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O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito deodessencial deippia albaem seis concentracdes (0, 4,
8, 16 e 20 puL mt) sobre a eclosdo e mortalidade do segundo esjédémil (J2)in vitro de
Meloidogyneincognitaraca 1. O experimento foi conduzido em delineamémtiramente casualizado
com oito repeticdes e repetidos uma vez. A conagéitr de 20 uL mt do 6leo resultou em 98,91% de
mortalidade do segundo estagio juvenil (J2)Migdoidogyne incognitaaca 1 e foi significativamente
superior em relagdo as demais concentragbes testabla porcentagem de eclosdo reduziu
significativamente a partir da concentracéo de 4miL* do 6leo A porcentagem de mortalidade de J2
eclodidos foi 96,39% entre as concentracdes deOli2-2nL* do 6leo. O 6leo deippia albaapresenta
efeito nematicidan vitro sobreM. incognitaraca 1.

Palavras-chave: nematicida; nematéide de galhasiobe alternativo

The objective of this research was evaluated tHeciefof essential oils olippia alba in six
concentrations (0; 4, 8, 16 e 20 pL Mlon hatching of mortality second-stage juvenilé®) {n vitro of
Meloidogyne incognitaace 1. The experiment was conducted in completatgomized design with
eight repetitions and repeated once. The concaniraf 20 pL mL™* of oil resulted in 98,91% mortality
of the second-stage juveniles (J2) heloidogyne incognitaace 1 and was significantly higher than in
other concentrations. The hatching rate decreagaifisantly from the concentration of 4 pL rilof oil.
The percentage of mortality of J2 hatched wa8®¥%, at a concentration of 12-20 uL thbf oil. The

oil of Lippia albashowed nematicidal activiiy vitro in M. incognitarace 1
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1. INTRODUCAO

Os nematdides das galhas pertencentes ao gédetoidogyne apresentam ampla
distribuicdo, sendo endoparasitas obrigatorios dentags de interesse econdmico e,
principalmente, apresentam interagcdo com outrosnismos patogénicos, o que os classificam
como um dos principais patégenos responsaveis pmida de até 90% da produtividade
agricola, dependendo do grau de infestacdo, nossistemas tropicais e subtropicais
(ECHEVERRIGARAY et al., 2010).

O processo de infeccdo deste nematodide ocorresteonsi radicular, alterando o a absorgéo e
a translocacdo de nutrientes, o que contribui pateada de outros fitopatdgenos, deficiéncias
nutricionais, além de predispor a planta a estsemsiientais.

Na agricultura, os agrotdxicos vém sendo utilizdddorma frequente e indiscriminada no
controle de pragas, o que pode resultar no acueeloesiduos toéxicos nos alimentos, em
intoxicacdes de seres vivos, na contaminacdo do esala agua, na eliminacdo de inimigos
naturais, no desequilibrio biologico e na resigtéde pragas a produtos quimicos. Com intuito
de reduzir a utilizacdo de produtos quimicos nacalgura, uma alternativa de controle de
pragas € a utilizacdo de plantas e compostos vegpia produzem compostos inseticidas e
antimicrobianos (CHITWOOD, 2002). Especificamepéea o controle de fitonematdide, o uso
de extratos e de 6leos essenciais pode representanecanismo de controle alternativo por
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apresentarem baixa persisténcia no ambiente eeném sltamente toxico como 0s nematicidas
(OKA et al., 2000).

Os Oleos essenciais sdo compostos volateis remdtalo metabolismo secundario das
plantas, cujos principais componentes sdo 0s tespenterpenodides. Estes compostos séo
derivados de fenol e atuam na oxidacdo de membregiakres e no interior de organelas
citoplasmaticas, tais como as mitocondrias. Essédadle oxidante dos o6leos essenciais é
utilizada como um mecanismo de defesa natural detasd contra bactérias, virus, fungos e
insetos e depende da composi¢cdo quimica, que podseatar dois ou trés compostos
majoritarios, em alta concentracdo e outros elemsemtcos (BAKKALI et al., 2008).

Bruni et al. (2004) e Moreira et al. (2009) retata que os 6leos essenciais extraidos de
algumas espécies de plantas tém sido relatadastoadade nematicida e podem ser utilizadas
como uma alternativa ecologicamente benéfica atralerde fitonematdides.

O mecanismo de acdo dos 06leos essenciais podeirstantnte sobre a eclosdo e
mortalidade dos nematdides (BOSENBECKER, 2006), rau inducdo de resisténcia,
envolvendo mecanismos de defesa pré-existenteplaatas (SCHWAN-ESTRADA et al.,
2003).

