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Streptomyces spp. E RESIDUO DE SISAL NO CRESCIMENTO DO
TOMATEIRO E CONTROLE DE Meloidogyne javanica

Autora: Josilda Cavalcante Amorim Damasceno

Orientadora: Prof?. Dr®. Ana Cristina Fermino Soares

RESUMO: O tomateiro esta entre as culturas horticolas de maior consumo
mundial e suscetivel a infeccdo por nematoides do género Meloidogyne, que
causam perdas significativas de producéo. Estratégias de manejo néo quimicas, a
exemplo dos métodos de controle biolégico e cultural apresentam elevado
potencial para controle de fitonematoides. Este trabalho teve como objetivos
avaliar o potencial de isolados de Streptomyces spp. e do residuo de
processamento de folhas de sisal no crescimento do tomateiro e controle de
Meloidogyne javanica. Em casa de vegetacéao, utilizando solo enriquecido ou nao
com esterco bovino, avaliou-se a eficiéncia de 10 isolados de Streptomyces spp.
no controle de M. javanica em tomateiro. Foram avaliados também, o residuo
liquido (fresco e fermentado), o residuo solido seco e moido e 0 extrato aquoso
deste residuo soélido no controle da meloidoginose, sob condi¢des in vitro e in
vivo. O efeito da seletividade do residuo liquido de sisal, sobre micro-organismos
benéficos, foi avaliado em ensaios in vitro. O enriguecimento do solo com
Streptomyces sp. (isolado BFT 102) causou a reducdo de até 87% no numero de
galhas e de 96%, no nimero de massas de ovos por grama de raizes de
tomateiro, no solo sem esterco. Os isolados BFT 7 e BFT 71 causaram uma
reducdo de 54% e de 65%, respectivamente, em ambos, o nimero de galhas e
massas de ovos por grama de raiz, no solo com esterco. O extrato aquoso e o
residuo soélido seco e moido, os residuos liquido fresco e liquido fermentado
apresentaram efeito nematicida, com redugéo de 37%, 41%, 63% e 67% no
namero de galhas e de 39%, 39%, 95% e 97% no numero de massas de ovos por
grama de raizes, respectivamente. O residuo fermentado inibiu o crescimento de

micro-organismos benéficos do solo.

Palavras-chave: Agave sisalana Perrine ex Engelm, nematoide-das-galhas,

manejo cultural, Solanum lycopersicum, actinobactérias.



Streptomyces spp. AND SISAL RESIDUE ON GROWTH OF
TOMATO PLANTS AND CONTROL OF Meloidogyne javanica

Author: Josilda Cavalcante Amorim Damasceno

Advisor: Prof2 Dra. Ana Cristina Fermino Soares

ABSTRACT: Tomato is amongst the most consumed vegetable crops worldwide,
and is susceptible to the infection by nematodes of the genus Meloidogyne, which
cause significant yield losses. Non-chemical management strategies such as
biological and cultural control have high potential to control plant parasitic
nematodes. This study aimed to evaluate the potential of isolates of Streptomyces
spp. and residues from sisal leaf decortication process for growth promotion of
tomato plants and control of Meloidogyne javanica. Ten isolates of Streptomyces
spp. were evaluated for their efficiency for controlling M. javanica in tomato plants
grown under green house conditions, in soil with and without cattle manure. In
addition, the liquid residue (fresh and fermented), the solid dry and powdered
residue and the aqueous extract of this residue were tested for control of M.
incognita under in vitro and greenhouse conditions. The selectivity effect of the
sisal liquid residue on beneficial microorganisms was evaluated through in vitro
assays. Soil enrichment with Streptomyces sp. (isolate BFT 102) caused a
reduction of up to 87% in the number of galls and of 97% in egg masssas per
gram of tomato roots, in soil without cattle manure. Isolates BFT 7 and BFT 71
caused a reduction of 54% and 65%, respectively, in both the number of galls and
egg masses per gram of roots, in the soil with manure. The aqueous extract and
the ground powdered solid dry residue, the liquid residues fresh and fermented
had nematicide effect with reductions of 37%, 41%, 63% and 67% in the number
of galls and 39%, 39%,bb 95% to 97% in the number of eggs per gram of roots,
respectively. The fermented liquid residue inhibited growth of beneficial soil

microorganisms.

Keywords: Agave sisalana Perrine ex. Engelm, root-knot nematode, cultural

management, Solanum lycopersicum, actinobacteria.



INTRODUCAO

A cultura do tomateiro

O tomateiro (Solanum lycopersicum), originario da regido andina e
pertencente a familia Solanaceae, € uma hortalica cosmopolita, conhecida e
consumida em todo o mundo, devido sua multiplicidade na alimentacdo humana e
ativa participacdo na cadeia comercial. (ALVARENGA, 2004). Superado apenas
pela batata, o tomateiro é uma das hortalicas mais cultivadas no mundo,
ocupando a segunda posi¢cdo em volume de producéo, sendo que o tomate pode
ser consumido tanto fresco quanto processado (FILGUEIRA, 2003).

Em termos mundiais, o Brasil ocupou a 82 posi¢ao na producao de tomate
em 2012, com produtividade estimada de 58,712 t/ha e em uma é&rea de 65,621
mil ha (IBGE, 2014).

Sao0 muitos os fatores limitantes a producdo de tomate no Brasil, com
destaque para a suscetibilidade a diversos patégenos, que reduzem a producdo
de forma significativa. Entre estas doencas, destaca-se a meloidoginose que
reduz a produtividade e é de dificil controle (SILVA et al., 2004).

Fitonematoides na cultura do tomateiro

Os nematoides constituem o grupo de organismos pluricelulares mais
abundantes no planeta, estimados em um milhdo de espécies (VIGLIERCHIO,
1991; KIMPINSKI e STURZ, 2003). Dentre os grandes grupos, estdo 0s
fitonematoides, ou nematoides parasitas de plantas, que causam perdas
econdmicas significativas em varias culturas, dentre estas, o tomateiro (FERRAZ e
MONTEIRO, 1995). Alimentam-se e reproduzem-se em plantas vivas, podendo
migrar para a regiao rizosférica, para o interior das raizes ou em direcdo a parte

aérea.



No Brasil, existem 43 espécies de fitonematoides em 21 géneros associados
ao tomateiro e as espécies dos géneros Meloidogyne e Pratylenchus provocam
sintomas tipicos como as galhas e lesbes nas raizes, respectivamente
(KUROZAWA e PAVAN, 2005). As espécies de Meloidogyne, conhecidas como
nematoides-das-galhas por causarem engrossamento das raizes, sao
consideradas as mais importantes, pelos danos causados e pela dificuldade do seu
controle na cultura do tomateiro. Além disso, este género possui ampla distribuicdo
geografica e apresenta extensa gama de hospedeiras, incluindo mais de 2.000
espécies de plantas, dentre elas, diversas culturas de importancia econémica (PIO-
RIBEIRO e ASSIS FILHO, 2005). As espécies M. incognita (Kofoid e White)
Chitwood, M. javanica (Treub) Chitwood e M. arenaria (Neal) Chitwood s&o as mais
comuns no Pais, estando presentes em todos os tipos de solo.

Tomateiros, quando infectados pelos nematoides-das-galhas, apresentam
redugéo do tamanho e da eficiéncia do sistema radicular (CANTU et al., 2009;
ZAMBIASI e BELOT, 2010), folhas reduzidas e amareladas, intensa murcha nas
horas mais quentes do dia, em consequéncia da abundante formacéao de galhas na
raiz prejudicando a absor¢do de agua e nutrientes (CHARCHAR e LOPES, 2005).
O cultivo em areas com altas infestacdes de Meloidogyne spp. pode levar a morte
de mudas no campo e afetar negativamente a producao das plantas sobreviventes
(CANTU et al., 2009).

Os nematoides causam consideraveis prejuizos econbmicos anuais a cultura
do tomateiro em todo o mundo, sendo que 14 a 44 % das perdas podem ocorrer
em plantas cultivadas sob ambiente protegido (CHARCHAR e ARAGAO, 2005;
CORTADA et al., 2010). Essas perdas variam de acordo com a época de plantio e
com as praticas culturais adotadas pelos produtores e, na producado, observam-se
danos que variam de leves a severos.

A contaminacdo de areas agricolas por nematoides e a disseminagdo em
novas areas ocorrem, principalmente, por agua de irrigacdo ou de chuva, por solo
aderido a maquinas agricolas e por material propagativo infectado como mudas e
sementes (AGRIOS, 2004). A tentativa de controle de nematoides geralmente é
realizada com o uso de nematicidas. Porém, este método tem apresentado
problemas de uso inadequado, biodegradacédo dos principios ativos no solo, além
da contaminacdo de pessoas durante a aplicacdo, impacto ambiental pela morte

de animais e poluicdo do meio ambiente, principalmente da agua do lencol freético



pela percolagdo dos ingredientes ativos toxicos com a chuva ou irrigacdo
(GUIMARAES, 2011).

A adocédo de métodos sustentaveis de manejo de nematoides tem ganhado
espaco em todo o mundo, a exemplo do controle biolégico e a incorporacdo de

matéria organica ao solo (FERRAZ et al., 2010).

Actinobactérias como agentes de biocontrole e promocéao de crescimento

Entre as alternativas na redu¢édo do uso de agrotoxicos, o controle biolégico
tem-se apresentado eficiente no manejo e/ou controle de doencas de varias
culturas e por tambem minimizar os problemas com contaminagdo ambiental e
ser mais vantajoso economicamente, comparado aos meétodos quimicos
convencionais (COIMBRA, 2005).

O controle biolégico pode ser definido como a reducdo da populacdo de
determinado patdégeno por outro organismo Vvivo, geralmente um micro-
organismo, por meio de antibiose, parasitismo, predacdo, competicdo ou
hipoviruléncia (VENZON et al., 2005) e visa manter, por meio de certas praticas,
um equilibrio no agroecossistema, de modo que o hospedeiro, na presenca do
patogeno, ndo sofra danos significativos, em funcdo da acdo controladora dos
organismos nao patogénicos do sistema (BETTIOL e MORANDI, 2009).

Pode ocorrer por meio da alteracdo das condigbes ambientais, visando o
favorecimento da atividade de micro-organismos antagonistas ja presentes na
area de interesse, como também por meio da introducdo de um ou mais agentes
de controle biologico previamente selecionados (BETTIOL e MORANDI, 2009).
ApoOs a introducdo do agente microbiano de biocontrole, deve ocorrer o seu
estabelecimento em um nicho, seguido da interagdo com o organismo alvo e
outras espécies de organismos. Essas complexas interagfes sdo fundamentais
para o sucesso do controle (GHINI e BETTIOL, 2009).

O organismo é considerado agente de controle bioldgico quando apresenta
capacidade de colonizacdo e competitividade no ambiente do patégeno. A
adaptacdo ao ambiente do patégeno; resisténcia a fatores ambientais como
temperatura, dessecacdo, radiacdo, presenca de produtos quimicos; o facil
cultivo ou multiplicacdo, ndo ser patogénico ao homem ou animais; ter a

capacidade de atuar em diferentes plantas hospedeiras e ter amplo espectro de



acdo contra diferentes patdgenos; apresentar compatibilidade com agrotoxicos
No UsSO em manejo integrado e com outros antagonistas para uso em misturas;
sobrevivéncia, persisténcia e capacidade de redistribuicdo; baixa frequéncia de
mutacOes, sdo carcateristicas desejaveis em agentes de controle biologico
(BETTIOL, 1991).

As rizobactérias sdo micro-organismos com alto potencial benéfico, pois,
atuam como agentes de biocontrole pela competicdo por nutrientes com o
patdgeno, a producdo de metabdlitos secundarios, de sideroforos, de
antibidticos, a resisténcia induzida a doencas, producdo de enzimas que atuam
na lise de células fungicas e de nematoides, tais como, a quitinase, a 3-1,3-
glucanase, a protease e a lipase que, quando secretadas por estes micro-
organismos, podem reduzir o crescimento de fitopatdgenos presentes na regiao
rizosférica. Alem disso, podem também promover o crescimento das plantas pela
producdo de reguladores vegetais de crescimento ou moléculas analogas e a
fixacdo biologica de nitrogénio ou solubilizacdo de fésforo (KLOEPPER, 1993;
NEHL et al., 1996; WHIPPS, 2000; RAMAMOORTHY et al., 2001; ZAITLIN et al.,
2004; COMPANT et al., 2005: PADUA et al., 2007; COMPANT et al., 2009).

Os principais grupos de micro-organismos promotores de crescimento de
plantas pertencem aos géneros Pseudomonas, Bacillus e Streptomyces (SINGH
e MEHROTRA, 1980; PIZZANATO e FREITAS, 1996).

Dentre os agentes de controle biolégico e promotores de crescimento de
plantas, as actinobactérias pertencentes ao género Streptomyces apresentam
um papel importante na rizosfera das plantas, por influenciarem o seu
crescimento, colonizando as raizes e agindo contra fungos, bactérias e
nematoides fitopatogénicos (RAUPACH e KLOEPPER, 1998; COMPANT et al.,
2005; DAMASCENO, 2011). Destacam-se pela producdo de enzimas
extracelulares, de antibidticos e de outros metabdlitos secundarios, pela
decomposicdo da matéria organica, especialmente, polimeros de lignocelulose,
amido e quitina (GOODFELLOW, 1988; MOREIRA e SIQUEIRA, 2002; GETHA
et al., 2005; RAJU et al., 2010).

As actinobactérias, comumente encontradas no solo, sdo de ocorréncia
nos diferentes ecossistemas em funcdo da sua diversidade metabdlica e da
evolucédo de mecanismos especificos de dispersdo (ARAUJO, 1998; OTINIANO
et al., 2006; BALLAYV et al., 2012). Produzem ampla diversidade de metabdlitos



secundarios e o género Streptomyces € 0 mais estudado e responsavel por mais
de 50% dos metabdlitos microbianos bioativos (BUTLER, 2008; OLANO et al.,
2011).

As actinobactérias produzem elementos filamentosos em forma de micélio,
semelhantes as hifas fungicas (SCHLEGEL, 1993). Sdo capazes de colonizar a
rizosfera e se reproduzem pela formacdo de esporos, apresentando, assim
caracteristicas desejaveis para o controle biolégico de doencas de plantas
(MOURA, 1996). Os esporos constituem a principal forma de multiplicacéo e séao
produzidos em grande numero; cada esporo com potencial de germinacdo e
crescimento, levando ao surgimento de um novo organismo. Embora ndo sejam
resistentes ao calor, 0os esporangiésporos sao resistentes as dessecacdes e
podem auxiliar na sobrevivéncia das espécies durante a estiagem (VENTURA et.
al., 2007).

Estudos demonstraram o potencial das actinobactérias como agentes de
controle bioldégico dos nematéides Meloidogyne spp., Rotylenchulus reniformis,
Pratylenchus penetrans, Tylenchulus semipenetrans, Radopholus citrophilus e
Scutellonema bradys, em uma extensa variedade de plantas, incluindo muitas de
interesse agricola, tais como, citrus (Citrus spp.), tomateiro (Solanum
lycopersicum), inhame (Dioscorea cayennensis) e bananeira (Musa spp.)
(WALTER e KAPLAN, 1990; JONATHAN et al., 2000; COIMBRA et al., 2004;
SOUSA, 2006; PAIXAO, 2008; SOUSA et al., 2009; COIMBRA e CAMPOS,
2010; DAMASCENO, 2011; SANTOS, 2013).

A introducéo de actinobactérias no solo pode trazer beneficios diretos para
a producdo agricola e, ao mesmo tempo, ser uma alternativa de cultivo com
menor uso de insumos agricolas (SCHROTH et al., 1982; LAVIE e STOTZKY,
1986).

Controle dos nematoides-das-galhas com esterco bovino e Streptomyces
spp.

A incorporagdo da matéria organica ao solo € também alternativa de
controle dos nematoides-das-galhas nas plantas. A decomposi¢cdo da matéria
organica no solo aumenta os teores de nutrientes disponiveis no crescimento
vegetal, contribuindo para a nutricdo das plantas, estimula o desenvolvimento de

inimigos naturais dos nematoides, induz a resisténcia a fitopatogénos e, ainda,



produz compostos que sao toxicos aos nematdides (AKHTAR e MALIK, 2000;
HALBRENDT e LaMONDIA, 2004; OKA, 2010; THODEN et al., 2011).

A acdo toxica da decomposicdo da matéria organica por micro-
organismos, a exemplo, das actinobactérias, pode estar relacionada com a
producdo e liberagdo da quitinase. A quitinase promove 0 rompimento da
camada de protecao dos ovos dos nematoides, resultando na eclosao prematura
do estadio juvenil (MIAN e RODRIGUEZ-KABANA, 1982; STIRLING, 1991,
RITZINGER e FANCELLI, 2006).

O melhor aproveitamento de substratos organicos pode ser ainda obtido
com a inoculagcdo das plantas ou com a infestagdo do substrato com micro-
organismos benéficos ao crescimento de plantas (SOUSA et al., 2006), seguido
da incorporacédo de alguma fonte de matéria organica (CAKMAKCI et al., 2006).

Machado et al. (2013) relataram que a incorporacdo ao solo de esterco
bovino, juntamente com Pochonia chlamydosporia, promoveu o crescimento do
tomateiro e houve maior reducdo no niumero de galhas e de ovos de M. javanica
com a aplicacdo somente de esterco bovino, seguido pela juncdo do esterco e
fungo.

Siddiqui et al. (2001) testaram dois isolados de Pseudomonas fluorescens
em combinacdo com esterco bovino e fertilizante inorganico em tomateiro,
objetivando o controle de M. incognita e observaram que houve reducdo no

namero de galhas e promocao de crescimento das plantas.

Residuo do sisal no controle dos nematoides-de- galhas

Um composto organico que pode ser utilizado como controle alternativo de
nematoses € o residuo do desfibramento das folhas de sisal. Agave sisalana
Perrine ex. Engelm, popularmente conhecida como sisal, pertencente a familia
Agavaceae, compreende mais de 650 espécies distribuidas nas regides aridas de
clima tropical do mundo (ABDEL-GAWAD et al., 1999). E uma planta que
sobrevive em ambientes com baixa precipitacdo pluviométrica e elevada
temperatura. Esta espécie tem sua origem no México e encontra-se amplamente
distribuida no Nordeste do Brasil e no Leste da Africa. A agaveicultura ocupa uma

extensa area de solos pobres do Semiarido de alguns estados do Nordeste,



sendo esta, a Unica alternativa de cultivo com resultados econdémicos satisfatérios
para a regiao (SUINAGA et al., 2006).

O sisal € a principal fonte de fibras duras vegetais do mundo, sendo
responsavel por quase 70% da producdo comercial de todas as fibras desse tipo.
O Brasil é o maior produtor e exportador de fibras e manufaturados de sisal e o
cultivo ocorre em 112 municipios do Nordeste, sendo o Estado da Bahia, o maior
produtor nacional de fibra de sisal, concentrando 95% da producéo sisaleira do
Pais (SECTI, 2014).

Na Bahia, o Territério do Sisal, esta localizado na Microrregido Nordeste do
Estado e abrange os municipios de Araci, Barrocas, Biritinga, Candeal,
Cansancao, Conceicdo do Coité, Ichu, Itiba, Lamardo, Monte Santo, Nordestina,
Queimadas, Quijingue, Retirolandia, Santaluz, Sdo Domingos, Serrinha,
Teofilandia, Tucano e Valente. A Microrregido Piemonte da Diamantina conta com
12 municipios com producdo significativa. Nesta regido, 92,8% das 29,5 mil
propriedades rurais sdo familiares, cuja area média € de 23,73 ha. A outra
Microrregido produtora de sisal € a de Paraguacu, onde existem nove municipios
com plantio significativo desta cultura (SECTI, 2014). .

O principal produto da exploragdo do sisal é a fibra e esta, naturalmente,
resistente e de facil industrializacéo, tem sido procurada por muitos investidores e
ocupado lugar de destaque, devido a sua ampla utilizacdo domeéstica, industrial e,
mais recentemente, no reforco de compasitos poliméricos (MARTIN et al., 2009).

A fibra do sisal é utilizada para produzir artesanatos, vassouras, sacos,
bolsas, chapéus, barbantes, cordas, capachos e tapetes, bem como na
fabricacdo de celulose para a producdo de papel Kraft (de alta resisténcia),
também tem sido utllizada na inddstria automotiva, de moveis, de
eletrodomésticos, de geotéxteis (protecdo de encostas, na agricultura e
revestimento de estradas), na mistura com polipropileno, em substituicdo a fibra
de vidro (composicdo de objetos plasticos) e na construcdo civil (PROSSIGA,
2004).

O residuo de sisal tem sido utilizado na adubacdo organica (BANDEIRA e
SILVA, 2006), como suplemento alimentar de ruminantes (SOUZA et al., 2007,
GEBREMARIAM e MACHIN, 2008) e como matéria-prima na producdo de

medicamentos (DEBNATH et al., 2010), mas grande parte ainda € abandonada



no campo de cultivo, sem sequer ser incorporado ao solo (RODRIGUEZ et al.,
2008).

A fibra de sisal representa somente 4% da folha e os residuos sélidos e
aguosos constituem os restantes 96%, (BANDEIRA e SILVA, 2006; SUINAGA et
al., 2006), que sdo abandonados nas propriedades rurais, sem qualquer
aproveitamento (Anexo, Figs A, B, C, D e F). Assim, sdo desperdicados os
tecidos da planta que contém lignina e celulose, metabdlitos primarios e
secundarios e agua, dentre outros.

O residuo liquido de sisal, tem como principais constituintes do
metabolismo secundario: alcaloides, compostos fendlicos, glicosideos,
cumarinas, saponinas, flavonoides e taninos (NEGESSE et al., 2009; BARRETO,
2010). A composicao quimica nutricional do sisal € de cerca de 29,2% de fibra
bruta; 5,3% de proteinas; 3,1% de lipidios; 13,1% de cinzas e 21,2% de
carboidratos (SILVA et al., 1999).

As saponinas desempenham um papel importante na defesa contra
insetos e micro-organismos (AGRELL et al.,, 2003) e sua concentracdo é
diretamente proporcional ao estagio de desenvolvimento da planta (HART et al.,
2007). A atividade biolégica das saponinas esté relacionada com a capacidade
de formar complexos com esteroides; proteinas e fosfolipideos das membranas,
0 que pode ocasionar a desestabilizacdo das membranas e consequente
aumento da permeabilidade celular (SCHENKEL et al., 2010). A acédo dos
flavonoides sobre parasitos tem sido associada as alteracdes na atividade de
varias enzimas e/ou nos processos metabdlicos (KERBOEUF et al., 2008). Sua
diversidade estrutural influencia sobre as propriedades biologicas e fisico-
quimicas (SPARG et al., 2004; VINCKEN et al., 2007).

Estudos tém evidenciado que o sisal apresenta agdo biocida contra
nematoides em caprinos (DOMINGUES et al., 2010; BOTURA et al., 2011), contra
o carrapato bovino (PIZARRO, 1998), contra larvas dos mosquitos Aedes aegypti
e Culex quinquefasciatus (PIZARRO, 1999) e &caros (BARRETO, 2010). Além
disso, h& relatos de propriedades antimicrobiana, antifingica, anti-inflamatéria,
antiviral (SCHENKEL et al.,, 2004). Estas propriedades terapéuticas tém sido
atribuidas as saponinas esteroidais, especialmente a hecogenina,

frequentemente, utilizada pela indastria farmacéutica na semi-sintese de



esteroides como corticosteroides, horménios sexuais e diuréticos (GARCIA et al.,
2000; SPARG et al., 2004).

