaJ, to VOCs fromFusarium oxysporuraultures reduced the number
of galls in the tomato plants (Freire et al., 201Phe VOCs emitted by the
fungus Muscodor albusdecreasedVl. incognita infectivity in tomato plants
(Grimme et al., 2007). The VOCs emitted by Bazillus megateriuny FM3.25
rhizobacteria reduced the number of galls and eddd. incognitacompared
with the control (Huang et al., 2010).

The present study determined the toxicity of vtgatiemitted from
green plant tissues composed of neem, mustard, maugigeon pea and pig
bean to M. incognita and suggested that this toxicity also occurs after
incorporating green plant tissue in the soil. Letdl. (2011) observed a greater
reduction inGlobodera pallidapopulations in soils covered with plastic after
incorporatingBrassicagreen tissue than in uncovered soils. However,nwhe
tissues from the tested green plants are incommbriait the soil, the effects of
their VOCs combine with the effects of non-volatiteolecules and VOCs
emitted by soil microbiota to become a part thefurivgation process of
controlling phytonematodes.

5. Conclusions

All tested plants emitted VOCs that caused toxitityM. incognita J,
through J immobilization. However, in most tested plants \&i@mobilization
was higher in dry macerate compared to water mazekhen water was
exposed to plant VOCs, only neem and mustard VO@&denthe water toxic to
J, by causing them immobilization. The expodddincognitaJ, to neem and

mustard macerates VOCs reduced their infectivity eeproduction in tomato
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plants proving thereafter nematicidal effect. GC/M8alysis revealed that
VOCs of neem macerate contain mainly alcohols astére and VOCs of
mustard yielded, predominantly, sulfur-containingpmpounds (mainly

isothiocynates) and alcohols.
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ABSTRACT

Barros, A. F., V. P. Campos, J. C. P. Silvak. Lopez, A. P. Silva, E. A. Pozza,
L. A Pedroso.2014. Exposition time of second stage juvenilesvatatiles
emitted by neem and mustard macerates, and bioftimig against
Meloidogyne incognitaNematropica 36:00-00.

Although volatiles emitted by diverse sources hal@monstrated
toxicity to plant pathogens, only a few studiesénproved the effect of volatiles
emitted by plants to plant parasitic nematodesré&dfeer, the aims of this work
were to study the exposition times of second spaggniles (J) of Meloidogyne
incognita (MI) to volatile organic compounds (VOC) of neemdamustard and
also the direct effect of these plant maceratesrpurated into infested substract
with eggs of MI (biofumigation) as well as the effe of the VOCs released to
the air and held at the substract surface by tastiplcover, in JJ Macerates of
neem and mustard emitted VOCs that caused signifisammobility at initial
exposition time periods. Significant mortality, hever, was observed after 24
hours of exposition to VOCs. Number of MI galls aedgs, resulted from
tomato inoculation with JJexposed to VOCs, decreased with the increase of
exposition times. So these findings confirmed amatiidal effect of the
previous evaluation of,Jimmobilization and mortality after 24 hours of J
exposition time. The biofumigation underwent wittreem and mustard
macerates incorporated into infested substract Mlteggs, under plastic sealed
cups, resulted in linear reduction of galls whencemate amounts were
increased, and lesser than in control with highesbunt (9.6 g). However, the
number of eggs were already significantly reducamimpared to control, in
macerates above or egual to 2.4g. Thexjposed to VOCs emitted by neem or
mustard macerates incorporated into substract esathned in chamber formed
on the substract surface enabled by plastic sealmged significant immobility
and mortality even in lower macerate amount. Thadatiles had been lost in
the absence of the plastic sealing. The mixturgrofind neem or mustard with
the substract and the VOC emitted to the air hareaticidal effects to MI, as
well as the Jexposition to their VOCs after 24 hours.

Key words: Azadirachta indica Brassica junceacontrol, root-knot
nematodes.

RESUMO
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Barros, A. F., V. P. Campos, J. C. P. Silva, LL&pez, A. P. Silva, E. A. Pozza, L. A
Pedroso. 2014. Tempo de exposicdo de juvenis dedegestadio a volateis emitidos
por macerados de nim e mostarda e biofumigacaoracdneloidogyne incognita.
Nematropica 36:00-00.

