UNIVERSIDADE ESTADUAL DE FEIRA DE SANTANA

DEPARTAMENTO DE CIENCIAS BIOLOGICAS Law

GENETICOS
VEGETAIS
SOOI

PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM RECURSOS
GENETICOS VEGETAIS

MILENA FERREIRA COSTA

APROVEITAMENTO DO RESIDUO LIQUIDO INDUSTRIAL DO SISAL (Agave
sisalana Perr.) PARA OBTENCAO DE UM INSETICIDA BIOLOGICO

FEIRA DE SANTANA - BA
2012



MILENA FERREIRA COSTA

APROVEITAMENTO DO RESIDUO LIQUIDO INDUSTRIAL DO SISAL
(Agave sisalana Perr.) PARA OBTENCAO DE UM INSETICIDA
BIOLOGICO

FEIRA DE SANTANA — BAHIA
2012



MILENA FERREIRA COSTA

APROVEITAMENTO DO RESIDUO LIQUIDO INDUSTRIAL DO SISAL
(Agave sisalana Perr.) PARA OBTENCAO DE UM INSETICIDA
BIOLOGICO

Dissertacdo apresentada ao Programa de Pds-graduacdo em
Recursos Genéticos Vegetais, da Universidade Estadual de Feira
de Santana, como requisito parcial para a obtengdo do titulo de
Mestre em Recursos Genéticos Vegetais.

Orientador: Prof. Dr. Juan Tomas Ayala Osuna
Co-orientador: Prof. Dr. Hugo Neves Brandao

FEIRA DE SANTANA — BAHIA
2012



Ficha catalografica: Biblioteca Central Julieta Carteado — UEFS

Costa, Milena Ferreira
C874a Aproveitamento do residuo liquido industrial do sisal (Agave sisalana
Perr.) para obtencéo de um inseticida bioldgico / Milena Ferreira Costa. —
Feira de Santana - BA, 2012.
92f. :il.
Orientador: Juan Tomas Ayala Osuna.
Co-orientador: Hugo Neves Brandao.
Dissertacéo (Mestrado em Recursos Genéticos Vegetais)— Universidade
Estadual de Feira de Santana, Departamento de Ciéncias Bioldgicas,
Programa de P6s-Graduagdo em Recursos Genéticos Vegetais, 2012.
1. Fitoquimica. 2. Inseticida vegetal. 3. Spodoptera frugiperda. 5. Zea
mays. I. Ayala Osuna, Juan Tomas. Il. Branddo, Hugo Neves. Ill.
Universidade Estadual de Feira de Santana. V. Departamento de Ciéncias
Bioldgicas. V. Titulo.

CDU: 582.572.43:632.951




BANCA EXAMINADORA

Prof. Dr. Pedro Luis da Costa Aguiar Alves

Profa. Dra. Adriana Rodrigues Passos

Prof. Dr. Juan Tomas Ayala Osuna
Orientador e Presidente da Banca

Feira de Santana — BA
2012



Dedico essa conquista ao meu namorado Vinicius, pela imensa compreensédo, encorajamento e
estimulo na realizac@o dessa etapa de minha vida.



AGRADECIMENTOS

A Deus, por minha satde, jovialidade e existéncia;

Aos meus pais, Antonio Valter de Queiroz Costa e Noibelia Maria Ferreira Costa, que
acreditaram e investiram nos meus estudos;

Ao meu namorado, Vinicius Borges Cerqueira, por seu amor e por sempre confiar que eu
conseguiria;

As minhas amigas, Gabriela Carinhanha e Thayana Monteiro, pelos momentos
descontraidos e por compartilharem da minha angustia;

A minha irm3, Mahysa Ferreira Costa, pela praticidade e ajuda nos momentos mais
dificeis da parte experimental;

A minha prima, Maylane Gaspar, por gostar do que eu faco e me ajudar na avaliacdo dos
experimentos;

A Universidade Estadual de Feira de Santana;

Ao Programa de Pds-Graduacdo em Recursos Genéticos Vegetais, aos mestres vinculados
dedicados ao ensino e aos funcionarios sempre solicitos, em especial Alberto e Janilza;

A FAPESB, que financiou esse estudo durante a fase do Mestrado, bem como concedeu o
AUXILIO-DISSERTACAO para a finalizac3o desse trabalho;

Ao Banco do Nordeste do Brasil pela aprovacdo do financiamento dessa pesquisa;

Ao prof. Dr. Juan Tomds Ayala Osuna, pela orientagdo, disponibilidade, paciéncia e
incentivo financeiro na realiza¢do desse mestrado;

Ao prof. Dr.Hugo Neves Brandao, pela orientagdao na parte quimica desse trabalho, pelos
guestionamentos e por me acolher em uma area totalmente nova para mim;

Ao Dr. Carlos Ledo, para o qual destaco meu muito obrigado, por dedicar tempo, esforco
e colaborar significativamente na andlise estatistica dos meus resultados;

Aos colegas da Unidade Experimental Horto Florestal, especialmente a Bruno Alvim,
Flaviane Leite Araujo e Priscila, pelo incentivo e boa-vontade no empréstimo dos
equipamentos;

Ao Fernando Carneiro e os “brodo” pelo grande auxilio nas coletas;
A Maiane e Danielle pela imensa ajuda na realiza¢do da triagem fitoquimica;

A Gravena manecol e a Odair Fernandes pelo envio dos ovos de Spodoptera para a
realizacdo dessa pesquisa;

A Dra. Mitsue Haraguchi que colaborou substancialmente na metodologia para obtencio
dos extratos de sisal;



Ao Jener David dos Santos pela ajuda na secagem dos extratos;
A Ms. Marcela Fonseca Souza pelo inicio do trabalho e pela disponibilidade;
Ao Ms. Alisson Harley Brito da Silva pelo auxilio na parte estatistica;

A Ms. Maria Clarice Vasconcelos Dias, pelo notdvel empenho em passar todos os
conhecimentos que fossem Uteis na realizacdo desse trabalho;

A Mariana Carvalho e Anderson Moscoso pelo auxilio na montagem dos experimentos.



RESUMO

O baixo aproveitamento das folhas da Agave sisalana, em torno de 4%, motivou esta
pesquisa que tem por objetivo avaliar os efeitos de compostos oriundos do metabolismo
secunddrio dessa espécie no desenvolvimento e sobrevivéncia da lagarta-do-cartucho, na
cultura do milho. Para tanto foram utilizados, essencialmente, oito tratamentos: extrato
etandlico nas concentrac¢des de 1,25; 2,5; 5; 7,5 e 10 %; extrato acetato de etilaa 1,0 e
2,0%; extrato butandlico a 1,5 e 3,0%; e trés tratamentos-controle: Inseticida sintético
Lannate, dgua destilada e Bioinseticida NiM-I-Go. Amostras do residuo foram analisadas
por testes colorimétricos e de precipitacdo, a fim de verificar a composicdo quimica. Nos
ensaios bioldgicos foi avaliada a duracdo das fases de vida larval e pupal, peso,
mortalidade, o comprimento e a largura do corpo das lagartas, em testes por contato
tépico e ingestdo. Foram utilizadas escalas de notas para avaliar, tanto os danos de
fitotoxicidade dos extratos, quanto os danos da lagarta em campo, sendo também
avaliada a producdo da cultura. Foi observada a presenca de triterpenoides, saponinas e
taninos nas amostras. Os extratos vegetais apresentaram danos de toxicidade foliar
equiparaveis aos inseticidas comerciais, sendo da mesma forma em campo, no qual
houve controle da infestacdo a partir da 22 aplicacdo, sem interferir na producdo da
cultura. Os extratos atuam mais marcadamente por ingestdo e afetam a sobrevivéncia da
lagarta, tendo destaque para o acetato a 2,0% e o etandlico a 10%, apresentando
mortalidade de 100% e agdo nos primeiros dias de vida do inseto.

Palavras-chave: Fitoquimica. Inseticida vegetal. Spodoptera frugiperda. Zea mays
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ABSTRACT

(UTILIZATION OF LIQUID INDUSTRIAL WASTE SISAL (Agave sisalana Perr.) FOR OBTAINING
A BIOLOGICAL INSECTICIDE)

The low utilization of the leaves of Agave sisalana, around 4%, motivated this research
which aims to assess the effects of compounds from the secondary metabolism of this
species in the development and survival of the fall armyworm, in corn. For this purpose
were used essentially eight treatments: ethanolic extract at concentrations of 1,25; 2,5;
5,0; 7,5 and 10%, butanolic extract to 1,5 and 3,0%, ethyl acetate extract to 1,0 and 2,0%,
and three control treatments: synthetic insecticide Lannate, distilled water and
insecticide Nim-I-Go. Samples of residue were analyzed by colorimetric tests and
precipitation to verify the chemical composition. In the biological assays was assessed the
duration of life stages larval and pupal, the weight, mortality, length and width of body of
the larvae, in tests by topical application and ingestion. Scales were used to assess both
the damage of phytotoxicity of the extracts as the damage of the fall armyworm in the
field, including the production of culture. It was observed the presence of triterpenoids,
saponins and tannins in the samples. The plant extracts showed toxicity foliar damage
comparable to commercial insecticides, and similarly in the field, where the infestation
was controlled as from the 2nd application, without interfering in the production of
culture. The extracts act most strongly by ingestion and affect the survival of the larvae,
with emphasis on acetate to 2,0% and ethanolic to 10%, with 100% mortality and action
in the first days of life of the insect.

Keywords: Phytochemistry. Insecticide plant. Spodoptera frugiperda. Zea mays
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1 INTRODUCAO GERAL

No Brasil, a cultura sisaleira se concentra na regido nordeste, em areas de
pequenos produtores, com predominio do trabalho familiar. Além de ser fonte de
renda e emprego para muitos trabalhadores, a cultura do sisal tem enorme
importancia econdmica e social para o Estado da Bahia, constituindo alternativa
de desenvolvimento para o semiérido baiano (MARTIN et al., 2009).

As fibras do sisal representam o percentual de apenas 3 a 5% da folha; por
sua vez, 0os 95 a 97% restantes constituem os residuos do beneficiamento, que
sdo utilizados como adubo organico, racdo animal e pela industria farmacéutica
(MARTIN et al., 2009). Esses residuos sdo compostos por agua, seiva vegetal,
compostos do metabolismo primario e secundario, particulas de tecido
parenquimatoso, pedacos de folhas e fibras de diferentes tamanhos. Em paises
como o Brasil, eles sdo, na maioria das vezes, abandonados no campo, sendo
poucos os produtores que os aproveitam (SILVA et al., 2006).

O residuo liquido do sisal apresenta, como principais constituintes do
metabolismo secundario, os derivados saponinicos, alcaloides, taninos e
cumarinas (BARRETO et al., 2003). Em trabalhos anteriores foi comprovado que
0 suco do sisal tem acao no controle de acaros, insetos transmissores de doencas
tropicais (PIZARRO et al, 1999; BARRETO et al., 2003), bem como no controle da
Spodoptera frugiperda (SOUZA, 2009). Estas pesquisas corroboram o residuo de
sisal como possuidor de propriedade inseticida.

Uma série de pragas atacam a cultura do milho, como as do colmo,
Elasmopalpus lignosellus (Zeller, 1848) e Diatraea saccharalis (Fabricius, 1794), a
praga das espigas Helicoverpa zea (Boddie, 1850); além das que atacam o0s
graos armazenados, como Sitophilus zeamais (Motschulsky, 1855) e Sitotroga
cerealella (Olivier, 1819) (CARVALHO, 1987).

No entanto, indiscutivelmente, Spodoptera frugiperda (J.E. Smith, 1797) é a
praga mais importante do milho e, em um programa de manejo, deve ser
considerada a praga chave, uma vez que, seus danos, embora considerados
indiretos, decorrem da ingestdo das folhas, o que reduz a capacidade
fotossintética da planta e compromete a formacéo da espiga, consequentemente,
a producédo (CARVALHO, 1987).
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Para ser considerado um inseticida ideal, € necessério que este seja
seletivo, biodegradavel e de baixa persisténcia no meio ambiente (VIEIRA et al.,
2007). Dessa forma, o emprego de substancias extraidas de plantas silvestres
com o poder inseticida apresenta algumas vantagens quando comparada aos
sintéticos: sdo renovaveis, facilmente degradaveis, ou seja, ndo contaminam o
meio ambiente, e o desenvolvimento de resisténcia dos insetos é mais lento.
Adicionado a isso, ndo deixam residuos nos alimentos, sdo seguros aos
operadores, e de baixo custo, tornando-se acessivel aos pequenos produtores
(OLIVEIRA et al., 2007).

No entanto, o que constitui desvantagem no uso desses produtos é que,
em geral, suas estruturas quimicas sdo muito grandes e complexas, dificeis de
isolar e sintetizar, e ainda, quando sintetizadas, ndo possuem a mesma acao que
o produto natural (OLIVEIRA et al., 2007).

O controle quimico da lagarta-do-cartucho tem demandado significativo
aumento no numero de pulverizagbes com inseticidas sintéticos, causando o
surgimento de populacbes resistentes aos diferentes produtos quimicos
disponiveis, bem como implica¢cées no meio ambiente (ROEL et al., 2000).

Este tipo de controle é a principal medida empregada para evitar que o0s
prejuizos atinjam o nivel de dano econémico e, muitas vezes, nao tem a eficacia
desejada, apresentando alto custo para os produtores rurais, pois geralmente sao
necessarias varias aplicacées, o que proporciona a contaminacdo dos graos e
deixa residuos nos alimentos, causando problemas de saude publica (SOUZA,
2009).

O agravamento da situacdo leva a substituicdo de um inseticida por outro,
gue é geralmente de maior custo e menos compativel com outras medidas de
controle. Quando a resisténcia ocorre para pesticidas considerados “seletivos”
(téxicos para determinadas pragas e pouco efeito sobre os seus agentes de
controle biolégico), eles geralmente sdo substituidos por outros mais toxicos (e
menos seletivos), que reduzirdo a populacdo dos inimigos naturais, rompendo o
controle biologico até entdo efetivo, levando o controle da praga a depender
guase que exclusivamente dos produtos quimicos (CRUZ, 2002).

Assim, 0s avancos nas pesquisas relacionadas aos inseticidas de origem

vegetal tém possibilitado perspectivas para sua utilizacdo no controle de pragas,



15

podendo se constituir em uma alternativa viavel a ser adotada pelos produtores
rurais, promovendo futuras utilizagbes para os subprodutos do sisal e
possibilitando a abertura de novos mercados para essa cultura.

Em face da importancia econémica e social que a lavoura do sisal tem para
a Bahia e para o Brasil, é que se prop0e, por meio dessa pesquisa, um estudo
mais aprofundado, que se torne referéncia para as diferentes agoes relacionadas
com os aspectos socioecondmicos da producéo de sisal.

Os estudos iniciados por SOUZA (2009) objetivaram verificar a atividade
inseticida de extratos organicos obtidos a partir do residuo liquido de Agave
sisalana sobre Spodoptera frugiperda, concluindo que as larvas dessa espécie, ao
serem alimentadas com folhas de milho tratadas com os extratos butandlico e
hidroetandlico (10g/ 100ml) do suco de sisal, apresentaram significativa taxa de
mortalidade (90 e 88%, apods 72hs).

A partir da continuidade desses estudos, visa-se avaliar as fragdes
etandlica, butandlica, acetato de etila e precipitado, obtidos do residuo liquido de
Agave sisalana Perr., no controle da praga S. frugiperda em plantacdes de milho,
através de ensaios em laboratério e a campo, avaliando tanto a producédo da
cultura quanto a fitotoxicidade que tais extratos representam para esta.

Essa dissertacao apresenta uma breve revisdo sobre as plantas e o inseto-
praga em estudo e esta dividida em dois capitulos que descrevem,
respectivamente, a triagem fitoquimica de amostras do suco de sisal e os efeitos
de toxicidade foliar dos extratos elaborados; e os resultados dos ensaios dos
extratos etanolico, butandlico e acetato de etila sobre o desenvolvimento e
sobrevivéncia da lagarta-do-cartucho, extrapolando para campo, o0s danos
ocasionados pela lagarta, bem como sua influéncia na producédo da cultura do

milho.

