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RESUMO

Compostos organicos volateis (COVs) emitidos por 6rgdos vegetais podem indicar novos
nematicidas. As toxicidades a fitonematoides de emissdes volateis de Plantago major,
Physalis sp., Rosmarinus officinalis, Artemisia absinthiun, Ruta graveolens, Thymus
vulgaris, Ocimum basilicum, Coriandrum sativum, Cymbopogon nardus, Eugenia
uniflora, Momordica charantia, Ocimum gratissimum, Petiveria alliacea, Portulaca
oleracea, Amaranthus viridis, Dysphania ambrosioides, Anacardium occidentale,
Mentha piperita, Nasturtium officinale e Passiflora edulis ainda ndo haviam sido
estudadas. Para isso, inicialmente, foi realizado um screening com as plantas estudadas
individualmente, através da técnica desenvolvida com frasco Supelco™. As espécies de
plantas que apresentaram maior toxicidade aos J» de Meloidogyne incognita foram
selecionadas para estudos posteriores. Desta forma, as menores quantidades (0,2 g) dos
macerados das espécies P. edulis, N. officinale e C. nardus emitiram COVs que causaram
altas imobilidades de J>. No entanto, apenas os COVs emitidos por C. nardus e D.
ambrosioides causaram mortalidade de M. incognita. As aguas destiladas expostas aos
COVs emitidos por C. nardus, D. ambrosioides e N. officinale por 72 h causaram
imobilidades significativas em J2, porém, somente os COVs emitidos por N. officinale
causaram mortalidade significativa, quando comparados ao controle. Apds a exposicdo
dos J2aos COVs emitidos pelas 4 espécies vegetais que mais destacaram-se, foi realizada
a inoculacdo em tomateiros. Ocorreram reducdo no nimero de galhas e ovos apos 45 dias
da inoculacdo. Também foi observado reducdo no numero de galhas e ovos em
tomateiros, através do processo de biofumigacgdo, utilizando-se os macerados das 4
espécies vegetais incorporados ao substrato inoculado com ovos de M. incognita. A
andlise por cromatografia gasosa revelou a presenca de 85 moléculas emitidas por
macerados de C. nardus, D. ambrosioides, N. officinale e P. edulis, sendo feita a selecao
de 5 moléculas para testes de toxicidades, individualmente, a M. incognita. Somente 1-
Octanol, identificada na emissdo gasosa de N. officinale, apresentou atividade nematicida.

Palavras chave: Biofumigacdo. Nematoide das galhas. COVs de plantas. Bioprospeccéao.



ABSTRACT

Volatile organic compounds (VOCs) emitted by plant organs may indicate new
nematicides. Phytonematoids toxicities of volatile emissions of Plantago major, Physalis
sp., Rosmarinus officinalis, Artemisia absinthiun, Ruta graveolens, Thymus vulgaris,
Ocimum basilicum, Coriandrum sativum, Cymbopogon nardus, Eugenia uniflora,
Momordica charantia, Ocimum gratissimum, Petiveria alliacea, Portulaca oleracea,
Amaranthus viridis, Dysphania ambrosioides, Anacardium occidentale, Mentha piperita,
Nasturtium officinale and Passiflora edulis had not yet been evaluated. To do this,
initially, a screening was performed with the plants individually studied, through the
technique developed with Supelco™ flask. The plant species that showed the highest
toxicity to J> of Meloidogyne incognita were selected for further studies. Thus, as smaller
amounts (0,2 g) of P. edulis, N. officinale and C. nardus macerates emitted VOCs that
caused high immobility of J.. However, only the VOCs emitted by C. nardus and D.
ambrosioides caused mortalities of M. incognita. The distilled water exposed to VOCs
emitted by C. nardus, D. ambrosioides and N. officinale for 72 hours caused significant
immobility in J2, however, only VOCs emitted by N. officinale caused significant
mortality when compared to control. After an exposure of the J, to the VOCs emitted by
the 4 most stood out plant species, an inoculation was carried out in tomatos. The number
of galls and eggs after 45 days of inoculation were reducted. It was also observed
reducement int the number of galls and eggs in tomatoes, through the biofumigation
process, by using the macerated of the 4 plant species incorporated to the substrate
inoculated with eggs of M. incognita. Gas chromatographic analysis revealed the
presence of 85 molecules emitted by macerated of C. nardus, D. ambrosioides, N.
officinale and P. edulis, and 5 molecules were selected for toxicity tests to, M. incognita,
individually. Only 1-octanol, identified in the gas emission of N. officinale, showed
nematicidal activity.

Keywords: Biofumigation. Root knot nematode. Plants VOCs. Bioprospecting.
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PRIMEIRA PARTE
1. INTRODUCAO

A agricultura é o setor com maior crescimento na economia brasileira. E responsavel
por 23,5% do Produto Interno Bruto (PIB), além de gerar 93 mil empregos diretamente,
contribuindo com o desenvolvimento socioeconémico do pais (CONFEDERACAO DA
AGRICULTURA E PECUARIA DO BRASIL - CNA, 2017). Dessa forma, o Brasil é
considerado um dos principais paises com destaque no agronegocio mundial, sendo o
terceiro maior exportador de produtos agricolas, superado apenas pelos Estados Unidos e
pelos paises que compdem a Unido Europeia (ORGANIZACAO MUNDIAL DO
COMERCIO - OMC, 2017). Portanto, é necessario que o setor agropecuario nacional
busque cada vez mais aumentar a sua produtividade. Porém, um fator relevante no
decréscimo da produtividade é o ataque de pragas e doencas, que em muitos casos limitam
a producdo e podem causar perda de qualidade e seguranca dos produtos agricolas
(MONTESINOS, 2007, p. 1).

O controle quimico tem sido uma estratégia de manejo de pragas e doencas
economicamente viavel, causando efeito imediato e ajudando a reduzir as perdas na
produtividade (COOPER; DOBSON, 2007). No entanto, grande parte dos produtos
disponiveis no mercado, principalmente os nematicidas, apresentam alta toxicidade ao
homem e ao meio ambiente, ocorrendo a retirada de alguns deles, como ocorreu com o
aldicarb em 2012 (AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA - ANVISA,
2012; PASSOS; REIS, 2013).

Ainda é limitada a introducdo de novos produtos para substituir os nematicidas
retirados do mercado, sendo que poucas moléculas novas foram produzidas apos 1970
(MCCARTER, 2008, p. 240). A dificuldade de se encontrar novas moléculas com
atividade nematicida se depara com novas barreiras impostas pela sociedade e pela
ecologia, pois precisam ser menos toxicas aos animais e ndo deixar nenhum residuo nos
alimentos. (JARDIM et al., 2017). Assim, nos ultimos anos houve intensificacdo de
pesquisas por novas moléeculas toxicas a fitopatogenos em plantas e residuos vegetais
(SILVA, 2016, p. 8).

Surgiram assim, relatos na literatura que mostram o efeito de moléculas de diferentes
especies vegetais contra fitopatogenos (SANTOS et al, 2013; BADAWY;
ABDELGALEIL, 2014; REGNIER et al., 2014; NEERAJ et al., 2017), destacando-se 0s
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compostos organicos volateis (COVs) que sdo toxicos a microrganismos, como por
exemplo, os fitonematoides e respondem positivamente aos anseios da sociedade, pois
aparentemente nao deixam residuos nos alimentos apos aplicacdo (CABONI et al., 2013;
BARROS et al., 2014a; JARDIM et al;, 2017). De fato, as plantas produzem mais de 1700
COVs (KNUDSEN; GERSHENZON, 2006) que contribuem para sua defesa atuando
como substancia antimicrobiana ou atraindo agentes de controle biolégico (DUDAREVA
et al., 2006).

A identificacdo por cromatografia gasosa das emissdes volateis toxicas a
fitopatdgenos aumentaram bastante na Gltima década (JARDIM et al., 2008; CAMPOS;
PINHO; FREIRE, 2010; BAI; LIU; LIU, 2011; CABONI et al., 2012, 2013; AGUIAR et
al., 2014; AISSANI et al., 2015; SILVA et al., 2017), sendo relatadas varias moléculas
toxicas a fitonematoides (BAI; LIU; LIU, 2011; FIALHO et al., 2012; AISSANI, et al.,
2015; TERRA et al., 2018). Os testes com moléculas volateis avancaram de testes in vitro
para testes in vivo em casa de vegetacdo e campo, incluindo os trabalhos com
biofumigacdo e agua toxica pela exposicdo aos volateis (BARROS et al., 2014a, 2014b;
LOPEZ et al., 2017a, 2017b; JARDIM et al., 2017; TERRA et al., 2017).

Também nos Gltimos anos foram desenvolvidas técnicas para testes de compostos
volateis utilizando, por exemplo, o tubo Supelco™, muito empregado para anélise de
amostras por cromatografia gasosa (BARROS et al., 2014a). Outra técnica foi
desenvolvida para estudar os efeitos exclusivos dos volateis aprisionados na superficie da
mistura de solo com substrato da fonte emissora, no processo de biofumigacdo (BARROS
et al., 2014a, 2014b; LOPEZ et al., 2017a). Como novidade para a Nematologia, 0
fitonematoide teste é sempre introduzido na camara de gas, ja formada, através de uma
seringa. Esse novo método abriu caminho para estudos de sensibilidade do fitonematoide
a rapida exposicéo ao volatil (BARROS et al., 2014a, 2014b; LOPEZ et al., 2017a, 2017b;
SILVA et al.,, 2017; TERRA et al., 2017, 2018). Ademais, essas moléculas poderiam ser

sintetizadas como nematicidas no mercado.

Considerando a alta demanda da sociedade por alimentos, além das perdas de
producdo que os fitopatdgenos podem causar, objetivou-se neste trabalho encontrar
compostos organicos volateis de plantas toxicos a Meloidogyne incognita, com menor

impacto para o ambiente e a saude humana.
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2. REFERENCIAL TEORICO
2.1.Importancia e manejo dos fitonematoides

Os fitonematoides sdo parasitas de tecidos vegetais, principalmente de raizes, capazes
de causarem diferentes niveis de danos, podendo levar as plantas a morte (FERRAZ;
BROWN, 2016). J& foram descritas mais de 1400 espécies de fitonematoides, muitas
delas responséveis por perdas quantitativas e qualitativas dos alimentos, com prejuizos
na producdo de culturas estimados em 157 bilhGes de ddlares anualmente para a
agricultura mundial (ABAD et al., 2008; JONES et al., 2013). Dentre os fitonematoides,
destaca-se 0 género Meloidogyne com 98 espécies conhecidas que parasitam quase todas
as plantas cultivaveis através da formacdo de sitios de alimentacdo no tecido vegetal,
formando galhas e alterando a fisiologia da planta (JONES et al., 2013; MACHADO,
2014, p. 26). As espécies de Meloidogyne sdo consideradas fitonematoides de maior
importancia mundial, principalmente nas regides tropicais, com as espécies M. incognita,
M. javanica, M. arenaria e M. hapla, causando maiores prejuizos (MACHADO, 2014, p.
28; FERRAZ; BROWN, 2016).

O controle de fitonematoides é um dos mais dificeis de se realizar em comparacédo
com outros fitopatdgenos, ja que é praticamente impossivel erradica-los da lavoura
infestada. A forma de controle mais empregada sdo os produtos quimicos, porém grande
parte dos nematicidas disponiveis no mercado tém a eficiéncia questionada pelos
produtores, além de poluirem o meio ambiente e serem toxicos a humanos e animais
(ANVISA, 2012). No entanto, os métodos de controle sdo variados, dentre eles, podem
ser utilizados cultivares resistentes, controle biolégico, rotagdo de culturas com plantas
ndo hospedeiras, alqueive Umido e solarizacdo do solo (ARAUJO; BRAGANTE;
BRAGANTE, 2012). Porém, nem sempre essas técnicas sdo efetivas ou aplicaveis a
diversas culturas ou regides (OKA, 2014, p. 1851; FERRAZ; BROWN, 2016). Dessa
forma, muitos pesquisadores passaram a estudar estratégias para o controle de
fitonematoides baseados em substancias fitoquimicas no intuito de desenvolver
nematicidas obtidos de produtos derivados de plantas (CHITWOOD, 2002, p. 223;
NTALLI; CABONI, 2012).

Ja foram relatadas muitas substancias com propriedades nematicidas produzidas por

plantas antagbnicas (FERRAZ; FREITAS, 2004), em que o0 uso delas no controle de
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fitonematoides pode ser explorado através da adubacdo verde, biofumigacgdo, 6leos
essenciais e extratos vegetais. Algumas plantas das familias Asteraceae, Fabaceae,
Brassicaceae e Poaceae estdo entre as mais estudadas em relacdo as propriedades
antagobnicas aos fitonematoides, com utilizacdo em rotacéo de culturas e incorporac¢ao no
solo (INOMOTO, 2008, p. 5; AIRES et al., 2009; SILVA, 2011, p. 83). O género Tagetes
da familia Asteraceae é um dos mais estudados no controle alternativo de fitonematoides,
podendo ser utilizado em rotacédo de culturas, consorciacao, incorporados ao solo ou até
mesmo aplicado na forma de extrato aquoso, como relatado por Ferreira, Silva e
Nascimento (2013), onde a ecloséo de J» de M. incognita foi reduzida em 91%. Diferentes
espécies e variedades da familia Poaceae também tém sido exploradas no controle de
fitonematoides, principalmente de Meloidogyne spp. Carneiro et al. (2006) avaliaram a
resisténcia de treze espécies de gramineas a Meloidogyne spp. e observaram que entre as
plantas estudadas, apenas Eleusine indica ndo foi resistente a M. incognita e M.

paranaensis.
2.2.Algumas Plantas com efeito nematicida

Plantas medicinais e aromaticas também apresentam acdo nematicida, sendo que a
sua utilizacdo no controle desses patdgenos é explorada principalmente através de 6leos
essenciais e extratos. Oleos essenciais de alecrim pimenta (Lippia sidoides), citronela
(Cymbopogon winterianus), alecrim (Rosmarinus officinalis), alho (Allium sativum),
tomilho (Thymus vulgaris) mostraram eficiéncia no controle de nematoides (MOREIRA
et al., 2015; MATTEI et al.,, 2014; CETINTAS; YARBA, 2010). Dessa forma, é
importante identificar os compostos organicos produzidos pelas plantas e que podem
atuar no metabolismo secundario com atividade de fitoprotecdo, atracdo de polinizadores
e adaptacdo ambiental (TAIZ; ZIEGER, 2004). E podem demonstrar ainda acdo
nematicida de seus compostos organicos volateis (COVs) (DALLEMOLE-GIARETTA
et al., 2009; BARROS et al., 2014a; AISSANI et al., 2015).

2.2.1. Erva de Santa Maria — Dysphania ambrosioides

D. ambrosioides, conhecida popularmente como Erva de Santa Maria (ESM) ou
Mastruz, é uma planta medicinal utilizada para tratar problemas digestivos e respiratorios.
Possui propriedades anti-inflamatdrias, antimicrobiana, anti-helmintica, sendo utilizada

na medicina veterinaria para o controle de verminoses, e antifingica atuando no controle
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de fungos como Aspergillus, Colletotrichum e Fusarium (JARDIM et al., 2008;
OLIVEIRA; FERREIRA; BARROSO, 2014).

Ha relatos na literatura sobre o efeito nematicida de ESM a diferentes espécies de
fitonematoides, principalmente quando utilizado o seu extrato e 6leo, ou quando a planta
é incorporada no solo. Mello, Machado e Inomoto (2006) observaram que a mortalidade
da populagéo de Pratylenchus brachyurus foi maior quando utilizaram extrato de ESM
em comparacdo com o controle quimico (aldicarb). J& Corbani e Mazzonetto (2013)
observaram a reducdo de galhas e ovos em plantas de tomate (Solanum lycopersicum)

quando aplicado extrato aquoso de ESM no solo.

