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RESUMO

ARAUJO, Larissa Cristina, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, agosto de 2022. Utilizacao
do produto residual da industria de cogumelos para controle de fitonematoides.
Orientador: Jos¢ Humberto de Queirdz. Coorientador: Maximiller Dal-Bianco Lamas Costa.

Os fitonematoides causam enormes perdas econdmicas na agricultura. Os danos causados por
esses parasitas podem ser facilmente confundidos com outras causas, levando ao diagndstico
tardio da patologia e comprometimento de grande parte da plantagdo. A estratégia mais utilizada
para controlar os fitonematoides ¢ pelo uso de nematicidas. Entretanto, o uso dessas substancias
sintéticas pode causar prejuizos a0 meio ambiente e a saide humana. Nesse contexto, os fungos
nemat6fagos surgem como uma alternativa promissora, sem impactos ambientais € inoOcuos aos
seres humanos. O efeito nematicida desses fungos se da pelo uso de suas hifas, esporos ou
dispositivos especiais de ataque para parasitarem os fitonematoides, como também, agdo
enzimatica e produ¢do de metabdlitos com efeitos nematicidas ou nematostaticos. Estudos
recentes conduzidos pelo nosso grupo de trabalho mostraram que residuos agroindustriais da
producao de cogumelos apresentam um grande potencial nematostatico. Assim, o objetivo deste
trabalho foi avaliar a atividade nematostética de residuos oriundos da producao de cogumelos
comestiveis sobre juvenis dos nematoides de maior relevancia para a agricultura brasileira:
Meloidogyne incognita, Meloidogyne javanica, € o nematoide modelo, Panagellus redivivus.
Os compostos de cogumelos foram cedidos pelo Grupo Urakami, sendo esses: Hypsizygus
marmoreus, Lentinula edodes, Pleurotus ostreatus, Flammulina velutipes, Pleurotus spp. e
Pleurotus eryngii. Ja os juvenis dos fitonematoides foram obtidos de raizes de sojas infectadas.
Para avaliar atividade nematostatica os juvenis foram testados com o extrato bruto de cada
fungo avaliando-se sua taxa mortalidade, motilidade e degradagdo de cuticula. Para identificar
0os compostos com potencial nematicida, cada extrato bruto foi submetido a ultrafiltragao,
extracdo liquido-liquido a baixa temperatura e espectrometria de massas. Como resultado foi
possivel constatar que os residuos dos fungos Lentinula edodes e Pleurotus ostreatus sao
eficientes em paralisar os juvenis de M. incognita e M. javanica, tanto para os extratos fervidos
quanto para os extratos nao fervidos, indicando que os compostos responsaveis pelo efeito
nematostatico sdo moléculas termorresistentes. Para o nematoide modelo, P. redivivus, esse
efeito nematostatico foi menor quando comparado aos fitonematoides. Nao foi possivel isolar
0s compostos com ac¢ao nematostatica, sendo necessario aplicagdo de novas técnicas para a
1dentificacdo dessas moléculas.

Palavras-chave: Meloidogyne. Atividade nematostatica. Residuos fungicos.



ABSTRACT

ARAUJO, Larissa Cristina, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, August, 2022. Use of the
residual product from mushroom industry to control phytonematodes. Adviser: Jos¢
Humberto de Queirdz. Co-adviser: Maximiller Dal-Bianco Lamas Costa.

Phytonematodes cause enormous economic losses in agriculture. The damage caused by these
parasites can be easily confused with other causes, leading to late diagnosis of the pathology
and compromising a large part of the plantation. The most used strategy to control
phytonematodes is the use of nematicides. However, the use of these synthetic substances can
cause harm to the environment and human health. In this context, nematophagous fungi emerge
as a promising alternative, without environmental impacts and harmless to humans. The
nematicidal effect of these fungi is due to the use of their hyphae, spores, or special attack
devices to parasitize phytonematodes, as well as enzymatic action and production of
metabolites. Recent studies conducted by our working group have shown that agro-industrial
residues from mushroom production have great nematostatic potential. Thus, the objective of
this work was to evaluate the nematostatic activity of residues from the production of edible
mushrooms on juveniles of the most important nematodes for Brazilian agriculture:
Meloidogyne incognita, Meloidogyne javanica, and the model nematode, Panagellus redivivus.
The mushroom compounds were provided by the Urakami Group, as follows: Hypsizygus
marmoreus, Lentinula edodes, Pleurotus ostreatus, Flammulina velutipes, Pleurotus sp., and
Pleurotus eryngii. The juveniles of the phytonematodes were obtained from infected soybean
roots. To evaluate nematostatic activity, juveniles were tested with the crude extract of each
fungus, evaluating its mortality rate, motility, and cuticle degradation. To identify compounds
with nematicidal potential, each crude extract was subjected to ultrafiltration, liquid-liquid
extraction at low temperature, and mass spectrometry. As a result, it was possible to verify that
the residues of the fungi Lentinula edodes and Pleurotus ostreatus are efficient in paralyzing
the juveniles of M. incognita and M. javanica, both for the boiled extracts and for the non-
boiled extracts, indicating that the compounds responsible for the nematostatic effect are heat-
resistant molecules. For the model nematode, P. redivivus, this nematostatic effect was lower
when compared to phytonematodes. It wasn't possible to isolate the compounds with
nematostatic action, requiring the application of new techniques to identify these molecules.

Keywords: Meloidogyne. Nematostatic activity. Fungal residues.
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INTRODUCAO

Os nematoides parasitas de plantas, conhecidos também como fitonematoides, sdo
responsaveis por grandes perdas econdmicas na agricultura. Estima-se que os prejuizos anuais
sejam em média de US$100 a 150 bilhdes em todo o mundo (LEIVA et al., 2020). Um dos
principais desafios que os agricultores enfrentam no controle desses parasitas ¢ determinar sua
presenca no solo. Grande parte dos danos causados pelos nematoides se confundem com outras
causas, como o estresse hidrico ou disturbios fisioloégicos. Assim, no momento em que a
patologia ¢ diagnosticada, grande parte da plantagdo ja foi comprometida (ABD-ELGAWAD
et al.,2018).

Uma das formas de controlar esses patogenos ¢ através do controle quimico, com o uso
de nematicidas. No entanto, o uso dessas substancias traz consequéncias adversas e limita seu
uso, devido aos riscos ambientais e a saide humana. Além disso, os nematicidas apresentam
altos custos e disponibilidade limitada em paises em desenvolvimento. Dessa forma, novas
alternativas para o controle desses parasitadas t€ém ganhado forca, destacando-se o controle
biologico (AKHTAR et al.,2000).

O controle bioldgico consiste na utilizagdo de antagonistas naturais de nematoides para
controlar esses parasitas. Esse ¢ um método sem impacto ambiental e para a saide humana, ndo
deixando residuos em solos e alimentos (SOARES, 2006).

Dentre os antagonistas de nematoides, os fungos nematdfagos se destacam. Esses fungos
apresentam diferentes estratégias para predar os nematoides, como utiliza¢do de suas hifas ou
esporos, acdo enzimatica, produ¢do de metabolitos e utilizagdo de dispositivos especiais de
ataque (SOARES et al., 2018).

Esses fungos possuem representantes em todos os filos do Reino Fungi. Dentre eles, os
cogumelos comestiveis, representantes do filo Basidiomycota, tém ganhado destaque. Os
cogumelos comestiveis sdo amplamente comercializados pelo mundo e sdo indcuos aos seres
humanos. Além disso, o produto residual obtido no final de seu processo de produgao ¢ rico em
varias substancias quimicas e micélio, apresentando grande potencial para ser utilizado como

produto para controle biologico (FERREIRA ef al.,2019).
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Portanto, ¢ notoria a necessidade de uma estratégia para o manejo de fitonematoides que
seja benéfica para o ambiente e para a saide humana. Assim, o objetivo desse trabalho ¢ avaliar

o potencial nematostatico de extratos de basidiomicetos a fim de ser utilizado como um produto

para controle desses parasitas.
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REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Nematoides

Os nematoides sdo vermes cilindricos que compdem um grupo diversificado de
organismos invertebrados. O formato de seu corpo ¢ definido como filiforme (fusiforme),
embora possam existir variacdes em algumas espécies de fémeas maduras, com formatos
aberrantes. Esses organismos sao abundantes e encontrados em diferentes habitats, como o solo
e ambientes aquaticos, sejam eles de dgua doce ou marinha (OLIVEIRA et al.,2018).

Dentre os representantes desse grupo estdo presentes nematoides benéficos, que
desempenham importante papel ecologico e sdo responsaveis pela reciclagem de nutrientes,
carbono e compostos nitrogenados, como também, nematoides que parasitam plantas ou
animais (BARKER, 1998; BLAKELY et al., 2002).

Diversos fatores e mudangas ambientais podem afetar a sobrevivéncia dos nematoides,
principalmente a falta de umidade em seu habitat. Dessa forma, o solo torna-se um ambiente de
protecao contra a desidratacdo, para essas espécies. O mesmo ocorre com os parasitas de raizes
de plantas ou animais, que usam o organismo do hospedeiro como prote¢ao. Além disso, esses
organismos possuem outras estratégias para se adaptarem a adversidades (MCSORLEY,2003).

A quiescéncia ¢ uma das adaptagdes que algumas espécies de nematoides fazem para
manter sua sobrevivéncia, sendo esse um estado de reducao temporaria de desenvolvimento e
crescimento diante de estresse ambiental. Em casos de extensos periodos de quiescéncia, a taxa
metabolica pode atingir niveis extremamente baixos. Esta condicao extrema ¢ chamada de
criptobiose, no qual o nivel do metabolismo pode passar de 75-85% a 2-5% (RITZINGER et
al., 2010).

O ciclo de vida dos nematoides também esta ligado as adaptacdes desses organismos
para sobreviver a condigdes de estresse ambiental. O seu ciclo de vida geralmente ¢ dividido
em ovo, quatro estados juvenis (J1, J2, J3 e J4) e a fase adulta. Entre cada estagio do ciclo
ocorre o processo de ecdises, no qual uma nova cuticula ¢ formada para substituir a anterior.
Em locais com condigdes desfavoraveis para seu crescimento e desenvolvimento, os

nematoides conseguem prolongar o estdgio de seu ciclo de vida a fim de alcangar sua
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sobrevivéncia. Esse fenomeno ¢ conhecido como diapausa, e possui maior incidéncia no estagio
de ovo e estagio juvenil ainda dentro do ovo. Algumas espécies promovem a troca de cuticula
ainda dentro do ovo, mantendo essa cuticula trocada aderida a nova, servindo como um
mecanismo de prote¢do até a proxima troca. (RITZINGER et al., 2010).

