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RESUMO

Os nematoides do género Meloidogyne, conhecidos como nematoides-das-galhas, sdo fitoparasitas que
afetam diversas culturas de importancia econdmica, como tomate, soja e algoddo. Esses organismos
induzem a formacao de galhas nas raizes, comprometendo a absorc¢ao de nutrientes € dgua, o que resulta
em reducdo do crescimento e da produtividade das plantas. Devido aos impactos ambientais e riscos a
saude associados ao uso de nematicidas quimicos, cresce o interesse por estratégias alternativas, como
o uso de produtos derivados de plantas, incluindo extratos e Oleos essenciais. Estes sao misturas
complexas de compostos bioativos, como ésteres, cetonas e alcoois, reconhecidos por sua atividade
bioldgica e potencial para o controle de fitopatdgenos. Embora a maioria dos estudos sobre nematicidas
tenha se concentrado na aplicagdo por contato direto, a avaliacdo da agdo volatil desses compostos €
fundamental para explorar mecanismos adicionais de controle, baseado na liberagao de vapores. Neste
estudo, foi avaliada a atividade volatil de dleos essenciais frente a Meloidogyne javanica nas fases de
ovo ¢ juvenis de segundo estadio (J2). O 6leo essencial de Ruta chalepensis foi extraido por arraste a
vapor e caracterizado por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (GC-MS).
Também foram avaliados os 6leos essenciais de Citrus % limonia, Pelargonium graveolens e Siparuna
guianensis. As concentragdes testadas variaram de 0,1 a 8 pL. mL™! de ar, utilizando dimetilsulfoxido
(DMSO) e dgua como controles negativos, € um bionematicida comercial, Vigga® SC, como controle
positivo. A anélise por GC-MS identificou como principais constituintes do 6leo essencial de R.
chalepensis a 2-undecanona (51,94%), 2-nonanona (22,36%) e a 2-acetoxitridencano (7,72%). Na
avaliagdo da atividade volatil, R. chalepensis induziu 95,4% de mortalidade em J2 na concentragao de
7,16 pnL mL™" de ar (CLso), enquanto Citrus x limonia alcangou 100% a 8 uL mL™" de ar. P. graveolens
apresentou 65% de mortalidade e S. guianensis 16% na mesma concentragdo. Na inibi¢ao da eclosao
de ovos, apenas o Oleo de R. chalepensis foi avaliado, com taxas de mortalidade de 81,7% na
concentragdo de 1 pL mL™" de ar e de 95,5% na de 4 uL mL" de ar. Esses resultados evidenciam o
potencial nematicida dos compostos volateis presentes nos 6leos essenciais, especialmente no 6leo de
R. chalepensis, cuja eficacia foi comprovada por meio da exposi¢ao dos nematoides aos seus vapores.
A técnica de avaliagdo da atividade volatil demonstrou ser promissora para o controle bioldgico de M.
Jjavanica, indicando uma alternativa sustentavel e eficaz aos nematicidas convencionais no manejo

desses fitopatogenos.

Palavra chaves: Controle bioldgico. Atividade nematicida. Compostos volateis



ABSTRACT

Root-knot nematodes of the genus Meloidogyne are plant-parasitic organisms that affect a wide range
of economically important crops, such as tomato, soybean, and cotton. These nematodes induce the
formation of galls on the roots, impairing nutrient and water absorption, which results in reduced plant
growth and productivity. Due to the environmental impact and health risks associated with the use of
chemical nematicides, there is increasing interest in alternative strategies, such as the use of plant-
derived products, including extracts and essential oils. These oils are complex mixtures of bioactive
compounds, such as esters, ketones, and alcohols, known for their biological activity and potential in
controlling phytopathogens. Although most nematicidal studies have focused on direct-contact
applications, the assessment of the volatile action of these compounds is crucial to explore additional
control mechanisms based on vapor release. In this study, the volatile activity of essential oils was
evaluated against Meloidogyne javanica at the egg and second-stage juvenile (J2) stages. The essential
oil of Ruta chalepensis was extracted by steam distillation and characterized by gas chromatography
coupled with mass spectrometry (GC-MS). Essential oils from Citrus x limonia, Pelargonium
graveolens, and Siparuna guianensis were also evaluated. Tested concentrations ranged from 0.1 to 8
pL mL™" of air, using dimethyl sulfoxide (DMSO) and water as negative controls, and a commercial
bionematicide, Vigga® SC, as a positive control. GC-MS analysis identified 2-undecanone (51.94%),
2-nonanone (22.36%), and 2-acetoxytridecane (7.72%) as the major components of the R. chalepensis
essential oil. In the volatile activity assessment, R. chalepensis induced 95.4% mortality in J2 at a
concentration of 7.16 uL. mL™" of air (CLoo), while Citrus x limonia reached 100% at 8 pL mL™! of air.
P. graveolens caused 65% of mortality and S. guianensis 16% at the same concentration. Regarding egg
hatch inhibition, only the essential oil of R. chalepensis was evaluated, showing mortality rates of
81.7% at the concentration of 1 pL mL™! of air and 95.5% at 4 pL mL"! of air. These findings highlight
the nematicidal potential of volatile compounds present in essential oils, especially that of R.
chalepensis, whose effectiveness was demonstrated through the exposure of nematodes to its vapors.
The volatile activity evaluation technique proved to be a promising tool for the biological control of M.
javanica, offering a sustainable and effective alternative to conventional nematicides in the

management of these plant pathogens.

Keywords:Biological control. Nematicidal activity. Volatile compounds
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1 INTRODUCAO

A agricultura representa um pilar essencial para a seguranca alimentar e o desenvolvimento
sustentavel em nivel global (Pawlak; Kotodziejczak, 2020). No entanto, sua produtividade ¢
constantemente ameagada por fatores bidticos, como o ataque de insetos, proliferacdo de plantas
daninhas e presenc¢a de patdgenos, os quais podem reduzir em até 40% da produ¢do anual de culturas
agricolas (Angon et al., 2023). Entre os patogenos mais relevantes destacam-se os nematoides
fitoparasitas, com mais de 4.100 espécies descritas, que causam perdas econdmicas superiores a 125

bilhdes de dolares anualmente na agricultura mundial (Mesa-Valle et al., 2020).

Dentro desse grupo, o género Meloidogyne apresenta destaque devido a sua alta capacidade de
adaptacao, ciclo de vida curto e ampla gama de hospedeiros. Mais de 100 espécies ja foram descritas,
sendo M. incognita, M. javanica, M. hapla e M. arenaria as de maior importancia agronomica por sua
ampla distribuicdo e impacto em culturas como soja, arroz, milho, trigo e diversas hortalicas (Khan et
al., 2023;Lopes-Caitar; Pinheiro; Fc, 2019; Pun; Neupane; Koech, 2021). Esses nematoides parasitam
o sistema radicular das plantas, prejudicando a absor¢do de dgua e nutrientes, € consequentemente

comprometendo seu desenvolvimento (Martins et al., 2022).

No Brasil, 18 espécies do género Meloidogyne foram relatadas, com impacto sobre culturas de
alto valor econdmico, como cana-de-agucar, cafeeiro, soja e tomate. As perdas causadas por essas
espécies sdo estimadas em aproximadamente 6,5 bilhdes de dolares por ano, sendo que cerca de 3
bilhdes correspondem exclusivamente a cultura da soja (Gabriel et al., 2020; Martins et al., 2022). Entre
elas, M. javanica destaca-se pela sua agressividade e elevado potencial de dano, sendo considerada uma
das espécies mais importantes de nematoides fitoparasitas no contexto agricola brasileiro (Carmona et

al., 2020; Sarri et al., 2024a).