A planta possui metabolitos secundarios como compostos fenolicos, catequinas,
esteroides, flavononas, taninos e triterpenoides, sendo considerados os principios ativos
responsaveis por suas propriedades terapéuticas (OLIVEIRA; FERREIRA; BARROSO,
2014). Dentre eles, existem os compostos volateis cuja composi¢ao quimica emitida por
ESM ¢é formada majoritariamente por ascaridol além de outros compostos como p-
cimene, isoascaridol, a-pineno e a-terpineno. Porém, ha relatos de que a sua composi¢do
pode sofrer influéncia de processos bioquimicos, fisiologicos, ecoldgicos e evolutivos.
Na Nigéria, por exemplo, o a-terpineno € considerado o componente principal no éleo
essencial da planta, enquanto que no Brasil, o ascaridol é encontrado em maior quantidade
(SA; SOARES; RANDAU, 2015).

O ascaridol pertence a classe dos monoterpenos biciclicos e seu efeito antiparasitario
ocorre devido a acdo inibitoria de parasitas intestinais, fazendo com que 0s mesmos se
desprendam do tecido no qual est&o inseridos. E um composto ativo contra nematelmintos
qgue infectam humanos, animais e algumas plantas (OLIVEIRA; FERREIRA;
BARROSO, 2014). Torres et al. (2008) avaliaram o efeito de ascaridol, emitido por
Croton regelianus, sobre M. incognita, obtendo resultado positivo de controle. Também,
Bai, Liu e Liu (2011), relataram que (Z)-ascaridol possui alta atividade nematicida contra

M. incognita, sem avaliarem o efeito de emissdes volateis de ESM.

Trabalho recente, como o de Martins e Santos (2016), mostra a eficiéncia in vitro e in
vivo de ESM no controle de M. incognita, sem estudar o efeito de COVs. Neste estudo,
juvenis de segundo estadio (J2) foram expostos por 48 horas ao extrato aquoso de folhas
de ESM na concentracao de 5%, ocorrendo a inativagdo de 100% da populagéo e apds 24
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horas ocorreu a mortalidade total dos J.. A auséncia de galhas nas raizes de tomateiros

inoculados confirmou o efeito toxico do extrato.

Apesar de existirem trabalhos na literatura sobre o efeito nematicida de ESM e sobre
a sua composi¢do quimica, ainda faltam estudos que relatem o efeito das emissées gasosas
produzidas pelo macerado das folhas de ESM no controle de fitonematoides, bem como
a composicao dessas emissdes e a toxicidade de cada molécula emitida @ M. incognita.

2.2.2. Citronela — Cymbopogon nardus

C. nardus é uma planta originada do Ceil4o e da india que pertence a familia Poaceae
(SEIXAS et al., 2011). E popularmente conhecida por seu efeito repelente a insetos, além
de ser utilizada por industrias farmacéuticas, cosméticas e como cha calmante e digestivo.
Possui propriedades antifingicas, antissépticas e antibacterianas e o seu 6leo tem como
constituintes majoritarios citronelal, citronelol e geraniol (SHASANY et al., 2000;
CASTRO et al., 2010, WEI; WEE, 2013).

O citronelal € um monoterpenoide responsavel pelo aroma acentuado de limdo do
6leo de citronela. E usado para a sintese de compostos denominados de iononas e na
sintese de vitamina A, além de ser utilizado pelas industrias de cosméticos (CASTRO et
al., 2010; MELO et al., 2010; SAIBABU et al., 2017). Possui propriedades repelentes e
antifungicas, tendo relatos da sua eficiéncia no controle de fungos fitopatogénicos como
Aspergillus sp., Fusarium subglutinans, Pyricularia grisae, Colletotrichum musae
(SEIXAS et al., 2011; AGUIAR et al., 2014). Também ha trabalhos sobre a sua atividade
nematicida, apenas estudado in vitro, no controle de M. incognita e Bursaphelenchus
xylophilus (ECHEVERRIGARAY; ZACARIA; BELTRAO, 2010; CHOI et al., 2007).

Assim como o citronelal, o citronelol é um composto aromatico de interesse para
industrias farmacéuticas e cosméticas, com caracteristicas antibacterianas, antifingicas,
anti-espamddicas e anticonvulsivante (BRITO et al.,, 2012). Existem estudos que
evidenciam o efeito de citronelol no controle de nematoides. Abdel-Rahman, Alaniz e
Saleh (2013) utilizaram o nematoide modelo Caenorhabditis elegans para testar a
atividade nematicida de fitoterpenoides, sendo que alguns dos compostos que
apresentaram melhor resultado foram carvacrol, timol, a-terpineno e citronelol.

Citronelol também foi efetivo no controle in vitro de Pratylenchus penetrans e M.
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javanica, causando a mortalidade de 87 e 100% da populacdo, respectivamente (TSAO;
YU, 2000; ANDRES et al., 2012).

Ja o geraniol é um monoterpeno com aparéncia de um 6leo amarelado insoltvel em
agua, poréem soltvel na maioria dos solventes organicos. Possui odor caracteristico de
rosa, sabor citrico agradavel e por isso é considerada uma das principais moléculas
utilizadas pelas industrias de cosméticos. Além disso, apresenta propriedades inseticidas,
repelentes, terapéuticas, com potencial para o desenvolvimento de remédios contra o
cancer, antimicrobianas e anti-helminticas (MULLER et al., 2009; CHEN; VILJOEN,
2010; CHO et al., 2016).

O uso de geraniol no controle de fitonematoides é bastante estudado (PARK et al.,
2007; ECHEVERRIGARAY; ZACARIA; BELTRAO, 2010; ANDRES et al., 2012;
ABDEL-RAHMAN; ALANIZ; SALEH, 2013). Ntalli et al. (2011) observaram que o
sinergismo entre trans-anetol e geraniol causou a mortalidade de juvenis de segundo
estadio de M. incognita. Entre os 28 compostos presentes nos 6leos de T. vugaris testados
no controle de B. xylophilus, geraniol apresentou alta atividade nematicida (KONG et al.,
2007).

Apesar de existirem trabalhos sobre o efeito nematicida dos trés principais
componentes de citronela, ainda ndo ha muitos estudos que relatem o controle de
nematoides com as outras moléculas volateis que estdo presentes na sua composi¢do em
menor intensidade. Além disso, a composi¢do quantitativa e qualitativa dos metabdlitos
secundarios da planta pode ser modificada de acordo com a idade, reproducéo,
horménios, estacbes do ano, horas do dia e condi¢Ges de cultivo (CASTRO et al., 2010),

0 que justifica estudos em outras condi¢Ges de crescimento da planta.

2.2.3. Agrido — Nasturtium officinale

O agrido, pertence a familia das brassicas e é comercializado principalmente fresco,
sendo bastante apreciado na culinaria em saladas, sopas, sucos e outras receitas. Também
é utilizado como planta medicinal por ser rico em vitaminas, minerais e isotiocianatos
com propriedades antioxidantes, anticarcinogénicas e antimicrobianas (CRUZ; VIEIRA;
SILVA, 2008; POURHASSAN-MOGHADDAM et al., 2014).

Ainda ndo h& muitos estudos sobre o uso de agrido no controle de doengas de plantas,

porém alguns trabalhos ja apontam que o extrato de folhas de agrido possui efeito contra
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alguns fitopatdgenos testados. Iseri et al. (2014) observaram que o extrato de agrido foi
eficiente no controle in vitro de Xanthomonas vesicatoria, Pseudomonas syringae pv.
Tomato e Pectobacterium carotovorum. A inibicdo do crescimento de micélios de
Fusarium solani in vitro também ocorreu com o uso de seu extrato alcéolico (NIKAN;
KHAVARI, 2014).

No controle de fitonematoides, alguns estudos mostram a atividade nematicida de
folhas de agrido sobre Globodera rostochiensis e Meloidogyne hapla através de extratos
aquosos e Globodera pallida através da biofumigacdo (AIRES et al., 2009; LORD et al.,
2011; ZAHRADNIKOVA:; PETRIKOVA, 2012). No entanto, varios trabalhos relatam o
efeito de glucosinolatos e seus derivados, que sdo metabolitos secundarios produzidos por
brassicas neste controle (SERRA et al., 2002; AIRES et al., 2009; CABONI et al., 2012).

Os glucosinolatos sdo compostos sulfurosos produzidos por brassicas e quando
hidrolizados pela enzima mirosinase, produzem compostos com atividade nematicida e
fungicida, como o volatil isotiocianato (LAZZERI et al., 2004; BONES; ROSSITER,;
2006; OJAGHIAN et al., 2012). Zassada e Ferris (2003) observaram que isotiocianato de
2-feniletilo e isotiocianato de fenilo foram eficientes no controle de M. javanica e
Tylenchulus semipenetrans. No entanto, outras moléculas volateis também podem estar
relacionadas com o efeito toxico a fitonematoides sendo, portanto, necessario estuda-las

e testa-las.

2.2.4. Maracuja — Passiflora edulis

P. edulis, popularmente conhecido como maracuja azedo, é nativo do Brasil e bastante
utilizado principalmente pela industria alimenticia na producdo de sucos e polpas,
gerando 54 mil toneladas de subprodutos descartados anualmente, incluindo sementes e
cascas (VARGAS et al., 2013; SANTOS et al.,, 2015). A planta também possui
propriedades terapéuticas, anti-inflamatdrias, antioxidantes e é utilizada como calmante
e sedativo (ZUCOLOTTO et al., 2009; SILVA et al., 2013). A casca e semente do
maracuja, residuos da industria de sucos, podem apresentar propriedades de interesse
tecnoldgico e bioldgico (MARTINEZ et al., 2012), sendo que mais de 75% deste residuo
poderia ser transformado em ingrediente com propriedades bioativas para industria
farmacéutica (ARVANITOYANNIS, 2008, p. 6).

H& poucos estudos que relatam o uso desses residuos no controle de fitopatdgenos.

Xavier (2011, p. 60) observou que extratos da casca de maracuja induziram resisténcia
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em plantas de tomate contra Xanthomonas vesicatoria através da ativacdo de enzimas de
defesa. Peptideos que foram isolados da semente de maracuja inibiram o crescimento de
F. oxysporum e Aspergillus fumigatus (PELEGRINI, 2007, p 24). Ja o Gleo extraido da
semente foi eficiente no controle de Colletotrichum lindemuthianum (SILVA et al.,
2014). Portanto, existe potencial tanto da casca quanto da semente de maracuja, que séo
descartadas pelas industrias, no manejo de patdgenos de plantas, sendo necessario a

realizacéo de estudos com outros fitopatdgenos, como por exemplo, os fitonematoides.

2.3. O que sdo compostos organicos volateis e a toxicidade a fitonematoides

Compostos organicos volateis (COVs) sdo moléculas com até 20 4tomos de carbono
que, por terem alta pressdo de vapor, sdo capazes de se dispersar no ar € no solo
(PICHERSKY; NOEL; DUDAREVA., 2006). Os COVs no controle de fitopatdgenos
tém merecido énfase na Ultima década com avancos consideraveis em técnicas e modo de
acdo (CAMPOS; PINHO; FREIRE, 2010; BARROS et al., 20144, 2014b; TERRA et al.,
2017, 2018). Por exemplo, trabalhos tém relatado o efeito nematicida de COVs
produzidos por fungos e bactérias (FREIRE et al., 2012; XU et al., 2015; PIMENTA et
al., 2017; LOPEZ et al., 2017b; TERRA et al., 2017, 2018), torta de algodio, torta de
semente de camélia, vapores de etanol (LOPEZ et al., 2017a; YANG et al., 2015; SILVA
et al., 2017) e também emissdes gasosas do extrato e Oleos essenciais de plantas
(BARROS et al, 2014a, 2014b; JARDIM et al., 2017),

Estima-se que mais de 1700 COVs sdo produzidos por plantas (KNUDSEN;
GERSHENZON, 2006). Contudo, a acdo de muitos deles no controle de nematoides ainda
precisam ser esclarecidas. Aissani et al. (2015) avaliaram o efeito de COVs presentes em
6leo essencial de racula (Eruca sativa) e observaram que compostos como erucina,
isotiocianato de pentilo e hexil isotiocianato apresentaram toxicidade a M. incognita.
Jardim et al. (2017) observaram que cinamaldeido, presente em Gleo essencial de canela
(Cinnamomum cassia), controla M. incognita em plantas de soja (Glycine max). Faria et
al. (2016) relataram o efeito de Oleos essenciais de arruda (Ruta graveolens) e segurelha-
das-montanhas (Satureja montana) na reducdo da populacdo de Meloidogyne em batata
(Solanum tuberosum) e identificaram varias moléculas volateis emitidas pelos 6leos

através de cromatografia gasosa.

Tem sido pesquisado o efeito de COVs emitidos por alguns macerados vegetais em

fitonematoides. Barros et al. (2014a) relataram a agdo nematicida de COVs emitidos por
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macerado aquoso e macerado fresco de nim (Azadirachta indica) e mostarda (Brassica
juncea), causando imobilidade e mortalidade de J. de M. incognita. Silva (2012, p. 45)
observou, in vitro, que COVs emitidos por macerados aquosos e frescos de inflorescéncia
de brocolis (Brassica oleracea var. italica), folhas de pimenta-do-reino (Piper nigrum) e
citronela (C. nardus), sementes de girassol (Helianthus annus) e castanha do Para
(Bertholletia excelsa) foram toxicos a J> de M. incognita. Em ambos os trabalhos, os
autores observaram que a toxicidade dos COVs sempre foi mais elevada no macerado

fresco do que no aquoso.

Ainda é grande o nimero de espécies vegetais ndo testadas com relacdo a producéao
de moléculas toxicas a fitonematoides atraves de COVs. Assim, novos estudos de selecédo
de plantas e identificacdo de COVs emitidos por vegetais visando o controle de
nematoides ainda irdo surgir nos proximos anos. Moléculas volateis, no futuro, podem se

tornar nematicidas para a agricultura.
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ARTIGO 1
Compostos organicos volateis emitidos por plantas medicinais no controle de

Meloidogyne incognita

Marcela de Freitas Silva?, Vicente Paulo Campos®”, Aline Ferreira Barros?, Marcio
Pozzobon Pedroso®, Julio Carlos Pereira da Silva?, Fabiola de Jesus Silva?, Jilio César

Justino?
RESUMO

Compostos organicos volateis (COVs) toxicos a fitonematoides sdo encontrados em
algumas plantas. Porém, ainda sdo desconhecidos os efeitos de emissfes gasosas das
dezoito plantas estudadas neste trabalho a J> de Meloidogyne incognita. Portanto, foi
realizado um screening com as plantas, para selecionar aquelas com maior toxicidade a
M. incognita, para estudos posteriores. Para isso, utilizou-se um método que permitiu o
contato apenas pelo ar, dos COVs dos macerados das espécies aqui estudadas com 0s Jz
de M. incognita. Quinze espécies de plantas emitiram COVs com efeito nematostatico
aos Jo. Porém, somente os COVs emitidos por Cymbopogon nardus e Dysphania
ambrosioides apresentaram efeito nematicida. O aumento das quantidades dos macerados
de C. nardus e D. ambrosioides emitiram COVs que causaram alta imobilidade dos J e,
apenas para C. nardus, alta mortalidade. As dguas expostas aos COVs produzidos pelas
duas espeécies foi toxica aos Jo, causando sua imobilidade. Apos a exposi¢cdo dos J2 aos
COVs emitidos por C. nardus e D. ambrosioides e inoculagdo em tomateiros, ocorreram

reducdes no numero de galhas e ovos. Também houve reducdo na infectividade e
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reproducdo em tomateiros, através do processo de biofumigacéo, utilizando-se a mistura
dos macerados de C. nardus e D. ambrosioides com substrato e ovos de M. incognita.
Foram identificados por GC-MS, 45 e 26 compostos emitidos por C. nardus e D.
ambrosioides, respectivamente. C. nardus e D. ambrosioides emitem COVs toxicos a M.
incognita diretamente ou através da biofumigacdo, os quais podem ser dissolvidos na

agua e atuarem por mais tempo nos fitonematoides.