Os nematoides podem ser classificados em trés grupos a partir das suas condi¢des
alimentares: os zooparisatas ou parasitas de animais, os de vida livre e os parasitas de plantas
ou fitonematoides. Os zooparasitas € o grupo mais conhecido pelo publico leigo, podendo se
estabelecer em hospedeiros vertebrados ou invertebrados, acarretando danos diretos a esses
animais, como no sistema digestorio, respiratdrio, entre outros. Os nematoides de vida livre sdo
pouco conhecidos, mas desempenham um papel extremamente importante na ciclagem de
carbono e nutrientes e sdo fundamentais para a fertilidade do solo e produtividade agricola. Por
ultimo, os fitonematoides, que sdao responsaveis por grandes prejuizos a agricultura. Esses
organismos se alimentam de tecidos vegetais, especialmente as raizes de plantas, para
sobreviver (FERRAZ et al., 2016).

O sistema digestério dos nematoides ¢ dividido em trés partes. A primeira ¢ composta
pela cavidade bucal e es6fago. A segunda por grande parte do intestino. E a tltima pela parte
final do intestino, o reto € o anus. Na cavidade bocal dos fitonematoides encontra-se o estilete,
orgdo responsavel por liberar secre¢des enzimaticas nas células vegetais. Devido a presenca do
estilete, os fitonematoides pré-digerem os nutrientes, reduzindo assim a atividade do intestino
e apresentando reto e anus pouco evidente. O mesmo ndo acontece com os nematoides de vida
livre, onde a maior parte de sua digestdo se da no intestino, resultando em um reto e anus mais
pronunciados devido a sua intensa fun¢do (LEE, 2002; FERRAZ et al., 2016).

Atualmente, as espécies de fitonematoides que mais causam danos econdmicos a
agricultura sdo os géneros Meloidogyne sp., conhecidos como nematoides das galhas, os
Heterodera sp. e Globodera sp., conhecidos como nematoides globulares ou de cisto e
Pratylenchus sp., conhecido como nematoides de lesdo radicular. Esses nematoides sdo
classificados como endoparasitas e apresentam comportamentos diferentes depois que se
estabelecem no hospedeiro. Os géneros Meloidogyne sp., Heterodera sp. € Globodera sp. ap6s
iniciarem o parasitismo na planta tornam-se sedentérios obrigatorios. Ja o género Pratylenchus
spp. apresentam-se em formas migradoras durante todo o periodo de seu ciclo de vida (JONES
et al,2013).

No género Meloidogyne sp. as espécies Meloidogyne incognita e Meloidogyne javanica
sdo as mais relevantes e que causam os maiores danos econdmicos. Os juvenis desse género

movimentam-se no solo em busca de um hospedeiro favoravel. A percepcdo de onde a planta
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hospedeira esta localizada depende de uma série de fatores. Alguns compostos organicos e
inorganicos excretados pelas raizes e acumulados em suas superficies sdo atrativos para esses
fitonematoides. Outro fator atrativo ¢ o dioxido de carbono, que ¢ considerado uma das
referéncias mais importantes para os nematoides das galhas para determinar a localiza¢ao do
hospedeiro (CORREIA et al, 2017).

Apo6s encontrar o hospedeiro e penetrar em suas raizes, esses organismos migram ao
longo do coértex até encontrarem o local de alimentagdo permanente. Esse processo origina as
células nutridoras ou gigantes, que sao responsaveis por viabilizar o sustento daquele juvenil,
oferecendo nutrientes até a sua fase adulta (DUBREUIL et al., 2007; OLIVEIRA et al., 2008).

Na fase adulta, os machos ndo parasitam o hospedeiro e apresentam o formato de seu
corpo em filiforme. As fémeas, por outro lado, permanecem na planta e assumem forma
aberrante, um formato de pera de coloracao branca e iniciam a producdo de seus ovos. A fémea
coloca seus ovos em uma matriz gelatinosa que ¢ produzida e secretada na superficie da raiz e
¢ responsavel por proteger os ovos até sua eclosdo (SIDDIQUE et al, 2018).

O sitio de alimentagdo formado pelas células nutridoras passa a formar um tecido
diferenciado, chamado de cendcito. Essas células vegetais sofrem o processo de hipertrofia, que
¢ o aumento da célula, e hiperplasia, que ¢ o aumento do numero de células, originando as
galhas. Assim, ocorre uma mobiliza¢do dos nutrientes que seriam utilizados pela planta, para
manter o desenvolvimento e crescimento do nematoide (WILLIAMSON et al.,2003;
VANHOLME et al., 2004).

O sistema defensor da planta hospedeira inicia sua resposta ao ataque dos nematoides
em média 12 horas apds a penetracdo. A planta comeca a produzir espécies reativas de oxigénio
(ERO), moléculas altamente instdveis e reativas. Para suprimir a defesa do hospedeiro, os
nematoides produzem enzimas antioxidantes. Essas enzimas sdo responsaveis por protegerem
os fitonematoides dos danos causados por essas espécies reativas e da desintoxicagdo das
substancias geradas (CORREIA et al, 2017).

As galhas sdo uma resposta ao processo parasitario e geralmente aparecem dois a trés
dias apds a penetracao do juvenil. Ha diversos tipos de galhas, apresentando diferencas em suas
formas e tamanhos. Em determinados casos, as galhas sdo pequenas e pouco evidentes. Nessas
situacdes, o diagnostico pode se tornar bem mais complexo, necessitando de equipamentos
adicionais para realizar sua visualizagdo, mesmo na presenga de parasitismo severo. J4 em
outros casos, as galhas apresentam-se de forma bem visivel e de grande dimensao. De forma
geral, os representantes do género Meloidogyne sp. apresentam galhas evidentes, o que facilita

a identificacdo do processo parasitario dessas espécies (FERRAZ et al., 2016).
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A formacgao de galhas ndo ¢ o Unico indicio para identificagdo do processo de infecgdo
por Meloidogyne sp. em plantas. Em algumas espécies, ocorrem danos ao sistema radicular do
hospedeiro, fazendo com que as raizes fiquem muito finas, o que afeta diretamente a absor¢ao
de 4gua e nutrientes. Outro sintoma que pode evidenciar o parasitismo por Meloidogyne sp. € o
tamanho das plantas, que quando atacadas ficam bem menores que as plantas saudaveis
(GUEDIRA et al., 2004).

Os nematoides de cisto, Heterodera sp. € Globodera sp., também sao importantes
representes no grupo de fitonematoides. O seu ciclo de vida se assemelha bastante com o ciclo
do género Meloidogyne sp., promovendo a formacao do sitio de alimentag¢do. No entanto, o
tecido nutridor recebe o nome de sincicio (VARANDAS et al., 2020).

Os juvenis de segundo estagio (J2) infectam a planta hospedeira pela ponta de sua raiz.
Apos a infecgdo, os juvenis migram em dire¢do as camadas internas do cortex, perfurando as
c¢lulas a medida que passam. No momento que os juvenis atingem essas camadas internas, eles
iniciam sua busca pela célula sincicial inicial e, uma vez encontrada, inserem seu estilete na
célula e liberam secre¢des e proteinas efetoras para dar inicio a formagdo do sitio de
alimentagdo. O sincicio ¢ uma célula multinucleada, formada pela dissolu¢do das paredes
celulares das células proximas a célula sincicial inicial e fusdo de seus protoplastos
(HAEGEMAN et al, 2012).

Os nematoides de cisto ndo ocasionam o processo de hipertrofia ou hiperplasia, evitando
a formacao das galhas. Dessa maneira, as representantes fémeas desses fitonematoides, na fase
adulta, rompem as raizes e expdem o seu corpo para fora, que assume o formato esférico, de
coloragdo branca ou amarelada, permanecendo presas somente pela regido esofagiana.
(OLIVEIRA et al., 2008; VARANDAS et al., 2020)

As fémeas dos nematoides de cistos portam grande parte de seus ovos no Tutero,
chegando a reter 80 a 90% deles. Cada fémea pode carregar em média cerca de 200-600 ovos.
Esse mecanismo € responsavel por causar a sua morte, no qual sua coloragdo externa muda de
branco para marrom e sua cuticula se torna mais rigida, originando o cisto. O cisto serve como
uma estrutura de protecdo para os ovos, evitando os danos causados por estresse ambiental.
Eles podem fornecer anos de protecdo, e os juvenis infectantes s6 abandonam essa estrutura no
momento que as condigdes ambientais se encontram favoraveis e a partir da presenca da planta
hospedeira (FEIST et al., 2020; WILLIAMSON et al.,2003).

Os representantes machos se assemelham ao do género Meloidogyne sp. que sao
filiformes. Eles permanecem na raiz da planta somente até a fase adulta, apos esse estagio, eles

migram pelo solo e fertilizam as fémeas. Ha indicios que os machos sdo atraidos por feromonios
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liberados pelas fémeas. Além disso, uma mesma fémea pode ser fecundada por machos
diferentes, como o caso da espécie Heterodera glycines. Esse fenomeno ¢ responsavel por
aumentar o grau de variabilidade genética em um mesmo cisto (TRIANTAPHYLLOU et
al ,1990; OLIVEIRA et al., 2008).

Os nematoides de cisto também causam sintomas na parte area das plantas, evidenciado
pelo mau crescimento das mesmas. Os sistemas radiculares também podem apresentar danos,
prejudicando a obtengao de nutrientes e dgua pela planta. Em algumas espécies pode ocorrer o
murchamento em determinados periodos do dia, principalmente nas horas mais quentes
(FERRAZ et al., 2016).

Por fim, o grupo de nematoides de lesdes radiculares, onde se encontram os nematoides
do género Pratylenchus sp. Esses organismos sdo migratdrios em todo seu estagio de vida
movel (J2 a J4 e adultos). Seu ciclo de vida dura em média de 3 a 8 semanas, dependendo da
espécie e das condi¢cdes ambientais. Apos seu desenvolvimento para a fase J1, que ocorre dentro
do ovo, ele se desenvolve para J2 e eclode. Suas fémeas depositam os ovos na propria raiz
infectada ou no solo (JONES et al, 2013; ALI et al.,2017).

Viérias espécies de Pratylenchus sp. desenvolveram respostas as mudancas nas
condi¢des ambientais que podem ocorrer em seu habitat. Uma delas ¢ a anidrobiose, um estado
caracterizado pela reducdo de seu metabolismo, alimentacdo e movimentacdo. Esse estado ¢
consequéncia do estresse causado por baixa umidade. Além disso, sob condi¢des de seca, esses
nematoides se enrolam para reduzir sua superficie de contato corpo-solo (RIBEIRO et al, 2020).

