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RESUMO

O presente trabalho foi realizado para o estudo dos extratos de mamao (Carica papaya L.)
para o controle de nematoides. Esses extratos foram preparados a partir de sementes e latex
de mamao e diluidos em &gua destilada. A atividade nematicida dos extratos brutos e da
papaina foram avaliadas sobre juvenis de Panagrellus sp. in vitro, com concentracfes de 1 e
5% e tempos de incubacdo de 24 e 48 h. Para cada concentracdo e tempo de incubagéo
avaliado, trés grupos foram formados em tubos estéreis, dois grupos tratados e um grupo
controle. Seis repeticGes foram realizadas para cada grupo. A eficiéncia da destruicdo em
relacdo ao controle foi avaliada por analise de variancia (ANOVA) e pelo teste de Tukey ao
nivel de 5 e 1% de probabilidade. Em relacdo a atividade nematicida sobre juvenis de
Panagrellus sp., o extrato do latex 1%, reduziu em 44% dos nematoides em 24 horas e 54%
dos nematoides em 48 horas de ensaio, em comparagdo ao controle e ao tratamento com
papaina comercial. O extrato de sementes de mamao (1% e 5%) ndo foi efetivo no controle de
nematoides. Portanto, a partir dos resultados obtidos, podemos concluir que o extrato do latex
obtido do mamao apresenta grande potencial nematicida, demonstrado no ensaio nematicida
in vitro.

Palavras-chave: Carica papaya L. Controle de nematoides. Enzimas. Papaina.



ABSTRACT

The present work was carried out to study papaya extracts (Carica papaya L.) for the control
of nematodes. These extracts were prepared from papaya seeds and latex and diluted in distilled
water. The nematicidal activity of crude extracts and papain were evaluated on Panagrellus sp.
in vitro, with concentrations of 1 and 5% and incubation times of 24 and 48 h. For each
concentration and incubation time evaluated, three groups were formed in sterile tubes, two
treated groups and a control group. Six repetitions were performed for each group. The
efficiency of destruction in relation to the control was evaluated by analysis of variance
(ANOVA) and by Tukey's test at the level of 5 and 1% of probability. Regarding the nematicidal
activity on Panagrellus sp. juveniles, the 1% latex extract reduced 44% of nematodes in 24
hours and 54% of nematodes in 48 hours of trial, compared to control and treatment with
commercial papain. Papaya seed extract (1% and 5%) was not effective in controlling
nematodes. Therefore, from the results obtained, we can conclude that the latex extract obtained
from papaya has great nematicidal potential, demonstrated in the in vitro nematicide assay.

Keywords: Carica papaya L. Nematode control. enzymes. papain.
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1 INTRODUCAO

Nematoides parasitas podem causar inimeras doencas em seres humanos, animais e
plantas, gerando grandes encargos sobre a salde e a producdo agricola mundial (BRAGA,;
ARAUJO, 2014). Estima-se que os prejuizos a producio de plantas cultivadas causados por
nematoides cheguem a R$ 35 bilhdes/ano (SBN, 2021). Solos infestados de nematoides podem
prejudicar e inviabilizar o cultivo de diversas culturas de interesse, a exemplo de café, soja,
cana, olericolas e espécies frutiferas, uma vez que atacam as raizes das plantas (RAMOS et al.,
2019). As espécies mais significativas no ataque de plantas sdo as dos géneros Meloidogyne,
Heterodera, Globodera, Pratylenchus, Rodopholus, Rotylenchulus, Nacobbus e Tylenchulus
(REIS, 2017).

A preocupacdo com 0s aspectos ambientais, direciona muitas pesquisas para a
descoberta de alternativas inovadoras que possam ser empregadas no manejo integrado de
pragas, com menos efeitos negativos (ANDRADE; NUNES, 2001). Assim, o uso de
alternativas na substituicdo dos nematicidas comumente utilizados no agronegdcio € uma
pratica viavel, principalmente porque reduzem uma série de problemas (contaminacdo de
alimentos e do lencol freatico, problemas de salde em seres humanos e animais e eliminagéo
de organismos benéficos do solo) que os nematicidas sintéticos podem induzir (VASQUEZ;
BARROS; SILVA, 2008).