Embora volateis emitidos por diversas fontes tenlamonstrado toxicidade a
patdégenos de plantas, poucos sdo os estudos solafeitns de volateis emitidos por
plantas a fitonematoides. Por isso, objetivou-sstendérabalho estudar: tempos de
exposicdo dos juvenis de segundo estadidp d@ M. incognita (Ml) a compostos
organicos volateis (COVs) de nim e mostarda, oteeféireto desses macerados
incorporados ao substrato infestados com ovos dgbidfumigacédo), e dos COVs
liberados ao ar e retidos na superficie do sulbstpar cobertura plastica em. J
Macerados de nim e mostarda emitiram COVs que camsanobilidade significativa
de 3 j& nos primeiros periodos de exposi¢cdo. Mortakdsignificativa foi observada a
partir de 24 horas de exposi¢do aos COVs. Os n@mdeogalhas e ovos de Ml
resultantes da inoculagdo em tomateiros daexgostos aos COVs diminuiram com o
aumento do tempo de exposicdo. Assim, confirmaramoc efeito nematicida as
avaliagBes anteriores de imobilidade e mortalidagartir de 24 horas de exposi¢éo dos
J. O processo de biofumigacdo, em ambiente vedadopiastico, com macerado de
nim ou mostarda incorporado ao substrato infestado ovos de Ml resultou na redugéo
linear de galhas com o aumento da quantidade deradbs, sendo menor que a
testemunha na maior quantidade (9,6g). Contudo memu de ovos ja foi
significativamente reduzido em comparacdo a testbmuem quantidades dos
macerados acima ou igual a 2,4 g. @expostos aos COVs emitidos pelos macerados
de nim ou mostarda incorporados ao substrato@osetia cAmara formada na superficie
pela cobertura plastica causaram imobilidade e alidaide significativa j& na menor
guantidade. Esses volateis seriam perdidos na easéa cobertura plastica. A mistura
ao substrato do macerado de nim ou mostarda tiitueaos COVs emitidos para o ar
tém efeitos nematicidas a Ml bem como as exposigoes a eles a partir de 24 horas.

Palavras chaveAzadirachta indica, Brassica junceagntrole, nematoide das galhas.

INTRODUCAO

Meloidogyne incognitdem ampla gama de hospedeiros, possivelmente,
sendo o patégeno de plantas que mais causa perg@sducdo de alimentos no
mundo (Trudgill & Block, 2001). Dentre as cultugse sofrem grandes danos a
esse patdégeno destaca-se 0 tomatdigrapersicon esculentulill.) com
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perdas variando de 28,7 a 85,0% (Chitwood, 195%deltm, 1981; Ferraz &
Churata-Masca, 1983). Esta constitui a hortaligamais hospeda nematoide do
géneroMeloidogyne

Volateis emitidos por culturas flngicas e bactesancausam,
principalmente, imobilidade e mortalidade de jugedé segundo estadio,)(J
com poucos dados sobre a infectividade e reprodugiod expostos aos
volateis e inoculados em plantas suscetiveis éGal, 2007, Campost al,
2010; Huanget al, 2010; Freireet al, 2012). Entretanto, compostos organicos
volateis (COVs) emitidos por plantas com efeitodcils a fitonematoides tém
sido pouco estudados, apesar da biofumigacéo,céusada no campo para
controle de fitonematoides ter seus efeitos biocotadores atribuidos a
producdo de volateis biotoxicos (Ojaghianal, 2012). Porém, outros fatores
tais como moléculas ndo volateis liberadas pelaradegdo dos tecidos
incorporados ao solo e volateis emitidos pela rbiota colonizadora desses
tecidos se misturam aos COVs liberados pelos tedd@lanta causando efeitos
aditivos ou sinergisticos ainda nao avaliados.eRemplo, sabe-se que os COVs
emitidos por tecido colonizado por micro-organisrobbegam a 11 vezes aquele
emitido por tecido esterilizado (Grayal, 2010).

