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RESUMO

SOUSA JUNIOR, Jair Ricardo. Bioatividade de extratos de nim (Azadirachta indica)
e rubim (Leonurus sibirilus) sobre Meloidogyne javanica in vitro. 23p. Trabalho de
concluséo de curso (Curso de Bacharelado em Agronomia) Instituto Federal Goiano —
campus Morrinhos, Morrinhos, 2018.

Meloidogyne javanica é uma das espécies de nematoides fitoparasitas mais comuns e
que mais prejuizos causa a agricultura mundial, incluindo a brasileira. O seu manejo é
bastante dificil, uma vez que este nematoide contamine areas antes consideradas livres,
pois consegue sobreviver por longos periodos no solo. Assim, novas estratégias de
controle devem ser desenvolvidos para 0 manejo deste nematoide. O objetivo deste
trabalho foi avaliar o efeito do extrato aquoso de Nim (Azadirachta indica) e Rubim
(Leonurus sibiricus) sobre a eclosdo e mortalidade de juvenis de Meloidogyne javanica
in vitro. O experimento foi instalado e conduzido em condi¢des de laboratorio. Os
tratamentos foram 5%, 10%, 15%, 20%, 25% (p/v), do extrato aquoso de folhas de A.
indica e L. sibiricus, mais o controle negativo contendo somente agua destilada, tanto
para a avaliacdo para a eclosdo de J2 quanto da mortalidade de juvenis (J2) . Os extratos
de Nim e de Rubim tiveram efeito significativo na reducdo da eclosdo de J2 bem como
na mortalidade de juvenis de M. javanica, No caso da utilizacdo de Nim, a mortalidade
in vitro de M. javanica foi crescente de acordo com 0 aumento na concentracdo no
extrato aquoso. As concentracdes 10, 15, 20 e 25% foram as que mais reduziram o
percentual de mortalidade. O extrato de 25 % de Nim reduziu 60% da mortalidade
comparado ao controle negativo contendo apenas dgua. Em relacdo ao Rubim, todos os
tratamentos também diferiram estatisticamente do controle negativo, sendo que a
concentracdo a 25% promoveu niveis de mortalidade superior, reduzindo o percentual
de mortalidade em mais de 60% comparado ao controle negativo. Ambos os extratos
inibiram a eclosdo de juvenis de M. javanica. A concentracdo de Nim a 25% promoveu
a maior inibicdo da ecloséo, de J2 da ordem 78% a mais comparado ao controle
negativo. O mesmo foi observado quando se utilizou o extrato aquoso de Rubim. Para
Nim, recomenda-se a utilizacdo do extrato na concentracdo de 10% para promover
maiores niveis de mortalidade dos juvenis e a partir de 20% para a reducdo dréstica na
eclosédo de ovos. Para Rubim, a concentracdo a partir de 20% para se obter maiores

niveis de mortalidade de juvenis e maior reducdo na eclosao de ovos de M. javanica.

Palavras-chave: Bionematicida; controle natural; nematoide-das-galhas.



ABSTRACT

SOUSA JUNIOR, Jair Ricardo. Bioactivity of Neem (Azadirachta indica) and
Honeyweed (Leonurus sibirilus) extracts on Meloidogyne javanica in vitro. 23p.
Completion of course work (Agronomy Bachelor's Degree). Institute Federal Goiano -
Campus Morrinhos, Morrinhos-GO, 2017.