1.1 Agave sisalana Perrine

Circunscrita recentemente em Asparagaceae (THE PLANT LIST, 2010), A.
sisalana é uma monocotiledénea perene em que as folhas e o broto terminal
estdo inseridos no pseudocaule, que pode, quando adulto, atingir uma altura de

até 1,20 m e um diametro de 20 cm. As folhas sado lanceoladas, sésseis, rigidas,
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de cor verde-escuro e comprimento entre 120 e 160 cm, com 10 a 15 cm de
largura na sua parte média. A superficie é concava, desprovida de espinhos nas
bordas, possuindo um unico aculeo de 2 cm na extremidade. A insercdo da folha
no pseudocaule ocorre em forma de espiral, ascendente, formando rosetas. A
inflorescéncia, em forma de pedunculo floral, apresenta de 6 a 8 m de altura e
possui algumas escamas similares as folhas (SILVA et al., 2008).

Agave é um género introduzido, sendo a espécie Agave sisalana uma
planta produtora de fibra, cuja cultura € uma importante alternativa para as areas
mais secas do Nordeste. Algumas outras espécies do género fornecem matéria-
prima para a fabricacéo de bebidas alcodlicas muito populares na América Central
e que se espalharam por diversos paises do mundo, como o pulque e a tequila
(SOUZA & LORENZI, 2008).

A adaptacédo do sisal as condigbes edafoclimaticas da regido semiarida do
Nordeste, onde as opc¢Oes de cultivo sdo limitadas, confere-lhe uma grande
importancia socioecondmica, gerando emprego e renda em uma das regides
possuidoras do IDH (0,589) mais baixo do estado da Bahia (ANDRADE et al.,
2010).

No Brasil, os estados da Bahia, Paraiba e Rio Grande do Norte sdo os
principais produtores de sisal, com 93,5%; 3,5% e 3,0%, respectivamente, da
producédo nacional (MARTIN et al., 2009)

Estima-se que, atualmente, aproximadamente 400 mil agricultores
familiares cultivam o sisal em suas propriedades. Ademais, postos de trabalhos
diretos sdo gerados nas etapas de beneficiamento e industrializacdo do sisal,
sendo estes, em sua maioria, nos centros urbanos (ANDRADE et al., 2010).

No Estado da Bahia, no ano de 2010, a producédo da fibra de sisal atingiu
aproximadamente 140 mil toneladas, cultivados em 68 municipios, alguns desses
com maior expressao em termos de producdo, como por exemplo: Conceicédo do
Coité, Campo formoso, Valente, dentre outros. No entanto, a produtividade média
por hectare concentra-se em 1200 kg/ha (ANDRADE et al., 2010).

O sisal, além de constituir fonte de renda e emprego para um grande
contingente de trabalhadores, € um importante agente de fixacdo do homem a
regido semiarida nordestina, sendo, em algumas dessas regides, a Unica

alternativa de cultivo com resultados econdmicos satisfatérios. A fibra do sisal,
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beneficiada ou industrializada, representa cerca de 80 milhdes de ddlares em
divisas para o Brasil, além de gerar mais de meio milhdo de empregos diretos e
indiretos por meio de sua cadeia de servigos, que comeca com as atividades de
manutencdo das lavouras, colheita, desfiboramento e beneficiamento da fibra e
termina com a industrializagéo e confeccéo de artesanato (MARTIN et al., 2009).

As principais aplicagbes da fibra de sisal industrializada sdo na induastria
automobilistica e também na fabricacdo de cordas, barbantes, cabos maritimos,
tapetes, sacos, vassouras, estofamentos e artesanato; além disso, tem utilizacédo
industrial na fabricacdo de pasta celulésica para producdo do papel Kraft de alta
resisténcia, e de outros tipos de papel fino, como para cigarro, filtro, absorvente
higiénico, fralda, etc. (MARTIN et al., 2009).

No artesanato, sdo produzidas bolsas, tapetes manuais de macramé e
trico, descansadores para panelas, porta-joias, porta-material didadico, etc.
(ANDRADE et al., 2010).

Pesquisas vém sendo desenvolvidas a fim de possibilitar novas utilidades
para os subprodutos do sisal, como compdsitos plasticos, utilizacdo do residuo
liquido como bio-herbicida, a utilizacdo do residuo na forma de feno, silagem ou
amonizado, como racao para producao de leite ou carne, e, principalmente, para
0 sustento dos bovinos, caprinos e ovinos no periodo de estiagem, adicionando
aditivos nutricionais (ureia, soja, milho, etc.), que é uma pratica ainda pouco
utilizada por agricultores da regido sisaleira da Bahia (FARIA et al., 2008;
ANDRADE et al., 2010).

1.1.1 Extratos vegetais com atividade inseticida

Os produtos naturais inseticidas foram muito utilizados até a década de 40,
guando, a partir da Il Guerra Mundial, os produtos sintéticos passaram a ganhar
espaco. Isso ocorreu devido a pesquisas com produtos biocidas, que se
mostraram muito mais potentes e menos especificos que os naturais, até entéo,
utilizados no controle de pragas agricolas (VIEGAS JUNIOR, 2003).

Os primeiros fitoinseticidas utilizados foram: a nicotina extraida de
Nicotiana tabacum (Solanaceae), a rianodina extraida de Ryania speciosa

(Flacuortiaceae), a sabadina e outros alcaloides extraidos de Schoenocaulon
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officinale (Liliaceae), as piretrinas extraidas do Chrysanthemum cinerariaefolium
(Asteraceae) e a rotenona extraida de Derris spp. e Lonchocarpus spp.
(Fabaceae) (LAGUNES & RODRIGUEZ, 1992).

As variagbes na eficiéncia do controle, devido as diferencas na
concentragédo do ingrediente ativo entre plantas e, principalmente, o baixo efeito
residual, apontava para a necessidade de varias aplicacdes em periodos curtos, o
que fez com que os inseticidas vegetais fossem gradativamente substituidos
pelos sintéticos (COSTA et al., 2004). No entanto, quanto a resisténcia, segundo
CRUZ (2002), parece ser menos frequente quando s&o usados produtos ou
formulacdes néo persistentes, ou, de acordo com LIMA et al. (2008), essa menor
probabilidade de desenvolvimento de resisténcia é pela ocorréncia de um
complexo de principios ativos.

Nos ultimos anos, inumeras plantas com atividade inseticida, pertencentes
a diversas familias boténicas, tém sido descobertas (GRAINGE & AHMED, 1988).
Dentre as espécies estudadas, destacam-se Azadirachta indica A. Juss
(comumente denominada Nim ou Nime) e Melia azedarach (conhecida
popularmente por cinamomo, para-raios ou santa-barbara) (ROEL et al, 2000),
sendo, a primeira, considerada uma das mais eficientes plantas inseticidas ja
pesquisadas (MORDUE & BLACKWELL, 1993).

Os inseticidas quimicos, em geral, possuem um efeito agudo e seu modo
de acdo (método de causar a morte) € por meio do sistema nervoso, pela inibicao
da acetilcolinesterase (uma enzima essencial para a transmissdo dos impulsos
nervosos na sinapse) ou pela acdo direta nas células nervosas. A maioria dos
inseticidas sintéticos, incluindo os piretroides, sdo venenos que atuam no sistema
nervoso (GULLAN & CRANSTON, 2007). Esses e os fosforados, seguidos dos
organoclorados, sdo os mais utilizados (VIEIRA et al., 2007).

Outros inseticidas quimicos afetam o0s processos metabdlicos ou o
desenvolvimento dos insetos, seja por imitarem ou interferirem na acdo de
hormbnios, seja por afetarem a bioquimica da producéo de cuticula. Dentre esses
inseticidas, podemos citar o Nim, Azadiractha indica, que, por ser um veneno que
atua na alimentacdo, pode repelir, impedir o estabelecimento e/ou inibir a

oviposicao, inibir ou reduzir a tomada de alimento, interferir na regulacdo do
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crescimento, bem como a fecundidade, a longevidade e o vigor dos adultos
(GULLAN & CRANSTON, 2007).

Os compostos ativos dessa espécie sdo encontrados no centro das
sementes, embora as folhas apresentem uma fonte secundaria (SCHMUTTERER,
1990), como demonstrado nos estudos de VIANA & PRATES (2003) com extrato
aquoso de folhas de Nim, que causaram elevada mortalidade em Spodoptera
frugiperda.

As caracteristicas de produtos naturais, de baixa toxicidade e persisténcia,
fazem com que os extratos vegetais sejam associados a um menor impacto
ambiental. Apesar da maior parte dos estudos ainda estar sendo desenvolvida em
laboratério, os resultados comprovam que o0s extratos de plantas podem atuar
como protetores de culturas e de produtos vegetais armazenados, inibindo a
alimentacdo e a oviposicdo, retardando o desenvolvimento, afetando a
reproducao e causando mortalidade de insetos-praga (COSTA et al., 2004).

Mesmo que a maioria dos inseticidas vegetais apresente baixa toxicidade a
mamiferos e as plantas, ha uma concepc¢ao errbnea de que esses inseticidas sao
sempre menos toxicos ou mais seguros que O0s inseticidas sintéticos. Ha
inseticidas vegetais registrados que sao toxicos a peixes, insetos benéficos
(polinizadores, inimigos naturais de pragas, etc.) e mamiferos. Alguns deles séo
mais toxicos ao homem do que certos produtos sintéticos, o que justifica a
realizacdo de maiores estudos com extratos vegetais e ndo a inteira confiabilidade
em sua origem natural (MOREIRA et al., 2006).

1.1.2 Atividade biol6gica do género Agave

A investigacdo farmacoldgica indica que o suco obtido das folhas de Agave
sisalana estimula a musculatura intestinal e uterina, reduzindo a pressao
sanguinea e produzindo aborto em animais gestantes, podendo ainda ser usado
para doencas da pele, tratamento da sifilis e como laxante. A seiva da Agave tem
propriedades antisépticas e é usada para interromper o desenvolvimento de
bactérias no estbmago e intestino (DEBNATH et al., 2010).

No que se refere a atividade inseticida de plantas da familia Asparagaceae,

em pesquisas envolvendo o género Agave, especificamente Agave sisalana,
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PIZARRO et al. (1999) demonstraram que 0 extrato pode ser utilizado em campo,
na concentracdo de 100 ppm para o mosquito Culex quinquefasciatus, com um
aumento do tempo de exposicdo para trés dias, obtendo-se uma mortalidade de
100 % das larvas.

O suco do sisal tem uso comprovado para o controle de nematoides
(GONCALVES JUNIOR, 2002) e carrapatos, acaros rajados, cupins e lagartas.
Para controle de carrapato bovino (Boophilus microplus), constatou-se 95% de
mortalidade, quando utilizado o extrato bruto, e 100% de mortalidade quando
diluido em 6leo na proporcao 1:1. (OASHI, 1999).

BARRETO et al. (2003) verificaram alta mortalidade (93%) de acaros
rajados da espécie Tetranyclus urticae, através de ensaios biolégicos com
extratos da A. sisalana. Este mesmo autor, em 2010, publicou uma pesquisa com
extratos frescos e curtidos de dois genotipos de A. sisalana, e observaram 100%
de eficiéncia do extrato curtido do hibrido 11648, no controle da mesma espécie
de acaro rajado.

CARNEIRO & SANTANA (2007) relataram atividade inseticida do extrato
etandlico do residuo liquido de sisal contra cupins da espécie Nasutitermes
corniger, sendo encontrado, para a maior concentracdo utlizada (10g/L),
mortalidade acima de 50% em 24 horas de exposicao.

SOUZA (2009) obteve 64% de mortalidade para larvas da Spodoptera
frugiperda submetidas ao extrato hidroetandlico da A. sisalana.

BOTURA et al. (2011) avaliaram a atividade antihelmintica in vivo do
extrato aquoso do residuo de sisal contra nematoides gastrintestinais em cabras,
observando ainda o efeito toxico para esses animais. O residuo apresentou baixa
eficacia para os estagios parasitarios e foi moderadamente efetivo contra os ovos
e estagios de vida-livre, ndo apresentando toxicidade para as cabras.

Em atividade antifuUngica, conforme os resultados obtidos por KEIDI &
PURCHIO (1989), as folhas de Agave sisalana apresentaram atividade inibidora
pronunciada contra Cryptococcus neoformans, Crebrothecium ashbyi e
Saccharomyces cerevisiae, sendo menos ativa contra Penicillium chrysogenum,
Aspergillus flavus (produtor de aflatoxinas) e A. oryzae.

SANTOS et al. (2009), ao avaliar a atividade antimicrobiana de extratos de

folhas e residuos resultantes do processo de obtencédo de fibras duras de Agave
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sisalana, observaram que o extrato hidroetandlico obtido de folhas e de residuo
de sisal mostrou significativa inibicdo de Candida albicans.

DUNDER et al. (2010) testaram as propriedades hemolitica, anti-
inflamatdéria e antinociceptiva do extrato hidrolisado de Agave sisalana em
modelos classicos de inflamacéo e sugeriram que o extrato possui atividades anti-
inflamatdria e analgésica em processos agudos e cronicos.

VERASTEGUI et al. (2008), trabalhando com espécies de Agave atuando
contra bactérias patogénicas e fungos, constatou que A. picta produz zonas de
inibicdo de 9-13mm para Escherichia coli, Listeria monocytogenes,
Staphylococcus aureus e Vibrio cholerae, enquanto Bacillus cereus e Yersinia
enterocolitica ndo foram inibidas. Por outro lado, todas as quatro espécies de
Agave (A. lecheguilla, A. picta, A. scabra e A. lophanta), foram inibitérias contra

todas as leveduras e fungos analisados.

1.1.3 Efeito de extratos vegetais no controle da lagarta-do-cartucho

Nesse sentido, para a S. frugiperda, algumas pesquisas foram realizadas
buscando viabilizar o emprego de plantas inseticidas. Em trabalhos visando
identificar espécies com atividade sobre a lagarta-do-cartucho, destacou-se
Trichilia pallida, pertencente a familia Meliaceae (VENDRAMIM, 1997). Além
desta espécie, outra citada como promissora no controle de S. frugiperda, é
Trichilia pallens (BOGORNI & VENDRAMIM, 2003).

BORGONI & VENDRAMIM (2005), avaliando, em condi¢des de laboratério,
o efeito de extratos aquosos de folhas e ramos de T. casaretti, T. catigua, T.
clausseni, T. elegans, T. pallens e T. pallida, aplicados em folhas de milho, sobre
o desenvolvimento de S. frugiperda, verificaram que os extratos de ramos de T.
pallida e de folhas de T. pallens foram os mais eficientes, dentre as seis espécies
de Trichilia testadas, embora os extratos de folhas de T. pallida, T. catigua, T.
casaretti e T. elegans e os extratos de ramos de T. clausseni e T. pallens também
tenham afetado o desenvolvimento do inseto.

VIANA & PRATES (2003), estudando o efeito do extrato aquoso de folhas
de Nim sobre o desenvolvimento e mortalidade da S. frugiperda, realizaram testes

em campo, com e sem adjuvantes, e em laboratério, para constatar efeito de
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contato e de ingestéo. Eles observaram que as folhas submergidas e pulverizadas
com o0 extrato causaram elevada mortalidade (100%) e prejudicaram o
desenvolvimento das lagartas sobreviventes, enquanto o0 extrato pulverizado
diretamente sobre o inseto ndo prejudicou o desenvolvimento larval. Na avaliacao
em campo, o espalhante adesivo e o Oleo de soja, misturados ao extrato,
melhoraram a eficiéncia deste.

SANTOS et al. (2008) avaliaram o potencial inseticida dos extratos
aquosos de sementes de Talisia esculenta (T.E.) e Sapindus saponaria (S.S.)
sobre a Spodoptera frugiperda e verificaram alta mortalidade (26.71%/T.E.;
63.3%/S.S.) e efeito no peso larval (237.50 mg/T.E.; 86.65 mg/S.S.), quando
comparado com o controle (11.3% and 293.45 mg). A eletroforese com gelatina
mostrou atividade triptica no intestino médio das lagartas de todos os tratamentos,
sendo que, somente as lagartas do tratamento S. saponaria, apresentaram
diferencas significativas, com uma atividade triptica 10,59% menor. Dessa forma,
Sapindus saponaria foi superior a Talisia esculenta, apresentando bom potencial
para uso como agente de controle para S. frugiperda.

