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RESUMO

OLIVEIRA, Stella Pollyanne, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, fevereiro
de 2020. Utilizagcao de residuos agroindustriais no controle biolégico de Meloi-
dogyne incognita na soja. Orientador: José Humberto de Queiroz. Coorientado-
res: Thiago de Freitas Ferreira e Maximiller Dal-Bianco Lamas Costa.

Os nematoides parasitam homens, animais e vegetais. Os fitonematoides sao
pragas responsaveis por perdas de produgao significativa na agricultura, esti-
mada em cerca de U$ 100 bilhdes de délares ao ano. A cultura de soja é uma
das mais afetadas por esses fitopatdgenos, estima-se perdas de 30 a 50% por
safra. Os nematoides mais frequentes e prejudiciais tem sido os do género Me-
loidogyne sp., conhecidos como nematoides formadores de galhas, causam
perdas econdmicas em praticamente todas as espécies de plantas cultivadas.
Diversas estratégias podem ser empregadas no manejo de nematoides na cul-
tura, entretanto os nematicidas podem causar danos ambientais e a saude hu-
mana. Diante dessas circunstancias o controle biolégico tem ganhado forga,
dentre eles se destacam os fungos nematofagos, que estdo presentes na natu-
reza como antagonistas naturais e conhecidos como agentes destruidores de
nematoides. O que confere a acdo nematicida desses fungos é que além de
poderem parasita-los diretamente através de suas hifas, secretam metabolitos
e enzimas com atividade nematicida. Trabalhos recentes do nosso grupo de
pesquisa demonstraram que residuos da producdo de cogumelos apresentam
um grande potencial nematicida. Estes resultados geraram o pedido de patente
numero BR10201801585, desde modo avaliou-se a atividade nematicida dos
residuos fungicos /in vifro e in vivo contra o M. incognita e estimou-se a ativida-
de enzimatica de proteases e quitinases presentes nos residuos. Elevadas ta-
xas de mortalidades de ovos/juvenis foram observadas na avaliagao /in vitro,
sendo os quatro melhores fungos H. mamoreus, L. edodes, P. ostreatus e P.
eryngii testados in vivo, em casa de vegetagdo. Esses residuos resultaram em
altas taxas de redugao no indice de galhas, ovos e juvenis, chegando a 70%,
69,4% e 52%, respectivamente. Além de reduzir a populagcao de nematoides,
os fungos diminuiram os danos causados por estes, aumentando a altura e
massa da parte aérea, a producao de vagens e a massa fresca da raiz. A ana-

lise enzimatica demonstrou a presenca de quitinases em todos os residuos.



Através dos resultados, pode-se constatar uma alta atividade nematicida dos
residuos de cogumelos, bem como a presenca de quitinases. Isso indica que &
muito importante uma caracterizacdo dos compostos presentes nesses resi-

duos e entender melhor a interagdo de cada fungo com a planta e o nematoide.

Palavras-chave: Fitonematoides. Controle biologico. Basidiomicetos. Metaboli-

tos.



ABSTRACT

OLIVEIRA, Stella Pollyanne, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, February,
2020. Use of agro-industrial residues in the biological control of Meloidogyne
incognita in soybean. Adviser: José Humberto de Queiroz. Co-advisers: Thiago
de Freitas Ferreira and Maximiller Dal-Bianco Lamas Costa.

Nematodes parasitize men, animals and plants. Phytonematodes are pests re-
sponsible for significant production losses in agriculture, estimated at about US
$ 100 billion a year. The soybean crop is one of the most affected by these phy-
topathogens, estimated losses of 30 to 50% per harvest. The most frequent and
harmful nematodes have been those of the genus Meloidogyne sp., Known as
gall-forming nematodes, causing economic losses in practically all species of
cultivated plants. Several strategies can be used in the management of nema-
todes in culture, however nematicides can cause environmental and human
health damage. In view of these circumstances, biological control has gained
strength, among them the nematophagous fungi, which are present in nature as
natural antagonists and known as nematode destroying agents. What gives the
nematicidal action of these fungi is that in addition to being able to parasitize
them directly through their hyphae, they secrete metabolites and enzymes with
nematicidal activity. Recent work by our research group has shown that resi-
dues from mushroom production have great nematicidal potential. These results
generated patent application number BR10201801585, in this way the nemati-
cidal activity of fungal residues was evaluated in vitro and in vivo against M.
incognita and the enzymatic activity of proteases and chitinases present in the
residues was estimated. High egg / juvenile mortality rates were observed in the
in vitro evaluation, with the four best fungi H. mamoreus, L. edodes, P. os-
treatus and P. eryngii being tested in vivo, in a greenhouse. These residues
resulted in high rates of reduction in the gall, egg and juvenile index, reaching
70%, 69.4% and 52%, respectively. In addition to reducing the nematode popu-
lation, fungi reduced the damage caused by them, increasing the height and
mass of the aerial part, the production of pods and the fresh mass of the root.
The enzymatic analysis demonstrated the presence of chitinases in all residues.
Through the results, it is possible to verify a high nematicidal activity of the

mushroom residues, as well as the presence of chitinases. This indicates that it



is very important to characterize the compounds present in these residues and

to better understand the interaction of each fungus with the plant and the nema-

tode.

Keywords: Phytomatomatoids. Biological control. Basidiomycetes. Metabolites.
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1. INTRODUGAO

O agronegécio brasileiro tem passado por profundas modificagdes, as
quais aumentaram a competitividade de seus produtos e subprodutos no mer-
cado interno e externo. Neste contexto, a soja (Glycine max (L.) Merrill) € uma
das principais commodities brasileiras, especialmente devido ao fato do Brasil
ser um dos principais produtores dessa leguminosa. A soja tem grande impor-
tdncia econémica que esta ligado, a versatilidade de usos de seus graos, que
podem ser utilizados para a producao de 6leo comestivel, a alimentagdo hu-

mana e animal, além da producao de biodiesel (SILVA, 2019).

Atualmente, no cenario agricola mundial, a soja € o quarto produto entre
0s cereais e oleaginosas mais utilizadas no consumo humano e o mais impor-
tante em producdo e comercializagdo (FAO, 2019). Assim, o uso de altas tec-
nologias e suas constantes renovagoes permitiram ao Brasil alcancgar posigao
de destaque no cenario mundial, sendo o segundo maior produtor de soja do
mundo (EMBRAPA SOJA, 2019), superado apenas pelos Estados Unidos, no
que diz respeito a area plantada e producéo total (CONAB, 2019).

O plantio dessa cultura ocorre em todo o territério brasileiro, desde o ex-
tremo sul do pais, no Rio Grande do Sul, até o Maranhao, incluindo areas em
todas regides, sendo o estado do Mato Grosso o de maior producao (MAPA,
2019). A expansao dessa produgao tem relagao direta com a geragao de novas
tecnologias, como: a qualidade da semente, desenvolvimento de novas linha-
gens e cultivares com maior potencial produtivo, manejo do solo, adubagao e
defensivos quimicos, plantio em diversas épocas do ano, boa comercializagao
desse produto nos ultimos anos e emprego de maquinas e implementos mais
modernos (MONTOYA, 2002; SILVA, 2019).

A safra 2019/20 de soja devera ter uma area de 2,3% maior que na ulti-
ma, continuando a tendéncia de crescimento das ultimas safras. Até o inicio de
novembro cerca de 54% da area esperada para a semeadura ja estava efeti-
vamente plantada. Quanto a producao, a perspectiva inicial € de acréscimo na
ordem de 5,1% em comparacgao a 2018/19, devendo alcancar 120,9 milhdes de
toneladas (CONAB, 2019).
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A época de plantio indicada para a soja, na maioria dos estados produto-
res do Brasil, se situa entre meados de outubro e meados de dezembro, prefe-
rencialmente em novembro (FIETZ; RANGEL, 2008). De forma geral, a época
de plantio ocorre em temperaturas compreendidas entre 20°C e 30°C, princi-
palmente as mais proximas de 30°C, além de precipitacbes de 400 a 800
mm/ciclo (FARIAS et al., 2007).