Palavras-chave: Nematoide das galhas. Cymbopogon nardus. Dysphania ambrosioides.

Biofumigacao.

Volatile organic compounds emitted by medicinal plants in the control of

Meloidogyne incognita

ABSTRACT

Volatile organic compounds (VOCs) toxic to phytonematodes are found in some plants.
However, the effects of gaseous emissions from the eighteen plants studied in this work
are still unknown to J> of Meloidogyne incognita. Therefore, a screening with the plants
was carried out to select those with higher toxicity to M. incognita for further studies. To
do this, the method used only allowed air contact between, the VOCs of the macerates of
the species studied here and the J> of M. incognita. Fifteen species of plants emitted VOCs
with a nematode effect to Jo. However, only VOCs emitted by Cymbopogon nardus and
Dysphania ambrosioides showed nematicidal effect. Increased amounts of macerated C.
nardus and D. ambrosioides emitted VOCs that caused high immobility of J> and, for C.
nardus only, high mortality. The waters exposed to VOCs produced by both species were
toxic to Jo, causing their immobility. After exposure of the J> to VOCs emitted by C.
nardus and D. ambrosioides and inoculation in tomato plants, there were reductions in

the number of galls and eggs. Moreover, there was a reduction in infectivity and
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reproduction in tomatoes, through the biofumigation process, using the macerated
mixture of C. nardus and D. ambrosioides with substrate and eggs of M. incognita. GC-
MS procedure identified, 45 and 26 compounds emitted by C. nardus and D.
ambrosioides, respectively. C. nardus and D. ambrosioides emit VOCs toxic to M.
incognita either directly or through biofumigation, which can be dissolved in water and

act longer on phytonematodes.

Keywords: Root-knot nematode. Cymbopogon nardus. Dysphania ambrosioides.

Biofumigation.
1. INTRODUCAO

Fitonematoides sdo parasitas de plantas capazes de causarem prejuizos de US$ 157
bilhdes para agricultura mundial, chegando a 14,6% de perdas na producdo agricola em
regides tropicais e subtropicais (ABAD et al., 2008; NICOL et al., 2011). Os principais
géneros de nematoides relacionados a essas perdas agricolas sdo Meloidogyne,
Heterodera e Pratylenchus, sendo Meloidogyne spp. considerados os fitonematoides de

maior importancia econdmica mundial (MACHADO, 2014).

O controle quimico é o principal método empregado no manejo de fitonematoides.
No entanto, a maioria dos nematicidas comerciais degrada o meio ambiente e apresenta
efeitos toxicos a humanos e animais (SOUSA et al., 2014). Moléculas nematicidas menos
toxicas ao ambiente e a saide humana continuam sendo buscadas para integrar estratégias
de manejo mais sustentaveis, como rotacao de culturas com plantas ndo hospedeiras ou
antagbnicas (MORAES, et al., 2006; INOMOTO, 2008; OSEI et al., 2011; SANTANA

etal., 2012).

O uso de plantas antagdnicas no controle de nematoides pode ser realizada através da

biofumigacgéo. Neste processo, os tecidos vegetais sdo triturados e incorporados no solo,
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que recebe uma cobertura plastica, ocorrendo a liberacdo de substancias volateis e nao
volateis, que podem atuar sinergicamente ou ndo. Por este processo, as substancias
volateis ndo sdo perdidas para a atmosfera, podendo aumentar a eficiéncia de controle
(NEVES et al., 2007). Algumas moléculas volateis apresentam acdo nematicida, como os
isotiocianatos, produzidos por bréssicas e sementes de mamao, entre outras moléculas

(KERMANSHAI et al., 2001; BONES e ROSSITER, 2006; OJAGHIAN et al., 2012).

Na biofumigacdo é relevante a acdo da microbiota, sendo que a sua associa¢do com
os residuos vegetais torna as emissfes volateis 11 vezes mais toxicas a fitonematoides,
comparado com os residuos esterilizados (GRAY et al., 2010). Recentemente, foi
desenvolvida uma técnica que permite testar o efeito isolado dos COVs emitidos na
biofumigacéo, possibilitando o aprisionamento deles na superficie da mistura de solo e
substrato com a fonte emissora, sendo feita a introducdo do fitonematoide somente
quando a cAmara de gés ja estiver formada (BARROS et al., 2014a; LOPZES et al.,
2017a). Compreender o processo de biofumigacao, ajuda a melhorar sua eficiéncia como
método de controle (LORD et al., 2011). Outro aspecto da rizosfera é o papel da agua do
solo como veiculo de movimentagdo de moléculas no processo de biofumigagdo. Alguns
COVs ficam retidos na agua devido a sua dissolucdo, prolongando o seu efeito e evitando
perdas para a atmosfera (MARTINS et al., 2013; SILVA et al., 2017; TERRA et al.,

2017).

Desta forma, o efeito toxico dos COVs emitidos por espécies vegetais isoladamente
ou em mistura pode ser promissor na busca de futuros nematicidas para 0 mercado.
Pesquisas tém revelado o efeito isolado de compostos volateis emitidos por
microrganismos, tecidos vegetais e vapores de etanol no controle de fitonematoides tanto
“in vitro” quanto “in vivo” (FREIRE et al., 2012; BARROS et al., 2014b; LOPEZ et al.,

2017a, 2017b; SILVA et al., 2017).
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As espécies vegetais Cymbopogon nardus e Dysphania ambrosioides sdo conhecidas
como plantas medicinais com 0s nomes populares, respectivamente, citronela e erva-de-
santa-maria. Algumas de suas atividades nematicidas sdo conhecidas através do uso de
6leos essenciais e extratos aquosos (ECHEVERRIGARAY et al., 2010; BAl et al., 2011;
ANDRES et al., 2012; CORBANI e MAZZONETTO, 2013; MARTINS e SANTOS,
2016.). No entanto, ainda s&o desconhecidos os efeitos dos COVs emitidos por macerados
de folhas frescas de C. nardus e D. ambrosioides, bem como, a atuacdo deles no processo
de biofumigacdo e na dissolucdo em &gua por exposicdo. O conhecimento desses
compostos pode, no futuro, levar a sintese de moléculas para substituir nematicidas

altamente toxicos no mercado, além de atender os sistemas agroecol6gicos.

Portanto, neste trabalho, foi realizado um screening com diversas espécies de plantas,
a fim de selecionar aquelas com emissdes volateis mais tdxicas a M. incognita e
porteriormente estudar a retencdo dos seus COVs pela &gua e o efeito dos COVs na

biofumigacéo.
2. MATERIAL E METODOS
2.1. Obtencdo do indéculo de M. incognita

Populacdes puras de M. incognita foram multiplicadas em plantas de tomate cultivar
Santa Clara® durante 60 dias em casa-de-vegetacdo. Ao final, ovos do nematoide foram
extraidos de raizes com galhas conforme técnica de Hussey e Barker (1973) e colocados
em camara de eclosdo a 28°C. Os J2 eclodidos nas primeiras 24 h foram descartados e,

aqueles eclodidos em 48 h foram utilizados nos ensaios.
2.2. Coleta de material vegetal e preparo de macerados

Folhas de transagem (Plantago major), fisalis (Physalis sp.), alecrim (Rosmarinus

officinalis), losna (Artemisia absinthium), arruda (Ruta graveolens), tomilho (Thymus
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vulgaris), manjericdo-de-folha-larga (Ocimum basilicum), coentro (Coriandrum
sativum), citronela (Cymbopogon nardus), pitanga (Eugenia uniflora), meldo-de-séo-
caetano (Momordica charantia), alfavaca-cravo (Ocimum gratissimum), guiné (Petiveria
alliacea), beldroega (Portulaca oleracea), caruru (Amaranthus viridis), erva de santa
maria (Dysphania ambrosioides), cajueiro (Anacardium occidentale) e horteld-pimenta
(Mentha piperita) foram coletadas aproximadamente as 7 h da manhd em Lavras, MG,
Brasil. Amostras de folhas de cada espécie vegetal foram desinfestadas superficialmente
com hipoclorito de sodio (2%) por 1 minuto, seguido de trés lavagens em agua destilada
e utilizadas para o preparo do macerado fresco. O excesso de agua foi elimindado com
papel toalha e o material vegetal foi colocado em almofariz, macerado com pistilo sem
adicdo de &gua. O material macerado foi imediatamente utilizado na conducdo dos

ensaios.

2.3. Screening de plantas medicinais que emitem COVs toxicos a J2 de M.

incognita

O macerado vegetal (1,5 g) foi colocado na superficie de areia autoclavada (35 Q)
contida em frascos Supelco™ (80 cm x 28 mm, Sigma-Aldrich, Bellefonte, PA, USA)
esterilizados, seguido da adi¢do de agua destilada (2 mL), conforme Barros et al. (2014b).
Como controle, frascos sem material vegetal receberam 2 mL de dgua sobre a areia. Um
microtubo (1,5 mL) esterilizado e sem tampa foi imerso até a sua metade na areia de cada
frasco. Os frascos foram imediatamente vedados com uma tampa rosqueada e mantidos
a 25°C por 72 h para a emissdo e acumulo dos COVs. Ao final, uma suspensdo (1 mL)
com cerca de 200 J> de M. incognita foi injetada dentro do microtubo, por meio de uma
seringa, perfurando a pelicula de silicone vedadora da tampa rosqueada e, armazenado,
novamente, por 24 h para a exposi¢éo dos J> aos COVs. Ao final, os frascos Supelco™

foram abertos e de cada microtubo foram retirados 100 pL da suspensdo de J2 e
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transferidos para poco na placa de polipropileno, sendo quantificada a percentagem de J>
maoveis e imoveis em microscopio de objetiva invertida (Nikon TMS-F N°. 211213). A
mortalidade dos J. foi avaliada 24 h ap6s a contagem da imobilidade. Os J. ainda imdveis
foram considerados mortos. Os macerados vegetais que apresentaram as maiores

toxicidades a M. incognita foram selecionados para utilizacdo nos demais ensaios.

2.4. Quantidade (g) de macerado vegetal suficiente para emitir COVs tdxicos a

M. incognita

Macerados das duas plantas com melhores resultados no ensaio anterior (C. nardus e
D. ambrosioides) foram utilizados em diversas quantidades (g) a fim de avaliar a
influéncia da massa da amostra sobre a toxicidade a M. incognita. Para isso, foram
utilizadas seis quantidades (0,0; 0,2; 0,5; 1,0; 1,5 e 2,0 g) do macerado de cada espécie
vegetal, sendo a quantidade (zero grama) referente ao controle, conforme a metodologia

de Barros et al. (2014b) descrita anteriormente.

2.5. Toxicidade da &gua a J2 de M. incognita apds exposicdo aos COVs de C.

nardus e D. ambrosioides

Na superficie de areia autoclavada (35 g) contida em frascos Supelco™ esterilizados,
foram depositados agua destilada (2 mL) seguido de macerado vegetal das plantas (1,5
g). Dentro de cada frasco, antes da vedacao, também foi colocado um microtubo (2 mL)
sem tampa contendo 1 mL de &gua. Em seguida, os tubos foram vedados e mantidos a
25°C durante 72 h. Como controle positivo foi utilizado 1,5 g do macerado da
inflorescéncia de brocolis (B. oleracea var. italica), que tem apresentado toxicidade a M.
incognita (Silva et al., 2018). Ja para o controle negativo, foi utilizado frasco contendo
somente areia e microtubo com 1 mL de 4gua. Apos 72 h, os microtubos com agua foram

retirados de dentro dos frascos e, em cada um deles, foi injetada uma suspenséo (0,5 mL)
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contendo cerca de 200 J; de M. incognita. Os microtubos com a suspensdo de J, e 4gua
foram fechados com tampa e mantidos a 25°C por 48 h. Ao final, os microtubos foram
abertos e deles foram retirados 100 uL da suspensdo de J» que foram transferidos para
poco na placa de polipropileno para quantificagdo da percentagem de imobilidade e apds

24 h, a mortalidade dos Jo.

2.6. Infectividade e reproducdo de M. incognita em tomateiros apos exposi¢do

de J2 aos COVs de macerados de C. nardus e D. ambrosioides

Emissbes de COVs de C. nardus e D. ambrosioides foram obtidas de 0,5 e 2,0 g de
macerados conforme ja descrito anteriormente empregando-se frasco Supelco™, porém
com injecdo no microtubo de cada frasco de uma suspensao (1 mL) contendo 600 J; de
M. incognita. Como controle, foram utilizados frascos sem material vegetal. Vinte quatro
horas ap0s a exposicdo dos J» aos COVs de cada macerado, aproximadamente 30 pL (20
J2), foram transferidos para placa de polipropileno para a quantificacdo dos J> moveis e
imoveis visando a confirmacdo da imobilidade observada nos testes anteriores. A
suspensdo restante (cerca de 580 J2) foi dispersa em 3 mL de agua destilada e, entdo,
inoculada em plantas de tomate cultivar Santa Clara®, aos 20 dias ap6s a semeadura em
bandejas de isopor com 72 células de 75 cm3 preenchidas com substrato comercial
(Tropstrato® Vida Verde IndUstria e Comércio de Insumos Organicos Ltda., Mogi Mirim
- SP, Brasil). O indculo foi depositado em volta do caule da planta através de 3 orificios
equidistantes (0,4 cm de largura x 1,5 cm de profundidade). As mudas inoculadas foram
mantidas em casa de vegetacdo com irrigacdo diéria e receberam adubac&o foliar (Biofert
Plus Universal®, Biofert, Contagem - MG, Brasil) sempre que necessario. Apos 45 dias
da inoculacéo, as raizes foram, cuidadosamente, removidas, lavadas em &gua parada,

secas em toalhas de papel e pesadas. Ap6s a contagem das galhas, os ovos foram extraidos
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das raizes pela técnica de Hussey e Barker (1973) e quantificados em microscépio de

objetiva invertida em camara de Peters.