Meloidogyne javanica is one of the most common phytoparasite nematode species and
that causes more damage to world agriculture, including Brazilian agriculture. Its
management is very difficult, once it contaminates previously considered free areas,
because it can survive for long periods in the soil. Thus, new control methods must be
developed for the management of this nematode. The objective of this work was to
evaluate the effect of the aqueous extract of neem (Azadirachta indica) and honeyweed
(Leonurus sibiricus) on juvenile mortality and egg hatching of M. javanica in vitro. The
experiment was installed and conducted under laboratory conditions. The treatments
were 5%, 10%, 15%, 20%, 25% (w / v) of the aqueous extract of leaves of A. indica and
L. sibiricus, plus the negative control containing only distilled water, both for evaluation
juvenile mortality (J2), and for J2 hatching. Neem and honeyweed extracts had a
significant effect on juvenile mortality of M. as well as on J2 hatch reduction. In the
case of the use of neem, the in vitro mortality of M. javanica was increasing according
to the increase in the concentration in the aqueous extract. Concentrations 10, 15, 20
and 25% were the ones that most reduced the percentage of mortality. The extract of
25% of neem reduced 60% of the mortality compared to the negative control. Regarding
honeyweed, all treatments also differed statistically from the negative control, and the
concentration at 25% promoted higher mortality levels, reducing the percentage of
mortality by more than 60% compared to the negative control. Both extracts inhibited
the hatching of juveniles of M. javanica. The concentration of neem at 25% promoted
the highest inhibition of hatching, of J2 of the order 78% more compared to the negative
control. The same behavior was observed when the honeyweed aqueous extract was
used. For Nim, it is recommended to use the extract at a concentration of 10% to
promote higher levels of juvenile mortality and from 20% for drastic reduction in
hatching eggs, and for honeyweed the concentration from 20% for larger levels of

juvenile mortality and greater reduction in hatching of M. javanica eggs.

Keywords: Bionematicide; gall nematode; natural control.
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1- INTRODUCAO

Os fitonematoides do género Meloidogyne, conhecidos como nematoides das
galhas, sdo considerados um dos maiores obstaculos para a producdo de alimentos
(Sasser 1977), pois possuem ampla distribuicdo geografica, afetam numerosas culturas
em todo mundo e provocam perdas significativas na producdo, afetando também a
qualidade dos produtos agricolas (MOURA, 1996).

Além de ocasionar danos diretos, como deformacdo, subdesenvolvimento
radicular e reducdo da absorcdo de dgua e nutrientes, sua penetracdo e alimentacao nas
raizes elevam a vulnerabilidade da planta, facilitando a entrada de outras doengas
(Moura 1996). InteracGes entre Meloidogyne spp. e Fusarium tem sido freqientemente
relatadas em indmeras culturas hospedeiras, bem como interacdes com Rhizoctonia
solani e Thielaviopsis basicola, aumentando a severidade das doencas (WESEMAEL et
al., 2011).

O principal método de controle para estes parasitas € preventivo, evitando-se a
entrada nas areas de cultivo, pois uma vez presentes dificilmente serdo eliminados, por
se tratar de microrganismos altamente polifagos e viverem na rizosfera. Devido a sua
baixa mobilidade no solo os nematdides das galhas ndo sdo capazes de se disseminarem
por longas areas, sendo necessario um meio para sua dissemina¢do, que na maioria dos
casos € feita por meio de mudas infestadas, maquinas e implementos agricolas
contaminados, calcados, sacarias, enxurradas e erosées (MOURA, 1997).

Depois de presentes na area, 0 manejo devera ser adotado, a fim de se manter as
populacbes em niveis baixos, reduzindo assim seus danos. O controle quimico é uma
técnica usual, mas possuem custo elevado, e sdo toxicos ao meio ambiente e a outros
organismos. Para se obter um manejo satisfatério, a melhor alternativa seria integrar
diferentes métodos de controle, como o cultural por meio da rotacdo de culturas,
genético pelo uso de cultivares resistentes, fisico, bioldgico e alternativo (WESEMAEL
etal., 2011).

Segundo Santos et al. (2013), é importante conhecer 0s produtos que possuem
efeito sobre a motilidade de Meloidogyne spp, pois podem reduzir outras variaveis
nematoldgicas, influenciando fatores de reproducéo e quantidade de nematoides capazes
de penetrar raizes. Assim, 0 uso de principios quimicos naturais no manejo de

fitonematoides, torna-se uma excelente estratégia para sistemas de producdo de
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interesse agricola em que um patdgeno polifago e com alta capacidade reprodutiva e

adaptativa como o Meloidogyne spp. possa atacar (REIS, 2014).