Os representantes juvenis e adultos de Pratylenchus sp. infectam repetidamente as raizes
de seu hospedeiro. Eles penetram pela epiderme do tecido vegetal e viajam ao longo do cortex,
movendo-se de célula em célula. Apos o processo parasitario, as células entram em colapso e
apresentam largas cavidades. Assim, as raizes infectadas apresentam lesdes, areas necroéticas,
morte celular e podridao radicular por ataque secundario de fungos e bactérias presentes no
solo. Além disso, as raizes assumem a coloracdo escurecida devido as lesdes necroticas
presentes (GOULART, 2008; MOENS et al., 2009).

O dano apresentado pelas raizes ¢ um importante indicador do parasitismo de
Pratylenchus sp. Areas escuras e sistemas radiculares reduzidos sio sinais da presenca desses
organismos. Esse dano ocorre devido a alimentagdo, movimentagdo e liberagdo de efetores,
enzimas e toxinas. Além disso, esses fitonematoides também podem apresentar sintomas
semelhantes aos nematoides de galha e cisto na parte area, como crescimento inferior a plantas
saudaveis e murchamento nas horas mais quentes do dia (GOULART, 2008; FERRAZ et al.,
2016).
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E necessario ressaltar que nenhum dos sintomas listados acima ¢ exclusivo das infecgdes
por nematoides. A maioria desses sintomas pode estar relacionada a outras causas, nao
necessariamente ao parasitismo desses organismos. Portanto, para identificar corretamente as
infestagdes de nematoides, ¢ necessario realizar andlises de solo para realmente confirmar que
as evidéncias encontradas sdo causadas por essas espécies. Dessa maneira, devido a essa
dificuldade em diagnosticar a doenca, os ataques por nematoides sdo percebidos quando ha um
alto nivel de parasitismo, resultando em grandes perdas na produgao e prejuizos econdmicos no

setor agricola (FERRAZ et al., 2016).

2.2 Controle de fitonematoides

Os fitonematoides sdo pragas responsaveis por grandes prejuizos econdémicos ao setor
agricola. Segundo a Sociedade Brasileira de Nematologia (SBN), o agronegocio no Brasil sofre
anualmente prejuizos economicos em torno de R$35 bilhdes, s6 na producdo da soja as perdas
sdo em torno de R$ 16,2 bilhdes de reais (FLEMING et al.,2016; SBN, 2015).

Atualmente, quase todas as espécies de planta sofrem parasitismo por pelo menos uma
espécie de fitonematoide. Em alguns casos, elas sao hospedeiras de mais de uma espécie desses
fitoparasitas. Dentre as formas mais comuns para controlar esses patégenos temos o uso de
nematicidas. Entretanto, devido a sua alta toxicidade, a utilizagdo desse controle quimico
acarreta grandes danos ao meio ambiente, sendo prejudiciais as espécies benéficas presentes no
solo, a vida selvagem e a vida humana (FERRAZ et al.,2008).

O dissulfeto de carbono foi o primeiro agente quimico registrado com propriedades
nematicidas. O inicio de sua utilizagdo ¢ datado de 1881, periodo conhecido como o
estabelecimento do uso de controle quimico para o controle de fitonematoides. Outro produto
quimico com propriedade nematicida foi o brometo de metila. Comegou a ser utilizado no inicio
da década de 1940 e ja foi o nematicida mais utilizado nos Estados Unidos. Atualmente, seu
uso foi extinto pelo Protocolo de Montreal em paises desenvolvidos, pois foi classificado como
substancia destruidora da camada de 0z6nio Classe I (EBONE et al, 2019).

Estima-se que 50% do consumo de defensivos agricolas comercializados na América
Latina seja do Brasil. Essas substancias causam danos a saude dos consumidores de produtos
agricolas ou que foram contaminados diretamente, como trabalhadores de produgdes agricolas.
Dentre os danos causados pela intoxicagdo por esses defensores, estdo canceres, malformagdes
congénitas e disturbios endocrinos e neuroldgicos. Segundo um estudo feito pelo Programa de

Analise de Residuos de Agrotoxicos em Alimentos (PARA) da Anvisa, um terco dos alimentos
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disponibilizados aos brasileiros ¢ contaminados por essas substancias quimicas. (SILVA et al.,
2018; SANTANA et al, 2013).

Outra forma de controle dos fitonematoides ¢ através da utilizacdo de variedades
resistentes. Esse método ganhou destaque e tornou-se altamente aconselhavel para o controle
desses parasitas. Entretanto, ainda existem poucas variedades resistentes, e as que existem,
apresentam baixo espectro para as espécies de fitonematoides, sendo mais direcionadas para os
nematoides mais comuns de culturas especificas. Assim, a busca por métodos alternativos tem
ganhado forga. Dentre esses métodos, o controle biologico empregando fungos nematdfagos
tém apresentado resultados satisfatérios (OLIVERA et al., 2008; FERRAZ et al.,2008).

A defini¢d@o de controle bioldgico ¢ descrita como a utilizagdo de antagonistas naturais
para reduzir e controlar agentes causadores de grandes perdas produtivas e econdmicas.
Entretanto, sua a¢ao nao fica limitada apenas no hospedeiro final, mas sim em vetores, estagios
larvais e hospedeiro intermedidrio. Além disso, os antagonistas devem apresentar
especificidade de agdo, alta capacidade reprodutiva e suportar as condi¢des ambientais do
habitat (MOTA et al., 2003).

O controle bioldgico apresenta diversas vantagens. A primeira ¢ em relagdo a ser uma
pratica que ndo gera danos ao meio ambiente, sem deixar residuos no solo e nos produtos
colhidos. Outra vantagem ¢ que essa técnica ndo colabora com o surgimento de espécies
resistentes de nematoides. Por fim, ¢ uma forma eficiente, de baixo custo e de facil aplicagdo
para o controle desses fitoparasitas (SOARES, 2006).

Estima-se que em 2018, em esfera mundial, o uso de praticas de controle bioldgico tenha
crescido 17% em relag@o ao periodo anterior, com receita de US$ 3,8 bilhdes. As expectativas
€ que o setor bioldgico cres¢a ainda mais, atingindo em 2025 a marca de US$11 bilhdes.
Segundo o Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento, o setor de produtos biologicos
tem obtido resultados significativos nos ultimos anos. O Brasil se encontra entre os quatros
paises com maiores registros de produtos de melhores desempenhos. Em 2018, o setor cresceu
mais de 70% no Brasil, sendo o mais significativo de sua historia (MAPA, 2019).

Diversos tipos de organismos sao predadores de fitonematoides, como bactérias, acaros,
nematoides predadores, fungos, entre outros. Dentre esses, os fungos sdo os mais proeminentes.
Eles atuam de diversas maneiras, sendo classificados como parasitas de ovos, endoparasitas,
predadores, produtores de toxina e produtores de dispositivos especiais de ataque. Assim, a
utilizacao de fungos nematofagos surge como uma alternativa importante para o controle de

fitonematoides (OLIVEIRA, 2011; SOARES et al., 2018).
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2.3 Fungos Nematofagos

Os fungos nematofagos sdo encontrados em todas as regides do mundo. Esses
organismos atacam os nematoides e alimentam-se desses parasitas em todos os seus estagios de
vida, utilizando-os como sua fonte de nutriente (SOARES, 2006).

O fungo Arthrobotrys oligospora foi a primeira espécie de fungo nematofago a ser
descrita, em 1852 por Fresenius. No Brasil, Alcantra & Azevedo (1981) foram pioneiros no
isolamento de fungos a partir de nematoides e utilizarem esses microrganismos como um
método de controle biologico. Atualmente, cerca de 700 espécies de fungos nematofagos foram
descritas (DEGENKOLB et a/, 2016; LOPEZ-LLORCA et al.,2008).

Os fungos nematofagos podem ser parasitas facultativos, e quando estdo em locais com
a presenca de seu hospedeiro, modificam seu comportamento saprofitico para parasitario. Em
sua forma parasitaria, esses fungos apresentam estruturas de infec¢do, que sdo utilizadas para
classifica-los conforme sua pratica de predagdo. Essa classificacdo ¢ dividida em: predadores,
oportunistas ou ovicidas, endoparasitas e produtores de toxinas. Em estudos mais recentes foi
adicionado mais um grupo: os produtores de dispositivos especiais de ataque (SOARES et
al.,2020; LIU et al.,2009).

Essa possibilidade de modificar seu comportamento e utilizar os nematoides como fonte
de nutrientes lhes oferece uma vantagem nutricional. Entretanto, os representes do grupo dos
fungos nematofagos endoparasitas ndo apresentam essa possibilidade e sdo em sua maior parte
parasitas obrigatorios, dependendo da presenca dos nematoides (NORDBRING-HERTZ et al,
2001).

As espécies de fungos classificadas como predadores possuem um extenso sistema de
hifas que se modificam em estruturas especializadas, conhecidas como armadilhas, para
capturar nematoides (PADILHA, 1996). Essas armadilhas sdo produzidas espontaneamente ou
por estimulo externo, como a presenga do nematoide no ambiente ou por estresse fisiologico.
ApoOs a interagdo com os nematoides, o processo de diferenciacdo das hifas em armadilhas
comegca em ate 24 horas, e quanto maior for a motilidade da espécie, mais estimulo ¢ fornecido
ao fungo para producdo de armadilhas (MOTA et al., 2003).

Ap0s a captura, independentemente do tipo de armadilha utilizada pelo fungo, as hifas
penetram a cuticula e formam um bulbo infeccioso. As hifas crescem do bulbo e invadem o
corpo do nematoide, passando a utiliza-lo como sua fonte de nutriente. Alguns fungos liberam
substancias hidroliticas para contribuir com a imobilizacdo do nematoide e auxiliar em seu

processo de captura (PADILHA, 1996; SODER, et al.,2005).
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As armadilhas podem ser classificadas em seis tipos: hifas adesivas ndo diferenciadas,
redes adesivas tridimensionais, redes adesivas bidimensionais, nodulos adesivos, anéis
constritores € anéis nao constritores. Os anéis constritores apresentam uma estrutura composta
por trés células, € no momento em que o nematoide penetra no anel, as células se dilatam e
promovem seu estrangulamento. Essa resposta € rapida (0,1s) e irreversivel, fazendo com que
a armadilha feche quase completamente. J& os anéis ndo constritores apresentam mecanismo
diferente, essa estrutura ¢ composta por substancias adesiva, € no momento em que o nematoide
penetra o anel, a substancia adere ao seu corpo impedindo que se liberte (BRAGA et al.,2013;
RUBNER, 1996).

