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Reduc¢io de in6culo de Aphelenchoides besseyi em sementes de Brachiaria brizantha
tratadas com oleos essenciais

Inoculum reduction of Aphelenchoides besseyi in Brachiaria brizantha seeds
treated with essential oils
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Wainia dos Santos Neves™ Edson Hiydu Mizobutsi' Leandro Grassi de Freitas'

RESUMO

Oleos essenciais foram testados com o objetivo de
controlar Aphelenchoides besseyi em sementes de Brachiaria
brizantha cv. ‘Marandu’. Sementes naturalmente infestadas
por A. besseyi foram tratadas com dleos essenciais de mostarda
(Brassica nigra), canela (Cinnamomum zeylanicum), verbena
(Lippia citriodora) e Bioprotector® (produto comercial composto
por extratos e Oleos essenciais derivados de plantas), nas
concentragoes de 0,5% e 1,0%. Avaliou-se também o efeito dos
tratamentos apos aplicagdo direta nos juvenis (ensaio in Vitro).
Todos os oleos tiveram sua efetividade reduzida no ensaio em
semente (in vivo) em relagdo ao ensaio in vitro. Os tratamentos
ndo erradicaram o nematoide das sementes, sendo que os déleos
essenciais de canela e verbena, nas concentracoes 0,5% e 1,0%,
Bioprotector® a 1,0% e dleo de mostarda a 1,0% reduziram o nivel
populacional do nematoide em sementes contaminadas. O 6leo de
mostarda a 1,0% destacou-se dos demais por ter apresentado ag¢do
nematicida sem alterar a germinag¢do das sementes.

Palavras-chave: controle alternativo, nematoides, sementes de
forrageira, tratamento de semente.

ABSTRACT

Essencial oils were tested to control Aphelenchoides
besseyi in Brachiaria brizantha cv. ‘Marandu’ seeds. Seeds
naturally infested with A. besseyi were treated with essential oils of
mustard (Brassica nigra), cinnamon (Cinnamomum zeylanicum),
verbena (Lippia citriodora) and Bioprotector® (a commercial
product based on formulation of plant extracts and essential
oils), in concentrations of 0.5% and 1.0%. The effects of the same
treatments after direct application on juveniles nematodes were
evaluated in vitro. All treatments were less effective to control
the nematode in the seeds (in vivo) comparing to the in vitro test.
The treatments did not eradicate the nematode from the seeds.
However, the essential oils of cinnamon and verbena (in both

concentrations), mustard (1.0%), as well as Bioprotector® (1.0%),
reduced the seed population of A. besseyi. Mustard oil (1.0%) stood
out for its nematicide action with no effect on seed germination.

Key words: alternative control, forage seeds, nematodes, seed

treatment.

INTRODUCAO

O Brasil é o maior produtor, exportador
e possui 0 maior mercado consumidor de sementes
forrageiras tropicais (SOUZA, 2001), exportando-as
para mais de 20 paises, 0 que movimenta anualmente
aproximadamente 250 milhdes de ddlares e gera
cerca de 50 mil empregos no pais (VECHIATO &
APARECIDO, 2008). Apesar de economicamente
expressivo, esse mercado encontra-se ameagado pela
presenca de patogenos (MARCHI et al., 2007).

A despeito da inexisténcia de pesquisas
que quantifiquem os danos causados as pastagens
por fitonematoides, ha relatos de que estes podem
apresentar efeito negativo sobre a produ¢do de
matéria seca, qualidade das sementes, persisténcia
e regenera¢do natural das forrageiras em campo
(BERNARD et al, 1998, PEDERSON &
QUESSENBERRY, 1998).

Além disso, nematoides dos géneros
Aphelenchoides FISCHER (1894) e Ditylenchus
FILIPJEV (1936) tém implicagdes de natureza
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quarentenaria, dificultando o comércio internacional.
De acordo com MARCHI et al. (2007), a presen¢a
desses patdgenos € limitante para o comércio de
sementes de Brachiaria spp. e Panicum spp. , visto que
a ocorréncia desses nematoides, independentemente da
populagdo, muitas vezes, ¢ suficiente para restringir a
venda para alguns paises importadores. Dessa forma,
¢ necessario a sua erradicac@o ou controle, para evitar
que proporcionem prejuizos a agricultura, bem como
sua dispersdo para regides onde ainda ndo ocorrem.