RODRIGUES et al. (2008) avaliaram, em condi¢des de laboratorio, o efeito
de extratos etandlicos de Ocotea minarum, Nectandra megapotamica, Mascagnia
pubiflora, Terminalia argentea e Tabebuia aurea, sobre S. frugiperda e concluiram
gue todas as plantas apresentaram atividade inseticida, sendo que Tabebuia
aurea promoveu maior mortalidade larval. Os extratos de O. minarum, M. pubiflora
e N. megapotamica promoveram reducdo na duracéo da fase larval, em relacdo a
testemunha e, ja para o extrato de T. argentea foi observado aumento na duracéo
dessa fase.

Foi constatado por LIMA et al. (2009) que o 6leo essencial de pimenta-
longa, espécie Piper hispidinervium C.DC., possui atividade inseticida sobre S.
frugiperda, causando reducédo alimentar e mortalidade, sendo o safrol (82%) seu
constituinte majoritario. Além disso, pelo teste de aplicacéo tdpica, foi visualizada
toxicidade aguda, sendo também observados sintomas de neurotoxicidade, como

agitacado, hiperatividade e o efeito knock-down.
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1.2 Zea mays Lineu

O milho (Zea mays L.) € uma das principais culturas agricolas cultivadas no
Brasil, ndo somente pelo aspecto quantitativo, mas também por sua importancia
estratégica, visto que é a base da alimentacdo animal e, consequentemente,
humana (NICOLAI et al., 2006). Além disso, o Brasil é o terceiro maior produtor
mundial desse grao, com producao de 52.723,3 mil toneladas (CONAB, 2011).

No Brasil, o milho é explorado na maioria das propriedades agricolas,
desde a pequena propriedade rural, onde é produzido com baixa tecnologia e em
carater de subsisténcia, até em grandes areas, com emprego de alta tecnologia e
com elevada produtividade, sendo matéria-prima destinada para agroindustria
(SILOTO, 2002).

Nessa cultura, a presenca de pragas em todos os estadios de
desenvolvimento da planta é o que leva a sérias perdas de produtividade, sendo,
no Brasil, inferior a dos paises mais desenvolvidos. CRUZ et al. (1995)
destacaram quatro grupos bem definidos: pragas iniciais, pragas da parte aerea,
pragas do colmo e pragas das espigas.

Dentre as pragas iniciais, pode-se citar Elasmopalpus lignosellus
(Lepidoptera: Pyralidae) que vem se tornando, juntamente com a lagarta-do-
cartucho, uma das principais pragas da cultura do milho em condi¢cdes de campo;
Agrotis ipsilon (Lepidoptera: Noctuidae), que torna as plantas atacadas totalmente
improdutivas devido a seccdo nos estadios iniciais da cultura e Tripes
(Thysanoptera), que ainda é pouco conhecida pelos agricultores, pois tém
aumentado de importancia em areas localizadas.

Como pragas da parte aérea, estdo Mocis latipes (Lepidoptera: Noctuidae);
Deois flavopicta (Homoptera: Cercopidae); Peregrinus maidis (Homoptera:
Delphacidae) e Dalbulus maidis (Homoptera: Cicadellidae); e Rhopalosiphum
maidis (Homoptera: Aphididae).

Para as pragas do colmo, pode-se citar Diatraea saccharalis (Lepidoptera:
Pyralidae) e, dentre as das espigas, esta Helicoverpa zea, que € considerada uma
das mais importantes pragas de milho nos Estados Unidos, causando mais danos
gue qualquer outro inseto, e Spodoptera frugiperda (Lepidoptera: Noctuidae), a

qual, embora mais comum no cartucho da planta, tem aumentado a sua
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ocorréncia nas espigas, especialmente em funcdo dos insucessos no seu controle
ainda no cartucho.

No milho, a lagarta-do-cartucho causa perda de 20% na producéo de
graos, quando o desfolhamento ocorre proximo a floragdo, sendo que os maiores
danos ocorrem na fase em que a planta apresenta de 8 a 10 folhas, podendo
ocorrer uma reducao de 19% no rendimento dos graos. A larva deste inseto pode
atacar em todos os estadios da cultura, assumindo grande importancia no México,
América Central e América do Sul (ROEL, 1998).

A dimensédo das perdas provocadas pode variar em funcdo do cultivar
utilizado, da fase fenoldgica, do sistema de producdo empregado e do local de
plantio (SARMENTO et al., 2002).

De acordo com CARVALHO (1987), o uso de cultivares resistentes deve
fazer parte de uma programacdo avancada de manejo, pois € uma técnica
adequada para ser associada a outros métodos de controle, sendo compativel
com todos, como o0 uso de extratos vegetais, podendo, dessa forma, contribuir
para a reducéo de doses e aplicacdes de inseticidas quimicos sintéticos (COSTA
et al., 2004).

1.3 Spodoptera frugiperda (J.E. Smith, 1797)

A lagarta-do-cartucho, taxonomicamente, pode ser reconhecida pela
coloracdo, que varia de pardo-escura, verde até quase preta. Apresenta ainda
trés finissimas linhas longitudinais branco-amareladas na parte dorsal do corpo e,
na parte lateral, logo abaixo da linha branco-amarelada, existe uma linha escura
mais larga e, inferiormente a esta, uma listra amarela irregular marcada com
vermelho. O desenvolvimento da lagarta é do tipo holometabdlico,
compreendendo as fases de ovo, larva, pupa e adulto (GALLO et al., 1988).

As crisalidas ocorrem no solo e possuem coloracdo avermelhada. Como
caracteristica da familia Noctuidae, as larvas sdo, normalmente, eruciformes
(cabeca diferenciada do corpo e trés pares de pernas verdadeiras). A mariposa
possui as asas anteriores pardo-escuras e as posteriores branco-acizentadas,
sendo que, como todos os lepddpteros, sdo evidenciadas escamas nas asas
(GALLO et al., 1988).
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FERRAZ (1982), que estudou a influéncia de diferentes temperaturas
(20°C, 25°C, 30°C e 35°C) sobre o ciclo de vida de S. frugiperda, concluiu que,
guanto menor a temperatura, maior a viabilidade das fases de ovo, lagarta e
pupa, havendo o aumento da longevidade. Dessa forma, o ciclo biolégico
(quantidade de dias para a mudanca de instares) é alongado em temperaturas
mais baixas, assim como o peso é aumentado, devido ao maior periodo de
alimentacdo. O ultimo instar larval, o que causa maiores prejuizos, foi o que
apresentou a maior duracdo, em todas as temperaturas analisadas.

O periodo larval depende das condi¢des de temperatura, sendo que, nas
condi¢cBes brasileiras, dura em torno de 15 dias. Findo esse periodo, a lagarta
geralmente vai para o solo, onde se empupa. O periodo pupal varia de 10 a 12
dias nas épocas mais quentes do ano (CRUZ et al., 1995).

Em muitos lepidopteros, a reducdo da qualidade ou disponibilidade de
alimento retarda o crescimento da lagarta ao invés de causar um tamanho adulto
final reduzido (GULLAN & CRANSTON, 2007). Esses fatores externos influenciam
ao alongar a duracao dos instares larvais, 0 que interfere no tempo da fase de
vida do inseto para completar a metamorfose.

Spodoptera frugiperda € uma espécie polifaga que ataca diversas culturas
economicamente importantes em varios paises. No Brasil, este inseto pode atacar
culturas como milho, sorgo, arroz, trigo, alfafa, feijao, amendoim, tomate, algodéo,
batata, repolho, espinafre, abdbora, couve, entre outras, ocasionando severos
prejuizos, com perdas que variam de 15% a 34% da producédo (RODRIGUEZ &
VENDRAMIM, 1996).

As lagartas recém-eclodidas alimentam-se da prépria casca do ovo. Apos
essa primeira alimentacdo, permanecem em repouso por um periodo variavel de
duas a dez horas. Quando encontram hospedeiro adequado, comecam a
alimentar-se dos tecidos verdes, geralmente comecando pelas areas mais
suculentas, deixando apenas a epiderme membranosa, provocando o0 sintoma
conhecido como “folhas raspadas". A medida que as lagartas crescem, comecam
a fazer orificios nas folhas, podendo causar severos danos as plantas. E comum
também o atague na base da espiga ou mesmo diretamente, nos gréos leitosos
(CRUZ et al., 1995).
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Os danos vao desde a raspagem das folhas pelas lagartas nos primeiros
instares larvais até a destruicéo total do cartucho do milho pelas lagartas maiores.
O periodo critico de ataque é o pré-florescimento, sendo tais danos maximizados
nas épocas secas do ano (FUNDACAO DE ESTUDOS AGRARIOS LUIZ DE
QUEIROZ, 1992).

Quando o ataque ocorre nos primeiros estaddios da cultura, ele pode
provocar a morte das plantas, reduzindo a populacao inicial. Em estadios mais
adiantados, pode-se encontrar a lagarta atacando o penddo e até mesmo as
espigas em formacdo, ocorrendo, dessa forma, em todas as fases de
desenvolvimento da planta de milho e em todas as suas estruturas aéreas (LIMA
et al., 2008).

E possivel identificar a lagarta-do-cartucho em campo, ao notar folhas
perfuradas, presenca de lagarta no interior do cartucho (pode até existir mais de
uma, porém separadas por laminas foliares) e grande volume de excremento no
local do ataque (GALLO et al., 1988).

Baseado em CARVALHO (1970), o momento propicio a aplicacdo de
inseticidas no controle da S. frugiperda é quando aos danos foliares corresponde
uma média de notas da escala visual igual ou superior a 2 e a porcentagem dos
danos correspondentes as notas 4 e 5 esta proxima de 10% e 5%,
respectivamente.

Em funcdo do seu controle depender, quase que exclusivamente, de
inseticidas quimicos, o inseto tem desenvolvido, ao longo do tempo, resisténcia as
principais classes de inseticidas, através de mdultiplos mecanismos para essa
resisténcia, incluindo aumento da taxa de desintoxicacdo desses inseticidas por

enzimas diversas e insensibilidade da acetilcolinesterase (CRUZ, 2002).
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RESUMO

A presente pesquisa teve como objetivo realizar triagem fitoquimica com o
residuo liquido de Agave sisalana, através de dois processos distintos de
extracdo, coletado nos anos de 2010 e 2011, em Valente (BA), bem como avaliar
a toxicidade dos extratos do suco de sisal em plantas de milho. Foram realizados
testes colorimétricos e de precipitacdo para deteccdo dos componentes quimicos
do residuo e, para efeito de fitotoxicidade, as concentracdes dos extratos do
residuo (etandlico, butandlico e acetato de etila) foram testadas em comparacao
com os inseticidas natural Nim, o sintético Lannate e agua destilada, sendo
atribuidas notas de acordo com a intensidade dos sintomas. Foram encontrados
indicios da presenca de taninos, triterpenoides e saponinas em todas as amostras
do residuo, sendo que em amostras néo levadas a decocc¢éao foram encontrados
ainda alcaloides e cumarinas. Em ambos o0s experimentos de fitotoxicidade, o
extrato acetato de etila foi o que proporcionou 0os menores efeitos, enquanto o
extrato etandlico causou os maiores danos, dentre os tratamentos. Os extratos
vegetais ndo causaram danos significativos em relacdo aos controles utilizados.
Foi observado que o nimero de pulverizacbes aumenta a fitotoxicidade.
Palavras-chave: Agave sisalana, Metabdlitos secundarios, Fitotoxicidade, Zea

mays
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ABSTRACT

This research was aimed to perform phytochemical screening with liquid residue of
Agave sisalana, through two distinct processes of extraction, collected in the years
2010 and 2011, in Valente (BA), well as to assess the toxicity of extracts from sisal
juice in maize plants. Colorimetric tests and precipitation were carried out for
detection of chemical components of the waste. For the evaluation of phytotoxicity,
different concentrations of the extracts of the residue (ethanolic, butanolic and
ethyl acetate) was tested in comparison with natural insecticide Nim, the synthetic
Lannate and distilled water, and assigned values according to symptom severity.
In all the samples of the residue were found indication of the presence of tannins,
triterpenoid and saponins and, in samples not taken to the decoction were found
also alkaloids and coumarins. In both experiments phytotoxicity, the ethyl acetate
extract provided the smallest effects, while the ethanolic extract caused the
greatest damage, among the treatments. The extracts vegetables no caused
significant effect of damage compared to the controls used. It was observed that
the number of sprayings increases phytotoxic damage to the crop.

Keywords: Agave sisalana, secondary metabolites, Phytotoxicity, Zea mays

1 INTRODUCAO

Os componentes do metabolismo secundario de uma planta dizem respeito
a todas aguelas substancias que, embora ndo sejam necessariamente essenciais
para o organismo produtor, garantem vantagens para sua sobrevivéncia e para a
perpetuacdo de sua espécie, em seu ecossistema (SANTOS, 2007).

BARRETO et al. (2003) descrevem a presenca de taninos, alcaloides e
cumarinas, além das saponinas, jA confirmadas como constantes do residuo
liquido de Agave sisalana (PIZARRO et al., 1999; ZOU et al., 2006). ADE-AJAYI
et al. (2011) encontraram ainda glicosideos, terpenoides e flavonoides no extrato
aquoso de A. sisalana, salientando a auséncia de esteroides.

No entanto, BRANCO et al. (2010) relatam que, somadas a essas, estdo 0s
esteroides e agUcares, como o0 d-manitol, importante suporte/agente estabilizante
em comprimidos, e um excelente regulador osmético e diurético em

neuroanestesia.
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Muitas pesquisas vém sendo desenvolvidas com a finalidade de viabilizar o
emprego de plantas com atividade inseticida no controle de pragas (VIANA &
PRATES, 2003; BORGONI & VENDRAMIM, 2005; LIMA et al., 2009). Da mesma
forma, Agave sisalana tem apresentado tal atividade (PIZARRO et al., 1999;
GONCALVES JUNIOR, 2002; BARRETO et al., 2003, 2010; SOUZA, 2009).

Entre as limitacbes ao uso de extratos vegetais no campo, podem ser
apontadas a falta de dados, principalmente no Brasil, relacionados a
fitotoxicidade, a persisténcia e aos efeitos sobre organismos benéficos. Além
disso, o isolamento de principios ativos, a concentracdo em diferentes partes
vegetais, a disponibilidade de matéria-prima, a selecdo de solventes e as técnicas
de conservacao e aplicacdo dos produtos também devem ser mais pesquisados
(COSTA et al., 2004).

Tendo em vista que os estudos com Agave sisalana ainda sao incipientes e
gue a diferenca de constituicdo apresentada em trabalhos com essa espécie pode
ser explicada pela localidade em que foi coletada, objetivou-se realizar
levantamento prévio da composi¢cdo quimica de amostras do residuo liquido de
sisal, levadas a dois diferentes processos de obtencéo, coletadas no municipio de
Valente (BA) e, em contrapartida, testar os efeitos dos extratos etandlico,
butandlico e acetato de etila elaborados desse residuo, em duas épocas de

pulverizacao, a fim de comprovar a toxicidade foliar para o milho.

2 MATERIAL E METODOS

O residuo industrial da Agave sisalana foi coletado diretamente nos locais
de producédo de sisal, entre os municipios de Valente e Sdo Domingos (BA), e
separado em duas partes. A primeira foi adicionada agua destilada na proporcéo
de 1:1 p/v e submetida a decoccao a 90°C por uma hora (Parte A). A outra parte
apenas nao foi levada a aquecimento (Parte B). As coletas foram realizadas nos
anos de 2010, resultando nas partes Al e B1; e 2011, que deu origem as partes
A2 e B2.

As partes A e B foram filtradas a fim de separar a mucilagem do liquido,

sendo 0s sucos transportados para o Laboratério de Extracdo de Produtos
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Naturais, localizado na Unidade Experimental Horto Florestal, onde foram
conduzidos os experimentos.

Os sucos de sisal coletados foram distribuidos em bandejas plasticas e
levados para a estufa a 60 °C para eliminacdo da dgua, até a obtencéo do residuo
bruto concentrado, sendo este triturado.

Para a triagem fitoquimica, foi utilizada a metodologia proposta por MATOS
(1997), com modificacbes, sendo realizados testes colorimétricos e de
precipitacdo para qualificar presenca de fendis, taninos, cumarinas, esteroides,
triterpenoides, saponinas, alcaloides, flavonoides, antocianinas e compostos
antraquinbnicos. A mudanca de coloracdo evidente e/ou a observacdo de
precipitado foram considerados para a conclusao de resultado positivo.