Os representantes da segunda classe sdo os fungos ovicidas ou oportunistas. Essas
espécies destacam-se pela facilidade de se estabelecerem no solo devido suas praticas
saprofiticas, ndo necessitando da presenca do hospedeiro no ambiente em que se encontra, € de
suas habilidades em se alimentar de ovos, maduros (contendo juvenis) e imaturos, e cistos
(DALLEMOLE-GIARETTA et al.,2012).

O seu mecanismo de agdo consiste em seu crescimento em direcdo ao ovo, para que
ocorra a penetragao das hifas na casca do ovo através de poros que estdo presentes na camada
vitelinica. Esse processo ¢ responsavel por causar alteragdes na permeabilidade da casca. As
hifas aumentam seu tamanho para passar pela camada vitelinica e passar pelas camadas
adjacentes: quitinica e lipidica. Como resultado, a camada vitelinica fica dividida, e as camadas
quitinica e lipidica ficam vacuoladas e dispersas, respectivamente. Assim, esses organismos
colonizam o contetido do ovo e também das larvas em desenvolvimento dentro dele (MOTA et
al.,2003).

A terceira classe ¢ composta pelos representantes dos fungos endoparasitas. A grande
parte dos representes desse grupo sdo parasitas obrigatorios € com uma gama restrita de
hospedeiros. Sua acdo infecciosa pode ocorrer com a ingestdo do esporo, conidios e
conidioforos ou sua adesdo na cuticula do nematoide. As hifas entdo se desenvolvem,
penetrando no corpo do parasita e absorvendo seu conteudo. No entanto, essas espécies nao
produzem micélios fungicos extensos. (PADILHA, 1996; BRAGA et al.,2013).

Suas condigdes de parasita obrigatdrio levam a dificuldades em seu uso como controle
bioldgico, como producdo em larga escala e incapacidade de crescer no solo € em novos
ambientes. Em contraste, os fungos endoparasitas sdo mais eficientes em atrair nematoides
quando comparados com espécies saprofitas (NORDBRING-HERTZ et al.,2001).

A quarta classe € representada pelos fungos produtores de toxinas. Essas espécies sao

responsaveis por produzirem toxinas e libera-las antes da penetragdo de suas hifas no
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nematoide. Estas substancias podem ter um efeito nematostatico (imobilizagdo do nematoide)
e um efeito nematicida (morte do nematoide). A producdo dessas toxinas esta relacionada tanto
para o ataque desse microrganismo, quanto para sua defesa. Certas espécies de fungos
produzem essas toxinas para se defenderem de invertebrados fungivoros. Alguns fungos sao
capazes de produzir substidncias com capacidade nematicida, mesmo sem interagir com
nematoides. Esse grupo tem representantes no filo dos basidiomicetos, como por exemplo o
Pleurotus sp. (SOARES et al., 2018; LOPEZ-LLORCA et al.,2008; SOARES, 2006).

O ultimo grupo ¢ representado pelos fungos produtores de dispositivos especiais de
ataque. Este grupo de fungos possui dispositivos afiados que podem causar danos uma vez em
contato com a cuticula do nematoide. Seu mecanismo de acao consiste no crescimento das hifas
em direcao a cuticula do nematoide, pressionando-as através de forca mecanica. Em seguida,
um pino de penetracao ¢ formado e penetra a cuticula do nematoide, permitindo a colonizagao
completa de seu corpo. Por fim, essas hifas fungicas projetam-se do corpo do nematoide
infectado (SOARES et al., 2018).

E importante ressaltar que em muitas espécies, o dispositivo de ataque ndo é suficiente
para a colonizagdo dos nematoides, mas ¢ utilizado em conjunto com outros mecanismos, como
a liberagdo de toxinas para a colonizagdo completa e efetiva do nematoide (SOARES et al.,
2018).

Assim, ¢ notdrio o papel dos fungos nematdfagos no controle de diversas espécies de
nematoides. A partir dessa grande variedade de fungos e seus diferentes mecanismo de acao, ¢
necessario realizar uma avaliagdo completa do parasita que deseja conter para uma eficiente

aplicacdo desses fungos como controle bioldgico.

2.4 Basidiomicetos

Os fungos nematofagos possuem representantes na maioria dos filos do Reino Fungi,
como: Ascomycota, Basidiomycota, Chytridiomycota e Zygomycota. Em todos esses filos
existem espécies com atividade nematicida e com potencial para utilizagdo como controle
biologico (LOPEZ-LLORCA et al.,2008).

Os basidiomicetos apresentam habilidades saprofitas, sendo decompositores naturais de
lignocelulose. Portanto, esses fungos sao conhecidos como fungos de raiz de madeira, devido
seu habitat natural ser principalmente madeira em decomposicdo (MACIEL ef a/.,2010). Desde
1941, sabe-se da capacidade desses fungos de se alimentarem de nematoides, apresentando

atividade nematicida contra esses parasitas (DRECHSLER, 1941).
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Dentre as diversas espécies de fungos com propriedades nematicidas presentes no filo
Basidiomycota, os produtores de cogumelos comestiveis tém sido de maior interesse para
pesquisas de controle bioldgico, sendo esses indcuos aos seres humanos. Seus beneficios sao
um campo ativo de pesquisa e possuem propriedades variadas, como atividade antibacteriana,
antifingica e antiviral, além de propriedades antitumorais ou imunoestimulantes
(FUKUSHIMA-SAKUNO, 2020).

Os cogumelos comestiveis apresentam grande importancia econdmica. Cerca de oito
milhdes de toneladas de cogumelos sdo consumidos anualmente, principalmente em paises
asiaticos. Em média, para 1 kg de cogumelo ¢ gerado 5 kg de produto residual. Essa grande
quantidade de residuo ¢ um problema para a industria de cogumelos, e sua reutilizagdo se torna
extremamente necessaria (FERREIRA et al.,2019).

Os produtos residuais da industria de cogumelos sdo ricos em substancias organicas e
inorganicas, como nitrogénio, potassio, fosforo, micélio de cogumelo, bem como um grande
nimero de enzimas, como celulase, hemicelulase e protease. Assim, a utilizagao desses residuos
como um produto para controle biologico tem obtido grande destaque e resultados satisfatorios.
A grande vantagem em utilizar esses residuos ¢ que eles ndo dependem de fatores abidticos
como o fungo. (FERREIRA ef al.,2019).

Grande parte dos cogumelos comestiveis cultivados estdo presentes em cinco géneros:
Lentinula (22%), Pleurotus (19%), Auricularia (17%), Agaricus (15%) e Flammulina (11%)
(FUKUSHIMA-SAKUNO, 2020).

O género Pleurotus pertence ao filo Basidiomycota, ordem Agaricale e a familia
Pleurotaceae. Esse género engloba espécies de cogumelos comestiveis que sao comercializados
em diversos locais em todo mundo. Apresenta habilidade sapréfita e seu crescimento acontece
em madeira em decomposicao (SOARES et al., 2018).

Foi demostrado em estudos que espécies do género Pleurotus, como Pleurotus ostreatus
secretam minusculas goticulas contendo toxinas que sdo capazes de paralisar o nematoide por
cerca de 30 segundos. Em seguida, a presa ¢ penetrada pelas hifas do fungo e digerida em 24 h.
Trés compostos nematicidas também foram isolados de uma cultura de Pleurotus eryngii var.
ferulae 114, uma subespécie associada a Ferlua communis subsp. communis. O primeiro
composto foi Cheimonophyllon E, um sé6lido amorfo incolor. O segundo, um s6lido amorfo
amarelado, Sa,8a-epidioxiergosta-6,22-dien-3-B-ol e por fim um sélido amorfo incolor, 5-
hidroximetil-furanocarbaldeido (DEGENKOLB et al., 2016).

A espécie Flammulina velutipes também apresenta atividades nematicida através de

metabolitos. Foi obtido uma redugdo de 70% apds 72 horas de larvas Panagrellus sp. pelo uso
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do extrato bruto do fungo. O extrato fervido também causou uma redugao significativa nas
larvas, evidenciando que a a¢cdo nematicida desses fungos ocorre pela agdo de metabolitos
(FERREIRA et al.,2019).

Os fungos Lentinula edodes e Hypsizygus marmoreus possuem poucas pesquisas sobre
os efeitos de seus metabodlitos sobre nematoides. Entretanto, diversos estudos apresentam
evidéncias de sua atividade nematicida, como a presenga de proteases de degradagao de cuticula
por Hypsizygus marmoreus (SOARES et al.,2019) e Lentinula edodes com caracteristicas
antiparasitaria, antiviral e antimicrobianos (FUKUSHIMA-SAKUNO, 2020).

Nesse contexto, extratos aquosos de residuos agroindustriais fermentados pelos fungos
das espécies Pleurotus ostreatus, Pleurotus eryngii, Pleurotus spp., Lentinula edodes,
Flammulina velutipes ¢ Hypsizygus marmoreus foram utilizados para avaliar aplicacdo desses

residuos como uma alternativa de controle de fitonematoides.
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OBJETIVOS

3.1 Objetivos gerais

» Avaliar a atividade nematostatica de extratos de residuos agroindustriais oriundos da producao
de cogumelos comestiveis sobre juvenis dos seguintes nematoides: Meloidogyne incognita,
Meloidogyne javanica e Panagrellus redivivus e identificar os compostos responsaveis por essa

acao.