Diante desse cenario, os nematicidas tém sido empregados como estratégia para reduzir esses
prejuizos, sendo os sintéticos, como os carbamatos e os organofosforados, ainda os mais amplamente
utilizados no controle desses patdgenos. (Ajith et al., 2020). Contudo, os riscos a saide humana e os
impactos ambientais associados a esses compostos tém levado a sua crescente restrigdo (Abebew et al.,
2022). Em consequéncia, h4d um interesse crescente em alternativas mais sustentaveis, como os 60leos

essenciais e extratos botanicos. Esses produtos sdo ricos em compostos bioativos, especialmente os
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derivados de plantas medicinais e aromaticas, os quais tém demonstrado eficacia no controle biologico
de nematoides devido a presenca de metabolitos secundarios com atividade nematicida comprovada

(Kirgiafini et al., 2024; Santos; Martinelli; Calderoni, 2022).

Entre as espécies vegetais com potencial biotecnoldgico, Ruta chalepensis (arruda) tem
despertado crescente interesse cientifico. Tradicionalmente utilizada na medicina popular no tratamento
de infeccdes, distirbios reumaticos e problemas respiratorios (Qahtan et al., 2021), essa planta possui
um o6leo essencial rico em compostos como 2-undecanona, 2-nonanona, linalol, nonanal e geraniol.
Esses metabolitos apresentam atividade nematicida contra espécies como M. javanica, atuando sobre
seu sistema nervoso ¢ penetrando na matriz gelatinosa dos ovos, onde induzem a mortalidade e

modificam o status redox (Nahar et al., 2021; Sarri et al., 2024a).

O interesse por R. chalepensis também se deve ao seu amplo espectro de atividades biologicas.
Estudos recentes demonstraram que seu 6leo essencial apresenta atividade citotoxica contra células
cancerigenas humanas (Al-Zaytoonah; Oran; Bustanji, 2022), efeito antifungico contra Trichophyton
rubrum e Candida albicans (Khoury et al., 2014), além de agdo antibacteriana contra Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus aureus (Ardmbula; Diaz; Garcia, 2019). Apesar dos
avancos no uso desses 0leos, sua atividade sobre os nematoides tem sido explorada predominantemente

por meio de aplicagdes por contato, o que evidencia uma lacuna cientifica relevante.

Além disso, € possivel aplicar outros 6leos essenciais como por exemplo as do género Citrus
(limao-cravo) para o controle de Meloidogyne javanica, uma vez que diversos estudos evidenciaram
sua atividade nematicida, além de propriedades antibacterianas, antifingicas e inseticidas (Oro;
Popovi¢; Krnjaji¢, 2021). Da mesma forma, o 6leo essencial de Pelargonium graveolens (geranio) foi
avaliado em solos infectados por Meloidogyne graminicola, apresentando atividade nematicida
promissora comparavel a de pesticidas comerciais (Ajith et al., 2022). Por outro lado, o 6leo essencial
de Siparuna guianensis (negramina) demonstrou atividade ovicida e larvicida significativa contra o
nematoide modelo Strongyloides venezuelensis em estudos in vitro, embora até o momento ndo tenha
sido constatada sua eficacia contra nematoides fitopatdégenos do género Meloidogyne (Carvalho et al.,

2020).

Assim, a avaliacao da atividade nematicida por meio da a¢do volatil, ou seja, pela exposi¢ao aos
vapores emitidos pelos compostos, pode revelar mecanismos adicionais de controle, mais eficientes e

menos invasivos. Este estudo visa entdo preencher essa lacuna ao investigar, em condigdes controladas,
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a eficacia do 6leo essencial de R. chalepensis na forma volatil contra M. javanica, com foco na inducao
de mortalidade em juvenis de segundo estddio (J2) e na inibi¢do da eclosdo de ovos. Os resultados
obtidos podem contribuir para o desenvolvimento de estratégias de controle mais sustentaveis, em

comparagao ao uso de nematicidas sintéticos.
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2 Objetivo Geral:

Caracterizar fisicoquimicamente o 6leo essencial de Ruta chalepensis e avaliar seu potencial
nematicida, juntamente com os Oleos essenciais de Citrus X limonia, Pelargonium graveolens e

Siparuna guianensis, contra nematoides da espécie Meloidogyne javanica.

2.1 Objetivos Especificos:

1. Caracterizagdo fisico-quimicaa composicdo quimica do oOleo essencial de Ruta
chalepensis.
2. Avaliar a atividade nematicida do 6leo essencial de Ruta chalepensis sobre juvenis de

segundo estadio (J2) de Meloidogyne javanica.

3. Avaliar a atividade nematicida do 6leo essencial de Ruta chalepensis na inibigao da
eclosdo de J2 de Meloidogyne javanica.

4. Avaliar a atividade nematicida dos oleos essenciais de Citrus x limonia, Pelargonium

graveolens e Siparuna guianensis sobre J2 de Meloidogyne javanica.
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2 METODOLOGIA

2.1 Obtenc¢ao do material vegetal e extraciao de 6leo essencial

A coleta das plantas de Ruta chalepensis foi realizada nos terrenos da Unidade de Aplicagdo e
Inovacao (UAI), localizada no campus da Universidade Federal de Vigosa (20°45°46 S, 42°51°36” O),
em Minas Gerais, Brasil, no més de agosto de 2023. Apoés a coleta, as plantas foram submetidas a um
processo de limpeza para remoc¢do de impurezas, sendo selecionadas apenas folhas e caules para a
extragao do 6leo essencial (Elyemni et al., 2019). O material vegetal foi entdo submetido ao processo
de extracdo por arraste a vapor, conforme o protocolo descrito por Terkmane et al., (2017). Ao término
do processo, a mistura obtida, composta por dgua, hidrolato e 6leo essencial, foi transferida para um
funil de decantagdo para separacdo das fases. Devido a diferenca de densidade entre os componentes,
o 6leo essencial permaneceu na camada superior, o hidrolato na camada intermedidria e a 4gua na

inferior (Murrieta-Dionicio et al., 2023).

2.2 Caracterizacao fisico-quimica dos o6leos essenciais de Ruta chalepensis
2.2.1 Caracterizagao fisica

O rendimento do 6leo essencial foi determinado com base na relagdo entre a massa de oleo
obtida e a massa de material vegetal seco utilizada no processo de extragdo. Esse calculo permite estimar
a eficiéncia do procedimento, ao comparar a quantidade de 6leo recuperado com a biomassa inicial

empregada. O resultado ¢ expresso pela Equacao 1: (Equagdo 1).
Equagdo 1 — Equacdo de desempenho para 6leo essencial de Ruta chalepensis.

Rend to (% Massa do 6leo essencial obtenida (g) 100
= *
endimento (%) = ( Massa do material vegetal (g) )

Onde;
Massa de oleo essencial: Massa de 6leo essencial obtida (g).

Massa do material vegetal: Peso da matéria vegetal total utilizada (g).
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O o¢leo essencial foi acondicionado em frascos de vidro ambar, hermeticamente selados, para
protegé-lo da luz e prevenir sua contaminag@o ou evaporagdo. Além disso, cada frasco foi etiquetado
com informagoes relevantes, incluindo a data de extracao. Posteriormente, foi armazenado a uma
temperatura de aproximadamente +4 °C para preservar sua estabilidade e propriedades. O controle de
temperatura ¢ um fator-chave para evitar a degradacao do dleo e garantir sua qualidade a longo prazo

(Valarezo et al., 2021).

Para determinar a densidade do 6leo essencial, pesou-se sua massa utilizando uma balanga
analitica e mediu-se seu volume com uma proveta graduada. Em seguida, aplicou-se a (Equagdo 2) para

calcular a densidade, expressa em gramas por mililitro (g/mL).
Equacdo 2 — Equagdo de rendimento do 6leo essencial de Ruta chalepensis.

_ Massa(g)
P = Volume (mL)

Onde:
Massa: Refere-se a massa do 6leo essencial medida em gramas (g).
Volume: Refere-se ao volume do 6leo essencial medido em mililitros (mL).

Finalmente foi calculado o indice de refracdo, para isso foi utilizado um refratdmetro,
instrumento que ndo altera as propriedades do liquido medido, uma vez que ndo possui dimensdes
proprias. Este dispositivo mede a mudanca na velocidade da luz a medida que ela passa pelo oleo

essencial (Valarezo et al., 2023).