Dentre produtos alternativos e biopesticidas, o uso de extratos, exsudatos e 6leos
oriundos de plantas surgem como anti-helminticos sustentaveis e econdmicos (WRAM;
ZASADA, 2020). Papainas se encaixam nesta categoria, por serem proteinas com funcbes
enzimaticas (proteases), oriundas do mamoeiro. Estudos relatam a utilizagdo desta substancia
na cicatrizacdo de feridas, pelas suas propriedades anti-inflamatérias (LEITE et al., 2012), mas

ndo se encontra literaturas atualizadas sobre o uso de papaina no combate de nematoides.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar o efeito de extratos com potencial proteolitico oriundos do mamao (sementes e

latex) no controle do nematoide Panagrellus sp.

2.2 Objetivos especificos

e Promover o uso de extratos com potencial proteolitico no controle de
nematoides.

¢ Avaliar a viabilidade de extratos com potencial proteolitico oriundos de maméo,
comparada a papaina comercial, como nematicida.

e Ampliar a gama de produtos nematicidas no agronegécio.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 A cultura do mamoeiro e subprodutos

O mamdo (Carica papaya L.) é uma fruta muito popular e consumida em regides
tropicais e subtropicais. O Brasil é o segundo maior produtor da fruta, atras apenas da india (HF
BRASIL, 2021). Embora o cenario produtivo no periodo pandémico nédo tenha sido promissor
quanto a &rea plantada, a rentabilidade da cultura teve saldo positivo. Dados da Gltima colheita
(2021) mostraram que o Brasil exportou 22,4 mil t de mamé&o, onde 89% tiveram por destino
paises europeus como Portugal, Espanha, Paises Baixos, Reino Unido e Italia. Os produtos
exportados sao o fruto in natura, sucos, extratos secos e purés (EMBRAPA, 2021).

No primeiro trimestre de 2021, o aumento das exportacdes foi de 24% em relacéo ao
ano anterior (2020) e 15% superior ao volume exportado em 2019 (HF BRASIL, 2021).
Atualmente, os principais estados produtivos sdo Espirito Santo, Bahia, Ceara, Rio Grande do
Norte e Minas Gerais (HF BRASIL, 2021).

A produtividade brasileira se baseia em dois grandes grupos: Solo (Havai) e Formosa e
os frutos sdo de grande interesse nutricional, por serem ricos em vitamina C (acido ascorbico),
pré-vitaminicos A (carotenoides), fibras e céalcio (SERRANO; CATTANEO, 2010). Sao ainda,
ricas em compostos antioxidantes, que captam radicais livres do organismo e promovem a salde
humana (MELO et al., 2008).

No grupo 'Solo’, os frutos sdo menores (0,35 a 0,70 kg) e por isso séo voltados para o
mercado externo. No grupo 'Formosa’, os frutos sdo maiores (>1,0 kg) e destinados ao mercado
interno (SERRANO; CATTANEO, 2010). O cultivo de ‘Formosa’ geralmente ¢ maiS
dispendioso, uma vez que as sementes precisam ser adquiridas a cada safra e séo importadas
(HF BRASIL, 2021).

A cultura desperta ainda interesse por apresentar a possibilidade de utilizacdo de seus
subprodutos nas indudstrias farmacéutica, quimica e agricola (SERAFINI et al., 2021). Sao
considerados subprodutos todos aqueles residuos agroindustriais, a exemplo das cascas e
sementes, que apesar de ndo representarem uma porcentagem significativa do fruto em massa,
geralmente sdo descartados em procedimentos domeésticos e industriais (JORGE;
MALACRIDA, 2008).