O oleo essencial dappia alba(Mill.) N.E. Brown, popularmente conhecida no Brasmo
erva-cidreira ou alecrim do campo ou ainda verli®aaileira, € constituida por sesquiterpenos
e monoterpenos, monociclicos ou aciclicos, conagégs qualitativas e quantitativas dos teores
de carvona, limoneno, mirceno, linolol, neral eagéal (AGUIAR e COSTA, 2005). A
composicao quimica do 6leo essencial de plantassecia as caracteristicas morfoldgicas e
organolépticas do 6leo essencial, dependendo datigpe(TAVARES et al., 2005), da época
de colheita associada as condicdes climaticas (SXNE INNECCO, 2005) e da origem
geogréfica do material (SILVA et al., 2006), assiomo esta relacionado com sua atividade
biolégica especifica.

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito deodessencial de. alba sobre a eclosdo e
mortalidade do segundo estadio juvenil (@2)itro deM. incognitaracga 1.

2. MATERIAIS E METODOS

Os experimentos foram realizados no DepartamentoEdgenharia Agronémica, da
Universidade Federal de Sergipe. Foram realizadssekperimentos. No primeiro, avaliou-se
o efeito nematicida do 6leo de albasobre 0 J2 e no segundo avaliou-se o efeito@mgidbre
a ecloséo e mortalidade de J2\leéncognitaraca 1.

O dleo essencial dk. alba utilizado foi o comercial de marca Herbia. A comipéas
guimica do 6leo é de 0,05 % de alfa-tujeno, 1,4&sabineno, 0,28% mirceno, 0,33% de
limoneno, 7,79% de eucaliptol, 0,15% de terpinole60,63% de linalol, 1,12% de alfa-
humuleno, 3,53% de germacreno D e 3,34% de germa&¢HERBIA, 2011).

O in6culo de nematdide dd. incognitaraca 1 foi obtido por doagédo do Departamento de
Agricultura, pertencente a Universidade FederaLa@as e multiplicado em tomate ‘Santa
Clara’, por 90 dias, em estufa agricola. Em sequiklizou-se a coleta das raizes e submetidas
a lavagem em agua parada. Posteriormente, as faizes coradas com Floxina B por 20
minutos. As massas de ovos foram coletadas conliauwd uma pinga sob microscépio
estereoscopico e usadas como inoculante.

A atividade nematicida do 6leo essencialLldelba foi avaliada contra J2 dd. incognita
raca 1 e o experimento foi conduzido em placasHiga, segundo a metodologia de Pérez et
al. (2003) com modificacdes. Em cada poco da diaean adicionados 100 pL de solugéo A,
constituida por 100 mL de agua destilada, 10% aeoé{v/v) e 0,3% de Tween 20 (v/v). Em
seguida, em cada poco, foi adicionado uma massaatee incubado em BOD a 25€] por
24 horas, no escuro, para ecloséo do J2. Apopedtalo, foram testadas as concentragdes de O
(controle - somente solucdo A), 4, 8, 16 e 20 aldkéo essencial de albapor mL de solucdo
A. A incubacdo foi realizada por 24h a 2821no escuro. O nimero de J2 mortos foi avaliado
com auxilio de microscopio estereoscépico com atonde até 40x. Os nematdides foram
considerados mortos quando imoéveis (CAYROL et1889). A porcentagem de mortalidade
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foi calculada pela equacéo: J2 mortos (%) = (J2esor 100)/ (J2 mortos + J2 vivos). Foram

realizadas oito repeticdes por concentracdo. Ranfirmar a atividade nematicida do 6leo, os

individuos J2 imoveis foram coletados e transferig@ra placas de Petri contendo agua
destilada e monitorado por 12 h. O experimentodpétido uma vez.

O efeito do 6leo essencial Healbasobre a eclosdo e mortalidade do JRIdacognitaraca
1 foi realizado segundo a metodologia de Pérek €@03) com modificacdes. O experimento
foi conduzido em placa tipo Elisa. Em cada pocarfoadicionados uma massa de ovos, 200
UL de solugdo A e 6leo essencial, nas concentrditi@és de 0 (controle - somente solugéo A),
4,8, 16 e 20 puL de 6leo essencialldalba por mL de solu¢do A. A incubacéo foi realizada
em BOD a 25+%C, no escuro, por 10 dias. O nimero de J2 mortasvédiado com auxilio de
microscopio estereoscopico, com aumento de aténdOgrimeiro e Ultimo dia da incubacao. A
porcentagem de mortalidade de J2 foi determinatdagopiacdo: J2 mortos (%) = (J2 mortos X
100)/ (J2 mortos + J2 vivos). Para avaliar a pdeggem de eclosao foi determinado o nimero
de ovos, por massas de ovos, por po¢o, com aubdlimicroscopio 6tico e estereoscoépico, apds
a avaliacdo da porcentagem de mortalidade de Ja@oréentagem de eclosdo dos ovos foi
determinada pela férmula: J2 eclodidos (%) = nuntere@vos eclodidos x 100)/ nimero total
de ovos. Para confirmar a atividade nematicida l@m,6os individuos J2 iméveis foram
coletados e transferidos para placas de Petrimdotdégua destilada e monitorado por 12 horas.
O experimento foi repetido uma vez.