A utilizacdo de extrato aquoso de plantas no controle de fitonematoides torna-se
uma ferramenta importante, pois além de seu efeito comprovado ao estudar diversas
espécies de plantas como apresentado por Martins & Santos( 2016) , em que 0s extratos
das espécies agrido-do-brejo, alfavaca, artemisia, chamba, e lombrigueira apresentaram
efeito nematostatico e nematicida elevados sobre Meloidogyne incognita raca, Esta
constitui-se numa técnica simples de ser executada, facilitando sua ado¢cdo no manejo
em pequenas propriedades, e também em areas maiores onde os sintomas do ataque da
praga se apresenta em reboleiras.

Em Estudo com diferentes concentracGes de extratos de Curcuma longa
(acafrdo-da-terra), observaram que todas as concentra¢fes do extrato reduziram a
eclosdo de M. incognita Mioranza et al. (2016). J& Martins & Santos, 2016, relataram
que os extratos de mastruz causaram total mortalidade dos juvenis, e Ferreira et al.,
(2013) constataram que 0s extratos aquosos de espécies testadas da familia Asteraceae
inibiram a eclosdo de juvenis de M. incognita, quando comparados ao tratamento
controle.

O nim (Azadirachta indica) é uma espécie arborea originaria da Asia, possui
grande potencial no controle de pragas por conter caracteristicas como, amplo espectro
de acdo, ser compativel com outras formas de manejo, ndo ter acdo fitotdxica, e ser
praticamente atoxico ao homem (CHAGAS & VIEIRA, 2017).

Existem estudos desta espécie sobre nematoides em plantas como o estudo de
Hussain, et al., (2011), ao testarem o efeito nematicida de quatro plantas, A. Indica,
Calotropis procera, Datura stramonium, Tagetes erecta, observaram a maior reducédo
de numero de gralhas, massa de ovos e fator de reproducdo (FR) de Meloidogyne
incognita, utilizando extrato de A. indica e C. procera.

O Rubim (Leonurus sibiricus L.) conhecida em algumas regiées como Macaé, é
originaria da Asia e pertence a familia das Lamiaceae. Apresenta crescimento
espontaneo em quase todo territorio brasileiro e € utilizada na medicina tradicional
como tratamento para resfriado, bronquite e reumatismo (CASTELLUCCI et al., 2000),
chas de partes verdes sdo utilizadas também para estancar sangramento poés-parto,
menstruacdo excessiva, bem como contra edema, abscessos e problemas renais
(BOWN, 1995).
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A espécie possui atividade anti-inflamatoria e acdo alelopética, envolvendo
metabdlitos secundarios que tém influéncia sobre sistemas bioldgicos, incluindo efeitos
de inibicdo ou estimulagdo (BASTOS et al., 2014). Ferréo et al. (2012), observaram a
ficasse-a do extrato aquoso das folhas de Rubim no controle de estrongilideos,
nematoides intestinais de caprinos da familia Strongylidae, apresentando reducdo 62%
na ecloséo de J2.

Diante das perdas que os fitonematoides trazem as culturas comerciais e as
dificuldades de seu controle, objetivou-se com este trabalho avaliar o efeito do extrato
aquoso de Nim e Rubim sobre a eclosdo e mortalidade de juvenis de segundo estadio e

ovos de Meloidogyne javanica in vitro.

2- MATERIAL E METODOS

Condicdes gerais do experimento

O experimento foi instalado e conduzido no laboratério de Nematologia e de
Quimica Analitica do Instituto Federal de Educacdo, Ciéncia e Tecnologia Goiano -

Campus Morrinhos.
Obtencéo de ovos de Meloidogyne javanica.