Assim, para o entendimento sobre a eficacia deeisl@ao controle de
fitopatbgenos € importante separar os efeitos d@V/sC emitidos pela
microbiota que se alimenta na massa verde incatpoe solo daqueles
emitidos pela massa verde sem a infestacdo micrabia que facilita o
entendimento do processo envolvido no método darhigacdo. Com relacéo a
fitonematoides, estudos neste sentido podem sdizadas a semelhanca
daqueles com COVs emitidos por fungos e bactéfasnposet al, 2010;
Freireet al, 2012). Segundo Lot al (2011) o entendimento dos mecanismos
envolvidos na biofumigacdo ajuda a melhorar a &ficia desse método de

controle. Além disso, é importante também conhecémteracdo de diversos
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fatores que afetam a biofumigacdo no campo (MorrKitkegaard, 2002;
Matthiesseret al, 2004).

O potencial da biofumigacdo em suprimir patégenosalo tem sido
demonstrado pela incorporacdo de tecidos verdesspécies de brassicas e
Azadirachta indicano solo (Stapleton & Duncan, 1998; Ahmad & Ghaffar
2007; Lordet al. 2011; Moureet al, 2012), sem contudo separar o efeito apenas
dos COVs emitidos dos tecidos vegetais principatenea redugéo populacional
de fitonematoides. Porém, o efeito dos COVs pode ps¢encializado no
momento da incorporacéo dos tecidos vegetais casoala cobertura plastica
(Lord et al, 2011).

Como a planta incorporada ao solo é a parte pahclp processo de
biofumigacédo, € relevante o estudo dos volateistidwsi por elas como
candidatos a biofumigacédo, principalmente em tecittiturados, para assim
ajudar na explicacdo da eficidcia desse processoangpo. As espécies de
brassicas produzem compostos sulforosos como osgifnlatos, os quais sao
hidrolisados pela enzima mirosinase quando seuslotecsdo danificados
produzindo o composto volatil denominado de isddioato (Bones & Rossiter,
2006). Os isotiocianatos tém demonstrado atividaeenaticida e fungicida
(Lazzeri, et al, 1993; Zasada & Ferris, 2003; Ojaghieinal, 2012). Porém
precisam ser retidos no solo para aumentar a &ficdo controle de
fitonematoides. Alguns COVs de folhas intactas da, fambém, tém sido
caracterizados como alcodis, aldeidos, cetonasodabonetos, além de
compostos variados incluindo os terpenos, estiraiém dos compostos
contendo enxofre e 2,5-di-hidro-furano (ZeringueB&atnagar, 1994). Alguns
desses compostos reduziram o crescimento radidlsgergillus parasiticue
consequentemente a producdo de aflatoxina (Zeridgughatnagar, 1994).
Alcodis e ésteres foram encontrados em folhas radasrde nim (dados néo

incluidos). Todavia, a toxicidade dessas molécutdateis emitidas pelo nim



73

ndo foi avaliada contra fitonematoides. Sabe-sebéamque a molécula néo
volatil, tetranortriterpendide azadiractina, pradazpelo nim reduz a populacéo
de nematoides (Lynet al, 2010).

Ainda ndo se estudou a sensibilidade dosnd periodos de tempo de
exposicao aos volateis necessarios para caustrsafieietérios aos &xpressos
em perdas de imobilidade e na mortalidade ou mesendnfectividade e
reproducéo desses 8m tomateiros. Também ndo se conhece o efeitadgol
dos COVs, principalmente os compostos liberadaar apds a incorporacédo dos
tecidos vegetais, aogdkM. incognitg por meio da biofumigacdo do substrato.

Esses tbpicos, entdo, constituem os objetivos desbalho além de
investigar também o efeito da biofumigacdo utildmadiferentes quantidades do
macerado fresco de nim e de mostarda em ovdd. decognitamisturados ao

substrato em ambiente hermético.

MATERIAL E METODOS

Coleta de ovos e juvenis do segundo estadio deididglgne incognita

Populacbes puras deéleloidogyne incognitéforam multiplicadas em
tomateiros e mantidas em casa de vegetacdo potimpdamente 3 meses. A
seguir as raizes com galhas foram separadas doamdas em agua parada e
cortadas em pedacos de 0,5 cm de comprimento. Bmia® extraidos ovos
pelo processo descrito por Hussey & Barker (1978).ovos obtidos foram
colocados em camara de ecloséo e os juvenis dadwegstadio ¢J eclodidos a
partir do segundo dia da montagem da camara fotdimados nos ensaios de
toxicidade dos compostos orgénicos volateis (CO¥fs)tidos por nim e

mostarda.
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Plantas estudadas e preparo dos macerados