O efeito nematicida pode estar associado a acdo de metabdlitos
secundarios com atividade bioldgica, presentes no residuo do sisal (ZULLO et
al., 1989; FRANCIS et al., 2002). As saponinas presentes na fragdo aquosa de
A. sisalana interagem com as proteinas da cuticula do nematoide promovendo
efeito nematicida (ARGENTIERE et al., 2008).

Icbal et al. (2007) demonstraram em ensaio in vitro que taninos
condensados reduzem a eclosdo e o desenvolvimento de nematoides parasitas
de ruminantes. Maistrello et al. (2010) observaram o efeito de taninos
provenientes de castanhas no controle de M. javanica sob condi¢des in vitro e in
vivo. Entre os efeitos dos taninos em micro-organismos, Scalbert (1991)
relaciona a capacidade deste fitoquimico de reagir com membranas, modificando
a sua integridade e inibindo a fosforilagdo oxidativa.

Verastegui et al. (1996), em uma avaliagcdo com extratos etandlicos de A.
lechiguilla contra 20 micro-organismos, observaram elevada atividade
antimicrobiana desta planta, com acdo no controle de Clostridium perfringens e
Shigella dysenteriae e de 11 espécies de fungos. Em outro trabalho, Verastegui
et al. (2008) examinaram a atividade bioldgica de extratos de folhas de quatro
espécies de agave (A. lecheguilla, A. picta, A. scabra e A. iophanta), e
mostraram que todos os extratos testados foram ativos contra o fungo
Cryptococcus neoformans. Barreto et al. (2004) trataram sementes de algodoeiro
com extrato curtido de A. sisalana e observaram menores incidéncias dos fungos
Aspergillus flavus, Aspergillus sp. e Fusarium sp.

Soares e Damasceno (2011) utilizaram o residuo liquido do sisal em
ensaio in vitro, no controle de M. javanica, e verificaram que o residuo nas
concentracdes entre 2,5% a 10% causou mortalidade nos juvenis de segundo
estadio de M. javanica, variando de 86% a 92%, e nas concentragfes acima de
12,5% houve 100% de mortalidade apds 48 horas de exposicdo dos nematoides
a este residuo.

Neste contexto, o presente trabalho teve o0s objetivos de estudar: a
promocdo de crescimento de tomateiro e o controle de M. javanica com

actinobactérias e com a incorporacdo de esterco bovino e pelo emprego do
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residuo liquido (fresco e fermentado) e do residuo sélido seco (extrato aquoso e

p6 moido) de sisal no controle de M. javanica no tomateiro.
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CAPITULO 1

Streptomyces spp. E ESTERCO BOVINO NO CRESCIMENTO DO
TOMATEIRO E CONTROLE DE Meloidogyne javanica

1 Artigo a ser ajustado e submetido ao comité editorial do periédico cientifico Scientia Agricola
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Streptomyces spp. E ESTERCO BOVINO NO CRESCIMENTO DO
TOMATEIRO E CONTROLE DE Meloidogyne javanica

Autores: Josilda Cavalcante Amorim Damasceno, Rosane da Silva Sant'ana,

Fabio Nascimento de Jesus, Ana Cristina Fermino Soares, Ricardo Harakava

RESUMO: As actinobactérias sao importantes no biocontrole e promoc¢ao de
crescimento de plantas. O trabalho teve o objetivo de estudar o potencial de uso
de actinobactérias do género Streptomyces e de esterco bovino no manejo de
Meloidogyne javanica em tomateiro. Avaliaram-se a incubacao do solo com dez
isolados de Streptomyces spp. e o equivalente a 30t ha’ de esterco bovino,
seguido do plantio de tomateiro e inoculacdo com M. javanica. Aos 40 dias ap0s a
inoculacdo, as plantas foram coletadas e avaliadas quanto ao crescimento e o
dano nas raizes. Os estreptomicetos foram caracterizados segundo aspectos
morfolégicos e moleculares e quanto a producdo de enzimas extracelulares.
Também, foram avaliados a colonizacdo radicular, o crescimento dos
estreptomicetos em diferentes valores de pH e a densidade populacional destes
no solo. Os isolados foram identificados como pertencentes ao género
Streptomyces. Os isolados BFT 4, BFT 7, BFT 11, BFT 41, BFT 71, BFT 87, BFT
102, BFT 106 e PD 3 apresentaram 99,0% de identidade com Streptomyces
albolongus e S. cavourensis. Nao foi possivel a identificacdo do isolado BFT 88,
embora o0 mesmo tenha apresentado 99% de similaridade com o género
Streptomyces. Sessenta por cento dos isolados produziram amilase e todos
demonstraram ser produtores da enzima catalase, colonizaram as raizes das
plantulas sob condi¢des in vitro, cresceram em todos os valores de pH e
colonizaram o substrato. Houve redugdo no numero de galhas e de massas de
ovOos por grama de raizes de tomateiro em até 87,1% e 96,0% com o isolado BFT
102 no solo sem esterco. No solo com o esterco bovino, essas reducdes foram de
53,7% (isolado BFT 7) e 65,4% (isolado BFT 71), respectivamente. Os
estreptomicetos com ou sem 0 uso de esterco bovino promoveram o controle de
M. javanica no tomateiro.

Palavras-chave: Solanum lycopersicum, nematoide-das-galhas, actinobactérias.,

adubacao organica, colonizacéo radicular.
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Streptomyces spp. AND CATTLE MANURE ON GROWTH OF TOMATO
PLANTS AND CONTROL OF Meloidogyne javanica

Authors: Josilda Cavalcante Amorim Damasceno, Rosane da Silva Sant'ana,

Fabio Nascimento de Jesus, Ana Cristina Fermino Soares, Ricardo Harakava

ABSTRACT: Actinobacteria are important in biological control and plant growth
promotion. This work aimed to study the potential use of actinobacteria of the
genus Streptomyces and the use of cattle manure for management of
Meloidogyne javanica in tomato plants. The soil was enriched and incubated with
ten selected isolates of Streptomyces spp. and with cattle manure at the
equivalent dose of 30t ha, After incubation, tomato seedlings were transplanted
and inoculated with M. javanica. Forty days after inoculation, the plants were
harvested and evaluated for growth and root damage.The streptomycetes were
characterized according to morphological and molecular aspects and their
production of extracellular enzymes. Also, root colonization, growth of
Streptomycetes at different values of pH and soil population density of the
Streptomycete isolates were evaluated. The isolates were identified as belonging
to the genus Streptomyces. Isolates BFT 4, 7 BFT, BFT 11, 41 BFT, BFT 71, BFT
87, BFT 102, BFT 106 and PD 3 showed 99.0% similarity with Streptomyces
albolongus and S. cavourensis. It was not possible to identify the isolated BFT 88,
although it presented 99% similarity with the genus Streptomyces. Sixty percent of
the isolates produced amylase, all isolates produced catalase, colonized tomato
roots in vitro, grew at all pH values, and were also able to grow and colonize the
soil. There was a reduction in the number of galls and egg masses per gram of
tomato roots by up to 87.1% and 96.0% with isolate BFT 102 in soil without cattle
manure. For plants grown in soil with cattle manure, the reductions in the number
of galls and of egg masses were of 53.7% (isolate BFT 7) and 65.4% (isolate BFT
71), respectively. Streptomyces spp. in soil with or without cattel manure promotes

the control of M. javanica in tomato plants.

Key-words: Solanum lycopersicum, root-knot nematode, actinobacterias, organic

manure, root colonization.
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INTRODUCAO

Os nematoides-das-galhas, pertencentes ao género Meloidogyne, estdo
amplamente distribuidos em todas as regifes do Brasil. A meloidoginose esta entre
0s principais problemas fitossanitarios em diversas culturas de importancia
econdmica, entre elas, o tomateiro (Solanum lycopersicum) (FERRAZ et al., 2010).

As perdas na producdo das culturas devido ao ataque de nematoides
podem variar de leves a severas. Em ambito mundial, sdo estimadas perdas
anuais causadas por estes patdgenos em todas as culturas em torno de 80 bilhdes
de dolares (AGRIOS, 2004).

O cultivo em areas com altas infestagfes de Meloidogyne spp. pode levar a
morte de mudas transplantadas para o campo e afetar negativamente a producao
das plantas sobreviventes (CANTU et al., 2009).

No manejo destes fitoparasitas, frequentemente se recorre ao controle
quimico. Entretanto, o uso de nematicidas tem sido cada vez mais limitado por
causa da alta toxicidade, risco de contaminacdo ambiental, alto custo, baixa
disponibilidade em paises em desenvolvimento e baixa eficacia de controle depois
de repetidas aplicacbes (DONG e HANG, 2006). A adocdo de métodos
sustentaveis para o manejo de fitonematoides vem se destacando em todo o
mundo, a exemplo do controle biolégico e da incorporacédo de matéria organica ao
solo (FERRAZ et al., 2010).

Os agentes de controle biolégico podem causar alteragdes na reproducao
do patdégeno e na sua orientacdo em direcdo as raizes da planta hospedeira no
solo ou podem causar a sua morte (efeito nematicida) (ARAUJO et al., 2002). O
manejo por meétodos biologicos, quando usado de forma correta, ndo contamina,
nao desequilibra, ndo deixa residuos no meio ambiente, além de ser de facil
aplicacao (SOARES, 2006; BETTIOL, 2008).

Dentre os agentes de biocontrole de fitonematoides, destacam-se as
actinobactérias. Estas, principalmente as do género Streptomyces, apresentam
papel importante na rizosfera, por beneficiarem o crescimento das plantas,
colonizando as raizes e agindo contra fungos, bactérias e nematoides
fitopatogénicos, pela producdo de antibidticos e de outros metabdlitos secundarios
(RAUPACH e KLOEPPER, 1998; COMPANT et al., 2005; DAMASCENO, 2011).
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As actinobactérias sao produtoras de enzimas capazes de degradar
moléculas complexas, especialmente celulose, lignocelulose, xilanose e lignina e
produtoras de outras substancias biologicamente ativas e com elevado valor
comercial como as vitaminas, alcaloides, fatores de crescimento de plantas e
enzimas extracelulares (CRAWFORD, 1988; TANAKA e OMURA, 1993; GAVA,
1998; COOMBS e FRANCO, 2003; SOUSA, 2006; DAMASCENO, 2011).

De acordo com Halbrendt e LaMondia (2004), a decomposicdo da matéria
organica no solo pode resultar na disponibilizacdo de compostos organicos que
apresentam efeito inibitério sobre agentes fitopatogénicos e, também, na inducdo
de resisténcia a fitopatogénos. Além dos compostos téxicos produzidos pelo
material organico em decomposi¢cdo, o incremento de matéria organica no solo
funciona como fonte de carbono, energia e nutrientes, estimulando o aumento de
certas populacbes microbianas antagonistas, tais como fungos, bactérias,
actinobactérias, algas e nematoides de vida livie (RODRIGUEZ-KABANA et al.,
1994).

A reducdo na populacdo de nematoides pelo uso de matéria organica
envolve multiplos modos de ag&o, como o favorecimento da microbiota antagonista
ao nematoide, a liberacdo de fitoquimicos secundérios ou outros compostos
nematicidas, além da maior capacidade da planta em resistir ao parasitismo, bem
como promover a melhoria da estrutura do solo (CHAVARRIA-CARVAJAL e
RODRIGUEZ-KABANA, 1998; RITZINGER e McSORLEY, 1998; AKHTAR e
MALIK, 2000; RITZINGER e FANCELLI, 2006).

Em vista do exposto, este trabalho teve como objetivo avaliar o potencial de
isolados de Streptomyces spp. e do esterco bovino no manejo de M. javanica em

tomateiro.

MATERIAL E METODOS
Selecédo dos isolados de Streptomyces spp.

Foram estudados 10 isolados de Streptomyces spp. da colecao de culturas
do Laboratério de Microbiologia Agricola da UFRB, codificados como BFT 4, BFT
7, BFT 11, BFT 41, BFT 71, BFT 87, BFT 88, BFT 102, BFT 106 e PD 3. Estes
foram selecionados para o controle de M. javanica e para a promoc¢ao de
crescimento do tomateiro, em casa de vegetacdo (DAMASCENO, 2011). Estas

actinobactérias foram isoladas do residuo seco de sisal procedentes das
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localidades de Baixa do Feijao/Tiquara (BFT) e Pau D’arco (PD), no municipio de

Campo Formoso, Bahia.

Multiplicacdo das actinobactérias

Na obtencéo do indculo, os 10 isolados de actinobactérias, preservados em
glicerol a 20% a -5 °C, foram multiplicados em meio de cultura Czapeck Dox
sélido por cinco dias, a temperatura de 28+2 °C.

Foram adicionados 500 mL de agua destilada a 300 g de arroz parboilizado
em um béquer de dois litros, o qual permaneceu a temperatura ambiente por 1
hora para hidratacdo do arroz. Apos este periodo, o excesso de agua foi
removido, utilizando-se uma peneira de 35 mesh e por¢cbes de 50 g do arroz
hidratado foram colocadas em frascos de Erlenmeyer de 250 mL, sendo estes
fechados e em seguida, autoclavados a 120 °C por 55 minutos (SOARES et al.,
2007).

Na infestacdo do arroz esterilizado, foram transferidos 10 discos de 6 mm
da cultura dos isolados de Streptomyces spp. , tendo sido preparados trés frascos
para cada isolado de actinobactéria, sendo estes incubados em camara de
crescimento B.O.D., & temperatura de 28 °C durante 10 dias.

Enriquecimentodo solo com actinobactérias
O solo foi coletado em area de pastagem, no Campus da UFRB em Cruz
das Almas. Este foi misturado com areia (1:1), em seguida, esterilizado a 120°C
por 1 hora e 30 minutos durante dois dias consecutivos e foi distribuido em sacos
plasticos com capacidade para 100 litros, revestidos com sacos de nylon,
colocando-se 30 litros de solo por saco, seguida da incorporacdo de esterco
bovino na dose equivalente a 30 g/vaso, cada vaso contendo 2 litros de solo,
correspondendo & dose em campo de 30 t ha™ de esterco bovino. Uma amostra
de solo foi coletada para a caracterizagdo quimica (EMBRAPA, 2009) e
apresentou as seguintes caracteristas: pH (H,0) 5,1; Ca*?, 1,3 Cmol/dm? Mg*?,
0,8 Cmoly/dm?® P, 10 mg/dcm3; K, 0,08 Cmol/dm®; SB, 2,23 Cmol/dm? CTC,
5,09 Cmol/dm?; V, 44%.
Para o enriquecimento do solo, uma suspensao dos isolados de
Streptomyces spp. foi preparada a partir do arroz colonizado. Utilizou-se a

proporcdo de 20 g de arroz colonizado para 16 L de solo. Fez-se o célculo de



29

acordo com a contagem de UFC e a quantidade de arroz colonizado na
suspensao, adotando-se como base para padronizar a quantidade de inéculo, o
isolado PD 3 que apresentou a maior quantidade de UFC/g arroz colonizado. O
arroz colonizado foi transferido para sacos plasticos descartaveis, com
capacidade para 1 litro, com 100 mL de agua destilada esterilizada para
homogeneizacdo da suspensdo de inoculo. Apéds, foi fechado e agitado para
permitir o desprendimento das actinobactérias do arroz e, em seguida, esta
suspensao foi adicionada ao solo, sendo este agitado para homogeneizacao do
inoculo. Este procedimento foi repetido duas vezes.

No controle, adicionou-se apenas agua ao solo. Os sacos contendo o solo
foram mantidos em estufa agricola a temperatura ambiente para incubacéo por 30
dias, sendo o0s sacos agitados semanalmente, para homogeneizacéo,

periodicamente, adicionou-se agua para manter o solo friavel.

Quantificacdo das actinobactérias no solo

ApoOs a incubacéo, por 30 dias, fez-se a quantificacdo da populacdo de
actinobactérias por meio da técnica da diluicdo seriada. Amostras de 10 g do
substrato foram transferidas para frascos de Erlenmeyer contendo 90 mL de
solucéo salina (NaCl a 0,85%) esterilizada e foram agitadas por 20 minutos em
agitador orbital. Em seguida, foram realizadas diluicbes decimais em série (1:10),
em tubos de ensaio contendo 9 mL de solucdo salina esterilizada, obtendo-se
diluicdes de 10" a 10™. Fez-se o plaqueamento de 100 pL das diluicdes 10% a 10™
em meio Czapeck Dox sdlido, acrescido de 100 pg/mL de ciclohexamida, para
inibicdo do crescimento de fungos, com trés repeticdes para cada diluicao, tendo o
indculo sido espalhado com alca de Drigalski esterilizada por flambagem.

Para o crescimento das actinobactérias, as placas foram incubadas por
cinco dias a 28 + 2 °C em camara de crescimento tipo B.O.D. As populacbes de
actinobactérias no solo foram estimadas pela contagem das unidades formadoras
de colbnias (UFC) e o calculo foi feito com base na seguinte formula: UFC.g*
substrato seco = N x F x Y, sendo: N = média do ndmero de colbnias das trés
repeticdes, F = 10 (fator de corre¢édo do plagueamento de 100 pL de suspenséo
por placa para 1 mL de suspenséo), Y = fator de diluicAo da amostra. Na analise
estatistica, os dados foram transformados em log (x + 1), em que x corresponde ao

namero de UFC. Os dados foram analisados pelo programa estatistico SISVAR
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(FERREIRA, 2011), sendo realizada a analise de variancia e, em seguida, a
comparacdo das médias pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade. A
quantificacdo da densidade populacional de actinobactérias no substrato foi

realizada aos 30 dias ap0s a incubacéo e repetida apds a coleta do experimento.

Controle de Meloidogyne javanica com actinobactérias e esterco bovino em
tomateiros cultivados em casa de vegetacao
Para avaliar o efeito do enriquecimento e incubacao do solo com isolados de

Streptomyces spp. no crescimento do tomateiro, foi conduzido um experimento
em casa de vegetacdo. Apos 30 dias de incubacdo do solo com os 10 isolados
selecionados anteriormente, 2 litros desse solo foram transferidos para cada vaso
plastico.

Este experimento foi conduzido sob delineamento em blocos inteiramente
ao acaso, em esquema fatorial 10 x 2 + 2 (10 isolados de actinobactérias) x 2
condicbes de solo (com e sem esterco bovino) + duas testemunhas [sem
actinobactérias - SA e sem esterco (testemunha 1) e sem actinobactérias e com
esterco - SAE (testemunha 2)], inoculados ou ndo com 4000 individuos de M.
javanica, com 14 repeticdes. A parcela experimental foi constituida por uma muda
por vaso. Os tratamentos foram: T1 - sem actinobactérias e sem esterco (SA); T2
—sem actinobactérias e com esterco ( SAE); T3 - BFT 4; T4 - BFT 7; T5 - BFT 11;
T6 - BFT 41; T7 — BFT - 71; T8 - BFT 87; T9 - BFT 88; T10 - BFT 102; T11 - BFT
106; T12 — PD 3; T13 - BFT 4 + esterco bovino; T14 - BFT 7 + esterco bovino;
T15 - BFT 11 + esterco bovino; T16 - BFT 41 + esterco bovino; T17 - BFT 71 +
esterco bovino; T18 - BFT 87 + esterco bovino; T19 - BFT 88 + esterco bovino;
T20 - BFT 102 + esterco bovino; T21 - BFT 106 + esterco de bovino; T22 - PD 3 +
esterco bovino. O esterco bovino foi curtido por 60 dias antes de ser utilizado.

Sementes de tomateiro cv. ‘Santa Cruz Kada’ foram semeadas em bandeja
contendo substrato Plantmax® e, as mudas foram transplantadas para os vasos,
20 dias ap6s a germinacdo. Aos 15 dias apos o transplantio, realizou-se a
inoculagcdo com 4000 individuos de M. javanica. As plantas foram coletadas aos
40 dias apos a inoculacdo, mediu-se a altura com uma régua milimetrada e o
diametro do caule, com paquimetro digital. A parte aérea foi separada das raizes

das plantas, estas foram lavadas em agua e, em seguida, colocadas para secar
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em estufa com ventilagdo forgcada a 65 °C, até atingir massa constante. Apés a
secagem em estufa, foi determinada a massa da matéria seca da parte aérea.

Realizou-se um ensaio preliminar com corantes usados na culinaria
alimenticia (anilina) visando avaliar a coloracdo de massas de ovos de M.
javanica. Utilizou-se os seguintes tratamentos: 1) Ponceau 4R e vermelho 40 (Mix
Coralim® vermelho morango); 2) Ponceau 4R e azul brilhante (Mix Coralim® roxo
batata); 3) Eritrozina, bordeaux e azul brilhante (Mix Coralim® Pink); 4) Tartrazina
e amarelo crepusculo (Mix Coralim® amarelo gema) e 5) Tartrazina e azul
brilhante FCF (Mix Coralim® verde horteld) nas concentragbes de 1,0%, 2,0%,
3,0%, 4,0% e 5,0% de cada produto comercial. O corante artificial Ponceau 4R e
vermelho 40 (Mix Coralim® vermelho morango) a 1% coloriu eficazmente as
massas de ovos de M. javanica.

Apés a lavagem, o sistema radicular foi colorido com solu¢do a 1%, do
corante artificial Ponceau 4R e vermelho 40 (Mix Coralim® vermelho morango).
As raizes foram colocadas em béquer de 500 mL contendo a solucdo corante e
deixadas por 15 minutos a temperatura ambiente. As raizes foram retiradas da
solucédo, deixadas em béquer contendo agua por mais 10 minutos e transferidas
para papel toalha por 15 minutos, para remover o0 excesso de agua.
Posteriormente, mediu-se a massa da matéria fresca das raizes, seguida da
contagem do numero de galhas e de massas de ovos. As raizes foram colocadas
para secar em estufa com ventilacao for¢cada a 65 °C, até atingir massa constante,
para determinagdo da massa seca das raizes. Os dados foram submetidos a
analise de variancia e a comparacao de meédias foi realizada pelo teste de Scott-
Knott a 5% de probabilidade, utilizando-se o0 programa estatistico SISVAR
(FERREIRA, 2011).

Crescimento de actinobactérias em diferentes valores de pH

Na avaliacdo do crescimento dos isolados de actinobactérias, em
diferentes valores de pH no meio de cultura Czapeck Dox sdlido, foi instalado um
bioensaio em delineamento experimental inteiramente ao acaso, em esquema
fatorial, 10 x 7 + 1 (dez isolados de actinobactérias e sete valores de pH) e uma
testemunha, com trés repeticoes.

Discos de 6 mm das culturas de actinobactérias foram transferidos para o

meio de cultura sélido Czapeck Dox, com os valores de pH ajustados em 4,0; 5,0;
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6,0; 7,0 8,0; 9,0 e 10,0. Como testemunha, os isolados foram cultivados no
mesmo meio com pH ajustado para 7,2. As placas foram acondicionadas em
camara de crescimento a 28 °C durante sete dias e o crescimento das
actinobactérias foi observado diariamente. Para ajuste dos valores de pH abaixo
de 7,2 (testemunha) foi adicionado HCI (1,0%) e para os valores acima de 7,2 foi
adicionado NaOH (10,0%).