Os ovos foram obtidos a partir de raizes infectadas de quiabo da horta do
Campus. As raizes com sintomas de galhas foram lavadas cuidadosamente para retirada
do excesso de terra, e picadas em pedacos de, aproximadamente, um centimetro e em
seguida pesadas, transferidas 100g para o liquidificador onde foi adicionada solucdo de
hipoclorito de sédio na concentracdo de 0,5% até cobri-las. As raizes foram trituradas
por 20 segundos na menor velocidade. Essa suspenséo foi vertida na peneira de 20 mesh
sobreposta a de 200, e 500 mesh. Com auxilio de uma pisseta a suspensdo retida na
peneira de 500 mesh foi transferida para um béquer de acordo com a técnica de Boneti
& Ferraz (1981). A suspensdo, contendo os ovos, foi quantificada em camaras de Peters

e calibrada para 500 ovos/ml em microscopio binocular.
Obtencao de juvenis de segundo estadio de Meloidogyne javanica

Raizes com galhas de quiabo infectadas com M. javanica foram colhidas,

lavadas e seccionadas. Foram trituradas no liquidificador por 20 segundos na menor
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velocidade, com solucdo de hipoclorito de sodio 0,5%, e vertidas na peneira de 20 mesh
sobreposta as de 200 e 500 mesh, para obtencdo de ovos de acordo com a metodologia
de Boneti & Ferraz (1981). Os juvenis de segundo estagio foram obtidos a partir de
ovos, utilizando-se o método do funil de Baermann modificado (1917). Apds 48 horas,
a suspensao contendo os juvenis foi transferida para um béquer, e calibrada para 200

juvenis/ml.
Preparo dos extratos

Os extratos aquosos foram obtidos segundo adaptacdo da metodologia utilizada
por Ferris & Zheng (1999), onde adicionaram-se 100 ml de agua destilada (temperatura
ambiente), a 5, 10, 15, 20 e 25g de folhas secas contidas em béquers os quais foram
cobertos e mantidos em repouso por 24 horas. Decorrido este tempo, procedeu-se a
maceracdo em almofariz com auxilio de um pistilo. O extrato foi filtrado em papel filtro

quantitativo Unifil, obtendo-se os extratos por maceracgéo, a 5, 10, 15, 20 2 25 % (p/v).

Instalacdo do bioensaio para verificagdo da mortalidade de juvenis de
segundo estadio (J2) de Meloidogyne javanica

O delineamento utilizado foi o inteiramente casualizado, composto de seis
tratamentos e seis repeticdes e duas espécies de plantas, sendo dois experimentos,
totalizando 66 unidades experimentais. Os tratamentos constituiram de 5%, 10%, 15%,
20%, 25% (p/v), do extrato aquoso de folhas de A. indica e L. sibiricus, mais o controle

negativo contendo apenas agua destilada.

As avaliagOes para determinar a agdo dos extratos vegetais foram realizadas sob
microscopio estereoscopio observando-se a movimentacdo dos juvenis, 24 horas apos a
montagem dos ensaios. Antes de se iniciar as contagens foi adicionado 1pul da solucéo
de hidroxido de sodio 1N, para estimular a movimentacdo de juvenis vivos, como
metodologia proposta por Chen & Dickson (2000). Individuos que apresentassem o
corpo em formato retilineo apdés 30 segundos da adicdo de hidréxido de sodio foram

considerados como mortos.
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Figura 1. Juvenis de Meloidogyne javanica enfatizando o posicionamento

de nematoides considerados vivos (A), e mortos (B).

Montagem do bioensaio para verificacdo da inibicdo na eclosdo de juvenis

de Meloidogyne javanica

O delineamento utilizado foi o inteiramente casualizado, composto de seis
tratamentos e seis repetiches e duas espécies de plantas, sendo dois experientos,
totalizando 66 unidades experimentais. Os tratamentos foram 5%, 10%, 15%, 20%,
25% (p/v), do extrato aquoso de folhas de A. indica e L. sibiricus, mais o controle

negativo contendo agua destilada.