2.1Testes para deteccédo de compostos do metabolismo secundario.

2.1.1 Andlise de antraquinonas

Apés a obtencdo do extrato hexanico através da diluicdo de 0,3g de
residuo bruto em 5 ml de hexano, esse foi transferido para tubo de ensaio e cerca
de 1 mL de NH40H a 6N foi adicionado a solucao (Figura 1A). Apés agitacao, foi
observada a reacdo. Coloracdo résea ou vermelha da camada aquosa indica

possivel presenca de compostos antraquindnicos livres (reacdo de Borntraeger).

2.1.2 Andlise de alcaloides

Foi pesado 1g do residuo bruto e diluido em 50mL de solucdo de acido
acético a 5%. A mistura foi aquecida em banho-maria até fervura e, transferida
para funil de separacédo, onde foi alcalinizada com hidroxido de aménio (NH4OH)
a 10% e, em seguida, adicionados 20mL de cloroférmio. A solucéo foi agitada e
deixada em repouso por alguns minutos para retirada da fase cloroférmica, que foi
colocada em banho-maria para evaporacdo. Ao residuo resultante, adicionou-se
HCl a 1% e, dessa solucdo, uma gota foi colocada em lamina de vidro ao lado de
uma gota do reagente de Draggendorff (Figura 1B). Estas solu¢des foram
colocadas em contato e observou-se a reacdo. O aparecimento de precipitado

indica a possivel presenca de alcaloides.
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2.1.3 Analise de flavonoides

O extrato hidroalcodlico foi submetido a duas reagfes: com hidréxidos
alcalinos, empregando 0,5 mL de solugdo de NaOH 1 N, e com solugéo alcodlica
acida com fragmentos de magnésio (Reagcdo de Shinoda) (Figura 1C). Na
primeira reacdo, ocorrerd mudanca de coloracdo conforme o tipo de flavonoide e
na reacdo de Shinoda, a solugcdo que supostamente contenha flavonoides, varia a

coloracéo de résea a vermelha.

2.1.4 Andlise de esteroides e triterpenoides

Foi realizado a partir de 10mL do extrato hidroalcodlico, o qual foi levado a
banho-maria até secura total. Em seguida, extraiu-se o residuo seco com 1-2 mL
de cloroférmio, por duas a trés vezes, sendo a solucao filtrada para tubo de
ensaio usando funil contendo algoddo com Na,SO, anidro. Foram adicionados
1mL de anidrido acético e 3 gotas de H,SO, concentrado ao filtrado (Figura 1C),
agitado suavemente e observada a reacdo. O aparecimento da coloracdo azul
seguida de verde permanente é indicativa da possivel presenca de esteroides
livres, enquanto o aparecimento da coloracdo entre parda e vermelha indica a

possivel presenca de triterpenoides.

2.1.5 Andlise de saponinas

Foi utilizado o residuo insoluvel em cloroformio do teste anterior, rediluido
em 5-10mL de agua destilada e filtrado para tubo de ensaio (Figura 1C). A
solucdo foi fortemente agitada e observada a formacdo de espuma. Espuma

persistente e abundante indica a possivel presenca de saponinas.

2.1.6 Andlise de fendis e taninos

O teste para fendis foi conduzido a partir da adicdo de 3 gotas de solucéo
alcodlica de FeCl; ao extrato aquoso do residuo concentrado bruto de sisal e
posterior agitacdo, sendo avaliado o resultado da rea¢do. Coloracéo variavel entre
o azul e o vermelho é indicativo da possivel presenca de fendis. Na deteccéo de
taninos, foram realizadas duas reacdes: uma em que 2 mL do extrato aquoso
foram adicionados de 5 gotas de acetato de chumbo a 10% e outra com adicéo de

acetato de cobre a 3% em igual quantidade do extrato (Figura 1D). O
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aparecimento de precipitado indica possivel presenca de taninos.

2.1.7 Andlise de cumarinas

Foram feitas duas manchas de aproximadamente 1,5 cm de diametro com
0 extrato aquoso do sisal em um pedacgo de papel filtro ndo fluorescente e, sobre
uma delas, foi aplicada 1 gota de solucéo alcodlica de KOHN (Figura 1D). Esse
conjunto foi exposto a acéo de luz U.V. e verificada a fluorescéncia da mancha
alcalinizada, sendo considerada positiva para a possivel presenca de cumarinas

ao apresenta-la.

2.1.8 Andlise de antocianinas

O extrato aquoso do residuo de sisal foi filtrado para 3 tubos de ensaio e
conduzido, respectivamente, a valores de pH acido, neutro e alcalino. Para pH
acido, foram adicionadas de 3 a 4 gotas de HCI 6N; para pH basico, adicionadas
entre 3 a 4 gotas de NH,OH 6N e o extrato aquoso foi considerado com pH
aproximadamente neutro (Figura 1D). Em suposta presenca de antocianinas, o

meio acido adquire coloracdo vermelha e o meio basico varia de lilas a azul-

purpura.
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Figura 1. Esquemas representativos da metodologia de triagem fitoquimica de

amostras do residuo liquido de Agave sisalana. A: Teste para deteccdo de

compostos antraquindnicos; B: Teste para detectar alcaloides; C: Testes para

flavonoides, saponinas, esteroides e triterpenoides, realizados a partir do extrato

hidroalcodlico e D: Testes para antocianinas, fendis, taninos e cumarinas,

realizados a partir do extrato aquoso.
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2.20btencao dos extratos para os testes de fitotoxicidade

Os extratos etandlico, butandlico e acetato de etila foram obtidos a partir do
residuo liquido de sisal levado a decoccdo, cuja metodologia se encontra
esquematizada nas Figuras 2 e 3. Para uso nos experimentos, os extratos foram
diluidos em &gua destilada, obtendo-se as concentracfes apresentadas na
Tabela 1.

Tabela 1. Tratamentos utilizados para avaliacdo da toxicidade foliar do residuo

liquido de Agave sisalana

Tratamentos Caddigo Composicéo
1 ET 1,25 Extrato vegetal etandlico a 1,25%
2 ET 2,5 Extrato vegetal etandlico a 2,5%
3 ET5 Extrato vegetal etandlico a 5%
4 ET 7,5 Extrato vegetal etandlico a 7,5%
5 ET 10 Extrato vegetal etandlico a 10%
6 BUT 1,5 Extrato vegetal butandlico a 1,5%
7 BUT 3 Extrato vegetal butandlico a 3%
8 ACET 2 Extrato vegetal acetato de etila a 2%
9 NIM Inseticida Natural Nim-I-Go
10 QUIM Inseticida Sintético
11 AD Agua destilada

2.3Teste de fitotoxicidade de extratos obtidos do residuo de sisal

Para os testes de toxicidade foliar, foram instalados dois experimentos em
casa de vegetacdo da Unidade Experimental Horto Florestal, utilizando o
delineamento experimental em blocos casualizados com 11 tratamentos e 4
repeticdes. Para tanto, foram utilizadas as sementes de milho da cultivar BR 106,
adquiridas em casa de comercializacdo de produtos agropecuarios.

Em comparacdo com os extratos vegetais, foram utilizados, para controle

positivo, o inseticida vegetal Nim-I-Go e o inseticida sintético Lannate, cujo
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composto majoritario € o metomil, nas concentracdes de 3% (300 ml/100 L de
agua) e 0,6 L/ha ou 129g/ha, respectivamente, determinadas pelos fabricantes.
Para controle negativo foi usada 4gua destilada.

Os tratamentos foram pulverizados nas folhas de milho, aos 45 dias de
idade, periodo de maior incidéncia da praga, com o auxilio de Pulverizadores
Export Guarany, com capacidade para 370ml, ao entardecer, sendo separados
por lona plastica, para evitar que, no momento da aplicagdo, houvesse deriva
entre eles.

A avaliacdo foi realizada 24 horas apos as aplicacbes, sendo utilizada a
escala proposta pelo Comité de Métodos do Conselho Europeu de Pesquisa
sobre Plantas Daninhas (EUROPEAN WEED RESEARCH COUNCIL, 1964):
1=Nulo, 2=Muito leve, 3=Leve, 4=Baixa, 5=Média, 6=Quase forte, 7=Forte,
8=Muito Forte e 9=Total (Destruicdo completa). Na atribuicdo das notas de
toxicidade, foram considerados o grau de clorose e enrugamento das folhas
(Figura 4)

Residuo Concentrado Bruto (100 g)

1) Dissolucéo em etanol 92%

2) Filtracdo
| |
Solugao Etandlica Precipitado (“Torta”)
(93,4309)
Concentragédo Total
Extrato Etandlico (6,93%) » | Ensaios Bioldgicos

Figura 2. Esquema representativo da metodologia para obtencdo do extrato

vegetal etandlico.
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Solugéo Etandlica

1) Evaporacéo
2) Diluicdo em agua destilada

Solucéo aquosa

Extragéo com Acetato de Etila
(ACOEt)

Solucéo aquosa

Extrag&o com butanol
saturado com agua

Solucéo AcOEt final

Concentracao Total

Solucao Aquosa Final

Concentracao Total

Extrato AcOEt (3,4%)

l

Ensaios Biolégicos

Solucéo Butandlica

Concentracédo Total

Extrato Aquoso Final (5,929)

Extrato Butandlico (4%)

A 4
Ensaios Biolégicos

Figura 3. Esquema representativo da metodologia de obtencdo dos extratos

vegetais butandlico e acetato de etila, a partir da solucao etandlica obtida para o

extrato anterior.
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Figura 4. Efeitos de fitotoxicidade observados nos tratamentos.

No primeiro experimento, a parcela experimental contou com nove plantas
e, no momento da aplicacdo, 30 ml de cada tratamento foram distribuidos
uniformemente em todas as quatro repeticdes. As avaliacdes foram realizadas por
comparacao geral entre os extratos vegetais e os controles. Por isso ndo houve
variancia e os dados obtidos foram inseridos em tabela (Tabela 3).

Ja no segundo experimento, a toxicidade foliar foi avaliada por planta,
sendo que cada parcela experimental contou com trés plantas e as pulverizacdes
foram realizadas de forma que cada planta recebesse, em meédia, 2,5 ml do
tratamento correspondente. Apés 15 dias, foi realizada uma nova aplicacdo e
avaliacao dos tratamentos.

Os dados obtidos nesse experimento foram submetidos a analise de
variancia segundo o modelo estatistico do delineamento em blocos casualizados
no esquema de parcelas subdivididas no tempo. As médias dos tratamentos
foram comparadas pelo teste t de contrastes ortogonais (Tabela 2) e de Scoot-
Knott a 5% de probabilidade. Para as médias dos tratamentos compostos por
extrato vegetal a base de etanol (Tratamentos 1 a 5. Tabela 1) foram ajustados
modelos de regressdo polinomial. As médias das épocas de avaliacdo foram
comparadas pelo teste F a 5% de probabilidade. As andlises estatisticas foram
realizadas pelo programa estatistico SAS — Statistical Analysis System (SAS
Institute Inc., 2006).
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Tabela 2. Descricdo dos contrastes ortogonais para 0s tratamentos com extratos
vegetais de Agave sisalana e os controles, utilizados para testar o efeito fitotoxico

da espécie.

Contrastes ortogonais Comparagéo

Efeito dos  extratos
vegetais versus  0s
tratamentos controles

Y1 =3m,;+3m,+3m, +3m,+3m,+3my+3m, +3mg -

8mg-8my,-8my,;

Efeito dos controles
positivos (NIM e
Lannate) Versus o]
controle negativo (agua)

Y2=mg+ my-2m,,

Efeito do controle
Y3= mg- my, positivo natural versus o
controle positivo sintético

Efeito dos  extratos
vegetais a base de

Ya =+, +m, +m, + M, +m, +m, - 7 My etanol e butanol versus o
extrato vegetal a base
de acetato de etila

Efeito dos  extratos
vegetais a base de
etanol versus os extratos
vegetais a base butanol

Ys=2m,+2m,+2m;+2m,+2m.-5ms-5m,

Efeito do extrato vegetal
a base de butanol 1,5%
versus o extrato vegetal
a base de butanol 3%

Y6 = mg-m,

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Triagem fitoquimica de amostras do residuo liqguido de Agave sisalana

Na parte Al foi detectada a possivel presenca de taninos através da

ocorréncia de precipitacdo para a reacdo com acetato de chumbo e acentuada
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mudanca de coloragdo pela adicdo de acetato de cobre, embora ndo tenha
ocorrido a formacdo de precipitado com este ultimo (Figura 5A). Para o teste de
flavonoides foi observada pequena turvacdo na reacdo com NaOH e cor
levemente mais escura na reagdo de Shinoda, sendo interpretada como positiva
(Figura 5B). O controle, nesse teste, apresentou diferenga da amostra seguinte
devido a diluigdo para permitir melhor visualizacdo da reagdo. No teste para
esteroides e triterpenoides pode-se considerar que, como foi visualizada clara
mudanca de cor entre parda e vermelha, esse resultado é, possivelmente, positivo
para a presenca de triterpenoides (Figura 5C). A amostra foi considerada
intensamente positiva para a detecgcao de saponinas (Figura 5D).

| N RS
al

Pb NaOH Shinoda ‘
Cc '

C: controle C: controle
Pb: Reagdo com acetato de chumbo | NaOH: Reagdo com hidréxidos
Cu: Reagdo com acetato de cobre. alcalinos

Shinoda: Reag¢do de Shinoda

Figura 5. Resultados dos testes realizados para a parte Al. A- Taninos, B-

flavonoides, C- triterpenoides e D- saponinas.

Considerando a parte Bl do residuo liquido de sisal, no teste para
presenca de taninos, houve mesmo resultado observado para o residuo anterior

(Figura 6A), sendo a amostra considerada positiva. Houve turvacao, viscosidade e
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mudanca de coloracdo no teste de flavondides, para a reacdo com NaOH (Figura
6B), enquanto na reacdo de Shinoda foi apresentado um tom levemente mais
avermelhado (Figura 6C), considerando, dessa forma, como resultado positivo.
Além disso, no teste indicativo de cumarinas, a amostra foi considerada positiva,
apresentando fluorescéncia (Figura 6D) e foi observada leve precipitacdo no teste
para deteccdo de alcaloides, sendo a amostra fracamente positiva (Figura 6E).
Como para a amostra anterior, foi visualizada a presenca de saponinas (Figura
6F) e triterpenoides (Figura 6G), da mesma maneira.

Para a parte A2, houve ocorréncia de precipitacdo no teste com acetato de
chumbo e, embora o controle apresente coloracdo diferente da reacdo com
acetato de cobre, essa ndo serd interpretada como reacdo positiva, pois tal
controle foi diluido a fim de possibilitar melhor visualizagdo da mudanca de cor
(Figura 7A). Foi observado também indicio da presenca de triterpenoides (Figura
7B) e saponinas (Figura 7C).

Em contrapartida, para a parte B2 do residuo, houve turvacdo com acetato
de chumbo, porém ndo houve mudanca de coloracdo na reacdo com acetato de
cobre (Figura 8A). Houve formacédo de precipitado para o teste de alcaloides,
tendo a amostra sido interpretada como fracamente positiva (Figura 8C). Foi
observado o mesmo resultado obtido nos testes anteriores para a possivel
presenca de triterpenoides (Figura 8B) e saponinas (Figura 8D).

Todas as amostras do residuo liquido de Agave sisalana analisadas
apresentaram resultado positivo para a possivel presenca de triterpenoides,
taninos e saponinas (Quadro 1; Figura 9), salientando-se que as partes A2 e B2
apresentaram resultado fracamente positivo para a presenca de taninos em
relacédo as partes Al e B1; o mesmo resultado foi visualizado para triterpenoides e

saponinas.
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Shinoda

C: controle
Pb: Reagdo com acetato de chumbo
Cu: Reagdo com acetato de cobre.

C: controle
NaOH: Reagdo com hidréxidos
alcalinos

C: controle

Shinoda: Reagdo de Shinoda

Mancha alcalinizada

C: controle

Figura 6. Resultados dos testes realizados para a parte B1. A- Taninos, B e C-

flavonoides, D- cumarinas, E- alcaloides, F- saponinas e G- triterpenoides.

