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FRACOES DE RESIDUO LIQUIDO DE SISAL NO CONTROLE DE Pratylenchus
coffeae, Meloidogyne incognita E M. enterolobii.

Autora: Yasmin Késsia Araujo Lopes

Orientadora: Dra. Ana Cristina Fermino Soares

RESUMO: A acdo nematicida do residuo liquido bruto de sisal e de suas fracdes
obtidas por particdo liquido-liquido com solventes organicos foi avaliada em
nematoide das lesdes radiculares Pratylenchus coffeae e nematoides das galhas
Meloidogyne incognita e M. enterolobii. Os ensaios in vitro foram realizados com
guatro tipos de extratos (residuo liquido bruto e fragcbes em hexano, diclorometano e
acetato de etila) e cinco concentragées (0, 25, 50, 100 e 200 mg L ™). O residuo liquido
bruto e a fracdo em diclorometano foram os mais eficientes no controle de P. coffeae,
causando até 99 e 95% de mortalidade dos nematoides, nas concentracdes, 139 e
156 mg L. O residuo bruto foi responsavel por 98% de mortalidade dos juvenis de M.
incognita, sendo esse o extrato mais eficiente, seguido da fracdo em diclorometano
que causou 93% de mortalidade, nas concentracdes de 153 e 172 mg L7,
respectivamente. Para a espécie M. enterolobii, o residuo bruto causou 97% de
mortalidade dos juvenis e a fracdo em diclorometano causou 95% de mortalidade. O
potencial desse residuo e das fragdes no controle de nematoides foi demonstrado,
sendo necessaria a realizacdo dos testes em plantas inoculadas com nematoides e

em campo, para confirmacéo da sua atividade nematicida.

Palavras-chave: Agave sisalana; fitonematoides; manejo sustentavel; subproduto

agricola.



SISAL LIQUID WASTE FRACTIONS IN THE CONTROL OF Pratylenchus coffeae,
Meloidogyne incognita AND M. enterolobii.

Author: Yasmin Késsia Araujo Lopes
Adviser: Dra. Ana Cristina Fermino Soares

ABSTRACT: The nematicidal effect of sisal crude liquid residue and its fractions
obtained by liquid-liquid partition with organic solvents was evaluated for the root lesion
nematode Pratylenchus coffeae and root-knot nematodes Meloidogyne incognita e M.
enterolobii. The in vitro tests were carried out with four types of extracts (crude liquid
residue and its fractions in hexane, dichloromethane and ethyl acetate) and five
concentrations (0, 25, 50, 100 e 200 mg L™1). The crude liquid residue and the fraction
in dichloromethane were the most efficient ones for controlling P. coffeae, causing up
to 99 and 95% of nematode mortality, with the concentrations of 139 and 156 mg L.
The crude residue was responsible for 98% mortality of juveniles of M. incognita, being
this the most efficient extract, followed by the fraction in dichloromethane which caused
93% of mortality, at concentration of 153 and 172 mg L%, respectively. For the species
M. enterolobii, the crude liquid residue caused 97% mortality of juveniles and the
fraction in diclorometano caused 95% mortality. The potential of these fractions for
nematode control was confirmed, making it necessary to carry out tests for nematicidal
activity in plants inoculated with the nematodes and in field experiments to confirm the

nematicidal activity.

Keywords: Agave sisalana; phytonematodes; sustainable management; agricultural
by-product.



REFERENCIAL TEORICO

FITONEMATOIDES

O Filo Nematoda constitui o grupo de animais multicelulares mais abundantes
do globo terrestre, no qual se encontram os nematoides (BLOEMERS et al., 1997).
Estes organismos podem viver em diferentes habitats contendo agua e no solo e se
movimentam no filme de agua presente entre as suas particulas (ELSAYEDI; NADA,
2014).

Os nematoides sao vermes cilindricos, de corpo transparente, medindo
geralmente entre 0,2 a 3 mm de comprimento, encontrados em mares, rios, lagos e
no filme de 4gua do solo (FERRAZ; BROWN, 2016). Existe uma grande diversidade
de espécies entre os individuos do Filo Nematoda, podendo estes serem agrupados
em niveis tréficos, de acordo com seus habitos alimentares, em: 1) nematoides de
vida livre, conhecidos por seus efeitos benéficos a agricultura, e de forma geral podem
ser bacteriéfagos, fungivoros, predadores e onivoros, 2) zooparasitas, parasitas de
animais vertebrados ou invertebrados, e 3) nematoides parasitas de plantas,
denominados fitonematoides, que correspondem a aproximadamente 15% das
espécies descritas (FERRAZ; BROWN, 2016; RITZINGER; FANCELLI, 2006;
ELSAYEDI; NADA, 2014).

Os fitonematoides sdo organismos microscopicos que habitam o solo e
parasitam as raizes, caules, e alguns 6rgdos da parte aérea das plantas, para se
alimentarem e multiplicarem, causando danos as principais culturas de importancia
econdmica e de subsisténcia em todo o mundo (LIMA et al., 2019; DIAS-ARIEIRA
2010; FREITAS et al., 2014; D’ADDABO 2014). Estes organismos séo bem adaptados
ao parasitismo e desenvolveram uma relagéo intima e obrigatéria com as plantas
hospedeiras (MITCHUM et al., 2013). Através de seu estilete bucal, os fitonematoides
perfuram a parede celular das células das plantas, ingerindo seu contetdo
citoplasmatico. Alguns fitonematoides, por meio da injecéo de secrecdes enzimaticas
produzidas pelas glandulas esofagicas, modificam as células hospedeiras
transformando-as em uma fonte permanente de nutricdo (HUSSEY, 1989). Conforme
seu modo de parasitismo, estes organismos podem ser ectoparasitas, quando

introduzem apenas o estilete bucal nas células das raizes, permanecendo com o
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corpo para fora, ou endoparasitas, quando penetram completamente nas raizes,
podendo ser migradores ou sedentarios (FERRAZ; BROWN, 2016).

O ciclo de vida desses organismos dura em média de 3 a 4 semanas,
dependendo das condicdes de temperatura e umidade, com as seguintes fases: ovo,
4 estadios juvenis (J1 a J4) e adultos (fémea e macho). A sua reproducao é sexuada,
podendo ser por anfimixia (fertilizacao cruzada), ou por partenogénese, comum nos
géneros Meloidogyne e Pratylenchus, em que a presenc¢a do macho ndo é necessaria.
Algumas espécies apresentam alta capacidade de reproducédo e ao longo do tempo
podem causar graves problemas as plantacdes em areas infestadas, com reducéo na
vida util do cultivo (LOPES; FERRAZ, 2016; DIAS-ARIEIRA et al., 2008). Ao
parasitarem as raizes das plantas, os fitonematoides promovem a destruicdo do
sistema radicular, induzindo a formacédo de nodulacbes ou lesdes necroticas que
afetam diretamente a absor¢do de agua e nutrientes. Os fitonematoides causam
reducdo no crescimento das plantas, aumento do ciclo vegetativo, com consequente
reducdo na producao, podendo causar o tombamento e morte da planta (BROOKS,
2004; FERRAZ. BROWN, 2016; RITZINGER; FANCELLI, 2006). Os sintomas causados
por fitonematoides, muitas vezes podem ser confundidos com deficiéncias nutricionais
ou doencas causadas por outros patdgenos, a exemplo de fungos, bactérias e virus
(DIAS-ARIEIRA et al., 2008).

No Brasil, os nematoides fitoparasitas estdo entre as causas das principais
doencas do sistema radicular, gerando prejuizos econémicos na agricultura (MESSA
et al., 2020). As perdas agricolas provocadas por esses patégenos ndo sao precisas
e muitas vezes sao subestimadas, devido a relacdo com danos causados por outras
doencgas, estresses abidticos, presenca de plantas espontaneas e tratos culturais
inadequados, o que dificulta a sua real avaliacdo (RITZINGER; FANCELLI, 2006). No
ambito mundial, as perdas de producdo causadas por infecgcbes de nematoides
fitoparasitas sdo economicamente significativas, estando em torno de 100 bilhdes de
ddlares por ano (HOLDEN-DYE; WALKER, 2011; FLEMING et al., 2016). De acordo
com Machado (2015), no Brasil as perdas causadas por nematoides na agricultura
sdo de ordem de R$ 35 bilhfes. A média global estimada para perdas de rendimento
anual causadas por estes fitopatdgenos em frutas e hortalicas € de 12 e 11%,

respectivamente (RAO et al., 2016).
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NEMATOIDES DAS GALHAS — Meloidogyne spp.

Os nematoides do género Meloidogyne sao conhecidos como nematoides das
galhas por causarem o0 engrossamento das raizes das plantas hospedeiras, em
funcéo do seu parasitismo. Este género de fitonematoides é considerado o de maior
relevancia econémica no mundo, devido aos prejuizos causados a agricultura
(FERRAZ; BROWN, 2016). Atualmente, sdo conhecidas mais de 100 espécies desse
género, sendo as principais causadoras de danos na agricultura: M. incognita, M.
javanica, M. arenaria, M. hapla e M. enterolobii (HUNT; HADOO, 2009; ELLING, 2013;
FERRAZ; BROWN, 2016).

Os nematoides das galhas parasitam muitas espécies vegetais, incluindo
culturas de importancia econdémica, exibindo alto grau de polifagia e ampla distribuicédo
geografica. No Brasil, estes individuos assumem papel de destaque por estarem
amplamente disseminados em diversas areas de producdo e associados a diferentes
culturas. Esses nematoides causam inumeros prejuizos em diversas plantas
cultivadas, a exemplo de fruteiras como aceroleira, mamoeiro, mangueira, videira,
figueira, abacaxizeiro, goiabeira, maracujazeiro e bananeira (DIAS-ARIEIRA et al.,
2008). Destacam-se problemas causados na cultura da goiabeira, devido ao ataque
de M. enterolobii, principalmente na regido de Petrolina, Pernambuco (Carneiro et al.,
2001), na cultura da bananeira, parasitada principalmente por M. incognita e M.
javanica, e em hortalicas causando danos principalmente em cenoura, batata,
beterraba, batata doce, tomate, pimenta e cucurbitaceas (PINHEIRO, 2017). Algumas
espécies de nematoides das galhas, M. javanica, M. incognita, M. arenaria e
principalmente M. enterolobii tem sido associadas a aceroleira, por causarem reducgédo
da producédo e qualidade dos frutos no Submeédio do Vale do Rio S&o Francisco
(SANTOS et al., 2020). Estas espécies podem causar a morte das plantas no campo
e reducdo da produtividade das plantas sobreviventes em locais com elevada
infestacéo (DIAS-ARIEIRA 2010; FERRAZ; BROWN, 2016; CANTU et al., 2009).

Os nematoides do género Meloidogyne sdo endoparasitas sedentarios,
apresentando dimorfismo sexual bastante acentuado. As fémeas quando adultas
possuem o corpo globoso em formato de péra, enquanto os machos séo vermiformes.
A sua reproducdo acontece por anfimixia e/ou partenogénese, sendo esta ultima a
forma mais comum em nematoides desse género. A duracdo do ciclo biolégico

depende das condi¢cbes de temperatura e umidade, e da planta hospedeira, e sob
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condicBes favoraveis, estes completam seu ciclo entre 3 & 4 semanas. As fémeas
depositam seus ovos em uma massa gelatinosa na superficie das raizes, podendo
cada fémea depositar em média de 400 a 500 ovos por ciclo. A temperatura adequada
para a ecloséo, desenvolvimento e reproducéo desses nematoides € entre 23 e 30 °C
(BALDACCI-CRESP et al., 2018; FERRAZ; BROWN, 2016; DIAS-ARIEIRA et al.,
2008).

O ciclo de vida dos nematoides das galhas tem inicio no ovo. Ap6s a
embriogénese, forma-se o juvenil de primeiro estadio (J1) que ainda dentro do ovo
sofre a 1° ecdise, eclodindo como J2, que € a fase infectante ou pré-parasita. O J2
move-se no solo em busca de raizes e através de seu estilete bucal penetra na regiao
meristematica da raiz, migrando pelo coértex até a definicdo de um local adequado para
servir como sitio para alimentacdo. Apos o estabelecimento do sitio de alimentacéo,
a partir da injecdo de secrecdes das glandulas esofagianas que causam a formacéao
de células nutridoras ou gigantes denominadas de cendcitos, responsaveis por
produzir o alimento necessario ao desenvolvimento e reproducdo do nematoide, o0 J2
passa entdo a se nutrir. O J2 perde entdo sua mobilidade, tornando-se sedentario e
adquirindo a forma salsichoide, passando ainda por mais 2 ecdises (J3 e J4), até se
tornarem adultos (machos ou fémeas). As fémeas continuam se alimentando pelo
resto da vida nas células nutridoras, tornando-se sedentéarias, e 0s machos migram
novamente para o solo (FERRAZ; BROWN, 2016).