Os principais residuos solidos obtidos a partir do mamédo sdo as cascas e sementes
(VENTURINI; BENCHIMOL; BERTUOL, 2012). As cascas normalmente sdo matéria-prima
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para confeccdo de farinhas de alto potencial antioxidantes, utilizadas como fortificantes no
preparo de pdes e massas, bem como utilizadas como corante natural (SANTOS, 2019). O latex
também é um subproduto de grande valor, embora pouco explorado. Dentre varios componentes
que o constitui, a papaina se destaca pelas caracteristicas antibacterianas, inseticida e anti-
helmintica (KONNO et al., 2004). As sementes do mamoeiro também possuem atividade
bioldgica, uma vez que séo ricas em compostos do metabolismo secundario como alcaloides e
terpenos, podendo ser utilizadas medicinalmente como antimicrobiano, principalmente
antibacteriano (NAYAK et al., 2012; MEILI, 2012).

3.2 Nematoides fitopatogénicos

Nematoides fitopatogénicos sao organismos multicelulares, vermiformes, de coloragédo
transparente e de conducdo limitada no solo (RITZINGER, FANCELLI, 2006). De maneira
geral, os nematoides causam prejuizos ao sistema radicular de uma extensa gama de culturas,
como horticolas (como quiabo e tomate), frutiferas (como banana e goiaba) e até algumas
comodities (como café e soja) (RITZINGER, FANCELLLI, 2006; DIAS et al., 2010; PINHEIRO
etal., 2013; PINHEIRO; PEREIRA; SUINAGA, 2014

Sdo estimadas cerca de um milhdo de espécies de nematoides, mas algumas se destacam
por limitar a producdo e, muitas vezes, inviabilizar a producdo agricola. Dentre algumas
espécies, sdo relatados os nematoides: formadores de galhas (Meloidogyne spp.), o de cisto
(Heterodera glycines), o das lesGes radiculares (Pratylenchus brachyurus), reniforme
(Rotylenculus reniformis) (DIAS et al., 2010), o espiralado (Helicoylenchus spp.), Aorolaimus
sp., Hoplolaimus sp., Criconemella sp., Scutellonema spp., Radopholues similis (RITZINGER,
FANCELLI, 2006), Belonolaimus sp., Trichodorus sp. e Paratrichodorus sp (PINHEIRO;
PEREIRA; SUINAGA, 2014).

O género Panagrellus engloba quinze espécies de nematoides. Possuem rapido
desenvolvimento e se reproduzem via sexuada. Alguns sdo bacteriofagos e embora néo
parasitem plantas, possuem importancia no cenario agricola (LUBIAN et al., 2019). Além
disso, 0s nematoides da espécie Panagrellus redivivus de alta capacidade reprodutiva in vitro e
sdo comumente utilizados em modelos de estudos em biologia celular pela auséncia de cor,
além de serem utilizados com alimentacdo de peixes ornamentais e camarfes (STEFANELLO;
LORETO, 2022).
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3.3 Alternativas no controle de nematoides

O cenario produtivo agricola, a depender a cultura empregada, demanda a utilizacao de
fitoquimicos, como nematicidas. A procura de meios alternativos que sejam mais sustentaveis
é cada vez mais recorrente, buscando aprimoramento tecnoldgico que causem menos impactos
ambientais e, muitas vezes, econdmico (VASQUEZ; BARROS; SILVA, 2008). Além disso, a
utilizacdo de produtos menos agressivos que contribuem para o equilibrio de doencas e pragas
é primordial em manejo de producédo organica (ANDRADE; NUNES, 2001).