A

h

C: controle
Pb: Reagdo com acetato de chumbo
Cu: Reagdo com acetato de cobre.

Figura 7. Resultados dos testes realizados para a parte A2. A- Taninos, B-

triterpenoides e C- saponinas.



49

C: controle C: controle
Pb: Reagdo com acetato de chumbo
Cu: Reagdo com acetato de cobre.

Figura 7. Resultados dos testes realizados para a parte B2. A- Taninos, B-

triterpenoides, C- alcaloides e D- saponinas.

Flavonoides estiveram supostamente presentes na coleta realizada em
2010, sendo que sua presenca nédo foi afetada pelo aquecimento. O mesmo ja
nao pode ser dito em relacdo as cumarinas, cujo aquecimento do residuo parece
influenciar na sua presenca, assim como para os alcaloides, que estiveram
ausentes nas duas amostras levadas a decoccdo (Quadrol). Dessa forma,
guando coletado o residuo liquido de Agave sisalana, a ndo submisséao a extracao
por decoccéo, pode favorecer a presenca de mais principios ativos.

Os pesquisadores que estudam a espécie descrevem a presenca de
saponinas no residuo liquido (PIZARRO et al., 1999; BARRETO et al., 2003; ZOU
et al., 2006; SANTOS, 2009; BRANCO et al., 2010; DEBNATH et al., 2010). Em
algumas amostras foram detectadas ainda a presenca de taninos, alcaloides e
cumarinas, conforme composicdo descrita por BARRETO et al. (2003) e
flavondides, corroborando ADE-AJAYI et al. (2011).
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Quadro 1. Qualificacdo dos provaveis metabdlitos encontrados nas amostras de
sisal.

taninos triterpenoides  saponinas alcaloides cumarinas flavonodides

Al + + + - - +
A2 + + + - - -
Bl + + + + + +
B2 + + + + - -

Presenca (+)/ Auséncia (-). A- residuos submetidos a decocc¢do, B- residuos néo

submetidos a decoccéo, 1- referente ao ano de 2010 e 2- referente ao ano de 2011.

B)
A) H3C£ o)

CH3

HO

Figura 9. Exemplos de estruturas moleculares de saponina (A), tanino (B) e
triterpenoide (C) (GUERRA et al., 2008; BERLINCK, 2010).

Dentre as atividades farmacologicas e biol6gicas relatadas para os
metabdlitos secundarios possivelmente presentes em A. Sisalana destacam-se 0s
taninos, empregados no tratamento de diversas moléstias organicas, tais como
diarréia, hipertensdo arterial, reumatismo, hemorragias, feridas, queimaduras,
problemas estomacais, como azia, hausea, gastrite e Ulcera gastrica, problemas
renais e do sistema urinario e processos inflamatérios em geral. Além disso, sdo

relatadas atividades bactericida, fungicida, antiviral, moluscicida, inibidora de
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enzimas, antitumoral e como captadores de radicais livres (SANTOS & MELLO,
2007).

VINAYAKA et al. (2010) detectaram a presencga de taninos e esteroides no
extrato metandlico do macroliquen Parmotrema pseudotinctorum e constataram
atividade inseticida desse contra larvas de segundo instar de Aedes aegypti,
inferindo que a presenca de tais constituintes pode ser responsavel pela atividade
inseticida observada.

As saponinas, devido ao seu comportamento anfifilico e a capacidade de
formar complexos com esteroides, proteinas, fosfolipideos de membranas,
apresentam variado namero de propriedades bioldgicas, destacando-se a acgéo
sobre membranas celulares, ao alterar a permeabilidade ou causar sua
destruicdo. Relacionada a essa acdo sobre membranas, estdo as atividades
hemolitica, ictiotoxica e moluscicida frequentemente observadas (SCHENKEL et
al., 2007).

Essas moléculas tém importantes funcdes ecologicas e agrondmicas,
contribuindo para defesa de culturas de plantas contra pragas, patdogenos e
predadores, podendo afetar a palatabilidade das plantas para os animais,
inclusive humanos (OSBOURN et al., 2011).

DEORE & KHADABADI (2009) publicaram uma pesquisa com saponinas
extraidas da planta Chlorophytum borivilianum a fim de verificar propriedade
larvicida contra mosquitos das espécies Anopheles stephensi, Culex
guinquefasciatus e Aedes aegypti e encontraram efetivo controle bioldgico.

D’ADDABBO et al. (2011) sugerem o uso de saponinas de Medicago sativa
como bom candidato para formulacdes de nematicidas naturais, tendo sido
efetivas para o controle do Xiphinema index, Meloidogyne incognita e Globodera
rostochiensisi, reduzindo a densidade populacional do nematoide-alvo nas raizes
e no solo, melhorando o crescimento geral da planta e a sua producéo.

Os terpenos possuem importancia ecolégica bem estabelecida como
defensivos de plantas, pois a grande maioria de trabalhos na literatura que se
referem a terpenoides superiores fazem referéncia a observacfes de atividades
como inibidores ou retardadores de crescimento, danos na maturacao, reducao
da capacidade reprodutiva, supressores de apetite, podendo levar os insetos
predadores a morte por inani¢éo ou toxicidade direta (VIEGAS JUNIOR, 2003).



52

O nivel maximo na sequéncia de producédo de terpenoides é representado
pelos limonoides, jA que estdo presentes em plantas que normalmente ndo séo
atacadas por insetos. No nivel inferior, os monoterpenos exercem funcbes de
protecdo as plantas que os produzem (VIEGAS JUNIOR, 2003).

Nesse sentido, muitas pesquisas tém focado na triagem de Meliaceae para
os limondides através da bem documentada bioatividade da azadiractina
(SANTOS et al., 2008). Assim, cerca de 100 triterpenoides foram identificados das
sementes, madeira, cascas, folhas e frutos de Azadirachta indica, estando
intimamente associados a ac¢ao supressora de apetite ou inibidora de crescimento
em insetos (VIEGAS JUNIOR, 2003).

3.2 Efeito de toxicidade foliar dos extratos de Agave sisalana

No 1° experimento, os tratamentos que causaram menor dano as folhas
foram o Nim e o extrato acetato de etila, que proporcionaram danos muito leves.
O que obteve a maior nota de toxicidade foliar foi o etandlico a 10%, com danos
muito fortes (Tabela 3).

Os extratos vegetais que se equipararam aos inseticidas comercialmente
utilizados foram o acetato de etila com o inseticida natural (Nim), apresentando
danos menores que o inseticida quimico (Lannate), o qual obteve os mesmos
resultados do extrato butandlico, em ambas as concentracdes. O extrato etandlico
apresentou as maiores notas de toxicidade foliar, conforme apresentado na
Tabela 3.

No 2° experimento, houve efeito significativo dos tratamentos, bem como
das épocas de aplicacdo (Tabela 4). SOUZA (2009) também encontrou efeito dos
tratamentos e épocas de aplicacdo para o experimento de fitotoxicidade realizado
com o extrato hidroetandlico de Agave sisalana.

Os maiores valores de fitotoxicidade para o milho foram observados na
segunda aplicacdo dos tratamentos (60 dias apds a semeadura), deduzindo-se
gue, a medida que sdo aumentados os numeros de aplicacdes, se favorece o
aumento da toxicidade foliar nessa cultura (Tabela 5). SOUZA (2009), realizando
aplicacbes aos 30, 43 e 50 dias da semeadura, ndo observou aumento

significativo na toxicidade foliar & medida que efetuava nova aplicagéo.
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Tabela 3. Avaliacdo do efeito fitotoxico dos extratos de Agave sisalana e dos
controles com Nim, Lannate e agua destilada, sobre o milho, Feira de Santana

(BA), no ano agricola de 2010.

TRATAMENTO AVALIACAO DO DANO

N ML L B M QF F MF T

Etandlico 1,25% X
Etandlico 2,5% X
Etandlico 5,0% X
Etanolico 7,5% X
Etanolico 10% X
Butandlico 1,5% X
Butandlico 3,0% X
Acetato 2,0% X
Nim X
Lannate X
Agua X

N= nulo; ML= muito leve; L= leve; B= baixo; M= médio; QF= quase forte; F= forte; MF=

muito forte; T= total (destruicdo completa).

Dentre os tratamentos aplicados, os controles positivos com formulacdes
comerciais (Nim e Lannate) foram superiores estatisticamente ao controle
negativo, com agua destilada (Tabela 6). Tal observacao corrobora a nulidade de
toxicidade para a agua destilada e interpde que os controles positivos apresentam
grau de toxicidade devido aos compostos quimicos presentes.

A escolha da aplicacdo de extratos do residuo liquido de Agave sisalana a
base de etanol, butanol e acetato de etila, nas concentracdes aqui testadas,
apresenta padrao de toxicidade semelhante a dos inseticidas ja comercializados
(Tabela 6).

Os extratos etandlico e butandlico apresentaram toxicidade foliar

semelhante e foram significativamente mais toxicos para a planta do que o extrato
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acetato de etila, 0 que torna esse extrato promissor para uso em campo (Tabela
6).

Tabela 4. Resumo da analise de variancia para a toxicidade foliar dos tratamentos
com extratos do residuo liquido de Agave sisalana e os controles, em duas

épocas de aplicacao.

FV GL QM
Bloco 3 1,6886**
Tratamentos 10 2,0347**
Erro a 30 0,2471
Epocas 1 5,8607**
Tratamentos x Epocas 10 0,5767
Erro b 33 0,4477
CV (%) 35,05
Média Geral 1,9090

** @ * gignificativo a 1 e 5%, respectivamente, pelo teste de F.

Tabela 5. Valores médios para as épocas de aplicacdo dos extratos do residuo

liquido de Agave sisalana e os controles.

EPOCAS DE APLICACAO MEDIAS (DANOS)
1 1,6509 a
2 2,1670 b

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de F a 5% de

probabilidade.
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Tabela 6. Estimativas dos contrastes ortogonais para os tratamentos com 0s
extratos do residuo liquido de Agave sisalana e os tratamentos controle com Nim,
Lannate e agua destilada, para efeito fitotoxico, avaliado em duas épocas de

aplicagéao.

Contraste Estimativas
Extrato vegetal vs. Contr. 0,2283
Contr. Pos. vs. Contr. Neg. 0,9888**
NIM vs. QUIM -0,1050
ET e BUT vs. ACET 0,4429*
ET vs. BUT 0,2411
BUT 1,5vs. BUT 3 -0,2113

** @ * significativo a 1 e 5%, respectivamente, pelo teste de t.

Na Tabela 7 sdo mostradas as médias para cada tratamento, a fim de
enfatizar as diferencas encontradas pelo teste t, podendo ser observado que,
dentre os extratos vegetais, 0 acetato de etila e o etanodlico a 2,5% apresentaram
danos inferiores ao dos inseticidas comerciais. O extrato que possibilitou a maior
toxicidade foliar foi o etandlico a 10% (3,1025).

Referente ao extrato acetato de etila, esses dados estdo em acordo com 0s
resultados encontrados no primeiro experimento, no qual ele obteve o menor
efeito de toxicidade foliar relacionado aos outros extratos vegetais do residuo
liquido de sisal (ver Tabela 3).

SOUZA (2009) relatou que, para o extrato hidroetandlico do residuo liquido
de Agave sisalana, nas concentracfes de 2,5; 5 e 10% foram atribuidas as
respectivas notas de fitotoxicidade: 1,1667; 2,0867 e 3,2000, notas essas
semelhantes as aqui atribuidas.

Como néo foi possivel ajustar um modelo de equacao para os tratamentos
com o extrato etandlico, pode-se observar, de acordo com a Figura 10, que a
concentracdo de 10% foi superior, em termos de toxicidade foliar, as demais; o

mesmo foi observado no primeiro experimento (ver Tabela 3).
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Tabela 7. Valores médios das notas de toxicidade foliar para os extratos do
residuo liquido de Agave sisalana, em comparacado com o inseticida natural Nim,

o0 inseticida sintético Lannate e 4gua destilada, ap0s duas aplicacdes.

TRATAMENTOS MEDIAS (DANOS)
ET 1,25 2,0413 b
ET 2,5 1,4575 a

ET5 2,0425 b
ET 75 1,8338 b
ET 10 3,1025 ¢

BUT 1,5 1,7488 b
BUT 3 1,9600 b
ACET 2 1,5838 a

NIM 2,0200 b
QUIM 2,1250 b

AD 1,0838 a

Notas de fitotoxicidade: 1=Nulo, 2=Muito leve, 3=Leve, 4=Baixa, 5=Média, 6=Quase forte,
7=Forte, 8=Muito Forte e 9=Total (Destruicdo completa) (EUROPEAN WEED
RESEARCH COUNCIL, 1964). Médias seguidas pela mesma letra pertencem ao mesmo
grupo pelo teste de Scott-Knott a 5% de significancia.

Segundo AGUIAR-MENEZES (2005), os inseticidas saponaceos podem
ser toxicos a alguns vegetais, o que levou SOUZA (2009) a deduzir que seria
devido a presenca de saponinas no residuo liquido de sisal, que as solucfes de
extrato hidroetanolico apresentaram certo nivel de fitotoxicidade.

BARRETO et al. (2010) avaliaram os efeitos de extratos frescos e curtidos
de sisal quanto a toxicidez para o algodoeiro e verificaram efeito significativo dos
tratamentos em todas as aplicacfes, sendo de leves a muito leves nas plantas

dos 10 e 35 dias ap6s a emergéncia e acentuada aos 65 dias.
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Figura 10. Notas de toxicidade foliar em funcdo das concentracdes do extrato

etandlico do residuo liquido de Agave sisalana.

4 CONCLUSOES

As amostras do residuo liquido de Agave sisalana, levadas a dois
diferentes processos de extracdo, apresentam indicios de saponinas,
triterpenoides e taninos, sendo que a decoccdo comprometeu a provavel
presenca de cumarinas e alcaloides.

Os extratos vegetais do residuo de sisal ndo apresentaram efeitos
fitotoxicos superiores aos encontrados pelas formulacbes comerciais de
inseticidas (Nim e Lannate), testadas para efeito de comparacdo. Os extratos a
base de etanol apresentaram fitotoxicidade para a cultura de milho superior a do
tratamento com extratos a base de butanol e acetato de etila. Por esse
apresentar, nos dois experimentos realizados, os menores danos de toxicidade
foliar, interpBe-se que € 0 mais propenso para uso em campo. Em contrapartida, o
extrato que apresentou 0s maiores danos, dentre todos os 11 tratamentos

avaliados, foi o etandlico a 10%.
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O aumento no numero de pulverizagbes interfere para 0 aumento nos

danos de fitotoxicidade observados.
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CAPITULO I

FRACOES DO RESIDUO LIQUIDO DE SISAL SOBRE DESENVOLVIMENTO E
MORTALIDADE DA LAGARTA-DO-CARTUCHO
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RESUMO

O objetivo da presente pesquisa foi avaliar o efeito do precipitado nas
concentracbes de 2,5 e 5,0% p/v e dos extratos etandlico a 1,25; 2,5; 5,0; 7,5 e
10% p/v, butandlico a 1,5 e 3,0% p/v e acetato de etila a 1,0 e 2,0% p/v, obtidos a
partir do residuo liquido de Agave sisalana, sobre o desenvolvimento e
sobrevivéncia da Spodoptera frugiperda, em testes por ingestéo e contato topico,
bem como a intensidade dos danos ocasionados em campo por esta lagarta,
avaliando ainda a producéo da cultura do milho. Para tanto, os bioensaios foram
instalados em céamara climatizada a 25+2°C, umidade relativa de 70+10% e
fotofase de 12 horas e foi acompanhada toda a fase de vida larval e pupal do
inseto, avaliando a duracdo dessas fases, peso, mortalidade, comprimento e
largura do corpo da lagarta. Os extratos vegetais influenciaram na sobrevivéncia
da lagarta-do-cartucho, através da ingestdo, em destaque para o acetato de etila
a 2% e o etandlico a 10%, com 100 % de mortalidade e rapida acgéo inseticida. O
extrato etandlico a 2,5%, embora com mortalidade de 50%, proporcionou 0s
menores tempos médios de morte e alongou a fase de vida pupal da lagarta, em
teste por contato tépico. Para avaliagdo dos danos em campo, foi utilizada a
escala com notas que variam de 0 a 5 e, para analise de producédo, foram
mensuradas as espigas, a altura da planta e de insercédo da espiga principal. Os

extratos vegetais nao diferem das testemunhas no controle da intensidade dos
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danos ocasionados pela lagarta, sendo que esse é mais efetivo apés a 22
aplicacdo. Os tratamentos nao influenciaram na producéo da cultura.
Palavras-chave: Agave sisalana, Inseticida vegetal, Zea mays, Spodoptera

frugiperda.