Foi adicionado 1ml da suspensdo contendo 500 ovos/ml, mais 1 ml do extrato
aquoso, em um tubo de ensaio, que foi colocado em BOD a temperatura de 26 °C por 15
dias. Decorrido o periodo foram realizadas as avaliacBes por meio da contagem sobre

microscopio estereoscopio dos juvenis eclodidos.
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3- RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados da acdo dos extratos aquosos folhas de Nim e de e Rubim em
diferentes concentracBes sobre a mortalidade de juvenis de M. javanica, estdo
apresentados nas tabelas 1 e 2. No caso da utilizagdo de Nim, a mortalidade in vitro de
M. javanica foi crescente de acordo com 0 aumento na concentracdo no extrato aquoso,
sendo que todos diferiram do controle negativo (agua destilada). As concentrac@es 10,
15, 20 e 25% foram as que mais reduziram o percentual de mortalidade, ndo diferindo
estatisticamente entre si. O tratamento com utilizagdo do extrato de 25 % de Nim,
reduziu 59% da mortalidade quando comparado ao controle negativo. Em relagéo ao
Rubim, todos os tratamentos também diferiram estatisticamente do controle negativo,
sendo que a concentracdo a 25% promoveu niveis de mortalidade superior, reduzindo o

percentual de mortalidade em mais de 63% comparado ao controle negativo (tabela 2).

Tabela 1. Percentual de Mortalidade in vitro de J2 de Meloidogyne javanica, ap6s 24
horas de imersdo em funcéo de diferentes concentracfes de extratos de Nim.

Tratamentos Médias
Agua destilada 791C
Nim5% 35,00 B
Nim10% 54,25 A
Nim15% 59,25 A
Nim20% 61,08 A
Nim25% 67,41 A
CV (%) 17,32
DMS 14,45

Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade.

Cv(%): Coeficiente de Variacao

DMS: Diferenga minima significativa
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Tabela 2. Percentual de Mortalidade in vitro de J2 de Meloidogyne javanica, apos 24

horas de imersdo em funcéao de diferentes concentracfes de extratos de Rubim.

Tratamentos Medias
Controle negativo 791C
Rubim 5% 50.00 B
Rubim 10% 51.33B
Rubim 15% 52.75B
Rubim 20% 61.50 AB
Rubim 25% 71.58 A
CV (%) 15.73
DMS 13,59

Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade.

Foi possivel observar também que ambos os extratos inibiram a eclosdo de
juvenis de M. javanica. Na utilizacdo de Nim, todos os tratamentos diferiram do
controle, sendo que a concentracdo de Nim a 25% promoveu a maior inibicdo da
eclosdo, de J2 da ordem 78% a mais comparado ao controle negativo, ndo diferindo
qguando se utilizou a concentracdo de 20%, diferindo significativamente das demais
concentracdes (tabela 3). O mesmo comportamento foi observado quando se utilizou o

extrato aquoso de Rubim (tabela 4).

Tabela 3. Percentual de J2 de Meloidogyne javanica, eclodidos ap6s 15 dias de imersdo
em funcéo de diferentes concentracfes do extrato aquoso de Nim.

Tratamentos Médias
Nim25% 710 A
Nim20% 11.60 AB
Nim15% 16.40 BC
Nim10% 22.80 C
Nim 5% 34.40D
Controle positivo 84,70 E
CV (%) 13,28
DMS: 6,88

Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade.
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Tabela 4. Percentual de J2 de Meloidogyne javanica, eclodidos apos 15 dias de imerséo
em funcéo de diferentes concentracfes do extrato aquoso de Rubim.

Tratamentos Médias
Rubim 25% 2.40 A
Rubim 20% 5.60 AB
Rubim 15% 10.80 BC
Rubim 10% 16.00 C
Rubim 5% 25.06 D
Controle positivo 84.70 E
CV (%) 14.35
DMS 6,074

Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade.

No Brasil e em outras regides do mundo ha um numero consideravel de plantas
com poder anti-helmintico em seres humanos e em animais, sendo que seus residuos,
extratos aquosos e/ou Gleos essenciais podem ser utilizados também para o controle de
nematoides em plantas (Lopes et al, 2005; Moreira et al., 2015). Por se tratar de um
patégeno de solo, uma vez que este € introduzido em uma area considerada indene, a
erradicacdo de M. javanica se torna impossivel, pois forma mecanismos de resisténcia
(massa gelatinosa de ovos, que podem permanecer dormentes em condi¢bes
desfavoraveis de desenvolvimento), além de ser um patogeno polifago (ou seja, com
muitas plantas hospedeira, como o cafeeiro, soja, cana-de-agucar, feijao, milho,
hortalicas, etc) e de ampla distribuicdo. No combate desta praga, a utilizacdo de
nematicidas € ineficiente tanto econ6mica, pois 0s produtos sdo caros, como
ambientalmente, pois os ingredientes ativos sdo altamente toxicos e biocidas (pode
matar uma grande quantidade de microrganismos, até mesmo os benéficos). Entdo é
imprescindivel a busca de novos métodos para 0 manejo de M. javanica, sendo que as
técnicas de controle devem ser aplicadas de forma integrada, pois a utilizagdo de uma so
tatica pode ser ineficiente no combate do nematoide em quest&o.