Foram coletadas, aproximadamente, as oito horasaiénd, folhas de
mostarda crespd(assica juncene nim @zadirachta indicano municipio de
Lavras- MG, Brasil. Na obtencdo do macerado frdstpesado 1,5 grama de
folhas de cada planta. Cada porcédo vegetal fonfiestada, superficialmente,
com hipoclorito de sédio 2% por 1 minuto, segui@otids lavagens em agua
destilada. Apds secagem do excesso de adgua em foafied, cada porgdo
(quantidade) foi colocada em almofariz e maceraha pistilo sem adicao de
agua. Esse material triturado foi utilizado imeala¢nte no teste de emisséo de

COVs toxicos axldeM. incognita

Imobilidade e mortalidade de juvenis de segund@distde Meloidogyne
incognita apds exposicdo aos COVs de nim e mostaodaarios periodos de

tempos, seguido de infeccdo e reproducdo em tomsitei

Para este ensaio foram utilizados frascos de 88 m SUPELCO"SPME
(Sigma-Aldrich, Bellefonte, PA, USA) com tampa rosgda, revestida internamente
por uma pelicula em silicone ligando a tampa asctyagarantindo vedac¢do. No interior
dos frascos esterilizados foram colocados 25 gela aeca autoclavada e na superficie
da areia foram depositados 2 mL de 4gua destilegiaido de 1,5 grama do macerado
vegetal de nim ou mostarda, individualmente, enadeakco. Como controle, os frascos
nao receberam os macerados vegetais em cada teng@aosicdo dos,.JEm todos 0s
frascos Supelcos um microtubo esterilizado de 1L5faon introduzido até a altura
mediana na areia ali contida. Entdo, todos elemrforedados, e incubados em BOD a
25°C no escuro por 3 dias. A seguir, 1 mL de uma sismede 600,He M. incognita
foi injetada com uma seringa de 3 mL de volumeriedentro do microtubo inserido
na areia do frasco. Novamente, foram incubadosmessnas condi¢bes anteriores por 3;

6; 12; 24; 48 e 72 horas. Ao final de cada peritelexposi¢céo, os frascos foram abertos
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e 200 pL da suspensdo gecdntida nos microtubos foram transferidos para ptaea

de polipropileno utilizada em testes sorolégicoEL(SA”) e quantificado a
percentagem de,Jmdbveis e imdveis em microscépio de objetiva inderti A
mortalidade dos ,Jfoi avaliada ap6s 24 horas. O restante da suspedsa d
(aproximadamente 480,)Joi disperso em 4 mL de agua e inoculada em muda de
tomateiro com 30 dias de idade, plantada em seireotmtendo células de 75 toom
substrato multiplafit (Terra do Paraiso, Holambra, SP, Brasil). Apésagilacdo, as
mudas foram mantidas em casa de vegetagdo. O niaeggalhas e ovos por sistema

radicular foi avaliado 30 dias apdés a inoculagao.

Biofumigacdo de substrato misturado com ovos deoii@jyne incognita e
toxicidade em yJdos volateis liberados ao ar a partir de diferentpiantidades

do macerado fresco de nim e mostarda em casa dtagp

Para este ensaio foram utilizados copos plasticoscapacidade de 300
mL e cento e vinte gramas de substrato multiflaforam utilizados os
macerados frescos de nim e mostarda, obtidos ecoafdescrito anteriormente,
nas quantidades de 0; 1,2; 2,4; 4,8; 9,69, 0 quesmonde a uma porcentagem
de 0; 1; 2; 4; 8%. Uma suspenséo contendo 3000 asbs incognitaem 2,5
mL de agua, obtida como descrito anteriormentecdtncada em saco plastico
juntamente com o substrato e o macerado de nimostanda e misturados sob
agitacdo para homogeneizacdo. Esses ovos sofrer@eitos de moléculas
volateis e ndo volateis. Em seguida, colocou-sdstura nos copos plasticos,
ajustando a umidade para 60% da capacidade de cé&npoPara estudar
isoladamente o efeito dos COVs sem interferéncanttziéculas ndo volateis foi
colocado um tubo eppendorf de 1,5 ml de capacideateado até sua metade na
mistura (substrato + macerado vegetal + ovos). @oomom a mistura foi
envolvido completamente na parte superior com ja&f fechando-o