ABSTRACT

The aim of this research was to evaluate the effect of the precipitate at
concentrations of 2,5 and 5,0% w/v and of the ethanolic extracts to 1,25; 2,5; 5,0;
7,5 and 10% wl/v, butanolic to 1,5 and 3.0% w/v and ethyl acetate to 2.0% wlv,
obtained from the liquid residue of Agave sisalana, on the development and
survival of Spodoptera frugiperda, in tests by ingestion and topical application, as
well as the intensity of damage caused in the field by this larvae, evaluating still
the production of maize. To this end, the bioassays were installed at temperature
of 25 = 2°C, relative humidity of 70 + 10% and photoperiod of 12 hours, being
accompanied the life stage larval and pupal of the insect, assessing the duration of
these phases, weight, mortality, length and width of the body of the larvae. The
plant extracts influence the survival of the fall armyworm, by ingestion, especially
ethyl acetate to 2,0% and ethanolic to 10%, with 100% of mortality and rapid
insecticide action. The ethanolic extract to 2,5%, although with a mortality of 50%,
had lower mean times of death and lengthened the pupal life stage of the fall
armyworm, in test by topic contact. For evaluating of damage in the field, was
used scale ranging from 0 to 5 and, for analysis of production, were measured
spikes, plant height and insertion main spike. The plant extracts did not differ from
controls, decreasing the intensity of damage caused by the larvae, especially after
of second application. The treatments did not influence the production of culture.
Keywords: Agave sisalana, Vegetable pesticide, Zea mays, Spodoptera

frugiperda.
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1 INTRODUCAO

O sisal (Agave sisalana Perr.) é uma planta de consideravel importancia
econbmica e social para o Nordeste do Brasil por ser responsavel pela producéo
mundial de cerca de 70% de fibras duras e pela boa adaptacdo a essa regiéo,
sendo no estado da Bahia onde se concentra a producdo nacional, em torno de
93,5% (MARTIN et al., 2009; ANDRADE et al., 2010).

O maior problema encontrado pelos produtores de sisal é o seu baixo
aproveitamento que, para producao de fibras para inddstria, gira em torno de 4%,
sendo 0s 96% restantes descartados em forma de residuo liquido e residuos
solidos, como a mucilagem e a bucha, constituida de fibras curtas (SILVA et al.,
2006; SUINAGA et al., 2006; MARTIN et al., 2009).

O aproveitamento do residuo liquido do sisal como inseticida vem sendo
pesquisado como alternativa para o controle de insetos e pragas agricolas
(PIZARRO et al., 1999; GONCALVES JUNIOR, 2002; BARRETO et al., 2003;
SOUZA, 2009), uma vez que novas plantas com acdo inseticida tém
apresentando resultados satisfatorios, devido a facilidade de serem encontradas,
producédo em baixo custo e facil preparacdo (VASCONCELOS et al., 2006), além
de serem menos agressivas ao meio ambiente.

O cultivo do milho apresenta grande importancia como base na
alimentacdo animal e humana. Dentre as pragas dessa cultura, Spodoptera
frugiperda, Diatraea saccharalis e Helicoverpa zea sdo aquelas em que as
pesquisas em controle bioldgico tém avancado mais rapidamente, principalmente
para as duas ultimas, em funcdo do local de ataque, dentro do colmo e na espiga,
respectivamente, tornando o controle quimico de baixa eficiéncia (CRUZ et al.,
1995). Spodoptera frugiperda (J.E. Smith, 1797) tem ocasionado danos que
comprometem a producdo com perdas que variam de 15 a 34% (RODRIGUEZ &
VENDRAMIM, 1996; CRUZ, 1995; NICOLAI et al., 2006.)

Para o controle de pragas normalmente se utilizam produtos quimicos de
amplo espectro de acdo que, além de acarretarem diversos problemas, tais como
residuos nos alimentos, destruicdo de inimigos naturais, do equilibrio biolégico e

intoxicacdo de aplicadores, provocam trés fendmenos ecologicos distintos:
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ressurgéncia da praga alvo, surtos de pragas secundarias e desenvolvimento de
resisténcia aos inseticidas (CRUZ et al., 1995; ROEL et al., 2000).

Dessa forma, o controle integrado tem sido eficiente por abordar diversas
taticas de manejo, sendo 0s extratos vegetais compativeis com todas elas
(COSTA et al., 2004). De acordo com GALLO et al. (2002), o objetivo principal do
uso de extratos vegetais é reduzir o crescimento da populacdo de pragas, de
forma que a mortalidade do inseto € apenas um dos efeitos e que, geralmente,
necessita de concentragdes muito elevadas.

Considerando que trabalhos de controle da S. frugiperda em milho, com
inseticidas naturais a campo, sdo inexistentes no Brasil (LIMA et al., 2008), essa
pesquisa se propde a avaliar os efeitos de fracdes do residuo liquido de Agave
sisalana sobre a sobrevivéncia e desenvolvimento da Spodoptera frugiperda, em
condicGes de laboratério, através de testes por contato topico e ingestédo; e, em
condicbes de campo, avaliar os efeitos de trés diferentes extratos do residuo
liguido de Agave sisalana no controle dessa lagarta, bem como mensurar os
caracteres agrondmicos a fim de analisar se os extratos afetam a producdo da

cultura de milho.

2 MATERIAL E METODOS

Apés coleta direta, em 2011, nos locais de producdo de sisal, entre os
municipios de Valente e Sdo Domingos (BA), cerca de 100L do residuo foi
adicionado a agua destilada na proporcéo de 1:1 p/v e submetido a decoccéo por
uma hora. Procedeu-se a filtragdo por duas vezes, a fim de separar a mucilagem
do liquido, sendo o suco transportado para o Laboratério de Extracao de Produtos
Naturais, localizado na Unidade Experimental Horto Florestal - UEFS, onde os

experimentos foram conduzidos.

2.1 Obtencéo dos extratos

O suco de sisal coletado foi distribuido em bandejas plasticas e levado para

a estufa a 60 °C para eliminacdo da agua, até a aquisicdo do residuo bruto
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concentrado, que foi triturado, obtendo-se o rendimento de 3,794 kg de residuo, o
equivalente a 3,8%.

O residuo foi macerado com o solvente etanol a 92% de pureza, até a
dissolucéo total, permanecendo em repouso por 24 horas. Houve a formacao de
precipitado esbranquicado e sobrenadante verde, mantidos uma noite em
geladeira. Esse precipitado foi filtrado em funil de Buchner sob vacuo e lavado
duas vezes com volume pequeno de etanol gelado para eliminar a coloragao
verde. O precipitado retido no funil foi armazenado para uso nos ensaios.

Foi separado cerca de 1/3 do filtrado e concentrado totalmente no rota-
evaporador, sob pressdo de 600 mmHg e temperatura de 60°C — 70°C, sendo
obtida a fracdo etandlica. Os outros 2/3 da solugcdo, apdés a evaporacdo do
excesso do solvente anterior, foram dissolvidos em agua destilada e transferidos
para funil de separacdo para ser extraido com pequeno volume do solvente
acetato de etila (50 ml), exaustivamente. Posteriormente, a solugdo aquosa foi
evaporada parcialmente para eliminar o excesso do solvente anterior e
transferida, mais uma vez, para funil de separacdo para ser extraida com
pequeno volume de solvente butanol (50 ml), saturado com &gua,
exaustivamente.

As fracbes acetato de etila, butanolica e aquosa final foram evaporadas
totalmente e armazenadas em freezer, juntamente com a fracdo etanodlica, até

utilizacdo nos experimentos.

2.2. Obtencéo da lagarta Spodoptera frugiperda

As larvas utilizadas nos experimentos foram obtidas da criagcdo de
Spodoptera frugiperda mantida na Gravena Manecol (Jaboticabal — SP) e
permaneceram em dieta artificial conforme BURTON & PERKINS (1972), até que
atingissem a fase larval de 3° instar, em camara climatizada (25°C+2°C, umidade
relativa de 70+10% e fotofase de 14 horas) (FERRAZ, 1982), na Unidade

Experimental Horto Florestal.
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2.3 Cultivo do milho

Para os ensaios em laboratério, o milho da cultivar BR 106 foi semeado em
casa de vegetacdo presente na Unidade Experimental Horto Florestal, com
espacamento de 0,50 X 0,20 cm. No momento da semeadura, o solo foi adubado
com NPK 10:10:10 e, aos 30 dias de idade da planta, houve adubacdo com
sulfato de aménio. Nenhum método de controle de insetos e pragas, além do
manual, foi utlizado, de forma que as folhas oferecidas as lagartas se
encontravam livres de pesticidas.

As regas eram realizadas diariamente e, quando o milho apresentava de 7-
8 folhas (30 a 40 dias apds plantio), as superiores, proximas ao cartucho, por ser
a porcéo preferencial da lagarta quando essa infesta a cultura, foram retiradas
para uso nos bioensaios.

A campo, foi conduzido experimento em sistema de plantio direto,
realizando a mesma adubacdo citada para o plantio em casa de vegetacao,
durante o ano agricola de 2011, sob infestacdo natural de Spodoptera frugiperda,
utilizando o delineamento experimental em blocos casualizados com 11
tratamentos e 4 repeticdes, onde cada fileira de plantas possuia 2,5 m de
extensdo e espacamento de 0,80 X 0,20 cm.

Cada parcela experimental foi constituida de cinco fileiras, sendo apenas a
fileira central considerada como area util e as duas fileiras presentes em cada
extremidade foram consideradas para efeito de bordadura. A unidade

experimental consistiu de trés plantas, livres de pesticidas.

2.4 Avaliacado da atividade inseticida do residuo liquido de Agave sisalana

Os extratos organicos foram diluidos em agua destilada até serem obtidas
as concentracbes pretendidas (Tabela 1). Tais tratamentos foram testados em
relacdo a testemunha com &gua destilada, inseticida sintético Lannate e 6leo de
Nim emulsionado Nim-1-Go, nas concentracdes recomendados pelos fabricantes:

0,6 L/ha ou 129g/ha e solucéo de 3% (300 ml/100 L de a4gua), respectivamente.
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Tabela 1. Tratamentos utilizados nos experimentos com o residuo liquido de

Agave sisalana sobre a lagarta Spodoptera frugiperda.

Tratamentos Cddigo Composicéo
1 ET 1,25 Extrato vegetal etandlico a 1,25%
2 ET 2,5 Extrato vegetal etandlico a 2,5%
3 ET5 Extrato vegetal etandlico a 5%
4 ET 7,5 Extrato vegetal etandlico a 7,5%
5 ET 10 Extrato vegetal etanélico a 10%
6 BUT 1,5 Extrato vegetal butandlico a 1,5%
7 BUT 3 Extrato vegetal butandlico a 3%
8 ACET 1 Extrato vegetal acetato de etila a 1%
9 ACET 2 Extrato vegetal acetato de etila a 2%
10 PPT 2,5 Precipitado a 2,5%
11 PPT5 Precipitado a 5%
12 NIM Inseticida natural Nim-1-Go
13 QUIM Inseticida Sintético
14 AD Agua destilada

Os bioensaios foram instalados em camara climatizada com 25+2°C,
umidade relativa de 70+10% e fotofase de 12 horas, no modelo experimental em
delineamento inteiramente casualizado (DIC), com 14 tratamentos e 4 repeti¢cdes,
conduzidos sem chance de escolha do alimento e em substrato natural.

As folhas de milho retiradas da casa de vegetacdo foram lavadas em agua
corrente e deixadas em descanso na solucdo de hipoclorito de sédio a 1% por
cerca de 5 minutos. Passado esse tempo, foram enxaguadas com agua por trés
vezes consecutivas, sendo que a ultima lavagem foi feita com agua destilada.
Posteriormente, as folhas foram mantidas em papel absorvente para a eliminacéo
de grande parte da solucdo desinfetante. Elas foram cortadas transversalmente
as nervuras, em pedacos de aproximadamente 5 cm de comprimento.

Para os testes de ingestédo, as folhas de milho foram submersas por dois

segundos nos diferentes tratamentos. Apos eliminacdo do excesso de umidade,
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cada parte das folhas foi transferida para placas de Petri, previamente
autoclavadas, e infestadas com apenas 1 lagarta em 3° instar larval.

As aplicacdes tdpicas dos tratamentos nas lagartas em 3° instar foram
feitas com o auxilio de micropipetador, sendo aplicado, aproximadamente, 0,1pl
de extrato no dorso de cada lagarta, mesma quantidade utilizada na avaliacdo da
mortalidade, através do contato tépico, por LIMA et al. (2009). Os insetos foram
mantidos em placas de Petri contendo partes de folha de milho, previamente
lavadas e desinfetadas.

As avaliacbes foram realizadas em dias alternados até o inicio da fase
adulta do inseto, sendo as folhas trocadas por novas folhas tratadas e as placas
limpas para manutencdo da qualidade do substrato alimentar para as lagartas,
avaliando, ao mesmo tempo, a mortalidade larval por parametro de morte/vida, a
duracéo da fase de vida em dias, o peso em gramas com auxilio de balanca de
precisdo analitica, a largura e o comprimento do corpo da lagarta com auxilio de
régua. Ao entrarem na fase pupal, foi acompanhada apenas a duracdo em dias
dessa fase de vida.

No teste em campo, os tratamentos foram pulverizados nas folhas de
milho, aos 45 dias de idade, com o auxilio de Pulverizadores Export Guarany,
com capacidade para 370ml, ao entardecer.

Considerando que para o espacamento utilizado no cultivo do milho a
dosagem padréao é cerca de 300L/ha (ou seja, 5 ml/planta), para tal experimento
cada planta recebeu em média 2,5ml do tratamento correspondente.

Foram realizadas duas aplicacdes, com intervalo de 15 dias entre elas, e
os produtos foram colocados no interior dos cartuchos para intoxicar as lagartas
de diferentes instares, segundo a metodologia proposta por CARVALHO (1987).

As avaliacbes das injurias foliares foram feitas antes de cada aplicacdo e
15 dias apo6s a ultima aplicacdo (LIMA et al., 2009), tomando-se nesta, inclusive,
0s parametros para avaliagdo da producéo.

As notas de danos das folhas seguiram a seguinte escala, de acordo com
metodologia adaptada de CARVALHO, 1970: 0 — Sem danos, 1 — Plantas com
folhas raspadas, 2 — Plantas com folhas furadas, 3 — Plantas com lesao nas folhas
e no cartucho, 4 — Planta com o cartucho destruido, 5 — Plantas com muitas folhas

e cartucho totalmente destruidos.
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Para atribuicdo de notas, foram considerados os danos foliares causados
pelas lagartas nas seis folhas centrais da planta. Quando a planta apresentou
danos correspondentes a mais de uma nota, prevaleceu a mais alta (CARVALHO,
1987).

2.5. Avaliacao das caracteristicas relacionadas com a producéao

A planta mediana de cada tratamento teve a sua altura medida do nivel do
solo até a base da panicula em floracdo e a altura de insercdo da espiga foi
tomada do nivel do solo até a insercéo da espiga principal.

As espigas, colhidas das trés plantas de cada tratamento, tiveram suas
bracteas retiradas e foram acondicionadas em sacos que permitissem a
circulacdo de ar. Sua secagem foi realizada ao longo de trés dias sob intensa luz
solar e, ap0s esse periodo, no qual os graos ja apresentavam umidade reduzida,
procedeu-se a avaliagdo dos caracteres agrondmicos.

O comprimento da espiga foi medido com régua graduada em centimetros,
da base a ponta desta. A circunferéncia foi mensurada com auxilio de barbante
circundando a por¢cdo mediana da espiga, com posterior medicdo deste em régua
graduada.

O peso total foi obtido com as espigas das plantas tratadas em cada
parcela experimental, somando-se os quatro blocos, com auxilio de balanca de

baixa precisdo, e calculando-se posteriormente a média por espiga.