2.7. Biofumigagéo de substrato misturado com macerado vegetal mais ovos de

M. incognita e toxicidade dos volateis liberados

Copos de poliestireno (300 mL) foram preenchidos com substrato comercial (100 g)
Tropstrato®. Em seguida, macerados de C. nardus ou D. ambrosioides nas quantidades
de 0; 1,2; 2,4; 4,8 e 9,6 g, foram incorporados ao substrato. A quantidade zero grama
refere-se ao controle. Uma suspensdo aquosa (2,5 mL) contendo 3.000 ovos de M.
incognita foi aplicada em saco plastico juntamente com o substrato mais o macerado das
plantas para homogeneizacdo. Logo ap0s, a mistura (substrato + macerado vegetal +
ovos) foi colocada nos copos plasticos, ajustando-se a umidade para 60% da capacidade
de campo. Para estudar isoladamente o efeito dos COVs sem interferéncia das moléculas
ndo volateis, foi colocado um microtubo (1,5 mL) aterrado até sua metade na mistura. O
copo com a mistura foi vedado com uma tampa de poliestireno formando uma cdmara de
gases liberados pela mistura de macerado fresco + substrato. Setenta e duas horas apos a
vedacao, foi injetado, com uma seringa, uma suspensao (1 mL) contendo 200 J2 de M.
incognita no interior do microtubo. O furo provocado na tampa pela perfuracdo da seringa
foi vedado com fita adesiva, conforme metodologia de Barros et al. (2014a) e Lopez et
al. (2017a). Apds 48 h de exposigdo dos J2 aos COVs, o copo foi aberto e 100 pL da
suspensdo de J» de cada microtubo foi transferida para placa de polipropileno sendo
avaliada a imobilidade e apds 24 h, a mortalidade dos J.. Apds a remocéo das tampas dos
copos e dos microtubos, uma plantula de tomate contendo quatro pares de folhas foi
transplantada para cada copo contendo a mistura (substrato + macerados + ovos de M.
incognita). Quarenta e cinco dias apos foi avaliado o nimero de galhas e de ovos por

sistema radicular.
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2.8. Identificacdo dos COVs emitidos pelos macerados de C. nardus e D.

ambrosioides

Atraveés da técnica de microextracdo em fase solida (SPME) e cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massas (GC/MS), foram analisadas as emissdes gasosas de
amostras (1,5 g) em cinco replicatas dos macerados de C. nardus e D. ambrosioides. As
amostras foram colocadas em frascos de SPME (20 mL) incubadas a 25°C. Foram
analisados os volateis emitidos durante 72 h apds o fechamento dos tubos. Para a extracao
dos COVs foi empregada a SPME (ARTHUR e PAWLISZYN, 1990) no modo
headspace, wusando a fibra DVB/CAR/PDMS (Divinilbenzeno, Carboxen,
Polidimetilsiloxano), com temperatura (55°C), agitacéo (250 rpm) e tempo de extracao
(35 minutos) determinados. Para a separacdo e identificacdo dos COVs o cromatografo a
géas foi acoplado a um GC-MS QP 2010 Ultra (Shimadzu, Japan) equipado com injetor
automatico para liquidos e gases AOC-5000 (Shimadzu, Japan) e coluna HP-5 (5% fenil-
95% dimetilisiloxano) de dimensdes 30 m % 0,25 mm % 0,25 pm. A temperatura do injetor
foi de 250 °C, da interface de 240 °C e da fonte de ions do detector de 200 °C. O injetor
foi operado no modo splitless ou no modo split 1:2, de acordo com a intensidade dos picos
nas amostras. Como gas de arraste foi usado He grau 5.0 a 1,0 mL mint. A programagcéo
da temperatura do forno do GC foi de 40 °C até 130 °C a 3 °C min™e entfo até 240 °C a
10 °C min™. Para identificacio dos COVs nas amostras, os espectros de massas de cada
pico do cromatograma foram extraidos através do programa Automated Mass Spectral
Deconvolution and Identification System (AMDIS) v. 2.63. A identificacdo dos COVs
foi realizada por comparacdo dos espectros de massas dos picos das amostras com
espectros da biblioteca NIST pelo programa Mass Spectral Search Program v. 1.7 (NIST,
Washington - DC, USA) e por comparacdo dos indices de retencdo obtidos

experimentalmente (RI Exp.) com os indices de retengdo da literatura (RI Lit.) (ADAMS,
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2007; NIST, 2017) Os indices de retencdo experimentais foram obtidos através da inje¢éo
de uma série homologa de alcanos. Para a comparacdo entre os espectros de massas foram

considerados somente picos em que a similaridade entre os espectros for maior que 80%.

2.9. Atividade nematicida de COVs encontrados nas emissdes gasosas de C.

nardus e D. ambrosioides

Para este ensaio, foram selecionadas trés moléculas identificadas isoladamente nas
emissdes dos macerados vegetais de C. nardus ou D. ambrosioides, com toxicidade
desconhecida a M. incognita, disponiveis no mercado e de custo acessivel. As moléculas
utilizadas foram Isopulegol, Dodecano ¢ a-lonona, adiquiridas pela empresa Sigma-
Aldrich, Saint Louis — MO, USA. A atividade nematicida foi avaliada usando suspensao
aquosa (0,5 mL) contendo 200 J> misturados as moléculas dissolvidas em Tween 80 a
0,01 g/mL (0,5 mL) em um microtubo (1,5 mL). As concentrac6es finais das moléculas
dentro de cada microtubo foram de 1000 pg/mL e 500 ug/mL. O Tween 80® a 0,01 g/mL
foi utilizado como controle. Os microtubos foram fechados e mantidos a 25°C por 48h.
Ao final, uma aliquota (100 pL) foi transferida para placa de polipropileno, e
quantificados os J> moveis e imdveis. Para avaliar a mortalidade dos J2, foram adicionadas
duas gotas da solucdo recém preparada de NaOH 1,0 mol/L em cada cavidade da placa
com os Jz. Aqueles que reagiram ao NaOH, movimentando o seu corpo num intervalo de
3 minutos foram considerados vivos, caso contrario, foram considerados mortos (CHEN

e DICKSON, 2000 adaptado por AMARAL et al., 2003).
2.10. Delineamento experimental e analise estatistica dos dados

Todos os experimentos foram realizados em delineamento inteiramente casualizados,
com cinco repeti¢des por tratamento. Os resultados foram, previamente, submetidos a

testes de normalidade (Shapiro-Wilk) e homogeneidade de variancia dos erros (Bartlett).
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Uma vez atendidos os pressupostos, foi aplicado o teste F, por meio da analise de
variancia (ANOVA). Para o teste de screening de plantas através da producdo de COVs
toxicos a Jz, as médias foram comparadas pelo teste Scott-Knott a 0.05 de significancia.
Ja as médias dos outros ensaios foram comparadas pelo teste de Tukey a 0.05 de
significancia. Os tratamentos do ensaio de reproducéo e infectividade com J> expostos
aos COVs das plantas, foram organizados em esquema fatorial com 2 espécies vegetais
(C. nardus e D. ambrosioides) x 3 quantidades (0,0; 0,5 e 2,0 g). O ensaio de atividade
nematicida dos COVs também constou de esquema fatorial com 3 moléculas (Isopulegol,
Dodecano e a-lonona) x 3 concentragdes (0, 500 e 1000 pg/mL). Nos ensaios sobre a
quantidade dos macerados vegetais e biofumigagdo no copo juntamente com os volateis
liberados ao ar, os tratamentos foram organizados em esquemas fatoriais com 2 espécies
vegetais (C. nardus e D. ambrosioides) x 6 quantidades (0,0; 0,2; 0,5; 1,0; 1,5e2,0g) e
2 espécies vegetais (C. nardus e D. ambrosioides) x 5 quantidades (0,0; 1,2; 2,4; 4,8 9,6
g), respectivamente. Na analise de variancia foi realizada anélise de regressdo, escolhendo
o melhor modelo para a curva. Os programas SigmaPlot® versdo 12 e Sisvar® foram

utilizados para montagem dos graficos e analises estatisticas, respectivamente.
3. RESULTADOS

3.1. Screening de plantas medicinais que emitem COVs toxicos a J2 de M.

incognita

Houve diferenga significativa entre os tratamentos tanto em relagéo a imobilidade
quanto em relacdo a mortalidade dos J. de M. incognita (p<0.05). Das 18 espécies de
plantas testadas, 15 produziram COVs que causaram imobilidade (35-100%),
significativamente, maior que o controle. Além disso, os macerados das espécies A.

viridis, D. ambrosioides, Physalis sp., C. sativum, P. major, C. nardus, R. graveolens e
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P. alliacea emitiram COVs com maior efeito tdxico dentre todos testados, causando 88-
100% de imobilidade dos J> (Fig. 1.A). Em relacdo a mortalidade, somente os macerados
de C. nardus e D. ambrosioides que se diferenciaram do controle, causaram 53% e 95%
de mortalidade dos J> de M. incognita, respectivamente (Fig. 1.B). Desta forma, as
emissOes dos macerados foliares de C. nardus e D. ambrosioides causaram altas

imobilidades e mortalidades de J, de M. incognita.
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Fig. 1. Porcentagem de juvenis de segundo estadio (J2) de Meloidogyne incognita iméveis (A) e mortos (B)
devido a exposicdo aos compostos organicos volateis emitidos pelos macerados (1,5 gramas) das folhas das
espécies de plantas. Letras diferentes entre os tratamentos indicam que houve diferenca significativa pelo

teste Scott-Knott (p<0,05). As barras indicam o erro padrdo da média.

3.2. Quantidade (g) de macerado vegetal suficiente para emitir COVs toxicos a

M. incognita

Houve interacdo significativa entre as espécies de plantas e as quantidades de
macerados quando se avaliou imobilidade e mortalidade. Os macerados de C. nardus
sempre causaram maior imobilidade e mortalidade de J> comparados ao de D.
ambrosioides. Também, a porcentagem de imobilidade foi sempre maior do que a de
mortalidade, indiferente da planta testada. Para C. nardus, a menor quantidade de
macerado (0,2 g) emitiu COVs que imobilizou 68% dos J.. A partir da quantidade de 0,5

g, houve imobilizagdo acima de 95%. Entretanto, os COVs emitidos por D. ambrosioides
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causaram imobilidade acima de 90% somente a partir da quantidade de 1,5 g do macerado

(Fig. 2.A).

A mortalidade aumentou de forma exponencial em relagédo ao aumento da quantidade
de macerados de C. nardus e D. ambrosioides. No entanto, a mortalidade méxima causada
pelos COVs emitidos pelos macerados de D. ambrosioides foi de 37,8%. Ja para C.

nardus, a porcentagem de mortalidade de J> de M. incognita chegou a 88,2% (Fig. 2.B).
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Fig. 2. Porcentagem de imobilidade (A) e mortalidade (B) de juvenis de segundo estadio (J2) de
Meloidogyne incognita expostos a compostos organicos volateis emitidos por macerados de Cymbopogon

nardus e Dysphania ambrosioides em diferentes quantidades. As barras indicam o erro padrdo da média.

3.3. Toxicidade da &gua a J2 de M. incognita ap6s exposi¢do aos COVs de C.

nardus e D. ambrosioides

A agua exposta aos COVs emitidos tanto pelos macerados de C. nardus quanto pelos
macerados de D. ambrosioides causou imobilidade de J> de M. incognita semelhante ao
controle positivo (emissGes de B. oleracea var. italica) (p<0.05). No entanto, a
imobilidade causada pelas emissdes do macerado de D. ambrosioides foi de 100%,
enquanto que as emissdes do controle positivo e de C. nardus causaram imobilidade de
92% e 86,6%, dos J. de M. incognita, respectivamente (Fig. 3). Os COVs retidos em agua

emitidos pelos macerados das plantas estudadas ndo causaram mortalidade significativa

(p>0.05), incluindo o controle positivo.
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Fig. 3. Toxicidade adquirida pela 4gua exposta a compostos organicos volateis de Cymbopogon nardus e
Dysphania ambroisioides baseado na porcentagem de imobilidade de juvenis de segundo estadio (J2) de
Meloidogyne incognita em relagdo aos controles: (1) frasco sem macerado vegetal e (2) inflorescéncia de
Brassica oleracea var. italica. Letras diferentes entre os tratamentos indicam que houve diferenca
significativa pelo teste de Tukey (p<0,05). As barras indicam o erro padrdo da media.

3.4. Infectividade e reproducéo de M. incognita em tomateiros apos exposic¢éo de

J2 aos COVs de macerados de C. nardus e D. ambrosioides

A elevada imobilidade de J> de M. incognita expostos aos COVs emitidos pelos
macerados de C. nardus e D. ambrosioides antes da inoculacdo em tomateiros foi
confirmada neste ensaio. As quantidades de macerados (0,5 e 2,0 g) utilizados das duas
plantas diminuiram significativamente o nimero de galhas e ovos em plantas de tomate
que foram inoculadas com J> de M. incognita expostos aos COVs de C. nardus e D.

ambrosioides (p<0.05).

Houve interacdo significativa entre as quantidades de macerados e as espécies
vegetais, sendo que D. ambrosioides, reduziu 68% do nimero de galhas em comparacao
ao controle, sendo também maior que a reducao causada por C. nardus. Os macerados de

C. nardus causaram reducdo de aproximadamente 47% no nimero de galhas comparados
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ao controle, porém ndo houve diferenca significativa entre as quantidades 0,5 e 2,0 g

(p>0.05) (Tabela 1).

N&o houve interacdo significativa entre as quantidades de macerados e espécies de
plantas em relag&o a quantidade de ovos (p> 0.05). Porém, o numero de ovos foi reduzido
nas duas quantidades de macerados (0,5 e 2,0 g) utilizadas, tanto para C. nardus (41 —

74%) quanto para D. ambrosioides (49 — 94,5%), (p<0.05). (Tabela 1).

Tabela 1

NUmero de galhas e ovos por grama de raizes de tomateiro inoculadas com juvenis de
segundo estadio (J2) de Meloidogyne incognita apds a exposi¢do a compostos organicos
volateis emitidos por duas quantidades (0,5 e 2,0 g) de macerados de Cymbopogon nardus

e Dysphania ambrosioides.

Macerado Galhas.g™* de raiz Ovos.g! de raiz

vegetal (g) C. nardus D. ambrosioides C. nardus D. ambrosioides
0,0 19 bA 19 cA 1820 Ba 1820 cA
0,5 12 aA 15 bA 1076 abA 931 bA
2,0 10 aB 6 aA 475 aA 101 aA

Letras maiudsculas diferentes na linha e letras mindsculas diferentes na coluna indicam que ha diferenca
significativa pelo teste de Tukey (p< 0.05).

3.5. Biofumigacéao de substrato misturado com macerado vegetal mais ovos de

M. incognita e toxicidade dos volateis liberados

Os COVs emitidos pela mistura composta de macerado de C. nardus ou D.
ambrosioides com substrato e retidos na sua superficie causaram imobilizacdo
significativa dos J> de M. incognita comparados ao controle (quantidade zero) quando a
eles expostos. A imobilizacdo dos J> foi progressiva com o aumento da quantidade de
macerado. No entanto, a porcentagem de imobilidade causada por D. ambrosioides foi de

95% a partir da quantidade de 4,8 g, enquanto que C. nardus causou imobilidade de 82,5%
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somente com 9,6 g de macerado (Fig. 4). Os COVs emitidos pelos macerados das duas

plantas ndo causaram mortalidade significativa dos Jo.
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Fig. 4. Porcentagem de imobilidade de juvenis de segundo estadio (J2) de Meloidogyne incognita expostos
a compostos organicos volateis emitidos por diferentes quantidades de macerados de Cymbopogon nardus
e Dysphania ambrosioides incorporados ao substrato em copos fechados, simulando o processo de

biofumigac&o. As barras indicam o erro padrdo da média.

Os macerados de C. nardus misturados aos substratos contendo ovos de M. incognita
ndo reduziram o nimero de galhas em comparacdo com o controle (p>0.05). Entretanto,
todas as quantidades de macerados de D. ambrosioides reduziram significativamente o
namero de galhas em relacdo ao controle, alcangando reducédo entre 32-59% (Fig. 5. A).
Todas as quantidades de macerados das duas espécies de plantas misturados ao substrato
contendo ovos de M. incognita, causaram reducdo significativa e progressiva no nimero
de ovos com o aumento da quantidade, comparadas ao controle. No entanto, a reducgéo
acima de 50% so6 foi atingida quando foram utilizadas quantidades a partir de 4,8 g,
chegando acima de 85% de redugdo com a aplicacdo de 9,6 g dos macerados vegetais

(Fig. 5. B).
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Fig. 5. Nimero de galhas (A) e ovos (B) de Meloidogyne incognita em raizes de tomateiro, resultantes da
exposicao de ovos de M. incognita no solo as diferentes quantidades de macerados de Cymbopogon nardus
e Dysphania ambrosioides incorporados ao substrato em copos fechados, simulando o processo de

biofumigac&o. As barras indicam o erro padrdo da média.