O principal sintoma do parasitismo por nematoides do género Meloidogyne € a
formacao de galhas no sistema radicular, devido a hipertrofia e hiperplasia das células,
causada pela infeccdo dos nematoides. Essas modificacbes morfologicas e
bioguimicas nas células da raiz causam a reducdo na absorcdo de agua e nutrientes,
interferindo diretamente no desenvolvimento da parte aérea da planta, causando
crescimento anormal e sintomas de deficiéncia nutricional, resultando na reducgéo do
potencial produtivo e até senescéncia da planta (MOENS et al., 2009; FERRAZ;
BROWN, 2016).

NEMATOIDE DAS LESOES RADICULARES- Pratylenchus spp.

Os fitonematoides pertencentes ao género Pratylenchus sdo conhecidos como
nematoides das lesfes radiculares por causarem lesdes necréticas nas raizes das
plantas hospedeiras. Sao polifagos e parasitam muitas espécies vegetais, estando

disseminados principalmente em regifes tropicais e subtropicais, causando prejuizos
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em diversas culturas de importancia econémica e social, em todo o mundo (TIHOHOD,
1993; GOULART, 2008; FERRAZ; BROWN, 2016).

O género Pratylenchus ocupa mundialmente o segundo lugar entre o0s
nematoides fitoparasitas, em termos de danos e perdas econémicas causadas em
diversas culturas agricolas, ficando atrds apenas do nematoide das galhas
(Meloidogyne spp.). As principais espécies e de maior frequéncia no Brasil sdo: P.
brachyurus, P. zeae e P. coffeae (GONZAGA; SANTOS, 2010; FERRAZ, BROWN,
2016). Atualmente, sdo conhecidas 70 espécies desse género, distribuidas
mundialmente e associadas a prejuizos causados em diversas culturas de importancia
economia e social, a exemplo da soja, feijdo, algodao, milho, café, cana-de-acucar,
além de diversas forrageiras, hortalicas e frutiferas (DIAS-ARIEIRA et al., 2010;
FERRAZ; BROWN, 2016). No Brasil, a espécie P. coffeae tem sido observada
causando danos em cultivos de café, banana, citros, inhame, graviola e batata,
resultando em perdas significativas de produtividade (GOULART 2008; FERRAZ,;
BROWN, 2016; WAWERU et al., 2013).

Os nematoides das lesGes radiculares sdo endoparasitas migratorios e
responsaveis pelo rompimento superficial e destruicdo interna das células
parasitadas, devido a sua movimentacdo e liberacdo de enzimas das glandulas
esofagianas no processo de alimentacdo. O ciclo de vida desses patdégenos é
relativamente curto, com duracdo de 3 a 6 semanas, em condi¢Bes favoraveis de
temperatura e da planta hospedeira. A temperatura para o seu desenvolvimento e
reproducdo fica entre 26,7 e 32,2 °C, sendo sua reproducao tanto por anfimixia como
partenogénese. Em espécies de P. coffeae € comum a reproducdo por anfimixia. As
fémeas colocam seus ovos no interior das raizes infectadas ou no solo proximo a
superficie das raizes, sem a formacdo de massa de ovos e cada fémea coloca em
média 70 a 150 ovos por ciclo (DIAS-ARIEIRA et al., 2010; FERRAZ; BROWN, 2016).

A infeccdo por esses organismos inicia-se com a penetracédo de juvenis (J1 a
J4) e adultos nas extremidades das raizes. Estes por sua vez deslocam-se até o
cilindro central das raizes e iniciam seu processo de migracdo pelo cortex. Ao
atingirem as células abaixo da epiderme, inserem sucessivamente seu estilete bucal
através das paredes celulares para ingestdo do contetdo citoplasmatico, facilitado
pela liberagédo de secre¢des enzimaticas. As células parasitadas se rompem devido a
acao mecanica e enzimatica formando longas cavidades no coértex. As raizes

infectadas apresentam lesdes necréticas, com coloracdo pardo-clara a marrom-
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avermelhada, predispondo-as a infec¢des secundarias por outros patégenos do solo,
geralmente fungos e bactérias (FERRAZ; BROWN, 2016).

O fitoparasitismo por Pratylenchus spp. reduz a absorcao de agua e nutrientes,
além de causar reducéo do volume do sistema radicular e 0 apodrecimento das raizes.
Em virtude disso, o sistema radicular torna-se pouco funcional na sustentacdo das
plantas, podendo causar o tombamento da planta, sintoma muito observado em
bananais em todo o Brasil. Sintomas secundarios devido a infeccdo por esses
fitonematoides sdo observados geralmente na parte aérea das plantas, como
aparecimento de clorose, murcha nas horas mais quentes do dia, outros sintomas de
deficiéncias nutricionais e com distribuicdo agregada no campo, denominadas
reboleiras (FERRAZ; BROWN, 2016).

DISSEMINACAO E MANEJO DE FITONEMATOIDES

A mobilidade de nematoides no solo ocorre de forma bastante limitada, néo
excedendo alguns centimetros de distancia, sendo estes organismos passivos quanto
a sua habilidade de disperséo. A disseminacao desses patdégenos em curtas e longas
distancias ocorre por agentes de dispersdo como por exemplo, com a movimentacao
do solo infestado aderido as maquinas e implementos agricolas, com os animais, a
agua de irrigacdo contaminada e principalmente pelo homem através da utilizacao de
material propagativo contaminado (DIAS-ARIEIRA et al., 2008; FERRAZ; BROWN,
2016; AGRIOS, 2004).

Os problemas causados por fitonematoides constituem uma das principais
limitacdes para a produtividade dos cultivos agricolas. A prevencao é a melhor forma
de controle, evitando a entrada desses patdégenos nas areas de producédo agricola,
pois uma vez estabelecidos nas areas, pois o0 seu controle se torna muito dificil e seu
manejo € baseado na adocdo de medidas que visam diminuir a sua populacdo no
campo (DIAS-ARIERIA et al., 2008; FERRAZ; BROWN, 2016).

O controle quimico com a utilizagdo de nematicidas sintéticos é o mais utilizado.
Contudo, além de onerar os custos de producédo, seu uso de forma indiscriminada
oferece riscos a saude do homem e animais, afeta a microbiota do solo, polui o
ambiente com a contaminacdo do lencol freatico e favorece o desenvolvimento de
populacdes de nematoides resistentes (KHALIL et al., 2019; RITZINGER; FANCELLI,
2006; PINHEIRO et al., 2019). A retirada de muitos agrotoxicos do mercado, a

exemplo da proibicdo do brometo de metila, fumigante multiuso mais utilizado para a
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protecdo vegetal, torna obrigatoria a integracdo de métodos alternativos de controle
de pragas e de microrganismos patogénicos (NTALLI et al., 2020).

O manejo integrado de nematoide (MIN) constitui em um conjunto de
estratégias que tem como objetivo principal prevenir a ocorréncia de altas populacdes
de nematoides, evitando danos significativos e perdas econ6micas na producao
agricola. O MIN envolve a incorporacdo de matéria organica ao solo, uso de
variedades resistentes e/ou tolerantes, rotacdo de culturas com plantas né&o
hospedeiras, remocéao de restos culturais, utilizacdo de plantas antagbnicas, controle
biolégico e, como ultimo recurso, o controle quimico, sendo o MIN um método
ecologicamente sustentavel e economicamente viavel (FERRAZ; BROWN, 2016;
RITZINGER; FANCELLI, 2006).

Métodos alternativos ao controle quimico, e ecologicamente corretos para
estratégias de manejo de fitonematoides, que diminuam o0s custos, aumentem a
producédo e ndo agridam o ambiente, vem sendo pesquisados. Como exemplos, tem-
se 0 uso de agentes de biocontrole, compostos biocidas provenientes de espécies
vegetais e aditivos organicos (NTALLI; CABONI, 2012; RITZINGER; FANCELLI, 2006;
NOLENGE E BECKER, 2004). A incorporacdo de residuos vegetais ao solo tem
demonstrado eficiéncia, sendo considerado um método sustentavel para a reducao
de populacdes de nematoides fitoparasitas no solo (ARAUJO; GENTIL, 2010;
RITZINGER; FANCELLI, 2006).

SUBPRODUTOS AGRICOLAS NO MANEJO DE FITONEMATOIDES

O uso de residuos organicos e de compostos de origem vegetal tem se tornado
um método cada vez mais demandado no manejo de fitonematoides (BRENNAN et
al., 2020). A busca por estratégias de controle de fitonematoides que sejam menos
agressivas ao ambiente e ao homem e que assegurem o desenvolvimento sustentavel
da agricultura tem recebido muito interesse de pesquisadores e produtores, visando a
substituicdo de nematicidas sintéticos (LIMA et al., 2019; D’ADDABBO et al., 2014).
De fato, a utilizacdo de residuos de atividades agricolas e extratos vegetais tem
recebido destague no controle de pragas e micro-organismos patogénicos. Muitos
residuos e extratos apresentam compostos com atividade nematicida e apresentam
facilidade de obtenc&o pelo produtor, com menor custo, quando comparado aos
nematicidas sintéticos, minimizando ainda os problemas que sdo observados com o

uso de produtos quimicos sintéticos (MORAIS et al., 2009).
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Uma grande quantidade de residuos organicos e subprodutos agricolas sao
gerados, a partir de processos agroindustriais. Os subprodutos agroindustriais mais
estudados no controle de nematoides sao: a manipueira (NASU et al., 2015), a torta
de mamona (DINARDO-MIRANDA; FRACASSO, 2010), a vinhaca (MATOS et al.,
2011), cascas de frutas, residuos celuldsicos e extratos vegetais (FERRAZ et al.,
2012), residuo liquido de sisal (DAMASCENO et al., 2015; JESUS et al., 2015), dentre
outros.

A utilizacdo e o gerenciamento desses residuos sdo desejaveis do ponto de
vista ecoldgico, para que se alcance uma producdo agricola mais sustentavel, com a
diminuicdo do descarte inadequado desses residuos no meio ambiente (NICO et al.,
2004; FERRAZ et al., 2012). A economia verde propde o reaproveitamento dos
residuos para geracdo de alimentos e outros produtos com valor comercial,
impulsionando o crescimento econdmico, além de possibilitar a reducdo da pobreza,
através da geracdo de renda, e preservacdo dos recursos naturais
(MATZEMBACHER; MEIRA, 2020; PEREIRA, 2021).

Os residuos organicos podem ser utilizados de diversas formas, através de
praticas como a incorporacao de restos vegetais no solo e o uso de produtos vegetais
preparados com esses residuos, como formulados e farinhas de sementes, 6leos
essenciais ou extratos e fracdes de extratos vegetais (BRENNAN et al., 2020). Muitos
estudos tém demonstrado o potencial de residuos agricolas no manejo de
fitonematoides. Uma variedade de materiais organicos vem sendo utilizada no
controle de doencas causadas por patdégenos do solo, incluindo nematoides
fitoparasitas, a exemplo do uso de manipueira, torta de sementes, residuos do
processamento da cana-de-agUcar, residuos celuldsicos, extratos vegetais, residuo
liguido de sisal dentre outros (FORGE et al., 2016; FERRAZ et al., 2012;
DAMASCENO et al., 2015; JESUS et al., 2015). Como exemplo, Tabarant et al. (2011)
reportaram uma reducdo de 96% da populacdo de fitonematoides no solo, com a
utilizac@o de bagaco da cana-de-acgucar, residuo vegetal e lodo da cana-de-agucar no
controle de nematoides parasitas de plantas. Martins e Santos (2016) relataram a
mortalidade total, em condi¢fes in vitro, de M. incognita com a utilizagcdo de extratos
de lombrigueira (Spigelia anthelmia), agrido-do-brejo (Eclipta alba L.) e mastruz
(Chenopodium ambrosioides)

Muitas espécies vegetais apresentam metabdlitos secundarios com atividade

biocida e acdo na supressédo de fitonematoides. Estas sdo moléculas que atuam na
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defesa vegetal contra o ataque de microrganismos patogénicos e pragas (ZHAO et
al., 2016; D’ADDABOO et al., 2014). Compostos biocidas naturais presentes nos
tecidos das plantas como: saponinas, alcaloides, compostos fendlicos, acidos graxos
e taninos agem de forma independente ou conjunta em varios processos biolégicos
que afetam a sobrevivéncia e desenvolvimento de nematoides. A supressdo de
nematoides por fitoquimicos pode ser o resultado de varios mecanismos como
repeléncia, desorientagcéo, captura do nematoide, estimulagédo ou inibicdo da eclosao
de ovos e acéo de toxicidade sobre esses organismos (NTALLI et al., 2020; FERRAZ,
2010; D’ADDABBO et al., 2014). Vérias espécies vegetais ja foram relatadas por
conter compostos com atividade nematicida e novas plantas com esse potencial vem
sendo descobertas (D’ADDABBO et al., 2014;).