A cultura esta sujeita a diversas intempéries que podem comprometer o
desempenho produtivo, ocorrem perdas de producao pelas condi¢cdes climati-
cas, porém também ocorre perdas por pragas e doengas (FARIAS et al., 2001).
As doencgas de plantas causadas por fitopatégenos sao provocadas principal-
mente por fungos, bactérias, nematoides e virus, que levam a perdas na pro-
ducgdo e provocam prejuizo a aparéncia das plantas e/ou alteram suas caracte-
risticas fisicas e quimicas (JUNQUEIRA et al., 2006).

Entre os fitopatdgenos, o de maior potencial destrutivo na cultura da soja
estdo os “fitonematoides”. Originam perdas de 30 a 50% na cultura, pela inter-
feréncia direta no sistema radicular das plantas e dificultando a absorcédo de
agua e nutrientes (DIAS et al.,, 2010; EMBRAPA, 2010; ARAUJO et al.,
2012).Sa0 pragas responsaveis por gerar um prejuizo em cerca de U$ 100 bi-
Ihdes de dodlares por ano, além de inviabilizar o cultivo em determinadas areas,
gerando custos para o seu controle (HERRERA-ESTRELLA et al., 2016).

Os fitonematoides estabelecem uma relagdo parasitica com a planta
hospedeira (FARIA et al., 2003), seu ataque pode ser dividido em primarios e
secundarios. Sendo no sistema radicular seu ataque primario, onde formam os
nodulos, se alimentando e impedindo a absor¢cao de agua e nutrientes. Apds
infectar o sistema radicular, a planta fica enfraquecida por falta de nutrientes,
surgindo os sintomas secundarios que ocorrem na parte aérea, murcha, man-

chas, até chegar a morte da planta (SILVA et al., 2014).

Ja foram descritas mais de 4000 espécies de fitonematoides (LAHM et
al., 2017). Cerca de 250 espécies oferecem risco fitossanitario e causam danos
severos e perdas econémicas significativas (SINGH et al., 2013). As espécies
mais estudadas sao: Rolylenchulus reniformis (GANJI et al., 2013; ROBINSON
et al., 1997), Meloidogyne spp. (LEAL-BERTIOLI et al., 2016), Pratylenchus
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spp. (VIEIRA et al., 2015; JONES; FOSU-NYARKO, 2014) e Helicotylenchus
spp. (DAVIS et al, 2004).

O género Meloidogyne spp., é considerado um dos mais importantes no
Brasil, conhecido como nematoides formadores de galhas, infectam e causam
prejuizos econdmicos em praticamente todas as espécies de plantas cultivadas
(ROSA et al., 2013). Sendo descritas como as mais susceptiveis ao seu ata-
que, as culturas de soja (DIAS et al., 2010), de milho (CHIAMOLERA et al.,
2012), do feijoeiro (GARDIANO et al., 2012), do tomateiro, da cenoura e da
alface (ROSA et al., 2014).

Alguns dos sintomas apresentados pelas culturas infectadas por esses
nematoides, apresentam reducido da parte aérea, devido a diminuicdo do sis-
tema radicular pela formagao das galhas. As galhas formadas geram uma de-
sorganizagao no sistema vascular da planta, o que impede a condugao de agua
e nutrientes (SANTOS; GOMES 2011), além de tornar a planta vulneravel a
outros patdégenos (JESUS; WILCKEN 2010).

Esses sintomas causados pelos nematoides formadores de galhas, sdo
facilmente confundidos com sintomas de déficit nutricional ou de outra natureza
(PERINA et al., 2015), o que dificulta o seu manejo. Sua ocorréncia em uma
determinada area de cultivo s6 € percebida quando ha presenca de elevados
niveis populacionais, o que resultam em severas perdas de producao (INOMO-
TO, 2005).

Diversas estratégias sdao empregadas para o manejo dos nematoides,
com destaque na utilizacdo de produtos quimicos e biolégicos (ARAUJO,
2018). A necessidade por diferentes métodos de manejo, levou ao aumento do
uso de nematicidas, no entanto, esses quimicos sintéticos apresentam riscos
ambientais e para o homem (LARRIBA et al., 2015). No Brasil, sdo autorizados
pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento — MAPA, apenas 17
ingredientes ativos com efeito nematicida, todos altamente toxicos e pouco se-
letivos (AGROFIT, 2018).

Para evitar esses problemas e ter uma agricultura mais sustentavel, mi-

nimizando os danos ao meio ambiente e salde humana, torna-se necessario a
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busca por novas alternativas de controle, como o controle biolégico. Os produ-
tos biolégicos vém ganhando destaque, por ser uma alternativa viavel, pela
facilidade de aplicagdo, menor custo e ndo causar danos ao meio ambiente e
ao homem (KEPLER et al., 2017).

Cook (1987) definiu controle biolégico como o uso de organismos natu-
rais, modificados ou produtos génicos para reduzir os efeitos de organismos
indesejaveis e apoiar organismos benéficos desejaveis, como culturas, arvores,
animais e insetos benéficos. E considerado uma das areas mais promissoras e
por isso, as empresas estao buscando agentes de controle bioldgico mais efici-
entes, de melhor qualidade, facil execu¢do e preco acessivel (MEDEIROS;
MONTEIRO, 2015).

Devido a isso, nos ultimos 30 anos, o controle biologico de fitonematoi-
des tem ganhado forga, através do aumento da conscientizagcdo dos maleficios
a saude e ao ambiente causados pelos nematicidas quimicos. Sdo conhecidos
mais de 200 organismos bioldgicos, considerados inimigos naturais dos fitone-
matoides, entre eles estdo fungos, bactérias, nematoides predadores, acaros e
outros (STIRLING, 1991; KERRY, 1990; FREITAS et al., 2009; FERRAZ et al.,
2010), destacando-se os fungos devido a sua capacidade de colonizar a rizos-

fera e manter uma relagcao de simbiose com as plantas (KHAN et al., 2010).

Os fungos nematéfagos séo conhecidos agentes destruidores de nema-
toides (BARRON, 1977), existem mais de 700 espécies de fungos relatadas
com atividade nematicida (VAN OOIJ, 2011). A maioria sdo da familia Orbiliales
(Ascomycota) (YANG et al., 2007), porém tem sido recentemente relatada com
frequéncia a atividade nematicida dos basiodimicetos (MORRIS; HAJEK,
2014).

Os fungos sao classificados de acordo com o mecanismos de ataque a
seus hospedeiros, sendo: (1) fungos predadores, os que produzem hifas modi-
ficadas em armadilhas para capturar larvas em movimento; (2) fungos endopa-
rasitos, que produz esporos que servem de alimento para nematoides; (3) fun-
gos oportunistas ou predadores de ovos, que colonizam e perfuram cascas dos
ovos e cistos de nematoides; (4) fungos téxicos, que produzem toxinas imobili-
zando os nematoides (NORDBRING-HERTZ et al., 2006; JIANG et al., 2017) e
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(5) produtores de dispositivos especiais de ataque, que causam danos a cuticu-
la dos nematoides (SOARES et al.; 2018).

Estima-se que cerca de 280 espécies de fungos compreendidos entre
Ascomycota e Basidiomycota produzem compostos com atividade nematicida
(LI et al., 2015). Os fungos pertencentes ao Filo Basidiomycota caracterizam-
se por colonizar e degradar bactérias ou outros microrganismos, como por
exemplo os nematoides, para obter acesso aos nutrientes que contém, princi-
palmente carbono, nitrogénio, oxigénio e hidrogénio (FERMOR; WOOD, 1981),

considerados fungos saprofitas.