A utilizac@o de extratos ou 6leos essenciais
tem sido relatada como uma alternativa promissora
no controle de nematoides (KONG et al., 2007;
MONFORT et al., 2007; ANDRES et al., 2012;
BALDIN et al., 2012). Oleos essenciais sdo tidos
como substancias volateis naturais, encontrados em
uma ampla variedade de plantas, sendo misturas
complexas resultantes da interacdo entre diferentes
classes de compostos, como terpenos, monoterpenos,
sesquiterpenos, compostos —aromaticos, fenois,
aldeidos, cetonas, alcoois e ésteres (BAKKALI et al.,
2008; ANDRES et al., 2012)

Alguns metabolitos secundarios de
plantas, presentes nos 6leos essenciais e extratos,
ndo exercem fung¢do direta no crescimento e
desenvolvimento vegetal. Esses compostos sdo
sintetizados pelas plantas para exercerem atividade
de adaptagdo ambiental, atragdo de polinizadores e
fitoprote¢do (TAIZ & ZEIGHER, 2004), inclusive
contra nematoides (FERRAZ et al., 2010).

No Brasil, estudos que tratam do controle
de nematoides em sementes com 6leos essenciais sdo
escassos. Sendo assim, o presente trabalho buscou
avaliar a eficacia de dleos essenciais e de um produto
a base de extratos e dleos vegetais no controle do
nematoide Aphelenchoides besseyi CHRISTIE
(1942) e na qualidade fisiologica de sementes de
Brachiaria brizantha Hochst Stapf cv. ‘Marandu’.

MATERIAL E METODOS

Sementes de Brachiaria brizantha
cv. ‘Marandu’, oriundas de campo de produgdo
localizado no municipio de Chapada Gaucha, MG,
naturalmente infestadas por Aphelenchoides besseyi,
foram submetidas a nove tratamentos, num esquema
fatorial de (4x2)+1, em delineamento inteiramente
casualizado, com cinco repeti¢oes, contendo 10g de
sementes cada. Os tratamentos consistiram de T1:
produto comercial Bioprotector (a base de extratos
e Oleos vegetais), T2: Oleo essencial de canela
(Cinnamomum zeylanicum Blume.), T3: Odleo
essencial de verbena (Verbena officinalis L.), T4:

6leo essencial de mostarda (Brassica nigra (L.) Koch.),
todos diluidos em éagua, nas concentragdes de 0,5%
(v/v) e 1% (v/v), e TS: tratamento testemunha (4gua).

Avaliagdo do controle de Aphelenchoides besseyi nas
sementes

As sementes foram imersas nas solugdes,
referentes a cada tratamento, por 30 minutos e
em seguida trituradas em liquidificador em baixa
poténcia por 20 segundos (BRASIL, 2009). A
suspensdo resultante foi colocada em Funil de
Baermann modificado (CHRISTIE & PERRY, 1951).
Posteriormente, foram recolhidas as suspensdes dos
funis e vertidas em peneira de 125 mesh (0,150mm
de abertura), sobre outra de 500 mesh (0,025mm de
abertura) e realizada a contagem dos nematoides em
Camara de Peters, sob microscopio otico.

Avaliacao da qualidade fisiologica das sementes

As sementes, submetidas aos tratamentos,
foram lavadas em &gua corrente para retirada do
excesso da solugdo. A seguir, foram dispostas em
placas de Petri, sobre duas folhas mata-borrdo
(BRASIL, 2009), em ntmero de 25 para cada
repeticdo, totalizando cinco placas por tratamento.
Posteriormente, foram armazenadas em camara tipo
BOD a 25°C durante 21 dias, sob regime alternado de
luz (12h de luz e 12h de escuro).

O vigor (V) foi avaliado pela contagem das
sementes germinadas ao 7° dia e a germinagéo (PG) ao
21¢ dia, conforme recomendado por BRASIL (2009).

Avaliag¢@o do controle de Aphelenchoides besseyi in
vitro

Os nematoides foram extraidos de
sementes por meio de trituracdo em liquidificador,
em seguida suspensoes calibradas de 100 juvenis
foram colocadas em placas de petri e receberam
os tratamentos por 30min. Os nematoides foram
recolhidos em peneira de 500 mesh (0,025mm de
abertura) e a suspensdo foi colocada em Funil de
Baermann modificado (CHRISTIE & PERRY, 1951).
Em seguida, foi realizada a contagem dos nematoides
em Camara de Peters, sob microscopio otico.