2.1.3 Caracterizagdo quimica

Para a caracterizagdo dos compostos presentes no 6leo essencial de Ruta chalepensis, foi
preparada uma solugao diluindo-se 10 pL do 6leo em 990 pL de diclorometano (CH-Clz). A solugdo foi
entdo injetada em um cromatdgrafo gasoso acoplado a espectrometro de massas (GC-MS), modelo
GCMS-QP2010C. A separagdo cromatografica foi realizada em uma coluna capilar de silica fundida
SPB-5 (30m de comprimento, 0,25 mm de didmetro interno e 0,25 um de espessura de filme),
utilizando-se hélio como gés de arraste, com fluxo de 1,60 mL min™'. A temperatura do injetor foi
ajustada para 220 °C, enquanto a do detector foi mantida constante em 300 °C. A andlise foi iniciada
com uma temperatura de coluna de 40 °C, que foi elevada a taxa de 5 °C por minuto até atingir 300 °C

(Cartuche et al., 2022).
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Durante a identificacdo dos compostos presentes no 6leo essencial de R. chalepensis, os
espectros de massas obtidos por cromatografia foram comparados com os dados da biblioteca NIST
(National Institute of Standards and Technology), integrada ao equipamento. As identificagdes foram
confirmadas por meio de referéncias bibliograficas especializadas e pela comparacdo dos indices de
retengdo aritméticos (IA), calculados segundo o método de Van den Dool e Kratz (Van Den Dool; Kratz,

1963) , com os valores descritos na literatura (Adams, 2012).
Equagao 3 — Equagdo do indice de Kovats.

(RTy — RTn)

RI = 100C + 100 ~—X_ 1)
100 (RIN —RT,)

Onde:

C: Numero de carbonos do n-alcano

RTx: Tempo de reten¢ao do composto em estudo

RTn: Tempo de retengao do n-alcano com menos carbonos
RTN: Tempo de reten¢do do n-alcano com mais carbonos.

Los analisis se realizaron en el Laboratorio de Bioquimica y Biologia Molecular de la

Universidad Federal de Vigosa (UFV).

2.2 Obtencao de material bioldgico
2.2.1. Obten¢do e multiplicagdo do inodculo de Meloidogyne. javanica

A populagdo de M. javanica utilizada nos ensaios in vitro foi obtida da colecdo de fitonematoides
do Laboratorio de Nematologia da Universidade Federal de Vigosa (UFV). O indculo foi multiplicado
em tomateiro (Solanum lycopersicum), cultivar Santa Clara, mantido por 60 dias em condic¢des
controladas na casa de vegetacdo. Quando as mudas apresentaram desenvolvimento de dois a trés pares
de folhas, foram transplantadas para vasos plasticos com capacidade de 2 litros, previamente
preenchidos com uma mistura de solo e areia na propor¢ao de 1:1 (v/v), esterilizada a 120 °C por 20

minutos, conforme a metodologia descrita por Bettiol et al., (2004).

Cada planta foi inoculada com 5.000 ovos de M. javanica, distribuidos em dois pontos do
substrato, sendo 2.500 ovos por ponto, posicionados de forma assimétrica ao redor da base do caule, a

uma profundidade aproximada de 2 cm. Em seguida, foi incorporada ao substrato uma mistura em
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proporcao 1:1 (v/v) com o substrato comercial Tropstrato HT 16 Hortaligas®, composto por casca de
pinus, vermiculita, fertilizante PG Mix 14-16-18, nitrato de potassio, superfosfato simples e turfa
(Brasil). As plantas foram cultivadas até que as fémeas gerassem ovos de M. javanica, que foram

posteriormente extraidos para os ensaios.

2.2.3 Extragao de ovos

As raizes de tomateiro foram lavadas, cortadas e trituradas em um liquidificador por
aproximadamente 20 segundos em solu¢@o de hipoclorito de s6dio a 0,5 % de cloro ativo. A suspensao
obtida foi vertida sobre uma peneira de 200 mesh (abertura de 0,075 mm) apoiada sobre outra peneira
de 500 mesh (abertura de 0,025 mm). O material retido na segunda peneira foi transferido para tubos
de centrifuga, aos quais foram adicionados 1,9 g de caulim, e entdo centrifugado a 500 RCF (forga
centrifuga relativa) por 5 minutos. Em seguida, o sobrenadante foi descartado e adicionou-se solu¢ao
de sacarose (454 g L' de agticar cristal), com o pellet ressuspendido no fundo dos tubos. Foi realizada
uma segunda centrifugacdo na mesma forca centrifuga por 1 minuto. O sobrenadante resultante foi

vertido sobre uma peneira de 500 mesh, onde os ovos de M. javanica ficaram retidos.

A quantificag@o dos ovos foi realizada com o auxilio de uma camara de contagem de Peters, sob
microscopio optico. Esses ovos foram utilizados tanto para a obten¢do de juvenis de segundo estadio
(J2) quanto para a montagem de bioensaios in vitro destinados a avalia¢do do efeito de extratos vegetais
e do 6leo essencial sobre a eclosao. A metodologia aplicada foi uma adaptacdo do protocolo descrito
por Boneti e Ferraz (1981), originalmente desenvolvido para M. paranaensis e adaptado no presente

estudo para sua aplicacdo em M. javanica.

Para obtencdo dos J2, a suspensdo contendo os ovos foi colocada em uma camara de eclosio
Sarri et al., (2024). A camara foi incubada em estufa incubadora B.O.D. (Biochemical Oxygen Demand)
a 25 °C durante 6 horas. Apds esse periodo, a suspensao foi descartada para homogeneizar a idade dos
juvenis a serem recuperados e eliminar possiveis nematoides de vida livre. Em seguida, a cAmara de
eclosdo permaneceu na estufa incubadora B.O.D. a 25 °C por mais 72 horas. Posteriormente, a
suspensao contendo os J2 foi recolhida em um béquer, os juvenis foram quantificados e a suspensao

calibrada para uso nos ensaios in vitro.



19

2.3 Atividade bionematicida
2.3.1 Efeito do o6leo essencial na mortalidade de Meloidogyne javanica

Esta metodologia avaliou a capacidade dos compostos volateis do oleo essencial de R.
chalepensis. No presente estudo, foi utilizada uma modificagcdo do sistema experimental, baseada em
metodologias adaptadas de Ntalli et al., (2011), Pedroso et al., (2020); Sarri et al., (2024a), na qual o
6leo essencial, previamente preparado em diferentes concentragdes, foi colocado em tubos plasticos
abertos, inseridos em frascos hermeticamente fechados, com volume interno de 15 cm?. Apds o
fechamento do sistema, os compostos volateis do 6leo sdo liberados e se dispersam, ocupando de forma
homogénea todo o espaco aéreo do frasco. Apds essa expansdo inicial, os volateis comegam a descer,
podendo parte deles se condensar progressivamente até atingir a superficie da dgua. Nessa interface,
forma-se naturalmente uma pelicula entre o ar e a 4gua, que gera uma resisténcia a difusdo. Essa barreira
fisico-quimica retarda a passagem dos volateis para o meio aquoso, permitindo uma liberagdo mais
lenta e controlada. Uma vez superada essa pelicula, os compostos volateis entram em contato com os

nematoides presentes no sistema.

O efeito nematicida do 6leo essencial de R. chalepensis foi avaliado por meio de um bioensaio
adaptado para medir a toxicidade de compostos volateis sobre M. javanica. As concentragdes testadas
foram 0,1; 0,5; 1; 2; 4 e 8 uL mL™" de ar, preparadas a partir de uma solucao diluida em dimetilsulféxido
(DMSO) a 2,4%. Como controle positivo, utilizou-se o nematicida comercial Vigga® SC, em
concentracoes de 0,04; 0,19; 0,35; 0,5; 0,65 ¢ 0,8 uL mL™" de ar. Os controles negativos foram agua
destilada e a solugdo de DMSO. O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente
casualizado, com cinco repeti¢des por tratamento, tanto para as concentragdes avaliadas quanto para os

controles.