A é&rea abaixo da curva do progresso de eclosdo PE)Ge J2 ddl. incognitaraca 1 foi
determinada pela equacédo descrita em Campell e éaP90) citados por Salgado &
Campos (2003b):

n—1

Y+,
AACPE = Z T“n (T,_,—T.)
i=1

Em que: Yi = porcentagem de eclosdo na i-ésimdagéa; Ti = tempo em dias na i-ésima
avaliacdo; n = numero de avaliacdes.

O delineamento experimental foi inteiramente casadb, com cinco concentracdes de 6leo
e 8 repeticbes. Os dados foram submetidos a arddiseariancia (ANOVA) e as dédlias
separadas de acordo com o teste de Scott-Knott de58obabilidade. Os resultados dos dados
da curva de progresso (AACPE) foram transformadas pog x. Foi realizada a analise
correlagao entre as concentragoes testadas eenfagem de ecloséo e aplicado o teste t a 1%
de probabilidade. A analise estatistica foi real& no programa ASSISTAT (SILVA e
AZEVEDO, 2002).

3.RESULTADOS E DISCUSSAO

Atividade nematicida do 6leo essencial sobre J2

O 6leo essencial de. alba na concentracdo de 20 uL thicesultou em mortalidade do
estagio juvenil J2 dé&eloidogyneincognitaraca 1 significativamente superior as demais
concentracdes testadas. J4 0 emprego das conéestetre 4 e 8 pL riiLde 6leo essencial
ndo apresentaram diferenca significativa em relagdmontrole (Tabela 1).



R. H. Marino et al., Scientia Plena 8, 040201 (2012 4

Tabela 1:Mortalidade de J2 (%) de M. incognita raca 1, n@genca de 6leo essencial de L. alba, in
vitro, ap6s 24 horas de incubagéo.

Concentracédo (uL mL?) Mortalidade de J2 (%)*

0 0,00 (0,00) d

4 8,85 (10,26) d
8 17,51 (3,99) d
12 51,79 (3,57) c
16 89,03 (3,01) b
20 98,91 (2,17) a

CV (%) 24,35

*Médias seguidas de letras iguais, nao difereneesifipelo teste de Scott-Knott a 5% de probahlkda
Valores entre parénteses referem-se ao desvio@ddréédia.

Neste experimento, o 6leo de erva cidreira testaislocomo composto majoritario o linalol
(60,63%) e provavelmente deve ter influenciado phildade e favorecido a mortalidade de J2
(Tabela 1). Este resultado foi contrario aos cisagor Echeverrigaray et al. (2010), em que
observaram a ac¢do nematicida de geraniol ou ditraltronelol, em relagdo ao linalol. E
importante ressaltar, que no 6leo testado naeefaiada a presenca de geraniol ou citral em sua
composicao. A ocorréncia de linalol (89,8%) commposto majoritario também foi observado
por Jannuzzi et al. (2010), em quimiotipos de eideeira cultivados no Distrito Federal. Da
mesma forma Mallavarapu et al. (2000) e Lorenzal.g2001) citam o linalol como composto
majoritario emL. alba no entanto ndo ha registro sobre o efeito nerdatdo linalol da erva
cidreira.

Segundo Bakkali et al. (2008), os 0leos esseimt@lagem com a membrana citoplasmatica
podendo causar a ruptura da estrutura de polisdaoar lipideos e fosfolipidios, promovendo a
despolarizagdo da membrana, como as das mitocéndeisultando na liberacdo de ions de
célcio e proteinas. Ja Bruni et al. (2004) citam ggio nematicida dos 6leos essenciais deve ser
atribuida a presenca de fendis, aldeidos e algo@€ausam a oxidacdo de membranas.

Tal como observado por Pérez et al. (2003), o atonds concentragdo de 6leo essencial
contribuiu para o aumento da porcentagem de muatddi de J2. E importante ressaltar, que
nenhum J2 considerado morto (imével) conseguiuperew a mobilidade quando incubado em
agua, apoés o teste com o 6leo essencial, demodstsmu efeito nematicida, tal como citado
por Echeverrigaray et al. (2010).