Em relagao ao filo Basidiomycota, ja foram relatadas cerca de 270 espé-
cies de fungos com atividade nematicida (HUANG et al., 2015). Algumas espé-
cies ja conhecidas sao: Agaricus bisporus (ASLAM, 2013), Coprinus comatus
(LUO et al., 2004, 2007), Pleurotus cornocopiae (HEYDARI et al., 2006;
THORN; BARRON, 1984), Pleurotus cystidiosus (THORN; BARRON, 1984),
Pleurotus florida (HEYDARI et al.; 2006), Pleurotus ostreaftus (HEYDARI et
al.,2006; OKORIE et al., 2011; THORN; BARRON, 1984), Pleurotfus sajor-caju
(HEYDARI et al., 2006), Pleurotus strigosus, Pleurotus subareolatus (THORN,;
BARRON, 1984) e Pleurotus tuber-regium (HIBBETT; THORN, 1994; OKORIE
et al.,2011). Dentre todas as espécies de cogumelos estudados, destacam-se

as espécies pertencentes ao género Pleurotus spp.

Essa infinidade de espécies do Filo Basidiomycota, das quais muitas sao
comestiveis, sao cultivadas em diferentes substratos organicos, tais como ma-
deira, residuos industriais (CARDOSO et al., 2013; DULAY, 2012), gramineas
(OKORIE et al., 2011; REYES et al., 2009) e em diversos residuos agricolas.
Diante da produgédo comercial dessas espécies de cogumelos, os residuos da
producao estdo sendo utilizados como ragdo animal (SCHMIDT et al., 2003),
biorremediacao, adubacao orgéanica (RIBAS et al., 2009; SILVA, 2009), e para
o controle de nematoides do solo (ASLAM, 2013; HEYDARI et al., 2006; OKO-
RIE et al., 2011).

Esse potencial dos residuos dos fungos para controlar fitonematoides,
tém-se centrado ndo so6 sobre o uso de suas hifas, mas também dada o grande

numero de toxinas e metabolitos presentes neles (REGAIEG et al., 2010). Es-
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tes metabolitos incluem mais de 200 moléculas bioativas com atividade nemati-
cida (LI; ZHANG, 2014), entre os metabolitos nematicidas cita-se: proteases,
peptideos, terpenos, acidos graxos, alcaldides, (LI et al., 2007), taninos e car-
boidratos (GANESHPURKAR et al., 2012). Estes metabolitos tém mostrado
atividade nematicida na medicina (GANESHPURKAR et al., 2012), na agrope-
cuaria (AGUILAR et al., 2017), nos processos industriais e farmacologicos e,
mais recentemente, no controle biolégico (GOUVEIA et al., 2017; SOARES et
al., 2012).

O potencial de controle de nematoides por meio da utilizagdo do substra-
to do cultivo de cogumelos comestiveis deve ser mais estudado, a fim de de-
terminar a melhor maneira de utilizagdo destes residuos na agricultura, assim
usando esses compostos, tem a vantagem de usar um produto de baixo custo,
agregando valor aos residuos e produzindo produtos de alto valor agregado
(NAKAJIMA et al., 2018).

Portanto, dada a necessidade de se ter uma estratégia integrada de ma-
nejo de pragas, que seja favoravel a agricultura sustentavel e a saude humana,
esta pesquisa propde testar diferentes formulagdes do produto patenteado
BR10201801585, no qual ja teve resultado positivo sobre nematoides, para

viabilizar possivelmente, um bionematicida comercialmente viavel.
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2. OBJETIVOS

2.1- OBJETIVO GERAL

Avaliar residuos agroindustriais da produgdo de cogumelos comestiveis

no controle bioldgico de Meloidogyne Incognita na soja.

2.2- OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Auvaliar o efeito dos extratos aquosos dos residuos agroindustriais
de cogumelos comestiveis de M. incognita;

¢ Analisar o efeito nematicida da incorporacdo de diferentes con-
centragdes do residuo fungico ao solo em plantas de soja;

o Caracterizar as atividades enzimaticas dos residuos.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1- Obtengéao dos residuos de cogumelos comestiveis

Foram utilizados compostos de cogumelos comestiveis de seis tipos di-
ferentes do filo Basidiomycota, gentilmente cedidos pelo Grupo Urakami, Mogi
das Cruzes, Sao Paulo — Brasil. Bunapi (Hypsizygus marmoreus), Shiitake
(Lentinula edodes), Shimejii (Pleurofus ostreatus), Enoki (Flammulina veluti-
pes), Eryngii (Pleurotus eryngii) e Shimejii Premium (Pleurotus sp), sendo o
Shimejii Premium, um cruzamento do cogumelo hiratake japonés e hiratake
ocidental, desenvolvido por uma empresa japonesa, chamando-o de shimofuri

hiratake.

3.2- Efeito dos extratos aquosos dos residuos sobre ovos e juvenis de M. in-
cognita

Para a preparagao dos extratos aquosos foram colocados 5 g dos resi-
duos e 50 mL de agua destilada em um frasco Erlenmeyer de 250 mL. Esta
suspensao foi incubada a 30°C durante 1 h com agitagcdo a 180 rpm, filtradas
através de gaze e depois centrifugadas a 10.000 x g a 4°C durante 10 min
(NAKAJIMA et al., 2018), em seguida, utilizado nos ensaios de eclosao e mor-

talidade dos J2 de M. incognita.

A populagédo de M. incognita foi obtida de lavouras comerciais de soja
com relato da incidéncia desses fitonematoides, e multiplicado em casa de ve-
getacao, sendo os nematoides extraidos de raizes de plantas apresentando
sintomas de parasitismo. Para a extragcdo dos nematoides das raizes infecta-
das por M. incognita foi utilizado a metodologia de Berman, amostras de raizes
de soja que apresentaram galhas visiveis foram cortadas com tesoura em pe-
dacos de aproximadamente 2 a 3 cm e colocadas em peneiras revestidas com
papel e com volume de agua suficiente para cobrir as raizes. Apods 48 horas,
periodo necessario para a liberagdo de ovos e juvenis na agua, o material foi
peneirado utilizando peneiras granulométricas de 100 e 500 Mesh, sendo as
sujeiras retidas na primeira peneira e 0os ovos e juvenis retidos na segunda,

respectivamente.



18

Foram avaliadas as atividades nematicidas dos extratos aquosos dos

residuos previamente selecionados sobre ovos e juvenis de M. incognita.

Para cada amostra do extrato aquoso foram formados trés grupos: um
grupo controle com agua destilada, um grupo tratado com o extrato aquoso e
um grupo tratado com extrato aquoso previamente fervido. Foram feitas 8 repe-
ticbes para cada grupo (SOARES et al, 2013). O teste foi realizado em placas
de 96 pocos estéreis. Foram aplicados cerca de 30 ovos ou juvenis J2 de M.
incognita em cada pogo, em seguida aplicado 100 yL de cada tratamento. Em
seguida, a placa foi incubada a 28° C no escuro por 24, 48 e 72 horas. Apos

esses intervalos de tempo, cada poco foi avaliado por microscopia optica.

Os dados obtidos neste ensaio foram interpretados estatisticamente pela
analise de variancia, em niveis de significancia de 5% de probabilidade. A efici-
éncia da mortalidade de M. /ncognita em relagdo ao controle foi avaliada pelo
teste de Scott-Knott ao nivel de 5% de probabilidade. Posteriormente, o per-
centual de reducao da média de larvas foi calculado de acordo com a seguinte
| x100.

numerodej2mortos

equacao: Mortalidade (%) = [

numerototaldej2(vivosemortos)

3.3- Efeito nematicida da incorporagdo de diferentes quantidades dos
residuos no solo com plantas de soja.