Colonizacéao radicular in vitro de plantulas de tomateiro pelos isolados de
actinobactérias

Para avaliar a capacidade, in vitro, dos isolados de actinobactérias em
colonizar o sistema radicular de plantulas de tomateiro, foi montado um bioensaio
em delineamento experimental inteiramente ao acaso, com 10 isolados de
actinobactérias, uma testemunha e cinco repeti¢des. Inicialmente, as sementes de
tomateiro cv. Santa Cruz Kada foram desinfestadas pela imersdo nas solugdes de
alcool 70,0% (2 minutos) e hipoclorito de sédio 1,0% (1 minuto), seguida de trés
lavagens consecutivas em agua destilada. Apos desinfestadas, as sementes
foram secas em papel de filtro esterilizado e transferidas, com uma pinca
esterilizada, para tubos de ensaio (trés sementes/tubo), que continham meio agar-
agua a 0,6%.

Os tubos foram mantidos em camara de crescimento sem luz, a
temperatura de 30 °C, até a emissdo da radicula (periodo de trés a quatro dias).
Posteriormente, com uma alca de platina, foram inoculados, proximos a radicula,
0s esporos das actinobactérias cultivadas por 8 a 10 dias em placa de Petri com
meio de cultura soélido Czapeck Dox. Os tubos de ensaio foram mantidos a
temperatura e luminosidade ambiente. Diariamente, cada tubo foi colocado sobre
um fundo com luz fluorescente para observar a colonizagdo radicular. Uma
camada de aspecto pulverulento, contrastando com o meio agar-agua ao longo do
sistema radicular do tomateiro em formacdo, indicava 0 crescimento das

actinobactérias ao redor da raiz, registrado como positivo (+).

Caracterizacéo fisiolégica dos isolados de actinobactérias
A producdo das enzimas (celulase, xilanase, quitinase e lipase), a
solubilizacdo de fosfato de calcio e a producdo de acido indolacético foram

determinadas por Damasceno (2011).
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Producéo de amilase
A producao de amilase foi determinada conforme descrito por Coon et al. (1957).
Os isolados de actinobactérias foram multiplicados no meio de cultura agar amido,
constituido de 0,2% de amido soluvel. Posteriormente, as culturas foram
incubadas em camara de crescimento tipo B.O.D., a 28 + 2 °C por 10 dias. Apés o
crescimento das colbnias, foram adicionados 10 mL de solu¢cdo de lugol as
placas. A producdo da enzima amilase foi detectada pela descoloracdo do meio
em torno da col6nia, devido a hidrélise do amido.
Producéo de catalase

Na determinagdo da produgdo da enzima catalase, os isolados de
actinobactérias foram multiplicados em meio de cultura NYDA (MARIANO et al.,
2000) e as placas foram acondicionadas em camara de crescimento, tipo B.O.D.,
28 + 2 °C por 10 dias. Apos esse periodo, foi adicionada uma gota de perdxido de
hidrogénio (H2O,) a 3%. A reacdo positiva foi evidenciada pela formacao de
bolhas imediatamente apés a adicdo do peroxido de hidrogénio (MARIANO et al.,
2000). Em ambos os ensaios, foi utilizado o delineamento inteiramente ao acaso,

constando de 10 tratamentos e trés repetigcoes.

Caracterizacdo morfolégica dos isolados de actinobactérias

Os isolados de actinobactérias foram caracterizados morfologicamente,
seguindo a metodologia proposta pelo Projeto Internacional de Streptomyces
(ISP) (SHIRLING e GOTTLIEB 1966; 1972; WILLIAMS et al. 1983). Os isolados
foram cultivados em meios de cultura solidos a base de extrato de malte, extrato
de levedura e agar (ISP-2) (PRIDHAM et al., 1957), de farinha de aveia e agar
(ISP-3) (KUSTER, 1959), de sais inorganicos, amido e agar (ISP-4) (SHIRLING &
GOTTLIEB, 1966), com trés estrias por placa. Foram inseridas no meio, em cada
placa, de forma perpendicular e préximo as estrias, trés laminulas estéreis
inclinadas. Posteriormente, as placas foram acondicionadas em camara de
crescimento do tipo B.O.D., por 8 dias, a 28 + 2 °C. ApOs esse periodo, as
laminulas foram retiradas com auxilio de uma pinc¢a esterilizada e colocadas em
laminas microscoépicas contendo uma gota de solucdo de lactofenol com azul de
metila. As laminas foram visualizadas em microscoépio 6ptico, para observacédo do
formato e tamanho das cadeias de esporos e presenca de micelio aéreo. Foi

registrada também, a coloracdo das coldnias e producdo de pigmentos no meio
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de cultura pelos isolados de actinobactérias. O delineamento foi inteiramente ao
acaso, constando de 10 tratamentos e trés repeticoes.

Identificacdo molecular dos isolados de actinobactérias

Os isolados de actinobactérias foram cultivados em meio de cultura liquido,
a base de extrato de malte e extrato levedura (ISP-2), a 28 °© C por oito dias.
Posteriormente, o0 DNA gendmico dos isolados foi extraido, seguindo o protocolo
com o reagente CTAB (WILSON, 1987).

O gene ribossomal 16S rDNA foi amplificado com o par de primers fD1 (5’ —
AGAGTTTGATCCTGGCTCAG - 3) e rP1 (5 — ACGGTTACCTTGTTACGACTT —
3) (WEISBURG et al., 1991). O produto amplificado, de aproximadamente 1400
pb, foi sequenciado com o par de primers original, o reagente Big Dye 3.1
(Applied Biosystems) e o sequenciador capilar ABI 3500 XL (Applied Biosystems).

As sequéncias obtidas foram comparadas com sequéncias de espécies tipo
depositadas no Ribosomal Database Project, release 11 (http://rdp.cme.msu.edu)
(COLE et al, 2014) e de espécies ainda ndo identificadas, porém com alta
similaridade, presentes no GenBank. A arvore filogenética foi construida por meio
do programa MEGA 6 (TAMURA et al.,, 2013), empregando-se 0 método de

Maximum Likelihood com 500 replicacdes.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Controle de Meloidogyne javanica com actinobactérias e esterco bovino em
tomateiro cultivado em casa de vegetacéao

A andlise de variancia para os dados de crescimento revelou interacdo
tripla significativa entre solo, in6culo e os tratamentos com os isolados de
actinobactérias no solo sem inoculacdo de nematoides, para as variaveis altura
das plantas, diametro caulinar, massa das matérias secas da parte aérea e das
raizes (Tabelas 1 e 2).

Para a altura do tomateiro, nos tratamentos sem inoculagdo com o0s
nematoides, houve interacdo entre o solo (com ou sem esterco) incubado e
infestado com os isolados BFT 7, BFT 41, BFT 106 e PD 3, com incrementos de
46%, 75%, 70% e 86%, respectivamente, na altura das plantas cultivadas no solo

incubado com esterco em relagdo aquelas produzidas em solo sem esterco.
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Porém, na avaliacdo dos tratamentos, isoladamente, observou-se que, no
solo sem esterco, ndo houve diferenca entre os tratamentos com os isolados de
actinobactérias, diferindo somente da testemunha, com aumento na altura,
variando de 27% (BFT 41) até 60% (BFT 11) (Tabela 1). Nos tratamentos com
esterco, houve diferenca significativa, com incrementos de até 72%, 49%, 49% e
34% para o solo enriquecido e incubado com PD 3, BFT 41, BFT 106 e BFT 7,
respectivamente, em relacéo a testemunha (Tabela 1).

Para o diametro caulinar, somente a testemunha (SA) e o isolado BFT 106
nao diferiram em relagdo ao solo sem ou com esterco. Entretanto, avaliando de
forma isolada, ndo houve diferenga entre os tratamentos com as actinobactérias e
as testemunhas (Tabela 1).

Quanto a massa da matéria seca da parte aérea, houve interacdo
significativa entre o solo sem esterco e com esterco, porém, ndo houve diferenca
entre os isolados de actinobactérias e as testemunhas. Vale ressaltar que,
embora, ndo tenha sido obervada diferenca entre os tratamentos, no solo com
esterco, a massa seca da parte aérea foi superior em todos os tratamentos. Na
testemunha (SAE), foram observados incrementos de 203% em relacdo a

testemunha constiuida pelo solo sem esterco.

Tabela 1. Altura das plantas (cm), didmetro caulinar (cm), massas das matérias secas da
parte aérea (g) (MSPA) e das raizes (g) (MSR) de tomateiro produzidas em solo com
(CE) e sem esterco bovino (SE), enriquecidos com actinobactérias e sem inoculacdo com
nematoides.

Sem nematoides

Tratamento Altura (cm) Diametro (cm) MSPA (g) MSR (g)

SE CE SE CE SE CE SE CE
Testemunha 22,4Bb 33,2 Ac 0,70 Aa 0,80 Aa 1,34 Ba 4,06 Aa 0,38Bb 1,23 Ab
BFT 4 33,6 Aa 33,2 Ac 0,64 Ba 0,82 Aa 1,48 Ba 3,77Aa 0,62 Ba 1,28 Ab
BFT 7 306 Ba 44,6 Ab 0,56Ba 0,86 Aa 0,95 Ba 3,87Aa 0,36 Bb 1,89 Aa
BFT 11 358 Aa 36,8 Ac 0,54 Ba 0,78 Aa 2,20 Ba 3,56 Aa 0,52Ba 1,48 Ab
BFT 41 28,4Ba 49,6 Ab 0,52 Ba 0,66 Aa 1,46 Ba 4,23 Aa 0,57 Ba 0,71 Ac
BFT 71 346 Aa 33,4 Ac 0,64 Ba 0,86 Aa 1,62 Ba 398Aa 0,49Ba 1,22 Ab
BFT 87 32,6 Aa 32,2Ac 0,56 Ba 0,86 Aa 0,90 Ba 427 Aa 0,16 Bb 1,17 Ab
BFT 88 30,6 Aa 34,4 Ac 0,60 Ba 0,88 Aa 0,91 Ba 411 Aa 0,17Bb 1,18 Ab
BFT 102 32,0Aa 34,8Ac 0,58 Ba 0,96 Aa 1,04 Ba 444 Aa 0,18 Bb 0,95 Ac
BFT 106 290Ba 494 Ab 0,59 Aa 0,64 Aa 1,08 Ba 292Aa 0,23Bb 0,51 Ac
PD 3 30,8Ba 57,2 Aa 0,56 Ba 0,70 Aa 1,34 Ba 450Aa 0,30Bb 0,91 Ac
CV(%) 13,5 48,2 29,4 49,2

Letras mailsculas na linha comparam o efeito do mesmo isolado de actinobactéria sem inoculagdo com
nematoides. Letras minUsculas na coluna comparam o efeito dos isolados de actinobactérias nos substratos
sem inoculacgdo. Letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Scott - Knott a 5% de probabilidade.
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Para a massa da matéria seca das raizes, houve interagcdo entre os
tratamentos, com melhores resultados para agueles com as actinobactérias e com
esterco bovino. De forma geral, as massas das matérias secas das raizes das
plantas cultivadas no solo com esterco foram superiores aquelas do solo sem
esterco. Quando avaliada a massa seca das raizes nos tratamentos, de forma
isolada, observou-se que os isolados BFT 4, BFT 41, BFT 11 e BFT 71
promoveram incrementos de 63%, 50%, 37% e 29% em relacdo ao tratamento
testemunha (SA) no solo sem esterco. No solo com esterco, o melhor resultado foi
obtido com o enriquecimento do substrato com o isolado BFT 7 que promoveu
incremento de 54% em relacdo a testemunha (SAE) (Tabela 1).

Houve diferenca significativa para as variaveis de crescimento do tomateiro
cultivados em solo com ou sem esterco e inoculados com os nematoides (Tabela
2).

Na altura, ndo houve interagdo significativa nas plantas cultivadas nos
solos sem ou com esterco e incubados com os isolados BFT 11, BFT 87, BFT 88
e BFT 102. Quando avaliado o solo de forma isolada, observou-se que, no solo
apenas com as actinobactérias, houve incremento na altura das plantas de 57%,
56%, 51%, 50%, 42%, 36% e 26%, respectivamente, nos tratamentos com 0s
isolados BFT 102, PD 3, BFT 87, BFT 88, BFT 7, BFT 71, BFT 11, em relacéo ao
tratamento testemunha (SA) (Tabela 2).

No solo com a incorporagcdo do esterco, houve aumento na altura das
plantas, nos tratamentos com os isolados PD 3, BFT 106, BFT 41 e BFT 7, com
incrementos respectivos de 86%, 80%, 58% e 39% em relacdo a testemunha.
Entretanto, nem todos os isolados que promoveram incrementos no solo sem
esterco demonstraram essa capacidade naquele com esterco. No diametro do
caule, independente do tipo de solo ndo houve diferenca entre os tratamentos
(Tabela 2).
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Tabela 2. Altura das plantas (cm), didametro caulinar (cm), massas das matérias
secas da parte aérea (g) (MSPA) e das raizes (g) (MSR) de tomateiro, produzidas
em solos com (CE) ou sem esterco bovino (SE), enriquecidos com actinobactérias
e inoculadas com nematoides.

Com nematoides

Isolado Altura (cm) Didametro (cm) MSPA (g) MSR (g)

SE CE SE CE SE CE SE CE
Testemunha 21,2Bb 30,4Ac 0,66 Ba 0,84 Aa 1,23 Ba 3,73 Ab 0,34 Ba 0,89 Ab
BFT 4 252Bb 346 Ac 0,48Ba 0,86 Aa 1,20 Ba 2,73 Ab 0,30 Ba 0,58 Ab
BFT 7 30,0Ba 42,2Ab 0,58Ba 0,80 Aa 0,73 Ba 4,18 Aa 0,14 Ba 1,45 Aa
BFT 11 26,8Ab 29,8 Ac 0,49 Ba 0,88 Aa 0,78 Ba 3,72 Ab 0,36 Ba 1,34 Aa
BFT 41 248Bb 482Ab 0,48 Ba 0,66 Aa 0,66 Ba 3,62 Ab 0,28 Ba 0,94 Ab
BFT 71 28,8Ba 316Ac 0,42Ba 0,82 Aa 0,82 Ba 3,79 Ab 0,32 Ba 0,90 Ab
BFT 87 32,0Aa 33,0Ac 0,60Ba 0,87 Aa 0,95 Ba 3,64 Ab 0,21 Ba 1,22 Aa
BFT 88 31,8Aa 394Ac 0,62Ba 0,86 Aa 0,99 Ba 4,33 Aa 0,18 Ba 1,32 Aa
BFT 102 33,2Aa 31,4Ac 0,70Ba 0,90 Aa 1,16 Ba 4,48 Aa 0,19 Ba 1,26 Aa
BFT 106 27,6 Bb 54,8Aa 0,60 Aa 0,64 Aa 0,89 Ba 4,20 Aa 0,14 Ba 0,72 Ab
PD3 33,0Ba 56,6 Aa 0,58 Aa 0,68 Aa 1,24 Ba 4,83 Aa 0,15 Ba 1,11 Aa
CV(%) 18,5 52,2 324 47,9

Letras mailsculas na linha comparam o efeito do mesmo isolado de actinobactéria sem inoculagdo com
nematoides. Letras mindsculas na coluna comparam o efeito dos isolados de actinobactérias nos substratos
sem inoculacgdo. Letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Scott - Knott a 5% de probabilidade.

Houve interacdo significativa nas massas das matérias secas da parte
aérea e das raizes entre os tratamentos com e sem esterco, sendo que 0S
melhores resultados foram obtidos no solo com esterco. Quando os tratamentos
foram avaliados de forma isolada, observou-se que o enriquecimento do solo com
as actinobactérias ndo promoveram incrementos na auséncia do esterco, para
ambas as variaveis. Houve diferenca significativa entre os tratamentos no solo
com esterco para as duas variaveis analisadas (Tabela 2), indicando que mesmo
na presenca dos nematoides, houve desenvolvimento das plantas.

O enriquecimento do solo com os isolados de actinobactérias, seguida da
incorporacao do esterco, promoveu acumulo de 29%, 20%, 16%, 13% e 12% na
biomassa seca da parte aérea com os isolados PD 3, BFT 102, BFT 88, BFT 106
e BFT 7, respectivamente, em relacdo ao tratamento somente com o0 esterco
(SAE). Na massa da matéria seca das raizes, os tratamentos com os isolados
BFT 7, BFT 11, BFT 88, BFT 102, BFT 87 e PD 3 promoveram aumento de 63%,
51%, 48%, 42%, 37% e 25%, respectivamente, quando comparados com O
tratamento testemunha (SAE) (Tabela 2).

Observando as raizes das plantas inoculadas com nematoides no solo com
esterco, verificou-se que em alguns tratamentos houve aumento na massa seca

em relagcédo aqueles tratamentos sem nematoides. O aumento da massa radicular
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na presenca dos nematoides pode ser explicado pela maior disponibilizacdo de
nutrientes no substrato para serem absorvidos pelas plantas, favorecendo a
formacdo de raizes secundarias, o0 que contribuiu para um melhor
desenvolvimento do sistema radicular e uma maior infec¢éo e formacéao de galhas
(DAMASCENO, 2011). Além disso, alguns autores sugerem que esse aumento
seria a consequéncia de efeito combinado da emissdo de novas raizes
secundarias, nos locais de infeccdo do nematoide (HUTANGURA et al., 1999) e
também pela formacdo de galhas (CARNEIRO et al., 1999; CARNEIRO, 2000;
ABRAO e MAZZAFERA, 2001).

Cakmakgci et al. (2005) utilizaram rizobactérias em dois tipos de solos
organicos na promocao de crescimento de plantas de beterraba. Segundo os
autores, a promocao de crescimento das plantas pelas rizobactérias e 0 aumento
da folhagem foram fortemente dependentes da matéria organica contida no solo,
pois 0s compostos organicos podem ser usados como fonte de energia e carbono
pelas bactérias. De acordo com Kiehl (1985), o esterco bovino € um fertilizante
organico capaz de fornecer nutrientes para as plantas e, assim, estimular o
crescimento vegetativo de culturas agricolas. A acdo do esterco bovino como
substrato se pode explicar o aumento da biomassa das plantas sem o
enriqguecimento do solo com as actinobactérias, quando inoculadas ou ndo com
nematoides.

Verificou-se interagdo significativa entre solo sem esterco ou com esterco
para o numero de galhas e massas de ovos por planta e por grama de raizes. O
namero de galhas por planta foi menor no solo sem esterco, infestado com os
isolados BFT 102, BFT 106 e PD 3 quando comparados com o solo com esterco
(Tabela 3).

Ao avaliar os tratamentos isoladamente, observou-se que raizes dos
tomateiros com os isolados BFT 102, BFT 106, BFT 87, PD 3, BFT 88, BFT 7 e
cultivados no solo sem esterco apresentaram reducédo de 85%, 64%, 50%, 49%,
43% e 24%, respectivamente, no numero de galhas por planta quando
comparados com a testemunha (SA). Nas raizes de plantas cultivadas no solo
com esterco e enriquecidos com os isolados BFT 4, BFT 7, BFT 11, BFT 71, BFT
87, BFT 88 e BFT 102, a reduc&o no numero de galhas variou de 26% (BFT 4) até
55% (BFT 11) em relacéo ao tratamento testemunha (SAE) (Tabela 3).
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No numero de galhas por grama de raizes, exceto, para os tratamentos com
os isolados BFT 102, BFT 106 e PD 3, os demais diferiram estatisticamente entre
0s solos (com e sem esterco), com menor numero de galhas no solo com esterco.
Quando avaliados os tratamentos entre si, verificou-se houve reducao significativa
no namero de galhas por grama de raizes no solo sem esterco, enriquecido com a
maioria dos isolados de actinobactérias, com reducdo de até 87% (BFT 102).
Para o solo incorporado com o esterco, essa reducéo variou de 32% (BFT 87) até
54% (BFT 7) (Tabela 3).

Tabela 3. Numero de galhas (NG) e de massas de ovos (MO) de Meloidogyne
javanica, por planta e por grama de raizes, em tomateiros crescidos em solo com
esterco (CE) e sem esterco (SE) e enriguecidos com actinobactérias.

Tratamentos Dano nas raizes do tomateiro
NG/planta NG/g raizes MO/planta MO/g raizes

SE CE SE CE SE CE SE CE
Testemunha  130,4 Aa 1460 Aa 39,2Aa 10,6Ba 1182 Aa 955Aa 368Aa 7,8Bb
BFT 4 146,5Aa 108,0Ab 32,0Aa 10,7 Ba 26,2 Bb 73,2 Ab 5,4 Ab 7,1 Ab
BFT 7 952Ab  71,2Ab 253Ab  49Bb 17,8 Bb 71,2 Ab 4,7 Ab 4,8 Ac
BFT 11 121,8Aa  650Bb 237Ab  6,0Bb 306 Ab  402Ab  6,3Ab 4,3 Ac
BFT 41 197,2Aa 1412Aa 30,1Aa 99Ba 65,4 Aa 97,2Aa  10,2Ab 6,3 Ab
BFT 71 2452 Aa  78,0Bb 482Aa  6,4Bb 73,0 Aa 428Ab  162Ab  2,7Bc
BFT 87 654Ab 101,6 Ab 187Ab  7,2Bb 22,8 Ab 51,6 Ab 6,4 Ab 3,6 Ac
BFT 88 742Ab  80,2Ab 205Ab  58Bb 21,4 Ab 53,0 Ab 5,9 Ab 3,9 Ac
BFT 102 20,2Bb 102,6 Ab 504Ac 6,4 Ab 5,8 Bb 58,4 Ab 1,5 Ab 3,7 Ac
BFT 106 474Bb 1516 Aa 116 Ac 20,8 Aa 12,8 Bb 136,4Aa  3,1Bb 17,2Aa
PD 3 65,5Bb 2022Aa 17,5Ab 152 Aa 17,8 Bb 1700 Aa  55Bb 13,0 Aa

CV(%) 31,1 27,4 34,3 32,0

Letras mailsculas na linha comparam o efeito do mesmo isolado de actinobactéria em tomateiros
inoculados com nematoides. Letras minlUsculas na coluna comparam o efeito dos isolados de
actinobactérias em tomateiros inoculados com nematoides. Letras iguais ndo diferem entre si pelo
teste de Scott -Knott a 5% de probabilidade.

Reducéo significativa na massa de ovos por planta foi observada com o
enriquecimento do solo com os isolados de actinobactérias e sem esterco, com
excecdo, dos isolados BFT 41 e BFT 71 que nao diferiram da testemunha (SA). A
reducado variou de 74% a 95% no solo infestado com os isolados BFT 11 e BFT
102, respectivamente, quando comparados com a testemunha. No solo com
esterco, a reducgédo variou de 23% (BFT 4) a 58% (BFT 11) em relacdo ao
tratamento testemunha (SAE) (Tabela 3).
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O enriquecimento do solo sem esterco, com todos os isolados de
actinobactérias reduziu a massa de ovos por grama de raizes de forma
significativa, variando de 56% (BFT 71) a 96% (BFT 102). Houve reducdo de
65%, 54%, 53%, 50%, 45% e 38%, respectivamente, no solo com esterco e com
os isolados BFT 71, BFT 87, BFT 102, BFT 88, BFT 11 e BFT 7de actinobactérias
(Tabela 3).