Alguns produtos ja estudados em agricultura organica sdo utilizados pelos produtores,
como a calda de fumo (Nicotiana Tabacum L.), calda bordalesa, alho e sabéo, leite e cal virgem
e hidratada. Contudo, na maioria destes casos, 0s produtos sdo eficientes no controle de pragas
que atingem a parte aérea das plantas (ex: hemipteros e coledpteros) (ANDRADE;
NUNES,2001). Biopesticidas (principalmente baseados nas espécies Trichoderma spp. e
Bacillus spp) também sdo alternativas ja implementadas no controle de pragas e doencas em
algumas culturas, sendo necessario estudos para aperfeicoar a melhor combinacéo de acordo
com a cultura de interesse (VENZON et al., 2021). A utilizacdo de outros organismos no
controle de nematoides se configura em controle biol6gico, onde ocorre a reducdo da populacéo
de um organismo alvo por outro organismo vivo (STIRLING, 1991). No controle de
nematoides, os fungos, conhecidos como nemat6fagos apresentam estratégias sofisticadas para
infectar ou capturar estes organimos, podendo ser divididos em: predadores, endoparasitas,
oportunistas e aqueles que produzem metabdlitos toxicos aos nematoides (STIRLING, 1991).

No caso especifico de fitonematoides, a utilizacdo de plantas antagonistas (como
crotalaria e mucuna), adubacdo, cultivares resistentes e rotacdo de culturas sdo praticas
utilizadas em lugar de agroquimicos sintéticos (FERRAZ; FREITAS, 2008). O uso de 6leos
essenciais e extratos naturais como o0s de cravo-de-defunto (Tagetes erecta L.) e nim
(Azadirachta indica A. Juss) também sdo bem-vistos, por terem acdo inseticida e nematicida e
preservarem a produtividade das plantas (ANDRADE; NUNES, 2001). Proteinas e exsudados
proteicos de plantas também surgem como alternativas a serem estudadas no controle destes
organismos (TREMACOLDI, 2009).
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3.4 Proteases

Proteinas sdo macromoléculas essenciais no funcionamento e regulacdo dos organismos
vivos. Dentre suas inimeras func@es, as atividades enzimaticas sdo responsaveis por acelerar
reagdes quimicas. As proteases (EC 3.4) sdo enzimas responsaveis por catalisar a hidrolise das
ligacOes peptidicas de outras proteinas e atua em diversos processos fisiologicos e celulares nos
organismos (TREMACOLDI, 2009). Podem ser oriundas de fontes animais, como a pepsina;
de microrganismos, como bactérias e fungos e de vegetais, como a bromelina (abacaxi), ficina
(figo) e papaina (mamdo) (FEDATTO, 2004).

As proteases desempenham papéis importantes no ciclo de desenvolvimento dos
vegetais, estando ligadas a processos como a germinagdo, amadurecimento, germinacao,
diferenciacdo, morfogénese, respostas de defesa e de estresse, bem como a morte celular (DE
LIMA et al., 2008). Em folhas, flores e frutos de diferentes espécies, a acdo destas enzimas
também é observada (TREMACOLDI, 2009). Estudos relatam seu potencial no controle de
nematoides, sendo eficientes na penetracdo e degradacdo da cuticula destes organismos
(MORTON; HIRSCH; PEBERDY, 2003). Gomes e colaboradores (2019) observaram 100%
de mortalidade em Meloidogyne incognita e 72% em Panagrellus redivivus ap6s a utilizacéo
de latex de Synadenium grantii em decorréncia do alto teor de enzimas, principalmente
proteases, que compde esta substancia.

Em mamdes, a papaina é extraida do latex dos frutos e pode ser utiliza como farmaco
relacionado a disturbios de digestibilidade, desbridante e estimulante do processo de
cicatrizacdo de feridas (LEITE et al., 2012; DE LIMA et al., 2008). Na industria de alimentos,
esta substancia é utilizada como amaciador de carne, importante na comercializacdo desse
alimento (VIEIRA et al., 2018).
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4 MATERIAL E METODOS

O estudo foi realizado no Departamento de Quimica (DQI) da Universidade Federal de
Lavras, Lavras - MG, Brasil. Os nematoides modelos Panagrellus sp. utilizados no presente
estudo foram adquiridos comercialmente e mantidos em placas de petri em meio de flocos de
aveia umedecido e amassado.