A populacao de Meloidogyne incognita foi obtida de lavouras comerciais
de soja com relato da incidéncia desses fitonematoides, sendo os nematoides
extraidos de raizes de plantas apresentando sintoma de parasitismo. As raizes
foram mantidas em funil de Baermann por 48 h para obtencdo dos nematoides.
A solugao obtida por funil de Baermann foi submetida ao método de flutuagao
em centrifuga em solugédo de sacarose (JENKINS, 1964), para retirada das im-
purezas (particulas de raizes e solo), nesta etapa foram utilizadas peneiras de
20 e 100 Mesh sobre uma peneira de 100 e 500 Mesh para obtencao dos ovos
e nematoides. As populagdes de M. incognita foram mantidas em plantas de

soja da variedade Desafio em casa de vegetagao.

A identificagdo especifica de M. incognita foi realizada por caracteriza-
cao de fendtipos isoenzimaticos. O preparo dos géis, as corridas eletroforéticas
e o sistema tampao, foram realizados conforme proposto por Carneiro e Almei-

da (2001), utilizando-se o sistema descontinuo de eletroforese vertical em gel
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de poliacrilamida a 6%. Para identificacdo dos fenétipos, uma fémea foi mace-
rada em solugdo extratora e aplicada ao gel. A eletroforese foi conduzida em
um refrigerador com temperatura variando de 14 a 17°C, sob voltagem cons-
tante de 80 V, sendo a sua migracdo acompanhada através da linha frontal de
azul de bromofemol a 0,1%. Apos 40 minutos, os géis foram retirados das pla-
cas com auxilio de uma espatula e mantidos em solugcdo para revelagao do

padrao da isoenzima esterase.

Para a inoculacédo das plantas experimentais, espécies de M. incognita
foram obtidos por processamento de 200 cc de solo pela metodologia de Jen-

kins (1964), sendo a suspenséo ajustada para 500 nematoides/mL.

O design experimental foi em blocos ao acaso, com cinco repeticoes
(uma planta/vaso) por tratamento, em um total de 220 plantas da variedade
UFVS80B10. Os tratamentos foram representados pela aplicagdo no sulco de
plantio de extrato fungico nas concentragdes de 1, 5, 10, 15 e 25 gramas por
vaso contendo 500 gramas de solo. Cada repeticao foi constituida por um reci-
piente plastico contendo 500g de areia autoclavada inoculada com 1500 J2 de
M. incognita. A inoculagao foi realizada adicionando-se os J2 em 3 mL de agua
destilada, ao passo que no controle foi adicionado apenas 3 mL de agua desti-
lada. Os produtos comerciais Rizotec e Nemacontrol foram adicionados 3 mL
em cada vaso. E para o controle dos fungos foi realizado o mesmo design ex-

perimental sem adi¢ao dos nematoides.

Durante a conducao do experimento, as plantas permaneceram em casa
de vegetacao, sob condi¢gbes controladas de temperatura, onde receberam tra-
tos culturais. Cada vaso recebeu 25 gramas de fertilizante de liberagéo lenta
Osmocote®, cuja composicao € de 15% de nitrogénio (N), 10% de P205 (P),
10% de K20 (K), 3,8% de calcio, 1,5% de magnésio, 3,0% de enxofre, 0,02%
de boro, 0,05% de cobre, 0,5% de ferro, 1% de manganés, 0,004% de molib-
dénio e 0,05% de zinco. O monitoramento climatico da amplitude térmica e
temperaturas média, maxima e minima - foi realizado localmente com sensores

e datalogger Watchdog®

Aos sessenta dias ap6s a inoculacido, foram realizadas as avaliagoes,

determinando-se o indice de galhas, massa fresca do sistema radicular e den-
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sidade de nematoides/150 cc de solo. Para extragdo dos nematoides foi utiliza-
do o método de Coolen e D’Herde (1972), sendo as raizes lavadas com agua
durante 1 minuto, logo apds passadas nas peneiras de 400 e 500 Mesh e reco-
Ihido o material retido na peneira de 500 Mesh com jato de agua. A quantifica-
¢ao realizada com o auxilio de uma camara de Peters e observagdo sob mi-

croscopio 6ptico (aumento 100x).

As partes aéreas das plantas, foram coletadas no periodo da manh3,
sendo estas pesadas e mensuradas o comprimento. As vagens de cada planta
foram coletadas de forma a quantificar o numero de vagens/planta, sendo as
vagens pesadas, também foi realizado a quantificagcdo da massa fresca das

raizes e a extracao e quantificagao dos fitonematoides.

Para a analise estatistica, as variaveis foram testadas quanto a homo-
geneidade das variancias (teste Bartlett) e a normalidade dos erros (teste de
Lilliefors), a 5% de probabilidade. Quando esses pressupostos nao foram aten-
didos, os dados foram transformados pela equacao log (x+1) e reavaliados os
pressupostos da analise de variancia, sendo os mesmos atendidos. A seguir,
os dados foram submetidos a Anova e as médias comparadas pelo Teste de
Scott-Knott (P<0,05). Todo o experimento foi repetido uma vez, tendo-se feito

uma analise conjunta das repeticées no tempo.

3.4- Atividades de proteases e quitinases

As atividades de proteases e quitinases foram medidas a partir do extrato
obtido conforme descrito por Nakajima et al. (2018) e Soares et al. (2015), res-
pectivamente. Uma unidade de protease (U) foi definida como a quantidade de
enzima necessaria para liberar 1,0 ug de tirosina por minuto sob as condicbes
de ensaio. Uma unidade de quitinase (U) foi definida como a quantidade de
enzima que catalisa a liberagao de 1 ymol de agucar redutor por minuto sob as
condicdes de ensaio. Todas as atividades enzimaticas medidas foram realiza-

das em triplicata.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Avaliagao do efeito nematicida dos extratos aquosos dos sobre ovos e ju-
venis de Meloidogyne incognita

Conforme mostrado nas Tabelas 1 e 2, de todos os fungos testados so-
mente o Flammulina velutipes nao mostrou uma atividade nematicida significa-
tiva quando comparado ao controle. Os demais fungos causaram mortalidades
acima de 20% apds 24 horas e acima de 60% apds 72 horas. Os fungos Pleu-
rotus ostreatus, Pleurotus eryngii, Lentinula edodes e Hypsizygus marmoreus
mataram mais de 95% dos nematoides apos 72 horas, apresentando dessa
forma um excepcional potencial nematicida. Nao houve diferenga significativa
entre os extratos fervidos e nao fervidos, indicando que a atividade nematicida
nao esta relacionada as enzimas e provavelmente a metabolitos secundarios

termostaveis.
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Tabela 1: Quantificagcdo de Meloidogyne incognita vivos e mortos tratados com extratos aquosos dos residuos de cogumelos