3.2 Objetivos especificos

» Avaliar o efeito nematostatico dos extratos brutos ¢ dos extratos brutos previamente fervidos

sobre os juvenis de Meloidogyne incognita € Meloidogyne javanica e Panagrellus redivivus;

» Avaliar o efeito nematostatico de diferentes concentragcdes dos extratos flingicos sobre os

juvenis de Panagrellus redivivus,

» Fracionar os extratos brutos através de ultrafiltragdo e extragdo liquido-liquido em baixa

temperatura;

» Identificar os compostos com atividade nematostatica por LC-MS.
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METODOLOGIA

4.1 Obtencao dos residuos fiingicos
Os residuos agroindustriais fermentados por fungos foram cedidos pelo Grupo Urakami,
Mogi das Cruzes, Sdo Paulo — Brasil. Foram utilizados cinco tipos de residuos de cogumelos
comestiveis: Bunapi (Hypsizygus marmoreus), Shitake (Lentinula edodes), Shimeji (Pleurotus
ostreatus), Enoki (Flammulina velutipes), Shimeji Premium (Pleurotus spp.) e Eryngii

(Pleurotus eryngii), sendo todos eles representantes do filo Basidiomycota.
4.2 Producao dos extratos brutos fiingicos

A produgdo dos extratos brutos aquosos foi realizada a partir dos residuos
agroindustriais de cogumelos. Para isso, foram misturados 5g dos residuos fungicos com 50 mL
de 4gua destilada em frascos de tipo Erlenmeyer 250 mL. Essas misturas foram incubadas a
28°C durante 24 horas com agita¢ao a 180 rpm, filtradas através de gazes e depois centrifugadas

a 10.000 x g durante 30 minutos (SOARES et al., 2019).
4.3 Obtencao dos juvenis de Meloidogyne

Para obtencdo dos juvenis foram utilizadas raizes de soja infectadas por Meloidogyne
incognita ¢ Meloidogyne javanica. Os representantes do género Meloidogyne foram extraidos
através da adaptacdo da técnica do Funil de Baermann (BAERMANN, 1917). Para isso, as
amostras das raizes que apresentaram galhas visiveis foram cortadas com tesoura em pedacos
de aproximadamente 3 cm e colocadas em peneiras revestidas com papel e com volume de dgua
suficiente para cobrir as raizes. Apos 48 horas, periodo necessario para liberagao dos juvenis
na agua, o material foi peneirado utilizando peneiras granulométricas de 100, 400 e 500 Mesh,
sendo as sujeiras retidas na primeira peneira € os juvenis retidos na segunda e terceira,

respectivamente.
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4.4 Obtencao e cultivo dos juvenis de vida livre

Os nematoides de vida livre da espécie Panagrellus redivivus foram adquiridos no
Laboratério de Parasitologia, do Departamento de Veterinaria, da Universidade Federal de
Vigosa, Brasil. Sua preservagdo foi realizada em placas de Petri contendo meio de cultura a

base de aveia imida, na auséncia de luz.

4.5 Atividade nematostatica dos extratos brutos

Os extratos brutos dos residuos flingicos foram avaliados quanto sua atividade
nematostatica sobre juvenis. Para isso, foram formados trés grupos para cada amostra de
extrato: um grupo controle com agua destilada, um grupo tratado com o extrato bruto e um
grupo tratado com extrato bruto previamente fervido. Foram feitas 8 repeti¢des para cada grupo.
O teste foi realizado em placas de 96 pogos. Foram aplicados cerca de 30 juvenis J2 (110 puL
da suspensdo com o nematoide) de M. incognita, M. javanica ou P. redivivus em cada pogo, em
seguida foi aplicado 190 pL de cada tratamento. A placa foi incubada na auséncia de luz a 28
°C pelo periodo de 24, 48 ¢ 72 horas. Apos esses intervalos de tempo, cada pogo foi avaliado
por meio de microscopia Optica. Os parametros avaliados foram: mortalidade, motilidade e
degradacao de cuticula dos juvenis (SOARES et al., 2015). Para identificar se os juvenis
estavam mortos ou paralisados foi adicionado NaOH 1N. Através dessa metodologia, o NaOH
induz o retorno da movimentagao dos nematoides que estiverem apenas paralisados (CHEN et
al.,2000).

Posteriormente, o percentual de paralisacdo da média de larvas foi calculado de acordo

com a seguinte equacao:

%Paralisagdo = (Média de Larvas do controle - Médias de Larvas do tratamento) x 100

Média de Larvas do controle

4.6 Atividade nematostatica em diferentes diluicoes dos extratos brutos

A atividade nematostatica dos extratos brutos em diferentes dilui¢des foi avaliada. Para
1ss0, os extratos de L. edodes e P. ostreatus foram diluidos nas seguintes concentracdes 0; 20;
40; 60; 80; ¢ 100% (v/v). Para cada amostra de dilui¢ao a ser analisada foram formados trés
grupos: um grupo controle com agua destilada, um grupo tratado com o extrato bruto e um

grupo tratado com extrato bruto previamente fervido. As analises foram realizadas nos tempos
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de 24, 48 e 72 horas. Cada conjunto teve 8 replicatas conforme descrito no Tépico 4.5 deste

trabalho.

4.7 Fracionamento dos extratos brutos
Esta etapa foi realizada com o objetivo de identificar os possiveis compostos com
atividade nematostatica. Para isso, os extratos brutos foram fracionados e suas fragdes foram
analisadas quanto a sua atividade nematostatica. Os métodos empregados foram,
respectivamente: ultrafiltracdo, extracao liquido-liquido em baixa temperatura e espectrometria

de massas.

4.7.1. Ultrafiltracao

Os extratos foram submetidos ao processo de ultrafiltragdo com a finalidade de separar
as amostras em duas fragdes diferentes, a partir de seus pesos moleculares. Para isso foi
utilizado uma célula de ultrafiltracdo da Amicon, (modelo 8400) com uma membrana de
exclusdo de 10 kDa. O teste de atividade nematostatica foi realizado em ambas as fragdes: F1

contendo compostos com massas < 10 kDa e F2 contendo compostos com massas > 10 kDa.

4.7.2. Extracao liquido-liquido em baixa temperatura

As fragdes que apresentaram os melhores resultados no teste de atividade nematostatica
na etapa anterior (item 4.7.1 deste trabalho) foram submetidos a extracao liquido-liquido a baixa
temperatura. Para isso, foram colocadas cerca de 10 mL dos extratos (fase aquosa) € 20 mL de
acetonitrila (fase organica) em tubos do tipo Falcon. As amostras foram homogeneizadas e
deixadas em repouso no refrigerador a -20 °C por 24 horas para congelamento da fase aquosa
(SILVERIO et al., 2012). Apds o intervalo de tempo, as fases aquosas e organicas foram
recolhidas e colocadas em estufa a 100 °C para evaporacao da acetonitrila presente nas

amostras. O teste de atividade nematostatica foi realizado em todas as fracdes coletadas.

4.7.3. Espectrometria de massas
A fracdo que apresentou o melhor resultado no teste de atividade nematostatica na etapa
anterior (item 4.7.2 deste trabalho) foi analisada por espectrometria de massas para identificar
0s compostos responsaveis pelo efeito. A fracao foi injetada no sistema LC/MS-MS pertencente
ao NuBioMol do Centro de Ciéncias Bioldgicas e da Saude (CCB) da UFV. Utilizou-se a coluna
cromatografica (Agilent Eclipse Plus,2.1x50 mm) com fluxo de 0,5 mL/min, acoplada a um
espectrometro de massa do tipo triplo quadrupolo QqQ (Agilent), operado no modo positivo.

Os valores de m/z para as moléculas observadas bem como suas fragmentacdes foram utilizadas
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para pesquisas no banco de dados de espectros MassBank (www.massbank.jp) para identificar

compostos presentes nos extratos.

4.8 Analises estatisticas

Os dados obtidos nos ensaios foram interpretados estatisticamente pela analise de
variancia, em niveis de significancia de 5% de probabilidade. A eficiéncia da taxa de
imobilizacdo dos nematoides em relacdo ao controle foi avaliada pelo teste de Tukey. As
diferencas foram consideradas significativas quando p < 0,05. Todas as andlises foram
realizadas usando o software Minitab 17 (Minitab Statistical Software) e as figuras feitas no

GraphPad Prism 5 (GraphPad Software, Inc.).
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RESULTADOS E DISCUSSOES
5.1 Atividade nematostatica dos extratos brutos sobre juvenis de Meloidogyne incognita

As Figuras 1 e 2 mostram a atividade nematostatica obtida sobre os juvenis de M.
incognita utilizando os extratos brutos dos residuos agroindustriais. Os experimentos foram
realizados usando os extratos fervidos e extratos que ndo foram fervidos previamente, a fim de
avaliar diferencas nas atividades nematostaticas e a possibilidade da presenca de moléculas

termorresistentes. A Figura 1 mostra os resultados obtidos utilizando o extrato nao fervido.

EXTRATO NAO FERVIDO
100- c

Porcentagem de imobilizacao %

Residuos Fungicos

Figura 1. Atividade nematostatica dos extratos ndo fervidos dos residuos de Lentinula edodes, Pleurotus ostreatus,
Pleurotus spp., Hypsizygus marmoreus, Flammulina velutipes e Pleurotus eryngii sobre os juvenis de Meloidogyne
incognita nos periodos de 24, 48 e 72 horas. As médias seguidas por letras iguais nas colunas nao diferiram entre
si pelo teste de Tukey a 5%.

Ap6s o periodo de 24 horas, todos os extratos brutos dos residuos flingicos apresentarem
efeito nematostatico significativo quando comparado ao grupo controle. Com 48 horas, apenas
o residuo de F. velutipes nao apresentou diferenga significativa ao grupo controle. E ap6s 72
horas, apenas os residuos de P. ostreatus e P. eryngii apresentaram diferenca significativa ao
grupo controle. Entretanto, ¢ possivel notar que os residuos de L. edodes e P. ostreatus foram
mais eficientes em paralisar os juvenis de M. incognita.

Os dados obtidos de L. edodes evidenciam que sua maior eficacia foi no periodo de 24

horas, no qual 87,59% dos juvenis de M. incognita foram paralisados. No periodo de 48 horas

ainda ¢ possivel observar o efeito nematostatico dos residuos, no qual a porcentagem de juvenis
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paralisados ¢ de 62,04%. Apesar da diminui¢do porcentual em 48 horas, a paralisacdo dos
juvenis permanece significativa, com o efeito nematostatico em mais de 50% das espécies. Em
72 horas, o percentual diminuiu em um nivel significativo, passando para 31,39%. Apds as 72
horas foi adicionado NaOH IN, retomando a motilidade dos juvenis, evidenciando como
caracteristica dos residuos de L. edodes sua propriedade nematostatica.

Os residuos de P. ostreatus também apresentaram dados significativos em relagdo a
atividade nematostatica. Apos 24 horas foi possivel observar um efeito de 90,65% sobre os
juvenis de M. incognita. Em 48 horas, esse efeito foi de 69,06% sobre os juvenis dessa espécie.
Ja em 72 horas, o efeito nematostatico ainda permaneceu significativo, sendo de 57,55% sobre
os juvenis. Apos 72 horas também foi adicionado NaOH 1IN, retomando a motilidade dos
juvenis, evidenciando como caracteristica dos residuos de P. ostreatus sua propriedade
nematostatica.

O mesmo experimento foi realizado sobre os juvenis de M incognita, mas utilizando os

extratos previamente fervidos, como mostra a Figura 2.
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Figura 2. Atividade nematostatica dos extratos fervidos dos residuos de Lentinula edodes, Pleurotus ostreatus,
Pleurotus spp., Hypsizygus marmoreus, Flammulina velutipes e Pleurotus eryngii sobre os juvenis de Meloidogyne
incognita nos periodos de 24, 48 e 72 horas. As médias seguidas por letras iguais nas colunas nado diferiram entre
si pelo teste de Tukey a 5%.