Analise de dados

As variaveis numero de nematoides,
percentagens de germinagdo e vigor das sementes
foram classificadas como variaveis discretas. Assim,
testou-se, através do procedimento GLM (General
Linear Models), a aditividade, por meio da analise
de covaridncia dos valores preditos ao quadrado.
Testou-se também a normalidade, pelo procedimento
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univariate, com a estatistica W (Shapiro-Wilk)
e a homogeneidade de varidncia pelo teste de
Bartlett. Uma vez que o teste de normalidade ndo
foi atendido, para a variavel nimero de nematoides
nas sementes, aplicou-se o teste de Kruskal-Wallis e,
quando significativo, as médias foram comparadas
pelo teste de P contraste. Os dados de germinacdo,
vigor e controle de nematoides (teste in vitro) foram
submetidos a analise de variancia e, quando o teste F
foi significativo, as médias foram comparadas pelos
testes Scott Knott (P<0,05) e Dunnet (P<0,05).

RESULTADOS E DISCUSSAQO

Avaliagdo do controle de Aphelenchoides besseyi nas
sementes

Todos os tratamentos, na concentragdo
de 1,0% e os oleos de canela e de verbena, na
concentragdo de 0,5%, proporcionaram redugdo do
numero de juvenis de Aphelenchoides besseyi nas
sementes (Tabela 1). O o6leo de mostarda (1,0%)
controlou 44% dos nematoides (Tabelal). NEVES et
al. (2008) também relataram a atividade nematicida
do oleo de mostarda (Brassica campestris L.).
Esses autores obtiveram 100% de mortalidade
de Meloidogyne javanica (Treub) Chitwood em
tratamentos que receberam esse 6leo, bem como
naqueles que continham alil isotiocianato, composto
presente na mostarda.

O tratamento com Bioprotector® a 1,0%
promoveu redugdo de 52% no nimero de juvenis de
A. besseyi quando comparado a testemunha (Tabela 1).
Esse produto, de composicdo ndo revelada, ja foi

Tabela 1 - Numero de juvenis de Aphelenchoides besseyi
presentes em 10g de sementes de Brachiaria
brizantha cv. Marandu submetidas tratamentos com
6leos essenciais e o produto Bioprotector”.

----------------- Concentragoes------------=----

Tratamentos
0,5% 1,0%

Bioprotector” 492,9 aC™ 342,0 aB *
Canela 2229 bA * 123,2 aA*
Verbena 255,7 aA* 419,8 bC*
Mostarda 4849 aB™ 401,6 aAB*
Controle 712,0

Médias seguidas de mesma letra, mailscula na coluna e
minuscula na linha, ndo diferem entre si pelos testes de Kruskall
Wallis e Wilcoxon, respectivamente, em nivel de 5% de
probabilidade.

Meédias seguidas de * diferem do tratamento controle em nivel de
5% de probabilidade e médias seguidas de ™ nio diferem do
tratamento controle, ambos pelo teste de Dunnet.

testado mostrando-se eficiente no controle de oidio
(Sphaerotheca fuliginea (Schltdl.) POLLACCI,
1913) em pepino (SILVA JUNIOR et al., 2007),
porém relatos de sua acdo nematicida sdo escassos.

O dleo essencial de verbena proporcionou
reducdo no numero de nematoides na ordem de
64% (0,5%) e de 41% (1,0%) (Tabela 1). Esse
efeito provavelmente se deve a acdo de metabolitos
secundarios do grupo dos flavonoides, do citral, do
geraniol e do citronelol (SANGWAN et al., 1985).
Flavonoides, presentes também em Artemisia
dracunculus L., apresentam comprovada atividade
antihelmintica. TIMCHENKO & MAIKO (1989),
ao aplicarem material vegetal de 4. dracunculus
no solo, obtiveram a redugdo da populagdo de
Ditylenchus dipsaci (Kiihn) Filipjev em 90-96%.
SANGWAN et al. (1985) constataram a atividade
nematicida dos 6leos essenciais de trés gramineas e
de seus constituintes (citral, geraniol e citronelol),
sobre juvenis de segundo estadio de quatro espécies
de nematoides (Anguina tritici (STEINBUCH, 1799)
FILIPJEV, 1936, Tylenchulus sp., M. javanica e
Heterodera avenae (WOLLENWEBER,1924)).

O tratamento com 6leo de canela reduziu em
83% o numero de juvenis de A. besseyi na concentragdo
de 1,0% e em 69% na de 0,5% (Tabela 1). O efeito
nematicida desse dleo pode ser atribuido a agdo
quimica de alguns compostos, como o eugenol e acido
cinamico, presentes nessa planta (KONG et al., 2007).
Tal proposi¢cdo corrobora os estudos de BALA &
SUKUL (1987), que constataram redugdo do niimero
de galhas e juvenis de M. incognita, além de promogao
do crescimento vegetal, apos a pulverizagdo de plantas
de quiabo com emulsdo de eugenol.