Plantas do género Agave apresentam potencial de controle de patdgenos de
animais e de plantas, devido aos compostos biocidas na sua composi¢cdo, com
propriedades antimicrobianas, antifingicas, anti-inflamatoérias e anti-helminticas. A
acao biocida de plantas de sisal ja foi relatada contra nematoides gastrointestinais de
caprinos e ovinos, acaros e nematoides fitoparasitas (BOTURA et al., 2011; BOTURA
etal., 2013; DAMASCENO et al., 2015; JESUS et al., 2015; SCHENKEL et al., 2010).
O sisal (Agave sisalana) € uma planta cultivada para a extracdo de fibra e gera
residuos solidos e liquidos no processo de desfibramento das folhas, sendo estes
residuos ricos em compostos bioativos, com potencial para o manejo de
microrganismos patogénicos (SILVEIRA et al., 2012; DOMINGUES et al., 2010). O
uso de residuos organicos oferece uma alternativa de controle de fitonematoides na
agricultura, promovendo a protecdo de culturas de forma mais sustentavel
(DAMASCENO et al., 2015; JESUS et al., 2015).

O SISAL E A UTILIZAQAO DO RESIDUO DO DESFIBRAMENTO DAS FOLHAS,
NO CONTROLE DE NEMATOIDES

A planta de sisal, assim popularmente conhecida, pertence a familia
Asparagaceae (WESP, 2020). E uma planta herbacea, nativa do México, que vem
sendo cultivada na regido semiarida da Bahia, no bioma Caatinga, para fins de
extracdo da fibra (MARAN; PRIYA, 2015). A fibra extraida das folhas € considerada o
principal produto agroindustrial do semiérido baiano, e é utilizada na fabricacdo de
fios, cordas e artesanato. O Brasil € o maior produtor e exportador mundial da fibra

dura de sisal, com a producao concentrada principalmente na regidao Nordeste, sendo
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a Bahia responséavel por 95% da producédo nacional (SANTOS et al., 2009; BARRETO
etal., 2017; SOARES et al., 2020).

Esta cultura apresenta importancia socioeconémica para o semiarido da Bahia,
sendo considerada a principal fonte de renda, principalmente nas areas mais pobres
e entre os agricultores familiares no semiarido da Bahia. O sisal € cultivado em
pequenas propriedades e promove a geracao de empregos por meio da manutencao
da lavoura, extracdo e processamento da fibra para o beneficiamento, atividades de
industrializacdo de diversos produtos e com o artesanato (SILVA et al., 2009; ALVES
et al., 2005).

Entretanto, apenas 3 a 5% da folha de sisal constitui a fibra que € extraida para
comercializacdo. Os restantes 96% da polpa da folha, constituidos por mucilagem e
suco de sisal, sdo na maioria das vezes descartados nas propriedades rurais, 0 que
pode se tornar um problema ambiental (SANTOS et al., 2009; MARAN; PRIYA, 2015).
Esse residuo do desfibramento das folhas de sisal € constituido por polissacarideos,
compostos inorganicos, metabolitos secundarios e agua, sendo rico em substancias
gue apresentam atividades anti-inflamatorias, antimicrobianas e anti-helminticas
(BOTURA et al., 2013; SANTOS et al., 2009; SHARMA; VARSHNEY, 2012).

O residuo de sisal contém diversas classes de metabolitos secundarios em sua
composicdo quimica, tendo os principais constituintes carboidratos, saponinas,
flavonoides, alcaloides, glicosideos, compostos fendlicos e taninos (CHEN et al.,
2009; CHEN et al., 2011; BOTURA et al., 2013; RIBEIRO et al., 2015; ZHANG et al.,
2014, SIDANA et al., 2016). Estes compostos estéao relacionados com o0 mecanismo
de defesa das plantas, podendo apresentar acdo nematicida (CHITWOOD, 2002). O
efeito nematicida de alguns extratos vegetais tem sido atribuido a presenca de
metabolitos secundarios em sua composicao, principalmente saponinas, flavonoides
e taninos (KERBOEUF et al., 2005; YANG et al., 2015).

Véarios estudos tém demonstrado o potencial do residuo de sisal no controle de
varios patdgenos, incluindo nematoides gastrointestinais de caprinos e nematoides
parasita de plantas (DOMINGUES et al., 2010; DAMASCENO et al., 2015; JESUS et
al.,, 2015; BOTURA et al., 2013). Santos et al. (2017) comprovaram o efeito anti-
helmintico do &cido succinico oriundo do residuo de sisal sobre nematoides
gastrointestinais de caprinos em condi¢des in vitro. A eficiéncia desse residuo vem
sendo estudada e comprovada em trabalhos realizados na Universidade Federal do
Recbncavo da Bahia (DAMASCENO et al., 2015; JESUS et al., 2015; SANTOS, 2018).
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Damasceno et al. (2015) avaliaram o efeito do residuo de sisal no controle de M.
javanica em condicfes in vitro e em mudas de tomate, observando até 100% de
mortalidade de juvenis in vitro e reduc¢des significativas no nimero de massa de ovos
e populacdo de nematoides no solo. Jesus et al. (2015) também demonstraram o
efeito nematicida do residuo de sisal. Esses autores avaliaram o residuo liquido de
sisal fresco e fermentado no controle do nematoide cavernicola da bananeira, R.
similis, alcancando até 99% de mortalidade sob condi¢bes in vitro e reducdo dos
danos causados pelos nematoides no sistema radicular, fator de reproducédo e
populacdo de nematoides no solo e nas raizes de mudas de bananeira. Santos (2018)
avaliou a acdo nematicida do residuo liquido de sisal e do formulado obtido a partir
desse residuo no controle de Helicotylenchus multicinctus e Meloidogyne incognita,
em condig¢des in vitro e em mudas de bananeira, este autor obteve até 100 % de
mortalidade dos nematoides in vitro e reducédo da populagéo de H. multicinctus no solo
e nas raizes de até 83,7 e 77%, respectivamente, sendo este residuo eficiente também
no controle de M. incognita, com reducédo do numero de galhas, 74,56%, massa de
ovos, 59,74%, e populagcédo de nematoides no solo em até 84,81%.

O residuo oriundo do desfibramento das folhas de sisal apresenta elevado
potencial de utilizacdo no manejo de fitonematoides que atacam culturas de
importancia econémica. O melhor aproveitamento das folhas de sisal constitui-se em
uma possibilidade de agregacéo de valor comercial a producao de sisal, com geracao
de emprego e renda para a regido semiarida da Bahia. Adicionalmente, ainda reduz o
impacto ambiental causado pelo descarte inadequado desse material e contribui para
o desenvolvimento sustentavel. Aliando o crescimento econdmico com o uso eficiente
e sustentavel dos recursos naturais e inclusdo social, o desenvolvimento deste
nematicida atende ao conceito da economia verde, desenvolvido em 2008 pelo
Programa das Nag¢fes Unidas para o Meio Ambiente (Pnuma). O presente trabalho
tem por objetivo avaliar a atividade nematicida do residuo oriundo do desfibramento
das folhas de sisal e das fracdes obtidas a partir desse residuo no manejo dos

nematoides P. coffeae, M. incognita e M. enterolobii.
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CAPITULO 1

ACAO NEMATICIDA DE FRACOES DO RESIDUO DE SISAL SOBRE Pratylenchus
coffeae
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ACAO NEMATICIDA DE FRACOES DO RESIDUO DE SISAL SOBRE Pratylenchus

coffeae

Resumo: O objetivo desse trabalho foi avaliar a atividade nematicida do residuo
liqguido de sisal e das fragcBes do extrato desse residuo no controle in vitro de P.
coffeae. O residuo liquido de sisal foi fracionado por particdo liquido-liquido com
solventes organicos de diferentes polaridades. O ensaio in vitro para a acgéo
nematicida foi realizado em delineamento inteiramente casualizado em esquema
fatorial 4x5, com os tratamentos compostos por quatro tipos de extratos (residuo
liquido bruto, fragcdo em hexano, fracdo em diclorometano e fragcdo em acetato de etila)
e cinco concentragdes (0, 25, 50, 100 e 200 mg L), totalizando 20 tratamentos, com
cinco repeticdes. Foram avaliados os percentuais de imobilidade e mortalidade dos
nematoides. O residuo liquido bruto e suas fracdes foram eficientes no controle de P.
coffeae, apresentando atividade nematostatica e nematicida. Apds 24 e 48 horas de
exposicdo dos nematoides aos tratamentos, o residuo bruto e a fracdo em
diclorometano, nas maiores concentragbes, causaram maior percentual de
imobilidade, 77 e 67% respectivamente. Na concentracio estimada de 139 mg L%, o
residuo bruto causou 99% de mortalidade dos individuos de P. coffeae, sendo o
tratamento mais eficiente. A fracdo em diclorometano causou 95% de mortalidade, na
concentragdo estimada de 156 mg L. O residuo bruto e todas as fracées, quando
aplicados na concentracdo de 200 mg L™, apresentaram com valores médios de
mortalidade superiores a 70%. O residuo bruto de sisal e suas fracdes apresentam

eficiente acdo nematicida sobre P. coffeae.

Palavras-chave: Agave sisalana Perrine; nematoide das lesfes radiculares;

nematicidas naturais
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NEMATICIDE ACTION OF SISAL RESIDUE FRACTIONS ON Pratylenchus coffeae

ABSTRACT: The objective of this work was to evaluate the nematicidal activity of liquid
sisal residue and its extract fractions for in vitro control of Pratylenchus coffeae. The
liquid sisal residue was fractionated by liquid-liquid partition with organic solvents of
different polarities. The in vitro assay for nematicidal action was carried out in a
completely randomized design in a 4x5 factorial scheme, with four types of extracts
(gross liquid residue, hexane fraction, dichloromethane fraction and ethyl acetate
fraction) and five concentrations (0, 25, 50, 100 e 200 mg L), with a total of 20
treatments, with five replications. The percentages of nematode immobility and
mortality were determined. The crude liquid residue and its fractions were efficient in
controlling P. coffeae, with nematostatic and nematicidal activity. After 24 and 48 hours
of nematode exposure to the treatments, the crude residue and the fraction in
dichloromethane, at the highest concentration, caused the highest percentage of
immobility and mortality, 77 and 67%, respectively. At the estimated concentration of
139 mg L%, the crude residue caused 99% of mortality of P. coffeae individuals, being
the most efficient treatment. The fraction in dichloromethane caused 95% of mortality,
at the estimated concentration of 156 mg L. The crude residue and all fractions
showed the highest average values for nematode mortality, at a concentration of 200
mg L, with mortality values above 70%. The crude sisal liquid residue and its fractions

have eficiente nematicidal effect against P. coffeae.

Keywords: Agave sisalana Perrine; nematode of root lesions; natural nematicides
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INTRODUCAO

Os fitonematoides s&o responsaveis por causar perdas consideraveis na
producdo de muitas culturas (EL-ANSARY; HAMOUDA, 2014). Os nematoides das
lesbes radiculares pertencem ao género Pratylenchus spp., sdo conhecidos por
causarem lesdes necroticas nas raizes parasitadas e danos severos as plantas, com
enormes prejuizos aos produtores (FERRAZ; BROWN, 2016). O género Pratylenchus
ocupa o segundo lugar em termos de danos e perdas econdmicas em diversas
culturas agricolas em todo o mundo, ficando atras apenas dos nematoides das galhas
Meloidogyne spp. No Brasil, a espécie P. coffeae se destaca causando danos
elevados e crescentes em diversas culturas, principalmente nas culturas do cafe,
banana, citros, inhame, graviola e batata (GOULART 2008; FERRAZ; BROWN, 2016).