Neste experimento, as concentracdes de 16 e 20| destacaram-se entre as demais, mas
h&d a necessidade da realizacdo de experimentosampog para avaliar sua eficiéncia na
reducdo do fator de reproducdo. Além disso, & sadesavaliar o efeito fitotoxico do dleo de
L. alba Uma vez que, o emprego do 6leo de cravo da jmolisSalgado & Campos (2003a) e
com oOleo de hortela citado por Walker e Melin (1996ilizados como nematicidas
apresentaram efeito fitotoxico. J& Echeverrigarfyale (2010), citam que o uso de oOleos
essenciais como nematicidas devem ser em baix@mivacdo, para que seja economicamente
viavel sua aplicacdo, em condi¢cbes de campo.

Atividade do 6leo essencial sobre a eclosdo e mdidade do J2, em massas de ovos

O emprego do 6leo de albaem massas de ovos ke incognitaraca 1 resultou em reducao
significativa da ecloséo (Tabela 2).
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Tabela 2: Porcentagem de ecloséo e de mortalidadé2dde M. incognita raca 1, na presenca de 6leo
essencial de L. alba, in vitro, apos 10 dias delbagdo.

Concentragéo 5 (0 Mortalidade de J2
(L mL ™ Eclosdo (%) eclodidos (%) AACPE
0 27,17 (10,73) a 1,00 (0,80) d 753,75 a
4 7,33(3,97) b 23,89 (14,52) ¢ 198,00 b
8 3,96 (2,89) b 56,13 (24,47) b 106,88 ¢
12 4,83 (2,16)b 92,22 (15,55) a 130,50 ¢
16 2,38 (1,99) ¢ 96,96 (6,13) a 64,13 d
20 1,88 (0,83) c 100,00 (0,00) a 33,75d
CV (%) 21,45 21,89 20,01

*Médias seguidas de letras iguais, ndo difereneesifipelo teste de Scott-Knott a 5% de probatikda
Valores entre parénteses referem-se ao desviogddréédia.

Comparativamente, a porcentagem de eclosdo dar? emnprego do 6leo essencial de erva
cidreira foi, em média, de 7,33% na concentrac;éu!»uhemI_'1 e de 1,88% na concentracdo de
20 pL mL*, valores estes proximo aos resultados obtido&pleverrigaray et al. (2010). Estes
autores citam que a taxa de eclosdo com planta® @wma-doce ou funchoF¢eniculum
vulgare), horteld-brancaMentha rotundifolid e cominho Carum carvj, foram 5,8, 2,2 e 2,2%
de ecloséo, respectivamente. Estes autores citamsgte monoterpenos, como borneol,
carvenol, citral, gernaniol, menthol, terpinen-4-ela-terpineol reduziram mais de 90% a
eclos&o e a mobilidade quando utilizados na coragin de 250mg L

E importante ressaltar que, a porcentagem de eclfusdinversamente proporcional ao
aumento da concentracdo de Oleo pela andlise delaggiio (r = -0,75) e que a reducdo da
porcentagem de eclosdo com o aumento da concemtdeaddleo essencial, também foi
observada por Moreira et al. (2009). Segundo estEses, 0 O0leo essencial de erva cidreira, na
concentracdo a partir de 0,3125 mt, lkesultou em 47,0% de eclosdo e 0% de eclosdcacom
concentracdo de 5 a 10 mL*L A reducdo a 0% de eclosdo também foi citada dman
empregado com Oleo de citronela, alecrim piment@ine santo, eucalipto, alfavaca
(MOREIRA et al., 2009).

E importante ressaltar que a porcentagem de eclissimvos de 27,17% no controle foi
préximo aos 32% (Oka et al., 2000), com o empragoahtrole em agua paké javanica No
entanto, a porcentagem de eclosdo Me incognita raca 1 foi relativamente baixa em
comparagao aos 81-90% de eclosdMdercognitacitado por Moreira et al. (2009).

De forma geral, houve baixa porcentagem de eclesfie as concentracfes testadas, bem
como com o controle. Salgado e Campos (2003b) ajtzeos ovos com células e embrides em
diversos estadios de desenvolvimento sdo comunegiantrados nas massas de ovos, 0 que
pode promover variacdes na eclosédo ao longo dootei@pcomo observado neste trabalho.