A partir dessas solucdes-mae, foram retiradas aliquotas de 200 pL e transferidas para microtubos
de 600 pL. Simultaneamente, prepararam-se as suspensdes contendo os J2 necessarios para cada
unidade experimental, por meio da transferéncia de aliquotas de 1 mL (contendo aproximadamente 60
individuos) para frascos de penicilina de 15 mL previamente esterilizados. Os microtubos com os
tratamentos foram colocados na posicao vertical dentro dos frascos contendo a suspensao aquosa com
os juvenis de segundo estadio (J2), permitindo sua exposi¢ao indireta aos compostos volateis liberados
pelo dleo essencial. Todo o procedimento foi realizado em capela de fluxo laminar para evitar
contaminagdes. Em seguida, os frascos foram hermeticamente selados e cobertos com filme pléstico

para evitar a evaporacdo do 6leo essencial, sendo incubados por 72 horas em estufa tipo B.O.D. a 25 °C.
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Apos esse periodo, as amostras foram cuidadosamente transferidas para placas Elisa de 48 pocos
para avaliagdo. Sob microscopio Optico, registrou-se o nuimero total de nematoides por pogo, e
adicionou-se 50 pL da solu¢ao de NaOH (1 mol L', pH = 10), seguindo a metodologia de Chen ¢
Dickson (2000), para facilitar a determinacdo da mortalidade. Os nematoides que apresentaram
movimento apds a adi¢do do hidréxido de sodio foram considerados vivos, enquanto os imoveis foram
contabilizados como mortos. Para o calculo do percentual de mortalidade induzida em cada tratamento,

utilizou-se a Equacao 4.
Equacao 4 — Mortalidade de juvenis de segundo estadio (J2) de Meloidogyne javanica.

_ (Juvenis mortos)
Mortalidade (%) = (Juvenis totais) x 100

Onde:
Juvenis mortos: Individuos sem movimento ou resposta ao toque apds o periodo de exposi¢ao
Juvenis totais: Soma dos juvenis vivos e mortos observados apds o tratamento.

Apo6s a obtengdo dos dados de mortalidade dos juvenis de segundo estadio (J2) expostos as
diferentes concentragdes do 6leo essencial de R. chalepensis, procedeu-se a construcao da curva dose-
resposta utilizando o software SAS. A partir dessa curva, estimaram-se as concentragdes letais, com
destaque para a CLoo, que foi posteriormente avaliada. Para a representacdo grafica das concentragoes,
utilizou-se o software SigmaPlot, onde foram plotados os percentuais de mortalidade observados apds

72 horas de exposi¢ao.

Além do 6leo essencial de R. chalepensis, avaliou-se a capacidade volatil dos 6leos essenciais
de C. limonia, P. graveolens e S. guianensis, com o objetivo de comparar seu potencial nematicida. Para
isso, empregaram-se as mesmas concentracdes (0,1; 0,5; 1; 2; 4 e 8 uL mL™" de ar) utilizadas para
induzir mortalidade em juvenis de segundo estadio (J2) de M. javanica, sob as mesmas condi¢des
experimentais aplicadas a R. chalepensis. E importante ressaltar que, para esses 6leos essenciais, néo
foram construidas curvas dose-resposta nem estimadas concentragdes letais, limitando-se a andlise ao

registro dos percentuais de mortalidade observados.

2.3.2 Efeito do 6leo essencial na inibi¢ao da eclosdo de J2 de Meloidogyne javanica

O efeito nematicida do 6leo essencial de R. chalepensis foi avaliado por meio de um sistema de

bioensaio adaptado para analisar a toxicidade de compostos volateis sobre M. javanica, tomando como
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referéncia a metodologia utilizada para juvenis de segundo estadio (J2), de acordo com as modificagdes
propostas por Ntalli et al., (2011), e (Pedroso et al., 2020; Sarri et al., 2024a). Foram avaliadas duas
concentracdes do Oleo essencial 0,1 e (4 uL mL™" de ar), previamente diluidas em uma solugdo aquosa
de dimetilsulfoxido (DMSO) a 2,4%, que também foram utilizadas nos ensaios com J2. Como controle
positivo, utilizou-se o nematicida comercial Vigga® SC, preparado nas concentracdes de 0,1 e
2 (uLL mL™" de ar), dissolvido em agua destilada. A agua destilada e a solugdo de DMSO a 2,4% foram
utilizadas como controles negativos. O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente
casualizado, com cinco repeti¢des por tratamento, tanto para as concentragdes avaliadas quanto para os

controles.

Inicialmente, calibrou-se uma suspensdo-mae para conter aproximadamente 200 ovos por
ensaio. Para isso, pipetou-se 1,5 mL da suspensao, que foi depositada em uma camara de Peters, onde
os ovos foram quantificados sob microscopio estereoscopico, assegurando que a amostra contivesse
cerca de 200 ovos. Em seguida, essa suspensdo foi transferida para um frasco de vidro de 15 cm?.
Posteriormente, adicionaram-se 0,5 mL de agua destilada a camara de Peters com o objetivo de

recuperar possiveis ovos aderidos, completando assim um volume final de 2 mL no frasco.

Sobre essa suspensdo, aplicaram-se as concentragdes previamente preparadas do 6leo essencial
de R. chalepensis, bem como os controles: o nematicida comercial Vigga® SC como controle positivo

e agua destilada e DMSO a 2,4% como controles negativos.

Os frascos foram cuidadosamente selados com filme plastico para evitar a evaporacao e
incubados por 168 horas em uma estufa do tipo B.O.D. Ensaios preliminares confirmaram que a
quantidade de oxigénio disponivel nos frascos era suficiente para permitir a eclosao ao longo de todo o
periodo experimental. Finalizada a incubagao, procedeu-se a quantificacdo dos ovos eclodidos mediante

o mesmo procedimento descrito na calibragao inicial.

Por fim, com o objetivo de avaliar o efeito inibitério sobre a eclosdo, procedeu-se a
quantificacdo do niimero de juvenis eclodidos (J2) apos 168 horas de incubagdo, considerando tanto os
tratamentos quanto os controles. Posteriormente, o percentual de eclosdo foi calculado pela aplicagao

da Equacao 5.
Equagdo 5 — Equacado de inibi¢ao da eclosdo de J2 de Meloidogyne javanica.

. (Ovos nao eclocionados)
Eclosdo de ovos (%) , % 100
(Ovos totais)
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Onde:
Ovos nao eclosionados: Ovos que nao eclodiram em juvenis durante o periodo de incubagao

Ovos totais: Numero total de ovos avaliados, incluindo tanto os que eclodiram quanto os que

nao eclodiram apos o periodo de incubagao.

E importante destacar que, no presente estudo, avaliou-se apenas o efeito inibitorio do 6leo
essencial de R. chalepensis sobre a eclosdo dos ovos, sem estimar concentracdes letais ou outros

parametros toxicologicos.

2.3.3 Analise estatistica dos dados

As analises estatisticas dos resultados obtidos apés a aplicacdo do o6leo essencial de R.
chalepensis contra M. javanica foram realizadas por meio de um modelo de regressao probit, utilizando
o software SAS (versdo 9.0), com um nivel de confianga de 95 %. A representagdo grafica dos
parametros de resposta, assim como dos respectivos intervalos de confianca, foi feita com o software
SigmaPlot (versdao 15). Adicionalmente, a comparacdo entre médias foi realizada por andlise de

variancia (ANOVA), seguida do teste de Tukey, utilizando o programa GraphPad

Prism (versdo 8.1). Foram consideradas diferengas estatisticamente significativas aquelas com valores

de P < 0,05 (Toledo et al., 2024).