O controle desses fitopatdgenos geralmente é realizado através do uso de
nematicidas sintéticos, que além de onerarem o0s custos de producdo, possuem
efeitos deletérios sobre a microbiota do solo, causam riscos a saude humana e
contaminam o ambiente (RITZINGER; FANCELLI, 2006). Estratégias de manejo de
fitonematoides que diminuam os custos, aumentem a producdo e nao agridam o
ambiente vem sendo pesquisadas em substituicdo aos nematicidas sintéticos.

Compostos nematicidas derivados de espécies vegetais apresentam potencial
para 0 manejo de fitonematoides (D’ADDABBO et al., 2014). Véarios estudos tém
demostrado a eficiéncia de residuos organicos e extratos vegetais no controle desses
patdogenos (MIORRANZA et al., 2016). A acado biocida da planta de sisal (Agave
sisalana Perrine) apresenta potencial para o controle de patdgeno de animais e de
plantas (BOTURA et al., 2013; SILVEIRA et al., 2012; DAMASCENO et al., 2015).

O sisal é cultivado principalmente no semiarido do Nordeste brasileiro, sendo
uma cultura que apresenta importancia socioecondmica para os produtores dessa
regido. No entanto, a fibra constitui em apenas 3 a 5% da folha de sisal e no processo
de desfibramento das folhas, 95 a 97% da polpa das folhas é descartada na forma de
residuos sélidos e aquosos, sendo a maior parte destes residuos abandonada nas
propriedades rurais, sem qualquer tipo de tratamento (MARAN; PRIYA, 2015). Estes
residuos apresentam potencial para o controle de fitonematoides, devido a presenca

de substancias bioativas, do metabolismo secundario, que estao relacionadas com o
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mecanismo de defesa das plantas, a exemplo de alcaloides, compostos fendlicos,
cumarinas, saponinas, flavonoides e taninos, (CHITWOOD, 2002; BOTURA et al.,
2013).

A acdo nematicida do residuo oriundo do desfibramento das folhas de sisal ja
foi comprovada em trabalhos desenvolvidos na Universidade Federal do Rec6ncavo
da Bahia (UFRB), no controle de M. javanica em tomateiro (DAMASCENO et al.,
2015), Radopholus similis em bananeira (JESUS et al., 2015), Meloidogyne javanica
em alface (DAMASCENO et al., 2017) e Helicotylenchus multicinctus e Meloidogyne
incognita em bananeira (SANTOS, 2018). A utilizacdo desse residuo do sisal, como
matéria prima no desenvolvimento de um nematicida natural € uma inovacao para o
reaproveitamento de um residuo que pode causar impacto ambiental. Ao utiliza-lo
como subproduto, ocorre a valorizagao da cultura de sisal, em sua maxima eficiéncia,
com geracao de renda ao produtor de sisal e beneficiamento de toda a cadeia
produtiva de sisal. Essa inovacao, na qual utilizamos com eficiéncia toda a cadeia
produtiva de uma cultura, no caso o sisal, permite que a bioeconomia seja
estabelecida por meio da conservacéao e preservacao da cultura e seus subprodutos.
Teremos portanto, geracdo de renda, a partir de recursos naturais disponiveis, e
inclusdo social por meio da inovagédo Neste sentido, este trabalho foi desenvolvido
com o objetivo de avaliar a atividade nematicida do residuo liquido de sisal e suas

fracdes no controle in vitro de P. coffeae.
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MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos na casa de vegetacdo do Centro de
Ciéncias Agrarias Ambientais e Bioldgicas (CCAAB) e no laboratério de Microbiologia

Agricola da Universidade Federal do Recdncavo da Bahia (UFRB).

Obtencédo, manutencao e multiplicacao das populagcdes de Pratylenchus coffeae

A populacao de P. coffeae foi obtida a partir de raizes de bananeira infestadas
e cultivadas em casa de vegetacdo. As amostras de raizes foram processadas no
Laboratério de Microbiologia Agricola da UFRB, conforme a metodologia de Jenkins
(1964) e Hussey e Barker (1973). Para a multiplicacdo dos nematoides foram
utilizadas mudas micropropagadas e aclimatadas de bananeira da cultivar Grande
Naine, obtidas da Empresa Campo Biotecnologia Vegetal, localizada na sede da
Embrapa Mandioca e Fruticultura, em Cruz das Almas, Bahia. As mudas foram
transplantadas para vasos com capacidade de 3,0 kg, contendo uma mistura de solo
e areia na proporc¢ao de 2:1 (v/v) previamente esterilizada em autoclave a 120°C por
1,5 horas, por duas vezes consecutivas. Foram inoculados, proximo as raizes, em
média 1000 individuos de P. coffeae por muda de bananeira e estas foram mantidas
em casa de vegetacao, por 60 dias, com irrigacdo diaria, para a multiplicacdo dos

nematoides.

Obtencédo dos nematoides para o ensaio in vitro

Os juvenis de P. coffeae foram extraidos de raizes de bananeira inoculadas e
mantidas em casa de vegetacao, conforme descrito pelo método de Jenkins (1964) e
Hussey e Barker (1973). Em seguida foi realizada a contagem dos individuos da
suspensao obtida, em camera de Peters, sob microscopio de luz, ajustando a
guantidade de nematoides para 100 individuos por pL, por meio de diluicdo com 4gua

destilada. Os nematoides obtidos foram utilizados no ensaio in vitro.

Obtencéo do residuo liquido fresco de sisal
O residuo liquido de sisal (extrato bruto) foi coletado no campo, em éarea de

produtor de sisal, durante o processo de desfibramento das folhnas com a maquina de
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desfibramento tradicionalmente utilizada pelos produtores, nos municipios de
Conceicéo do Coité e Valente BA. Para obtencéo da parte liquida, o residuo contendo
mucilagem e liquido foi prensado em uma prensa de madeira para remocao da parte
sélida. A parte liquida foi transferida para garrafas plasticas de 1L, armazenadas em
isopor com gelo e transportadas para o laboratério de Microbiologia Agricola da UFRB,
onde foram congeladas em freezer, a -20 °C, até serem utilizadas para obtencao das

fracOes e no ensaio in vitro.

Obtencéo das frag6es do residuo liquido de sisal

O residuo liquido (1L) foi liofilizado em liofilizador por seis dias e obtidas 400 g
de residuo sélido. Este residuo liofilizado foi colocado no solvente orgéanico (metanol)
por um periodo de 72 horas e a solucao obtida foi filtrada com algodao e concentrada
em evaporador rotativo, sob pressdo reduzida e com temperatura de
aproximadamente 35 °C. O processo de extracédo foi realizado trés vezes, obtendo-se
250 g de extrato metandlico do residuo. Em seguida, o extrato metandlico foi
solubilizado em uma mistura contendo 300 mL de &gua e 400 mL de metanol. Logo
apos, a mistura foi submetida a particdo (liquido-liquido) em um funil de separacéo
por trés vezes sucessivas com diferentes solventes organicos na respectiva ordem:
hexano, diclorometano e acetato de etila, de acordo com a metodologia de Braga
(2008). Apos a particdo, as fracdes foram colocadas em evaporador rotativo sob
pressdo reduzida, a aproximadamente 35 °C, para elimina¢do do solvente, obtendo
assim as fracdes: em hexano (6,0 g), diclorometano (100,0 g) e em acetato de etila
(10,0 g).

Ensaio in vitro com as fragfes do residuo liquido de sisal

O ensaio in vitro foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado, em
esquema fatorial 4x5, com 20 tratamentos, composto por quatro tipos de extratos
(residuo liquido bruto, fracdo em hexano, fracdo em diclorometano e fragdo em
acetato de etila) e cinco concentragées (0, 25, 50, 100 e 200 mg L), com cinco
repeticbes. Em microtubos do tipo Eppendorf foram adicionados 900 pL das
concentragdes das diferentes amostras e 100 pL de suspenséo contendo 100 juvenis
de P. coffeae. Para a obtencao das concentragfes definidas para cada tratamento, 0s
extratos foram diluidos com agua destilada esterilizada. Os microtubos foram

incubados a temperatura ambiente (28 £2 °C) e, apds 24 horas, os nematoides foram
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retirados dessa suspensdo, lavados com agua destilada esterilizada e fez-se a
contagem dos individuos imoOveis em camara de Peters, em microscépio de luz com
aumento de 40 vezes. ApGs a contagem, os nematoides foram colocados em agua,
nos microtubos, por mais 24 horas, a temperatura ambiente, sendo posteriormente
contados. Foram considerados mortos, os individuos que permaneceram retos e

imoéveis e vivos, os individuos maoveis ou retorcidos.

Analise estatistica
Os dados foram analisados para variancia e regressao para avaliar o efeito das
concentragdes e o teste de Tukey a 5% para analisar a diferenca entre as fragcoes.

Utilizou-se o software estatistico R version 3.6.1.

RESULTADOS

Fracdes do residuo liquido de sisal no controle in vitro de P. coffeae

Houve interacao significativa (p’ <0,05) entre as concentracdes e 0s extratos
utilizados no ensaio. O residuo liquido de sisal (residuo bruto) e as frac6es obtidas
por particao liquido-liquido (hexano, diclorometano e acetato de etila) apresentaram
atividade nematostética, reduzindo a mobilidade dos juvenis de P. coffeae apos 24 h

de exposicao dos individuos (Figura 1).
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Figura 1. Efeito do residuo bruto de sisal e das fragdes em hexano, diclorometano e acetato

de etila em diferentes concentracées (0, 25, 50, 100 e 200 mg L1) na imobilidade de juvenis

de segundo estagio (J2) de Pratylenchus coffeae em condi¢des controladas (in vitro).

O residuo bruto e a fracdo em diclorometano foram os que mais se destacaram,
causando reducdo na mobilidade dos nematoides de 77 e 67%, nas concentracdes
estimadas de 160 mg L para o residuo bruto e 144 mg L* para a fragdo em
diclorometano, respectivamente. O tratamento controle, contendo apenas agua,
apresentou aproximadamente 8% de imobilidades dos nematoides, demonstrando
assim que os valores de imobilidade estdo relacionados com a acao dos tratamentos
aplicados (Figura 1).

O residuo bruto, quando aplicado na menor concentracéo (25 mg L) causou

imobilidade em aproximadamente 48% dos individuos. Todas as frages do residuo,
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quando aplicadas na concentracéo de 25 mg Lcausaram imobilidade variando entre
23 e 32 %. (Figura 2A).

Na concentracdo de 50 mg L%, o residuo bruto e a fragdo em diclorometano
causaram imobilidade de 56 e 49% dos nematoides, sendo esses tratamentos 0s mais
eficientes nesta concentragdo, seguidos pela fracdo em hexano e acetato de etila com
valores de imobilidade de aproximadamente 47 e 36% dos nematoides,

respectivamente. (Figura 2B).

O residuo bruto e as fragdes em diclorometano e hexano causaram imobilidade
superior a 55% na concentracdo de 100 mg L. A fragdo em diclorometano foi

responsavel por causar a maior imobilidade dos individuos (67%) (Figura 2C).

As fracbes em diclorometano, hexano e acetato de etila causaram imobilidade
variando entre 60 e 64%, quando aplicadas na concentracdo de 200 mg L. Nessa
concentragdo, o residuo bruto, assim como j& observado para a maioria das
concentragdes, se destacou entre os demais tratamentos, promovendo imobilidade de

aproximadamente 77% dos nematoides (Figura 2D).
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Figura 2. Efeito do residuo bruto de sisal e das fragbes em hexano, diclorometano e de
acetato de etila, em diferentes concentracdes: A) 25 mg L?; B) 50 mg L?; C) 100 mg L e D)
200 mg L%, na imobilidade in vitro de individuos de Pratylenchus coffeae.

Na segunda avaliacdo, ap0s 48 horas de exposicdo dos nematoides aos
tratamentos, foi encontrado um numero expressivo de nematoides mortos,
comprovando o efeito nematicida do residuo bruto de sisal e suas fra¢ées. O residuo
bruto apresentou médias elevadas de mortalidade dos nematoides, a partir da menor

concentragao testada, alcancando 99% de mortalidade na concentracao estimada de
139 mg L (Figura 3).
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Figura 3. Efeito do residuo bruto de sisal e das fracdes em hexano, diclorometano e acetato
de etila, em diferentes concentracées (0, 25, 50, 100 e 200 mg L), na mortalidade de juvenis

de segundo estagio (J2) de Pratylenchus coffeae, em condi¢des controladas (in vitro).