Apo6s o periodo de 24 horas, apenas os extratos brutos dos residuos fingicos de H.
marmoreus ¢ F. velutipes nao apresentarem efeito nematostatico significativo quando
comparado ao grupo controle. Apos 48 e 72 horas, apenas os residuos de L. edodes e P. ostretus

apresentaram diferenga significativa ao grupo controle. Dessa maneira, os residuos fungicos de

P. ostreatus e L. edodes continuaram apresentando resultados mais significativos.
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Os residuos de L. edodes exibiram ap6s 24 horas um efeito nematostatico de 88,98%
sobre os juvenis de M. incognita, muito proximo ao efeito apresentando pelos residuos que ndo
foram fervidos. Em 48 horas, temos a paralisia de 81,10% dos juvenis. E ap6s 72 horas, ainda
¢ possivel observar um efeito nematostatico significativo, sendo de 59,06%. Os residuos de P.
ostreatus também apresentaram resultados relevantes em 24 horas levando a paralisia de
82,26% dos juvenis de M. incognita. Em 48 horas, 54,03% dos juvenis dessa espécie
permaneceram paralisados. Ao final, em 72 horas, resultados significativos foram alcancados
com a paralisagdo de 63,13% dos juvenis. Apos as 72 horas também foi adicionado NaOH 1N
para confirmar a atividade nematostatica.

Os extratos dos residuos fungicos de H. marmoreus, F. velutipes, P. eryngii € Pleurotus
sp. apresentaram resultados significativos em ambas condigdes, nos experimentos com o0s
extratos fervidos e nos experimentos com os extratos nao fervidos previamente. Entretanto, a
reducdo na motilidade dos juvenis por essas espécies foi inferior a 40% nos periodos de 24, 48
e 72h, resultados menos expressivos quando comparados aos extratos dos residuos de L. edodes
e P. ostreatus.

Pode-se observar uma agao eficaz dos residuos fungicos da produg¢dao de cogumelos
comestiveis, L. edodes e P. ostreatus, em paralisar os juvenis de M. incognita por determinados
periodos de tempo. Resultados proéximos entre extrato bruto e o extrato bruto previamente
fervido, tanto para os residuos de L. edodes quanto para os residuos de P. ostreatus, indicam
que o efeito nematostatico esta associado a moléculas termorresistentes.

Outros estudos relataram a eficacia desses fungos no controle de nematoides. Segundo
Wille et al. (2019), extrato aquoso de P. ostreatus alcangou 100% de mortalidade em larvas de
M. incognita ap6s o periodo de 24 horas.

Esses fungos também apresentaram acao nematicida e nematostatica em outras espécies
de nematoides. Comans-pérez et al. (2021) apresentaram resultados em que os micélios de P.
ostretus e L. edodes causaram uma mortalidade de 88% e 93,93%, respectivamente, em larvas
(L3) de Haemonchus contortus. Extratos hidroalcoolicos produzidos a partir do micélio de P.
ostreatus apresentaram taxa de mortalidade de 81,6% apos 72 horas sobre as larvas L3. Valdez-
Uriostegui et al. (2021) tiveram resultados semelhantes utilizando extrato hidroalcodlico de
micélio de P. ostreatus contra ovos e larvas de H. contortus, no qual a eficécia anti-helmintica
foi de 93% a 12,8 mg/mL para ovos e 96,8% a 240 mg/mL para os juvenis dessa espécie.

Cruz-arévalo et al. (2020) avaliaram o efeito de extratos hidroalcoolicos da cepa ECS-
1255 de Pleurotus eryngii sobre os ovos ¢ larvas (L3) de H. contortus e obtiveram uma taxa de

mortalidade de 18,83% a 20 ug/mL. O género Pleurotus ¢ conhecido por suas diversas
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caracteristicas, como capacidade de colonizar e degradar uma grande variedade de residuos
lignoceluldsicos, propriedades medicinais, gastrondmicas e atividade nematicida e
nematostatica contra fitonematoides (GENIER et al., 2015). Até 2013, 23 espécies do género
apresentavam propriedades anti-helminticas (CRUZ-AREVALO et al.,2020).

Como pode ser observado nas Figuras 1 e 2, a atividade nematostatica diminuiu ao longo
das 72 horas para o extrato fervido e o extrato ndo fervido. Esse comportamento ndo era
inicialmente esperado, no qual ao longo das 72 horas a taxa de paralisacao dos juvenis deveria
aumentar, tendo um efeito maximo em 72 horas.

Essa queda no efeito nematostatico pode ser explicada pela degradacao dos compostos
com ag¢do nematostatica pelos nematoides, onde em 24 horas ele provoca a paralisagcdo desses
juvenis, mas com o tempo o metabolismo do fitonematoide consegue degradar esses compostos,
reduzindo seu impacto sobre eles. Nesse contexto, os extratos dos residuos flingicos
apresentaram apenas atividade nematostatica e ndo uma atividade nematicida.

Essa auséncia de atividade nematicida nos extratos dos residuos fingicos pode estar
relacionada a composi¢ao do substrato de cultivo dos cogumelos. Segundo Dong et al. (2006),
o meio de cultura possui uma grande influéncia sobre a producdo de toxinas pelos cogumelos,
uma vez que os filtrados de diferentes meios liquidos apresentaram variagdes nas toxicidades,
propondo que a producdo de diferentes compostos nematicidas e/ou nematostaticos e em
diferentes quantidades depende das condi¢des nutricionais dos meios de cultura.

As condi¢des de cultivo também podem afetar diretamente a produgdo de compostos
com acao nematicidas e nematostaticas. Ocampo-gutiérrez et al (2021) observaram que cepas
de Arthrobotrys produziram mais compostos nematicidas quando cultivadas em condig¢des
estaticas do que sobre agitacdo. Esse fenomeno pode ocorrer devido ao estresse hidrodinamico
causado pela limitacao na fonte de oxigénio para essas espécies por condigdes de crescimento
estatico.

Em relagdo aos cogumelos produzidos pelo Grupo Urakami, a selecdo dos substratos e
das técnicas de cultivo variam para as diferentes espécies. Entretanto, materiais volumosos e
fibrosos, como farelos de soja e milho e bagaco de cana-de-agucar sdo frequentemente
utilizados. Como exemplo, o substrato de P. eryngii tem como base serragem com farelo de
trigo e de soja, e deve ser conservado em estufas com até 15°C (KIMURA et al., 2010).

Na literatura, as propriedades nematostaticas e nematicidas de cogumelos comestiveis
tém sido estudadas principalmente utilizando corpos de frutificagdo e micélio, mas poucos
estudos tém focado nos residuos gerados durante a producao desses cogumelos. Esse material

pode conter biomoléculas que sdo produzidas durante o crescimento do fungo e possuem
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propriedades nematicidas e/ou nematostaticas. O uso desses residuos agroindustriais pode
afetar a motilidade dos juvenis de fitonematoides e sua capacidade de penetrar nas raizes de
plantas, sendo eficientes para produgdo de anti-helminticos naturais e de baixo custo (PINEDA-

ALEGRIA et al., 2017).

5.2 Atividade nematostatica dos extratos brutos sobre juvenis de Meloidogyne javanica

Conforme mostrado nas Figuras 3 e 4, a atividade nematostatica também foi observada
em juvenis de Meloidogyne javanica. Os experimentos foram realizados da mesma forma,
utilizando os extratos previamente fervidos e extratos nao fervidos.

A Figura 3 mostra os dados obtidos a partir dos extratos ndo fervidos.
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Figura 3. Atividade nematostatica dos extratos ndo fervidos dos residuos de Lentinula edodes, Pleurotus ostreatus,
Pleurotus spp., Hypsizygus marmoreus, Flammulina velutipes e Pleurotus eryngii sobre os juvenis de Meloidogyne
Javanica nos periodos de 24, 48 e 72 horas. As médias seguidas por letras iguais nas colunas ndo diferiram entre
si pelo teste de Tukey a 5%.

Os resultados obtidos sobre os juvenis de M. javanica foram semelhantes aos resultados
de M. incognita. Tanto o fungo L. edodes quanto o P. ostreatus exerceram efeito nematostatico
significativo sobre as espécies de M. javanica nos periodos de 24, 48 ¢ 72h.

O fungo L. edodes apresentou apds 24 horas um efeito nematostatico de 97,93% sobre
os juvenis de M. javanica. Sendo nesse periodo de tempo, seu melhor desempenho em
promover a paralisagdo desses juvenis. Apds 48 horas esse porcentual diminuiu para 69,29%.
Em 72 horas, houve uma redugdo no porcentual para 57,68%, mas que continuou sendo
significativa, paralisando mais que 50% dos juvenis dessa espécie. Apos as 72 horas também
foi adicionado NaOH IN, para confirmar a atividade nematostatica, retomando a motilidade

dos juvenis.
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O fungo P. ostreatus também mostrou eficacia relevante na paralisagdao dos juvenis de
M. javanica. Apos 24 horas, ocorreu uma paralisagdo de 83,78% dos juvenis dessa espécie. Em
48 horas essa paralisagdo foi de 57,53%, ainda eficiente em paralisar mais que 50% dos
fitonematoides. Em 72 horas esse percentual cai drasticamente para 1,93%, o que ndo foi
significativamente diferente do grupo controle.

Os dados obtidos usando os extratos fervidos sdo mostrados na Figura 4.
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Figura 4. Atividade nematostatica dos extratos fervidos dos residuos de Lentinula edodes, Pleurotus ostreatus,
Pleurotus spp., Hypsizygus marmoreus, Flammulina velutipes e Pleurotus eryngii sobre os juvenis de Meloidogyne
Jjavanica nos periodos de 24, 48 e 72 horas. As médias seguidas por letras iguais nas colunas ndo diferiram entre
si pelo teste de Tukey a 5%.

Apos o periodo de 24 horas, apenas o extrato bruto do residuo fungico de P. eryngii nao
apresentou efeito nematostatico significativo quando comparado ao grupo controle. Apos 48
horas, apenas os residuos de H. marmoreus e P. eryngii ndo apresentaram diferenga
significativa ao grupo controle. E com 72 horas, apenas os residuos de L. edodes e P. eryngii
apresentaram diferenca significativa ao grupo controle. Dessa maneira, 0 mesmo
comportamento foi observado em relagdo aos resultados anteriores, sendo os fungos L. edodes
e P. ostreatus a apresentarem resultados mais significativos.