hermeticamente formando a camara de gases libepalosmacerado fresco
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misturado ao substrato. Foi colocado, na superffiterna do filme vedante
parafilmé oposta ao tubo eppendorf, uma fita adesiva decw2a fim de
permitir maior resisténcia a perfuracdo pela serimyitando aumentar o
didmetro do furo ou até mesmo rasga-lo. Apés tids de vedacdo, com uma
seringa contendo agulha perfurante, injetou-se Henuma suspensao contendo
100 3 de M. incognita no interior do tubo eppendorf. O furo no parafiime
provocado pela perfuracdo com a seringa foi vedano fita adesiva. Como
controle, foi utilizado substrato sem adi¢do do enado vegetal com a umidade
ajustada também para 60% da c.c. Apos 48 horaspsiedo dos,aos COVs,

o parafilme foi retirado e a suspenséo gdadaltubo eppendorf de cada repeti¢céo
foi transferida para placa ELISA onde foi avaliadpercentagem de thoveis e
imdveis em microscépio de objetiva invertida. A tabdade dos.Jfoi avaliada
apos 24 horas. Apés a retirada do parafilme un@ande tomateiro contendo 4
pares de folhas foi transplantada para o copo rdates ovos d&l. incognita

Aos 45 dias avaliou-se o numero de galhas e deposistema radicular.

Estatistica e anélise dos dados

Todos os ensaios foram repetidos duas vezes obsersa a
consisténcia dos resultados. E foram organizadodetimeamento inteiramente
casualizado, com 4 repeticdes por tratamento. Bapaimeiro e o segundo
ensaios, a unidade experimental de cada repetojaont tubo Supelco e um
copo plastico, respectivamente. A Andlise de vaié@fANOVA) do primeiro
ensaio (exposicéo dog de M. incognitapor diferentes periodos de tempos aos
volateis emitidos por nim e mostarda) foi realizeda esquema fatorial, com 3

macerados vegetais (nim, mostarda e testemunh&myios, constituindo-se 18
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tratamentos . Para o segundo ensaio (biofumigagduhlstrato e dos volateis
liberados ao ar por nim e mostarda) foi utilizad@torial 2 macerados vegetais
(nim e mostarda) x 5 quantidades, com total derdfarhentos. Os resultados
foram previamente submetidos a testes de normaliq&thapiro- Wilk) e
homogeneidade de variancia dos erros (Bartlett). ddeo dos dados néo
atenderem aos pressupostos de normalidade e hoeidage, estes foram
submetidos a transformac¢éo. No ensaio sobre cutardpo de exposicao dos
J, aos volateis fez-se a transformacdo dos dadosivosaa imobilidade e
mortalidade dos,Jde M. incognitaa log (x + 0,5) e, os dados relativos ao
nimero de ovos foram transformados psaka Uma vez atendidos a estes
pressupostos, aplicou-se o teste F, por meio dés&rde Variancia (ANOVA).
Quando o teste F era significativo (P <0,05) praced, para as variaveis
gualitativas de cada tratamento a comparacao ¢bells teste de Tukey (P
<0,05). Nos dados provenientes de varidveis qadintis, ou seja, 0s tempos de
exposicao e as quantidades dos macerados, prosedeajuste de modelos de

regressao lineares e nao lineares.

RESULTADOS

Imobilidade e Mortalidade de juvenis de segundcdist de Meloidogyne
incognita apds exposicao aos COVs de nim e mostaodaarios periodos de
tempos, seguido de infeccdo e reproducdo em tomsitei

Houve interacdo significativantre os macerados das espécies vegetais
(nim, mostarda e testemunha) e tempo de exposiedd de M. incognita
quando avaliou-se a imobilidade (P<0,0(4)a mortalidade (P<0,001). A

imobilidade aumentou de forma exponencial com qtenle exposi¢do dos J
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aos COVs dos macerados de nim e mostarda. Porémokilidade dos 4
expostos aos COVs do macerado de nim atingiu 1808j12 horas, enquanto
no macerado de mostarda s6 alcancou o mesmo valgi2ehoras. Os COVs
liberados por macerado de nim aumentaram sigriifamatente a imobilidade
dos J em todos os tempos de exposi¢cdo quando comparadoa testemunha.
Ja os COVs emitidos por macerado de mostarda eamsamobilidade
significativa a partir de 6 horas de exposicéo. &enado de nim emitiu COVs
gue causaram maior imobilidade desth relacdo aos de mostarda apenas nos
primeiros tempos de exposi¢cdo aos volateis (3@&sh, ndo havendo diferenca
significativa nos demais tempos de exposi¢ao testéieigura 1A).