Destaca-se que os resultados de numero de galhas e massas de ovos por
grama de raizes, nas duas testemunhas, indicaram que substancias presentes no
esterco bovino, a exemplo, de acidos humicos e acidos fulvicos, provavelmente,
promoveram o efeito nematicida (SANTOS et al., 2013). Este indice foi inferior no
solo com esterco em relacéo a testemunha do solo sem esterco, com reducao de
73% e 79%, no numero de galhas e de massas de ovos por grama de raizes,
respectivamente.

Estes mesmos isolados foram utilizados no controle de M. javanica em
mudas de tomateiro cultivadas em substrato Vivatto SIim®, sendo que os isolados
BFT 4, BFT 7, BFT 41, BFT 71, BFT 88, BFT 106 e PD 3 promoveram redu¢ao no
namero de galhas e de massa de ovos por grama de raizes acima de 50%
(DAMASCENO e SOARES, 2013).

Dentre 0s micro-organismos presentes no solo, as actinobactérias sado os
principais responsaveis pela mineralizacdo da matéria organica (KIEHL, 2004),
pois produzem compostos bioativos e enzimas (MALHERBE e CLOETE, 2002)
que atuam na decomposicdo de macromoléculas organicas recalcitrantes tais
como celulose, hemicelulose e lignina (KNAUF e MONIRUZZAMAN, 2004;
REDDY e YANG, 2005). Estes isolados de actinobactérias ja demonstraram, sob
condig¢des in vitro, a capacidade de producéo da enzima celulase (DAMASCENO,
2011).

A decomposicdo do esterco incorporado ao solo enriquecido com as
actinobactérias favorece ainda mais a proliferacdo de outros inimigos naturais,
podendo promover a adicdo de nutrientes e a melhoria da estrutura do solo, além
de possuirem substadncias com efeito nematicida (BADRA et al., 1979;
GONZALES e CANTO-SAENZ, 1993).

A incorporacdo do esterco bovino favoreceu a decomposicdo da matéria
organica pelos isolados de actinobactérias. Em consequéncia, reduziu os danos

devidos aos nematoides, pois ao avaliar a massa da matéria seca das raizes,
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observou-se que nos tratamentos somente com actinobactérias (sem o esterco),
em alguns casos, a biomassa seca foi inferior ao tratamento testemunha 1 (SA),
nao havendo diferenca entre os tratamentos (Tabela 2). A incorporacdo de
matéria organica ao solo, além do proprio potencial nematicida de alguns residuos
(AKHTAR e MALIK, 2000; FERRAZ et al. 2010; LOPES et al., 2011), pode
contribuir para o estabelecimento de agentes de controle biolégico.

Cannayane e Rajendran (2001) relataram sobre o controle de fitonematoides
pela associacdo de agentes de controle bioldégico e matéria organica. Quando se
adiciona matéria organica no substrato, dependendo do tipo de composto, durante
0 seu processo de decomposicédo, podem ser produzidos e liberados, no solo,
compostos que sdo toxicos aos nematoides, promovendo efeito nematicida. O
mecanismo de acdo da matéria organica na supressao de fitonematoides tem sido
atribuido, muitas vezes, & melhoria da estrutura dos solos, incluindo mudancgas no
pH, umidade e nas propriedades quimicas e fisicas, aumentando a capacidade de
retencdo de agua e melhorando a nutricdo da planta por meio da liberacdo de
nutrientes (AKHTAR e MALIK, 2000; FERRAZ et al. 2010).

O potencial da utilizacdo de adubos organicos e micro-organismos
antagonistas, como as actinobactérias, principalmente do género Streptomyces,
no controle de fitonematoides em culturas de interesse econdémico, foram
relatados por diversos autores (JONATHAN et al., 2000; KAZUYOSHI et al., 2002;
COIMBRA et al., 2005; COIMBRA et al., 2006; ARDUIM, 2006; SOUSA et al.,
2006; PAIXAO, 2008; SOUSA et al., 2009; COIMBRA e CAMPOS, 2010;
DAMASCENQO, 2011; SANTOS, 2013).

Machado et al. (2013) estudaram o efeito da aplicacdo de Pochonia
chlamydosporia e esterco bovino no controle de Meloidogyne javanica em
tomateiro e verificaram que a incorporacgéo, ao solo, de esterco bovino juntamente
com o fungo, aumentou a biomassa da parte aérea e das raizes de tomateiros e
reduziu o numero de galhas e de ovos de M. javanica. Machado et al. (2010),
avaliaram o efeito da aplicagcdo de Paecilomyces lilacinus e esterco bovino na
reducdo populacional de M. incognita em tomateiro e alface e concluiram que a
acao supressora da combinacdo fungo-esterco ocorreu, principalmente, por meio
do esterco, uma vez que a aplicacéo isolada do fungo néo reduziu o dano.

Siddiqui et al. (2001) testaram dois isolados de Pseudomonas fluorescens

em combinagdo com a adicdo de esterco bovino e fertilizante inorganico, visando
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ao manejo de M. incognita em tomateiro. Segundo 0s autores 0 uso da matéria
organica combinada com P. fluorescens promoveu maior redu¢do no numero de
galhas e maior crescimento das plantas do que a aplicacdo do fertilizante
inorganico. Em trabalho desenvolvido por Gomes et al. (2002), estudando a
influéncia do esterco bovino no substrato sobre a multiplicacdo de Pasteuria
penetrans em tomateiro inoculado com M. javanica, os autores verificaram que 0s
menores indices de galhas foram encontrados nos substratos que continham
esterco.

Ficou constatado, neste trabalho, que o enriquecimento e incubagao do solo
com os isolados de actinobactérias e com a adicdo do esterco bovino tém efeito
benéfico no crescimento do tomateiro e na reducdo dos danos causados pelo
nematoide-das-galhas. Durante o periodo de incubacdo, as actinobactérias
colonizaram o solo e podem ter acelerado o processo de mineralizagdo dos

nutrientes, disponibilizando-os para as plantas.

Quantificacdo das actinobactérias no solo

A quantificag@o de todos os isolados de actinobactérias, aos 30 dias apos a
incubacdo e apOs a coleta dos tomateiros, revelou densidade populacional
superiore aos tratamentos testemunhas (SA e SAE), conforme apresentado na
Tabela 4.

No solo enriquecido somente com actinobactérias, a populacdo variou de
2,66 x 10* a 2,88 x 10° UFC.g* de solo, apds os 30 dias de incubacéo e de 1,33 x
10* a 2,92 x 10° UFC.g* de solo, apés a coleta das plantas (Tabela 4). Observou-
se que o tratamento testemunha (SA) apresentou uma populacdo muito baixa de
actinobactérias, mesmo apo0s a esterilizacdo do solo. Provavelmente, sejam
actinobactérias nativas, tolerantes a temperaturas elevadas (Tabela 4). Houve
aumento na densidade populacional com a maioria dos isolados de actinobactérias
no solo sem esterco, apos a coleta do experimento, quando comparados com a
densidade populacional aos 30 dias de incubacéo

No solo enriquecido com actinobactérias e com a aplicacdo do esterco
bovino, a populacéo variou entre 4,23 x 10* e 2,95 x 10° UFC.g* de solo, antes do
plantio e ap0s a coleta das plantas (Tabela 4), respectivamente. Para o solo com

os isolados de actinobactérias BFT 11 e BFT 106, a incorporacdo do esterco nao



favoreceu a densidade populacional; pelo contrario, houve reducdo na populacéo

final de actinobactérias apGs a coleta das plantas (Tabela 4).

Tabela 4. Densidade populacional de actinobactérias em solo com esterco (CE) e
sem esterco (SE) aos 30 dias apés incubacao e apés a coleta do tomateiro.

Tratamentos Antes do plantio Apés a coleta das plantas

SE CE SE CE
Testemunha 2,66 x 10" Bc 6,20 x 10" Ac 1,33 x 10* Ac 1,50 x 10* Ac
BFT 4 1,13 x 10° Ab 5,53 x 10*Bc 2,37 x10° Aa 1,10 x 10°Bc
BFT 7 1,65 x 10° Ab 1,02 x 10° Ac 2,92 x 10° Aa 2,38 x 10° Ab
BFT 11 2,51 x 10° Aa 1,80 x 10° Ab 2,35 x 10° Aa 9,06 x 10*Bc
BFT 41 9,96 x 10*Bb 1,56 x 10° Ab 1,70 x 10° Aa 2,05 x 10° Ab
BFT 71 1,30 x 10° Ab 9,80 x 10" Bc 2,25 x 10° Aa 7,06 x 10" Bc
BFT 87 1,49 x 10° Ab 4,23 x 10° Bc 1,87 x 10° Ab 5,56 x 10" Bc
BFT 88 2,50 x 10° Aa 2,32 x 10° Aa 1,79 x 10°Ba 2,80 x 10° Ab
BFT 102 2,88 x 10° Aa 2,95 x 10° Aa 9,30 x 10*Bb 3,66 x 10° Aa
BFT 106 1,17 x 10° Ab 1,70 x 10° Ab 1,44 x 10° Ab 6,86 x 10* Bc
PD 3 1,67 x 10° Ab 1,73 x 10° Ab 1,70 x 10° Aa 1,24 x 10° Ac
CV (%) 14,5 16,3

Letras mailsculas na linha comparam o efeito do periodo de incubagdo (aos 30 dias antes do
plantio) para o0 mesmo isolado de actinobactéria. Letras minlUsculas na coluna comparam 0s
isolados de actinobactérias entre si. Letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a
5% de probabilidade.

Damasceno (2011), trabalhando com o0s mesmos isolados em trés
experimentos e utilizando substrato comercial, verificou variagbes na densidade
populacional dos isolados. Segundo o autor, provavelmente isto ocorreu devido a
fatores como umidade e temperatura que ndo foram controlados, uma vez que
outros fatores como substrato, espécie vegetal e isolado foram os mesmos entre
0s experimentos. Ainda, de acordo com 0 mesmo autor, o crescimento depende do
isolado de actinobactéria e da capacidade deste em utilizar os nutrientes do solo e
crescer nessas condicbes de cultivo. A colonizacdo do solo pelos isolados de
actinobactérias é importante, pois propicia a competicdo por nicho e o seu
estabelecimento nas fases iniciais do desenvolvimento vegetal.

Outros autores haviam encontrado resultados semelhantes em estudos
anteriores com isolados de actinobactérias na cultura do tomateiro (LIMA, 2003;
SOUSA et al., 2009a; SOARES et al., 2010; DAMASCENO e SOARES, 2013), do
eucalipto (MAFIA et al., 2005), do cacau (BARRETO, 2007), do girassol e do
pinhdo-manso (BRITO, 2010) e também demonstraram que estes micro-
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organismos proporcionaram incrementos significativos no crescimento destas
culturas.

O enriquecimento do solo antes do plantio pode promover a estabilizacao
da comunidade microbiana, permitindo a multiplicacdo das actinobactérias, por
exemplo. Estes isolados de actinobactérias possuem competéncia rizosférica, ou
seja, tém a capacidade de colonizar o sistema radicular e de sobreviver no solo
ou rizosfera, na presenca da microbiota nativa (COMPANT et al., 2005).

Possivelmente, tenha ocorrido a mineralizacdo de nutrientes,
especialmente daqueles presentes no esterco que foi incorporado ao solo, por
meio da acdo das actinobactérias que sao consideradas importantes
degradadores primarios. As actinobactérias sdo micro-organismos envolvidos em
processos de ciclagem da matéria organica (MIAO e DAVIES, 2010), em
decorréncia da producdo de metabdlitos secundarios biologicamente ativos,
principalmente os antibioticos (VENTURA et al., 2007) e enzimas (MALHERBE e
CLOETE, 2002) que atuam na decomposicdo de macromoléculas organicas
recalcitrantes tais como celulose, hemicelulose e lignina (KNAUF e
MONIRUZZAMAN, 2004; REDDY e YANG, 2005). Os metabdlitos produzidos por
estes micro-organismos podem causar a imobilidade e/ou mortalidade dos
nematoides, antes da sua penetracdo nas raizes, reduzindo a infectividade das
plantas (SOUSA, 2006).

Estes resultados corroboram com aqueles obtidos por Sousa (2006),
indicando que as actinobactérias colonizaram o substrato, demonstrando que o
periodo de incubacdo do solo proporcionou tempo habil para que as
actinobactérias, que possuem elevada capacidade de degradacdo de moléculas
complexas, pudessem atuar na decomposicdo das substancias organicas,
promovendo a mineralizacdo da matéria organica presente no solo.

A utilizacdo desses micro-organismos constitui-se numa alternativa
ecologica aos agroquimicos, além de ser uma estratégia de controle com
significativa eficiéncia contra patdogenos do solo, para os quais as medidas de
controle sao restritas. Assim, os resultados destes trabalhos demonstraram que
estes isolados de actinobactérias tém grande potencial para a promoc¢édo de
crescimento de plantas e biocontrole de M. javanica.
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Crescimento de actinobactérias em diferentes valores de pH

Os isolados cresceram em todos os valores de pH, tomando toda a placa
aos cinco dias apds a incubacédo (Tabela 5). Por meio destes resultados, foi
possivel verificar que os isolados sdo adaptados a diferentes valores de pH, os
quais podem sobreviver em solos acidos ou alcalinos. A maioria das
actinobactérias isoladas de solo rizosférico e ndo-rizosférico crescem na faixa de
pH que varia entre 6,5 a 8,0 (GAVA, 1998). Segundo Araujo (1998), as
actinobactérias crescem em solos de pH neutro e alcalino, embora muitas
cresgcam em solos acidos.

Sousa (2006) trabalhou com isolados de actinobactérias na faixa de pH de
5,0 a 7,0 e observou que os isolados cresceram em todos os valores de pH.
Entretanto, apresentaram melhor crescimento na faixa de pH entre 6,5 a 7,0. Este
mesmo autor observou que alguns isolados de actinobactérias tiveram bom
desenvolvimento em pH acido, sugerindo que os isolados utilizados estavam
adaptados as condicdes ambientais, o que |hes conferiam boa capacidade de

competicéo e sobrevivéncia em solos acidos.

Tabela 5. Crescimento dos isolados de actinobactérias em meio de cultura
Czapeck Dox solido com diferentes valores de pH.

pH
Isolados 4,0 5,0 6,0 7,0 8,0 9,0 10,0
BFT 4 + + + + + + +
BFT 7 + + + * * N N
BFT 11 + + + + + + +
BFT 41 + + + + + + +
BFT 71 + + + + + + +
BFT 87 + + + + + + +
BFT 88 + + + + + + +
BFT 102 + + + + + + +
BFT 106 + + + + + + +
PD 3 + + + + + + +

Os sinais indicam respostas positivas para o crescimento de actinobactérias em diferentes valores
de pH.

Colonizacgéo radicular in vitro de plantulas de tomateiro pelos isolados de
actinobactérias

Todos os isolados de actinobactérias colonizaram; in vitro, o sistema
radicular das plantulas de tomateiro (Tabela 6). A constante exsudacdo de
compostos das células radiculares e dos micro-organismos, como aglutininas,

lecitinas, flavonoides e polissacarideos sé@o responsaveis pelo reconhecimento
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entre micro-organismo e planta (AGUILLAR et al., 1988; KIJINE et al., 1988) e o
efeito rizosférico que culmina na colonizacdo radicular por micro-organismos
(CHET et al., 1990; KORTEMAA et al., 1994).

Tabela 6. Producdo de enzimas extracelulares e colonizacdo radicular pelos
isolados de actinobactérias.

Isolado Amilase* Catalase* Colonizagéo
radicular**
BFT 4 + T n
BFT 7 + + +
BFT 11 + + +
BFT 41 } N N
BFT 71 - + N
BFT 87 + N N
BFT 88 ; + N
BFT 102 + + +
BFT 106 ; N N
PD 3 + + +

*Os sinais indicam respostas positivas ou negativas para a producdo de enzimas
extracelulares. **Presenca (+) de raizes colonizadas.

Oliveira (2009) utilizou um isolado endofitico de Streptomyces (R18) e
demonstrou a capacidade de colonizacao in vitro de raizes de tomateiro. Sousa et
al. (2008) verificaram que os seis isolados de actinobactérias utilizados
colonizaram as raizes de plantulas de tomateiro.

Para que uma rizobactéria seja eficiente em cultivos a campo ou em casa
de vegetacao, esta deve colonizar o sistema radicular da planta hospedeira e ser
capaz de competir com bactérias nativas dos mais diversos tipos de solo
(FREITAS, 2003). A colonizacao de raizes é um pré-requisito para a manutencao
e sobrevivéncia de rizobactérias e para o eficiente controle de patégenos do solo,
promovendo efeitos benéficos, diretos e indiretos, no crescimento de plantas
(MELLO, 1988; ALVEREZ et al., 1995; MARCUZZO, 2010). Diversos trabalhos
tém demonstrado que bactérias que colonizam o sistema radicular apresentam
significativo controle de espécies de Meloidogyne (HALMANN et al., 1998;
SIDDIQUI et al., 2000; SIDDIQUI e EHTESHAMUL-HAQUE, 2001; PINHO et al.,
2009).

Caracterizacao fisiologica dos isolados de actinobactérias
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Todos os isolados de actinobactérias apresentaram a capacidade de
producdo de catalase, uma enzima que atua na promog¢édo de crescimento e
controle biologico de doencas de plantas (Tabela 6). Algumas espécies de
actinobactérias, como S. coelicolor, produzem trés catalases distintas (HAHN et
al., 2000) que agem na protecdo das plantas contra os estresses osmdético e
oxidativo.

Sessenta por cento dos isolados demonstraram a capacidade de producéo
de amilase (Tabela 6). Amilases sdo enzimas que hidrolisam moléculas de amido
em diversos produtos e, progressivamente, em polimeros menores, compostos de
unidades de glicose (DASTAGER et al., 2009). O amido é constituido de dois
polimeros de glicose, a amilose e a amilopectina, sendo o0 mais importante
composto organico de reserva das plantas. Entre 0os poucos micro-organismos
com capacidade de degradar o amido, encontram-se as actinobactérias,
produzindo &cidos organicos, CO, e dextrinas durante a decomposicdo
(MOREIRA e SIQUEIRA, 2002).

Os isolados de actinobactérias utilizados neste estudo demonstraram em
ensaios in vitro, realizados anteriormente (DAMASCENO, 2011) serem produtoras
de outras enzimas extracelulares e &cido indolacético, que sdo importantes no
crescimento de plantas e controle de patdogenos. Segundo o autor, 30%
apresentaram atividade xilanolitica, 80%, atividade celulolitica e quitinolitica, 100%
apresentaram atividade lipidica e 60% mostraram a capacidade de producédo de
acido indolacético.

A degradacao da celulose e da xilana por micro-organismos tem importante
papel na decomposicdo da matéria organica do solo ou de substratos de
crescimento de plantas, disponibilizando nutrientes e beneficiando o
desenvolvimento das mesmas (RAUPACH e KLOEPPER, 1998; COMPANT et al.,
2005; SOARES et al, 2010; DAMASCENO e SOARES, 2013). O Aacido
indolacético afeta a morfologia das raizes, aumentando o comprimento e o numero
de pelos radiculares (BARBIERE et al.,, 1986), deixando as plantas com menor
suscetibilidade a escassez de nutrientes e ao déficit hidrico (CATTELAN, 1999),
atuando no crescimento vegetal.

As quitinases produzidas por muitos organismos, entre eles as
actinobactérias, sdo enzimas com a propriedade de hidrolisar a quitina em

oligbmeros de N-acetilglicosamina (NAG), que assim podem ser absorvidos e
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metabolizados, sendo um dos mecanismos utilizados no biocontrole de
nematoides, pela destruicdo da cuticula (GOODAY et al., 1992; PARK et al., 2002).
No solo, a decomposicdo da quitina libera substancias toxicas a fitonematoides
como a amonia, uma vez que aquela macromolécula possui teor elevado de
nitrogénio. Além disso, a quitina serve como substrato e fonte de energia para as
actinobactérias, permitindo a estas competirem com mais eficiéncia com outros
micro-organismos do solo e da rizosfera.

As lipases sdo importantes no controle de nematoides por degradarem as
suas reservas energéticas e por atuar nos lipidios de membrana. Os J2 de M.
javanica, apos eclosao, possuem 30% do seu peso corporal em lipidios, como
fonte de reserva energética, a qual é utilizada no processo de migracdo e
parasitismo na planta (ARDUIM, 2006; ROCHA, 2007). Depreende-se, entdo, que
todos estes micro-organismos demonstraram em ensaios in vitro atividade lipidica,
sendo considerados importantes no controle de nematoides.

Esses resultados corroboram aos obtidos por outros autores para o controle
de diversas espécies de nematoides com actinobactérias (WALTER e KAPLAN,
1990; JONATHAN et al., 2000; COIMBRA et al., 2005; PAIXAO, 2008; SOUSA et
al., 2009; COIMBRA e CAMPOS, 2010; DAMASCENO e SOARES, 2013;
SANTOS, 2013).

Caracterizacdo morfolégica dos isolados de actinobactérias

Pelas caracteristicas morfolégicas dos isolados de actinobactérias,
observadas por microscopia Optica, foi possivel concluir que 0s mesmos
pertencem ao género Streptomyces (Figura 1). Estas actinobactérias foram
isoladas de solo em plantio de sisal. Segundo Basilio et al. (2003), os géneros de
actinobactérias mais comumente isolados, principalmente de solo, séo
Streptomyces e Micromonospora. Entre as caracteristicas morfologicas,
encontram-se a formacdo de hifas filamentosas e ramificadas, a formacéo de
micélio, o que proporciona as actinobactérias uma aparéncia pulverulenta
caracteristica e a producdo de pigmentos.

Os isolados de actinobactérias aqui estudados apresentaram micélio aéreo
bem desenvolvido, a maioria com esporos em cadeias curtas e em formato
flexuoso e de coloracéo variada (Tabela 7). Verificou-se variacado na coloracdo do

micélio e das colbnias, com as cores branco, creme e amarelo. A produgéo destes
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pigmentos, frequentemente, ndo se limitava apenas ao micélio, mas se difundiam
no meio de cultura, alterando a sua coloragcdo com variacdes nas tonalidades de
amarelo/amarronzado a roseo, de acordo com o meio de cultura utilizado.
Somente no meio ISP-3 (farinha de aveia-agar), houve pouca producédo de
pigmentos, ao observar a placa no sentido inverso. Os esporos das coldnias das
actinobactérias soltavam-se facilmente do meio sdlido, do micélio vegetativo, e

foram observados em microscoépio estereoscopio (Tabela 7).
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BFT 102

BFT 106

Figura 1. Fotografias obtidas sob microscépio optico (40 x) dos isolados de actinobactérias, apds esporulacao (BFT 4, BFT 7, BFT 11, BFT 41, BFT 71, BFT
87, BFT 88, BFT 102, BFT 106 e PD 3) em laminulas posicionadas de forma inclinada em meio de cultura incubado com os isolados de actinobactérias.As
setas indicam as cadeias de esporos.
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Hopwood (2007) descreveu as colbnias de Streptomyces como sendo
macias, mas que se tornam pulverulentas ou algodonosas a medida que o micélio
aéreo e 0s esporos se desenvolvem. Entre as actinobactérias, as colénias do
género Sreptomyces tém crescimento lento, necessitando de sete a dez dias para
desenvolver suas hifas aéreas. De acordo com Aradjo (1998), o grupo
Streptomyces apresenta colonias pulverulentas ou velutinas, com micélio aéreo
de diferentes tonalidades. O micélio colorido ocorre pela producéo de pigmentos e
a aparéncia pulverulenta decorre da formacédo do micélio aéreo (RAHMAN et al.,
2000; SATHI et al., 2001). As colbnias também podem produzir pigmentos
soliveis de cores diversas. Entretanto, estas caracteristicas fenotipicas

dependem da composi¢do do meio de cultura (CROSS, 1989).