3 RESULTADOS

3.1 Caracterizacao fisico-quimica do o6leo essencial de Ruta chalepensis

A extracdo do Oleo essencial foi realizada por arraste a vapor, utilizando uma massa média de
2516 g de folhas de R. chalepensis. O rendimento obtido foi de 0,17% + 0,013 (m/m) em relagdo a
massa do material vegetal utilizado. O 6leo apresentou indice de refragdo de 1,42967 + 0,0013 e
densidade relativa de 0,82 £ 0,003 g mL™'. A andlise por cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas (GC-MS) revelou a presenga de 13 compostos majoritarios, que juntos
correspondem a 89,26% da composi¢do total do 6leo, conforme representado no cromatograma da
Figura 1. Os picos mais expressivos indicam os compostos em maior concentracdo. O principal
componente identificado foi o 2-undecanona, com 51,94%, seguido pelo 2-nonanona (22,36%) e o 2-
acetoxitridecano (7,72%). Outros compostos foram detectados em menores proporgdes, sendo que

alguns ndo puderam ser identificados, conforme detalhado na Tabela 1.



23

Figura 1- Cromatograma do 6leo essencial de R. chalepensis, obtido por cromatografia gasosa acoplada
a espectrometria de massas (GC-MS). Foram identificados 13 compostos majoritarios, totalizando
89,26% da composi¢do do oOleo. Os picos de maior intensidade correspondem aos principais
constituintes: 2-undecanona (51,94%), destacado em verde; 2-nonanona (22,36%), em azul; e 2-

acetoxitridecano (7,72%), em verde.
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Tabela 1 — Composi¢ao quimica do 6leo essencial de R. chalepensis identificada por cromatografia

gasosa acoplada a espectrometria de massas (GC-MS).

Tempo de Area Area de Compostos Férmula Area de
retencio calculada referéncia molecular  referéncia
(min) (%)
Cetonas
18,77 1090 1087 Nonan-2-one CoHi30 22,36
23,72 1188 1190 Decan-2-one CioH200 2,16
25,94 1234 - 2- Acetoxytridecane Ci5H300: 7,72
26,85 1252 - Undecanone -Isomero* - 0,42
28,80 1293 1293 Undecan-2-one Ci1H»O 51,94
31,88 1360 - Dodecanone - Isomero* - 3,13
33,21 1389 1388 Dodecan-2-one Ci2H240 1,84
37,60 1490 1495 Tridecan-2-one Ci3H260 2,10
Alcoois
19,3 1097 1907 n-Nonan-2-ol CoH200O 0,72
Esteres
25,94 1234 - 2- Acetoxytridecane Ci5H300: 7,72
29,43 1306 1311 Pelargonyl acetate Ci11H20; 0,42
49,87 1803 - 1-Ethyl-2-butynyl 2- 1,35
methoxybenzoate
Outros compostos
21,07 1135 - 3-Methyl-3,4- divinyl-1- - 2,58
cyclohexene
28,29 1282 - 1,5- Cyclooctadiene, 3-(1 - 3,26
methyl-2-propenyl)
Total 89,26

Fonte: O autor, (2025).

3.2 Atividade nematicida do Oleo essencial de Ruta chalepensis contra Meloidogyne

Jjavanica

A exposicdo dos juvenis de segundo estadio (J2) de M. javanica ao 6leo essencial de R.

chalepensis resultou em mortalidade significativa apos 72 horas de contato, evidenciando a eficacia

nematicida do extrato (Tabela 2). A analise da curva dose-resposta permitiu estimar a concentragao letal

para 90% da populacdo (CLs) em 7,16 L mL™" de ar. Esse valor esta respaldado por um intervalo de
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confianga de 95%, com limites inferior de 6,25 e superior de 8,35 uL mL™ de ar, o que indica alta

confiabilidade estatistica na estimativa da CLoo (Figura 2).

Figura 2 — Curva de mortalidade de juvenis de segundo estadio (J2) de M. javanica expostos ao oleo
essencial de R. chalepensis. A concentracdo letal (CLo), estimada com intervalo de confianca de 95%,

corresponde a dose necessaria para causar 90% de mortalidade. O modelo probit aplicado demonstrou

bom ajuste aos dados experimentais (y* = 4,80; df = 3; P=0,18).
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Fonte: O autor, (2025).

3.3 Exposicao a toxicidade do controle positivo bionematicida comercial Vigga® SC contra
Meloidogyne javanica

A exposicdo volatil ao bionematicida comercial Vigga® SC resultou em mortalidade
significativa dos juvenis de segundo estddio (J2) de M. javanica (Tabela 2). A analise dose-resposta
indicou que a concentragao letal para 90% da populagdo (CLso) foi de 0,52 uL mL™" de ar, com intervalo

de confianga de 95% entre 0,49 e 0,59 uL mL! de ar, evidenciando alta precisao na estimativa (Figura
3).
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Figura 3 — Curva de mortalidade de juvenis de segundo estadio (J2) de M. javanica expostos a acao
volatil do bionematicida comercial Vigga® SC. A concentragdo letal (CLso), responsavel por causar
90% de mortalidade, foi estimada com intervalo de confianga de 95%. O modelo probit aplicado aos

dados demonstrou bom ajuste estatistico (x> = 5,04; df =4; P =0,28).
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Fonte: O autor, (2025).

3.4 Validacao da concentraciio de CL 90 do 0leo essencial de Ruta chalepnsis e do controle

positivo Vigga® SC contra J2 de Meloidogyne javanica

A exposi¢ao volatil do 6leo essencial de R. chalepensis na concentragao letal para 90% dos
individuos (CLeo = 7,16 uL mL™! de ar) resultou em uma mortalidade média de 97,36% ap6s 72 horas,
valor proximo ao estimado pelo modelo probit. Em contraste, o controle positivo Vigga® SC, na
concentracdo CLoo (0,52 L. mL™" de ar), apresentou mortalidade média significativamente menor, de
17,83%. Os controles negativos exibiram mortalidades baixas e semelhantes, de 5,96% para dgua e

5,76% para DMSO (2,4 uL mL™! de ar).

A analise estatistica revelou diferencas significativas entre os tratamentos, com um coeficiente
de determinagdo elevado (R? = 0,97; F3,35 = 470,4; P < 0,0001). A mortalidade observada em cada
tratamento foi representada graficamente por meio de diagramas de caixa (box plot), facilitando a
visualizagdo da variabilidade dos dados e das diferencas entre os grupos (Figura 4). O teste de
comparagdes multiplas de Tukey indicou auséncia de diferencgas significativas entre os controles
negativos (4gua e DMSO) (P = 0,9856). Entretanto, ambos os controles negativos diferiram
significativamente do controle positivo Vigga® SC (P = 0,0004 para a agua e P = 0,0001 para o
DMSO), assim como do 6leo essencial de R. chalepensis, com ambos os valores de P < 0,0001. A

comparacao direta entre as concentragcdes CLoo do Vigga® SC e do 6leo essencial também mostrou
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diferenca significativa (P < 0,0001), confirmando a maior eficacia do 6leo essencial na concentragdo

testada.

Figura 4 — Avaliacao comparativa das concentracdes letais (CLoo) do 6leo essencial de R. chalepensis e
do controle positivo Vigga® SC sobre juvenis de segundo estadio (J2) de M. javanica, apos 72 horas
de exposi¢do volatil. Os dados sdo apresentados como diagramas de caixa (box plot), representando a
variagdo, mediana e possiveis outliers das concentragdes efetivas estimadas. (R?= 0,97; F3,35 = 470,4;

P <0,0001)
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Fonte: O autor, (2025).

Tabela 2 — Curva dose-resposta apresentando diferentes concentracdes do oleo essencial de R.

chalepensis e do controle positivo Vigga® SC ap6s 72 horas de exposi¢ao volatil.