Também a mortalidade dog dumentou de forma exponencial quando
utilizou-se o macerado de mostarda, diferindo deteunha a partir de 24 horas
de exposicdo quando causaram uma taxa de morwlidatte 91 a 100%.
Quando utilizou-se o macerado de nim a mortalidasheentou linearmente com
0 aumento do tempo de exposicado, diferindo dartestba, também, a partir de
24 horas (31 a 97%). Houve diferenca significatimre os macerados de nim e
mostarda apenas com 24 horas de exposicao (FiBjra 1

A mesma interacdo descrita acima foi significatiuando avaliou-se a
infectividade (nimero de galhas [NG]) (P<0,0@la reproducdo (nimero de
ovos [NOJ]) (P<0,001) dos dieM. incognitaapds exposi¢cdo aos COVs de nim e
mostarda. Tanto o NG quanto o NO diminuiram conumento do tempo de
exposicdo dos ,J aos COVs dos macerados. O NG foi reduzido
significativamente, em relacdo a testemunha, arpat24 e 48 horas para o
macerado de mostarda e nim, respectivamente, sgadoo macerado de
mostarda causou uma redugéo entre 41 a 96% e oadaage nim entre 43 e
70%. Os COVs emitidos pela mostarda reduziram dadanais eficiente o NG
guando comparado aos COVs de nim nos tempos del@heras, ndo havendo

diferenca significativa em 72 horas de exposicd® HoJ4a o NO foi reduzido
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significativamente a partir de 48 horas de exposg® relacdo a testemunha,
atingindo uma reducéo entre 63 a 92% e de forma&lbamte pelos macerados

de nim e mostarda (Figuras 2A e B).
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Figura 2.Infectividade e reproducao de juvenis de seguntialies(3) de Meloidogyne
incognitaem raizes de tomateiro apés varios tempos de iegoodos J aos
compostos organicos volateis emitidos por macerdddslhas nim e mostarda.
A) Numero de galhasXde raiz ; B) Nimero de ovos.gde raiz. Barras
indicam erro padrao da média.

Biofumigacéo de substrato e toxicidade dos voldieésados ao ar a partir de
diferentes quantidades do macerado fresco de nimostarda em casa de

vegetacao

Quando foram avaliados o nimero de galhas (P=0,d7®)nimero de ovos
(P=0,423) em tomateiros plantados apds a biofurdigdo substrato misturado aos ovos
deM. incognitaa interac@o entre macerados das espécies vemstaidas e quantidades
nao foi significativa. Porém, a variavel quantidadiess macerados foi significativa
(P<0,001). Para o numero de galhas, apenas a maantidade (9,6g) diferiu da
testemunha, obtendo-se uma reducdo de 68,5% dorameegalhas comparado a
testemunha (Figura 3A). Ja para o nimero de owsuantidades iguais ou acima a
2,4g diferiram da testemunha, sendo que os melh@®dtados foram obtidos nas
quantidades de 4,89 e 9,69, causando uma reducé® ee2,5%, respectivamente, no

numero de ovos (Figura 3B).
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Para a variavel imobilidade dosde M. incognitaexpostos aos COVs
emitidos pelos macerados de nim e mostarda mistsirad substrato e retidos
na sua superficie pela cobertura plastica, a icdier@&ntre os macerados das
espécies vegetais e quantidades dos maceradosirggnificativa (P= 0,056).
Porém, a variavel quantidade foi significativa (®€1). Todas as quantidades
testadas diferiram da testemunha (concentracdd &u®ro). No entanto, a
porcentagem de imobilidade (98 — 100%) foi aindaiomauando foram
utilizadas quantidades iguais ou acima a 2,4g (RigsA). Entretanto, a
interacdo entre espécies vegetais testadas e dpddedi dos macerados foi
significativa quando avaliou-se a mortalidade dateM. incognita(P= 0,004).
Para a mostarda, todas as quantidades testadasadifeda testemunha e
atingiram niveis semelhantes de mortalidade (87%)%os d de M. incognita
J& para o nim as maiores porcentagens de mortalifi@dm obtidas nas
guantidades iguais ou acima a 2,4g do maceradoduas plantas testadas
diferiram quando utilizou-se a concentracdo de,ls2gdo que, o macerado de
mostarda proporcionou maior taxa de mortalid@®84) em comparacdo com