Em 24 horas o fungo L. edodes paralisou 96,83% dos juvenis de M. javanica. Essa
eficicia manteve-se constante ao longo de 48 horas, com uma paralisacdo em 98,02% dos
juvenis dessa espécie. Esse efeito foi diferente do apresentado pelos extratos ndo fervidos,
sendo bem maior e eficaz no periodo de 48 horas. Em 72 horas a paralisa¢ao dos fitonematoides

continuou em niveis significativos, com o percentual de 61,51% dos juvenis de M. javanica.
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Ap0s as 72 horas também foi adicionado NaOH 1N para confirmar a atividade nematostatica,
retomando a motilidade dos juvenis

Observou-se resultados semelhantes apos os periodos de 24 e 48 horas para os residuos
de P. ostreatus. A porcentagem de paralisacdo dos juvenis em 24 horas foi de 64,40% e em 48
horas de 68,80%. Ja apds 72 horas, esse valor declina consideravelmente, passando para 7,60%.
Esse comportamento no periodo de 72 horas se assemelha com os extratos nao fervidos, no qual
também mostrou uma diminui¢do substancial no efeito nematostatico dos residuos fingicos
sobre os juvenis de M. javanica.

Os extratos dos residuos fungicos de H. marmoreus, F. velutipes, P. eryngii € Pleurotus
sp. causaram efeitos semelhantes quando aplicados sobre os juvenis de M. incognita. Essas
espécies reduziram a motilidade em percentuais inferiores a 40% apds os periodos de 24, 48 e
72h, uma eficdcia menos expressiva na paralisacdo de juvenis de M. incognita quando
comparados a P. ostreatus e L. edodes. Resultados proximos entre extrato bruto e o extrato
bruto fervido corroboram com a premissa que o efeito nematostatico estd associado a moléculas
termorresistentes.

Outros estudos mostraram a eficiéncia de P. ostreatus e L. edodes em juvenis de M.
javanica. Heydari et al. (2006) utilizaram filtrados de P. ostreatus cultivados em extrato de
malte sobre juvenis de M. javanica que paralisaram 78% dos juvenis em 4 horas e 100% deles
apods 24 horas. Cinco espécies diferentes de Pleurotus (P. ostreatus, P. sajor-caju, P.
cornucopiae, P. florida e P. eryngii) também foram avaliadas sobre juvenis de M. javanica em
estudos in vitro. Nas culturas de agar, todas as espécies testadas produziram minusculas
goticulas de toxina e os nematoides expostos a essas goticulas recuaram imediatamente e foram
colonizados por fungos 24-48 horas depois. Esses efeitos foram mais pronunciados para P.
ostreatus.

Hahn et al. (2019) também apresentaram resultados satisfatorios de motilidade e
mortalidade de extratos filtrados de L. edodes sobre juvenis de M. javanica, em que a taxa de
mortalidade sobre os juvenis dessa espécie foi de 95,7% apds o periodo de 48 horas. A
motilidade e a mortalidade de extratos filtrados de P. eryngii sobre os juvenis de M. javanica
também foram avaliadas por Hahn ef al., (2019), no qual apresentou um percentual de 32% de
imobilizacdo dos juvenis dessa espécie.

Alvear-Diaz (2018) avaliou os extratos etanolico e aquoso de P. ostreatus sobre juvenis
de Meloidogyne spp. e apds 60 minutos obteve 99,1% de mortalidade a partir do extrato

etanolico e 1,40% para o extrato aquoso. J4 Sufiate et al. (2017) observaram que o extrato de P.
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eryngii reduziu em 53% o nimero de ovos intactos de M. javanica quando comparados ao
grupo controle.

E possivel observar a auséncia de um efeito nematicida ao longo das 72 horas, como
visto nas Figuras 1 e 2 nos experimentos com os juvenis de M. incognita. Esse comportamento
também ¢ justificado pelas diferengas nutricionais do substrato da producao dos cogumelos,
como também sua forma de cultivo. Assim, fica notorio a importancia de se testar varios
parametros para se avaliar a capacidade dos fungos de produzir toxinas (DONG et al., 2006).

Portanto, existe um vasto campo de investigagao sobre as propriedades nematicidas e
nematostatica dos cogumelos. Como exemplo, a onfalotina A, um nematicida isolado do
cogumelo Omphalotus olearius, ele ¢ considerado mais potente que o nematicida ivermectina
comercialmente disponivel, apresentando uma DL50 de 0,75 ug/mL sobre os nematoides do

género Meloidogyne (MAYER et al., 1997; DONG et al., 2006).

5.3 Atividade nematostatica dos extratos brutos sobre juvenis de Panagrellus redivivus.
As Figuras 5 e 6 mostram a atividade nematostéatica obtida utilizando os residuos da
producdo de cogumelos comestiveis sobre os juvenis de Panagrellus redivivus, nematoide
modelo em experimentos de atividade nematostatica. A Figura 5 mostra os dados usando o

extrato ndo fervido.
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Figura 5. Atividade nematostatica dos extratos ndo fervidos dos residuos de Lentinula edodes, Pleurotus ostreatus,
Pleurotus spp., Hypsizygus marmoreus, Flammulina velutipes e Pleurotus eryngii sobre os juvenis de Panagrellus
redivivus pelos periodos de 24, 48 e 72 horas. As médias seguidas por letras iguais nas colunas ndo diferiram entre
si pelo teste de Tukey a 5%.
Ap6s o periodo de 24 horas, L. edodes promoveu a imobiliza¢ao de 82,90% dos juvenis
de P. redivivus, sendo esse seu periodo de maior eficiéncia. Apos 48 horas, foi observado uma

imobilizacdo de 63,20% dos juvenis dessa espécie. E em 72 horas, a paralisa¢do dos juvenis de

P. redivivus pelos residuos de L. edodes teve declinio, chegando em 46,47% de imobilizagao.
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O fungo P. ostreatus apresentou efeito significativo na paralisa¢do dos juvenis de P. redivivus
apenas apds o periodo de 24 horas, sendo esse de 57,09%. J& os residuos dos fungos H.
marmoreus, F. velutipes, P. eryngii ¢ Pleurotus sp. ndo apresentaram diferenca significativa do
grupo controle.

A Figura 6 mostra os resultados obtidos no teste de atividade nematostatica usando os

extratos fervidos sobre os juvenis de P. redivivus.
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Figura 6. Atividade nematostatica dos extratos fervidos dos residuos de Lentinula edodes, Pleurotus ostreatus,
Pleurotus spp., Hypsizygus marmoreus, Flammulina velutipes e Pleurotus eryngii sobre os juvenis de Panagrellus
redivivus nos periodos de 24, 48 e 72 horas. As médias seguidas por letras iguais nas colunas nao diferiram entre
si pelo teste de Tukey a 5%.

Apo6s 24 horas, o extrato de L. edodes paralisou 89,09% dos juvenis de P. redivivus.
Depois de 48 horas, o efeito nematostatico foi de 62,03%. E apds 72 horas, a taxa de paralisagao
dos juvenis dessa espécie foi de 47,74%. O extrato de P. ostretus apresentou efeito
nematostatico apenas apds as primeiras 24 horas, com 56,44%. Os demais fungos apresentaram
efeito nematostatico inferior a 25% ou nenhuma diferenca significativa em relacdo ao grupo
controle nos periodos de 24, 48 e 72 horas.

Os resultados proximos entre extrato bruto e o extrato bruto previamente fervido tanto
para os residuos de L. edodes quanto para os residuos de P. ostreatus corroboram com a
premissa que a acdo nematostatica esta relacionado a moléculas termorresistentes.

Outros estudos avaliaram o efeito desses fungos sobre os juvenis de P. redivivus. Soares
et al. (2019) testaram o extrato aquoso de H. marmoreus em P. redivivus € em larvas infectantes
de bovinos (L3) e verificaram, em relagdo ao grupo controle, um percentual de redugdo
significativo de 52% e 26%, respectivamente, apos o periodo de 24 horas. Além disso, o

primeiro composto com propriedade nematicida isolado de P. ostreatus foi o acido trans-2-
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decendico, que foi responsavel pela imobilizagdo de 95% de uma populacdo de teste do
nematoide Panagrellus redivivus em 1 hora (KWOK et al.,1992).

E possivel observar que os juvenis de P. redivivus sio menos sensiveis aos extratos
quando comparados com os das espécies de M. incognita (Figuras 1 € 2) e M. javanica (Figuras
3 e 4), principalmente para o extrato do residuo de P. ostreatus, sugerindo que esses extratos
possuem menor a¢do sobre os nematoides de vida livre. Esse efeito pode estar associado a
diferencas na composi¢ao da cuticula desses nematoides, que podem diferir de espécie para
espécie. Comportamento semelhante foi descrito por Rocha ef al. (2017) onde extratos de
sementes de Canavalia ensiformis promoveram a morte de 90% de juvenis de M. incognita e
apenas 5% dos nematoides de vida livre.

Os nematoides de vida livre sdo espécies modelo amplamente utilizadas nos estudos de
atividade nematicida e nematostatica. Esses organismos nao requerem um hospedeiro para se
alimentar ou reproduzir, o que facilita o cultivo continuo dessas espécies. Além disso, eles sdo
menos sensiveis a compostos toxicos, como visto ao comparar os resultados de M. incognita e
M. javanica. Dessa forma, os nematoides de vida livre sdo muito uteis na selecao inicial de
compostos com potenciais nematicidas e nematostatico, servindo como um parametro para os
estudos com nematoides parasitas de plantas ou animais (NIGON et al., 2018, CASTANEDA-
RAMIREZ et al., 2020).

5.4 Atividade nematostatica em diferentes diluicoes dos extratos brutos
Diferentes diluigdes dos extratos dos residuos agroindustriais de L. edodes e P. ostreatus
foram utilizados para avaliar a atividade nematostatica sobre nematoides de Panagrellus

redivivus.
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Figura 7. Atividade nematostatica dos extratos fervidos dos residuos de Lentinula edodes em diferentes
concentragdes sobre os juvenis de Panagrellus redivivus. As médias seguidas por letras iguais nas colunas ndo
diferiram entre si pelo teste de Tukey a 5%.
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Esses residuos foram escolhidos por apresentarem um efeito nematostatico mais potente
sobre nematoides em comparag¢do com os outros residuos fungicos. O teste foi realizado com
as concentracdes de 100, 80, 60, 40 e 20% (v/v). Foram utilizados somente os extratos fervidos.
Os resultados obtidos estdo representados nas Figuras 7 e 8, para L. edodes e P. ostreatus,
respectivamente.