3.6. Identificacdo dos COVs emitidos pelos macerados de C. nardus e D.

ambrosioides

As analises por GC-MS dos volateis emitidos pelos macerados de C. nardus e D.
ambrosioises revelaram 45 e 26 compostos, respectivamente. Onze das 63 moléculas
detectadas no total, ndo foram identificadas. Os compostos identificados nos macerados
foram categorizados como baixa (“x”), mediana (“xx”) e alta (“xxx”), em relacdo a
intensidade de picos detectadas nas amostras. Os compostos identificados e com
intensidades medianas e altas foram: Cymene / Cymol, Limoneno, Citronellal,
Citronellol, (Z) — ascaridol, Geraniol / Nerol, (E) — ascaridol, Cytronellil acetato, p —
elemeno e Germacrene D, porém ndo ocorreram coincidentemente em ambas espécies,
com excessao de Cymene / Cymol, Limoneno e Citronellal que ocorreram em ambas. Nas
emissOes de D. ambrosioides o ascaridol Z e E foram os mais intensos enquanto em C.
nardus foi o Citronellal. Os compostos Dodecano, Isopulegol e o — lonone ocorreram em
emissdes de C. nardus ou D. ambrosioides, porém estiveram sempre em intensidades

menores (Tabela 2).

Tabela 2
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Compostos organicos volateis identificados nos macerados de Cymbopogon nardus e

Dysphania ambrosioises através da cromatografia gasosa acoplada a espectroscopia de

massas.
Composto RIExp.2 RILit? Similar. (%)° C.nardus D.ambrosioides
1 Acetone 600 477 86,5 X X
2  2-Methylpropanal 608 611 93,0 X ;
3 3-Methylfuran 611 611 93,7 - X
4 3-Methylbutan-1-al 655 654 90,1 X X
5  2-Methyl-1-butanal 670 664 911 X
6  2-Ethylfuran 705 702 95,7 X
7 3-Methyl-1-butanol 735 734 89,3 - X
8  2-Methylpentan-3-one 749 748 91 - X
9  Hexanal 804 784 93,6 - X
10 3-Hexen-2-one 840 843 93,9 - X
11  2-Hexenal 855 854 95,1 X X
12 2-Hexenol 870 862 86,2 - X
13 1-Hexanol 871 867 91,7 - X
14 Benzaldehyde 965 961 96,2 - X
15 Myrcene 989 988 91,3 X -
16 Octanal 1007 998 93 X -
17 a-Phellandrene 1009 1002 87,7 X -
18 «a-Terpinene 1017 1012 91,4 - X
19 Cymene/Cymol 1024 1022 95,1 X XX
20 Limonene 1029 1024 95,3 XX X
21 2,6-Dimethyl-5-heptenal 1055 1055 90,8 X -
22 vy terpinene 1060 1054 90,1 X -
23 p-Mentha-3,8-diene 1073 1068 90 X -
24  Terpinolene 1087 1086 93,7 X -
25 Linalol 1103 1095 91,8 X -
26  p-Cresol acetate 1127 - 88,6 - X
27 lIsopulegol 1151 1145 95,5 X -
28 Citronellal 1153 1148 92,7 XXX X
29 Z4-Decenal 1197 1193 94,2 X -
30 Dodecano 1200 - - X -
31 Unidentified 1202 - - X -
32 Unidentified 1203 - - X -
33 Unidentified 1204 - - X -
34 Unidentified 1205 - - X -
35 Decanal 1208 1209 92,9 X -
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37
38
39
40
4
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63

Unidentified
Citronellol
Neral
(z)ascaridol
Unidentified
(Geraniol/Nerol)
Unidentified
Geranial
Unidentified
Geranyl formate
(E) Ascaridol
Citronellyl acetate
Eugenol
Geranyl acetate
a-Bourbonene
B-Elemene
Dodecanal
Caryophyllene
Unidentified
Unidentified
Unidentified

o [onone
Germacrene D
o Selinene
y-Cadinene

A -Cadinene
Elemol

Germacrene D-4-ol

1210
1231
1244
1246
1249
1256
1274
1274
1285
1305
1311
1352
1359
1379
1385
1392
1414
1422
1433
1432
1466
1482
1487
1502
1518
1523
1555
1588

1228
1244
1237

1255

1264

1298
1301
1350
1356
1379
1374
1393
1408
1417

1485
1484
1498
1513
1522
1548
1574

95,3
81,7
1234

91,8

84,5

94,2
1305
92,9
92,3
92,7
93,7
93,2
94,4
88,4

96
88,8
82,6

94
88,2
95,3
94,1

X X X X X
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XXX

XXX

XX

XX

XXX

X — composto minoritério; xx — composto mediano; XXX — composto majoritario presentes nas amostras.

2 [ndices de retencéo calculados por injecdo de uma série homéloga de alcanos

b ndices de retencdo de acordo com a literatura (ADAMS, 2007; NIST, 2013)

¢ Similaridade entre o espectro de massas do pico e o espectro de massas da biblioteca

- Dados néo disponiveis ou ausente na amostra

nardus e D. ambrosioides

3.7. Atividade nematicida de COVs encontrados nas emissdes gasosas de C.
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As moléculas Isopulegol, Dodecano e a-lonone selecionadas para utilizagdo no ensaio
in vitro contra J> de M. incognita individualmente ndo apresentaram toxicidade aos

nematoides nas concentracOes utilizadas, quando comparadas com o controle (p>0.05).
4. DISCUSSAO

As imobilidades de J> de M. incognita diferenciadas entre as emissdes de volateis nas
18 espécies de plantas estudadas neste trabalho, destacando-se apenas as espécies C.
nardus e D. ambrosioides com potencial para a producdo de volateis mortais a M.
incognita, demonstra a importancia de screening de espécies vegetais, como tem sido
feito por outros pesquisadores (BARROS et al., 2014b; SILVA et al., 2018). Os valores
diferenciados de toxicidade in vitro nas emissées de diferentes quantidades de macerados
de C. nardus e D. ambrosioides confirmam o aspecto quantitativo de sua producgédo por
plantas como demonstrado em outros trabalhos (BARROS et al., 2014b; LOPZEZ et al.,
2017a, SILVA et al., 2018). Barros et al. (2014b) também encontraram emissdes
diferenciadas de toxicidade (in vitro) entre as espécies Brassica juncea, Azadirachta

indica, Canavalia ensiformis, Mucuna pruriens and Cajanus cajan.

A quantidade de metabdlitos secundarios toxicos a J. é influenciada ainda pela idade
da planta, sua reproducdo, hormonios, estacdes do ano, horas do dia e condi¢des de
cultivo (CASTRO et al., 2010; SA et al., 2015). Torres et al. (2003) identificaram a-
felandreno como composto majoritario de D. ambrosioides no verdo, enquanto que no
outono, majoritarios foram os a-pineno e limoneno. Essa diferenca na quantidade de
metabolitos produzidos pode ser o motivo pelo qual os COVs emitidos por D.
ambrosioides e C. nardus causaram percentagens de mortalidade diferentes neste

trabalho.
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A exposic¢do de agua aos volateis de C. nardus e D. ambrosioides tornaram-na toxicas
a J2 de M. incognita, por conseguinte as moléculas toxicas sdo temporariamente retidas
na dgua (SILVA et al., 2018; TERRA et al., 2017, 2018). COVs emitidos por fungos e
macerados de outras espécies, bem como vapores de etanol, também podem tornar toxica
a agua a fitonematoides ap0s a exposicio (BARROS et al., 2014b; LOPEZ et al., 2017b;
SILVA et al., 2017; TERRA et al., 2017). A retencdo de COVs na agua pode estar
associada a solubilidade da molécula. Por se tratar de uma molécula polar, a agua é capaz
de solubilizar em maiores quantidades compostos que também sejam polares devido as
interacdes moleculares, como ligagdes dipolo-dipolo e ligacdes de hidrogénio (RUIZ et
al., 1998). Dessa forma, estudos futuros sdo necessarios a fim de testar a aplicacao de
uma mistura sintética dos volateis emitidos pelos macerados em agua de irrigagdo para o

controle de nematoides.

A reducdo do numero de galhas e ovos de M. incognita no sistema radicular do
tomateiro apds a exposicao dos J> aos COVs emitidos pelos macerados de C. nardus e D.
ambrosioides, mostra que, embora ndo tenha ocorrido a mortalidade, a capacidade de
infeccdo e reproducdo dos J» foram afetadas. Acredita-se que os volateis possam causar
danos no sistema nervoso do nematoide, interferindo na sua capacidade de localizar as
raizes do hospedeiro e localizar as células adequadas para a formacdo dos sitios de
alimentacdo, que sdo responsaveis por proporcionar nutrientes a fémea para a producéao
dos ovos (BARROS et al., 2014b; TERRA et al, 2017). Alguns trabalhos tiveram
resultados semelhantes utilizando COVs emitidos por Fusarium spp. que causaram a
reducdo na infectividade e reproducio de M. incognita (FREIRE et al., 2012; LOPEZ et
al., 2017b; TERRA et al., 2017). A utilizacdo de outros macerados vegetais como os de

nim, mostarda e torta de algodao, também emitiram COVs que causaram a imobilidade
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dos J2 e reduziram o nimero de galhas e de ovos de M. incognita em plantas de tomate

(BARROS et al., 2014b; LOPEZ et al., 2017a).

O aumento da imobilidade dos J> e a redugdo no ndmero de galhas e ovos de M.
incognita pelos COVs liberados pela mistura de macerados de C. nardus ou D.
ambrosioides e o substrato, e retidos na superficie do substrato em recipiente fechado,
indica que, na biofumigacéo, 0 componente gasoso esta envolvido na eficdcia do controle
de M. incognita. Ja é comprovado que outras plantas podem também emitir COVs tdxicos
a fitonematoides em mistura com substratos (BARROS et al., 2014a; AISSANI et al.,
2015; LOPEZ et al., 2017a). Deve-se ressaltar que, no campo, a eficacia da biofumigagéo
é aumentada pela cobertura do substrato, em mistura com tecido da planta triturado, com
um pléastico transparente, evitando sua perda para atmosfera (NEVES et al., 2007; LORD
etal., 2011). No presente trabalho, os testes in vivo com o tomateiro demonstraram que a
toxicidade dos macerados vegetais em mistura com o substrato esta relacionada, nao
somente, com as moléculas volateis, mas aditivamente com as moléculas ndo volateis
presentes nos tecidos vegetais, quando galhas e ovos de M. incognita foram reduzidas em
plantio nos copos. Acredita-se ainda, que a irrigagdo apos a incorporacdo do material
vegetal triturado no solo possa aumentar a supressividade a nematoides. 1sso ocorre, pois
algumas moléculas volateis com efeito nematicida podem ficar retidas na agua presente
no solo por mais tempo, aumentando as chances de alcance pelo nematoide, que se

movimenta pela dgua (TERRA et al., 2017).

A alta eficacia toxica das emissdes de C. nardus e D. ambrosioides constatadas neste
trabalho, ao que tudo indica, estd relacionada com a composicdo complexa de seus
vapores, pois moléculas como 3-methyl-1-butanol, 2-ethylfuran, 2-hexenal,
Benzaldehyde, o-terpinene, Cymene, Limonene, y-terpinene, Linalol, Citronellal,

Decanal, Citronellol, (Z)-ascaridol, Geraniol, Citronellyl acetate, Eugenol, Dodecanal,
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identificadas por cromatografia gasosa, ja demonstraram atividade nematicida em outros
estudos (CARVAJAL et al., 2001; CHITWOOD, 2002; KONG et al., 2007; KIM et al.,
2008; ECHEVERRIGARAY et al., 2010; HUANG et al., 2010; BAI et al., 2011;
FIALHO et al., 2012; LI etal., 2013; AISSANI et al., 2015). Além disso, 3-methylfuran
e Hexanal constatadas neste trabalho causaram toxicidade a outros fitopatdgenos
(ZERINGUE e BHATNAGAR, 1994; WILKINS et al., 2000). As demais moléculas
encontradas no cromatograma, entre elas Isopulegol, Dodecano e a-lonone ndo foram
ainda estudadas quanto a toxicidade a fitonematoides. Os componentes majoritarios de
C. nardus, citronellal e, ascaridol, de D. ambrosioides tem demonstrado atividade
nematicida (ECHEVERRIGARAY et al., 2010; BAI et al., 2011). No entanto, a agdo
conjunta das moléculas presentes nas emissdes de C. nardus e D. ambrosioides ainda ndo

foram estudadas.

As moléculas Isopulegol, Dodecano e a-lonone ndo tinham sua atividade nematicida
relatada, sendo estudadas pela primeira vez neste trabalho. Embora seus volateis testados
neste trabalho individualmente ndo tenham sido eficientes no controle de J> de M.
incognita, provavelmente possam apresentar alguma toxidez quando misturadas com
outras moléculas (NTALLI et al., 2011; SILVA et al., 2013). Portanto, é importante
identificar ndo s6 as moléculas volateis emitidas por tecidos vegetais, mas também
estudar o efeito isoladamente e em mistura sob fitonematoides, na possibilidade de
encontrar, futuramente, substitutos de nematicidas altamente tdxicos que estdo hoje no

mercado (HELLER, et al., 2010; SASANELLI et al., 2014).

Em regiGes tropicais e subtropicais, que sdo favoraveis ao desenvolvimento de C.
nardus e D. ambrosioides, a biofumigacdo com essas espécies poderia constituir em
alternativa viavel no manejo de fitonematoides em sistemas agroecoldgicos. C. nardus ja

¢ utilizada em consércio com outras culturas agricolas devido as suas propriedades
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repelentes (ROCHA et al., 2012). J& D. ambrosioides é considerada planta daninha para
varias culturas no Brasil, sendo bastante encontrada em solos bem férteis, como os
preparados para cultivos de olericolas (LORENZI, 1982). Portanto C. nardus e D.
ambrosioides emitem volateis toxicos a M. incognita que ficam retidos em agua, além de

emitirem também volateis toxicos apos a incorporac¢ao no solo.

5. CONCLUSOES

Quinze plantas emitiram COVs com efeito nematostatico, sendo que duas delas (C.

nardus e D. ambrosioides) emitiram COVs nematostaticos e nematicidas.

Os COVs emitidos por C. nardus e D. ambrosioides aumentaram a imobilidade e a
mortalidade de J> e reduziram galhas e ovos quando os J; a eles expostos foram inoculados

em tomateiro.

Os COVs emitidos por C. nardus e D. ambrosioides sao retidos em &gua, tornando-a

téxica a Jo.

Na biofumigacdo, COVs emitidos por C. nardus e D. ambrosioides em mistura com
substrato e seus macerados causaram reducdo de galhas e de ovos em tomateiro, quando

0s J> de M. incognita foram a eles expostos.
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ARTIGO 2
Volateis emitidos por agrido e maracuja sao toxicos a fitonematoides

Marcela F Silva®, Vicente P Campos®”, Aline F Barros?, Marcio P Pedroso®, Willian C

Terra?, Vanessa A Gomes?, Clerio R Ribeiro?
RESUMO

Plantas emitem compostos organicos volateis (COVs) com funcdes °diversas, sendo uma
delas a defesa contra fitopatogenos. COVs toxicos a fitonematoides tém sido encontrados
em algumas plantas, porém ndo tinham sido pesquisados em macerados de agrido
(Nasturtium officinale) e maracuja (Passiflora edulis). Quantidades (0,2 a 2 g) de
macerados de folhas de agrido e sementes de maracuja, causaram 100% de imobilidade
de J2 de M. incognita e reduziram galhas e ovos do nematoide quando os J> foram
inoculados em tomateiro ap6s exposicdo aos COVs. A &gua exposta aos COVs
produzidos por agrido, causou imobilidade e mortalidade dos J.. Na biofumigacdo, os
COVs emitidos causaram imobilidade dos J2, ocorrendo redugéo de galhas e ovos de M.
incognita. Nos macerados de agrido e maracuja foram encontrados 26 e 12 compostos,
respectivamente, pela analise em GC-MS. A molécula 1-Octanol apresenta atividade
nematicida aos J2, com LCso 382, 5 ug / mL. Os COVs emitidos pelas espécies vegetais
sdo tdxicos a M. incognita in vitro e in vivo, e na biofumigacdo. A agua exposta aos COVs
de agrido foi toxica aos Jo. Nos macerados de agrido e maracujd foram identificados,
respectivamente, 26 e 12 compostos, sendo demonstrado que a molécula 1-Octanol é
toxica a M. incognita com LCso 382, 5 pug / mL.