0 macerado de nim (51%) (Figura 4B).
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Figura 3 Nimero de galhas (A) e nimero de ovos (BMigoidogyne incognitem
raizes de tomateiro resultantes da exposicao de aefdl. incognitano solo
nas diferentes doses de macerados fresco de niostanaa incorporadas ao
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substrato em copos e posteriormente fechados heamente. Barras
indicam erro padrdo da média.
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Figura 4. Porcentual de imobilidade (A) e mortalieldB) de juvenis de segundo estadio
(%) de Meloidogyne incognitadevido a exposicdo dos &os compostos
organicos volateis emitidos por cinco doses do naalcefresco de folhas de
nim e mostarda incorporadas ao solo em copos fesh&drmeticamente.
Barras indicam erro padrédo da média.

DISCUSSAO

As curvas de progresso da imobilidade e mortalid&tiguras 1A e B)
confirmaram que a exposicao por 24 horas dos duficiente para avaliar a
toxicidade de COVs emitidos por mostarda e nimpsugmpos de exposicao
também tem sido empregado na avaliacdo de COVsddemipor coldnias
fungicas e bacterianas (Campeisal, 2010; Guet al, 2007; Huanget al,
2010). No entanto, exposi¢des desperiodos de tempo inferiores a 24 horas
ja podem imobilizar os,XFigura 1A), indicando a possibilidade deste efeit
atrasar o periodo de tempo requerido para o nesieatmmpletar seu ciclo de
vida pois ele precisa se movimentar e ser atra&ta p local de penetracéao.
Porém, neste trabalho reduces significativas moend de galhas causadas
pelos J expostos aos COVs de mostarda e nim s6 foramedifes da
testemunha a partir de 24 e 48 horas de exposigggpectivamente,
confirmando como efeito nematicida os efeitos tdxicavaliados pela
imobilidade e mortalidade nesses periodos de exmsiO maior tempo de
exposicdo requerido para o macerado de nim reduzaiimero de galhas
concorda com a baixa mortalidade degrbvocada pelos COVs do macerado
de nim em relacdo ao macerado de mostarda no tden@d horas. Reducéo na
infectividade de xJde M. incognita apds exposi¢cdo aos COVs de fungos e
bactérias por 24 horas ainda precisa ser melhqupseslo, porém, Freiret al
(2012) observaram reducdo progressiva a partiedessodo de exposicdo dos
J,aos COVs dé&usarium oxysporum

Embora a menor reducao de galhas causada ped@paktos aos COVs
de nim comparado aqueles expostos aos de mostargaave a menor taxa de
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mortalidade (Figura 1B), esta diferenca ndo foi md@rcante na reproducgdo
(numero de ovos) (Figura 2B), o que indica que gssas fisiolégicos no corpo
do } e eventos envolvidos na infectividade foram difezmente afetados pelos
COVs das duas plantas. De fato, COVs emitidos por @ mostarda tém
composicdes diferentes, destacando-se os isotaiompresentes na mostarda e
ausentes no nim (Zeringue & Bhatnagar, 1994; Siskdir& Horbowicz, 1999)
0s quais podem ter modos de acdo diferentes tantworpo do s como no
processo de infec¢do do hospedeiro.

A toxicidade in vitro de COVs emitidos por espécis brassicas
também ja foi relatada contra os fundg®ghium ultimume Rhizoctonia solani
(Charron and Sams, 199%clerotinia sclerotiorumOjaghianet al, 2012), e
Fusarium sambucinurfMaytonet al,, 1996), empregando tempos de exposi¢ao
das col6nias fungicas aos COVs de 2, 5 e 7 dias.