Estudos da utilizacdo de Nim no controle de insetos-praga e fitopatdgenos
(principalmente fungos) sdo abundantes e bem conhecidos. Gon et al. (2014)
observaram excelentes niveis de controle em condigdes de campo de pulgdes e
cochonilhas associadas a tomateiro em todas as concentragdes de extrato testadas, além

de interferir negativamente na oviposicdo de mosca branca. Ferreira et al. (2014)
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verificaram que o extrato aquoso de Nim promoveu inibicdo do crescimento micelial de
Colletotrichum gloeosporioides, agente causal da antracnose do mamoeiro. Quanto ao
género Meloidogyne, Dourado et al. (2013) verificaram que o 6leo essencial de Nim a
1% foi eficiente no controle da mobilidade de M. incognita, e quando aplicado via foliar
mais via solo, o 6leo essencial reduziu significativamente o nimero de galhas em raizes
de tomateiro. Gardiano et al. (2009), ao testar diferentes extratos de plantas no controle
de M. javanica, verificou que o extrato de Nim e outras plantas apresentou efeito
positivo na altura das plantas de tomateiro aos 60 dias ap6s a inoculacdo com M.
javanica, além de proporcionar maior peso da parte aérea e das raizes.

No presente trabalho, foi realizado somente a avaliagdo in vitro da mortalidade
de juvenis e ecloséo de ovos de M. javanica.. Para maior economia da utilizacdo de
extrato aquoso de Nim, a utilizacdo da concentracdo de 10% ja é suficiente para bons
niveis de controle. Se o objetivo for a reducdo da eclosdo de ovos, pode-se utilizar o
extrato a partir da concentracdo de 20%. Futuros experimentos serdo realizados para a
confirmacgéo do efeito na mortalidade de juvenis e na ecloséo de ovos a nivel de casa de
vegetacdo e em condi¢des de campo.

Em relacdo a utilizacdo de Rubim, é bem sabida a propriedade anti-microbiana
da planta, incluindo efeitos contra organismos vermiformes que sao parasitas tanto em
humanos como em animais (Ferréo et al. 2012; Reis et al., 2015; Wadt et al.,1996).
Contudo, ndo se encontrou na literatura relatos de efeitos da utilizacdo de produtos com
base em Rubim (extratos aquosos, Oleos essenciais e outros) no controle de
fitopatdgenos, abrindo-se assim com o presente trabalho uma nova linha de pesquisa.
Como no caso do Nim, os resultados da utilizacdo de extrato aquoso de Rubim s&o
também animadores, podendo-se utilizar a concentracdo a partir de 20% para se
observar elevada mortalidade de juvenis e reducdo da eclosdo de ovos de M. javanica.
Também nesse caso testes em condicBes de casa de vegetacdo e de campo sdo
necessarios para a confirmacdo do efeito de Rubim sobre o nematoide e também em

outros fitopatdgenos.
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4- CONCLUSAO

Os extratos de Nim e de Rubim tiveram efeito significativo na eclosdo e na
mortalidade de juvenis de M. javanica. Para o Nim, a utilizacdo do extrato na
concentracdo de 10 % promoveu os maiores niveis de mortalidade dos juvenis e a partir
de 20% promoveu uma reducgdo drastica na eclosdo dos juvenis, e para 0 Rubim, a
concentracdo a partir de 20% para provocou 0s maiores niveis de mortalidade de juvenis

e maior reducdo na eclosdo de ovos de M. javanica.
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