Palavras-chave: Nematoide das galhas. Compostos Organicos Volateis. Nasturtium

officinale. Passiflora edulis. Biofumigacéo.
Volatiles emitted by watercress and passion fruit are toxic to phytonematodes
ABSTRACT

Plants emit volatile organic compounds (VOCs) with diverse functions and, one of them

is being a defense against phytopathogens. VOCs that are toxic to phytonematoids have
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been found in some plants but have not been investigated in watercress macerates
(Nasturtium officinale) and passion fruit (Passiflora edulis). Quantities (0.2 to 2 g) of
cress leaves and passion fruit seeds caused 100% immobilization of M. incognita J, and
reduced galls and nematode eggs when J. were inoculated in tomato after exposure to
VOCs. Water exposed to VOCs produced by watercress caused immobility and mortality
of Jo. In biofumigation, the VOCs emitted caused immobility of the Jo, resulting in
reduction of galls and eggs of M. incognita. In macerated watercress and passion fruit 26
and 12 compounds were found, respectively, by GC-MS analysis. The 1-Octanol
molecule exhibits nematicidal activity at J, with LCso 382, 5 ug/ mL. The VOCs emitted
by plant species are toxic to M. incognita in vitro and in vivo, and in biofumigation. Water
exposed to watercress VOCs was toxic to J.. Macerated watercress and passion fruit had
26 and 12 compounds, respectively, and the 1-octanol molecule was shown to be toxic to
M. incognita with LCso 382.5 pg / mL.

1. INTRODUCAO

Os fitonematoides sdo responsaveis pela reducdo de 11% da produgdo agricola
mundial. Em regides tropicais e subtropicais, 0s danos causados nas principais culturas
chegam a quase 15% (MC CARTER, 2008; NICOL et al., 2011). Entre eles destaca-se 0
Meloidogyne incognita, que tem ampla gama de hospedeiros e € considerada a espécie

que mais causa perdas na producdo mundial de alimentos (TRUDGILL e BLOCK, 2001).

O controle dos fitonematoides é necessario para reduzir tais prejuizos, sendo que o
uso de nematicidas é uma alternativa economicamente vidvel. As industrias buscam novas
moléculas para 0 mercado e 0s compostos organicos volateis (COVS) podem ser uma
alternativa, pois eles ndo deixam residuos nos alimentos e no meio ambiente (BARROS
et al., 2014a). A atividade nematicida de COVs emitidos por plantas e microrganismos
tem sido estudada nas ultimas décadas (CAMPOS et al., 2010). Fungos e bactérias séo 0s
microrganismos mais estudados quanto a emissdo de COVs toxicos a fitopatdogenos
(FREIRE et al., 2012; AGUIAR et al., 2014; LOPEZ et al., 2017a; TERRA et al., 2017).
Alguns materiais vegetais também emitem COVs com atividades nematicida e
nematostatica (BARROS et al., 2014a; AISSANI et al., 2015; LOPEZ et al., 2017b). No
entanto, ha vérias espeécies vegetais que ndo foram estudadas com relacdo a emissdo de

moléculas volateis toxicas a fitonematoides.
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O efeito téxico de COVs a fitonematoides pode ser ressaltado através da
biofumigacdo (BONES et al., 2006; LORD et al., 2011; BARROS et al., 2014b). Por
exemplo, os isotiocianatos s@o moléculas volateis emitidas por brassicas com efeito
nematicida comprovado, sendo um dos principais compostos relacionados ao processo de
biofumigacdo (BONES et al., 2006; AIRES et al., 2009; OJAGHIAN et al., 2012,
BARROS et al., 2014b; MARTINS et al., 2016). Porém, outras moléculas volateis

também podem estar associadas a toxicidade a nematoides.

As emissdes gasosas sdo complexas, contendo compostos com agdes diferenciadas
quanto a toxicidade a fitonematoides. Assim, a identificacdo de moléculas nas emissdes
gasosas de plantas e microrganismos, precede ao teste sobre efeito isolado desses
compostos volateis a fitonematoides (JARDIM et al., 2017; LOPEZ et al., 2017b;
NEERAJ et al., 2017; SILVA et al.,, 2017), afim de encontrar novas moléculas
nematicidas que sejam menos toxicas ao ambiente e a salde humana. Assim, tem-se
estudado geralmente o composto majoritario identificado em alguns extratos e 6leos
essenciais de planta (KONG et al., 2007; BAIl et al., 2011; NEERAJ et al., 2017).

A dissolucdo de moléculas componentes de emissdes gasosas em &gua expande o
espaco de atuacdo das moléculas volateis na rizosfera. A toxicidade adquirida pela agua
exposta aos COVs emitidos por macerados vegetais, fungos e etanol, foi estudada nos
Gltimos anos (BARROS et al., 2014a; LOPEZ et al., 2017a; SILVA et al., 2017; TERRA
et al., 2017). Esses trabalhos comprovaram a retengdo de alguns COVs na agua devido a
sua dissolucdo, o que prolonga o seu efeito toxico a fitonematoides e evita sua perda para
a atmosfera. Ainda ndo foi estudada a capacidade de emissdes gasosas de Nasturtium

officinale (agrido) e Passiflora edulis (maracuja) bem como a sua retencdo em agua.

O maracuja € nativo do Brasil e sua producdo é destinada principalmente para a
producdo de sucos, onde sdo geradas 54 mil toneladas de subprodutos descartados
anualmente, incluindo sementes e cascas (VARGAS et al., 2013; SANTOS et al., 2015).
A sua toxicidade a nematoides ainda precisa ser estudada, porém o Oleo extraido das
sementes possui propriedades antifungicas (SILVA et al., 2014). A semente de maracuja
é um residuo abundante da inddstria alimenticia e seu uso na agricultura no controle de
fitonematoide pode vir a ser economicamente viavel ap6s comprovada sua acao

nematicida.
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O agrido pertence a familia das brassicas e suas folhas frescas constituem o produto
comercial, utilizadas principalmente na alimentagdo (CRUZ et al., 2008). Sua atividade
nematicida ja foi comprovada atraves de extratos aquosos das folhas e da biofumigacao
(AIRES et al., 2009; LORD et al., 2011; ZAHRADNIKOVA e PETRIKOVA, 2013) e
explicada pela producéo de glucosinolatos e seus derivados, chegando ao isotiocianato
(SERRA et al., 2002; CABONI et al., 2012; OJAGHIAN et al., 2012) sem intuir sobre o
efeito de outras moléculas componentes da emissdo nem sobre a dissolucdo dos vapores

em agua, carecendo assim de maiores estudos.

Foi avaliado, neste trabalho, o efeito tdxico a M. incognita in vitro e in vivo de COVs
emitidos por macerados de folhas de agrido e sementes de maracuja, a retencdo em agua
de moléculas toxicas, a eficacia e producdo de volateis toxicos pela biofumigacdo, a
caracterizagdo das moléculas das emissdes e o efeito tdxico isolado de algumas delas a
M. incognita.

2. MATERIAL E METODOS
2.1. Obtencéo do in6culo de M. incognita

Populagdes puras de M. incognita foram multiplicadas em plantas de tomate (Solanum
lycopersicum) cultivar Santa Clara®, mantidas em casa-de-vegetagdo. Sessenta dias apos
a inoculacdo, ovos do nematoide foram extraidos das raizes com galhas, de acordo com a
técnica de Hussey e Barker (1973), e colocados em camara de eclosdo a 28°C. Os J;

eclodidos entre 24-48 h foram utilizados para 0s experimentos.
2.2. Coleta de material vegetal e preparo dos macerados

Sementes de maracuja (Passiflora edulis var. flavicarpa) e folhas frescas de agrido
(Nasturtium officinale) cultivar Folha larga melhorada® foram escolhidas como as fontes
de emissdo de volateis nos ensaios. As sementes de maracuja foram lavadas em agua
corrente para retirada do arilo e colocadas para secar a temperatura ambiente em bandejas
de aluminio cobertas com papel toalha para absor¢éo da &gua. Para o preparo do macerado
fresco, amostras de folhas de agrido e sementes de maracuja foram desinfestadas
superficialmente com hipoclorito de s6dio (2%) por 1 minuto, seguido de trés lavagens
em agua destilada. Apds a retirada do excesso de dgua com papel toalha, o material
vegetal foi colocado em almofariz e macerado com pistilo. O material triturado foi

utilizado imediatamente para conducédo dos ensaios.
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2.3. Imobilidade, mortalidade, infectividade e reproducdo de M. incognita
exposta aos COVs emitidos pelas espécies vegetais

A atividade nematicida dos COVs emitidos por macerados de folhas de agrido e
sementes de maracujd, foi avaliada pela metodologia desenvolvida por Barros et al.
(2014a), onde em frascos Supelco™ (80 cm x 28 mm, Sigma-Aldrich, Bellefonte, PA,
USA) foram depositados areia autoclavada (35 g) e, na superficie da areia, adicionou-se
agua destilada (2 mL). A seguir, diferentes quantidades de macerado vegetal (0,2; 0,5;
1,0; 1,5 e 2,0 g) foram adicionados sobre a areia contida nos frascos. Frascos com 2 mL
de 4gua sobre a areia e sem material vegetal foram utilizados como controle. Um
microtubo (1,5 mL) esterilizado e sem tampa foi imerso até a sua metade na areia de cada
frasco. Logo em seguida, os frascos foram fechados com tampa de rosca e mantidos a
25°C durante 72 h para a emissdo e acumulo dos COVs. Ao final do periodo, uma
suspensdo (1 mL) contendo 200 J»> de M. incognita foi injetada dentro do microtubo, por
meio de uma seringa, através de uma pelicula de silicone contida na tampa rosqueada,
sendo armazenado novamente por 24 h. O orificio da passagem da seringa foi vedado
com fita adesiva. Decorridas 24 h, os frascos Supelco™ foram abertos e de cada
microtubo foram retirados 100 pL da suspenséo de Jz. Os J» foram transferidos para pogos
de 300 pL em placas de polipropileno de 96 células, sendo quantificada a percentagem
de J> mdveis e imOveis em microscopio de objetiva invertida (Nikon TMS-F N°. 211213).
A mortalidade dos J foi avaliada 24 h ap6s a contagem da imobilidade, considerando os

Jo ainda imdveis como mortos.

Para avaliar a infectividade, uma suspensdo aquosa (1 mL) contendo 580 J, foi
exposta 0s COVs emitidos pelos macerados de folhas de agrido e sementes de maracuja,
como descrito acima. Duas quantidades (0,5 e 2,0 g) de macerados foram selecionadas
para este ensaio. Os J> foram expostos aos COVs por 24 h. Decorrido este periodo, 0s J»
foram dispersos em 3 mL de agua destilada e, entdo, inoculados em plantas de tomate
cultivar Santa Clara® com 20 dias apds a semeadura e cultivadas em bandejas de isopor
com 72 células de 75 cm? preenchidas com substrato comercial (Tropstrato®, Vida Verde
Industria e Comércio de Insumos Ltda., Mogi Mirim, Séo Paulo, Brasil). O in6culo foi
injetado em volta do caule da planta através de 3 furos equidistantes (0,4 cm de largura x
1,5 cm de profundidade). As plantulas inoculadas receberam irrigacdo e adubacéo foliar
(Biofert Plus Universal®, Biofert, Contagem, Minas Gerais, Brasil) sempre que

necessario. Apos 45 dias, as raizes foram cuidadosamente removidas, lavadas com agua,



63

secas em toalhas de papel e pesadas. Apds a quantificagdo das galhas, os ovos foram
extraidos 3° para sua contagem em microscopio de objetiva invertida (BARROS et al.,
2014a).

2.4. Toxicidade da agua aos J2 de M. incognita apos a exposi¢cdo aos COVs das

plantas

Como no ensaio anterior em frascos Supelco™ foram adicionados 35g de areia
autoclavada. Na superficie da areia foi depositada também &gua destilada (2mL) seguida
dos macerados vegetais (1,5 g). Dentro de cada frasco também foi colocado um microtubo
(2 mL) contendo agua destilada (1 mL) no seu interior. Em seguida, os frascos foram
fechados e mantidos a 25 °C durante 72 h. Como controle positivo foi utilizado o
macerado seco da inflorescéncia de brécolis (1,5 g), que apresenta toxicidade a M.
incognita (SILVA et al., 2018). Como controle negativo, foi utilizado frascos contendo
areia e microtubo com agua. Apos 72 h, os microtubos foram retirados do interior dos
frascos. Dentro de cada microtubo foi injetada uma suspensao (0,5 mL) contendo 200 J,
de M. incognita. Os microtubos foram, entdo, fechados com tampa rosqueada e mantidos
a 25 °C por 48 h. Apés o periodo de incubacdo, os microtubo foram abertos, 100 pL da
suspensdo de J> foram recolhidos dos microtubos e transferidos para pogos de 300 pL em
placas de polipropileno de 96 células, sendo quantificado a percentagem de J> moveis e
imoveis em microscopio de objetiva invertida (Nikon TMS-F N°. 211213). A mortalidade
dos J» foi avaliada 24 h ap6s a contagem da imobilidade. Os Jz ainda imoéveis foram

considerados mortos.

2.5. Biofumigacdo de substrato misturado com diferentes quantidades dos
macerados vegetais e ovos de M. incognita e toxicidade aos J2 dos volateis

liberados pelos macerados vegetais

Foi adotada a metodologia desenvolvida por Barros et al (2014b) e Lopez et al.
(2017b), onde copos de poliestireno (300 mL) foram preenchidos com substrato
comercial (100 g) Tropstrato®. Em seguida, os macerados vegetais de sementes de
maracuja e folhas frescas de agrido, nas quantidades de 0; 1,2; 2,4; 4,8 e 9,6 g, foram
incorporados ao substrato. A quantidade zero grama foi considerada controle. Em saco
de polipropileno (30 x 40 cm — 1 kg) foram colocados substrato, macerado vegetal e uma
suspensdo aquosa (2,5 mL) contendo 3.000 ovos de M. incognita. O saco plastico foi

fechado e agitado para homogeneizacdo. Dessa forma, os ovos foram submetidos aos
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efeitos de moléculas volateis e ndo volateis. Logo apds, a mistura
(substrato:macerado:ovos) foi colocada nos copos plasticos, ajustando-se a umidade para
60% da capacidade de campo. Para se estudar isoladamente o efeito dos COVs sem
interferéncia das moléculas nédo volateis, foi colocado um microtubo (1,5 mL) aterrado
até sua metade na mistura. O copo com a mistura foi entdo fechado com tampa de
poliestireno propria, formando a cadmara de gases liberados pela mistura. Setenta e duas
horas apds, foi injetada, com uma seringa, uma suspensdo aquosa (1 mL) contendo 200
J> de M. incognita no interior do microtubo. O furo provocado na tampa pela perfuracéo
da seringa foi vedado com fita adesiva. Apo6s 48 h de exposicdo dos J2 aos COVs, 0 copo
foi aberto e 100 pL da suspensdo de J» de cada microtubo foi transferida para pogos de
300 pL em placas de polipropileno de 96 células sendo avaliada a imobilidade de J2. A
mortalidade foi avaliada 24 h ap0s a avaliacdo da imobilidade. Sem as tampas dos copos,
uma plantula de tomateiro contendo quatro pares de folhas foi transplantada para cada
copo contendo a mistura de substrato, macerados e ovos de M. incognita. Aos 45 dias foi

avaliado o numero de galhas e de ovos por sistema radicular.