Outro aspecto a ser enfatizado, € que o 6leo emgoatgo chegou a reduzir a 0% de eclosao
de M. incognitaraga 1, tal como observado por Moreira et al. 206om 6leo de erva cidreira
com 5 mL L', comM. incognitaraca 2. Este resultado pode ter sido devido dmiqtipo deL.
alba utilizado neste experimento, que apresenta3é®,@e linalol e este composto pode ter
influenciado na ecloséo de forma diferente dososufuimiotipos de erva cidreira utilizado por
Moreira et al. (2009).

Aguiar e Costa (2005), em sua revisdo, citam tu@miqtipos de erva cidreira: tipo 1 — com
teores elavados de mirceno e citral; tipo 1l coorde elevados de limoneno e citral e tipo I
com limoneno e carvona e auséncia de citral. Jénzo et al. (2001) citam que a parte aérea
delL. albaapresentou 55% de linalol e se destaca como campwgoritario. Oka et al. (2000)
relatam que o limoneno é responsavel pela redugdevéh de eclosdo déeloidogyne mas
neste 6leo comercial, o teor deste composto fapdgmas 0,33%.

Com relacéo a mortalidade dos juvenis observouseeag concentracdes de 12 a 20 pL'mL
do 6leo deL. alba resultaram, em média, 96,39% da mortalidade desédgy diferenca
significativa entre estas concentracbes (TabeleE&)es valores foram similares aos 100%
obtidos por Moreira et al. (2009), com 6leo de rte@imenta com 0,3125 mL™L Da mesma
forma, Oka et al. (2000) e Echeverrigaray et a01(@ citam que 6leo de manjericdo, que
apresenta o carvacrol como composto majoritargylteu entre 80 e 98% de mortalidade de J2,
similar aos valores obtidos com o 6leo ldealba que apresenta linalol como composto
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majoritario. Tal como observado por estes autaesconcentracdes testadas provocaram a
morte de J2 eclodidos de forma expressiva, pritrograte, nos primeiros dias, indicando haver
uma acao téxica do 6leo testado sobre os juvefdstantes d&l. incognitaraca 1.

Segundo Echeverrigaray et al. (2010), a mobiliddae nematoides de galhas foi reduzida
provavelmente devido a presenca de citral, gerarimlquanto que, neste experimento
provavelmente deve ter sido o linalol e/ou acaquria dos compostos presentes no 6leo que
deve ter influenciado na mobilidade Ble incognitaraca 1. Além disso, é importante destacar
que nenhum J2 recuperou a mobilidade ap6s a passageagua, tal como observado com
outros tipos de dleos essenciais por Echeverrigatray. (2010), indicando que o 6leo de erva
cidreira apresenta acdo nematicida.

A reducgdo da taxa de ecloséo e elevada mortalidad® de nematdide pode ser devido a
composic¢ao quimica dos Oleos essenciais. Uma vez@ka et al. (2000) citam que os 6leos
essenciais sdo formandos por varios compostospogem se interagir € atuar em processos
vitais do metabolismo do nematéide, como na faderiemaria, bem como nos mecanismos de
movimentag&o, decorrente de uma possivel deseasitétudo sistema nervoso. Ja Bakkali et al.
(2008) citam que os 6leos essenciais podem intezagi a membrana citoplasmatica podendo
causar a ruptura da estrutura de polissacaridgusgeds e fosfolipidios, promovendo a
despolarizagdo da membrana, como as das mitocéndeisultando na liberacdo de ions de
célcio e proteinas, além de alterar a permeabéidad membranas. Estes mecanismos de acao
poderiam explicar a reducdo da taxa de eclosdortlidade dos juvenis de nematdides, na
presenca do 6leo de erva cidreira.

Para avaliar o efeito nematicida de um produtopgbitante também considerar a area abaixo
da curva de progresso de eclosdo (AACPE), em qaleaveclosao dos J2 ao longo do periodo
de incubagé&o dos ovos (SALGADO e CAMPOS, 2003b; @A et al., 2009).

A andlise da area abaixo da curva de progresseldsde (AACPE) de juvenis (J2) d&.
incognitaraca 1, com o emprego de 4 a 20 uLmeduziu significativamente o valor de
AACPE em comparagdo com o tratamento controle (@ahe

Ao contrario dos valores obtidos por Moreira e{2009), ndo houve nenhuma concentracao
delL. albaque reduzisse a AACPE a zero, como o 6leo den€ilace o capim santo testados por
estes autores. No entanto, as concentracdes de 216 ;. mL' devem ser testadas em
condigdes de campo, com o intuito de se avaliaeBo#@ncia e se ha efeito fitotoxico.

4. CONCLUSAO

O dleo delippia albaapresenta efeito nematicida in vitro, por redaziaxa de eclosdo de
M. incognitaraca 1 e favorece a mortalidade do estadio jud@ndclodido.
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