O residuo bruto e as fracdes, quando aplicados a partir da concentragéo de 100
mg L, causaram a mortalidade elevada dos nematoides. O residuo bruto foi o mais
eficiente, causando a morte de 89% dos individuos e as fragdes em hexano, acetato
de etila e diclorometano causaram a média de 61,4, 68 e 71% de mortalidade
respectivamente (Figura 3). A fragdo em diclorometano, na concentragéo estimada de
156 mg L causou 95% de mortalidade dos nematoides. O tratamento controle,
contento apenas agua, apresentou uma taxa de mortalidade proxima a 10%,
comprovando que as elevadas medias encontradas de mortalidade dos nematoides

foram devido a agcdo do residuo de sisal e suas fragdes (Figura 3).
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Na menor concentraco testada (25 mg L1), o residuo bruto se destacou entre

todos os extratos, causando a mortalidade de aproximadamente 72% dos nematoides.
(Figura 4A).
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Figura 4. Efeito do residuo bruto, fragcbes de hexano, de diclorometano e de acetato de etila
em diferentes concentragdes: A) 25 mg L™?; B) 50 mg L?; C) 100 mg L e D) 200 mg L%, na
mortalidade in vitro de individuos de Pratylenchus coffeae.

Na concentracdo de 50 mg L™, o residuo bruto foi o tratamento mais eficiente,
com mortalidade média de aproximadamente 85% dos nematoides, seguido das
fracdes em diclorometano e acetato de etila que promoveram 73 e 68% de mortalidade
(Figura 4B). O residuo bruto, quando aplicado na concentragdo de 100 mg L, foi o
tratamento mais eficiente, causando mortalidade de aproximadamente 89% dos
nematoides. Nao houve diferenca estatistica significativa entre as fracdes testadas

nessa concentracdo, sendo a fracdo em diclorometano responsavel por 71% de
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mortalidade, seguida pela fracdo em acetato de etila com aproximadamente 67% e a
fracdo hexano com 61% de individuos mortos (Figura 4C).

N&o houve diferenca significativa entre os tratamentos, quando aplicados na
concentragdo de 200 mg L. Todas as fragcBes apresentaram elevadas médias de
mortalidade, sendo superiores a 89%, com excecao da fragdo em hexano, que causou

70% de mortalidade dos nematoides (Figura 4D).

DISCUSSAO

Estudos anteriores utilizando o residuo liquido de sisal demonstraram a acao
nematicida deste residuo sobre Meloidogyne javanica em tomateiro e em alface e R.
similis em bananeira (DAMASCENO et al., 2015; JESUS et al., 2015; DAMASCENO
et al., 2017; SANTOS, 2018). O presente estudo avaliou o efeito do residuo bruto de
sisal e das fragBes no controle in vitro de P. coffeae. O residuo bruto de sisal e suas
fracdes foram eficientes no controle in vitro de P. coffeae. Com o aumento nas
concentragcfes desses extratos, o numero de individuos imoveis, ap0s avaliacdo em
24h, e mortos, ap06s 48h de exposicdo aos tratamentos, aumentaram
significativamente.

Verificou-se que o residuo bruto e a fracdo em diclorometano foram os mais
eficientes, causando os maiores percentuais de mortalidade de nematoides. Foram
observados ainda, valores acima de 90% de mortalidade de P. coffeae, na maior
concentragao testada. Tanto o residuo bruto quanto as fragcdes apresentaram efeito
nematostatico e nematicida, quando aplicados nas maiores concentracdes. Isso se
deve provavelmente a presenca de substancias bioativas como taninos, alcaloides,
saponinas e flavonoides, presentes na composicdo desses extratos, que segundo
Chitwood (2002) podem apresentar atividade nematicida. Mateus et al. (2014)
atribuiram a acdo nematicida de extratos aquosos de gervao (Stachytarpheta
cayennensis) e mulungu (Erythrina verna) no controle de M. javanica, ao efeito dos
metabolitos secundéarios como fendis, taninos e alcaloides. Botura et al (2013) em
seus estudos avaliando in vitro a atividade anti-helmintica do extrato aquoso, acetato
de etila, fracdo flavonoide e fracdo saponina, obtidos a partir do residuo de sisal
(Agave sisalana) contra nematoides gastrointestinais de cabras, sugerem que o efeito
nematicida proporcionado por este residuo esté relacionado a presenc¢a de compostos
como homoisoflavoanoides e saponinas. D’Addabbo et al. (2020) avaliaram extratos

ricos em saponinas, de cinco espécies de Medicago, contra 0s nematoides
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Meloidogyne incognita, Xiphinema index e Globodera rostochiensis e reportaram que
esses extratos foram fortemente ativos em concentragdes acima de 250 pg mL™.
Nesse estudo, a mortalidade dos fitonematoides foi quase completa, apds 24 horas
de exposicao dos juvenis de segundo estagio (J2) aos extratos, na concentracao de
500 pug mL, sendo demonstrada a sua eficiéncia no controle de fitonematoides e seu
potencial para utilizacdo em novas aplicacdes biotecnologicas, tais como formulacdes
nematicidas.

Os efeitos biolégicos das saponinas normalmente estédo relacionados a sua

capacidade de agir na membrana celular, resultando em desestabilizacéo e alteracdes
na permeabilidade celular (TAVA; AVATO 2006). A interacdo da saponina com as
proteinas do colageno da cuticula dos nematoides também pode ser responsavel por
seu efeito nematotoxico (PAGE; WINTER 2003; ARGENTIERI et al., 2008).
A atividade nematicida dos flavonoides vem sendo relatada em diversos estudos
utilizando extratos e residuos de plantas. Seu mecanismo de acao esta relacionado a
alteracdes provocadas na atividade de varias enzimas e, ou processos metabolitos
(KERBOEUF et al., 2008). Bano et al. (2020) demonstraram em teste in vitro, que
flavonoides pertencentes as classes de flavona e flavonol, isolados de flores de
Tagetes patula exibiram atividade nematicida sobre juvenis de M. incognita. Avaliando
o0 extrato hidroalcodlico e fracGes (diclorometano, acetato de etila, metanol e 4gua) de
folnas de Annona crassiflora, Machado et al. (2015) verificaram que as fracées em
diclorometano e acetato de etila mostraram-se mais ativas, promovendo imobilidade
de 98,13 e 89,66% nas larvas de Caenorhabdite elegans, respectivamente. Em
analise por TCL e H-RMN, estes autores detectaram a presenca de flavonoides
(quercetina e kaempferol) nas fracdes diclorometano e acetato de etila, atribuindo a
estes a eficiéncia sobre C. elegans. Munhoz et al. (2017) também sugeriram que os
flavonoides atuam como substancias nematotoxicas, ao observarem em seus estudos
com extratos e fracdes de flores de Tagetes patula sobre a eclosdo, mobilidade e
mortalidade de nematoides, que o fracionamento quimico e a obtencdo da fracédo
acetato de etila acentuaram a resposta nematicida sobre Meloidogyne spp.

Renco et al. (2012) ao avaliar o efeito nematicida de solugcbes de taninos
provenientes de castanhas sobre o nematoide dos cistos Globodera rostochiensis,
constataram que todos os taninos testados reduziram em 87% a viabilidade dos ovos,
sob condi¢des in vitro, quando comparado com o tratamento controle. Em outro

estudo, Maistrello et al. (2010) também observaram a acédo nematicida de taninos de
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castanhas em M. javanica. Os taninos também estao presentes no residuo liquido de
sisal. O mecanismo de a¢éo dos taninos se baseia na capacidade de complexacéo
com outras moléculas, se ligando a cuticula dos nematoides, que é rica em prolina e
hidroxiprolina, causando alteracbes em suas propriedades fisicas e quimicas
(ATHANASIADOO 2000; HOSTE et al., 2006; OLIVEIRA 2011).

A atividade nematicida de extratos de espécies vegetais tem sido atribuida
também, a presenca de alcaloides em sua composic¢do. Extratos de raizes e caule de
Fumaria parviflora apresentaram forte atividade nematicida contra Meloidogyne
incognita em condi¢des in vitro e in vivo. A triagem fitoquimica revelou a presenca de
compostos bioativos como alcaloides, saponinas, flavonoides, glicosideos, fendis,
taninos e esteroides. Ao determinarem a quantidade desses compostos, 0s extratos
vegetais apresentaram maior porcentagem de alcaloides e saponinas (NAZ et al.,
2013). Cinco alcaloides de amida, isolados de sementes de Clausena lansium,
apresentaram atividade nematicida para Panagrellus redivivus (Fan et al., 2018). O
efeito antiparasitario de fracGes alcaloides também foi comprovado por Luo et al
(2018) ao avaliarem extratos soliveis em &agua de sementes de Sophora
moorcroftiana contra Caenorhabdites elegans.

Compostos triterpenoides isolados das Dechapetalaceae exibiram diferentes
atividades biolégicas, incluindo atividade antifingica e nematicida (JING et al., 2014).
Estes compostos também estdo presentes no residuo liquido de sisal e podem ser
responsaveis por sua acao nematicida.

Castro et al. (2019) investigaram a acao in vitro e in vivo de extratos de Eugenia
uniflora em nematoides gastrointestinais de ovinos e constataram a acdo nematicida
desses extratos, principalmente do extrato hidroalcodlico, que promoveu a inibi¢cdo da
eclodibilidade dos ovos, variando de 14,56 a 99,75%. A analise da composicéo
guimica dos extratos detectou a presenca de compostos com acao anti-helmintica
comprovada, como flavonoides, saponina, taninos e triterpenos. Estes metabolitos
secundarios séo os principais constituintes quimicos encontrados no residuo bruto de
sisal e, provavelmente também estdo presentes nas fragcdes obtidas a partir desse
residuo com diferentes solventes organicos.

Apesar de poucos estudos demonstrarem 0s mecanismos de acao dos
metabolitos secundarios aqui destacados, muitas pesquisas cientificas utilizando
extratos e residuos vegetais no controle de nematoides tem apresentado resultados

satisfatérios. A atividade nematicida do residuo liquido de sisal pode estar relacionada
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a diversidade de compostos bioativos presentes nesta planta. A utilizacdo desse
residuo como nematicida, além dos impactos positivos na agricultura com o manejo
de nematoides parasitas de plantas, também tem um importante papel econémico e
social para os produtores rurais que sobrevivem principalmente da extracéo da fibra
dessa planta na regidao semiarida do Nordeste, especialmente no semiarido baiano.
Essa tecnologia permite aos agricultores um melhor aproveitamento econémico da
cultura, com a agregacao de valor ao residuo do desfiboramento das folhas e a
oportunidade de geracado de renda. Adicionalmente, esta tecnologia contribui para a
reducdo da quantidade de residuo descartado de forma inadequada nas &reas de
cultivo.

Os resultados apresentados neste estudo destacam o potencial nematicida do
residuo de sisal no controle de Pratylenchus coffeae, sendo uma opg¢ao promissora
no manejo de nematoides parasitas de plantas. Contudo, ainda sdo necessarias
informacdes mais especificas sobre o modo de acdo, gama de atividades e 0s
mecanismos envolvidos na supressdo desses nematoides pelos metabdlitos
secundarios encontrados no residuo liquido gerado no processo de desfibramento das

folhas de sisal.

CONCLUSOES

O residuo liquido bruto de sisal e as fracdes obtidas a partir desse residuo séo
eficientes no controle de P. coffeae, em condigdes in vitro.

O residuo bruto e a fracdo em diclorometano, nas concentracdes estimadas
de 139 e 156 mg L%, foram os tratamentos mais eficientes, sendo responsaveis pelas

maiores taxas de mortalidade dos nematoides, 99 e 95%, respectivamente.
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CAPITULO 2

ACAO NEMATICIDA DE FRACOES DO RESIDUO DE SISAL SOBRE Meloidogyne
incognita e Meloidogyne enterolobii.
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ACAO NEMATICIDA DE FRACOES DO RESIDUO DE SISAL SOBRE Meloidogyne

incognita e Meloidogyne enterolobii.