Tratamentos Concentracao (uL mL™" de ar) e df P
letal
Ruta chalepensis CL; 0,08 (0,06 —0,10) 4,80 3 0,18
Clys 0,64 (0,58 —0,71)
Clso 1,48 (1,36 — 1,61)
Clgo 7,16 (6,25 — 8,35)
Vigga® SC CLy 0,02 (0,02 -0,03) 5,04 4 0,28
Clys 0,11 (0,10-0,12)
Clso 0,18 (0,17 — 0,20)
Clso 0,52 (0,49 —0,55)

Fonte: O autor, (2025).
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3.6 Atividade nematicida do dleo essencial de Citrus x limonia contra Meloidogyne javanica

O ¢leo essencial de C. limonia apresentou eficacia significativa na inducao de mortalidade de
juvenis de segundo estadio (J2) de M. javanica por meio da exposi¢do volatil (Figura 5). Na maior
concentracao testada (8 pL mL™" de ar), foi observada mortalidade de 100% apds 72 horas de exposicao,
valor estatisticamente superior (P < 0,0001) em relacdo as demais concentracdes € aos controles
negativos (agua ¢ DMSO). Na concentragcdo de (4 uL mL™" de ar), a mortalidade foi reduzida para
aproximadamente 16,7%, enquanto nas concentragdes inferiores (0,1 a 2 uL mL™" de ar) os valores
foram ainda menores e estatisticamente semelhantes aos controles. Diferencas significativas foram
detectadas a partir da concentracdo de (4 pL mL™" de ar) (P < 0,05). Nao foram observadas diferencas
entre os controles negativos (P = 0,9939), indicando que a mortalidade observada ¢ atribuida
exclusivamente a acdo do oleo essencial. A validacdo das andlises estatisticas foi assegurada pela
confirmacao da normalidade dos dados (teste de Shapiro-Wilk, P = 0,9784) e da homogeneidade das

variancias (teste de homocedasticidade de Spearman, P = 0,0600).

Figura 5 — Mortalidade de juvenis do segundo estadio (J2) de Meloidogyne javanica apds 72 horas de
exposicao volatil ao 6leo essencial de C. /imonia em diferentes concentragdes no ar. A curva representa
o ajuste do modelo de regressdo nao linear exponencial, descrito pela equagdo: ¥ = a-exp (b-x). O
modelo apresentou bom ajuste aos dados, com coeficiente de determinagdao R?= 0,97; F1,49 = 160,41;
P =0,0002.
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Fonte: O autor, (2025).
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3.7 Atividade nematicida do dleo essencial de Pelargonium graveolens contra Meloidogyne

O oleo essencial de P. graveolens, avaliado em exposi¢cdo volatil, apresentou atividade
significativa contra juvenis de segundo estadio (J2) de M. javanica (Figura 6). Na concentraciao de
(8 uL mL™" de ar), foi observada mortalidade de 65,8% apds 72 horas de exposicdo, percentual
estatisticamente superior (P < 0,05) em comparagdo as demais concentracdes testadas e aos controles
negativos (agua destilada e DMSO). Em (4 uL mL™" de ar), a mortalidade registrada foi de 24,0%,
mantendo-se em niveis semelhantes nas concentragdes inferiores. Diferengas estatisticamente
significativas foram detectadas apenas na concentracdo de 8§ pL mL™" de ar (P < 0,05), enquanto os
controles negativos ndo diferiram entre si (P > 0,05). A normalidade dos dados foi confirmada pelo
teste de Shapiro-Wilk (P = 0,4300), e a homogeneidade das variancias pelo teste de Spearman (P =

0,0600), validando a aplicacao das analises estatisticas adotadas.

Figura 6 — Mortalidade de juvenis do segundo estadio (J2) de M. javanica apds 72 horas de exposi¢ao
volatil ao 6leo essencial de P. graveolens em diferentes concentragdes no ar. A curva representa o ajuste
do modelo de regressdo ndo linear exponencial dupla, descrito pela equacdo: Y = a-exp(b'x) +

c-exp(d-x). O modelo apresentou bom ajuste aos dados (R?= 0,97; F32 =27,67; P =0,03).
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Fonte: O autor, (2025).

3.7 Atividade nematicida do dleo essencial de Siparuna guianensis contra Meloidogyne

O ¢leo essencial de Siparuna guianensis foi avaliado por exposi¢ao volatil. Nessa condicao,
apresentou eficacia nematicida moderada contra juvenis de segundo estadio (J2) de Meloidogyne

Jjavanica. Apbs 72 horas de exposicdo, a mortalidade observada atingiu 16,06 %.
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Figura 7 — muestra la mortalidad de los juveniles (J2) de M. javanica después de 72 horas de exposicion
volatil al aceite esencial de S. guianensis en diferentes concentraciones en el aire. La curva representa

el ajuste del modelo de regresion no lineal presento una mortalidad del 16,06 %
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Fonte: O autor, (2025).

3. 8 Efeito do dleo essencial na eclosdo de ovos de Meloidogyne javanica

Os resultados da exposi¢ao volatil ao 6leo essencial de R. chalepensis sobre a eclosdo de ovos
de M. javanica, ap6s 168 horas, demonstraram um efeito inibitorio dependente da concentragado (Figura
8). A representacao dos dados por meio de boxplots evidenciou variagdes claras entre os tratamentos,

cujas concentracdes foram expressas em pL. mL™! de ar.

Na menor concentracdo testada (0,1 pL mL™" de ar), o 6leo essencial promoveu uma inibi¢do
média de 81,7%, enquanto na maior concentragdo avaliada (4 pnL mL™" de ar), a inibi¢do atingiu 95,5%.
Em comparag¢do, o nematicida comercial Vigga® SC apresentou inibicao de 62,1% na concentracao de
0,1 pL mL™" de ar e de 93,1% na concentragdao de 2 pL mL™" de ar. Ja o controle negativo com DMSO
(2,4 uL mL™" de ar) apresentou uma inibi¢do minima de 7,9%, enquanto o controle absoluto com agua

destilada resultou em eclosao total (0% de inibicao).

A analise estatistica revelou diferengas significativas entre os tratamentos. O teste de
comparagoes multiplas de Tukey indicou que ndo houve diferenga significativa entre os controles
negativos (agua e DMSO) (P = 0,0949). No entanto, ao considerar a dgua destilada como controle
absoluto (100% de eclosdo) e compara-la com todas as concentragdes do 6leo essencial de R.

chalepensis (0,1 e 4 uL mL™" de ar), bem como com Vigga® SC (0,1 e 2 uL mL™" de ar), observaram-
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se diferencas significativas (P < 0,0001). O mesmo padrdo foi observado ao comparar o DMSO com

os tratamentos positivos e com todas as concentragdes do dleo essencial (P < 0,0001).

Entre as concentragdes de Vigga® SC (0,1 e 2 uL mL™" de ar), houve diferenca significativa (P
=0,0405). Contudo, a comparacao entre 0,1 uL mL™" de ar de Vigga® SC e a mesma concentragao do
6leo essencial de R. chalepensis ndo indicou diferenca significativa (P = 0,5298). Por outro lado, a
comparagdo entre 0,1 uL mL™ de Vigga® SC e 4 uL mL™' de 6leo essencial revelou diferenca
significativa (P = 0,0035). Adicionalmente, ndo foram observadas diferencas significativas entre
Vigga® SC a2 uL mL™" de ar e o 6leo essencial nas concentragdes de 0,1 (P =0,6889) e 4 uL mL™" de
ar (P =0,8983). Do mesmo modo, a comparagao interna entre (0,1 ¢ 4 pL. mL™" de ar) do 6leo essencial

de R. chalepensis nao demonstrou diferencga estatistica significativa (P =0,1613).