Exemplares de mamdes (C. papaya L.) verdes, cultivar ‘Formosa’, foram obtidos
comercialmente em Lavras - MG. Para que que ndo houvesse diferenca entre os experimentos,
todo o latex necesséario foi coletado uma uUnica vez. Os mamdes foram submetidos a
esterilizacdo superficial com hipoclorito de sodio (2%), alcool (70%) e &gua. A extracdo do
latex foi realizada por cortes longitudinais na superficie do mamao. O latex foi recolhido e
armazenado em microtubos previamente esterilizados.

Os mamoes foram abertos e suas sementes foram coletadas. As sementes foram
trituradas em agua destilada na proporcdo 1:1 de solvente:amostra (Rojas et al. 2018). Em
seguida, a mistura foi filtrada e centrifugada a 10.000g por 10 min a 4°C. As amostras foram
congeladas e concentradas por meio de liofilizacdo. A papaina pura (Sigma) utilizada foi

adquirida comercialmente.

4.1 Ensaio nematicida

As atividades nematicidas dos extratos brutos e da papaina foram avaliadas sobre
juvenis de Panagrellus sp. in vitro. As concentragdes das amostras foram de 1 ¢ 5% (m/v).

Nestes ensaios, para cada concentragdo e tempo de incubagdo avaliado, trés grupos
foram formados em tubos estéreis, dois grupos tratados e um grupo controle. Seis repeticdes
foram realizadas para cada grupo. Cerca de 100 juvenis foram vertidas em tubos estéreis
contendo as amostras de interesse, nos grupos tratados. Um grupo controle teve a mesma
quantidade de juvenis em agua. Os tubos estéreis foram incubados a 28 °C, nos tempos de
incubacdo de 24 e 48 horas. Apds esses intervalos de tempo, o nimero total de juvenis vivos
presentes em cada tubo dos grupos tratados e controle foi contado por meio de microscopia
optica (Braga et al. 2011).

A eficiéncia da destruicao em relacao ao controle foi avaliada por analise de variancia
(ANOVA) e pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade. Posteriormente, o percentual

de reducdo da média de juvenis também foi calculado de acordo com a seguinte equagao:



%Redugao= (Média do controle — Médias do tratamento) x 100

Média do controle

16



17

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Observou-se que dentre as trinta amostras analisadas juntamente com o grupo controle,
6 amostras demonstraram reducéo da populacéo de nematoides vivos em relacdo a testemunha.
A mortalidade foi facilmente identificada visualmente, uma vez que Panagrellus sp. € um
nematoide de vida livre e se move livremente na agua (Figura 1). Assim, quando expostos aos
extratos de papaina e das sementes, a seus corpos estavam destruidos ou mesmo enrolados nas

extremidades, sem quaisquer movimentos fisicos (Figura 2 e 3).

Figura 1 — Juvenil integro e vivo de Panagrellus sp. presente no grupo controle com agua.

Fonte: Do autor (2022).
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Figura 2 — Juvenil de Panagrellus sp sem motilidade e com a cuticula destruida apds 24 horas
de incubacdo em contato com latex de mamaéo (C. papaya) a 1%.

Legenda: A seta preta representa a cuticula destruida
Fonte: Do autor (2022).
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Figura 3 — Juvenil de Panagrellus sp sem motilidade e com a cuticula destruida apds 48 horas
de incubacdo em contato com latex de maméo (C. Papaya) a 1% concentracao

Fonte: Do autor (2022).

Apb6s 24h, apenas o tratamento com latex diferenciou-se significativamente do
tratamento controle (Tabela 1). Em relacdo a atividade nematicida sobre juvenis de
Panagrellus, o extrato do latex 1%, reduziu a populagdo de nematoides vivos em 44% em 24
horas e 54% em 48 horas, quando comparada ao tratamento controle. O tratamento com papaina
pura (1%) ndo apresentou acdo na reducdo da populacdo. Além da concentragdo utilizada, uma
possivel explicacdo para isso é que o latex contém um arsenal de proteases, enquanto o uso de
papaina isolada utiliza apenas uma enzima para o efeito catalitico sobre a cuticula dos juvenis.