A n3o erradicacdo dos nematoides deve-se a
sua localizaco no interior das sementes, entre a casca e 0
endosperma, dificultando a a¢do dos produtos, o que foi
confirmado peloteste in vitro, em que todos os tratamentos,
com excecdo do 6leo de mostarda, controlaram 100%
dos juvenis de A. besseyi (Tabela 2). Apesar de ndo ter
promovido a erradicagdo dos nematoides in vitro, o
6leo de mostarda controlou 68,3 e 78,5% dos juvenis, e
também teve sua efetividade reduzida quando aplicado
nas sementes, especialmente na menor concentragdo
que diferiu da testemunha no teste in vitro (Tabela 2),
mas ndo quando aplicado nas sementes (Tabela 1).
Isso estd de acordo com os trabalhos de GARCIA
& TENENTE (2001) que, ao tratarem sementes de
Panicum maximum Jacq. com produtos quimicos,
conseguiram apenas o controle de 4. besseyi, ¢ de
TENENTE & MARQUES (1983), que conseguiram
erradicar A. besseyi quando foram removidas as partes
externas das sementes de P. maximum.
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Tabela 2 - Nimero de juvenis de Aphelenchoides besseyi ativos
apos a aplicagdo de diferentes tratamentos com 6leos
essenciais e o produto Bioprotector”, em 100 juvenis
por amostra.

——————————————— Concentragdes---------------
Tratamentos
0,5% 1,0 %

Bioprotector® 0,0 aA* 0,0 aA *
Canela 0,0 aA* 0,0 aA*
Verbena 0,0 aA * 0,0 aA*
Mostarda 13,0 bB * 8,8 aA*
Controle 41,0

(6\% 16,4

Médias seguidas de mesma letra, mindscula na coluna e
maiuscula na linha, ndo diferem entre si pelo teste de Skott-Knott
em nivel de 5% de probabilidade.

Médias seguidas de * diferem do tratamento controle em nivel de
5% de probabilidade e médias seguidas de ™ nio diferem do
tratamento controle, ambos pelo teste de Dunnet.

Avaliagdo da qualidade fisiol6gica das sementes

Os tratamentos com Bioprotector®
(0,5%) e oleo de mostarda (0,5%) ndo afetaram o
vigor das sementes (Tabela 3), entretanto, esses
tratamentos apresentaram as maiores porcentagens
de juvenis vivos (Tabela 1). Na concentracio de
1,0%, os tratamentos Bioprotector® e o dleo de
canela mostraram-se mais toxicos as sementes de B.
brizantha, proporcionando uma menor percentagem
de sementes vigorosas, embora tenham sido os que
mais reduziram o nimero de nematoides nessa dose.

Com excecdo do produto Bioprotector® a
0,5% e do oleo de mostarda a 0,5% e 1,0%, todos os
tratamentos causaram reducdo do poder germinativo
das sementes (Tabela 3). A redugéo observada pode
ter ocorrido em funcdo da maior dificuldade de
embebigao de dgua pelas sementes tratadas com 6leos
e/ou alteragdo dos processos fisioldgicos envolvidos
na germinacgao, por efeito quimico.

Segundo ALMEIDA (1991), a germinagéo
das sementes ou o desenvolvimento das plantulas
de determinadas espécies sofre influéncia de
aleloquimicos contidos em extratos e 6leos vegetais.
Todavia, no caso de plantas da Brassicaceae, familia
a qual pertence a mostarda, os mecanismos através
dos quais os compostos alelopaticos influenciam
a germina¢do, ndo sdo totalmente esclarecidos.
O que se sabe é que os efeitos sobre a germinagio
ocorrem devido a decomposi¢do dos glucosinolatos
em isotiocianatos e tiocianatos (RIZZARDI, 2008).
Esses compostos, em baixas concentragdes, atrasam
a germina¢@o, mantendo as sementes viaveis e, em
altas concentragdes, podem penetrar em grandes

quantidades, reagir irreversivelmente com enzimas
e tornar as sementes inativas (PETERSEN et al.,
2001). Como exemplo, pode-se citar o tratamento
de sementes de picdo-preto com extrato de folhas
de canola (Brassica napus L.) que resultou em
reducdo da germinagdo para 3% (RIZZARDI, 2008).
Entretanto, em determinadas situa¢des, pode ndo
haver alteracdo da qualidade fisioldgica das sementes,
como relatado por PAES (2012), que ndo constatou
diminui¢do do poder germinativo de sementes de
milho tratadas com odleo essencial de mostarda
(contendo 90% de isotiocianato alilo). Resultado
semelhante foi observado neste trabalho, uma vez
que o 6leo de mostarda néo inibiu a germinagdo das
sementes de B. brizantha.