Figura 8 — Avaliagdo da inibicdo da eclosdo apds 168 horas de exposi¢do volatil ao 6leo essencial de R.
chalepensis. Resultados representados por boxplots, com cores indicando as concentragdes testadas:
tons de café claro e escuro correspondem a (0,1 e 2 uL mL™" de ar) nos controles positivos, enquanto
verde claro e escuro representam (0,1 ¢ 4 uL mL™" de ar) nos tratamentos. Letras diferentes indicam
diferengas estatisticamente significativas entre os grupos pelo teste de Tukey (P < 0,05). A andlise de

variancia revelou diferencas significativas entre os tratamentos (R?= 0,95; Fis5,24) = 108,3; P < 0,0001).
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4 DISCUSSAO

A crescente busca por alternativas sustentaveis ao controle quimico de fitonematoides tem
impulsionado o interesse pelo uso de produtos naturais com potencial bionematicida, especialmente
aqueles derivados de plantas aromaticas. Entre esses, os 0leos essenciais t€ém se destacado por sua
composi¢do rica em compostos volateis bioativos, capazes de atuar de forma eficaz contra diferentes
estagios do ciclo de vida dos nematoides. No entanto, a maioria dos estudos concentra-se em aplicacdes
por contato direto, havendo ainda uma lacuna significativa quanto a investigagdo de sua eficacia na

forma volatil.

Os resultados obtidos neste estudo fornecem evidéncias significativas sobre o potencial
nematicida do dleo essencial de R. chalepensis sob condi¢des de exposi¢ao volatil, uma abordagem
ainda pouco explorada na literatura cientifica. Diferentemente das metodologias convencionais
baseadas no contato direto entre os nematoides e os compostos bioativos, nossos dados demonstram
que a acdo letal pode ser mantida mesmo na auséncia de contato fisico direto, ampliando as

possibilidades de aplicacdo em estratégias de biofumigacao.

Essa constatagdo assume especial relevancia ao se considerar que a maioria dos estudos
disponiveis emprega metodologias de imersdo. Por exemplo, Campos et al. (2022) relataram
mortalidade de 100 % de juvenis de segundo estadio (J2) de M. incognita utilizando 4-etilbenzaldeido
a 250 ugmL™', enquanto Nasiou e Giannakou (2020a) observaram 99,8 % de eficacia frente a M.
Jjavanica com aplicacdo de eugenol a 500 ppm. Embora esses trabalhos evidenciem a elevada eficacia
de compostos naturais, seus desenhos experimentais baseados em contato direto limitam a extrapolacao

dos resultados para contextos de volatilizagao.

Em contraste, nossos dados confirmam que o 6leo essencial de R. chalepensis foi capaz de
induzir elevada mortalidade (95,35 %) em fase gasosa, sem contato direto com os juvenis suspensos em
meio aquoso. Esse resultado esta alinhado aos achados de Silva et al. (2020), que observaram
mortalidade de até 97 % utilizando macerados de Dysphania ambrosioides em condi¢des de fumigagao,
enquanto Cymbopogon nardus apresentou mortalidade inferior, ndo ultrapassando 21 %. Cabe destacar
que, no nosso caso, foi utilizado o 6leo essencial puro de R. chalepensis, o que pode ter contribuido
para uma maior eficacia, possivelmente em razdo da maior concentragdo e volatilidade dos compostos

bioativos presentes.



33

Adicionalmente, nossos resultados sdo respaldados pelos achados de Ntalli et al., (2011), que
identificaram cetonas como 2-nonanona, 2-decanona e, especialmente, 2-undecanona como o0s
principais responsaveis pela atividade nematicida do 6leo essencial de R. chalepensis, com valores de
CLso de (22,5mgL™") e mortalidade de 96,2 % a (125 mgL™") em meio liquido. A presenga dessas
mesmas cetonas no perfil cromatografico obtido neste estudo, em especial a alta concentragao de 2-
undecanona (51,94 %), sugere a possibilidade de um efeito sinérgico entre os diferentes compostos
volateis, o que reforca o potencial do dleo essencial para aplicagdes de biofumigagdo. Esse efeito
sinérgico ¢ corroborado por Deng; Wang; Li, (2022), que demonstraram que a 2-nonanona causa sérios
danos fisioldgicos aos nematoides, incluindo disfungdes celulares e aumento na produgao de espécies

reativas de oxigénio.

Outro aspecto relevante diz respeito a durabilidade do efeito letal observado. Diferentemente de
compostos volateis como o etanol, que podem induzir efeitos reversiveis sobre Heterodera glycines,
conforme descrito por Pedroso et al., (2020), o 6leo essencial de R. chalepensis demonstrou um efeito
letal sustentado, mesmo apds 72 horas de exposicao. Esse padrao de acdo ¢ semelhante ao relatado por
Wu et al., (2023), que observaram mortalidade de 99,7 % de M. hapla com exposicdo a 3-metil-1-
butanol sob condi¢des de volatilizagdo, situando os resultados aqui obtidos dentro do intervalo esperado

para compostos com comprovada eficacia fumigante.

Em relagdo aos demais 6leos essenciais avaliados contra M. javanica, observaram-se diferencas
marcantes quanto a eficacia nematicida em fase volatil, o que reforga a singularidade do comportamento
observado para R. chalepensis. O 6leo essencial de C. limonia, por exemplo, atingiu 100 % de
mortalidade apenas na concentracdo mais elevada (8§ uLmL™" de ar), mas apresentou eficicia
substancialmente reduzida em concentragdes intermediarias, a (4 uL mL "), a mortalidade foi de apenas
29 %. Esse padrdo de resposta mais abrupto sugere um limiar de eficacia associado a saturagdo do
espaco aéreo com compostos volateis, sendo plausivelmente influenciado pela predominincia de
monoterpenos como limoneno e B-pineno, que, embora volateis, tendem a apresentar efeitos menos

persistentes ou menor sinergismo entre si(D’addabbo et al., 2020).

Para o 6leo essencial de P. graveolens, foi observada uma curva de resposta crescente, com
mortalidade maxima de 65 % a (8 pL mL™" de ar) e reducao significativa da eficicia nas concentragdes
inferiores, com apenas 24 % a (4 uLmL™" de ar). Essa resposta gradual sugere uma agdo dose-

dependente, mas com poténcia inferior a observada para R. chalepensis. Por sua vez, S. guianensis
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apresentou uma eficacia nematicida moderada de 16,06. Esse baixo desempenho pode estar relacionado
a uma menor volatilidade dos compostos majoritarios ou a auséncia de moléculas com a¢do nematicida

relevante em fase gasosa.

Essas comparacdes reforcam nao apenas a eficacia superior do 6leo essencial de R. chalepensis
em ambiente volatil, mas também sua consisténcia em diferentes concentragdes, caracteristica que o
diferencia dos demais dleos testados e o posiciona como um candidato promissor para estratégias de
biofumigacao mais eficientes e sustentaveis. Vale destacar ainda, que R. chalepensis tem demonstrado
atividade bioativa em diferentes organismos-praga, o que reforca seu potencial como agente
fitossanitario de amplo espectro. Estudos conduzidos por Yiicel et al., (2023a), relataram mortalidade
de 100 % em Sitophilus granarius com a aplicacdo de apenas 10 pL do 6leo essencial, evidenciando
sua eficacia também como inseticida. Esses achados complementam os dados do presente estudo ao
indicar que os compostos volateis de R. chalepensis nao apenas exercem efeito letal sobre nematoides
fitoparasitas, mas também sobre artrépodes, ampliando significativamente suas possibilidades de

aplicacdo no contexto do manejo integrado de pragas (MIP).

Por fim, ¢ importante ressaltar que as concentragdes utilizadas neste estudo foram selecionadas
com base em protocolos previamente estabelecidos para R. chalepensis. No entanto, o aspecto mais
relevante reside no fato de que este 6leo se destacou ndo apenas por sua elevada eficacia, mas também
por sua estabilidade em fase gasosa. Essas caracteristicas posicionam o 6leo essencial de R. chalepensis
como um candidato promissor para integragdo em programas agroecoldgicos de controle de nematoides

fitoparasitas, especialmente por meio de técnicas de biofumigagao

Os resultados da inibicdo da eclosdo de ovos de M. javanica pelo 6leo essencial de R.
chalepensis corroboram seu forte potencial nematicida, estendendo a acdo do oOleo para além da
mortalidade dos juvenis (J2). A escolha das concentragdes de (0,1 € 4 pL mL™! de ar) baseou-se em
dados anteriores de toxicidade contra (J2), o que permitiu avaliar a eficacia do 6leo em diferentes
estagios do ciclo bioldgico do nematoide. A inibicdo expressiva da eclosdo, alcangando até 95,5% na
maior concentracdo, confirma a eficiéncia dos compostos voldteis mesmo em exposicao
exclusivamente gasosa, sem contato direto, o que refor¢a sua viabilidade como alternativa para o

desenvolvimento de produtos biofumigantes.