As duas concentracdes (1% e 5%) de extrato de sementes causaram menor porcentagem
de reducdo do nimero de nematoides, em relacdo ao grupo controle, apdés 24 h e 48 h de
incubacdo. (Tabela 1). Segundo Naves et al. (2021) as sementes apresentam, em sua
composicgdo, fatores toxicologicos, tais como o cianeto, 0 que pode ser também uma das
substancias responsaveis pela eficiéncia do extrato em controlar os nematoides. Mas no ensaio
0 extrato feito com as sementes ndo demonstrou efeito nematicida em nenhuma das duas
concentragfes, mostrando na analise estatistica que ndo houve diferencga significativa com o

tratamento controle. O método de extracdo também é um fator que altera a eficicia de
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metabdlitos secundarios contra fitopatdgenos, podendo ter causado uma ndo eficiéncia do
extrato de sementes (VENTUROSO et al., 2010). Além disso, 0 extrato de sementes é livre de
substancias toxicas, podendo ser utilizados pelos nematoides como fonte de carboidratos para

se alimentarem e se reproduzirem.

Tabela 1 — Numero de juvenis de Panagrellus sp vivos ap6s 24h e 48h de incubagdo com agua
(controle), extrato de latex de mamaéo (1%), papaina pura (5%), extrato de semente
de mamao (1% e 5%).

Incubacdo 24h NUmero de juvenis
Controle 46,16 a
Latex (1%) 13,50 b
Papaina (1%) 45,16 a
Semente (1%) 46,16 a
Semente (5%) 39,00 a

Incubacéo 48h Numero de juvenis
Controle 44,00 ab
Latex (1%) 15,83 ¢
Papaina (1%) 33,66 bc
Semente (1%) 64,33 ab
Semente (5%) 70,16 a

Nota: *Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste Tukey (p > 0,05).
Fonte: Do autor (2022).

Elbadri e colaboradores (2008) assumem que todos o0s extratos de semente de maméo
(C. papaya) possuem uma grade atividade nematicida. Neste trabalho, apresentamos outras
possibilidades de mudanca ndo somente nos métodos de extracdo e preparacdo como na
concentracdo desses extratos. Os extratos aquosos apresentam melhor controle in vitro de
nematoides, especialmente apos 24 horas (KLIMPEL et al., 2011). Portanto, a partir dos
resultados obtidos, podemos concluir que o extrato do latex obtido do mamé&o apresenta
potencial nematicida, demonstrado no ensaio nematicida in vitro. Ressalta-se ainda que devido
ao uso do nematoide modelo Panagrellus sp., podemos sugerir que o efeito nematicida sobre
nematoides parasitas de outros géneros podera ser potencializado, uma vez que Panagrellus sp.
tende a ser mais resistente nesse tipo de ensaio que outros nematoides parasitas de plantas
(GOMES et al. 2019).
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Em comparagcdo com o grupo controle, os resultados apresentados sdo favoraveis,
apontando proteases oriundas do mamoeiro como substancias de grande potencial. Maiores
estudos deverao ser realizados para ajuste de concentracdo e género de nematoides, bem como
ensaios em campo com culturas diversas, para que este material seja apresentado como uma

alternativa aos defensivos agricolas, buscando uma produgdo mais sustentavel.
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6 CONCLUSOES

Conclui-se que o extrato do latex de maméo (1%), apresenta-se como alternativa para o
agronegocio, com potencial de reducdo de 44% dos juvenis de Panagrellus sp. em 24h e 54%

em 48h. O extrato de sementes de mamao (1% e 5%) néo foi efetivo no controle de nematoides.
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