Resumo: Este trabalho teve o objetivo de avaliar o efeito do residuo liquido de sisal e
das fracbes obtidas por particdo liquido-liquido com solventes de diferentes
polaridades no controle de M. incognita e M. enterolobii in vitro. Foram realizados dois
ensaios in vitro, um para cada espécie. Os ensaios in vitro foram realizados em um
delineamento inteiramente casualizado em esquema fatorial 4x5, sendo os
tratamentos compostos por quatro tipos de extrato (residuo liquido bruto, fragdo em
hexano, acetato de etila e diclorometano) e cinco concentracdes (0, 25, 50, 100 e 200
mg L), com cinco repeticdes. Foram avaliados os percentuais de imobilidade e
mortalidade dos juvenis de M. incognita e M. enterolobii. Houve efeito nematostatico
e nematicida do residuo liquido de sisal e suas fragcbes sobre M. incognita e M.
enterolobii. Obteve-se acima de 70 e 75% de imobilidade dos juvenis de M. incognita
e M. enterolobii, respectivamente, com a utilizagdo do residuo bruto e a fracdo em
diclorometano, nas maiores concentragdes testadas. O residuo bruto e a fragdo em
diclorometano foram os extratos mais eficientes, causando acima de 90% de
mortalidade dos nematoides. Na concentracdo estimada de 153 mg L%, o residuo
bruto foi o mais eficiente, causando 98% de mortalidade dos juvenis de M. incognita.
A fracdo em diclorometano, na concentracio estimada de 172 mg L™, causou 93% de
mortalidade para essa mesma espécie de nematoide. Os tratamentos com residuo
bruto e a fragdo em diclorometano tiveram resultados semelhantes para M. enterolobii,
causando 97% de mortalidade, na concentracdo estimada de 153 mg L-1 e 95% de
mortalidade na concentragdo estimada de 172 mg L, respectivamente. O residuo
liquido de sisal e suas fracGes apresentaram atividade nematicida sobre M. incognita

e M. enterolobii.

Palavras-chave: Agave sisalana; nematoide-das-galhas; atividade nematicida
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NEMATICIDE ACTION OF SISAL RESIDUE FRACTIONS ON Meloidogyne incognita
E Meloidogyne enterolobii

ABSTRACT: This work aimed to evaluate the effect of sisal liquid residue and its
fractions obtained by liquid-liquid partition with solvents of different polarities for
controlling M. incognita and M. enterolobii in vitro. Two in vitro assays were performed,
one for each species. The in vitro tests were carried out in a completely randomized
design in a 4x5 factorial scheme, and rhe treatments consisted of four types of extract
(gross liquid residue, fraction in hexane, ethyl and dichloromethane) and five
concentrations (0, 25, 50, 100 and 200 mg L), with five replications. The percentages
of immobility and mortality of juveniles of M. incognita and M. enterolobii were
evaluated. There was a nematostatic and nematicidal effect of the liquid sisal residue
and its fractions on M. incognita and M. enterolobii. The immobility of juveniles of M.
incognita and M. enterolobii was 70 and 75%, with the use of the crude residue and
the fraction in dichloromethane, at the highest concentration. The crude residue and
the fraction in dichloromethane were the most efficient extracts causing mortality above
90% of both species of Meloidogyne. The estimated concentration of 153 mg L of the
crude residue was the most efficient, causing 98% of mortality for juveniles of M.
incognita. The fraction in dichloromethane at the estimated concentration of 172 mg
L1, caused 93% mortality for this same species of nematode. Treatments with crude
residue and fraction in dichloromethane had similar results for M. enterolobii, causing
97% mortality at an estimated concentration of 153 mg L and 95% mortality at an
estimated concentration of 172 mg L™, respectively. The liquid sisal residue and its

fractions showed nematicidal activity on M. incognita and M. enterolobii.

Keywords: Agave sisalana; root-knot nematode; nematicidal activity.
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INTRODUCAO

Os nematoides do género Meloidogyne, popularmente conhecidos como
nematoides-das-galhas, sdo considerados os patdgenos habitantes de solo, que mais
causam danos as principais culturas de importancia econémica e de subsisténcia em
todo o mundo (LIMA et al., 2019; D’ADDABO 2014). A formacéo de galhas nas raizes
das plantas, causadas pela infeccao por estes fitopatdgenos, resulta na reducdo da
capacidade do sistema radicular em absorver agua e nutrientes, levando ao menor
crescimento das plantas e consequentemente menor produtividade (CANTU et al.,
2009).

Quando presentes em uma area, a erradicacdo desses fitopatégenos se torna
praticamente impossivel e 0 seu controle tem como objetivo principal reduzir ou
manter as densidades populacionais dos nematoides em niveis baixos que nao
causem perdas econbmicas. O controle de nematoides € realizado através da
integracdo de varios métodos, sendo recomendados frequentemente a rotacao de
culturas, uso de variedades resistentes e o controle quimico (FERRAZ et al., 2010).

O controle quimico, realizado com aplicac6es de nematicidas comerciais, vinha
sendo adotado como principal estratégia de controle dos nematoides. Contudo, além
de onerarem os custos de producado, os hematicidas sintéticos tém seu uso cada vez
mais restrito, devido a alta toxidade e baixa eficdcia de controle, apds repetidas
aplicacdes, o que tem levado a retirada de varios nematicidas do mercado (OKA et al.,
2013; RITZINGER; FANCELLI, 2006; SEENISVASANA; SENTHILNATHAN, 2018).
Diante disso, o desenvolvimento de nematicidas eficientes e ambientalmente seguros,
através de estudos com residuos organicos, extratos vegetais e ou fitoquimicos tem
sido objeto de estudo de varios pesquisadores (YANG et al., 2015).

A utilizacdo de plantas com propriedades nematicidas apresenta potencial no
manejo de fitonematoides (ELBADRI et al., 2009; D’ADDABBO et al., 2014). O uso de
residuos organicos, extratos vegetais e 6leos essenciais no controle alternativo
desses fitopatdbgenos apresenta varias vantagens, quando comparados aos
nematicidas sintéticos, tais como: possibilidade de gerar novos compostos capazes
de controlar nematoides, menores impactos ao meio ambiente, e ao ser humano,
rapida biodegradacdo e vasto modo de acdo além de serem derivados de recursos
renovaveis (COLTRO-RONCATO et al., 2015).
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A planta de sisal (Agave sisalana Perrine) tem se destacado por sua agéo no
controle de pragas e doencas, devido a riqueza de compostos bioativos existentes em
sua composicéo (SILVEIRA et al., 2012; DAMASCENO et al., 2015; BOTURA et al.,
2013). O sisal € uma planta adaptada a regido semiarida do Nordeste brasileiro, sendo
uma cultura que, em toda a sua cadeia produtiva, constitui a principal fonte de renda
para grande maioria das familias dessa regido (SANTOS et al., 2014). A Bahia é
responsavel por aproximadamente 95% da producdo de sisal no Brasil
(SINDIFIBRAS, 2020) e a fibra presente em suas folhas é a Unica parte dessa planta
com valor econbmico, mas representa apenas 3 a 5 % do peso total das folhas. O
restante da planta, apés o processo de desfibramento, € composto por residuos
sélidos e aquosos que sdo, em sua maioria, empilhados e abandonados nas areas de
producdo, sem qualquer tratamento (MURALI; MORCHHAL, 2014; SUINAGA et al.,
2006).

O potencial nematicida de compostos presentes nas folhas de sisal e em seus
extratos foi demonstrada inicialmente com relacdo a acdo anti-helmintica sobre
nematoides parasitas de animais (SILVEIRA et al., 2012). A eficiéncia do residuo
liguido do desfibramento de folhas de sisal, como nematicida para nematoides
parasitas de plantas, também foi comprovada para o controle de Meloidogyne javanica
em tomateiro e alface (DAMASCENO et al., 2015; 2017) e Radopholus similis em
bananeira (JESUS et al.,, 2015) e Helicotylenchus multicinctus e M. incognita em
bananeira (SANTOS, 2018). O efeito nematicida deste residuo tem sido atribuido a
riqueza de substancias bioativas do metabolismo secundério do sisal, a exemplo de
alcaloides, compostos fendlicos, cumarinas, saponinas, flavonoides e taninos,
relacionados aos mecanismos de defesa das plantas (CHITWOOD, 2002; BOTURA
et al., 2013).

O aproveitamento desse residuo como matéria prima para a producédo de um
nematicida natural esta de acordo com o conceito de economia verde, promovendo o
crescimento econdmico, preservacado do meio ambiente e inclusdo social, pois além
de diminuir os impactos ambientais causados pelo seu descarte, possibilita 0 melhor
aproveitamento da folha de sisal, servindo como uma nova fonte de renda para 0s
produtores. Nesse contexto, o objetivo desse estudo foi avaliar a atividade nematicida
do residuo liquido de sisal e das fragBes obtidas a partir deste residuo na mortalidade

de M. incognita e M. enterolobii in vitro.
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MATERIAL E METODOS

Os ensaios in vitro foram conduzidos no laboratério de Microbiologia Agricola
do centro de Ciéncias Agrarias Ambientais e Biologicas (CCAAB) na Universidade
Federal do Reconcavo da Bahia (UFRB).

Obtencdo, manutencao e multiplicacdo do inoculo de Meloidogyne enterolobii e
Meloidogyne incognita.

A populacao foi obtida a partir de ovos de M. enterolobii extraidos de raizes de
tomateiros infectados cedidos pelo laboratério de fitopatologia da Embrapa Mandioca
e Fruticultura, em Cruz das Almas, Bahia. As amostras foram processadas no
laboratorio de Microbiologia Agricola da UFRB, conforme a metodologia de Hussey e
Barker (1973), modificada por Boneti e Ferraz (1981). Para a multiplicacdo, foram
utilizadas mudas de tomateiro cv. ‘Santa Cruz Kada’ apos 15 dias de transplantadas
em vasos contendo 3,0 kg de uma mistura de solo e areia, na proporgéo 2:1 (v/v),
esterilizada em autoclave a 120 °C por 1,5 hora, em dois dias consecutivos.

Foram inoculados, proximo as raizes dos tomateiros, 1000 individuos de M.
enterolobii por muda, e as mudas inoculadas permaneceram em em casa de
vegetacdo com irrigacdo diaria, no campus da UFRB em Cruz das Almas, para
multiplicacdo dos nematoides. Posteriormente, os ovos de M. enterolobii foram
extraidos das raizes dessas plantas, conforme descrito acima, e foram colocados
numa camara de eclosdo montada numa placa de Petri com tela de 35 mesh e papel
toalha poroso para obtencdo dos juvenis. Os J2 eclodidos no terceiro dia foram
guantificados, em camera de contagem de Peters, sob microscopio Optico de luz
invertido, tendo a quantidade de individuos ajustada para 300 J2/ml.

A multiplicacéo do inoculo de M. incognita foi realizada conforme descrito para
M. enterolobii.

Obtencéo do residuo liquido fresco de sisal

O residuo liquido de sisal (extrato bruto) foi obtido no campo, em area de
produtor, durante o processo de desfibramento das folhas de sisal, nos municipios de
Conceicédo do Coité e Valente, Estado da Bahia, Brasil. O residuo (sélido + liquido
misturados) foi retirado da maquina de desfibramento, com uma pa, e imediatamente
prensado em uma prensa de madeira construida localmente para obtencéo da parte
liquida. O liquido obtido foi armazenado em garrafas plasticas de 1 L e, imediatamente

transferido para caixa de isopor com gelo para o transporte até o Laboratério de
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Microbiologia Agricola da UFRB, onde foi congelado em freezer comum a -20°C, até

ser utilizado para obtencao das fracdes e nos estudos in vitro.

Obtencéo das fracdes do residuo liquido de sisal

O residuo liguido armazenado em garrafas plasticas de 1L foi colocado no
liofilizador por seis dias, sendo obtidas 400 g de residuo liofilizado. Adicionou-se o
metanol (solvente orgéanico) ao residuo liofilizado, em um frasco de vidro com tampa
plastica de rosca e a mistura permaneceu vedada e incubada a temperatura ambiente
e no escuro por 72 horas. O processo de extragcdo em metanol foi realizado trés vezes
no residuo liofilizado, por decantac&o do extrato metandlico e adicdo de mais metanol
ao residuo. ApoGs a terceira extracdo, o liquido decantado das trés extracdes foi
misturado, filtrado em funil com algodéao e concentrado em evaporador rotativo, sob
pressédo reduzida com temperatura de aproximadamente 35 °C, para remocao do
solvente. Ao final desse procedimento, foram obtidas 250 g de extrato metandlico do
residuo liquido e liofilizado de sisal. Em seguida, o extrato metanélico foi solubilizado
em uma mistura contendo 300 mL de agua e 400 mL de metanol e essa mistura foi
submetida a particdo (liquido-liquido) em um funil de separacdo, por trés vezes
sucessivas com diferentes solventes organicos na respectiva ordem: hexano,
diclorometano e acetato de etila de acordo com a metodologia de Braga (2008). Apos
a particao, as fracoes foram colocadas em evaporador rotativo sob presséo reduzida,
a aproximadamente 35 °C, para eliminacdo do solvente, obtendo assim as fracdes:
em hexano (6,0 g), diclorometano (100,0 g) e em acetato de etila (10,0 g).
Ensaio in vitro com as fragfes do residuo liquido de sisal

Foram realizados dois ensaios in vitro, um para M. incognita e outro para M.
enterolobii. Empregou-se o delineamento inteiramente casualizado, em esguema
fatorial 4x5, composto por quatro tipos de extratos (residuo liquido bruto, fracdo em
hexano, fracdo em diclorometano e fracdo em acetato de etila) e cinco concentracdes
(0, 25, 50, 100 e 200 mg L1), totalizando 20 tratamentos, com cinco repeticdes. Em
células de 300 ul de placas de microtitulacdo, do tipo Elisa, foram adicionados 20 ul
da suspenséo contendo os J2 da espécie de nematoide a ser estudada (M. incognita
ou M. enterolobii) e 100 yl do extrato (variando o tipo de extrato e a concentracdo em
cada bioensaio), de acordo com a metodologia de Ribeiro et al. (2012). Para obtencéo
das concentracfes definidas para cada tratamento, os extratos foram diluidos com

agua esterilizada. As placas de microtitulagdo foram incubadas a temperatura
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ambiente, sobre a bancada do laboratério e, ap6s 24 horas, foi realizada a avaliagéo
de motilidade pela contagem dos nematoides moveis e iméveis. Em seguida avaliou-
se a mortalidade dos nematoides, seguindo a metodologia descrita por Chen e
Dickson (2000), que consiste na adicdo de uma a duas gotas de NaOH 1N a
suspensdo de nematoides para a contagem destes em camara de Peters,

considerando mortos 0s nematoides retos e imdveis e, vivos 0s individuos retorcidos.