Extrato Fervido Extrato Nao Fervido

Vivos Mortos Vivos Mortos
Tratamentos pli 8 N 4 8 N pLi 8 N pL 8 N
CONTROLE ~ 27,00£2,7¢ 23,00£2,2¢ 17,00£2,8h 3,00¢29a 7,00£2,.2a 13,0012,84a30,00£0,0e 26,00£2,6d 20,00£2,2¢ 0,00£00a 40%27a 10,00£22h
LEDODES ~ 12,00£23b10,00£28b 3004294 18,00£23b20,00£2,8b27,00£29¢12,0044,7b 5004353 1,00£15a 18,00£24¢ 2500424d 29,00+ 2,4d
H. MARMOREUS 1,00£0,7a 0,00£00a 0,00£0,0a 29,00£0,7¢30,00£0,0¢30,00£00c 1,00£09a 1,00£07a 1,00£16a 29,00£09d29,00£0,7d 29,00¢1,1d
F. VELUTIPES  24,002,9¢ 150043,3b 14,00£29b 6,00£2,9a 15,00£3,3h16,0012,9630,0010,0e 23,0043,3¢ 20,00£2,6¢ 0,00 £00a 7,00£2,1b 10,00£23h
PLEUROTUSSP 12,0043,1b12,0043,1b 5004224 18,00£3,1h18,00£3,1b 25,00£2,2c 21,00£2,6c 1500¢34¢ 10,002,5b 9,00£2,5h 150043,2b 20,00223¢
P. ERYNGII 300£24a 200£11a 1,00£20a 27,00£24c280041,1c29,00£2,0c 9,00£32h 200£2,7a 1,00£1,1a 21,00£2,2¢ 28,00£2,7d29,00¢1,06d
P.OSTREATUS  400£2,0a 200£22a 1,00£29a 2600£2,0c280042,2¢29,00£29¢ 4,00£29a 200243 1,00£05a 26,00£2,9d 28,00£24d 29,00£0,5d
CV(%) 69,32 2133 58,53 289

comestiveis fervidos e nao fervidos.

As médias seguidas pelas mesmas letras nas colunas nao diferiram entre si, teste de Scott-Knott a 5%.
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Tabela 2: Taxa de mortalidade de Meloidogyne incognita tratados com extratos aquosos dos residuos de cogumelos comesti-

veis fervidos e nao fervidos.

Tratamentos
Controle

L. edodes

H. marmoreus
F. velutipes
Pleurotus sp
P. eryngii

P. ostreatus
CV (%)

24
11,25+3,7 a
45,37+3,8b
98,75+1,4c
19,40+3,3a
28,40+3,4a
92,91+3,2c
85,41+3,8¢

Extrato Fervido

48
25,41+2,7a
88,75+2,7c

100,00 + 0,00c

3321+4,4a
47,38+3,7b
97,50+ 2,8 ¢
91,66 +2,2 ¢
25,96

72
26,45+3,8a
90,00+ 2,6 ¢

100,00 + 0,00c

20,00+3,3a
80,41+3,7 ¢
92,92+2,6¢
95,41+2,3 ¢

Extrato Nao Fervido

24
500+29a
57,08+4,8c
97,91+2,0e
7,50+3,5a
33,33+£39b
6791+2,6d
85,83+28e

48
16,66 +3,5a
82,08+2,8d
99,16t1,5e
26,25+3,3a
50,41+3,7c
92,50+2,1e
90,83+2,3e

29,79

72
38,74+3,0b
96,25+3,7 e
99,16+1,0e
35,41+4,3b
67,91+3,1d
98,33+2,7e
97,91+28e

As médias seguidas pelas mesmas letras nas colunas nao diferiram entre si, teste de Scott-Knott a 5%.
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De forma semelhante, Soares et al. (2019) testaram o extrato aquoso de
H. marmoreus em Panagrellus redivivus e em larvas infectantes de bovinos (L3)
em 24 h e verificaram a redugéo significativa de 52% e 26%, respectivamente,
em relagao ao grupo controle. Nao ha relatos na literatura de testes desse fun-
go sobre fitonematoides. Porém, possuem atividades biologicas, como antitu-
morais (YASUKAWA et al., 1994), intensificador imunolégico (ZHANG et al.,
2015), antivirais (LAM; NG, 2001), antioxidantes (LIU et al., 2018; HUANG et
al., 2012) e propriedades antibacterianas e antifungicas (SUZUKI et al., 2011),
esses distintos efeitos farmacoldgicos do fungo € caracterizado pela presenga
de diferentes metabdlitos, como as proteinas, lipideos, polissacarideos, oli-
gopeptideo e metabdlitos secundario (esterol, poli-isoprenopoliol, poliacetileno,
diterpeno viscidano, entre outros) (CHIEN et al., 2016; LEE et al., 2007;
ZHANG et al., 2014).

Outros estudos demonstram a eficiéncia desses fungos no controle de
nematoides. Wille et al. (2019) apresentaram resultados semelhantes a este
trabalho, alcangando 100% de mortalidade de M. /ncognita dos extratos aquo-
sos de P. ostreatus. Esses fungos também apresentam acdo nematicida sobre
outros tipos de nematoides, segundo Paredes (2018) P. ostreafus causou
80,3% de mortalidade, apos 72 horas, sobre Globodera pallida e reduziu o nu-
mero de larvas de Ancylostoma caninum em 67,16% (OLIVEIRA, 2019). A es-
pécie Pleurotus ostreatus € bem conhecida, e estudada como agente de bio-
controle, principalmente no manejo de fitonematoides. Atuam como inimigos
naturais capturando e parasitando nematoides (GOSWAMI et al.,
2006; HASEEB; KUMAR, 2006; SWE, et al ., 2011) e sao capazes de produzir
varias substancias com acao nematicida (TRANIER et al., 2014; DEGENKOLB;
VILCINSKAS, 2016).

Uma dessas substancias foi relatada por Barron e Thorn (1987), sobre
nematoides de vida livre (Rhabdlitidae) que em contato com estruturas especia-
lizadas emitidas pelo micélio de P. ostreatus, foram imobilizados em cerca de
30 segundos. A toxina responsavel pela imobilizagdo dos nematoides foi cha-
mada de ostreatina (BARRON; THORN, 1987). Atualmente as células secreto-
ras da ostreatina presentes nas hifas de P. osfreatus sao chamadas de toxocis-
tos (CLEMENGCON et al., 2004).


http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0102-05362019000100054&lng=en&nrm=iso&tlng=en#B17
http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0102-05362019000100054&lng=en&nrm=iso&tlng=en#B18
http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0102-05362019000100054&lng=en&nrm=iso&tlng=en#B38
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Os extratos aquosos de Pleurotus eryngii avaliados neste estudo, apre-
sentaram caracteristicas dentro dos padrdes relatados por Sufiate et al.,
(2017), que observaram, a reducao de 90% de larvas de Panagrellus sp em 72
h e 53% de ovos de M. javanica, ambos tratados com P. eryngii, também foi
observado a imobilizagdo de J2 de M. javanica submetido a tratamentos com

filtrados do meio liquido e extrato aquoso de P. eryngii (HAHN et al., 2019).

A atividade nematicida em larvas desse fungo, é devido a presenga de
metabdlitos (SUFIATE et al., 2017), estes resultados estdo de acordo com o
observado por Hibbett e Thorn (1994), que descreveram que os fungos do gé-
nero Pleurotus produzem a toxina chamada ostreatina, constituindo o principal
mecanismo de atividade predatéria de fungos deste género em nematoides.
Mang e Figliuolo (2010) isolaram trés compostos nematicidas usando fracio-
namento guiado por bioensaio a partir de uma cultura submersa de 10 dias
de Pleurotus eryngiivar. ferulae L14, uma subespécie associada a Ferlua
communis subsp. communis, a erva-doce gigante. Esses trés compostos fo-
ram testados contra o nematoide da madeira de pinho (Bursaphelenchus
xylophilus) e obtiveram uma LC 5o de 70,8, 174,6 e 54,7 mg/l, respectivamen-
te, apos 72 h (LI et al.,2007).