2.6. Andlise estatistica

Para os ensaios em laboratorio, os dados obtidos foram submetidos a
analise de variancia segundo o modelo estatistico do delineamento inteiramente
casualizado no esquema fatorial 14 x 2, sendo 14 tratamentos e 2 formas
aplicacdo, no dorso da lagarta e na folha. As médias dos tratamentos foram
agrupadas pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade. Para as médias das
formas de aplicacéo, os tratamentos foram comparados pelo teste de F a 5% de
probabilidade. As andlises estatisticas foram realizadas pelo programa estatistico
SAS - Statistical Analysis System (SAS Institute Inc., 2006).
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A frequéncia de mortalidade do inseto foi calculada dividindo-se o nimero
de lagartas mortas pelo namero total, por tratamento, multiplicando o resultado
por 100. Para o célculo do tempo médio de morte (TMM), foi seguida a seguinte
férmula, proposta por MELO (2010):

TM =5 (D1 X N1+D2 x N2+...Dyy x Ny)
Total de larvas mortas pelo extrato

Onde, D é o dia de avaliacdo e N é o nimero de larvas mortas pelo extrato.

Os valores para frequéncia de mortalidade e TMM foram plotados em
graficos, para efeito de comparacdo entre os tratamentos e as formas de
aplicagéo.

Para os experimentos em campo, os dados obtidos foram submetidos a
analise de variancia segundo o modelo estatistico do delineamento em blocos
casualizados, sendo que os danos da lagarta foram analisados ainda segundo o
esquema de parcelas subdivididas no tempo.

As médias dos tratamentos foram comparadas pelo teste t de contrastes
ortogonais (Tabela 2) a 5% de probabilidade. Para as médias dos tratamentos
compostos por extrato vegetal a base de etanol (tratamentos 1 a 5) foram
ajustados modelos de regressao polinomial. As médias das épocas de avaliacao,
para o experimento, foram comparadas pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade. As andlises estatisticas foram realizadas pelo programa estatistico
SAS - Statistical Analysis System (SAS Institute Inc., 2006).
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Tabela 2. Descrigdo dos contrastes ortogonais para os tratamentos com extratos

vegetais do residuo liquido de Agave sisalana e os controles.

Contrastes ortogonais Comparagéo

Efeito dos  extratos
vegetais versus  0s
tratamentos controles

Y1 =3m,;+3m,+3m, +3m,+3m;+3my+3m, +3mg -

8mg-8m,,-8my,

Efeito dos controles
. positivos (NIM e
sintético) versus o
controle negativo (agua)

Efeito do controle
Y3=mg- my, positivo NIM versus o
controle positivo sintético

Efeito dos  extratos
vegetais a base de

Ya =+, +m, +m, + M, +m, +m, - 7 My etanol e butanol versus o
extrato vegetal a base
de acetato de etila

Efeito dos  extratos
vegetais a base de
etanol versus os extratos
vegetais a base butanol

Ys=2m,+2m,+2m;+2m,+2m.-5ms-5m,

Efeito do extrato vegetal
a base de butanol 1,5%
versus o extrato vegetal
a base de butanol 3%

Y6 = mg-m,

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Experimentos em laboratério

Na analise da duracdo das fases de vida, larval e pupal, da lagarta-do-
cartucho houve efeito significativo dos tratamentos na duracdo de ambas as fases
(Tabela 3), sendo que, apenas para a fase de vida pupal, houve interacdo

significativa entre tratamento e forma de aplicacao (Tabela 3).
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Tabela 3. Resumo da analise de variancia para a variavel duracdo das fases de

vida larval e pupal da Spodoptera frugiperda.

QM

FV GL Larval (dias) Pupal (dias)
Forma 1 73,8728 40741
Tratamentos 13 121,9548** 5,1363*
Trat. X Forma 13 26,9238 6,5973*
Erro 83 (25Y) 26,8908 2,0558
CV (%) 53,17 17,26
Média Geral 9,7523 8,3068

** @ * gignificativo a 1 e 5%, respectivamente, pelo teste de F. 'Relativo & fase de vida
pupal.

Para a fase de vida larval, o Nim-I-Go e o Inseticida sintético
proporcionaram os menores tempos de duracdo, matando o inseto nos primeiros
dias, seguidos dos tratamentos ACET 2, ET 10 e ET 2,5, sendo os demais os que
proporcionaram os maiores tempos de duracdo dessa fase (Tabela 4).

Dentre os extratos vegetais, 0 acetato de etila a 2% apresentou 0 menor
tempo de duracdo da fase larval, ficando logo atrds dos controles positivos. O
extrato butandlico a 1,5% alongou essa fase de vida, apresentando tempo
superior ao da agua destilada.

TANZUBIL & McCAFERRY (1990) consideram que o0 atraso no
desenvolvimento pode ser decorrente da menor eficiéncia de conversao
alimentar, causada pelo desvio de parte dos nutrientes a degradacdo de
substancias toxicas presentes no alimento. Esse crescimento lento das larvas
resultard, segundo HERNANDEZ & VENDRAMIM (1996), em menor consumo de
alimento no campo e menos danos as culturas.

O alongamento de fases do ciclo bioldgico e a ocorréncia de deformacdes
e morte durante essas fases sdo alguns dos efeitos de extratos vegetais ja
constatados sobre insetos (COSTA et al., 2004), embora possa ocorrer também a

reducdo da fase larval como uma forma utilizada por S. frugiperda para
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compensar as condi¢fes inadequadas da fonte de alimento, empupando em
menor tempo (RODRIGUES et al., 2008).

Tabela 4. Valores médios da duracdo da fase larval da lagarta-do-cartucho, sob
efeito dos tratamentos com as fragdes do residuo liquido de Agave sisalana e os

controles com 4gua destilada, Nim e metomil.

TRATAMENTOS MEDIAS (DIAS)
ET 1,25 12,0625 ¢
ET 25 7,3750 b

ETS5 13,4375 ¢
ET75 11,6250 ¢
ET 10 7,2500 b

BUT 1,5 14,2500 ¢
BUT 3 11,4375 ¢
ACET 2 6,7500 b

NIM 3,7500 a
QUIM 1,0000 a

AD 11,7500 ¢

ACET 1 11,6250 ¢
PPT 2,5 11,8125 ¢
PPT5 12,7857 ¢

Médias seguidas pela mesma letra nas colunas pertencem ao mesmo grupo pelo teste de
Scott-Knott a 5% de probabilidade.

GALLO et al. (2002) abordam a duracdo de 12 a 30 dias para o periodo
larval e, para o pupal, de 8 a 25 dias. Nesse trabalho, para a fase larval, houve
variacdo de 1,00 a 14,25 dias, na qual a maioria dos tratamentos reduziu sua
duracéo devido ao aumento da mortalidade. Ja a fase pupal variou de 5,5 a 14,5
dias.

O tratamento que possibilitou a maior duragcdo em dias das pupas foi o
precipitado a 2,5%, para a forma de aplicacdo na folha, enquanto nos testes de
contato topico o Nim, o precipitado a 2,5% e o etandlico a 2,5% foram os que
possibilitaram a maior duracdo da fase de vida pupal (Tabela 5).

Além disso, o etandlico a 2,5% e o precipitado a 2,5% tiveram diferenca
significativa na duracdo da fase de vida a depender da forma de aplicacdo dos
tratamentos. Nessa fracdo, por contato topico, a lagarta demora menos na fase

pupal, enquanto que essa fase de vida € alongada em testes por ingestdo. Ja
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naquele extrato ocorre o inverso. Nos testes por ingestdo a fase de vida é
reduzida, e, por contato tépico é alongada, embora ndo mais que para a fracdo
anterior (Tabela 5).

Tabela 5. Valores médios da interacdo entre as formas de aplicacdo e o0s
tratamentos com as fracdes do residuo liquido de Agave sisalana e os controles
com agua destilada, Nim e metomil, para a variavel duracdo da fase pupal da
lagarta-do-cartucho.

Forma de aplicacao

Tratamentos Teste ingestao (dias) Teste contato tépico
(dias)
ET 1,25 8,0000 aA 7,1667 aA
ET 2,5 7,2500 aA 10,5000 bB
ET5 * 8,1667 a
ET75 * 8,5000 a
ET 10 * 5,5000 a
BUT 1,5 7,8333 aA 7,5000 aA
BUT 3 * 7,5000 aA
ACET 2 * 7,5000 a
NIM * 10,5000 b
QUIM * *

AD 8,8750 aA 8,1667 a
ACET 1 * 7,8333 a
PPT 2,5 14,5000 bB 9,0000 bA

PPT 5 9,0000 aA 8,2500 aA

* Mortalidade em fase larval

Médias seguidas pela mesma letra mindscula nas colunas pertencem ao mesmo grupo
pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade e pela mesma letra mailscula nas linhas
nao diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Os tratamentos aplicados influenciaram significativamente (Tabela 6) no
comprimento das lagartas, para o qual houve influéncia da forma de aplicagéo.
Nesse caso, para contato topico, a lagarta cresceu mais (Tabela 7), indicando
baixa influéncia dos tratamentos no seu desenvolvimento para essa forma de

aplicagéo.

Tabela 6. Resumo da andlise de variancia para o peso, comprimento e largura da

lagarta Spodoptera frugiperda.

QM
" ot Peso (9) Com(;?:rrinrr)\ento Largura (cm)
Forma 1 0,0027 3,2658* 0,0081
Tratamento 13 0,0447** 1,6828** 0,0344**
Trat. X Forma 13 0,0262 0,6869 0,0143
Erro 548 0,0167 0,5559 0,0124
CV (%) 96,24 39,04 38,25
Média Geral 0,1344 1,9095 0,2913

** @ * gignificativo a 1 e 5%, respectivamente, pelo teste de F.

Tabela 7. Valores médios das formas de aplicacdo dos tratamentos para as

variaveis morfométricas peso, comprimento e largura da lagarta-do-cartucho.

FORMAS PESO(g) COMPRIMENTO LARGURA (cm)
(cm)

Folha 0,1374 a 1,8429 a 0,2907 a

Lagarta 0,1319 a 1,9675b 0,2919 a

Médias seguidas pela mesma letra nas colunas nao diferem entre si pelo teste de F a 5%
de probabilidade.
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Com relacdo aos valores morfométricos, os tratamentos que prejudicaram
o desenvolvimento da lagarta foram os controles positivos, Nim-1-Go e o inseticida
sintético, obtendo os menores valores de peso, comprimento e largura, 0 que 0s
diferenciou estatisticamente dos extratos vegetais, que proporcionaram ganhos

morfométricos a lagarta, ndo se diferenciando da agua destilada (Tabela 8).

Tabela 8. Valores médios dos tratamentos com as fragdes do residuo liquido de
Agave sisalana e os controles com agua destilada, Nim e metomil, para as
variaveis morfométricas peso, comprimento e largura da Spodoptera frugiperda.

Tratamentos Peso () Comprimento Largura (cm)
(cm)

ET 1,25 0,1345 b 1,8531b 0,2878 b
ET 2,5 0,1369 b 1,7875 b 0,2875 b
ETS5 0,1394 b 1,9491 b 0,2887 b
ET 7,5 0,1092 b 1,8082 b 0,2673 b
ET 10 0,1150 b 1,7906 b 0,2750 b
BUT 1,5 0,1322 b 1,9186 b 0,2864 b
BUT 3 0,1063 b 1,7667 b 0,2688 b
ACET 2 0,1103 b 1,7613 b 0,2774 b
NIM 0,0547 a 1,4316 a 0,2263 a
QUIM 0,0275 a 1,2625 a 0,1875a
AD 0,1892 b 2,1667 b 0,3314 b
ACET 1 0,1578 b 2,0860 b 0,3200 b
PPT 2,5 0,1521 b 2,0809 b 0,3170 b
PPT5 0,1619 b 2,0875 b 0,3188 b

Médias seguidas pela mesma letra nas colunas pertencem ao mesmo grupo pelo teste de
Scott-Knott a 5% de probabilidade.

Como a azadirachtina interfere no desenvolvimento e ecdise dos insetos,
os efeitos em resposta da dose podem ser vistos como uma reducdo no
crescimento, mortalidades aumentadas, mudas anormais e atrasadas (MORDUE
& NISBET, 2000). Esses padrées foram aqui observados, principalmente no que
diz respeito a mortalidade e ao menor crescimento apresentado pela lagarta-do-
cartucho tratada com o Nim.

BORGONI & VENDRAMIM (2005), em pesquisa realizada com outras
espécies da familia Meliaceae, verificaram efeito significativo dos extratos

aquosos de folhas de Trichilia pallens e ramos de T. pallida na diminuigdo do peso
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(a0 14° dia, 46,49 e 41,39, respectivamente), aumento na duracao da fase de vida
larval (26,0 dias e 25,5 dias, respectivamente) e acentuada mortalidade para a
Spodoptera frugiperda (95,4% e 96,4%, ao final da fase larval).

Os inseticidas vegetais afetam, prioritariamente, o desenvolvimento dos
insetos, sendo a mortalidade apenas um dos efeitos, dependente da
concentragdo do produto (GALLO et al., 2002; GULLAN & CRANSTON, 2007).
Nessa pesquisa foi observado que o efeito dos extratos do residuo liquido de sisal
€, essencialmente, na sobrevivéncia da Spodoptera frugiperda, ndo no
desenvolvimento do inseto (Grafico 1).

O teste por ingestdo obteve as maiores porcentagens de mortalidade em
relacdo ao de contato topico, no qual todos os tratamentos, exceto o inseticida
guimico, tiveram pelo menos uma lagarta que completou a fase de pupa e chegou
a fase de imago.

Os extratos acetato de etila a 2% e etandlico a 10 %, que proporcionaram
baixos valores na duracdo em dias da fase larval (6,75 e 7,25 dias,
respectivamente), obtiveram também a maior taxa de mortalidade para os testes
de ingestdao (100%). E, somando ao extrato etandlico a 2,5%, que também
apresentou baixa duracdo da fase de vida larval (7,38 dias), nota-se mais rapido
tempo de acédo inseticida para esses extratos em relacdo aos demais (Grafico 2).
A agua destilada, no teste por ingestdo, e o precipitado a 5%, por contato topico,

nao resultou em morte da lagarta.
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Gréafico 1. Porcentagem de mortalidade da lagarta-do-cartucho em resposta as

fracOes do residuo liquido de sisal e as formas de aplicacdo dos tratamentos.
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Grafico 2. Tempo médio de morte da lagarta-do-cartucho em resposta as fracdes
do residuo liquido de sisal e as formas de aplicacdo dos tratamentos.

Apesar da diferenca de disponibilidade de extrato entre os testes, sendo
maior para os testes de ingestdo, uma vez que a superficie da folha foi
uniformemente molhada, o0 inseticida quimico proporcionou acentuada
mortalidade para ambos, 0 que sugere que, devido as maiores taxas encontradas
para os testes de ingestao, as fracdes do residuo de Agave sisalana, assim como
o Nim, atuam como toxina alimentar.

Foram observados ainda alguns padrdes de coloracdo no corpo da lagarta
durante o experimento, que podem ser usados, futuramente, na avaliagcdo de
efeito inseticida, demonstrando a dificuldade em completar a ecdise. Para o teste
de ingestao, foi visualizada a porcao anterior do corpo (regido cefalica e torax)
esbranquicada para os tratamentos com os extratos ET 7,5 e o ET 10. Isso
também foi observado para o NIM, no teste de contato topico. Para o BUT 1,5,
nesse mesmo teste, foi a porcdo posterior do corpo que se apresentou
esbranquicada, e que, com o passar dos dias, evoluiu para apenas uma faixa, a
partir de quando a lagarta comecgou a apresentar maior debilidade.

SOUZA (2009), ao avaliar as 24, 48 e 72hs a mortalidade de Spodoptera
frugiperda pelo extrato hidroetandlico do residuo liquido de Agave sisalana, em
teste de ingestdo, constatou que a maior porcentagem foi obtida para a

concentracdo de 5%, com 64% de lagartas mortas as 72 horas da montagem do
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experimento. Por contato topico, essa mesma concentracdo apresentou efeito na
mortalidade do inseto, porém em menor valor, 28%.

Calculando a mortalidade diaria acumulada, a mesma autora obteve, ao 3°
dia da montagem do experimento, para o extrato butandlico a 1,5%, a maior
mortalidade (84,66%), seguido pelo extrato hidroetandlico a 10% (79,11%).