A reduc¢do do nimero de galhas e de ovos nos taostaiescidos nos
copos com substrato misturado com ovodvleéncognitae com o macerado
vegetal apés a retirada da cobertura plastica,romost efeito toxico dos COVs
dos macerados de nim e mostarda (Figuras 3A e®)lmmando com resultados
alcancados por Javest al (2007) e Nevegt al (2007) em que misturaram
também o tecido vegetal triturado ao solo. SeguRdobtsovaet al (2007),
para que a biofumigacdo seja eficaz € necessar® mimtura completa e
uniforme do material vegetal através do perfil ddosonde ocorrem os
nematoides alvo. A biofumigacdo com brassicas emmbomacdo com a
solarizagdo mostrou resultados positivos no comtdm fungoPyrenochaeta
lycopersici e do nematoid®leloidogynespp em tomateiro sob condi¢cdes de
casa de vegetacdo (Moret al, 2012). Wanget al (2009) quantificaram a
producdo dos compostos volateis sulfeto de metildissulfeto de dimetila
emitidos a partir da incorporacdo ao solo de nwtexiegetais, principalmente

brassicas, e verificou que a eficacia contexticillium dahliae Fusarium e
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Tylenchulus semipenetrarf®i correlacionada com a elevada concentracdo
desses volateis.

A toxicidade dos macerados de folhas frescas deeninostarda .
incognitano ensaio aqui relatado, também, foi devida ao¥<émitidos pelo
macerado somando-se as moléculas ndo volateis naritbéradas pelo tecido
vegetal. De fato, sabe-se que o nim produz a adinia a qual € uma
substéncia ndo volatil com comprovada acao nemat{tiynnet al, 2010).

O aumento da imobilidade e mortalidade daldM. incognita pelos
COVs liberados pelas quantidades de maceradosnue mhostarda e retidos
entre o0 substrato e a cobertura plastica (Figufase4B), indica que tais
compostos sdo toxicos ao nematoide. Desta formagsstados deste ensaio
sugerem que parte dos COVs toxicos a fitonematoidestidos pelas
quantidades de macerados de nim e mostarda é pesdidsolo descoberto
incorporado com esses vegetais 0 que diminui aoeflei biofumigante contra
nematoides. Lorcet al (2011) observaram maior efeito da incorporacdo de
brassicas no controle do nematoi@mbodera pallidacom cobertura plastica
comparado com incorporacdo vegetal sem coberturgoreelacionou a
toxicidade ao nematoide com a presenca do isotiatbaque é volatil e é
perdido em solo descoberto. No uso do nematicidaoat que tem o
isotiocianato de metila como principio ativo, reemmtia-se a cobertura plastica
apos sua aplicacdo (Agrofit, 2013). Outro fator gode aumentar a atividade
supressiva a patdgenos em geral, e principalmefiitenematoides é a irrigacéao
apds a incorporacdo do material vegetal trituraBBmbora ndo se tem
comprovacéao da eficacia deste procedimento no camgxposicdo de agua aos
COVs emitidos pelo fungduscodor albustornou-a téxica aM. incognita
(Grimmeet al, 2007). Vale destacar que substancias polasesnalhanca da
agua estdo presentes em COVs de nim e mostardg pomexemplo, etanol,

acetona e isbmeros de metil-butanol (dados naaidag), o que conduz a sua
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diluicdo na agua de irrigacdo. Desta forma, adgép apos a incorporacdo do
material vegetal triturado promovera a retencasutstancia toxica na dgua do
solo por mais tempo, podendo entdo alcancar o tetapexposicdo adequado
para imobilizar ou matar os fitonematoides. Matiberet al (2004) e Morra &
Kirkegaard (2002) também sugerem como fatores queeatam a atividade
supressiva da biofumigacéo a trituracdo bem feitandterial vegetal antes da
incorporacdo ao solo e umidade suficiente do solmamento da incorporagéo
dos tecidos.

Neste trabalho foi demonstrado o efeito tdéxico @@3Vs de nim e
mostarda em fungdo do tempo de exposicdo do nateatoda quantidade de
tecido vegetal na biofumigacéo containcognita concluindo que a mistura ao
substrato do macerado de nim ou mostarda trituean COVs emitidos para o
ar tem efeitos nematicidas a Ml bem como as expesidos Ja eles a partir de
24 horas. Isso representa um passo importante teihossuturos sobre manejo

de fitonematoides.
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