Analise estatistica

Os dados foram analisados para variancia e regressao para avaliar o efeito das
concentragfes e o teste de Tukey a 5% para analisar a diferenca entre as fracoes.

Utilizou-se o software estatistico R version 3.6.1.

RESULTADOS

Fracdes do residuo liquido de sisal no controle in vitro de M. incognita

Houve interacéo significativa (p’<0,05) entre os extratos e as concentragdes
testadas no ensaio. Apds 24 horas de exposicao dos individuos de M. incognita aos
tratamentos foi observado que o residuo liquido de sisal (residuo bruto) bem como
suas fragdes (hexano, diclorometano e acetato de etila) causaram imobilidade dos
juvenis de M. incognita, comprovando a atividade nematostatica sobre os nematoides
(Figura 1).
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Figura 1. Efeito do residuo bruto de sisal e das fracdes em hexano, diclorometano e acetato
de etila em diferentes concentracdes (0, 25, 50, 100 e 200 mg L) na imobilidade de juvenis
de segundo estagio (J2) de Meloidogyne incognita em condi¢des controladas (in vitro).

O residuo bruto e a fragdo em diclorometano foram responsaveis pela maior
taxa de imobilidade de nematoides, causando imobilidade em 70 e 64% dos
nematoides, nas concentracdes estimadas de 161 mg L para o residuo bruto e 176
mg L?! para a fracdo em diclorometano. O tratamento contendo apenas agua
apresentou aproximadamente 6% de imobilidade dos nematoides, demonstrando que
os valores de imobilidade obtidos no ensaio estdo relacionados com a acédo dos
extratos aplicados (Figura 1).

Quando aplicado na menor concentracdo (25 mg L), o residuo bruto foi
responsavel pela maior taxa de imobilidade dos nematoides, em relacdo aos outros

extratos, com 36% de imobilidade dos juvenis de segundo estagio (J2) (Figura 2A).
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Figura 2. Efeito do residuo bruto, fracdes em hexano, diclorometano e acetato de etila em
diferentes concentragdes: A) 25 mg L*; B) 50 mg L?; C) 100 mg L e D) 200 mg L?, na
imobilidade de individuos de Meloidogyne incognita in vitro.

O residuo bruto foi 0 mais eficiente na concentragcdo de 50 mg L, causando
imobilidade em 46% dos nematoides. As fracdes em diclorometano, acetato de etila e
hexano quando aplicadas nesta concentracéo, causaram imobilidade variando entre
23 e 32% (Figura 2B).

O residuo bruto na concentragdo de 100 mg L causou imobilidade em 57%
dos nematoides, sendo este o tratamento mais eficiente nesta concentracdo, seguido
pela fracdo em diclorometano que causou imobilidade em aproximadamente 47% dos
J2 (Figura 2C).

As fracBes em diclorometano, acetato de etila e hexano causaram imobilidade
variando entre 47 e 63%, quando aplicadas na concentracdo de 200 mg L. Sendo a

fracdo em diclorometano responsavel pela maior taxa de imobilidade. O residuo bruto
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se destacou entre 0s demais tratamentos, causando a imobilidade de
aproximadamente 70% dos nematoides nesta concentracdo (Figura 2D).

Na segunda avaliacdo, apés a adicdo de NaOH, foi comprovado o efeito
nematicida do residuo liquido de sisal e de suas fracdes, com mortalidade significativa
de nematoides. O residuo bruto se destacou entre os demais tratamentos causando
as maiores meédias de mortalidade dos nematoides, a partir da menor concentracéo
testada, alcancando 98% de mortalidade na concentracdo estimada de 153 mg L
(Figura 3).
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Figura 3. Efeito do residuo bruto de sisal e das fracdes em hexano, diclorometano e acetato
de etila em diferentes concentragdes (0, 25, 50, 100 e 200 mg L) na mortalidade de juvenis
de segundo estagio (J2) de Meloidogyne incognita em condi¢Bes controladas (in vitro).

O residuo bruto e a fragdo em diclorometano, quando aplicados a partir da
concentracdo de 100 mg L, apresentaram valores elevados de mortalidade dos
nematoides. O residuo bruto foi o mais eficiente, causando a mortalidade de 86% dos
J2, seguido da fracdo em diclorometano responsavel por 71% de mortalidade (Figura
3).
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A fracdo em diclorometano causou 93% de mortalidade dos individuos na
concentracdo estimada de 172 mg L. As elevadas medias de mortalidade
encontradas foram devido a acao do residuo de sisal e suas fra¢gdes, pois o tratamento
controle, contendo apenas agua, apresentou uma taxa de mortalidade de apenas 10%
dos nematoides (Figura 3).

Na concentragdo de 25 mg L, a menor concentragéo testada, o residuo bruto
de sisal se destacou entre todos os extratos, causando a mortalidade de 53%
individuos (Figura 4A).

25mglL - A 50 mg L -1 B

100 - 100 -
2 807 = 804 a a
@ a . J‘

- | -]
= 60 b T 60 b +4
= T c o4
£ 407 c c 3 & 404 33
2 : S 44
“ BN § = i
o L 2 , L 3
100 mg L 1 C 200mg L D
100 - . 100 - a a
Ed .
2 80 1 . o 80 b :
4] c @ *
'g 50 4 'g [ :
= =) :
ntu 40 - E 40 4 :
=} o *
= 20 4 2 - §
L B $
i 0 +
mAgua 0 Residuo Bruto m Hexano
= Acetato de Etila Diclorometano

Figura 4. Efeito do residuo bruto, fracdes em hexano, diclorometano e acetato de etila em
diferentes concentragdes: A) 25 mg L*; B) 50 mg L?; C) 100 mg L e D) 200 mg L?, na
mortalidade de individuos de Meloidogyne incognita in vitro.

O residuo bruto e a fracdo em diclorometano, quando aplicados na
concentracdo de 50 mg L?, foram os tratamentos mais eficientes, causando a

mortalidade de 71 e 66% dos nematoides, respectivamente. A fracdo em acetato de
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etila foi responsavel pela mortalidade de 51% dos nematoides, seguido da fracdo em
hexano com 40% (Figura 4B). O residuo bruto e suas fracfes causaram mortalidade
dos nematoides acima de 67% na concentracdo de 200 mg L. O residuo bruto e a
fracdo em diclorometano foram responsaveis pelas maiores medias de mortalidade
nesta concentracdo, alcangando valores de 98 e 93 % dos nematoides mortos,

respectivamente (Figura 4D).

Fracdes do residuo liquido de sisal no controle in vitro de M. enterollobi

Houve interacéo significativa (p’<0,05) entre as concentragbes e os extratos
utilizados no ensaio. O residuo liquido de sisal (residuo bruto) e suas fracfes
alteraram a mobilidade dos nematoides, apresentando atividade nematostatica apos

24 horas de exposic¢ao dos individuos de M. enterolobii aos tratamentos (Figura 5).
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Figura 5. Efeito do residuo bruto de sisal e das fracdes em hexano, diclorometano e acetato
de etila em diferentes concentracées (0, 25, 50, 100 e 200 mg L) na imobilidade de juvenis
de segundo estagio (J2) de Meloidogyne enterollobi em condicdes controladas (in vitro).

O residuo bruto e a fragdo em diclorometano foram os tratamentos mais

eficientes, causando imobilidade em 79 e 75% dos nematoides, respectivamente, nas
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concentragdes estimadas de 159 mg L para o residuo bruto e 190 mg L™ para a
fracdo em diclorometano. O tratamento contendo apenas agua apresentou
aproximadamente 5% de imobilidade dos individuos de M. enterollobi, demonstrando
gue os valores de imobilidade estéo relacionados com a a¢éo dos extratos (Figura 5).

O residuo bruto, quando aplicado na menor concentragéo (25 mg L1), causou
imobilidade em 44% dos nematoides. Todas as fragdes do residuo, quando aplicadas
nesta concentracdo, causaram imobilidade variando entre 27 e 39% (Figura 6A). Na
concentracgéo de 50 mg L, o residuo bruto foi o mais eficiente, causando a imobilidade
de aproximadamente 50% dos nematoides, seguido da fracdo em diclorometano com
43% de nematoides imoveis e as fracbes em hexano e acetato de etila com valores

de imobilidade variando entre 30 e 36%, respectivamente (Figura 6B).
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Figura 6. Efeito do residuo bruto, fragdes em hexano, diclorometano e acetato de etila em
diferentes concentragdes: A) 25 mg L; B) 50 mg L*; C) 100 mg L e D) 200 mg L?, na

imortalidade de individuos de Meloidogyne enterollobi in vitro.
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O residuo bruto e as fracdes em diclorometano e acetato de etila causaram
imobilidade dos nematoides superior a 51%, na concentracdo de 100 mg L. O
residuo bruto causou a maior imobilidade nos individuos (68%) (Figura 6C). O residuo
bruto e a fracdo em diclorometano na concentragdo de 200 mg L™ causaram as
maiores medias de imobilidade, de 79 e 75% nos nematoides, respectivamente
(Figura 6D).

Apos a adicdo do NaOH para avaliagdo da mortalidade observou-se um namero
elevado de nematoides mortos, comprovando o efeito nematicida do residuo bruto e
suas fracdes. O residuo bruto foi responsavel pelas maiores medias de mortalidade
dos nematoides, a partir da menor concentragao testada, alcando 97% de mortalidade

na concentracdo estimada de 153 mg L (Figura 7).
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Figura 7. Efeito do residuo bruto de sisal e das fragdes em hexano, diclorometano e acetato

de etila na imobilidade de individuos de Meloidogyne enterollobi.
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O residuo bruto na concentragédo de 100 mg L foi o mais eficiente, causando
a morte de 83% dos individuos, seguido da fracdo em diclorometano que causou 73%
de mortalidade nesta concentragao (Figura 7).

A fracdo em diclorometano na concentragdo estimada de 172 mg L™ causou a
mortalidade de aproximadamente 95% dos nematoides. O tratamento contendo
apenas agua apresentou uma taxa de mortalidade de apenas 8%, comprovando que
as elevadas medias de nematoides mortos foram devido a acéo do residuo de sisal e
suas fracbes (Figura 7).

Na concentracdo de 25 mg L o residuo bruto se destacou entre todos os
extratos, causando a mortalidade de 57% dos nematoides (Figura 8A).
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Figura 8. Efeito do residuo bruto, fragbes em hexano, diclorometano e acetato de etila em
diferentes concentracdes: A) 25 mg L%; B) 50 mg L*; C) 100 mg L e D) 200 mg L?, na
mortalidade de individuos de Meloidogyne enterollobi in vitro.
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O residuo bruto e a fragdo em diclorometano foram os tratamentos mais
eficientes na concentracdo de 50 mg L-!, com mortalidade média de 83 e 73% dos
nematoides, seguido das fracdes em hexano e acetato de etila que causaram 59 e
62% de mortalidade (Figura 8B).