Tabela 7. Caracterizagdo morfoldégica de isolados de Streptomyces spp. nos
meios de cultura cultura sdlido a base de extrato de malte, extrato de levedura e
agar (ISP-2), farinha de aveia e agar (ISP-3), sais inorganicos, amido e agar (ISP-
4).

Cor
Cadeia de esporos Micélio aéreo* Colbnia* Pigmentos*

Isolados Formato  Comprimento ISP ISP ISP ISP ISP ISP ISP ISP ISP

2 3 4 2 3 4 2 3 4
BFT4 flexousa longa A B B B/A B B L Au M
BFT7 flexousa longa C C C Cz C C L A A/A
BFT11 flexousa curta C B C C B C C/A R A/A
BFT41 flexousa curta C C C C C/A B C Au A
BFT71 flexousa curta C B C B B/A C C Au M
BFT87 flexousa curta C/A C B C B A A A Au
BFT88 flexousa curta B B C B A B C Au R
BFT102 flexousa curta B B B B/A A B L Au A
BFT106 flexousa curta C B C B B B C Au A/A
PD 3 flexousa curta B B B B B B B R M

*A - amarelo; A/A - amarelo/amarronzado; Au — auséncia de pigmentos B - branco; B/A - branco

amarelado; C - creme; C/A - creme/amarelado; Cz - cinza claro; L - laranja; M - marrom; R - résea.

Identificacdo molecular dos isolados de actinobactérias

A analise das sequéncias de 1400 pb alinhadas do gene 16S rRNA indica

que os isolados de actinobactérias pertencem ao género Streptomyces (Figura 2).

A comparacdo entre as sequéncias destes isolados e as sequéncias

encontradas nos bancos de dados publicos indica identidade de 99 % para os
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isolados BFT 4, BFT 7, BFT 11, BFT 41, BFT 71, BFT 87, BFT 102, BFT 106 a S.
albolongus (T) NBRC 13465 AB184425 e S. cavourensis (T) NRRL2740
DQ445791. O isolado BFT 88 apresentou pequenas diferencas na sequéncia do
gene ribossomal 16S, o que significa que pode se tratar uma espécie nova, mas
com 99% de similaridade ao género Streptomyces (Figura 2).

Streptomycces albolongus tem sido relatado por alguns autores como
produtor de metabdlitos secundarios bioativos, com atividade comprovada frente
as bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, também com atividade
anticancerigena, inibindo o crescimento de células tumorais (YUAN et al., 2010;
SUDHA e MASILAMANI, 2011; UDDIN et al., 2013).

Streptomyces albolongus (T) NBRC 13465 AB184425

Streptomyces sp. 511 HFG74972

Actinobacteria 1-2-3-4-5-6-8-9-10

| Streptomyces cavourensis (T) NRRL 2740 DQ445791
Streptomyces araujoniae (T) ASBV-1 EUT92889

= |
o

61 EStreptomyces sp. SNAD15 JF969279
77 lActinobacteria 7

Streptomyces bacillaris (T) NBRC 13487 AB184439
Streptomyces globisporus (T)NRRL B-2872 EF 178686
Streptomyces parvus (T) NRRL B-1455T DQ442537
Streptomyces sindenensis (T) NBRC 3399 AB184759
52 | Streptomyces badius (T) NRRL B-2567 AY999783
Streptomyces fimicarius (T) ISP 5322 AY999784
Streptomyces albogriseolus (T) 40003 AY177662

6

e ——
0.005

Figura 2. Arvore filogenética baseada na sequéncia do gene 16S rDNA dos isolados de
Streptomyces spp., seguidos do grupo genotipico e do nimero de acesso no GenBank.
Construida pelo método de Maximum Likelihood com a utilizacédo de 500 replicacdes. Os isolados
de actinobactérias estéo codificados como: 1. BFT 4, 2. BFT 7, 3. BFT 11, 4. BFT 41, 5. BFT 71, 6.
BFT 87, 7. BFT 88, 8. BFT 102, 9. BFT 106 e 10. PD 3.

Entretanto, mais estudos sdo necessarios para a identificagdo destes
isolados de Streptomyces, sendo possivel apenas indicar, neste trabalho, a
similaridade destes isolados em relacdo as espécies ja conhecidas. O género
Streptomyces inclui o maior numero de espécies e linhagens dentre as

actinobactérias. A identificacdo por técnicas de biologia molecular é necessaria

para a identificacdo taxondmica em espécie, principalmente, pelo uso de
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sequéncias do gene 16S rRNA (VASCONCELLOS, 2008). Porém, somente esta
analise € insuficiente para classificar as espécies dentro do género Streptomcyes
devido ao grau de complexidade deste taxon (ZHAO et al.,, 2006). Assim, séo
utilizados outros métodos complementares, tais como, a caracterizacao
morfolégica e a fisiolégica que auxiliam na taxonomia, tornando a identificacdo
mais precisa (PRAUSER et al., 1997).

CONCLUSOES

1. O enriguecimento do solo com esterco bovino e isolados de Streptomyces
codificados como BFT 4, BFT 7, BFT 11, BFT 87, BFT 88 e BFT 102 ou apenas
com os isolados de Streptomyces promoveu o controle de M. javanica no
tomateiro;

2. Os isolados de Streptomyces codificados como BFT 106 e PD 3 atuam na
promocao de crescimento de tomateiro em solo com esterco bovino, mas nao tém
efeito no controle de M. javanica.

3. Os isolados de actinobactérias sdo produtores das enzimas extracelulares
amilase e catalase, sob condi¢des in vitro, apresentam a capacidade de colonizar
plantulas de tomateiro, in vitro e de crescer no solo em ampla faixa de pH;

4. Os isolados de Streptomyces apresentaram 99% de similaridade com S.
albolongus e S. cavourensis (BFT 4, BFT 7, BFT 11, BFT 41, BFT 71, BFT 87,
BFT 102, BFT 106 e PD3) e com o género Streptomyces (BFT 88).
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RESIDUO SOLIDO DO DESFIBRAMENTO DE FOLHAS DE SISAL (Agave
sisalana Perrine ex Engelm) NO CONTROLE DE Meloidogyne javanica EM
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RESIDUO SOLIDO DO DESFIBRAMENTO DE FOLHAS DE SISAL (Agave
sisalana Perrine ex Engelm) NO CONTROLE DE Meloidogyne javanica EM
TOMATEIRO

Autores: Josilda Cavalcante Amorim Damasceno, Fabio Nascimento de Jesus,
Ana Cristina Fermino Soares e Rosane da Silva Sant'ana

Resumo: Este trabalho teve o objetivo de estudar o extrato aquoso e o pé moido
provenientes do residuo solido e seco do desfiboramento de folhas de sisal no
controle de Meloidogyne javanica em tomateiro. Foram conduzidos bioensaios in
vitro com 100 pL de suspensao aquosa contendo 300 juvenis de segundo estadio
(J2) de M. javanica e 1000 pL do extrato aquoso. Os tratamentos consistiram do
extrato aquoso a 2,5%; 5,0%; 7,5%; 10,0%; 12,5%; 15,0%; 17,5%; 20,0%; 22,5%;
25,0%; 27,5% e 30,0%; as testemunhas sem o extrato e com Carbofuran a 50 mg
i.a.L?, com a imersdo dos J2 por 24 e 48 horas. Em casa de vegetacdo, foram
conduzidos dois ensaios. No primeiro, aos sete dias apos o transplantio, fez-se a
aplicacdo do extrato aquoso nas concentracdes de 0%, 10%, 20%, 30% e 40%.
Para o segundo ensaio, o0 p6 moido foi misturado ao solo nas doses equivalentes
a 0, 10, 20, 30 e 40 t ha™, com incubacéo por dez dias, seguidos do transplantio
do tomateiro. Em ambos os ensaios, as plantas foram inoculadas com 4000
individuos de M. javanica. As testemunhas foram constituidas por agua destilada
e 0 nematicida Carbofuran. Aos quarenta dias apdés a inoculacdo, foram
analisados o0 crescimento vegetativo e o0s danos nas raizes. Todas as
concentracbes do extrato aquoso apresentaram efeito nematicida nos testes in
vitro, ap6s 48 horas de exposicdo dos nematoides. Obteve-se 96% de
mortalidade dos J2 com o extrato na concentracdo de 30%. Este extrato, em
todas as concentracgdes, causou reducdes significativas nos nimeros de galhas e
de massas de ovos por planta (média de 46% e 45%) e por grama de raizes do
tomateiro (média de 37% e 39%), respectivamente. A aplicacdo de 20 e 30 t ha*
do pé moido reduziu o numero de galhas por planta (51,0% e 37%) e por grama
de raizes (42% e 26%) e o numero de massas de ovos por planta (58% e 46%) e
por grama de raizes (39% e 24%), respectivamente. A aplicacdo no solo de 40 t
ha™ do residuo seco causou fitotoxicidade no tomateiro.

Palavras-chave: Residuos agricolas, nematoide-das-galhas, controle cultural,

Solanum lycopersicum.
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SISAL (Agave sisalana Perrine ex Engelm) LEAF DECORTICATION SOLID
RESIDUE FOR CONTROLLING Meloidogyne javanica IN TOMATO PLANTS

Authors: Josilda Cavalcante Amorim Damasceno, Fabio Nascimento de Jesus,
Ana Cristina Fermino Soares e Rosane da Silva Sant'ana

Abstract: This study aimed to evaluate the effect of the aqueous extract and the
ground powder obtained from sisal solid and dry residue from leaf decortication, in
controlling the root-knot nematode Meloidogyne javanica in tomato plants. In vitro
bioassays were conducted with 100 pL of an aqueous suspension with 300
juveniles of M. javanica and 1000 uL of the aqueous extract. The treatments
consisted of nematode immersion for 24 and 48 hrs in sisal aqueous extract, at
concentrations of 2.5%, 5.0%, 7.5%, 10.0%, 12.5%, 15.0%, 17.5%, 20.0%, 22.5%,
25.0%, 27.5% and 30.0%, and controls with water and Carbofuran. Two assays
were conducted with tomato plants under greenhouse conditions. For the first
assay, agueous extract at concentrations of 0%, 10%, 20%, 30% and 40% was
applied to soil, seven days after transplantation of tomato plants. For the second
essay, dry triturated sisal solid residue was amended to soil and incubated for ten
days, followed by tomato plants transplantation. For both assays, plants were
inoculated with 4000 individuals of M. javanica. As control treatments, distilled
water and Carbofuran were used. Forty days after inoculation, plants were
harvested and evaluated for growth and root damage. All concentrations of the
aquose extract presented nematicidal effect, after 48 hrs of nematode exposure. A
mortality rate of 96% was obtained for M. javanica J2 exposed to the extract at a
concentration of 30%. All concentrations of the aqueous extract caused a
reduction in the numbers of galls and egg masses per plant (average of 46% and
45%) and per gram of roots of tomato (average of 37% and 39%) respectively. Soil
amendment with ground powder at 20 and 30 t ha™ caused a decrease in the
number of galls per plant (51% and 37%) and per gram of root of (42% and 26%),
and in the number of egg masses per plant (58% and 46%) and per gram of roots
(39% and 24%), respectively. Soil amendment of 40 t ha-1 of ground powder
cause phytotoxicity in tomato plants.

Key-words: agricultural residues, root-knot nematode, cultural control, Solanum

lycopersicum.
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INTRODUCAO

O tomateiro € uma cultura de grande importancia econémica, sendo uma
das mais cultivadas, devido a versatilidade quanto ao consumo do tomate e o
valor nutritivo e comercial deste fruto (FERNANDES et al., 2007).

Os nematoides pertencentes ao género Meloidogyne Goeldi (1887) sdo os
mais importantes nematoides fitopatogénicos, pois, apresentam ampla
distribuicdo geogréafica e causam consideraveis prejuizos econémicos a uma
ampla gama de culturas em todo o mundo (REGAIEG et al ., 2010). Os
nematicidas para o controle do nematoides-das-galhas séo altamente téxicos e de
longo efeito residual. O uso destes produtos onera o custo de producdo e
contamina o meio ambiente.

Métodos alternativos, como a incorporacdo ao solo de compostos
organicos de origem vegetal, tortas de residuos e p6 de materiais vegetais de
diferentes espécies de plantas vém sendo estudados no manejo desses
nematoides (MAISTRELLO et al. 2010; RIBEIRO et al., 2012). A utilizacdo do
residuo do desfibramento das folhas de sisal (Agave sisalana Perrine ex. Engelm)
no controle de fitonematoides representa mais uma alternativa para 0s
produtores, além de ter baixo custo e ndo oferecer riscos de contaminacado do
ambiente.

O principal produto da exploracdo do sisal € sua fibra e esta, naturalmente
resistente e de facil industrializacdo, tem sido procurada por muitos investidores e
tem ocupado lugar de destaque na cadeia de producéo. O sisal € a principal fonte
de fibras duras vegetais do mundo, sendo responsavel por quase 70% da
producdo comercial de todas as fibras desse tipo. O Brasil €, hoje, o maior
produtor e exportador de fibras e manufaturados de sisal e o cultivo ocorre em
112 municipios do Nordeste, sendo a Bahia o maior produtor nacional dessa fibra,
concentrando 95% da producéo sisaleira do Pais (SECTI, 2014).

A fibra de sisal representa somente 4% da folha e os residuos sélidos e
aquosos constituem os restantes 96% (BANDEIRA e SILVA, 2006; SUINAGA et
al., 2006), que sao abandonados nas propriedades rurais, sem qualquer
aproveitamento. Estes, no entanto, poderiam ser utilizados como matéria-prima

abundante e barata para fins agricolas e industriais.
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A mucilagem, denominada de residuo e também de bagaco, é abandonada
no campo ou utilizada por alguns poucos produtores na adubacédo do sisal, sendo
parcialmente espalhada na propria cultura, de maneira convencional e sem
critérios técnicos (SILVA e COUTINHO, 2006). Aléem dessas praticas, o residuo
de sisal tem sido utilizado também para a alimentagdo de bovinos, como
suplemento alimentar (SILVA e BELTRAO, 1999; FARIA et al., 2008; BRANDAO
et al., 2011).

Alguns autores tém demonstrado resultados promissores com o residuo
liquido do sisal no controle do acaro rajado e da lagarta-do-cartucho (POTENZA
et al., 2006; SOUZA, 2009). O aumento nas concentracdes de residuo de A.
americana inibiu a germinacédo de conidios de Alternaria brassicae (GULERIA e
KUMAR, 2009). Jesus et al. (2013) inocularam mudas de tomateiro com J2 de M.
javanica tratados in vitro com o residuo liquido fresco e fermentado de sisal nas
concentracbes de 2,5% até 15% e verificaram que ambos o0s residuos
promoveram reducdo no numero de galhas por planta e por grama de raizes em
todas as concentragdes.

Garcia et al. (1999) observaram que extratos de espécies de Agave
apresentam atividade contra bactérias gram-positivas e gram-negativas e
constituem uma importante fonte de sapogeninas esteroides, principalmente
hecogeninas. Santos et al. (2012) utilizaram o residuo liquido de sisal a 20%,
40%, 60%, 80% e 100% no controle do nematoide da casca preta do inhame
(Scutellonema bradys) sob condi¢fes in vitro. Observaram que o residuo liquido
de sisal apresentou efeito nematicida nas concentracdes a partir de 20%.

Contudo, nao foram encontrados, na literatura, trabalhos que relatassem a
utilizacado do residuo seco do sisal no controle de nematoides. Em vista disso,
este trabalho teve o objetivo de avaliar a eficiéncia do extrato aquoso de sisal na
mortalidade de J2 de M. javanica sob condi¢des in vitro e o efeito do extrato
aguoso e de diferentes doses do p6é moido provenientes do residuo sélido seco,

no controle desse nematoide em tomateiro.
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MATERIAL E METODOS

Obtencao do po proveniente do residuo solido de sisal

O residuo soélido de sisal foi coletado no campo, no momento do
desfibramento das folhas, utilizando-se uma pa limpa para retirar a parte solida do
compartimento da maquina, tipo Paraibana, empregada no desfibramento de
sisal, no municipio de Valente, Bahia. O residuo foi colocado em sacos de plastico
e transportado no mesmo dia para o Laboratério de Microbiologia Agricola da
UFRB, onde o material foi colocado para secar em estufa de ventilagdo forcada a
65°C até a obtencdo de massa constante e, em seguida, foi triturado em Micro
Moinho tipo Willye TE 648 (Anexo, Figs. E e F).

Obtencéao do extrato aquoso de sisal

Na obtencdo do extrato aquoso proveniente do residuo sdlido, foram medidos
10 g do material triturado e adicionados 10 mL de agua destilada. A suspensao
permaneceu em repouso por 24 horas em frascos de Erlenmeyer envolvidos em
papel aluminio e mantidos a temperatura ambiente. Apds este periodo, o material
foi macerado em almofariz e centrifugado por 2 minutos a 1800 rpm. O
sobrenadante foi recolhido em Becker para utilizacdo nos ensaios e o pellet foi

descartado.

Obtencdo de ovos e juvenis de segundo estadio (J2) de Meloidogyne
javanica

Na obtencdo dos ovos e J2, raizes de tomateiro cv. Santa Cruz Kada,
cultivado em casa de vegetacao, inoculadas com M. javanica, foram lavadas e
trituradas em liquidificador por 20 segundos com uma solucdo de hipoclorito de
sédio a 0,5%, seguindo-se a técnica de Hussey e Barker (1973), modificada por
Boneti e Ferraz (1981). Em seguida, a suspensdo de raizes trituradas foi
transferida para um conjunto de peneiras, constituido por uma peneira superior de
200 mesh e uma peneira inferior de 500 mesh. O material retido na peneira inferior
foi transferido para camara de eclosdo preparada numa placa de Petri com tela de
35 mesh e papel toalha poroso.

Na desinfestacdo dos J2, a suspensdo obtida na camara de eclosédo foi
transferida para uma peneira de 500 mesh, na qual os J2 ficaram retidos. A

peneira com os J2 foi imersa numa solucéo de hipoclorito de sodio a 0,5% durante
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1 minuto, seguido de quatro lavagens com agua destilada esterilizada. Para
confirmagéo da espécie, foi utilizado a isoenzima esterase, identificada por meio da
eletrofose vertical em géis de bis-acrilamida (CARNEIRO e ALMEIDA, 2001). A
suspensao de ovos/juvenis foi calibrada em camara de contagem de Peters sob

microscoépio estereoscopio.

Extrato aguoso de sisal proveniente do residuo sélido seco sobre a
mortalidade in vitro de juvenis de segundo estadio de Meloidogyne javanica

Os ensaios in vitro foram conduzidos no Laboratério de Microbiologia Agricola
da UFRB, seguindo-se o delineamento inteiramente ao acaso com quatorze
tratamentos e quatro repeticdes. Os bioensaios foram conduzidos em tubos de
microcentrifuga, sendo cada tubo considerado como uma parcela.

Para os bioensaios, foram utilizados 100 pL de uma suspensao aquosa
contendo 300 J2 de M. javanica e 1000 pL do extrato aquoso. Foram avaliadas as
seguintes concentracdes: 0,0% (sem extrato), 2,5%; 5,0%; 7,5%; 10,0%; 12,5%;
15,0%; 17,5%; 20,0%; 22,5%; 25,0%; 27,5% e 30% do extrato aquoso de sisal
diluido em &gua destilada esterilizada (concentracdes definidas por testes
preliminares) e o controle com o nematicida Carbofuran (Furadan 350 SC) a 50 mg
i.a.L?, conforme Nassu et al. (2010).

Os tubos com os bioensaios foram incubados a 28 °C, em camara de
crescimento tipo BOD e, ap0s 24 e 48 horas, os nematoides foram retirados dessa
suspensao, lavados com agua esterilizada, realizando-se a contagem dos
individuos imoOveis em camara de Peters. Apds a contagem, os nematoides foram
colocados em agua por mais 24 horas, sendo em seguida, adicionada uma gota de
solucdo aquosa de hidroxido de sédio (1,0 M) em cada tubo e contados os
individuos, sendo os retos e iméveis considerados mortos, enquanto que 0S
retorcidos ou moveis foram considerados vivos.

Foi realizada analise dos contrastes ortogonais entre os tratamentos com o
extrato aquoso e o nematicida. Os dados foram transformados em arcsen
(x/100)*° e submetidos & andlise de variancia e de regressdo. Utilizou-se o
programa estatistico SISVAR (FERREIRA, 2011).

Extrato aquoso de sisal proveniente do residuo sélido seco no controle de

Meloidogyne javanica em tomateiro
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Em casa-de-vegetacdo, mudas de tomateiro grupo Santa Cruz Kada
cultivadas em bandeja contendo o substrato Vivatto Slim®, foram transplantadas
com 20 dias de idade para vasos contendo 2 L de solo misturado com areia na
proporcdo de 1:1(v/v), esterilizado em autoclave a 120°C por 1 hora e 30 minutos
por duas vezes, em dias alternados. O solo utilizado foi um Latossolo com as
seguintes caracteristicas quimicas: pH (H,0) 6,6; Ca*®> 4,8 Cmol/dm?; Mg™ 1,7
Cmol/dm® P 78 Mg/dcms; K 0,09 Cmol. /dcm3; SB 6,9 Cmol/dm® CTC 7,7
Cmol/dm?; V 84,8% Cmol./dm*® (EMBRAPA, 2009).

Aos sete dias apd6s o transplantio, realizou-se a inoculacdo com 4000
individuos de M. javanica. Dois dias ap0s a inoculacéo, procedeu-se a aplicacao
de 100 mL do extrato aquoso obtido do residuo solido seco e moido e duas
aplicacoes posteriores foram realizadas a cada dez dias, ap0s a data de aplicacéo
da primeira. O ensaio foi instalado em blocos inteiramente ao acaso, com sete
tratamentos e 15 repeticoes.

Foram testadas as seguintes concentracfes do extrato aquoso de sisal: 0%,
10%, 20%, 30% e 40%, além de dois tratamentos testemunha (agua destilada e o
nematicida Carbofuran (Furadan 350 SC) na dose de 0,5 g por vaso, seguindo o
trabalho de Nassu et al. (2010), com modificagdes. Estes autores utilizaram 2,0 g
por vaso, 0 que causou fitotoxicidade no tomateiro e, por este motivo, a dose foi
reduzida para 0,5 g, apés testes preliminares realizados no tomateiro. A parcela
experimental foi constituida por um vaso contendo uma muda de tomateiro.

O tomateiro foi coletado aos quarenta dias apds inoculacdo. Na coleta,
avaliaram-se a altura da planta e o diametro do caule, com uma régua e um
paquimetro, respectivamente. Em seguida, foi retirada a parte aérea e esta foi
colocada em saco de papel pardo para secagem em estufa com ventilacdo
forcada a 65 °C até atingir massa constante, a qual foi registrada.

Para a contagem dos numeros de galhas e de massas de ovos, o sistema
radicular foi lavado em agua corrente e corado de vermelho, por imersédo durante
15 minutos em solucéo a 1% do corante artificial de ponceau 4R e vermelho 40 e,
posteriormente, deixado em agua por 10 minutos a temperatura ambiente (28 + 2
°C). O excesso de agua foi removido, colocando-se as raizes sobre papel toalha
por 15 minutos. As raizes passaram pela determinacdo da massa da matéria
fresca, seguidas da contagem dos numeros de galhas e de massas de ovos. Apos

a contagem, as raizes foram colocadas para secar em estufa com ventilagdo
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forcada a 65 °C, até atingir massa constante, para determinacdo da massa da
matéria seca.