O eugenol, composto presente no 6leo de
canela, provavelmente ¢ um dos responsaveis pela
inibi¢do da germinagdo das sementes. Isto € coerente
com os resultados obtidos por MAZZAFERA (2003),
que relatou a inibicdo da germinacdo de sementes de
algumas espécies vegetais pelos extratos de cravo-da-
india (rico em eugenol) e eugenol. Além do eugenol,
0 Oleo de canela possui o acido cinidmico, que,
conforme ESPINDOLA et al. (2006), foi responsavel
pela inibicdo da germinagdo de sementes de tomate e
reducdo da germinacdo de sementes de alface.

O oleo essencial de verbena possui alguns
compostos como flavonoides, taninos e também
eugenol, que inibem a germinagdo de algumas
sementes. SANTOS & REZENDE (2007) trataram
sementes de plantas daninhas com flavonoides
e observaram a inibi¢do de sua germinagdo.
Semelhantemente, SILVA (2007) observou redu¢io
da percentagem de germinacdo de sementes e do
desenvolvimento de plantulas de sorgo e feijdo-
guandu apds tratamento com extrato da casca de
Mimosa tenuiflora (Wild) Poiret, espécie comum
em regides semi-aridas, que possui consideraveis
teores de taninos. Dessa forma, esses mesmos
compostos podem ter sido responsaveis pela redugio
da germinacdo das sementes de capim, quando
tratadas com o 6leo essencial de verbena, em ambas
as concentragoes.

A menor percentagem de nematoides
recuperados esta associada, em alguns tratamentos, a
maior reduc@o na germinacgdo das sementes (Tabelas
1 e 3). Isso sugere que alguns compostos nematicidas
podem também apresentar efeito alelopatico.
Todavia, o efeito observado pode ser resultado da
maior embebicdo de outros compostos, contidos nos
o6leos, conjuntamente aqueles com a¢do nematicida.
Essa reducao foi mais acentuada nos tratamentos com
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Tabela 3 - Vigor e Germinagio das sementes de Brachiaria brizantha cv. Marandu (%) submetidas a tratamentos com 6leos essenciais e o

produto Bioprotector”.

Vigor Germinagao

Tratamentos Concentragdes

0,5% 1,0% 0,5% 1,0%
Bioprotector® 53,6 aA ™ 12,8 bB* 64,0 aA M 152 cB*
Canela 12,8 bB * 4,0 bB* 24,8 bA * 6,4 cB*
Verbena 25,6 bB * 26,4 aB* 33,6 bB * 28,8 bB *
Mostarda 44,8 aB™ 36,0 aB * 51,2 aB™ 48,0 aB™
Controle 64,8 68,8
(6)Y4 49.4 39,8

Médias seguidas de mesma letra, mintiscula na coluna e maitscula na linha, ndo diferem entre si pelo teste de Skott-Knott em nivel de 5% de

probabilidade.

Médias seguidas de * diferem do tratamento controle em nivel de 5% de probabilidade e médias seguidas de ™ ndo diferem do tratamento

controle, ambos pelo teste de Dunnet.

Bioprotector® (1,0%), 6leo de canela (1,0%) e dleo de
verbena (1,0%).

Apesar das especulacdes sobre a agdo de
A. besseyi como causador de doengas em forrageiras,
ainda ndo ha quantificacdo dos danos causados por
esse patogeno em Brachiaria spp. (BERNARD et
al., 1998; PEDERSON & QUESSENBERRY, 1998),
sendo sua importancia essencialmente quarentenaria.
Desse modo, o tratamento de sementes ¢ fundamental
para evitar a dispersdo desse patdgeno, que causa
doencas em outras culturas. A aplicacdo de oleos
essenciais ¢ uma ferramenta potencial para utilizagdo
no manejo integrado desse nematoide.

CONCLUSAO

Os oOleos essenciais de verbena, canela e
o produto Bioprotector® reduzem a populagdo de A.
besseyi, em B. brizantha cv. ‘Marandu’, entretanto,
ndo podem ser indicados para o tratamento dessas
sementes por prejudicarem sua germinagao.

O o6leo de mostarda a 1,0% reduziu a
populagdo de A. besseyi em sementes de B. brizantha
cv. ‘Marandu’ sem prejudicar significativamente sua
germinacao.
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