Na concentragdo de 100 mg L™, o residuo bruto foi o mais eficiente, causando
a mortalidade de 83% dos nematoides, seguido das fragdes em diclorometano (73%),
acetato de etila (65%) e hexano (61%) de nematoides mortos (Figura 8C). Na
concentracédo de 200 mg L™ ndo houve diferenca significativa entre o residuo bruto e
a fracdo em diclorometano, e os dois tratamentos causaram a mortalidade dos
nematoides acima de 95%. As fracdes acetato de etila e hexano, nesta concentragao,

foram responsaveis por 71 e 68% dos individuos respectivamente.

DISCUSSAO

Estudos anteriores ja comprovaram o efeito nematicida do residuo liquido de
sisal sobre diferentes espécies de nematoides (DAMASCENO et al., 2015; JESUS et
al., 2015; DAMASCENO et al., 2017; SANTOS, 2018). O presente trabalho buscou
avaliar o efeito do residuo liquido de sisal e as fracdes obtidas a partir deste residuo
no controle in vitro de M. incognita e M. enterolobii, buscando dessa forma, novas
opcdes de medidas de controle que ndo causem impacto negativo ao meio ambiente.

O efeito nematicida do residuo liquido de sisal e das fracdes obtidas a partir
desse residuo foi demonstrado em testes in vitro. Observou-se que o residuo bruto e
a fracdo em diclorometano foram os mais eficientes, causando os maiores percentuais
de imobilidade e mortalidade dos nematoides nas concentragdes de 100 e 200 mg L-
1 alcancando valores acima de 90% de mortalidade na maior concentracéo testada.
O efeito nematicida do residuo liquido de sisal e suas frac6es pode estar relacionado
a presenca de metabolitos secundarios da planta de sisal, com atividade bioestéatica e
biocida. De acordo com Botura et al. (2013) a planta de sisal contém alcaloides,
compostos fendlicos, cumarinas, saponinas, flavonoides e taninos.

A acdo nematicida do residuo liquido de sisal também foi demonstrada por
diversos autores em testes in vitro com nematoides parasitas de animais (SILVEIRA
etal., 2012; BOTURA et al., 2013; DOMINGUES et al., 2010). Domingues et al. (2010)
testaram esse residuo no controle in vitro de nematoides do género Haemonchus e

constataram sua atividade anti-helmintica, com reducdo de mais de 95% desses
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parasitas. Silveira et al. (2012) relataram em seus estudos a agao deste residuo sobre
a ecloséo de juvenis e o desenvolvimento larval de nematoides gastrointestinais de
ovinos e caprinos in vitro demonstrando o seu efeito antiparasitario, atribuindo-o a
presenca de compostos bioativos no residuo.

Muitos estudos tém relatado a eficiéncia do uso de extratos vegetais e residuos
organicos no controle in vitro de nematoides do género Meloidogyne spp. Martins e
Santos (2016) estudando a acdo nematicida de extratos de diferentes plantas
medicinais sobre M. incognita, encontraram percentagens de mortalidade acima de
70%, chegando a 100% com a utilizagcdo dos extratos de lombrigueira (Spigelia
anthelmia) e mastruz (Chenopodium ambrosioides). Rocha et al (2017) demonstraram
o efeito nematicida do extrato aquoso de sementes de Canavalia ensiformis, causando
87% de mortalidade desses fitoparasitas. Mateus et al (2014) observaram em seus
estudos que os extratos aquosos de gervao (Stachytarpheta cayennensis) e mulungu
(Erythrina verna) foram eficientes no controle de M. javanica, atribuindo estes
resultados ao efeito dos metabolitos secundérios, como fenais, taninos e alcaloides,
presentes na composicao dessas plantas.

A supressao de nematoides por fitoquimicos esta relacionada a acéo biolégica
de mais de uma sustancia ativa como resultado de mecanismos diversos e
concomitante como repeléncia, desorientacdo e estimulacéo ou inibicdo da eclosao
(BOTURA et al., 2013).

Botura et al. (2013) em estudos com o residuo liquido de sisal, isolaram
compostos como homoisoflavonoides e saponinas e atribuiram a estes metabdlitos a
atividade anti-helmintica em nematoides gastrointestinais de caprinos. Ribeiro et al.
(2012) relataram o potencial bioinseticida deste residuo e atribuiram o efeito biocida a
presenca de saponinas esteroidais em sua composicdo. Argentieri et al. (2008)
também relataram que um dos possiveis mecanismos de controle de fitonematoides
por meio do uso residuo liquido de sisal pode estar associado a presenca das
saponinas. O efeito biolégico das saponinas ocorre normalmente pela interacao
especifica que este ativo exerce com a membrana celular dos organismos, causando
alteracbes em sua permeabilidade (TAVA; AVATO 2006; D’ADDABBO et al., 2011).

Yang et al. (2015) em seu estudo com torta de sementes de Camellia no
controle de M. javanica em bananeira observaram seu efeito nematicida tanto in vitro
guanto em plantas de banana, sendo estes resultados atribuidos a presenca de

saponinas e compostos volateis com destaque para o 4-metilfenol. D’Addabbo et al.
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(2020) em estudo com saponinas extraidas de Medicago sativa no controle de
Meloidogyne incognita, Xiphinema index e Globodera rostochiensis, observaram a
eficiéncia desses extratos no controle desses nematoides e relataram que existe
potencial para a utilizacdo destes compostos em novas aplicacdes biotecnoldgicas
tais como formulacdes nematicidas.

Estudos utilizando extratos e residuos de plantas tem relatado que os
flavonoides também séo eficientes no controle de nematoides e tal efeito tem sido
atribuido a alteracdes na atividade de varias enzimas e, ou processos metabdlicos
(KERBOEUF et al.,, 2008). Flavonoides extraidos de diversas plantas tem sido
utilizados no controle de nematoides. Shakil et al. (2008) relataram a atividade
nematicida de flavonoides isolados de quebra-pedra Phyllanthus niruri L.
(Phyllanthaceae) no controle de M. incognita e Rotylenchlus reniformis. A agéo
nematicida de flavonoides obtidos de raizes de mentrasto-do-grande (Hyptis
suaveolens), de alfavacdo (Ocimum gratissimum) e de folhas de cravo-de-defunto
africano (Tagetes erecta) foi observada por Olabiyi (2004). Este autor constatou que
os flavonoides obtidos destes materiais vegetais foram eficientes no controle de M.
incognita em tomateiro. Flavonoides das classes flavona e flavonol, isolados de flores
de Tegetes patula, também exibiram atividade nematicida sobre juvenis de M.
incognita (BANO et al., 2020).

Os taninos também sdo metabolitos secundéarios encontrados no residuo de
sisal, com atividade biocida e efeito no controle de nematoides. Os taninos tem a
capacidade de formar complexos com as proteinas do patégeno, ligando-se a
cuticula, cavidade oral, es6fago, cloaca e vulva dos nematoides, podendo causar
diversas alteracdes nas suas propriedades fisico-quimicas (ATHANASIADOU et al.,
2000; HOSTE et al.,, 2006, HOSTE; TORRES-COSTA, 2011). Icbal et al. (2007)
relataram em seus estudos que taninos condensados foram responséaveis por reduzir
a eclosao e o desenvolvimento de nematoides parasitas de ruminantes em ensaio in
vitro. O efeito nematicida de taninos provenientes de castanhas sobre nematoides
dos cistos (Globodera rostochiensis) foi relatado por Renco et al. (2012). Maistrello et
al. (2010) também observaram a ac¢do nematicida de taninos de castanhas em M.
javanica.

A acdo nematicida do residuo liquido de sisal também pode estar relacionada
a presenca de alcaloides em sua composi¢cdo. Campos (2014) estudando o uso de

compostos provenientes de Guatteria australis no controle de M incognita relatou a
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atividade nematicida de substancias produzidas por esta planta. A identificacdo dos
compostos da fracdo em diclorometano revelou a presenca de trés tipos de alcaloides.
Ressalta-se que neste trabalho com M. incognita e M. enterolobbi, a fragcdo em
diclorometano obtida do extrato metandlico do residuo liquido de sisal foi a que
apresentou maior eficiéncia no controle destes nematoides em testes in vitro.

Dentre os metabolitos presentes no residuo de sisal, sdo encontrados o0s
triterpenos. Esta classe de metabolitos apresenta inimeras func¢des biolégicas entre
as quais estéa a protecéao contra patdégenos e acdo nematicida (CHITWOOD, 2002; HU
et al., 2020). Jing et al. (2014) observaram a atividade nematicida de compostos
triterpenoides isolados das Dechapetalaceae. Flavonoides, saponina, taninos e
triterpenos foram encontrados em extratos de Eugenia uniflora, com atividade
nematicida in vitro e in vivo sobre nematoides gastrointestinais de ovinos (CASTRO et
al., 2019).

O presente estudo comprovou o potencial nematicida do residuo liquido bruto
de sisal e da fracdo em diclorometano obtida a partir do extrato metandlico deste
residuo. A utilizacdo do residuo de sisal apresenta potencial para o manejo de
nematoides, podendo contribuir significativamente para sistemas mais sustentaveis
de producao agricola, com o uso de tecnologias limpas. Além disso, pode também
exercer um papel importante na geracdo de renda para inUmeras familias rurais que
sobrevivem e se mantem no campo, no semiarido baiano, com a cultura do sisal para
a extracao e comercializacéo da fibra. Essa tecnologia permitira o aproveitamento do
residuo liquido do sisal, oriundo do desfibramento das folhas de sisal, abrindo novas
oportunidades de geracdo de renda para os produtores rurais, com o melhor
aproveitamento da planta de sisal e reducdo da quantidade de residuos descartados
de forma inadequada nas propriedades rurais.

E necesséario que se avance nesse estudo para comprovacdo do efeito
nematicida do residuo de sisal e das suas fracfes na planta e no campo, para que se
possa adotar 0 manejo dessas espécies de fitonematodides, com diminuicdo dos
impactos ambientais causados pela utilizacdo de nematicidas sintéticos e contribuindo
para a econdmica verde no semiarido da Bahia e outras regides e paises produtores

de sisal.
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CONCLUSOES
O residuo liquido bruto de sisal e as fracGes obtidas a partir desse residuo sao
eficientes no controle de M. incognita e M. enterolobii em condig¢des in vitro.
O residuo bruto e a fracdo em diclorometano, nas concentracfes estimadas de
153 e 172 mg L, foram os tratamentos mais eficientes, sendo responsaveis pelas
maiores taxas de mortalidade dos nematoides, 93 e 98% para M. incognita e 97 e 95%

para M. enterolobii, respectivamente.
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CONSIDERACOES FINAIS

O subproduto (residuo liquido) oriundo do desfibramento das folhas de sisal e
as fracOes obtidas a partir desse residuo apresentaram potencial de controle in vitro
sobre P. coffeae M. incognita e M. enterolobii. O residuo liquido bruto e a fracdo em
diclorometano foram mais eficientes no controle desses nematoides, sendo
responsaveis pelas maiores taxas de mortalidade, alcancando até 98% de mortalidade
dos nematoides.

A formulacao de produtos nematicidas a partir do residuo liquido de sisal
e sua utilizacdo em sistemas de manejo integrado de nematoides é uma tecnologia
bastante promissora, principalmente pela riqueza de substancias bioativas presentes
em sua composicao. Estas substancias apresentam efeito no controle de patégenos,
incluindo nematoides parasitas de plantas. Esta tecnologia pode contribuir de forma
significativa como uma nova fonte de renda para os agricultores, como consequéncia
do melhor aproveitamento das folhas de sisal. Dessa forma, é interessante a
realizacdo de trabalhos avaliando os efeitos desse residuo no campo, bem como o
desenvolvimento de formulacdes que possam ser utilizadas pelos produtores rurais,
no manejo de fitonematoides em diversas culturas de importancia econdmica. A
utilizacdo do residuo liquido oriundo do desfibramento das folhas de sisal como
matéria prima no desenvolvimento de um nematicida natural € uma inovagéo para o
reaproveitamento de um residuo que pode causar impacto ambiental. Ao utiliza-lo
como subproduto, ocorre a valorizacao da cultura de sisal, em sua maxima eficiéncia,
com geracao de renda ao produtor de sisal e beneficiamento de toda a cadeia
produtiva desta cultura. Essa inovagdo, na qual se utiliza com eficiéncia toda a planta
de sisal, permite que a bioeconomia seja estabelecida por meio da conservacgéo e
preservacao da cultura e seus subprodutos. Teremos, portanto, geracao de renda, a

partir de recursos naturais disponiveis, e inclusdo social por meio da inovacao
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