Os dados foram submetidos as analises de variancia e de regressdo em
funcdo das concentracbes do extrato. Fez-se, também, a analise de contrastes
ortogonais comparando as concentracfes do extrato e o nematicida. Para estas
analises, foi utilizado o programa estatistico SISVAR (FERREIRA, 2011).

Avaliacdo do p6 moido proveniente do residuo solido seco do sisal em casa
de vegetacgéo

O pdé moido obtido do residuo solido e seco, nas diferentes doses, foi
misturado ao solo esterilizado, homogeneizado e mantido em sacos de plastico na
casa de vegetacdo a temperatura ambiente, para incubacao por 10 dias. Apos
este periodo, o solo foi transferido para vasos com capacidade para 2 L, seguido
do transplantio de uma muda de tomateiro com 20 dias de idade. Aos sete dias
apos o transplantio, fez-se a inoculagdo das mudas com uma suspensao
calibrada para aplicar 4000 individuos de M. javanica por planta.

Foram utilizadas cinco doses do residuo seco e moido: 0, 10, 20,30 e 40 t
hat, além de agua destilada e o nematicida Carbofuran (Furadan 350 SC), na
dose de 0,5 g por vaso, para os tratamentos controle. O delineamento foi em
blocos casualizados, com 15 repeticbes. A parcela experimental foi constituida
por um vaso contendo uma muda de tomateiro.

O tomateiro foi coletado aos quarenta dias ap6s inoculacdo. Na coleta,
avaliaram-se a altura e o diametro, com uma régua e um paquimetro,
respectivamente. Em seguida, foi retirada a parte aérea da planta e a mesma foi
posta para secar em estufa com ventilagdo forcada a 65 °C até atingir massa
constante que, em seguida, foi registrada.

Para a contagem dos nimeros de galhas e de massas de ovos, amostras
de raizes frescas foram separadas e lavadas, cuidadosamente. Em seguida,
foram coloridas de vermelho, em solucdo a 1%, contendo corante artificial de
ponceau 4R e vermelho 40. As raizes foram imersas na solugéo corante em um
béquer de 500 mL, por 15 minutos, a temperatura ambiente. Em seguida, foram
retiradas da solucéo e transferidas para um béquer contendo agua por mais 10
minutos. Apos a coloracao, as raizes foram colocadas sobre papel toalha por 15

minutos. Em seguida, foi feita a determinagcdo da massa de matéria fresca e
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contagem dos numeros de galhas e de massas de ovos. Apdés a contagem, as
raizes foram colocadas para secar em estufa com ventilacao forcada a 65 °C, até
atingir massa constante, para determinacdo da massa da matéria seca das
raizes. Os dados foram submetidos as analises de variancia e de regressao em
funcd@o das doses do residuo. Fez-se também a analise de contrastes ortogonais
comparando as doses do residuo e o nematicida. Para estas analises, foi utilizado
0 programa estatistico SISVAR (FERREIRA, 2011).

RESULTADOS E DISCUSSAO
Extrato aguoso de sisal proveniente do residuo sélido seco sobre a
mortalidade in vitro de juvenis de segundo estadio de Meloidogyne javanica
O teste de regressao polinomial indicou que houve reducdo na mobilidade
dos J2 de M. javanica com o aumento da concentracdo do extrato aquoso de
sisal, ap6s 24 horas de exposi¢cdo (Figura 1). A reducdo da mobilidade variou de
86% para a concentracao de 2,5% até 99% na concentracdo de 30%. A partir da

concentracéo 17,5%, nao houve diferenca entre os tratamentos.
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Figura 1. Efeito das diferentes concentra¢des do extrato aquoso proveniente do residuo
sélido e moido de sisal sobre a mortalidade de juvenis de segundo estadio J2 de
Meloidogyne javanica, ap0s 24 e 48 horas de exposi¢éao.

A mortalidade dos J2 aumentou significativamente ao aumentar as
concentracbes do extrato, alcancando 96% quando os J2 foram expostos ao
extrato aquoso na concentracao de 30%por 48 horas. Os J2, quando expostos ao

extrato nas concentragdes acima de 7,5%, ndo retomaram a mobilidade apds
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serem transferidos para agua. Com o nematicida, houve 100% de mortalidade
apos 48 horas de exposicao dos J2.

Tabela 1: Estimativas dos contrastes ortogonais (nematicida x concentracdes do
extrato aquoso de sisal) e significancia para as variaveis avaliadas no controle in vitro
de Meloidogyne javanica.

MORTALIDADE

CONTRASTES
24 HORAS 48 HORAS
2,5% X Nematicida 60,147" -30,332"
5,0% X Nematicida 60,503 -25,280"
7,5% X Nematicida 61,725 -6,053"
10,0% X Nematicida 64,488" -4,192"
12,5% X Nematicida 64,427" 9,796
15,0% X Nematicida 67,7397 -9,188"
17,5% X Nematicida 62,404" 29,012
20,0% X Nematicida 69,557 -8,000
22,5% X Nematicida 69,288" -7,135"™
25,0% X Nematicida 72,044" -3,177"™
27,5% X Nematicida 72,736" -3,580"™
30,0% X Nematicida 70,696 -3,592"

** - gsignificativo a 1%; *- significativo a 5%; ns- ndo significativo a 5%.

Os J2 submetidos ao tratamento apenas com agua (sem extrato)
apresentaram mobilidade em 100% dos individuos apos 24 horas e a taxa de
mortalidade apdés 48 horas de exposicdo foi de apenas 5%, o que se deveu,
provavelmente, a presenca de nematoides inviaveis submetidos a agua destilada
ou ao inicio do esgotamento de suas reservas lipidicas. Comparando-se a
imobilidade e mortalidade dos nematoides causadas pela exposicdo ao extrato
aguoso e ao nematicida, verificou-se que este reduziu a mobilidade em apenas
26% dos J2, quando expostos por um periodo de 24 horas, indicando um efeito
mais lento se comparado ao extrato.

Avaliando os contrastes ortogonais, verificou-se que a partir da concentracao
de 22,5% do extrato aquoso, 0 mesmo nao diferenciou estatisticamente do
tratamento com o nematicida, comprovando, assim, a acdo nematicida do extrato
aguoso proveniente do residuo solido de sisal (Tabela 1).

Trabalhos realizados por outros autores também constataram eficiéncia do
extrato de sisal sobre diferentes patdgenos. Morais et al. (2010) avaliavam o
efeito dos extratos de A. sisalana e de alho (Allium sativum) nas concentragdes de
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0%, 10%, 20%, 30% e 40% sobre a germinacdo de conidios e o crescimento
micelial de Fusarium oxysporum, em feijdo-vagem. Os autores concluiram que, na
medida em que as concentracdes desses produtos aumentaram, a porcentagem
de germinacao e o diametro das colbnias diminuiram.

Barreto et al. (2010) avaliaram a eficiéncia dos extratos fresco (24 horas
apos a maceracao) e curtido (35 dias depois) de dois gendtipos de Agave (A.
sisalana e o hibrido 11648, resultante do cruzamento entre A. angustifolia e A.
amaniensis) no controle do &acaro rajado [Tetranychus urticae (Koch),
Tetranychidae] do algodoeiro. Observaram que houve diminuicdo do numero de
acaros vivos com as aplicacdes dos extratos e que a eficiéncia do extrato curtido
do hibrido foi de 100%.

Silveira (2009) avaliou a agdo do residuo de A. sisalana sobre o
desenvolvimento in vitro de nematoides gastrintestinais de ovinos e caprinos e
concluiu que o residuo liquido de sisal interferiu na motilidade dos individuos
adultos de Haemonchus contortus. Resultados semelhantes foram encontrados
por Botura et al. (2011) que também avaliaram a atividade biolégica do extrato
bruto das folhas e do residuo de A. sisalana e verificaram que houve eficacia no
controle de nematoides gastrointestinais em ovinos.

Soares e Damasceno (2011), em trabalhos com residuo liquido do sisal no
controle de M. javanica, sob condi¢des in vitro, verificaram que o residuo liquido
de sisal em concentragdes que variaram entre 2,5% e 10% causou mortalidade
dos J2, variando de 86% a 92%. Os autores observaram, ainda, que, nas

concentracfes acima de 12,5%, houve 100% de mortalidade.

Extrato aquoso de sisal proveniente do residuo sélido seco no controle de
Meloidogyne javanica em tomateiro

Nas concentragbes mais altas do extrato aquoso, houve uma tendéncia de
reducado na altura e no diametro caulinar das plantas (Figuras 2A e 2B).

A concentracdo do extrato aquoso influenciou a producdo de matéria seca
da parte aérea e das raizes do tomateiro, com diferencas significativas entre os
tratamentos (Figuras 3A e 3B). A maior quantidade de matéria seca da parte
aérea foi obtida no tratamento com 10% do extrato aquoso. O aumento na
concentracdo do extrato aquoso causa a reducdo na massa da matéria seca da

parte aérea, conforme verificado no modelo quadratico da regressdo. Nas
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concentracbes de 30% e 40%, essa reducdo foi de 48%, indicando que houve

efeito fitotoxico (Figura 3A).
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Figura 2. A) Altura e B) Diametro caulinar de tomateiros tratados com diferentes
concentracdes de extrato aquoso proveniente do residuo solido seco e moido de sisal.

A massa da matéria seca das raizes das plantas tratadas com o extrato
aquoso foi superior ao tratamento controle (sem extrato), em todas as

concentracfes, com incrementos de até 23% (Figura 3B).
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Figura 3. A) Massas das matérias secas da parte aérea e B) das raizes de tomateiros
tratados com diferentes concentracdes de extrato aquoso proveniente do residuo sélido
seco e moido de sisal.

Avaliando os contrastes ortogonais, verificou-se que nado houve diferenca
significativa entre os resultados obtidos com o extrato aquoso de sisal e com o
nematicida, em todas as concentracfes, para altura, diametro caulinar e massa
da matéria seca das raizes dos tomateiros. Para a massa da matéria seca da
parte aérea, exceto o extrato na concentracdo a 10%, as demais diferiram
estatisticamente do tratamento com o nematicida. As plantas submetidas aos
tratamentos com o extrato nas concentracoes a 30% e a 40% apresentaram
biomassa da parte aérea inferior ao tratamento com o nematicida (Tabela 2),

indicando efeito fitotbxico do extrato ao tomateiro.
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Tabela 2. Estimativas dos contrastes (nematicida x concentragdes do extrato aquoso)
e significaAncia para as variaveis altura (ALT), didmetro caulinar (DC), massas das
matérias secas da parte aérea (MMSPA) e das raizes (MMSR), avaliados no controle
de Meloidogyne javanica no tomateiro.

CONTRASTES ALT(cm) DC(cm) MMSPA(g) MMSR(g)
10% X Nematicida 1.571™  -0.428™ 1.195™  0.011™
20% X Nematicida 0.000™  0.000™ -2.674"  -0.037™
30% X Nematicida -3.714™  -0.428™ 47717 0.051™
40% X Nematicida -2.142™  0.142" -4.8417  0.245™

** _ significativo a 1%  ns- ndo significativo a 5%.

Para os numeros de galhas e de massas de ovos por planta e por grama
de raizes, as equacdes de regressdo apresentaram ajuste quadratico (Figura 4).
Houve reducdo nos numeros de galhas e de massas de ovos nos tratamentos
com extrato aquoso de sisal, em todas as concentragdes, quando comparados
com o tratamento sem extrato. Os resultados foram semelhantes aqueles obtidos
Nno ensaio in vitro em que o extrato, nas diferentes concentracdes, causou elevada
taxa de mortalidade dos J2 (Figuras 4 e 5).

O extrato aquoso do sisal, em todas as concentracdes, causou a reducgéo
nos nameros de galhas e de massas de ovos por planta, com valores variando de
26% até 46% e de 26% até 45%, respectivamente, quando comparados com 0

tratamento sem extrato (Figura 4).
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Figura 4. Numeros de galhas por planta (NG) e de massas de ovos (MO) por planta
de tomateiros tratados com extrato aquoso proveniente do residuo solido seco e
moido de sisal.

A reducdo nos numeros de galhas e de massas de ovos por grama de raizes
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foi de até 37% e 39%, respectivamente, em relagdo ao tratamento sem extrato,
nao havendo diferenca significativa entre as concentragdes. As maiores redugdes

foram obtidas com concentracdes de 30% e 40% (Figura 5).
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Figura 5. Numeros de galhas (NG) por grama de raizes e de massas de ovos (MO)
por grama de raizes de tomateiros tratados com extrato aquoso proveniente do
residuo solido seco e moido de sisal.

Entretanto, vale salientar que, nos tratamentos com 30% e 40%, houve
efeito fitotoxico para as plantas. Provavelmente, a mesma substancia que causou
fitotoxicidade seja também responsavel pelo controle do nematoide.

Costa et al. (2000) avaliaram a patogenicidade e a reproducdo de M.
incognita em tomateiros tratados com filtrados fungicos, extratos de plantas e
estercos animais. Observaram que o extrato obtido de Coffea arabica L. (cafeeiro)
causou reducdo na biomassa da parte aérea, entretanto, reduziu o numero de
ovos. Segundo os autores, a mesma substancia responsavel pela reducédo do
namero de ovos pode ter causado toxidez ao tomateiro.

N&o houve diferenca entre as plantas tratadas com nematicida e com o
extrato, nas concentracdes de 30% e 40%, com relacdo aos numeros de galhas e
de massas de ovos por planta. Entretanto, o nematicida foi superior ao extrato,
nas concentragdes iguais ou inferiores a 30%, para o niumero de galhas por
planta. Para os niumeros de galhas e de massas de ovos por grama de raizes, o
nematicida foi superior ao extrato em todas as concentracbes. Para as

concentracbes de 10% e 20% do extrato, observou-se que 0 nematicida
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promoveu melhor resultado, com maior redu¢do do numero de massas de ovos

por planta (Tabela 3).

Tabela 3: Estimativas dos contrastes (nematicida x concentracdes do extrato
aguoso do sisal) e significancia para os variaveis (NG — Numero de galhas e MO-
Numero de massas de ovos) avaliadas no controle de Meloidogyne javanica em
raizes de tomateiro.

CONTRASTES NG/planta NG/graiz  MO/planta  MO/g raiz
10% X Nematicida 188,571** 6,714** 210,285** 6,857**
20% X Nematicida 175,142** 5,710** 188,428** 6,142**
30% X Nematicida 122,428** 5,142** 123,142™ 4,855
40% X Nematicida 72,714 4,857** 97,857"™ 5,857**

** - significativo a 1%  ns- ndo significativo a 5%.

Em experimentos in vitro, Olabiyi et al. (2008) verificaram que os extratos
aguosos de espinho-de-cristo (Euphorbia hirta L.), quebra-pedra (Phylanthus
amarus L.) e fedegoso (Cassia obtusifolia L.) a 0,15 e 0,20 g mL™ ocasionaram
até 100,0% de mortalidade de J2 de M. incognita. Em analises fitoquimicas nas
plantas estudadas, os autores verificaram que estas possuem taninos,
flavonoides, alcaloides, esterdis e glicosideos que podem exercer atividade
nematicida.

Dentre os fitoquimicos isolados do sisal, destacam-se acidos graxos,
esteroides, taninos, alcaloides, cumarinas, saponinas, compostos fendlicos,
terpenos e flavonoides (FRANCIS et al., 2002; ZOU et al., 2006; CHEN et al.,
2009; OLIVEIRA et al., 2009; BARRETO et al. 2010; BOTURA 2011).

Lakshmi et al. (2010) e Doligalska et al. (2011) descreveram sobre os efeitos
antiparasitarios de saponinas e flavonoides extraidos de plantas. Botura (2011)
mencionou que o efeito das saponinas sobre a motilidade de juvenis de
Haemonchus contortus em caprinos, pode estar associado a interacdo dessas
substancias com proteinas da cuticula do parasito ou a sua acdo de
desestabilizacdo das membranas celulares e consequente aumento da
permeabilidade celular.

Para Mello e Santos (2002), dentre as hipoteses sobre 0s mecanismos da
acao antimicrobiana dos taninos, destacam-se a inibicdo de enzimas, a
modificacdo do metabolismo celular pela atuacdo nas membranas e a

complexacdo com ions metalicos com consequente diminuicdo da sua
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disponibilidade para o0 metabolismo dos micro-organismos. A eficicia
antiparasitaria dos taninos parece estar associada a sua acao sobre as proteinas
encontradas na cuticula, cavidade oral, esdfago, cloaca e vulva de nematoides,
alterando suas propriedades fisico-quimicas (OLIVEIRA et al., 2009).

Olabiyi (2008) aplicou, via solo, os extratos aquosos obtidos a partir das
raizes de Tagetes erecta L., Hypis suaveolens (Poit) e Ocimum gratissimum L. e
avaliou o controle de M. incognita. O autor observou reducdo na taxa de
reproducdo e na infectividade deste nematoide e acredita que este resultado
possa ser devido a presenca de flavonoides nas raizes destas plantas. Ademola
et al. (2004) relataram que a acdo de metabdlitos secundarios, incluindo
saponinas, flavonoides, taninos condensados e alcaloides de Khaya senegalensis
A. Juss (mogno africano) inviabilizaram o desenvolvimento in vitro de juvenis de
H. contortus.

N&ao foram encontrados, na literatura, trabalhos usando o extrato aquoso
proveniente do residuo seco do sisal no controle de nematoides de plantas.
Assim, os resultados encontrados neste trabalho constituem o primeiro relato da

acao deletéria de residuos do sisal sobre um fitonematoide.

Avaliacdo do p6 moido proveniente do residuo solido seco do sisal em casa
de vegetacgéo

Nas figuras 6A e 6B, observa-se que o modelo de regressao ajustado para
a altura das plantas foi quadratico e para o diametro caulinar foi linear. Para
ambas as variaveis, o aumento da dose do residuo sélido seco e moido de sisal

promoveu redugdo no crescimento dos tomateiros.
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Figura 6. A) Altura e B) Diametro caulinar de tomateiros submetidos as doses do

residuo sélido seco e moido de sisal.

O aumento da dose do residuo sélido seco de sisal causou a reducdo na

massa da matéria seca da parte aérea, de forma linear, em até 24% (40 t ha),

em relacdo ao tratamento sem o residuo (Figura 7A). Para a massa da matéria

seca das raizes, a aplicacdo de 40 t ha! causou efeito toxico nas plantas,

causando reducao de 46% na biomassa em comparagao ao tratamento sem o

residuo (0 t ha) (Figura 7B).
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Figura 7. A) Massas das matérias secas da parte aérea e B) das raizes de tomateiros
submetidos as doses do residuo soélido seco e moido de sisal.

Ribeiro et al. (2012) testaram cinco doses do residuo obtido da casca e

polpa externa de pequi (0; 7,5; 15 e 30 g/por 4 kg de solo) no controle de M.

javanica em tomateiro. Os autores verificaram que houve reducgédo de 55% e de

52% na altura e na massa da matéria seca da parte aérea, respectivamente, com
a dose de 30 g em relacdo a testemunha, indicando efeito de fitotoxicidade.

Avaliando os contrastes ortogonais, observou-se que ndao houve diferenca

significativa entre os tratamentos com o residuo sélido e seco de sisal e o
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nematicida, em todas as doses, para a altura de plantas e o diametro caulinar.
Para a massa da matéria seca da parte aérea, apenas a dose equivalente a 40 t
ha diferiu do nematicida. Para a massa da matéria seca das raizes, todos 0s

tratamentos diferiram do nematicida (Tabela 4).

Tabela 4. Estimativas dos contrastes (nematicida x doses do residuo seco de sisal) e
significancia para as variaveis altura (ALT), didmetro caulinar (DC), massas das
matérias secas da parte aérea (MMSPA) e das raizes (MMSR) avaliados no controle
de Meloidogyne javanica no tomateiro.

CONTRASTES ALT (cm) DC(cm) MMSPA(g) MMSR (g)
10 t ha™ X Nematicida -1,634" 0,076" 0,500™ 0,469*
20 t ha™* X Nematicida 2,519"™ -0,230"™ 0,530™ 0,758**
30 t ha* X Nematicida 1,519™ -0,307™ -1,264"™ 0,565*
40 t ha™ X Nematicida 1,666™ -0,500"™ -1,698* -0,636**

** _ significativo a 1% *- significativo a 5% ns - ndo significativo a 5%.

Houve reducdo nos valores das variaveis avaliadas para a maioria dos
tratamentos. O modelo de regresséo ajustado para a avaliagcdo destas variaveis
foi o quadrético. Para os numeros de galhas e de massas de ovos por planta e
por grama de raizes, ndo houve diferenca significativa entre o tratamento sem o
residuo e com residuo na dose equivalente a 10 t ha™. Estes dados indicam que a
quantidade de residuo de sisal aplicada ndo foi suficiente para promover o efeito
nematicida (Figuras 8 e 9).

Os tratamentos com 20, 30 e 40 t ha™ causaram reducéo significativa nos
nameros de galhas por planta em 51%, 37% e 36%, respectivamente. Em relacao
ao nimero de massas de ovos por planta, os tratamentos com 20, 30 e 40 t ha™
de residuo solido e seco de sisal ndo diferenciaram entre si, causando a reducgéo
de 58%, 46% e 48%, respectivamente, quando comparados com o tratamento

sem o residuo (Figura 8).
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Para os numeros de galhas e de massas de ovos por grama de raizes, a
aplicacdo de 20 t ha™ de residuo seco de sisal causou reducdes em 42% e 39%,
respectivamente, quando comparadas com o tratamento sem a aplicacdo do

residuo (Figura 9).
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Embora a aplicacéo de 20 t ha™ do p6 moido obtido do residuo sélido seco do
sisal tenha promovido os melhores resultados no crescimento do tomateiro € no
controle dos nematoides, o tratamento com o nematicida proporcionou a maior
reducdo nos numeros de galhas e de massas de ovos nas raizes dos tomateiros.
Comparando-se os tratamentos com a aplicacdo de nematicida e do p6 moido do
residuo seco, observa-se que houve diferenca entre ambos para as variaveis
avaliadas em todas as doses. Entretanto, para os numeros de galhas e de
massas de ovos por grama de raizes, somente o tratamento com a aplicacao de

20 t ha™ de residuo seco néo diferiu do tratamento com o nematicida (Tabela 5).

Tabela 5. Estimativas dos contrastes (nematicida x doses do residuo seco de sisal) e
significancia para as variaveis (NG — Numero de galhas e MO — Massas de 0vos) no
controle de Meloidogyne javanica avaliados em raizes de tomateiro.

CONTRASTES NG/planta NG/g raiz MO/planta MO/g raiz
10 t ha™ X Nematicida 404,237° 11,025 443,493° 12,083
20 t ha™ X Nematicida 127,930"  3,87™ 144,570"  4,237™
30 t ha™ X Nematicida 193,083 5564  202,339° 5,775
40 t ha* X Nematicida 194,000 12,166°  193,500" 10,500

** _ significativo a 1% *- significativo a 5% ns - ndo significativo a 5%.

Ribeiro et al. (2012) observaram que, com o0 aumento das doses, a aplicagéo
do material obtido pela moagem da casca e polpa externa de pequi reduziu os
numeros de galhas, de massas de ovos e de ovos de M. javanica no sistema
radicular de tomateiros.