2.6. Identificacdo dos COVs emitidos pelos macerados vegetais através da

cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas

Através da técnica de microextracdo em fase sélida (SPME) e cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massas (GC/MS), foram analisadas as emisses gasosas de
amostras (1,5 g) em cinco replicatas dos macerados de sementes de macaruja e folhas de
agrido. As amostras foram colocadas em frascos de SPME (20 mL) incubadas a 25°C.
Foram analisados os volateis emitidos durante 72 h ap6s o fechamento dos tubos. Para a
extracdo dos COVs foi empregada a SPME (ARTHUR e PAWLISZYN, 1990) no modo
headspace, usando a fibra DVB/CAR/PDMS (Divinilbenzeno, Carboxen,
Polidimetilsiloxano), com temperatura (55°C), agitacédo (250 rpm) e tempo de extracdo
(35 minutos) determinados. Para a separacdo e identificacdo dos COVs o cromatografo a
gas foi acoplado a um GC-MS QP 2010 Ultra (Shimadzu, Japan) equipado com injetor
automatico para liquidos e gases AOC-5000 (Shimadzu, Japan) e coluna HP-5 (5% fenil-

95% dimetilisiloxano) de dimensdes 30 m x 0,25 mm x 0,25 pm. A temperatura do injetor
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foi de 250 °C, da interface de 240 °C e da fonte de ions do detector de 200 °C. O injetor
foi operado no modo splitless ou no modo split 1:2, de acordo com a intensidade dos picos
nas amostras. Como gas de arraste foi usado He grau 5.0 a 1,0 mL mint. A programagcéo
da temperatura do forno do GC foi de 40 °C até 130 °C a 3 °C min e entdo até 240 °C a
10 °C min™. Para identificacido dos COVs nas amostras, os espectros de massas de cada
pico do cromatograma foram extraidos através do programa Automated Mass Spectral
Deconvolution and Identification System (AMDIS) v. 2.63. A identificacdo dos COVs
foi realizada por comparacdo dos espectros de massas dos picos das amostras com
espectros da biblioteca NIST pelo programa Mass Spectral Search Program v. 1.7 (NIST,
Washington - DC, USA) e por comparagdo dos indices de retengdo obtidos
experimentalmente (R1 Exp.) com os indices de retenc¢do da literatura (RI Lit.) (ADAMS,
2007; NIST, 2017). Os indices de retencdo experimentais foram obtidos através da
injecdo de uma série homologa de alcanos. Para a comparacdo entre 0s espectros de
massas foram considerados somente picos em que a similaridade entre os espectros for
maior que 80%.

2.7. Atividade nematicida dos COVs identificados nas emissdes gasosas dos

macerados vegetais

Foi avaliada a atividade nematicida a M. incognita de cinco moléculas identificadas
nas emissdes dos macerados vegetais, disponiveis no mercado e de baixo custo. As
moléculas 2-Metil-1-propanol, 2-Etil-1-hexanol, 1-Octanol, Isopulegol e a-lonone foram
fornecidas pela empresa Sigma-Aldrich, Saint Louis — MO, USA. Para avaliar as suas
atividades nematicidas, uma suspensdo aquosa (0,5 mL) com 200 J; e a solugéo (0,5 ml)
contendo as moléculas nas concentragdes finais de 1000 pg / mL e 500 pg / mL em
solucdo aquosa de Tween 80® a 0,01 g / mL, foram adicionados em um microtubo (1,5

mL). Solugéo de Tween 80® a 0,01 g/ L foi utilizado como controle. Os microtubos foram
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fechados e mantidos a 25 °C por 48h. Ap6s o periodo, uma aliquota (100 pL) foi
transferida para pocos de 300 uL em placas de polipropileno de 96 ceélulas. Para
determinar se 0s Jo estavam vivos, uma gota (10 puL) de NaOH 1M foi adicionada em
cada pocgo da placa. Os Jo que reagiram ao NaOH, movimentando 0 seu corpo num
intervalo de 3 minutos foram considerados vivos, caso contrario, foram considerados
mortos (CHEN e DICKSON, 2000 adaptado por AMARAL et al., 2003). Somente as
moléculas que causaram mortalidade acima de 80% foram selecionadas para
determinagéo da concentragéo letal capaz de matar 50% dos J. de M. incognita (CLso). A
molécula selecionada (1-octanol) para este ensaio foi avaliada em 10 concentra¢des
diferentes (500, 450, 400, 350, 300, 250, 200, 150, 100 e 50 ug / mL). Solugdo de Tween
80® a 0,01 g/ L e 4gua foram empregados como controles. O periodo de exposicdo de Jz
aos COVs foi de 48 h, sendo avaliada a mortalidade através da adi¢do de duas gotas de
solugéo de NaOH 1,0 mol/L em cada cavidade da placa com os J2. Aqueles que reagiram
ao NaOH, movimentando o seu corpo num intervalo de 3 minutos foram considerados
vivos, caso contrario, foram considerados mortos (CHEN e DICKSON, 2000 adaptado

por AMARAL et al., 2003).

2.8. Analise estatistica dos dados

Todos os ensaios foram montados em delineamento inteiramente casualizado, com
cinco repeti¢des por tratamento. Os resultados foram, previamente, submetidos a testes
de normalidade (Shapiro-Wilk) e homogeneidade de variancia dos erros (Bartlett). Uma
vez atendidos os pressupostos, foi aplicado o teste F, por meio da analise de variancia
(ANOVA). No ensaio sobre a toxicidade da agua a J2 ap0s a exposi¢do aos COVs, foi

feita a transformacdo dos dados relativos a mortalidade dos J> de M. incognita a

in—1y%_
Sin \/100.

No ensaio de reproducdo e infectividade com J. expostos aos COVs das plantas, foi
feito um esquema fatorial com 2 espécies vegetais (N. officinales e P. edulis) x 3
quantidades (0,0; 0,5 e 2,0 g). Em relagéo aos experimentos de quantidade dos macerados
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vegetais e biofumigacdo no copo juntamente com os volateis liberados ao ar, 0s
tratamentos foram organizados em esquemas fatoriais com 2 espécies vegetais (N.
officinales e P. edulis) x 6 quantidades (0,0; 0,2; 0,5; 1,0; 1,5 2,0 g) e 2 espécies vegetais
(N. officinales e P. edulis) x 5 quantidades (0,0; 1,2; 2,4; 4,8 e 9,6 g), respectivamente,
sendo feita uma analise de regressdo. Para o0 ensaio de atividade nematicida dos COVs foi
usado um esquema fatorial com 5 moléculas x 3 concentragdes (0, 500 e 1000 pg/mL).
As médias dos ensaios foram comparadas pelo teste de Tukey a 0.05 de significancia. Ja
para 0 ensaio de determinacdo da CLso, foi feita uma anélise de regressdo com 10
concentracOes diferentes. Para os ensaios de anélise de regressdo, foram escolhidos os
melhores modelos para as curvas de regressdo. Os programas SigmaPlot® versdo 12 e
Sisvar® foram utilizados para montagem dos graficos e andlises estatisticas,

respectivamente.
3. RESULTADOS

3.1. Imobilidade, mortalidade, infectividade e reproducdo de M. incognita

exposta aos COVs emitidos pelas espécies vegetais

Os COVs produzidos pelos macerados de maracuja e agrido causaram alta
imobilidade aos J> de M. incognita. A menor quantidade de macerado (0,2 g) de sementes
de maracuja imobilizou 95% dos Jo. A partir de 0,5 g, 100% dos J» ficaram imdveis. Os
COVs emitidos pelo agrido causaram 100% de imobilidade somente a partir da
quantidade de 1 g do macerado (Fig. 1). Os COVs emitidos pelos macerados das duas
espécies vegetais, expostos aos J» por 24h, ndo causaram mortalidade significativa do
nematoide (p> 0.001).
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Figura 1. Porcentagem de imobilidade de juvenis de segundo estadio (J2) de Meloidogyne incognita
expostos a compostos organicos volateis emitidos por macerados de folhas de agrido e sementes de

maracuja em diferentes quantidades. As barras indicam o erro padrdo da média.

A infectividade e reproducdo de M. incognita quando os J, foram expostos aos COVs
de macerado de agrido diminuiram com o aumento da quantidade de macerado vegetal
(0,5 e 2,0 g) e também em comparagdo com o controle (0,0 g) (p<0.05). Dessa forma,
houve diferenca significativa (p<0.05) no nimero de galhas entre as duas quantidades de
macerado de agrido e o controle, chegando a 89% e 84% de reducdo comparando 2g do
macerado com o controle e com a quantidade de 0,5 g, respectivamente. Ocorreu
diferenca significativa na infectividade entre agrido e maracuja com reducdo de 86%
quando os J» foram expostos aos COVs emitidos por 2 g de agrido em comparagdo ao
maracuja. Os Jo expostos aos COVs de 2,0 g de macerado de maracuja causaram reducao
significativa no numero de galhas (p<0.05). O numero de ovos diminuiu
significativamente quando se utilizou 2 g dos macerados de agrido (99%) e maracuja
(82%), em comparacdo ao controle (p<0.05). Porém, a infectividade nédo foi significativa

entre as espécies de plantas (p>0.05) (Tabela 1).
Tabela 1

Numero de galhas e ovos por grama de raizes de tomateiro inoculadas com juvenis de
segundo estadio de Meloidogyne incognita ap0s a exposicdo a compostos organicos
volateis emitidos por duas quantidades (0,5 e 2,0 g) de macerados de folhas agrido e

sementes de maracuja.
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Macerado Galhas.g™* de raiz Ovos.g! de raiz

vegetal (g) Agrido Maracuja Agrido Maracuja
0,0 19 cA 19 bA 1820 bA 1820 bA
0,5 13 bA 16 abA 1462 bA 1644 bA
2,0 2aA 15aB 5aA 335aA

Letras mailsculas diferentes na linha e letras mindsculas diferentes na coluna indicam que ha diferenca

significativa pelo teste de Tukey (p< 0.05).

3.2. Toxicidade de 4gua exposta aos COVs dos macerados vegetais aos J2 de M.

incognita

A agua exposta aos COVs emitidos pelo macerado de agrido causou 100% de
imobilidade e 98,6% de mortalidade dos J», sendo estatisticamente (p<0.05) superior ao
controle positivo (macerado de brécolis). No entanto, a agua exposta aos COVs emitidos
por macerado de sementes de maracuji ndo afetou a mobilidade e nem a mortalidade dos

J> de M. incognita, sendo estatisticamente (p>0.05) similar ao controle negativo (Fig. 2).
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Figura 2. Toxicidade da adgua exposta a compostos organicos volateis de folhas de agrido e sementes de
maracuja expressa em porcentagem de imobilidade e mortalidade de juvenis de segundo estadio (J,) de
Meloidogyne incognita em relacéo aos controles: (1) frasco sem macerado vegetal e (2) brdcolis. Letras
diferentes entre os tratamentos indicam que houve diferenca significativa pelo teste de Tukey (p<0,05). As

barras indicam o erro padrdo da média.
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3.3. Biofumigagdo de substrato misturado com diferentes quantidades dos
macerados vegetais e ovos de M. incognita e toxicidade aos J2 dos volateis

liberados pelos macerados vegetais

A imobilidade dos J2 expostos aos volateis emitidos pela mistura com macerado de
maracuja foi quase sempre maior comparado aqueles emitidos pela mistura com agriéo.
Houve imobilizacdo significativa (p<0.001) dos J> de M. incognita expostos aos COVs
emitidos pela mistura de macerado de maracuja ou agrido ao substrato a partir de 1,2 g e
4,8 g, respectivamente, em comparag¢do com o controle (0,0 g). A porcentagem maxima
de imobilidade foi de 85,5% para maracuja e de 62% para o agrido (Fig. 3). Os COVs

emitidos pelos macerados das duas plantas ndo causaram a mortalidade dos Jz.

X Sementes de maracujd: y>= 4542,92 - 4537,75e™X
——— [F=31,48; P=0,011; R>=0,91]
100 1 ® Folhas de agrigo: y0'5= 1,48 +0,21x1.5
[F=296,38; P= 0,008; R*=0,99]
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Figura 3. Porcentagem de imobilidade de juvenis de segundo estadio (J2) de Meloidogyne incognita
expostos a compostos organicos volateis emitidos por diferentes quantidades de macerados de folhas de
agrido e sementes de maracuja incorporados ao substrato em copos fechados, simulando o processo de

biofumigac&o. As barras indicam o erro padrdo da média.

A maior reducdo no nimero de galhas foi observada quando foi utilizado macerados
de maracuja (69%) em comparacao aos macerados de agrido (33%). Qualquer quantidade
de macerado de semente de maracuja reduziu significativamente o nimero de galhas em
tomateiro comparado ao controle (p<0.001). J& os COVs do macerado de agrido so
causaram reducéo significativa comparada ao controle a partir de 4,8 g (Fig. 4 A). Os
macerados das duas espécies vegetais causaram reducdo significativa (p<0.001) no
namero de ovos em comparagdo com o controle em todas as quantidades testadas. Para
macaruja, a menor quantidade (1,2 g) reduziu em 62% o numero de ovos, sendo que a
partir da quantidade de 4,8 g, a reducdo foi acima de 90%. Para os macerados de agriéo,
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sO houve reducdo acima de 60% a partir de 4,8 g, chegando a 76% de reducdo com a

aplicacdo de 9,6 g do macerado vegetal (Fig. 4 B).
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Figura 4. Numero de galhas (A) e ovos (B) de Meloidogyne incognita em raizes de tomateiro, resultantes
da exposicao de ovos de M. incognita no solo as diferentes quantidades de macerados de folhas de agrido
e sementes de maracuja incorporados ao substrato em copos fechados, simulando o processo de

biofumigac&o. As barras indicam o erro padréo da média.