Esses valores sdo comparaveis ou superiores aos obtidos com compostos tradicionais, como o

eugenol, que requer concentragdes muito maiores para efeitos similares em contato direto (Nasiou;
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Giannakou, 2020). Além disso, a similaridade dos resultados com compostos volateis como o 4-
etilbenzaldeido de Annona muricata (Campos et al., (2022), indica que os biofumigantes podem atuar
eficientemente interrompendo o desenvolvimento embriondrio dos nematoides. A presenca de cetonas
alifaticas (2-nonanona, 2-decanona e 2-undecanona) no 6leo essencial de R. chalepensis, compostos
reconhecidos por sua elevada atividade nematicida e capacidade de penetragdo em ambientes gasosos
(Ntalli et al., (2011), provavelmente contribui para esses resultados. Esses compostos, devido a sua
lipofilicidade, podem difundir-se facilmente através das paredes dos ovos, causando danos internos e

inibindo a eclosdo.

Por fim, o perfil toxico promissor do 6leo essencial de R. chalepensis estd em consonancia com
estudos anteriores que avaliaram a a¢ao de diversos 6leos essenciais na eclosao de ovos de nematoides,
como demonstrado por Faria et al., (2016), evidenciando o potencial de espécies vegetais ricas em

compostos volateis para o manejo integrado de nematoides fitoparasitas.

A andlise cromatografica por GC-MS do 6leo essencial de R. chalepensis revelou uma
composi¢ao quimica predominada por 13 compostos majoritarios, que juntos representaram 89,26% do
total do 6leo. O principal componente identificado foi a 2-undecanona (51,94%), seguida pela 2-
nonanona (22,36%) e 2-acetoxitridecano (7,72%). Esses resultados estdo em consonancia com outros
estudos que destacam a 2-undecanona como o composto predominante, embora em proporgdes
variaveis, dependendo da origem do 6leo e das condigdes de extracdo Najem et al., 2020; Khoury et al.,

2014; Khadhri et al., 2014; Reddy, Al-Rajab, 2016; Youssef et al., 2024; Yiicel et al., 2023.

Por exemplo, Najem et al., (2020), também identificaram a 2-undecanona como principal
componente, com uma concentragdo ainda maior (64,35%), além de outros compostos como piperonil
piperazina e 2-dodecanona, nao detectados em nosso perfil. Diferengas similares foram observadas
entre estudos que utilizaram diferentes métodos de extracao e partes da planta, ressaltando a influéncia
desses fatores na composicao final do 6leo essencial. Althaher; Oran; Bustanji, (2020), relataram um

perfil distinto, dominado por compostos ndo terpenoides, evidenciando ainda mais essa variabilidade.

No que tange ao rendimento do 6leo, o presente estudo encontrou 0,17 £+ 0,013 % (m/m), um
valor intermedidrio que supera o rendimento de 0,12 % (m/m) obtido por Khoury et al., (2014), por
extragdo assistida por micro-ondas. Por outro lado, ¢ inferior aos rendimentos alcangados por Najem et

al. (2020), que registraram até 2,72 %, e por Althaher et al. (2020), que obtiveram 0,83 %, ambos
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utilizando hidrodestilagdo. Essa variagdo nos rendimentos pode ser explicada por diferencas nas

condi¢des agroclimaticas, estagio fenoldgico da planta e nas técnicas de extra¢ao adotadas.

A predominancia das cetonas alifaticas, especialmente a 2-undecanona e 2-nonanona, ja relatada
por Ntalli et al., (2011) como agentes com forte atividade nematicida, reforca o potencial do 6leo
essencial de R. chalepensis para uso em estratégias de biofumigacdo. A lipofilicidade e volatilidade
desses compostos favorecem sua difusdo no ambiente gasoso, possibilitando a acdo direta sobre os
estagios imaturos do nematoide sem contato fisico, caracteristica observada em nossos ensaios. Esses
dados ressaltam a importancia de se considerar a composi¢do quimica detalhada para entender e
potencializar a eficacia bioldgica dos 6leos essenciais. Além disso, reforgam o posicionamento do 6leo
de R. chalepensis como um candidato promissor para o desenvolvimento de produtos naturais e

sustentaveis no manejo integrado de nematoides fitoparasitas.
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5 CONCLUSAO

O dleo essencial de Ruta chalepensis demonstrou elevada eficacia nematicida em sua fase volatil
contra Meloidogyne javanica, promovendo tanto a inibi¢do da eclosdo dos ovos quanto a mortalidade
dos juvenis de segundo estadio (J2). Essa acdo, efetiva mesmo na auséncia de contato direto com o
meio aquoso, evidencia sua versatilidade e potencial para aplicacdes praticas em estratégias de
biofumigacao. Embora os 6leos essenciais de Citrus limonia e Pelargonium graveolens também tenham
apresentado atividade nematicida, o 6leo de R. chalepensis destacou-se pela maior intensidade de
resposta e pela consisténcia dos efeitos entre as diferentes concentragdes avaliadas. Em contraste, o
6leo de S. guianensis demonstrou eficacia significativamente inferior, com mortalidade limitada dos
nematoides. Assim, os resultados posicionam o 6leo essencial de R. chalepensis como um candidato
promissor para o controle bioldgico de nematoides do género Meloidogyne, com destaque para M.

Jjavanica, enquanto os demais 6leos testados apresentaram efeitos moderados e menos consistentes.
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7 APENDICES

APENDICE A - Preparagio das diferentes concentra¢des do 6leo essencial de Ruta chalepensis para
exposicao em bioensaios. As concentragdes testadas foram de 0,1; 0,5; 1; 2; 4 e 8 uL mL™" de ar,
preparadas em frascos de penicilina com volume de 15 mL. A equacdo de preparo considerou a
multiplicagdo da concentracio desejada pelo nimero de repetigdes e pelo volume do frasco, somando-
se volumes de DMSO e agua destilada até completar 1 mL final da solu¢do a ser aplicada (0,1x5x15

+180 +812,5 =ImL).

APENDICE B - Equipamento utilizado para a extragdo do 6leo essencial de Ruta chalepensis. A
extragdo foi feita utilizando um sistema de arraste a vapor com um equipamento Marconi composto
por um tanque cilindrico com fundo plano, uma resisténcia, uma malha onde ¢ depositado o material
vegetal, um condensador onde o vapor se transforma em fase liquida, e, por fim, um separador de 6leos

essenciais.
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APENDICE C — Extra¢io de ovos de Meloidogyne javanica a partir de raizes de tomateiro (Solanum
lycopersicum). (A) Raizes infectadas com galhas visiveis, indicativas da presenca do nematoide. (B)
Processo de filtragdo em peneiras com malhas de 200 a 500 um, utilizado para separar os ovos do
material radicular. (C) Camara de incubag@o contendo os ovos coletados, mantidos em agua destilada

para eclosdo dos juvenis de segundo estadio (J2) de M. javanica.

A

APENDICE D — Etapas do bioensaio com 6leos essenciais sobre Meloidogyne javanica. (A) Tubo
contendo o6leo essencial preparado para aplicagdo. (B) Frascos experimentais com diferentes
concentragdes do 6leo em contato com a suspensdo de nematoides. (C) Avaliagdo da mortalidade apos
exposicao. (D) Visualizagdo dos ovos de M. javanica sob microscopio. (E) Detecgdo dos juvenis de

segundo estadio (J2), utilizados para andlise da viabilidade apos o tratamento.