O tratamento com 20 t ha™ de residuo de sisal promoveu o melhor resultado
no controle dos nematoides e nao diferiu da testemunha quanto ao
desenvolvimento da parte aérea e da massa da matéria seca das plantas (Figuras
6 e 7). Lopes et al. (2005) avaliaram os numeros de galhas e de ovos, a altura e a
massa da matéria seca de tomateiros infectados por M. incognita e M. javanica,
apos a aplicacao, no solo, de extratos de mucuna-preta e obtiveram resultados
positivos somente na reducdo de galhas e de numero de ovos, ndo sendo
observada diferenca estatistica quanto ao desenvolvimento da parte aérea e da

massa de matéria seca da cultura.
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Em avaliacdo de outras aplicagbes de residuos de Agave na agricultura,
Potenza et al. (2006) verificaram que extratos aquosos de A. angustifolia
promoveram reducgdo significativa da populacdo de Tetranychus urticae,
comumente chamado de acaro rajado, em algoddo. Os autores obtiveram até
76,3% de eficiéncia no controle da praga.

Pelos resultados obtidos neste trabalho, observou-se que a utilizacdo do
residuo seco do sisal em quantidades excessivas (40 t ha™) provocou efeito
fitotoxico sobre o desenvolvimento da cultura. Isto foi constatado pelas menores
massas de matérias secas da parte aérea e das raizes e pelo amarelecimento
das mudas, logo ap6s o transplantio, que apresentaram desenvolvimento inferior
aguelas dos demais tratamentos. Sugere-se que a quantidade dos compostos
secundarios presentes no residuo seco de sisal, principalmente, taninos, fenois e
flavonoides foram elevados quando comparados com os tratamentos que
receberam doses menores, por exemplo, 20 t ha', e causaram este efeito
fitotoxico. Além disso, naquela dose, pode ter havido reducdo na absorcédo de
varios nutrientes.

Segundo Moreira e Siqueira (2002), compostos aromaticos, como taninos
que estdo presentes na composi¢cédo do sisal, causam a redugédo da absorcéo de
varios nutrientes como nitrogénio e fésforo e promovem a interacdo com enzimas
e substancias promotoras de crescimento, aumentam a absorcdo de ferro e de
outros micronutrientes, e alteram as rela¢gfes hidricas entre a planta e o solo. Os
acidos fendlicos sdo mencionados como responsaveis pela reducdo de absorgéo
de micro e macronutrientes em diversas espécies. Os flavonoides também
interferem de maneira indireta na absorcao de nutrientes pelas plantas (SANTOS
e REZENDE 2008).

Estes compostos podem, de forma indireta, influenciar alteragbes nas ca-
racteristicas nutricionais da planta e na atividade dos micro-organismos no solo
(RICE, 1984; RIZVI et al. 1992 citados por BORELLA et al., 2009).

Mian e Rodriguez-Kabana (1982) trataram o solo infestado com M. arenaria
com 0s seguintes compostos ricos em taninos e fendis: &cido taninico, po6 de café,
folhas de azevinho (llex opaca Ait.) e cascas de nozes de pecan (Carya ilinoensis
(Wang.) K. Koch). Apés trés semanas, foi feito o plantio de abobrinha e foram
avaliados o desenvolvimento da planta e o numero de galhas. Os autores

verificaram que os compostos reduziram o numero de galhas e o tratamento com
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acido taninico reduziu a populacdo de M. arenaria, mas, obsevaram, também,
severa fitotoxicidade nas plantas de abobrinha (Curcubita pepo L.). Estes
compostos fendlicos ocorrem naturalmente no solo, sendo liberados pelas raizes.
Porém, a fitotoxicidade destas substancias € reduzida pela atividade microbiana
(MOREIRA e SIQUEIRA, 2002).

No presente trabalho, o transplantio do tomateiro foi efetuado dez dias apés
a incorporacao do residuo ao substrato. Possivelmente, ndo tenha havido tempo
suficiente para a decomposicao do residuo pelos micro-organismos. A eficiéncia
em controlar nematoides-das-galhas com tortas aumenta e o risco de fitotoxidez
reduz com maior intervalo de tempo entre a aplicacado e o plantio (HOSSAIN et
al.,1992). Jain e Bhatti (1988) verificaram que o0 crescimento de tomateiros e o
controle de nematoides foram maiores quando as folhas de nim (Azadirachta
indica) foram incorporadas ao solo seis semanas antes do plantio.

Na literatura, ndo foram encontrados trabalhos relatando a utilizacdo do
residuo seco e moido de sisal no controle de M. javanica no tomateiro. Fazem-se
necessarias novas pesquisas para determinar o teor de saponinas, taninos e
outros metabdlitos presentes no residuo solido seco de sisal e avaliar os
mecanismos de acdo sobre o desenvolvimento dos nematoides também em
condicbes de campo. Sugere-se, portanto, que o intervalo entre a aplicacdo do
residuo sélido seco de sisal e o plantio da cultura seja superior a dez dias e que
sdo necessarios mais trabalhos para definir o periodo adequado para se
estabelecer a cultura, evitando, assim, riscos de fitotoxicidade.

CONCLUSOES

1. O extrato aquoso de sisal tem efeito nematicida sob condicdes in vitro e a
concentragéo de 30% controlou 96% dos nematoides;

2. O extrato aquoso do sisal foi capaz de controlar M. javanica, com reducdo
no numero de galhas e de massas de ovos nas plantas;

3. A aplicacdo de do extrato aquoso do sisal nas concentracdes de 30% e de
40% tem efeito fitotoxico ao tomateiro;

4. A aplicacdo de 20 t ha™ do residuo seco de sisal controla o nematoide-das-

galhas sob condicbes de casa-de-vegetacao;
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5. A aplicacdo de 40 t ha™ do residuo seco causou fitotoxicidade no tomateiro
até dez dias ap0s aplicado e misturado ao solo.
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CAPITULO 3

RESIDUO LIQUIDO DO DESFIBRAMENTO DE FOLHAS DE SISAL NO
CONTROLE DE Meloidogyne javanica EM TOMATEIRO?

1 Artigo ajustado e encaminhado ao comité editorial do Periédico Horticultura Brasileira
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Residuo liquido do desfibramento de folhas de sisal no controle de

Meloidogyne javanica em tomateiro

Josilda C A Damasceno; Fabio N Jesus; Rosane da S Sant’ana, Ana
Cristina F Soares
RESUMO

Este trabalho teve o objetivo de avaliar o efeito do residuo liquido (fresco
ou fermentado) de sisal no controle de Meloidogyne javanica em tomateiro.
Foram conduzidos bioensaios in vitro com 100 pL de suspensdo aquosa
contendo 300 juvenis (J2) de M. javanica e 1000 pL de residuo liquido. Os
tratamentos consistiram do residuo liquido fresco ou fermentado, nas
concentracdes de 2,5%, 5,0%, 7,5%, 10,0%, 12,5%, 15,0%, 17,5% e 20,0%, o
controle sem residuo e o nematicida Carbofuran a 50 mg i.a.L™, com a imerséo
dos J2 nestes tratamentos, por 24 e 48 horas. Em casa de vegetacédo, 4000
juvenis de M. javanica foram inoculados em plantas de tomateiro e, apds uma
semana foram vertidos na base da planta 100 mL do residuo liquido de sisal
nas concentragdes de 0,0%, 4,0%, 8,0%, 12,0%, 16,0% e 20,0%, além da 4gua
destilada e o nematicida Carbofuran a 0,50 g por vaso, como testemunhas.
Foram analisados o crescimento vegetativo e o dano nas raizes. Avaliou-se a
seletividade do residuo do sisal sobre micro-organismos benéficos do solo.
Todas as concentragfes do residuo apresentaram efeito nematicida nos testes
in vitro, apds 48 horas de exposi¢cado dos nematoides, ocorrendo até 100,0% de
mortalidade dos juvenis de M. javanica na concentracdo de 20%. O aumento
das concentragbes do residuo fresco ou fermentado reduziu o numero de
galhas e massas de ovos por planta e por grama de raizes e também a
populacdo final de M. javanica no solo. Houve crescimento dos micro-
organismos benéficos nos tratamentos com residuo fresco de sisal, para todas
as concentracfes avaliadas. O residuo fermentado inibiu o crescimento de
micro-organismos benéficos do solo. Estudos futuros serdo conduzidos
visando comprovar a a¢cdo nematicida deste residuo no controle de M. javanica
em tomateiro a campo.
Palavras-chave: Solanum lycopersicum L., Agave sisalana Perrine ex Engelm,

nematoide-das-galhas.
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ABSTRACT

Sisal leaf decortication liquid residue for controlling of Meloidogyne
javanica in tomato plants

This study aimed to evaluate the effect of sisal liquid residue (fresh or
fermented) in controlling the root-knot nematode Meloidogyne javanica in
tomato plants. In vitro bioassays were conducted with 100 pL of an aqueous
suspension containing 300 juveniles (J2) of M. javanica and 1000 pL of sisal
liquid residue. The treatments consisted of nematode immersion for 24 and 48
hrs in sisal liquid residue, fresh or fermented, diluted in water to the final
concentrations of 0.0%, 2.5%, 5.0%, 7.5%, 10.0%, 12.5%, 15.0%, 17.5% and
20.0%, and nematicide Carbofuran at 50 mg a.il*. Under greenhouse
conditions, 4000 juveniles of M. javanica were inoculated in tomato plants
grown in pots, and after one week, 100 mL of sisal liquid residue at
concentrations of 0.0%, 4.0%, 8.0%, 12.0%, 16.0% and 20.0%, were added to
soil around the tomato plants. Control treatments received either 100 mL of
distilled water or 0.50 g of Carbofuran per pot. Forty days after inoculation,
plants were harvested and evaluated for plant growth and level of nematode
damage. In addition, the selective effect of sisal liquid residue on growth of
beneficial soil microorganisms was evaluated. All concentrations of sisal liquid
residue presented nematicidal effect, after 48 hrs of nematode exposure. A
mortality rate of 100.0% was obtained for M. javanica juveniles exposed to
liquid residue at a concentration of 20.0%. Application of increasing
concentrations of both sisal liquid residues reduced the number of galls and egg
masses per plant and per gram of roots, as well as the final population of M.
javanica in soil. Growth of beneficial soil microorganisms was observed in soil
amended with sisal fresh liquid residue, for all concentrations tested. The
fermented residue caused inhibition of soil beneficial microorganisms. Future
studies should be conducted to test the nematicidal effect in tomato plants

under field conditions.

Keywords: Solanum lycopersicum L., Agave sisalana Perrine ex Engelm, root-

knot nematode.
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INTRODUCAO

Os nematoides das galhas, pertencentes ao género Meloidogyne Goeldi,
estdo entre os principais patdgenos da cultura do tomateiro (Solanum
lycopersicum L.). Plantas sob ataque severo apresentam reducao do tamanho
e da eficiéncia do sistema radicular funcional (Cantu et al., 2009).

O controle de fitonematoides € uma tarefa dificil, principalmente pelas
limitacdes que a maioria dos métodos apresentam. O controle quimico com o
uso de nematicidas causa danos ao ambiente e ao homem e a rotacdo de
cultura para espécies do género Meloidogyne é muito dificil devido a ampla
gama de hospedeiros que o género possui. O uso de variedades resistentes,
apesar de desejavel, é limitado devido a escassez de cultivares resistentes e a
guebra de resisténcia em temperaturas elevadas (Neves et al., 2008).

Compostos de origem vegetal podem se constituir em importantes
agentes de controle de pragas e micro-organismos patogénicos, pela facil
obtencao e utilizagdo, baixo custo e por causarem menor impacto ao ambiente,
quando comparados aos produtos quimicos sintéticos (Morais et al., 2009).
Neste contexto, o residuo liquido do desfibramento da folha de sisal (Agave
sisalana Perrine ex Engelm) representa mais uma alternativa para o0s
produtores, além de ter baixo custo e sem riscos de contaminacdo do
ambiente.

O sisal, planta originaria do México, se adaptou bem em regides do
Semiarido Nordestino, sendo a principal base de subsisténcia econémica de
grande parte das familias de municipios no semiarido da Bahia. O Brasil é o
maior produtor e exportador mundial da fibra de sisal e, em 2011, a Bahia foi
responsavel por 95,5% da producéo de sisal no Brasil (CONAB 2013). A fibra
de sisal representa somente 3,0 a 5,0% da folha e os residuos solidos e
aguosos constituem os restantes, sendo 15,0% de mucilagem ou polpa, 1,0%
de bucha (fibras curtas) e 81,0% de residuo liquido (Suinaga et al., 2006), que
sédo abandonados nas propriedades rurais, sem qualquer aproveitamento.

O residuo liquido do sisal tem como principais constituintes, a partir do
metabolismo secundéario, alcaloides, compostos fendlicos, cumarinas,

saponinas, flavonoides e taninos (Barreto et al., 2010; Botura et al., 2013).
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Estas substancias estdo relacionadas, principalmente, ao mecanismo de
defesa das plantas, e podem apresentar efeito inibitério contra fitonematoides
(Chitwood, 2002). Em plantas do género Agave, foram constatadas acodes
biocidas com relacdo a nematoides em caprinos e ovinos (Domingues et al.,
2010; Botura et al., 2011; Silveira et al., 2012; Botura et al., 2013), acaros
(Barreto et al., 2010) e fungos (Guleria & Kumar, 2009).

As atividades biologicas das saponinas estdo relacionadas com sua
capacidade de formar complexos com esteroides, proteinas e fosfolipidios das
membranas, o que pode ocasionar a desestabilizacdo das mesmas e
consequente aumento da permeabilidade celular (Schenkel et al., 2010). A
acado dos flavonoides sobre parasitos tem sido associada as alteracdes na
atividade de varias enzimas ou nos processos metabolicos (Kerboeuf et al.,
2008).

Assim, este trabalho teve por objetivo avaliar a eficiéncia do residuo
liquido do sisal (fresco ou fermentado), no controle de Meloidogyne javanica,
sob condic¢fes in vitro e em casa de vegetacao, na cultura do tomateiro.

MATERIAL E METODOS

Obtencdo de ovos e juvenis de segundo estadio (J2) de Meloidogyne

javanica

Os ovos dos nematoides foram extraidos de raizes de tomateiro, mantidas
em casa de vegetacdo, pelo método de Hussey & Barker (1973), modificado
por Boneti & Ferraz (1981). A suspensédo de ovos/juvenis foi calibrada em
camara de contagem (lamina de Peters) com o auxilio de microscopio

estereoscopio.
Obtencéao do residuo liquido de sisal

O residuo liquido fresco foi obtido durante o processo de desfibramento
das folhas de sisal, em propriedade rural localizada no municipio de Valente,
BA e transportado, sob refrigeracdo, para o Laboratério de Microbiologia
Agricola da UFRB, onde foi filtrado por trés vezes em peneira de 400 mesh e,
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mantido em freezer a -4°C, até a utilizacdo nos estudos in vitro e in vivo. Para o
residuo fermentado, preparou-se uma mistura de residuo liquido fresco e agua
na proporcdo de 1:1 (v:v), sendo esta mistura mantida por quatro dias em
recipiente plastico fechado, sem agitacdo. Apds este periodo, a mistura foi
fitrada em peneira de 400 mesh. Os residuos fresco e fermentado
apresentaram pH 5,0 e 9,0, respectivamente, e ambos foram ajustados com
NaOH (10%) e HCI (1%) para 6,5.

Residuo liquido de sisal no controle in vitro de Meloidogyne javanica

Os ensaios in vitro foram conduzidos no Laboratério de Microbiologia
Agricola da UFRB, seguindo-se o delineamento inteiramente ao acaso com dez
tratamentos e oito repeticdes. Cada bioensaio conduzido em tubo de
microcentrifuga foi considerado como uma parcela.

Foram instalados bioensaios utilizando 100 pL de suspensdo aguosa
contendo 300 J2 de M. javanica e 1000 pL de residuo liquido (fresco ou
fermentado) de sisal, em tubos de microcentrifuga. Utilizaram-se as seguintes
concentracgdes: 0,0% (sem residuo), 2,5%, 5,0%, 7,5%, 10,0%, 12,5%, 15,0%,
17,5% e 20,0% de residuo liquido diluido em &gua destilada esterilizada
(concentracdes definidas por testes preliminares) e o nematicida Carbofuran
(Furadan 350 SC) a 50 mg i.a.L™, conforme Nassu et al. (2010) .

Os tubos com os bioensaios foram incubados a 28°C, em camara de
crescimento tipo BOD e, ap0s 24 e 48 horas, os nematoides foram retirados
dessa suspensao, lavados com agua esterilizada, realizando-se a contagem dos
individuos imoOveis em camara de Peters. Ap0s a contagem, os nematoides
foram colocados em agua por mais 24 horas, sendo em seguida, adicionada
uma gota de solucdo aquosa de hidréxido de sédio (1,0 M) em cada tubo e
contados os individuos, sendo os retos e imoveis considerados mortos,
enquanto os retorcidos ou méveis foram considerados vivos. Os dados foram
transformados em arcsen (x/100)>° e submetidos & andlise de variancia e de
regressdo. Fez-se também a andlise de contrastes ortogonais comparando as

concentracfes do residuo e o nematicida.
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Controle de M. javanica em mudas de tomateiro com residuo liquido de
sisal

Em casa de vegetacdo, foi instalado o ensaio com residuo fresco ou
fermentado. Foi utilizada uma mistura esterilizada de solo e areia na proporcao
de 1:1, em vasos com capacidade para 2 litros. Fez-se o transplantio de mudas
de tomateiro cv. Santa Cruz Kada, com 20 dias de germinadas em substrato
Vivatto Slim®, deixando-se uma muda por vaso e, sete dias apds o transplantio,
as mudas foram inoculadas com 4000 J2 de M. javanica. Uma semana apoés a
inoculacao, foram vertidos na base da planta 100 mL de residuo liquido de sisal
fresco ou fermentado.

O delineamento experimental foi em blocos ao acaso, em esquema fatorial
2 X 6 + 2 (residuos fresco e fermentado x concentracdes do residuo) e dois
tratamentos testemunha (dgua destilada e o nematicida), com 15 repeti¢des.
Cada vaso com uma planta foi considerado uma parcela experimental. Os vasos
receberam os tratamentos com o residuo liquido do sisal diluido em agua a 0%
(sem residuo), 4,0%, 8,0%, 12,0%, 16,0% e 20,0%, além de agua destilada e o
nematicida Carbofuran (Furadan 350 SC) na dose de 0,50 g por vaso, seguindo
o trabalho de Nassu et al. (2010), com modificacdes. Estes autores utilizaram
2,0 g por vaso, 0 que causou fitotoxicidade no tomateiro e, por este motivo, a
dose foi reduzida para 0,50 g, ap0s testes preliminares realizados em plantas de
tomateiro.

Quarenta dias apos a inoculacado, as plantas de tomateiro foram coletadas
e avaliadas quanto a altura, didmetro caulinar, massas secas da parte aérea e
das raizes, numeros de galhas e de massa de ovos nas raizes. Para a
contagem dos numeros de massas de ovos e de galhas, amostras de raizes
frescas foram separadas e coloridas por imersdo em solucéo de fucsina acida a
0,15%, durante 20 minutos. O numero total de nematdides presentes no solo de
cada parcela (Populacao final= Pf) foi obtido por meio da multiplicacdo do
namero de nematoides presentes em 100 mL de solo por vinte, para estimar em
2 L. A partir destes dados calcularam-se os fatores de reproducao (FR= Pf/Pi)
(Oostenbrink, 1966).
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Os dados foram submetidos as analises de variancia e de regressao em
funcd@o das concentragBes do residuo. Fez-se também a analise de contrastes
ortogonais comparando as concentracdes do residuo e o nematicida. Para estas
analises foi utilizado o pacote estatistico SISVAR versao 5.3 Build 77. Todos os

experimentos foram repetidos.

Seletividade de residuo liguido de sisal a micro-organismos benéficos

Foi avaliado o efeito do residuo do sisal fresco ou fermentado sobre o
crescimento dos micro-organismos benéficos do solo. Os residuos, depois de
filtrados, foram esterilizados, por 40 minutos, sob luz UV, em camara de fluxo
laminar. Foram utilizados os seguintes micro-organismos: Penicillium citrinum,
Trichoderma atroviride, T. harzianum, T. virens, além de 10 isolados de
actinobactérias codificados como BFT 4, BFT 7, BFT 11, BFT 41, BFT 71, BFT
87, BFT 88, BFT 102, BFT 106 e PD3. Estes micro-organismos foram
selecionados com base nos trabalhos de biocontrole de Aspergillus niger e M.
javanica (S4a, 2013; Damasceno, 2011; Damasceno et al., 2012), provenientes
da colecao de culturas do Laboratoério de Microbiologia Agricola da UFRB.

Os micro-organismos foram multiplicados em meios de cultura especificos
para o crescimento dos mesmos. Os meios de cultura CYA, TSM modificado
(0,2 g de MgS0,4.7H,0; 0,9 g de KH,POy; 0,15 g de KCI; 1 g de NH4NOg3; 3 g de
dextrose; 0,15 g de rosa de bengala; 3 mL de Triton X100; 0,25 g cloranfenicol,
0,1 mg de Carbendazin, 15 g Agar) e Czapeck Dox foram preparados conforme
as recomendacg0fes do fabricante. Reduziu-se a quantidade de 4gua adicionada
aos meios de cultura, de acordo com o volume de residuo que seria adicionada
posteriormente.

As diferentes concentracbes do residuo fresco ou fermentado (4,0%,
8,0%, 12,0%, 16,0% e 20,0%) foram adicionadas aos meios de cultura, apés a
esterilizacdo do meio em autoclave, quando estes apresentavam temperatura
proxima ao ponto de solidificacdo do agar (aproximadamente, 50°C). Em
seguida os meios foram cuidadosamente agitados, com movimentos
circulatorios, para homogeneizacéo e, entdo, transferidos para placas de Petri.
Foram acrescentados 100 pg/mL de ciclohexamida ao meio Czapeck Dox para
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inibicdo do crescimento de fungos. No tratamento controle, foram utilizados os
mesmos meios de cultura sem a adicdo do residuo. As culturas dos micro-
organismos foram repicadas para as placas e incubadas a temperatura
ambiente (28°C) por um periodo de 5 a 10 dias. Avaliou-se a presenca ou

auséncia de crescimento de micro-organismo no meio de cultura.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Residuo liquido de sisal no controle in vitro de Meloidogyne javanica

Os residuos liguidos de sisal, fresco ou fermentado, reduziram a
mobilidade e causaram a mortalidade de J2 de M. javanica. A imobilidade dos
juvenis, apos 24 horas de exposi¢cao, aumentou linearmente com as crescentes
concentracfes de ambos os residuos. Foram alcancados valores de até 97,3%
e 85,1% de imobilidade de M. javanica, na concentracdo a 20,0% do residuo
fresco ou fermentado, respectivamente, em relacao ao tratamento controle sem
residuo (Figura 1 A).