O fungo Lentinula edodes € descrito pelas suas propriedades organolép-
ticas, nutricionais, antitumorais (GAO et al., 2018), antioxidante (JANG et al.,
2015), antiviral e antibacteriana (REN et al., 2018), segundo Rivera e seus co-
laboradores (2017) é devido aos diversos compostos encontrados neste, como
polissacarideos, fibras, quitinas, acidos graxos, entre outros. Um estudo colo-
cou aproximadamente 500 larvas infectantes de H. confortus em placas de Pe-
tri, onde continham o micélio de L. edodes, e atingiram uma diminuicdo de
99,6% (COMANS-PEREZ et al., 2014). Ja ao verificar a mortalidade de M. ja-
vanica expostos a extratos aquosos de L. edodes, Hahn et al., (2019) alcanga-

ram 81,2%, corroborando com os resultados deste trabalho.

O género Pleurotus é bastante estudado pela sua atividade nematicida,
porém, o fungo Pleurotus sp. oriundo de um cruzamento realizado pela empre-
sa japonesa, resultou em um cogumelo com atividade nematicida diferente dos

outros tipos de Pleurotus. Marlin et al., (2019) relatam que as espécies


https://link.springer.com/article/10.1007/s00253-015-7234-5#_blank
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/cross-breeding
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de Pleurofus ndao matam e ndo consomem todas as espécies de nematoides
que encontraram. Foram testados os fungos P. ostreatus e P. pulmonarius so-
bre 13 espécies de nematoides de quatro familia (Rhabditidae, Cephalobidae,
Panagrolaimidae e Diplogastridae), constatando-se que algumas espécies de
nematoides eram resistentes a ambas as espécies de Pleurotus, outras eram

resistentes a P. ostreatus, mas suscetiveis a P. pulmonarius, e vive versa.

Diferentemente, o fungo Flammulina velutipes, seu primeiro relato de ati-
vidade nematicida foi feito por Ferreira et al., (2019), que observou 70% de
mortalidade em Panagrellus sp. Esse resultado difere do presente trabalho,
possivelmente pela utilizacido de espécies diferentes de nematoides, o Pana-
grellus sp € um nematoide de vida livre, ja o M. incognita € um fitonematoide.
Palizi et al., (2009) relata que em geral, a atividade nematicida pode variar en-

tre as espécies de nematoides utilizadas.

Excetuando o extrato do residuo de F. velufipes, no presente trabalho
constatou-se uma excepcional atividade nematicida dos extratos aquosos dos
residuos fungicos, tanto nos extratos fervidos como nos nao fervidos. Os resul-
tados de agcédo nematicida dos extratos aquosos fervidos, sugerem que a agao
nematicida, provavelmente € devido a presenca de metabolitos secundarios e

nao a acao das enzimas.

4.2 Avaliagao do efeito nematicida da incorporagéo de diferentes quantidades
dos residuos ao solo em plantas de soja.

Considerando as atividades nematicidas dos extratos aquosos dos resi-

duos dos fungos verificadas, selecionamos os quatro melhores fungos (H. mar-

moreus, P. ostreatus, P. eryngife L. edodes) para incorpora-los ao solo em dife-

rentes quantidades.

As diferentes quantidades dos fungos resultaram em uma diminuicao
significativa do indice de galhas (Figura 1), quando comparados ao controle e
aos produtos comerciais. Os residuos de L. edodes e H. marmoreus diminuiram
o indice de galhas em 30% com 1 grama e os residuos de P. osfreatus e P.
erynglii em 20% com 10 gramas. Todos os residuos, quando incorporados a
maior quantidade de 25 gramas, diminuiram mais de 50% o indice de galhas

(Figura 1).
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Conforme mostrado na Figura 2, todos os residuos diminuiram significa-
tivamente o numero de ovos de M. incognita por grama de raiz, quando compa-
rados ao controle. Os residuos de L. edodes, H. marmoreus e P. eryngii a partir
de 1 grama ja mostraram diferenga significativa com uma diminuicdo de 41%,
55% e 35%, respectivamente. Quando comparados aos produtos comerciais, 0
residuo de H. marmoreus foi significativamente mais eficiente na reducéo de
ovos de M. incognita, a partir de 1 grama. Os residuos de P. ostreatus foram
equivalentes aos produtos comerciais, mostrando diferenga somente do controle,

a partir de 10 gramas (Figura 2).
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Figura 1: Porcentagem do indice de galhas (IG) de M. incognita em soja, sem tratamento (controle), tratadas com produtos co-
merciais (Rizotec e Nemacontrol) e tratadas com residuos dos fungos em diferentes quantidades (1, 5, 10, 15 e 25 gramas). (A)

Residuo de L. edodes. (B) Residuo de P. ostreatus. (C) Residuo de H. marmoreus. (D) Residuo de P. eryngii. As médias seguidas pe-

las mesmas letras nas colunas nao diferiram entre si, teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.
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Figura 2: Porcentagem do numero de ovos por grama de raiz de M. incognita em soja, sem tratamento (controle), tratadas com produtos
comerciais (Rizotec e Nemacontrol) e tratadas com residuos dos fungos em diferentes quantidades (1, 5, 10, 15 e 25 gramas). (A) Resi-
duo de L. edodes. (B) Residuo de P. ostreatus. (C) Residuo de H. marmoreus. (D) Residuo de P. eryngii. As médias seguidas pelas mesmas

letras nas colunas nao diferiram entre si, teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.
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Figura 3: Porcentagem do numero de J2 por grama de raiz de M. incognita em soja, sem tratamento (controle), tratadas com produtos
comerciais (Rizotec e Nemacontrol) e tratadas com residuos dos fungos em diferentes quantidades (1, 5, 10, 15 e 25 gramas). (A) Resi-
duo de L. edodes. (B) Residuo de P. ostreatus. (C) Residuo de H. marmoreus. (D) Residuo de P. eryngii. As médias seguidas pelas mesmas

letras nas colunas néo diferiram entre si, teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.
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Os residuos de L. edodes e H. marmoreus reduziram significativamente
o numero de J2 de M. incognita a partir de 1 grama, 57% e 40%, respectivamen-
te, quando comparados ao controle e ao produto comercial Nemacontrol (Figura
3). Os residuos de P. ostreatus e P. eryngii diminuiram o numero de J2 por gra-
ma de raiz de 88% e 67% na quantidade de 25 gramas, respectivamente, quan-

do comparados ao controle (Figura 3).

Os basidiomicetos tem a capacidade de penetracdo de formas ativas
nas plantas, atraindo o juvenil, interferindo assim na eclosdo ou causando a
morte desses nematoides (KULKARNI; SANGITA, 2000; HONG et al., 2007). H.
marmoreus € um basidiomiceto comestivel conhecido pelas suas propriedades
medicinais, porém é inexplorado na area de controle biolégico. Nado encontramos
relatos desse fungo sobre fitonematoides. Esses resultados sao préoximos aos
alcangados por Du et al. (2020) que observaram uma reducgao significativa no
numero de galhas (79%), ovos (50,39% a 84,25%) e J2 (68,51%) de M. incognita
em tomateiros tratados com Phanerochaete chrysosporium, um basidiomiceto

também nao muito estudado.

Essa atividade nematicida do H. marmoreus, pode estar relacionada aos
diferentes metabdlitos descritos nesse fungo, como: as proteinas, lipideos, polis-
sacarideos, oligopeptideo e metabolitos secundarios (LIU et al., 2018). O extrato
fervido descarta a atividade de enzimas, sendo a atividade nematicida possivel-

mente oriunda de metabdlitos secundarios (Tabela 2).

Chaves-Silva (2018) observou uma redugao de 39,3 e 58,3% do numero
de galhas de M. incognita tratados com L. edodes em alface “saia veia”. Em
comparacgao, Santos et al., (2018) empregaram o isolado fungico de L. edodes e
observaram uma redug¢ao do numero de galhas (85,6%), do numero de massas
de ovos (62,1%) de M. incognita em relacao ao tratamento controle em quiabeiro,

corroborando com este trabalho.