MELO (2010), estudando o extrato etandlico da polpa das sementes de
Piper tuberculatum sobre a mortalidade da S. frugiperda, concluiu que o extrato
da polpa provoca 100 % de mortalidade larval nas doses a partir de 0,01% (10
mg/ 100 g), em dieta artificial, e o extrato das sementes provoca 0 mMesmo
percentual de mortalidade larval nas doses de 0,05% e 0,15% (50 e 150 mg/ 100
g) da mesma dieta.

Além dessa variavel, tal autora estudou o tempo larval e pupal, a
viabilidade das larvas e das pupas e o tempo médio de morte do inseto. Foi
detectado o menor tempo médio de morte para a concentracdo de 0,25% do
extrato etanolico da polpa de Piper tuberculatum. Para o tempo larval, todos os
extratos apresentaram menor duracdo dessa fase de vida devido a alta
mortalidade encontrada e ndo ao encurtamento da fase.

ROEL et al. (2000), avaliando os efeitos de diversas concentracfes do
extrato acetato de etila de folhas e ramos de Trichilia pallida (0,0001%, 0,0008%,
0,006%, 0,05%, 0,4% e 3%) observaram que o extrato causou mortalidade larval
de 100%, na concentracao igual ou superior a 0,05%; afetou o desenvolvimento e
sobrevivéncia da lagarta-do-cartucho na concentracao de 0,006%, promovendo o
alongamento da fase de vida larval; e ndo provocou qualquer efeito no inseto com

concentracgdo igual ou inferior a 0,0008%.

3.2. Experimentos em campo

As épocas em que foram avaliados os tratamentos tiveram efeito
significativo na diminuicdo dos danos da lagarta (Tabela 9), sendo esses maiores
na primeira avaliacdo, antes da aplicacdo dos tratamentos, e decrescentes até
serem menores na Ultima avaliacdo, na qual as folhas mais novas jA néo

apresentavam danos, controlando, portanto, a infestacao (Tabela 10).
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Tabela 9. Resumo da analise de variancia para os danos da lagarta Spodoptera

frugiperda na cultura do milho, em trés épocas de avaliacao.

FV GL QM
Bloco 3 1,9190*
Tratamentos 10 0,5615
Erro a 30 0,5483
Epocas 2 6,4888**
Tratamentos x Epocas 20 0,0739
Errob 66 0,2111
CV (%) 20,37
Média Geral 2,2556

** @ * gignificativo a 1 e 5%, respectivamente, pelo teste de F.

Tabela 10. Valores médios para as épocas de avaliacdo dos danos ocasionados

pela lagarta-do-cartucho na cultura do milho.

EPOCAS DE AVALIACAO MEDIAS (DANOS)
1 2,6220 c
2 2,2886 b
3 1,8561 a

0 — Sem danos, 1 — Plantas com folhas raspadas, 2 — Plantas com folhas furadas, 3 — Plantas com
lesdo nas folhas e no cartucho, 4 — Planta com o cartucho destruido, 5 — Plantas com muitas
folhas e cartucho totalmente destruidos.

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

LIMA et al. (2009) ao testarem, em campo, formulacdes comerciais de Nim
e do inseticida biolégico Bta, constataram que os indices de injurias foram
reduzidos ao longo das avaliacbes em virtude do crescimento das plantas com

producéo de novas folhas.
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LIMA et al. (2008), estudando a acédo de inseticidas naturais em duas
épocas de semeadura, sendo realizadas trés aplicacdes dos tratamentos por
época, perceberam que houve maior controle da incidéncia de lagartas na 12
época de semeadura, com diminuicdo do percentual de plantas atacadas apés
cada pulverizagdo, sendo menor ap0s a terceira, que diferiu significativamente
das demais para a maioria dos tratamentos.

N&o houve efeito significativo dos tratamentos na diminuicdo dos danos da
Spodoptera frugiperda (Tabelas 9, 11 e 12), de forma que a aplicacdo de
inseticidas comerciais ou dos extratos vegetais da Agave sisalana controlam a

intensidade dos danos da lagarta, principalmente ap6s a segunda aplicacao.

Tabela 11. Valores médios para as notas atribuidas ao ataque de plantas de
milho por S.frugiperda, tratadas com extratos vegetais de Agave sisalana, agua
destilada e formula¢des de Nim e metomil, no ano agricola de 2011.

Tratamentos Médias (danos)
ET 1,25 1,8625 a
ET 25 2,3900 a

ETS 2,3200 a
ET75 2,6392 a
ET 10 1,9442 a

BUT 1,5 2,3333 a
BUT 3 2,1108 a
ACET 2 2,3483 a

NIM 2,3625 a

QUIM 2,2500 a
AD 2,2508 a

0 — Sem danos, 1 — Plantas com folhas raspadas, 2 — Plantas com folhas furadas, 3 — Plantas com
lesdo nas folhas e no cartucho, 4 — Planta com o cartucho destruido, 5 — Plantas com muitas
folhas e cartucho totalmente destruidos.

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste F a 5% de
probabilidade.
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SOUZA (2009), ao realizar experimento em campo com extrato
hidroetandlico, nas concentragbes de 5, 8 e 15%, do residuo liquido de sisal,
obteve efeito significativo de tratamento e de época. Os menores danos foram
obtidos pelo extrato nas duas maiores concentracfes, equiparaveis ao inseticida
sintético utliizado (Decis). Os danos encontrados foram reduzidos com o aumento

no namero de aplicacdes.

Tabela 12. Estimativas dos contrastes ortogonais dos extratos vegetais do
residuo de Agave sisalana e tratamentos controle com &gua destilada, Nim e
metomil, para os danos ocasionados pela lagarta-do-cartucho na cultura do milho.

Contraste Estimativas
Extrato vegetal vs. contr. -0,0442
Contr. pos. vs. Contr. neg. 0,0554
NIM vs. QUIM 0,1125
ET e BUT vs. ACET -0,1198
ET vs. BUT 0,0091
BUT 1,5vs. BUT 3 0,2225

** @ * significativo a 1 e 5%, respectivamente, pelo teste de t.

No resumo da analise de variancia apresentado na Tabela 13, observa-se
gue, para todas as variaveis de producdo analisadas, ndo houve efeito
significativo dos tratamentos, indicando que os mesmos nao interferem no
desenvolvimento e producéo de espigas, na cultura do milho.

MILANI (1996) fez uma revisao de trabalhos realizados com alta densidade
de plantas, obtida através da diminuicdo dos espacamentos, e concluiu que isso
tem aumentado a producdo total, a partir da obtencdo de maior niumero de
espigas, embora haja reducédo no peso individual das espigas e no comprimento,
0 que corrobora os dados de producdo aqui encontrados para 0 espagcamento

utilizado.
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Tabela 13. Analise de variancia dos parametros de producdo avaliados no
controle da S. frugiperda, em milho cultivado em campo, sob infestagdo natural.

Feira de Santana - BA, ano agricola 2011.

QM
COMP COMP CIRCM
FV GL NE AP (cm) AIEP PMED MEN MAI EN CIRCM

(cm) (kg) Al (cm)

(cm)  (cm)  (cm)

2,12 2240,35 793,57 0,0046 25,16 6,27 3,99 0,86
TRAT 10 4,25 2509,28 429,55 0,0055 29,93 8,21 13,62 2,59

Erro 29" 3,05 1607,48 654,10 0,0055 22,02 9,75 15,13 1,84

CV (%) 36,27 21,99 27,38 45,15 35,05 15,07 28,18 7,92

Média

4,82 182,30 93,41 0,16 13,39 20,72 13,80 17,12
Geral

NE= numero de espigas; AP= altura da planta; AIEP= altura de insercdo da espiga principal,
PMED= peso médio das espigas desfolhadas; COMPMEN= comprimento da menor espiga;
COMPMAI= comprimento da maior espiga; CIRCMEN= circunferénica da menor espiga;
CIRCMAI= circunferéncia da maior espiga.

** @ * gignificativo a 1 e 5%, respectivamente, pelo teste de F. *GL erro = 30, 28, 25 para
as variaveis NE, AP e AIEP, respectivamente.

De acordo com FORNASIERI FILHO (1992), isso ocorre porque,
aumentando-se a densidade, a producdo individual por planta € limitada a
competicdo entre plantas. Com o aumento da densidade ocorrem alteracfes
morfoldgicas e fisiologicas no milho, como espigas menores, maior niamero de
plantas sem espiga, as plantas tendem a ficar mais altas e uniformes, os colmos
ficam mais finos e pode ocorrer maior acamamento.

No momento da coleta das espigas foram observadas espigas danificadas
por aves e insetos, além de espigas pouco desenvolvidas, ou seja, de menor
tamanho, que ndo apresentavam ou que apresentavam poucos graos. Cerca de
21,38% das espigas coletadas estavam danificadas por aves e 16,98% espigas
foram danificadas por insetos.

Dentre os tratamentos, todos o0s extratos vegetais apresentaram o milho

com espiga pouco desenvolvida, sendo que os extratos butandlico a 3% e o
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etanolico a 1,25% foram os que apresentaram a maior quantidade (5), enquanto o
extrato etandlico a 2,5% obteve a menor (1). Os tratamentos em que todas as
espigas se encontravam desenvolvidas foram o Nim-1-Go, o inseticida sintético e
a agua. Apesar disso, nao se pode concluir que os extratos vegetais interferem no
desenvolvimento das espigas porque eles se equipararam aos tratamentos
controles nos parametros agronémicos analisados (Tabela 14).

Tabela 14. Valores médios dos caracteres agronémicos da planta e espiga apos o
tratamento com extratos vegetais do residuo liquido de Agave sisalana e 0s
controles com Nim, Lannate e 4gua destilada.

AIEP PMED COMPMEN COMPMAI CIRCMEN CIRCMAI
TRAT NE AP (cm) (cm) (kg) (cm) (cm) (cm) (cm)

ET125 450a 203,63a 9538a 0,20a 12,10a 21,15a 13,50a 17,73 a
ET25 6,25a 167,55a 83,50a 0,19a 9,58 a 21,38 a 10,15a 17,20 a
ETS 475a 206,53a 101,18a 0,12a 18,16a 2195a 14,49 a 15,45 a
ET75 6,00a 197,76a 91,08a 0,13a 11,05a 18,65 a 1148a 1595a
ET10 550a 12520a 9557a 0,16a 12,13a 21,15a 15,33 a 17,13 a
BUT15 550a 187,38a 100,88a 0,17a 16,35a 20,68 a 14,58 a 17,48 a
BUT3 250a 154,15a 10847a 0,12a 1258a 20,30 a 13,15a 17,73 a
ACET2 4,25a 178,70a 90,88a 0,13a 12,20a 17,50 a 13,53 a 16,23 a
NIM 450a 206,55a 107,05a 0,105a 1155a 21,38 a 14,20 a 17,70 a
QUIM 500a 191,70a ©69,73a 0,20a 16/43a 2198 a 14,75 a 17,15 a

AD 425a 197,25a 94,08a 0,24a 16,78a 22,05a 17,03a 18,15a

NE= numero de espigas; AP= altura da planta; AIEP= altura de insercdo da espiga
principal; PMED= peso médio das espigas desfolhadas; COMPMEN= comprimento da
menor espiga; COMPMAI= comprimento da maior espiga; CIRCMEN= circunferénica da
menor espiga; CIRCMAI= circunferéncia da maior espiga.

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de F a 5% de
probabilidade.
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Os pesos meédios das espigas variaram de 120g a 240g. Quanto ao
comprimento, este variou de 9,58 cm a 22,05 cm, enquanto que a circunferéncia
teve amplitude de 10,15 a 18,15 cm.

Os extratos vegetais do residuo de sisal se equipararam aos controles
utilizados, logo, ndo influenciam na producéo da cultura do milho (Tabela 15).

Tabela 15. Estimativas dos contrastes ortogonais dos caracteres agrondmicos da
planta e espiga apds o tratamento com extratos vegetais do residuo liquido de
Agave sisalana e os controles com Nim, Lannate e agua destilada.

COM COMP CIRCM CIRC
Contraste NE (ﬁ‘nF:) ?iil; P(l\QE)D PMEN MAI EN MAI
9 (cm) (cm) (cm) (cm)
Extrato vegetal vs.
contr. 0,32 -20,89 558 -0,04 -190 -1,46 -2,05 -0,81
Contr. pos. vs.
Contr. neg. 050 188 -569 -0,06 -2,79 -0,38 -2,55 -0,73
NIM vs. QUIM -0,50 14,85 37,33 -0,06 -4,88 -0,60 -0,55 0,55
ET e BUT vs. ACET 0,75 -1,24 5,70 0,03 0,93 3,25 -0,29 0,72
ET vs. BUT 1,40 937 -11,33 0,01 -1,86 0,37 -0,87 -0,91
BUT 15vs. BUT3 3,00 33,23 -7,59 0,04 3,78 0,38 1,43 -0,25

* significativo a 5% pelo teste de t.

4 CONCLUSOES

Supbe-se que as fracdes do residuo de sisal, por afetarem a sobrevivéncia
da lagarta-do-cartucho e ndo o seu desenvolvimento, atuam, principalmente,
como toxinas alimentares, enquanto por contato topico, houve menor mortalidade
e maior crescimento da S. frugiperda.

Os extratos que mais mataram o inseto foram o acetato de etila a 2% e

etandlico a 10%, com 100% de mortalidade e maior eficiéncia inseticida,
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observada pelos menores tempos de duracdo da fase larval, bem como os
menores tempos médios de morte encontrados.

O extrato etandlico a 2,5%, embora tenha causado mortalidade de apenas
50%, obteve rapida acao inseticida e alongou a fase de vida pupal da lagarta, em
teste por contato topico.

Nos testes realizados em campo, ndo houve efeito significativo dos
tratamentos no controle da intensidade dos danos, sendo que 0s extratos vegetais
do residuo liquido de Agave sisalana se equipararam as testemunhas, havendo
controle da infestacdo de S. frugiperda apds a 22 aplicacdo dos produtos.

Todas as caracteristicas da espiga e da planta ndo sofreram modificacfes
significativas apos a aplicacdo dos extratos de sisal, de forma que esses nao

interferem na producéo da cultura de milho.
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CONSIDERACOES FINAIS

Os extratos do residuo liquido de Agave sisalana se equipararam aos
controles com inseticida sintético e natural, no que concerne aos efeitos de
fitotoxicidade e ao controle da infestacdo da Spodoptera frugiperda em campo,
sem afetar a producéo da cultura de milho.

O aumento no nimero de pulverizacdes aumenta os efeitos fitotdxicos para
o milho; no entanto, possibilita maior controle da infestacdo da lagarta.

Para os ensaios bioldgicos, foi verificado que os inseticidas vegetais atuam
principalmente na alimentagdo do inseto, com as maiores mortalidades
observadas nos testes por ingestdo. Os extratos acetato de etila a 2% e etandlico
a 10% foram os que se destacaram nesses ensaios, pela maior mortalidade
(100%) e rapida acdo, com os tempos medios de morte de 3,5 e 2,5 dias. Ja o
extrato etanolico a 2,5%, embora tenha causado mortalidade de apenas 50%,
obteve os menores tempos meédios de morte, alongando a fase de vida pupal da
lagarta em teste por contato topico.

Ainda muitos estudos necessitam ser realizados para comprovacao do
efeito inseticida de Agave sisalana, como o calculo da CL 50 dos extratos,
ensaios biolégicos com outros insetos-praga, testes de toxicidade foliar com
outras culturas economicamente importantes, além de mais testes de producao e
mortalidade da lagarta em campo.

Ainda assim, outros parametros podem ser utilizados nos ensaios
biologicos para avaliar o efeito inseticida dos extratos de Agave sisalana sobre a
lagarta-do-cartucho, como o consumo foliar para detectar um possivel efeito
deterrente, a duracdo de dias para as ecdises, a fim de detectar duracdo dos
instares larvais, peso das pupas, deformacdo destas e dos insetos imagos,
oviposicao, longevidade, etc. e até ensaios moleculares a fim de detectar qual
composto presente no inseto esta sendo prioritariamente afetado pelo extrato de

sisal, podendo iniciar pela avaliagdo da atividade antitripsina dos extratos.