Apbs 48 horas de exposicdo dos J2 de M. javanica aos tratamentos, foi
comprovado o efeito nematicida do residuo, para todas as concentracdes
testadas, uma vez que os nematoides, quando transferidos para agua, nao
retomaram a mobilidade. A taxa de mortalidade dos J2 de M. javanica expostos
aos residuos por 48 horas aumentou a medida que aumentaram as
concentracfes. A mortalidade variou de 90,8% a 100,0% e de 95,0% a 100%,
nas concentragbes entre 2,5% e 20,0% de residuo fresco ou fermentado,
respectivamente (Figura 1 B). O nematicida causou 99,8% de mortalidade ap0s
a exposicdo dos nematoides por 48 horas, ndo diferindo estatisticamente dos
valores observados para ambos os residuos nas concentracdes de 17,5% e
20,0% .

O periodo de 48 horas se apresentou como o tempo adequado para
exposicdo dos J2 de M. javanica aos residuos e ao nematicida comercial para
que haja um controle eficiente destes nematoides. Ensaios preliminares (dados
ndo apresentados) indicaram que o periodo de 72 horas de exposicdo dos
nematoides aos tratamentos ndo promoveu resultados significativos, em termos

de maior eficiéncia de controle, quando comparados aos observados para o
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periodo de 48 horas. No periodo de 48 horas, as concentracdes de 17,5% e
20,0% de residuo fresco ou fermentado causaram mortalidade semelhante a
observada para o nematicida comercial, com valores entre 98,0% e 100,0%,
sem diferenca significativa entre si (Figura 1 B).

Ao comparar, por meio de contrastes ortogonais, o efeito do tratamento
com residuo de sisal (fresco ou fermentado) e com o nematicida na imobilidade
de M. javanica verificou-se que o residuo de sisal foi mais eficiente quando
aplicado nas concentracbes igual ou superior a 7,5%. Com relacdo a
mortalidade dos juvenis ap6s 48 horas, para as maiores concentracdes (16,0%
e 20,0%) do residuo, independente de ser fresco ou fermentado, ndo houve
diferenca significativa entre o efeito do residuo e do nematicida, comprovando
a sua acao nematicida (Tabela 1). O processo de fermentacdo ndo alterou a
atividade nematicida deste residuo liquido.

A eficacia anti-helmintica in vitro do residuo liquido de sisal foi
demonstrada sobre ovos e larvas de nematoides gastrointestinais de ovinos e

caprinos (Domingues et al., 2010; Silveira et al., 2012; Botura et al., 2013).

Controle de M. javanica em mudas de tomateiro com residuo liquido de
sisal

Para as variaveis de crescimento das plantas, ndo houve efeito
significativo das concentracbes de ambos os residuos, nem houve interacao
entre as concentracdes e o tipo de residuo. Verificou-se apenas diferenca
significativa do efeito simples do tipo do residuo sobre estas varidveis. As
plantas tratadas com o residuo fresco apresentaram maior altura e maior
acumulo de massa seca da parte aérea, quando comparadas as tratadas com
o residuo fermentado (Tabela 2). Nao houve efeito dos tratamentos no
didmetro caulinar e na massa seca das raizes.

Comparando-se o efeito do residuo de sisal e do nematicida no
crescimento das plantas, observa-se que o nematicida promoveu reducao de
todos os parametros de crescimento (altura das plantas, diametro caulinar,
massa seca de parte aérea e massa seca de raizes) quando comparado ao

residuo de sisal, em todas as concentracdes (Tabela 1). As plantas submetidas
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ao tratamento com nematicida apresentaram sintomas de fitotoxidade, a
exemplo de folhas murchas e secas e reducao do crescimento, mesmo tendo
sido aplicada uma dose quatro vezes inferior a utilizada por Nasu et al. (2010).
Provavelmente, a forma de aplicacdo do nematicida promoveu a fitotoxicidade
nas plantas, uma vez que o nematicida foi aplicado no solo com as plantas de
tomateiro ja transplantadas. Nasu et al. (2010) utilizaram doses de manipueira
e 0 nematicida Carbofuran (Furadan 350 SC) como testemunha em tomateiro.
Entretanto, estes autores aplicaram os tratamentos no substrato infestado com
M. incognita e somente quatro dias apos, foi feito o transplantio das mudas.
Santos et al. (2013) aplicaram compostos organicos e o nematicida Carbofuran
(Furadan 350 SC) no substrato contendo M. javanica e, também apéds 4 dias,
ocorreu o transplantio das mudas de bananeira. Estes autores ndo observaram
efeito fitotoxico do nematicida aplicado antes do plantio das mudas de
tomateiro e bananeira.

Lopes et al. (2005) utilizaram extratos de mucuna preta e de manjericéo,
via foliar, no controle de M. javanica e de M. incognita em tomateiro e
verificaram que os extratos ndao afetaram a altura e nem a massa fresca da
parte aérea das plantas em relacdo ao controle. Sugere-se que as
concentracdes baixas e a quantidade aplicada do residuo do sisal podem néo
ter fornecido nutrientes nas quantidades necessarias para promover o melhor
crescimento das plantas.

Apesar deste trabalho ter sido repetido para confirmacéo dos resultados,
optou-se por utilizar somente os resultados do primeiro ensaio, visto que, 0s
resultados foram semelhantes em ambos os ensaios, para os residuos
testados e as variaveis analisadas, sem alteracdes na conducdo dos ensaios.

A aplicagdo do residuo fresco ou fermentado no substrato causou
reducdo nos numeros de galhas e de massas de ovos por planta e por grama
de raizes, para todas as concentracfes avaliadas. O maior numero de galhas
por planta foi encontrado no tratamento testemunha sem residuo (0,0%). As
aplicacbes das concentracdes crescentes do residuo causaram a redugdo no
namero de galhas por planta, com valores maximos de 61,9% e 64,8%, para o
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fresco ou fermentado, respectivamente, em relagcédo ao tratamento sem residuo
(0,0%) (Figura 1 C).

A reducdo no numero de galhas por grama de raizes apresentou uma
tendéncia quadratica, chegando até a 63,0%, para a concentracao de 20,0% de
residuo fresco. Para o residuo fermentado, a reducdo variou entre 35,6% e
67,0% para as concentracdes de 4,0% a 20,0% (Figura 1 D). Com o
nematicida, foi observada a reducao de 99,0% no niumero de galhas por planta.
Entretanto, este nimero esta associado ao reduzido crescimento da planta
devido ao efeito fitotdxico do produto.

O numero de massas de ovos por planta reduziu nos tratamentos com
ambos os residuos, para todas as concentra¢des, quando comparados com a
testemunha sem residuo (0,0%). Foram obtidos decréscimos de 95,0% e
92,0% no numero de massas de ovos por planta, com a aplicacdo das
concentragcbes estimadas de aproximadamente de 14,2% (residuo fresco) e
13,1% (residuo fermentado), comparados ao tratamento sem a aplicacdo de
residuo (0%) (Figura 2 A).

Considerando o nimero de massas de ovos por grama de raizes, foram
obtidas também reducdes significativas, com decréscimos de 95,0% e 97,0%
com a aplicacdo das concentracbes estimadas de aproximadamente de 13,1%
(residuo fresco) e 14,4% (residuo fermentado), comparado ao tratamento sem
residuo (0%) (Figura 2 B).

Ocorreu reducgédo significativa no numero de galhas e, principalmente, no
namero de massas de ovos por grama de raizes, com apenas uma aplicagdo
do residuo liquido de sisal, fresco ou fermentado. No ensaio com o residuo
fresco, em todas as concentracdes avaliadas, o numero de massas de ovos por
grama de raizes foi inferior aquele observado no tratamento com o nematicida.
Destaca-se que os ovos sdo fonte de inéculo e disseminagdo e a reducdo
significativa no numero de massa de ovos representa uma quebra no ciclo de
vida do nematoide e o consequente controle de sua populacdo no solo.

O modelo quadratico obtido no ajuste para o efeito das concentragbes do
residuo de sisal sobre a populacéo final de nematoides e o fator de reproducgéo

(FR), indica a tendéncia de reducdo da reproducdo deste patdégeno com o
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aumento da concentracdo de ambos os residuos (Figuras 2 C e D). A menor
populacdo final de nematoides no solo tratado com residuo fresco foi obtida
para a concentracdo de 20,0%, com a reducdo de 51,0% da populacdo e um
FR= 1,62, diferindo estatisticamente da testemunha (0%). Entretanto, para o
residuo fermentado, uma menor populacdo final no solo e menor fator de
reproducdo foram encontrados para todas as concentragbes avaliadas,
diferindo estatisticamente da testemunha (0%), com reducéo da populacéo final
variando entre 54,7% e 71,7% nas concentracdes de 4,0% (FR= 1,43) até
20,0% (FR=0,89), em relacao a testemunha sem residuo (FR= 3,15) (Figuras 2
CeD).

A reducdo no numero de massas de ovos por grama de raizes e na
populacao final do nematoide, observada nos testes in vivo, e o significativo e
rapido efeito do residuo de sisal na imobilidade e mortalidade dos juvenis de M.
javanica indicam que este residuo liquido, quando aplicado ao solo, pode
contribuir de forma significativa para a reducédo do dano causado as plantas por
M. javanica. Obviamente, com a diminui¢cdo na fonte de in6culo no solo e na
planta, a reducdo dos danos causados por este nematoide podera ser
observada.

A avaliagdo das plantas submetidas aos tratamentos com nematicida e
com os residuos indica que o nematicida foi mais eficiente que o residuo, em
todas as concentracfes, na reducdo do numero de galhas por planta e por
grama de raizes, na reducéo da populacéo final de M. javanica e no fator de
reproducdo. A massa de ovos por planta ndo diferiu estatisticamente nos
tratamentos com nematicida e com residuo nas concentracdes de 16,0% e
20,0%. Nao houve diferenca estatistica entre estes, para a massa de ovos por
grama de raizes, quando se aplicou o residuo, para todas as concentragfes
avaliadas (Tabela 1).

Os resultados alcancados nos ensaios conduzidos in vivo e in vitro
demonstram que o residuo liquido do sisal, fresco ou fermentado, possui efeito
nematicida. Existem relatos na literatura sobre o efeito de extratos de varias
espécies de Agave no controle de diversos patogenos (Guleria & Kumar, 2009;

Barreto et al., 2010; Domingues et al., 2010; Silveira et al., 2012; Botura et al.,
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2013). Entretanto, ainda séo incipientes os trabalhos com o residuo liquido de
A. sisalana no controle de nematoides em plantas. Estudos futuros deverdo
avaliar, durante o ciclo da cultura, as concentracdes e os intervalos de tempo
entre as aplicacbes do residuo liquido e o efeito residual deste nos cultivos
subsequentes, bem como, a eficacia da aplicacdo do residuo de sisal no
controle de Meloidogyne spp. em condicbes de campo e na producao de
tomate.

O efeito nematicida observado no presente estudo pode estar associado a
acdo de metabdlitos secundarios, como as saponinas, 0S taninos ou
flavonoides presentes no residuo do sisal, e que tem sido relacionados as
atividades biolégicas (Barreto et al.,, 2010; Botura et al.,, 2011, 2013).
Homoisoflavonoides e saponinas isoladas do residuo de sisal apresentaram
atividade anti-helmintica em caprinos (Botura et al., 2013). As saponinas
presentes na fracdo aquosa de A. sisalana interagem com as proteinas da
cuticula do nematoide, promovendo o efeito nematicida (Argentiere et al.,
2008).

Olabiyi (2004) demonstrou que substancias presentes nas raizes de
mentrasto-do-grande  (Hyptis suaveolens) e de alfavacdo (Ocimum
gratissimum) e nas folhas de cravo-de-defunto africano (Tagetes erecta)
possuem saponinas e flavonoides que reduzem a populagcdo de M. incognita
em tomateiro. Maistrello et al. (2010) verificaram, em ensaios in vitro e in vivo,
que taninos condensados controlam M. javanica.

Estes metabdlitos presente nos residuos podem ter agido na mortalidade
e na inibicdo da eclosdo ou as diferentes fases envolvidas no processo de
eclosdo como a multiplicacédo celular, o desenvolvimento embrionario, a troca
de cuticula e a saida do ovo podem ser diferentemente afetadas pelos
metabdlitos e suas concentracdes nos residuos (Campos et al., 2001). Ou
ainda, pode ter ocorrido a desorientacdo dos J2 do nematoide-das-galhas,
dificultando a localizacdo das raizes. Desta forma, provavelmente, houve
reducdo ou atraso na penetracdo de J2 com consequente reducdo do numero
de galhas e de massas de ovos, conforme observado em estudo anterior
(Hewlett et al., 1997).
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Seletividade de residuo liquido de sisal a micro-organismos benéficos

O residuo liquido fresco de sisal ndo inibiu o crescimento dos micro-
organismos benéficos do solo. Porém, no meio de cultura com residuo
fermentado, apenas o fungo Penicillium citrinum cresceu, em todas as
concentracdes do residuo (Tabela 3).

Os micro-organismos Sao essenciais para 0s sistemas agricolas, por
causa da acdo destes nos ciclos biogeoquimicos e na ciclagem da matéria
organica. Além disso, a comunidade microbiana pode promover o melhor
enraizamento de plantas, produzir substancias promotoras do crescimento e
promover a melhor absor¢cdo de nutrientes pelas plantas (Reis et al., 2010).
Esses micro-organismos também podem atuar no controle bioloégico de
nematoides (Molina & Davide 1986; Damasceno, 2011; Freitas et al., 2012).
Observou-se que houve o desenvolvimento de micro-organismos do solo,
independente da concentracdo do residuo liquido fresco.

Os resultados do presente estudo demonstram o potencial do residuo
liquido de sisal fresco ou fermentado, em todas as concentracdes, no controle
de M. javanica em plantas de tomateiro. Para o residuo fresco nao foi
observado efeito negativo no crescimento de micro-organismos do solo,
selecionados como benéficos ao crescimento de plantas ou com potencial de
biocontrole de diferentes doencas de plantas. O residuo fermentado inibiu o
crescimento in vitro desses micro-organismos, indicando que este pode ter um
impacto negativo na microbiota do solo. Entretanto, o residuo fermentado
apresenta facilidades de manuseio, por ndo requerer refrigeracdo ou outras
formas de conservacédo. Estudos futuros deverdo ser conduzidos visando
comprovar a acdo nematicida destes residuos no controle de M. javanica em
tomateiro no campo, as formas de sua aplicacado e o impacto na microbiota do

solo.
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Tabela 1: Estimativas dos contrastes (nematicida x concentracdes do residuo liquido
de sisal fresco ou fermentado) e significAncia para os parametros avaliados no
controle de Meloidogyne javanica in vitro (apés 24 e 48 horas) e in vivo (altura das
plantas - AP, didmetro caulinar - DC, massa seca da parte aérea - MSPA, massa seca
da raiz - MSR, numero de galhas - NG, massas de ovos -MO, populacdo final de
nematodides - PF e fator de reproducdo - FR. Estimates of contrasts (nematicide x
concentrations of fresh or fermented sisal liquid residue) and significance for all
parameters evaluated for control of Meloidogyne javanica in vitro (after 24 and 48
hours) and in vivo (plant height - AP, stem diameter - DC, shoot dry matter -MSPA, root
dry matter - MSR, number of galls - NG, egg masses -MO, final population — PF, and
reproduction factor - FR. Cruz das Almas, UFRB, 2012.

MORTALIDADE
CONTRASTES

24 HORAS 48 HORAS

2,5% X Nematicida -2,04" -6,28"

5,0% X Nematicida -2,22" -5,69"

7,5% X Nematicida 18,64~ -4,44"

10,0% X Nematicida 24,727 5,727

12,5% X Nematicida 52,99” -2,497

15,0% X Nematicida 65,51 -2,05"

17,5% X Nematicida 74,64" 0,40™

20,0% X Nematicida 77,917 0,41"™

CONTRASTES AP DC MSPA MSR PF
4,0% X Nematicida 46,50 0,09 541" 1,08 7763,64"
8,0% X Nematicida 45,99 0,12" 5,55 1,09 7477,92"
12,0% X Nematicida  45,71" 0,107 4,90" 1,02” 5570,78"
16,0% X Nematicida 44,50 0,14 5,36 1,09 4792,21"
20,0% X Nematicida 46,06 0,09” 5,197 0,84" 3685,07"
CONTRASTES NG/planta NG/graiz MO/planta MO/g raiz FR

4,0% X Nematicida  170,82" 10,77" 44,47 2,26™ 1,94
8,0% X Nematicida  185,39" 9,42" 40,90 1,68 1,87
12,0% X Nematicida  165,82" 6,83" 36,47" 0,66"™ 1,397
16,0% X Nematicida  156,82" 6,57 22,69™ -0,33" 1,20
20,0% X Nematicida 125,75 5,157 29,33"™ 0,29" 0,927

** . Significativo a 1% (p’<0,01) * - significativo a 5% (p’<0,05) ns - ndo significativo a 5%
(p>0,05). [Significant at 1% (p 's 0.01) * - significant at 5% (p' < 0.05) ns - not significant at
5%].
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Tabela 2. Altura das plantas - AP, didmetro caulinar -DC, massa seca da parte aérea -
MSPA, massa seca das raizes — MSR, de plantas de tomateiro infectadas por
Meloidogyne javanica e tratadas com residuo liquido de sisal, fresco ou fermentado.
(Plant height - AP, stem diameter - DC, shoot dry matter - MSPA, root dry matter -
MSR of tomato plants infected with Meloidogyne javanica and treated with fresh and
fermented sisal liquid residue). Cruz das Almas, UFRB, 2012.

Residuo de sisal AP (cm) DC(cm) MSPA(Q) MSR (9)
Fresco 79,55 a 0,73 a 7,36 a 1,20 a
Fermentado 74,48 b 0,73 a 5,89b 1,18 a

Médias seguidas pelas mesmas letras nado diferem entre si pelo teste F. [Means with the same
letters do not differ statistically (F test).

Tabela 3. Seletividade do residuo liquido de sisal, fresco ou fermentado, a micro-
organismos benéficos do solo (Selectivity of fresh or fermented sisal liquid residue on
beneficial soil microorganisms). Cruz das Almas, UFRB, 2012.

Micro-organismos Residuo liquido de sisal

Fresco Fermentado

Penicillium citrinum + +

Trichoderma atroviride

T. harzianum

T. virens

BFT4

BFT7

BFT11

BFT41

BFT71

BFT87

BFT88

BFT102

BFT106

PD3

+ 4+ + + + + A+ + o+ o+ o+

Os sinais indicam presenca (+) ou auséncia (-) de crescimento de micro-organismos em meios
de cultura com o residuo liquido de sisal [Signs indicate presence (+) or absence (-) of growth
of microorganisms in culture media amended with sisal liquid residuel].
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Figura 1. Controle de Meloidogyne javanica com residuo liquido de sisal, fresco ou fermentado, apds exposicao em condic¢des in vitro por 24 horas (A) e
48 horas (B) e em condi¢gGes de casa de vegetagdo, em plantas de tomateiro infectadas por M. javanica e tratadas com residuo de sisal: nimero de
galhas por planta (C) e por grama de raiz (D). [Control of Meloidogyne javanica with fresh or fermented sisal liquid residue, after exposure under in vitro
conditions for 24 hrs (A) and 48 hrs (B), and under greenhouse conditions in tomato plants infected with M. javanica and treated with fresh and fermented
sisal liquid residue: number of galls per plant (C) and per gram of roots (D)]. Cruz das Almas, UFRB, 2012.
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Figura 2. Massas de ovos por planta (A); massas de ovos por grama de raiz (B); populagdo final de nematéides (C) e fator de reproducédo (D) de
Meloidogyne javanica em solo com plantas de tomateiro tratadas com residuo liquido de sisal, fresco ou fermentado. [egg masses per plant (A); egg masses
per gram of roots (B); final population (C) and reproduction factor (D) of Meloidogyne javanica in soil with tomato plants treated with fresh or fermented sisal

liquid residue]. Cruz das Almas, UFRB, 2012.



CONSIDERACOES FINAIS

Os agrotoxicos utilizados nos sistemas de producao agricola para o controle
de patdégenos causam diversos problemas ambientais. O controle biolégico e o
controle organico de doencas de plantas surgem como alternativas aos
agrotoxicos, a exemplo dos nematicidas comerciais que sdo toxicos ao ambiente,
causam a contaminacado de animais, dos agricultores, de reservatorios naturais e
artificiais de agua, deixam residuos no solo e nos alimentos, promovem o
desenvolvimento de mecanismos de resisténcia pelos fitopatdgenos e ainda tem
custo elevado.

Os Streptomyces spp. avaliados neste trabalho demonstraram a capacidade
de controlar o nematodide-das-galhas no tomateiro, contribuindo assim, para a
reducdo dos danos na planta e a promog¢ao do crescimento do tomateiro. Este
efeito de biocontrole foi obtido nas plantas cultivadas em solo com ou sem esterco
bovino (Capitulo 1). Trabalhos em campo deveréo ser realizados para aprimorar o
conhecimento gerado sobre o potencial destes isolados de Streptomyces spp.
para um controle eficiente de M. javanica, com melhor crescimento e producéo do
tomateiro e de outras holericolas de importancia econdémica. Isto ira contribuir
para a estabilidade da producdo e, consequentemente, para a producdo mais
sustentavel de culturas horticolas, com maior retorno dos investimentos feitos
pelos produtores e menor impacto ao meio ambiente e a saude humana e animal.

O extrato aquoso e 0 p6 moido provenientes do residuo sdlido seco de sisal
(Capitulo 2) e os residuos liquidos fresco e fermentado (Capitulo 3), em razéo dos
valores elevados observados na mortalidade de J2 de M. javanica, bem como na
reducdo dos danos em raizes de tomateiro, sob condicbes de casa-de-vegetacao,
apresentaram-se como promissores, com potencial para sua utilizagdo no manejo

integrado do nematoide-das-galhas.
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O residuo liquido ou sélido do desfibramento de folhas de sisal promove o
controle do nematdide-das-galhas e, portanto, apresenta elevado potencial para
utilizacdo em sistemas de producdo agricola ambientalmente mais sustentaveis,
mediante a geracdo de um produto bioativo, a partir de um subproduto que é
descartado em grandes quantidades nas propriedades rurais, sem o tratamento
adequado.

Novos trabalhos serdo desenvolvidos visando identificar os compostos
presentes nestes residuos e o estudo de como estes agem no controle de
nematdides. O uso destes residuos como nematicida reduzira as perdas devido a
infeccdo das plantas por nematoides fitoparasitas, pois todo o setor agricola sofre
enormes perdas provocadas por estes patdgenos.

Por ser um produto de baixo custo, podera ser utilizado pela agricultura
familiar, pelos pequenos, médios e grandes produtores durante o todo o ano. Alem
disso, promovera significativo impacto econdmico e social para os produtores de
sisal que poderdo comercializar os residuos liquido e o solido do desfibramento
das folhas de sisal, com aumento da renda do cultivo do sisal, contribuindo para a
melhoria da qualidade de vida desses produtores do semiarido da Bahia. Também
podera promover redugdo no impacto ambiental gerado pelo descarte inadequado
deste residuo apo s o desfibramento das folhas de sisal. Também apresenta
grande impacto econémico por ser um produto para o controle de fitonematoides
em culturas de importancia econémica, contribuindo para evitar a disseminacdo e

infecgao de culturas por fitonematoides.



ANEXO
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Figura 1. A) Corte das folhas de sisal no campo; B) Processo de desfiboramento das
folhas, C) Secagem das fibras em estaleiro; D) Coleta do residuo liquido ap6s o
desfibramento das folhas; E) Descarte do residuo sélido de sisal no campo e F) Residuo
sélido seco apos o processo de moagem. Valente, Bahia. Fonte: Soares, 2014.