E importante considerar que, além de controlar o M. incognita, o fungo L.
edodes também pode reduzir a incidéncia de determinadas doengas em plantas,

pois o fungo produz substancias antimicrobianas, como foi observado no controle


http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0102-05362019000100054&lng=en&nrm=iso&tlng=en#B23
http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0102-05362019000100054&lng=en&nrm=iso&tlng=en#B21
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do mofo cinzento em videira (CAMILI et al., 2009), da inibicdo do crescimento “/n
vitro” do fungo Colletotrichum sublineolum agente causal da antracnose em sorgo
e de Xanthomonas axonopodis pv. Passiflorae causadora da mancha bacteriana
no maracuja (TONUCCI-ZANARDO et al., 2015) ou induzir a resisténcia da planta
ao agente causal do oidio da soja (Erysiphe difusa) pela ativagao de fitoalexinas

(ARRUDA et al., 2012).

Resultados de outros estudos revelam a capacidade nematéfaga de es-
pécies de Pleurotus (ABBASI et al., 2014). Wille et al., (2019) alcangaram uma
reducéo de 74,22% de J2 de M. incognita em alface tratados com P. ostreatus. A
aplicacao de substrato colonizado por P. ostreafus no solo, proporcionou uma
redugdo de 70% no numero de galhas causadas por M. javanica em tomateiro
(PUTZKEet al., 2007). O efeito de P. ostreafus também foi descrito no controle
de M. incognitana soja, com reducdao do numero de galhas (OKORIEO et al.,

2011).

Sufiate et al., (2017) descreveram o primeiro relato de P. eryngii sobre
ovos de M. javanica, porém esse fungo foi descrito em outras espécies de nema-
toides. Palizi et al. (2009) observaram que 50% dos nematoides Heferodera
schachtii foram paralisados por P. eryngiiO tratamento com P. eryngii reduziu
47,56 % de larvas de A. caninum (LOPES et al., 2015). Algumas espécies de
basidiomicetos comestiveis, como as espécies de Pleurotus, possuem atividade
nematicida através da producido de uma toxina, que é capaz de inibir o movimento
do nematdide, permitindo a penetracdo hifal e, finalmente, digerindo o corpo por

acao enzimatica (COMANS-PEREZ et al., 2014).

Toxinas produzidas por fungos do género Pleurotus ao entrar em contato
com os nematoides, rapidamente os paralisam; posteriormente, as hifas do fungo
invadem o nematoide através dos orificios do corpo, colonizando apos 24 a 48
horas e digerindo-os por 2 a 3 dias, usando nematoides como um importante
suplemento de nitrogénio (BARRON; THORN, 1987). No entanto, é relatado que a
capacidade nematicida dessas toxinas varia dependendo da espécie do fungo e
do tempo de exposic¢ao (HIBBETT; THORN, 1994; HEYDARI et al., 2006).


http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0102-05362019000100054&lng=en&nrm=iso&tlng=en#B28
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Neste trabalho podemos observar que alguns fungos reduziram significa-
tivamente o numero de ovos por grama de raiz (Figura 2) sem reduzir o indice de
galhas (Figura 1), como o residuo de P. eryngii nos tratamentos de 1 e 5 gramas.
A variavel numero de galhas nem sempre esta diretamente relacionada ao nume-
ro de ovos por planta, porque uma mesma galha pode ter um numero maior de
fémeas e por consequéncia, maior numero de ovos produzidos (MONTEIRO,

2017).

As Figuras2 e 3 mostram, que houve uma diminuigdo mais intensa no
numero de ovos por grama de raiz, do que no numero de J2 por grama de raiz
nos tratamentos. A fase de ovo do M. incognita € considerada mais suscetivel ao
ataque de antagonistas, devido ao fato dos ovos estarem localizados geralmente
sobre a superficie das raizes e, assim, ficam expostos mais facilmente ao parasi-

tismo de fungos (BARBOSA, 2017).

Além da reducdo do numero de galhas, ovos por grama e J2 de M. in-
cognita, os fungos reduziram os danos de M. incognita na soja. A aplicagao dos
fungos resultou em diferencas significativas para as variaveis quantidade de
vagem (Figura 4), massa das vagens (Figura 5), altura da parte aérea (Figura 6),
massa fresca da parte aérea (Figura 7) e massa fresca das raizes (Figura 8). Para
a quantidade e massa das vagens, todos os fungos aumentaram a produgado em
relagcdo ao controle e aos produtos comerciais. O maior aumento foi na concen-
tracdo de 25 gramas do fungo H. marmoreus chegando a mais de 100% em
relagdo ao controle e aos produtos comerciais. Os fungos aumentaram a produ-
¢ao de vagens a medida que aumenta sua quantidade, principalmente ao analisar

as plantas tratadas somente com o fungo sem nematoides (Figura 4 e 5).

Quanto a altura e a massa fresca da parte aérea, os valores foram esta-
tisticamente diferentes em comparagao aos controles e aos produtos comerciais.
Em relagdo a altura o fungo H. marmoreus ocasionou um aumento de 44,85% da
planta infectada com nematoide e tratada com o fungo. A planta tratada somente

com o fungo aumentou em mais de 100% em comparagao ao controle (Figura 6).
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A massa fresca da parte aérea aumentou com a aplicagéo de 25 gramas
do residuo do fungo P. ostreafus, com um incremento de 75,36% quando aplicado
na soja infectada com a M. incognita, € no tratamento da planta somente com o

fungo houve um aumento de 100% a mais em relagao ao controle (Figura 7).

Para a massa fresca da raiz das plantas de soja, todos os fungos foram
estatisticamente superiores ao controle, com maior aumento na concentragao de
25 gramas do fungo H. marmoreus, equivalente a um incremento de 68% na
presenca do M. incognita e mais de 100% quando a planta foi tratada somente
com o fungo (Figura 8). Analisando todas as varidveis de desenvolvimento da
planta, observou-se um efeito crescente proporcional ao incremento das doses

dos residuos (Figuras 4, 5, 6, 7 e 8).



12

10

Vagens

12

10

Vagenog

0

2 &°
o i3

a
a

T L T
LTl
\e. Q@a &
D
'D(‘
&

L. edodes A

~

’VL’ s\° =:~\‘\ ca\‘\ %\\; ,_)\“
iy (\60 ’1/

2 (- -

s =R

Tratamentos (g)

H. marmoreus

6« @ S &
WA
& x""\ <;>\ $s\ @‘3\ ff;a\

60

c
b
o P

o
Tratamentos (g) &

4 =1

35

- P. ostreatus B

10

6
4 b
a
o T L 7 I
o e ———
&~ O)'\'Q'\(‘)

f—;\° c)\‘\ %\‘\ L)\e' 5\‘\ 5‘\
’1/

Vagens

*’o“ -

<@
_ioéé Qg'o ,D(P(\ «0
&
?\eé‘ I
Tratamentos (g)
P. eryngii D
12
10
8
C
ap
£ b
a a
L ol T i =
= iy T -—-—
A
5 ‘S(}e, o@o 6‘{‘0 T T BN ] é_}\o ‘_J\v\ L)\v\ Q{_J\t\ 6;’\‘?\ (.,\R\
& o < (\é ORI S )
& &
< <
Tratamentos (g)

Figura 4: Quantidade de vagens em soja infectadas com M. incognita. Sem tratamento (controle), tratadas com produtos comerciais (Ri-

zotec e Nemacontrol), tratadas com residuos dos fungos em diferentes quantidades (1, 5, 10, 15 e 25 gramas). Quantidade de vagens em

soja nao infectadas com M. incognifa. Sem tratamento (controle S/n) e tratadas com os residuos dos fungos em diferentes quantidades (1,