3.4. Identificacdo dos COVs emitidos pelos macerados vegetais através da

cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas

Nas emissdes volateis emitidas pelos macerados de folhas de agrido e sementes de
maracuja foram encontrados 26 e 12 compostos, respectivamente, através de analises em
GC-MS. Somente uma molécula ndo foi identificada. Os compostos identificados nas
emissdes foram categorizados como presentes (“X”’) e majoritarios (“xx”), em relagdo a
intensidade de picos detectadas nas amostras. Os compostos mais intensos foram 3-
Methyl-1-butanol e 2-Methyl-1-butanol, encontrados nas emissdes de macerado de
maracujé. E importante esclarecer que a intensidade dos picos no cromatograma em uma
analise por SPME depende da concentracdo do composto na amostra, do tipo de fibra
utilizada, do ponto de ebulicdo do composto e das condicbes de extracdo. As moléculas
3-Methyl-1-butanol, 2-Methyl-1-butanol, 1-Hexanol, Cymene / Cymol, Limonene,
Isopulegol e Citronellal, foram encontradas nas emissdes de ambas espécies (N. officinale

e P. edulis) (Tabela 2).
Tabela 2

Compostos orgénicos volateis identificados nos macerados de folhas de agrido e sementes

de maracujé atraves da cromatografia gasosa acoplada a espectroscopia de massas.
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Composto RI Exp.f  RILitt Similar. (%)8 Folhas de Sementes de
agriao maracuja
1 3-Methylfuran 611 611 93,7 X -
2 2-Methyl-1-propanol 628 622 94,5 X -
3 Trichloroethane 635 642 95,1 - X
4 3-Methylbutan-1-al 655 654 90,1 - X
5  2-Methyl-1-butanal 670 664 91,1 - X
6  1-Penten-3-ol 685 686 89,7 X -
7  3-Pentanone 698 701 95,7 X -
8  3-Methyl-1-butanol 735 734 89,3 X XX
9  2-Methyl-1-butanol 736 738 89,3 X XX
10 2,3-Butanediol 805 811 96 X -
11 (E)-3-Hexen-1-ol 852 851 93,8 X -
12 (2)-3-Hexen-1-ol 857 857 94,9 X -
13  1-Hexanol 871 867 91,7 X X
14 3-Methyl-1-butyl acetate 875 876 92,6 X -
15 Cymene/Cymol 1024 1022 95,1 X X
16 Limonene 1029 1024 95,3 X X
17 2-Ethylhexan-1-ol 1032 1029 93,6 X -
18 1-Octanol 1076 1070 93,7 X -
19 2-Nonanone 1093 1091 93,8 X -
20 Linalol 1103 1095 91,8 X -
21 Phenylethanol 1119 1110 94,6 X -
22 Isopulegol 1151 1145 95,5 X X
23 Citronellal 1153 1148 92,7 X X
24 Unidentified 1160 - - - X
25 Nonan-1-ol 1176 1171 95,5 X -
26  a-Cyclocitral 1221 1218 90,3 X -
27  Citronellol 1231 1228 95,3 X X
28 Indole 1303 1304 94,2 X -
29 2-Methoxy-4-vinylphenol 1315 1313 91,3 X -
30 a-lonone 1482 1485 96 X -

X — composto minoritario; Xxx — compostos majoritarios presentes nas amostras.

t Indices de retencdo calculados por injecdo de uma série homdloga de alcanos

* Indices de retencao de acordo com a literatura 33 34

$ Similaridade entre o espectro de massas do pico e o espectro de massas da biblioteca

- Dados néo disponiveis ou ausente na amostra

3.5. Atividade nematicida dos COVs encontrados nas emissdes gasosas pelo GC-MS
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Dentre 0s compostos investigados em relacdo a toxicidade, apenas o octanol,
identificado nas emissdes de folhas de agrido, causou mortalidade significativamente
maior (1000 pg / mL e 500 pg / mL), em relacéo aos demais tratamentos, causando 100%
de mortalidade em comparacdo ao controle. As moléculas 2-Metil-1-propanol, 2-Etil-1-
hexanol na concentragdo de 1000 pg / mL, causaram mortalidade de 38% e 40%,
respectivamente, em comparacdo ao controle (p<0.05). No entando, Isopulegol e a-

lonone n&do causaram mortalidade em J> de M. incognita (p>0.05) (tabela 3).
Tabela 3

Porcentagem de mortalidade de juvenis de segundo estadio de Meloidogyne incognita
apo6s a exposicdo a Isopulegol, 2-Etil-1-hexanol, a-lonone, 2-Metil-1-propanol e 1-
Octanol, nas concentragdes de 1000 ug / mL e 500 pg / mL e Tween 80 (controle)

% Mortalidade J,

Composto Isopulegol 2-Ethyl-1-hexanol  a-lonone  2-Methyl-1-propanol  1-Octanol

(Mg /mL)

Tween 80 0aA 0 bA 0aA 0 bA 0 bA
500 1aB 0bB 0aB 0bB 99 aA
1000 5aC 40 aB 5aC 38aB 100 aA

Letras maidsculas diferentes na linha e letras minusculas diferentes na coluna indicam que ha diferenca

significativa pelo teste de Tukey (p< 0.05).

O valor da CLso (concentracdo letal média) para 1-Octanol foi de 382,5 pg/mL,
atingindo mortalidade acima de 90% a partir de 450 pg/mL (Fig. 5).
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Figura 5. Mortalidade de juvenis de segundo estadio (J;) de Meloidogyne incognita ap6s exposicdo a
diferentes concentragfes (Lg/mL = microgramas/ mililitro) de 1-Octanol e valor da concentracéo letal para

50% (CLso) de J2 de M. incognita. As barras indicam o erro padrdo da média.

4. DISCUSSAO

A alta imobilidade, além da reducédo da infectividade e reproducdo de M. incognita
quando J, foram expostos aos COVs dos macerados de folhas de agrido e de sementes de
maracujé (Fig. 1; Tabela 1), comprova a presenca de moléculas toxicas nos macerados.
Toxicidade em macerados vegetais tem sido encontrado em varias espécies (BARROS et
al., 2014a; AISSANI et al., 2015; JARDIM et al., 2017; LOPEZ et al., 2017b; SILVA et
al., 2018).

Embora nédo tenha ocorrido a mortalidade dos Jz, a ocorréncia da sua imobilidade foi
suficiente para reduzir a infectividade e reproducdo de M. incognita, quando J, séo
expostos aos COVs de agrido e maracujé e posteriormente inoculados em tomateiros. Este
fato indica que na imobilidade alguns aspectos fisioldgicos relevantes a infectividade e
reproducdo sdo deleteriamente afetados. Acredita-se que os COVs atuam no sistema
nervoso do nematoide, interferindo na capacidade dos J, em localizar o hospedeiro e/ou
de formar sitios de alimentacdo (BARROS et al., 2014a). Resultados semelhantes foram
observados através da reducéo da infectividade dos J. de M. incognita expostos aos COVs
de mostarda (Brassica juncea) e nim (Azadirachta indica), indicando que 0s J2 imovéis
no teste in vitro sofreram dano irreversivel na capacidade de infectividade (BARROS et
al., 2014a).
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A auséncia de mortalidade dos J. neste trabalho pode estar ligada ao periodo curto de
exposicdo deles aos COVs (24 h). Exposigéo de J, de M. incognita, por 72 h, aos COVs
emitidos pelo fungo Fusarium oxysporum isolado 21 resultou em alta mortalidade
(FREIRE et al., 2012), o que ndo ocorreu com exposicao por 24 h (TERRA et al., 2017).
Outra explicacdo para auséncia de atividade nematicida é a concentracdo dos compostos
nos macerados vegetais. Por exemplo, o composto 3-methyl-1-butyl acetate, na
concentracdo de 100 pg/mL ndo apresenta atividade nematicida, entretanto, na
concentracdo de 275 pg/mL causou 100% de mortalidade em J» de M. incognita (TERRA
et al., 2018). Este composto esta presente nas emissdes do macerado de folha de agrido.

Somente os COVs do agrido tornaram a agua toxica aos J» de M. incognita a ela
expostos (figura 2). Ao que tudo indica isto pode estar relacionado a maior abundancia
de moléculas volateis no macerado de agrido (tabela 2). Os compostos 1-Penten-3-ol, 3-
Pentanone, (E)-3-Hexen-1-ol, (Z)-3-Hexen-1-ol, Linalol, Phenylethanol, 2-Nonanone e
3-Methyl-1-butyl acetate identificados exclusivamente nas emissGes do agrido
apresentam atividade nematicida (CHITWOOD, 2002; GU et al, 2007;
ECHEVERRIGARAY et al., 2009; BAI et al., 2011; BASSETO et al., 2012; MIAO et
al., 2012; SILVA et al., 2013; AISSANI et al., 2015; XU et al., 2015; TERRA et al.,
2018). Os compostos 3-Methyl-1-butyl acetate, 2-Nonanone e Phenylethanol foram
identificados na agua exposta aos COVs do fungo Fusarium oxysporum isolado 21
(TERRA et al., 2017). A maioria das moléculas identificadas no macerado de agrido
pertence a classe de alcoois, sendo que ha relatos de que a dgua exposta a volateis de
etanol causou 100% de mortalidade dos Jz de M. incognita (SILVA et al., 2017). Os
alcoois sd@o moléculas soltveis em solventes polares devido as ligagdes de hidrogénio
(MARTINS et al., 2013) A retencdo de COVs na 4gua esté relacionada a solubilidade
especifica de cada molécula. Como a agua € polar espera-se que compostos polares
tenham maior solubilidade devido a interacdes intermoleculares, tais como ligacdes de
hidrogénio e interacdo dipolo-dipolo. Moléculas polares séo retidas em maior quantidade
(dissolvidas) na &gua que compostos aromaticos e alifaticos (RUIZ et al., 1998). A alta
atividade nematicida da &gua exposta aos COVs do macerado de agrido (Figura 2)
contrasta com a auséncia de mortalidade (atividade nematicida) quando se expds 0s Jz
diretamente aos COVs (Figura 1). Ao que tudo indica tal fato esta ligado ao periodo maior
de exposicéo dos J. a agua que foi exposta aos COVs (48 h) comparada ao periodo menor
de exposicdo aos COVs do macerado (24 h), onde foi comprovado que o maior periodo
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de exposicdo de J» aos COVs (72 h) causa mortalidade em J. (FREIRE et al., 2012;
SILVA et al., 2018).

A biofumigacdo utilizando ambas espécies vegetais reduziu o numero de galhas e de
ovos de M. incognita em tomateiro (Figura 3). Qutros trabalhos tiveram resultados
semelhantes quando incorporaram tecidos vegetais no solo para o controle de nematoides
(LORD et al., 2011; BARROS et al., 2014b; LOPEZ et al., 2014b). Na biofumigacio
provavelmente ocorreu um efeito sinérgico entre compostos volateis e ndo volateis
reduzindo a viabilidade do nematoide, como observado por outros autores (PLOEG e
STAPLETON, 2001; NEVES et al., 2007; WANG et al., 2009; SILVA et al., 2018).
Espécies de bréssicas, incluindo o agrido, produzem compostos sulforosos como o
glucosinolatos, os quais sdo hidrolisados pela enzima mirosinase quando seus tecidos sdo
danificados e incorporados ao solo, produzindo o composto isotiocianato (BONES et al.,
2006; AIRES et al., 2009; OJAGHIAN et al., 2012; ZAHRADNIKOVA e PETRIKOVA,
2013) Os isotiocianatos possuem acdo nematicida e fungicida (ZASADA e FERRIS,
2003; OJAGHIAN et al., 2012). No caso das sementes de maracuja, o efeito toxico a
fitonematoides, seja por moléculas volateis e/ou ndo voléteis, ndo tinha sido relatado até
o momento. Em funcéo da eficiéncia da semente de maracuja para a biofumigacao, novos
estudos devem ser realizados buscando identificar as moléculas ndo volateis com

atividade téxica aos nematoides.

A alta imobilidade dos J. expostos a emissdes gasosas da mistura de macerado de
folhas de agrido ou de sementes de maracuja durante a biofumigacdo indica que o0s
vapores emitidos pelos macerados causam também toxicidade a M. incognita. VVapores
emanados de outras incorporagdes vegetais em substrato ou solo causam toxicidade a
fitonematoides (LORD et al., 2011; BARROS et al., 2014b; AISSANI et al., 2015;
LOPEZ et al., 2017b; SILVA et al., 2018).

A bioprospeccao de moléculas com atividade nematicida entre os milhares de COVs
produzidos por plantas e microrganismos pode resultar na descoberta de moléculas com
potencial para serem desenvolvidas como produtos comerciais (CHITWOOD, 2002). No
presente estudo, foram identificadas 26 moléculas volateis no macerado de agrido e 12
moléculas no macerado de sementes de maracuja. A maioria das moléculas emitidas por
agrido sdo alcoois e ndo houve a detec¢do de compostos sulfurosos, como isotiocianatos.

As moléculas 1-Penten-3-ol, 3-pentanone, 2-Methyl-1-butanol, 3-Methyl-1-butanol, (E)-
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3-Hexen-1-ol, (Z)-3-Hexen-1-ol, 3-Methyl-1-butyl acetate, Cymene, Limonene, 2-
Nonanone, Linalol, Phenylethanol, Citronellal e Citronellol, identificadas nos volateis de
folhas de agrido ou sementes de maracuja, apresentaram atividade nematicida em outros
estudos (GU et al., 2007; ECHEVERRIGARAY etal., 2009; BAl etal., 2011; BASSETO
etal., 2012; MIAO et al., 2012; MARTINS et al., 2013; SILVA et al., 2013; AISSANI et
al., 2015; XU et al., 2015). Além disso, 3-methylfuran e 2,3-butanediol foram descritos
por ser tdxico a outros fitopatbgenos e por promover o crescimento de plantas,
respectivamente (WILKINS et al., 2000; CORTES-BARCO et al., 2010).

O composto 1-Octanol, constatado nas emissdes de macerado de folhas de agrido
apresentou atividade nematicida, com LCso 382, 5 pg / mL, sendo que a LCso do
nematicida comercial carbofuran (2,3-dihydro-2,2-dimethyl-1-benzofuran-7-yl N-methyl
carbamate) € 191 ug / mL (TERRA et al., 2018). Contudo, o carbofuran apresenta maior
toxicidade & humanos e ao ambiente, em comparacdo ao 1-Octanol (AGENCIA
NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA — ANVISA, 2018; COMPANHIA
AMBIENTAL DO ESTADO DE SAO PAULO — CETESB, 2018). Este foi o primeiro
trabalho a relatar a toxicidade de 1-Octanol a M. incognita. No entanto, nas emissfes
volateis de F. oxysporum, isolado de massas de ovos de Meloidogyne paranaenses,
também foi detectado 1-Octanol (LOPEZ et al., 2017a). Apesar das outras moléculas,
também encontradas nos macerados de folhas de agrido e sementes de maracuja, nao
terem apresentado efeito téxico direto, seu uso potencial ndo deve ser descartado, uma
vez que, a mudanca na quantidade e frequéncia de aplicacdo pode aumentar a sua
eficiéncia. O estudo do efeito individual das moléculas das emiss@es sobre os nematoides
e a identificacdo estrutural delas sdo importantes, pois algumas delas podem ser utilizados
futuramente como substitutos de nematicidas altamente toxicos (HELLER et al., 2010;
SASANELLI et al., 2014).

Os resultados aqui apresentados indicam que a biofumigacdo com macerados de folha
de agrido seguida de irrigacdo podera constituir em uma alternativa viavel no manejo de
fitonematoides. A irrigacdo apos a incorporacdo do material vegetal aumentaria a
supressividade do solo, pois algumas moléculas volateis com efeito toxico a
fitonematoides ficariam retidas na &gua e permaneceriam no solo por mais tempo, assim
aumentando as chances de atingir o nematoide, que se movimenta pela agua
(WHEATLEY, 2002). Em regi0es tropicais, uma alternativa, seria a combinagdo da
biofumigacgédo seguida da irrigacdo e pousio do solo (DUTRA e CAMPQOS, 2003). A
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umidade do solo e a temperatura estimulam a ecloséo de J2, enquanto que a combinagéo
dos COVs com a auséncia de plantas levaria a intoxica¢do do J» e/ou perda da energia

corporal e de sua capacidade de causar infeccdo (FREIRE et al., 2007).

No presente estudo, pela primeira vez, foi demonstrado os efeitos toxicos a M.
incognita dos COVs do macerado da folha fresca de agrido e da semente de maracuja.
Sabe-se que as sementes de maracuja sao residuos da industria alimenticia, que gera cerca
de 54 mil toneladas de subprodutos descartados anualmente no Brasil (VARGAS et al.,
2013; SANTOS et al., 2015). Portanto, a incorporagéo dessas sementes no solo seria uma
alternativa viavel para o controle de fitonematoides em pequenas areas, como as utilizadas

para olericultura.
5. CONCLUSOES

Os compostos organicos volateis de macerados de folhas de agrido e sementes de
maracujé sdo toxicos a M. incognita in vitro e in vivo, e na biofumigacdo pelos vapores
emitidos e no conjunto com compostos ndo volateis em mistura no substrato. A agua
exposta ao macerado de agrido foi toxica ao J> de M. incognita. As emissdes volateis de
macerados de folhas de agrido e sementes de maracuja contém mistura complexa de
compostos, respectivamente, 26 e 12 compostos. Ficou demonstrado que a molécula 1-
Octanol e toxica a M. incognita com LCso 382, 5 pg / mL.
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