5, 10, 15 e 25 gramas). (A) Residuo de L. edodes. (B) Residuo de P. ostreatus. (C) Residuo de H. marmoreus. (D) Residuo de P. eryngii. As

médias seguidas pelas mesmas letras nas colunas nao diferiram entre si, teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.
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Figura 5: Peso das vagens em soja infectadas com M. incognita. Sem tratamento (controle), tratadas com produtos comerciais (Rizotec e
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Figura 7: Peso da parte aérea de soja infectadas com M. /ncognita. Sem tratamento (controle), tratadas com produtos comerciais (Rizotec e
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Os residuos dos fungos proporcionaram um aumento significativo em to-
das as variaveis relacionadas ao desenvolvimento da soja. A colonizagdo das
raizes pelos fungos presentes nos residuos, indica uma maior mineralizagdo e
absorgcao de nutrientes, estimulando o crescimento das plantas de soja e dimi-
nuindo os efeitos negativos causados pela presenga do M. incognita. Resultados
semelhantes foram descrito por Wille et al., (2019) onde constataram que a
aplicacao dos fungos do género Pleurotfus aumentou a massa da parte aérea e a
massa fresca das raizes em alface infestadas com M. incognita. Du et al., (2020)
observaram o aumento da altura da planta, comprimento de raiz e massa fresca
da raiz ao aplicar o fungo P. chrysosporium em tomateiro infectados com M.
incognita. Santos et. al., (2018) alcangaram resultados semelhantes ao aumento
de massa fresca da raiz ao tratar quiabeiro infestados com M. incognita com L.

edodes.

As raizes infectadas por nematoides liberam uma quantidade maior de
exsudatos radiculares, que estimulando o crescimento do fungo (DE LEIJ et al.,
1992; BOURNE; KERRY, 2000). Quando maior o crescimento dos fungos, possi-
velmente, maior a reducdo dos fitonematoides. Folli-Pereira e colaboradores
(2012) descrevem que a reducado de nematoides por fungos, pode estar associa-
da a indugao da resisténcia sistémica contra o patdgeno, que libera fitoalexinas.
Como os fungos disponibilizam nutrientes as plantas hospedeiras e tem um efeito
compensatorio a agao dos fitonematoides, este influencia também no aumento da
biomassa vegetal (MEIRA-HADDAD; 2008). O incremento na biomassa vegetal e
a inducao de resisténcia contra o patégeno depende da interagdo fungo-planta
(GRAHAM et al.,1982; SANTOS et al., 2018), podendo cada fungo de diferentes

espécies, liberar ou induzir a producao de diversos compostos.

O presente trabalho, demonstra um excelente efeito nematicida dos
Basidiomycetos comestiveis, sendo superiores a produtos ja comercializados.
Todos os residuos dos fungos incrementados no solo, reduziram a populagéao e
os danos causados pelo M. incognita. Porém, esse potencial nematicida variou de

cada espécie, podendo ter sido influenciado pelas caracteristicas genéticas de
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cada um dos fungos, sendo essa interacado fungo-planta-nematoide pouco conhe-

cida.

3.3- Atividade proteolitica e quitinolitica dos residuos de cogumelos comesti-
veis.

Os extratos enzimaticos dos fungos mostraram atividades quitinoliticas
em todos os residuos e atividade proteolitica apenas no fungo F. velutjpes (Tabe-
la 3). Isso sugere que a maior redugdo no numero de ovos por grama de raiz
consequentemente a nado evolugao para juvenis, pode ser atribuida a atividade
quitinolitica. As quitinases sdo enzimas hidroliticas que sido responsaveis pela
degradacgao da quitina (HENRISSAT; BAIROCH, 1993). A quitina € um compo-

nente estrutural presente nos ovos dos nematoides (COHEN, 1993).

Tabela 3:Atividade enzimatica em extratos de composto exaurido de basidiomice-

tos (expressa em U g-' de composto).

Enzimas (Ug') | H. L. P. P. eryngii F. velutipes | Pleurotus sp
marmoreus | edodes osfreatus

Protease - - - - 23,99+0,17 -

Quitinase 0,05 0,02 | 0,21+0,04 0,06 +0,01 | 0,05+0,01 0,07+0,03 0,04+0,02

Todos os nematoides possuem um revestimento externo conhecido co-
mo cuticula, que é crucial para o seu desenvolvimento e sobrevivéncia (PAGE
et al., 2019). A cuticula é uma camada dura, elastica, extracelular, age como
um exoesqueleto e determina a forma do animal e sua capacidade de se mo-
ver. Além de desempenhar papéis complexos na fisiologia do organismo, pro-
tecdo contra o meio ambiente, nutricdo e excregao (BIRD; BIRD, 2012). A mai-
oria das estruturas cuticulares sdo compostas majoritariamente por colageno e
proteinas semelhantes ao colageno, correspondendo a cerca de 80% das pro-

teinas totais (PAGE et al., 2019). Dentre outros constituintes encontra-se lipi-
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deos, glicoproteinas e cuticulina, uma classe de proteinas reticulada e insoluvel

(SAPIO et al., 2005).

Diversos estudos demonstram que a liberagao de proteases, colagena-
ses e quitinases, por fungos nematéfagos comprometem a integridade fisica e
fisiologica das cuticulas de nematoides e cascas de ovos, facilitando a penetra-
cao das hifas e colonizacao fungica (YANG et al., 2013). A quitina € um com-
ponente estrutural da casca dos ovos dos nematoides, exercendo um importan-
te papel biolégico na eclosdo dos ovos (GAOA, 2002). Gan et.al, (2007), estu-
dando o potencial da quitinase e seu papel no biocontrole de M. incognita, ob-
servaram em trés dias de incubacdo de ovos de nematoide com quitinase
LPCHI1 que 38,2% dos 6vulos imaturos ndo se desenvolveram em ovos ou
juvenis. A presenca de quitinases nos residuos, sugere o potencial destes no

controle bioldgico.

A nao produgéo de proteases dos residuos dos fungos, é diferente do
resultado descrito por Zhang e seus colaboradores (2010), que descreveram
genes de proteases em H. marmoreus. Estudos prévios do nosso grupo de
pesquisa, demonstraram também a ndo presenca de proteases nesses resi-
duos. Esses resultados, podem ter sidos influenciados pelo tempo entre a pro-
ducgao dos residuos e as medidas da atividade, podendo ter ocorrido a degra-
dacao das proteases. Devem ser conduzidos mais estudos para a caracteriza-

cao dessas enzimas e dos compostos presentes nos residuos.


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0014489418300833#bib18
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5. CONCLUSOES

Os resultados dos extratos aquosos dos residuos dos fungos /in vitro, de-
monstram uma alta atividade nematicida, sendo estatisticamente igual e proxi-

mas a 100% apds 72 horas, exceto os fungos F. velutipes e Pleurotus sp.

Nao teve diferenga entre os extratos fervidos e nao fervidos, sugerindo as-
sim que a atividade nematicida dos residuos € provavelmente a presenca de

metabdlitos secundarios e ndo a acao das enzimas.

Os resultados obtidos mostram um grande potencial nematicida dos resi-

duos de cogumelos comestiveis, no controle de M. incognita em soja.

Os residuos dos fungos promovem um maior crescimento da planta e dimi-

nuiram os danos causados pelos nematoides.

O fungo H. marmoreus apresentou a maior eficiéncia na redu¢do da popu-
lagdo de M. incognita, sendo o primeiro relato desse fungo sobre fitonematoi-

des.

Os testes da atividade demonstraram a presenga de quitinases em todos os
fungos, sugerindo o potencial desses em ovos, € demonstraram a auséncia de

proteases, supostamente degradadas.

A atividade nematicida dos extratos aquosos fervidos e os testes enzimati-
COs sugere-se que essa excepcional atividade dos fungos, possivelmente &

oriunda de metabolitos secundarios.
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