A Figura 7 apresenta os dados dos tratamentos com os extratos de L. edodes em
diferentes concentragdes. Apos 24 horas, as concentragcdes de 100% e a de 80% apresentaram
um percentual de imobilizacao de 87,72% e 80%, respectivamente. Estatisticamente, ndo houve
diferenga significativa entre elas. A concentracdo de 60% ocasionou um percentual de
imobilizacdo de 39,32%. Apds 48 horas, a concentracdo de 100% imobilizou 66,67% dos
juvenis de P. redivivus e a de 80 % imobilizou 65,88%, ndo apresentando diferenca significativa
entre elas. J4 a concentracdo de 60% imobilizou 43,59% dos juvenis. Apos 72 horas, a
concentragdo de 100% imobilizou 65,79% dos juvenis e a de 80% permaneceu com 65,88%. A
concentracdo de 60% teve um declinio do seu percentual, passando a imobilizar 12,82% dos
juvenis, sem diferenca significativa do grupo controle. As taxas de imobilizagdo das

concentracgdes de 40% e 20% nao apresentaram diferenca significativa do grupo controle pelos

periodos de 24, 48 e 72 horas.
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Figura 8. Atividade nematostatica dos extratos fervidos dos residuos de Pleurotus ostreatus em diferentes
concentragdes sobre os juvenis de Panagrellus redivivus. As médias seguidas por letras iguais nas colunas nao
diferiram entre si pelo teste de Tukey a 5%.

A Figura 8 mostra os resultados obtidos utilizando o extrato de P. ostreatus. Apds 24
horas, a concentragdo de 100% imobilizou 68,35% dos juvenis de Panagrellus redivivus e a
concentracdo de 80% imobilizou 66,34% dos juvenis dessa espécie. Estatisticamente, ndo

houve diferenga significativa entre as diluigdes. A partir de 48 horas, nenhuma concentracao
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teve efeito significativo sobre os juvenis de P. redivivus. As concentragdes de 60, 40 e 20% nao
apresentaram diferenca significativa em relagdo ao grupo controle pelos periodos de 24,48 ¢ 72
horas.

A partir dos resultados, pode-se observar que as concentracdes de 100 e 80% dos
residuos de L. edodes sdo eficazes em promover a paralisia dos juvenis de Panagrellus redivivus
de forma semelhante nos periodos de 24, 48 e 72h. J& para os residuos de P. ostreatus, a
concentracao de 100% e 80% teve uma eficacia significativa apenas nas primeiras 24 horas.

Esses resultados indicam que os extratos dos residuos fungicos, L. edodes e P. ostreatus,
tém menor efeito sobre os nematoides de vida livre P. redivivus em concentragdes abaixo de
80%. Estudos futuros devem ser realizados para determinar se concentracdes abaixo de 80%
sao eficazes contra espécies de fitonematoides, pois isso aumentaria a especificidade dos efeitos

desses residuos sobre essas espécies, que sao o alvo do problema.

5.5 Fracionamento dos extratos brutos
Os experimentos dos topicos 5.5.1,5.5.2 € 5.5.3 foram realizados a fim de identificar os
compostos presentes nos extratos fingicos com potencial acdo nematostatica. Como os
resultados de atividade nematostatica com o extrato fervido ndo apresentaram diferenga quando
comparados com o extrato ndo fervido e da possibilidade das moléculas com efeito
nematostatico serem termorresistentes, os experimentos foram realizados somente com o

extrato fervido.

5.5.1 Ultrafiltracao
Os dados da atividade nematostatica utilizando os extratos fungicos apds a ultrafiltragao

estdo representados na Figura 9.
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Figura 9. Atividade nematostatica das fragdes permeadas e retidas dos extratos de Lentinula edodes e Pleurotus ostreatus
sobre os juvenis de Meloidogyne javanica nos periodos de 24, 48 ¢ 72 horas. As médias seguidas por letras iguais nas colunas
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nao diferiram entre si pelo teste de Tukey a 5%. L.E.P = Lentinula edodes permeado; L.E.R = Lentinula edodes retido; P.O.P
= Pleurotus ostreatus permeado; P.O.R = Pleurotus ostreatus retido.

Os residuos fungicos de L. edodes e P. ostreatus foram escolhidos para dar continuidade
aos experimentos por apresentarem uma agao nematostatica melhor quando comparados com
os outros residuos fingicos, como foi mostrado nos resultados de atividade nematostatica sobre
os juvenis de M. incognita e M. javanica (topicos 5.1 e 5.2 presentes neste trabalho). O teste de
atividade nematostatica foi realizado tanto para as amostras que foram permeaveis a membrana
de ultrafiltragdo, como também, as amostras que foram retidas pela membrana. O experimento
foi realizado nos periodos de 24, 48 e 72 horas sobre os juvenis de M. javanica.

Ap6s o periodo de 24 horas, a fracdo permeada pela membrana do extrato de L. edodes
apresentou um efeito nematostatico de 93,76% e a fragdo retida pela membrana um efeito de
81,87% sobre os juvenis de M. javanica, entretanto, estatisticamente eles ndo apresentarem
diferenca significativa. Depois de 48 horas, o efeito nematostatico da fragdo permeada do
extrato de L. edodes permaneceu com 93,81% e a fragdo retida com percentual de 100%, mas
também ndo apresentaram diferenca estatistica. Apds 72 horas, a fragdo permeada sofre um
declinio em seu percentual, passando para 46,03% e a fragdo retida passa para 82,80%.

Ja os residuos fungicos de P. ostreatus apresentaram comportamento diferente. Apos o
periodo de 24 horas, o percentual de imobilizacdo dos juvenis de M. javanica foi de 47,49%
para a fracdo permeada do extrato e de 86,90% para a fragdo retida. Apds os periodos de 48 e
72 horas, em ambos os extratos, houve um declinio significativo no percentual de imobilizagao,
nao sendo significativamente diferentes do grupo controle.

Pelos resultados apresentados ¢ possivel identificar que nos residuos fingicos de L.
edodes existem moléculas com efeito nematostatico maiores que 10 kDa e menores que 10 kDa,
nao sendo possivel identificar uma fragao predominante com a presenca de moléculas com agao
nematostatica. Ja para o fungo P. ostreatus, € possivel observar que o efeito nematostatico foi
somente no periodo de 24 horas e com maior eficicia no extrato retido, que obteve 86,90% de
paralisacdo sobre os juvenis.

A fragdo permeada pela membrana pode conter metabolitos secundarios, pois
apresentam compostos com tamanho igual ou menores a 10 kDa. Os metabolitos secundarios
sdo compostos organicos com baixo peso molecular e ndo essenciais para o crescimento dos
organismos. Essas moléculas exibem atividade antibacteriana, antifingica e nematicida. Para
os fungos, sua producao ¢ uma forma de defesa e protecao em relagdo a competi¢do com outros

microrganismo no ambiente (KELLER et al., 2005).
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A composicdo do meio de cultivo e as condigdes de crescimento influenciam
diretamente a sintese dos metabolitos secundarios. Esses compostos sdo codificados por genes
dispensaveis e nem todos os isolados de uma mesma espécie possui a capacidade de produzir o
mesmo metabélito (MARTIN et al., 2005).

O fungo Pochonia chlamydosporia ¢ um exemplo de organismo que sintetiza
metabolitos secundarios. Ele produz a aurovertina, um metabdlito que pertence a classe dos
policetideos e se destaca devido ao seu efeito nematicida em fitonematoides de M. incognita
(WANG et al., 2015). Um grupo de metabdlitos com atividade anti-helmintica contra H.
contortus denominados oligosporon, oligosporol A e 4'S'dihidro-oligosporon foram
identificador em A. oligosporae A. conoides. Como também, outro grupo de
anti- helminticos chamado roserpins 1-5 foi obtido de Clonostachys candelabrum (OCAMPO-
GUTIERREZ et al.2021).

5.5.2 [Extracio liquido-liquido em baixa temperatura

Os experimentos de extracao liquido-liquido em baixa temperatura foram realizados
utilizando as fracdes permeadas e retidas dos fungos L. edodes e P. ostreatus da etapa anterior
(topico 5.5.1). O teste de atividade nematicida foi realizado utilizando os juvenis de M.
Jjavanica. Os resultados sdao representados nas Figuras 10 e 11. Esta etapa foi realizada com
intuito de separar as moléculas com base em sua polaridade, mostrando sua tendéncia a

permanecer na fase aquosa ou organica.
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Figura 10. Atividade nematostatica da fracdo organica (acetonitrila) dos extratos de Lentinula edodes e Pleurotus
ostreatus sobre os juvenis de Meloidogyne javanica nos periodos de 24, 48 e 72 horas. As médias seguidas por

letras iguais nas colunas nao diferiram entre si pelo teste de Tukey a 5%. L.E.P = Lentinula edodes permeado;
L.E.R = Lentinula edodes retido; P.O.P = Pleurotus ostreatus permeado; P.O.R = Pleurotus ostreatus retido.
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A Figura 10 apresenta os resultados obtidos usando a fragao de acetonitrila (selecionada
como solvente para a fase organica) para avaliar a atividade nematostatica sobre os juvenis de
M. javanica. E possivel observar que nenhum extrato, tanto de L. edodes quanto P. ostreatus,
teve efeito nematostatico significativo. Esse comportamento permaneceu durante todo o
periodo de 72 horas, indicando que as moléculas com efeito nematostiatico ndo possuem
afinidade com a fase organica.

A Figura 11 apresenta os resultados obtidos usando as fragdes aquosas.

FASE AQUOSA

%
0

zacao
-
® o
e 9

60

40

20+

o P : - =SlI=EI=E1=E1=
< R &
o & Y o}

Porcentagem de imobili
1Y

Residuos Fungicos

Figura 11. Atividade nematostatica da fracdo aquosa dos extratos de Lentinula edodes e Pleurotus ostreatus sobre
os juvenis de Meloidogyne javanica nos periodos de 24, 48 e 72 horas. As médias seguidas por letras iguais nas
colunas nao diferiram entre si pelo teste de Tukey a 5%. L.E.P = Lentinula edodes permeado; L.E.R = Lentinula
edodes retido; P.O.P = Pleurotus ostreatus permeado; P.O.R = Pleurotus ostreatus retido.

ApoOs 24 horas, a fase aquosa da fracdo permeada do extrato de L. edodes paralisou
58,57% dos juvenis de M. javanica e a fase aquosa da fragdo retida do extrato paralisou de
100% dos juvenis. Em 48 horas, a fase aquosa da fracdo permeada aumentou seu efeito,
paralisando 74,90% dos juvenis e a fase aquosa da fra¢do retida permaneceu imobilizando
100% dos juvenis. Depois de 72 horas, a fase aquosa da fracdo permeada diminuiu seu efeito
nematostatico para 26,29%, passando a ndo apresentar diferenga significativa com o grupo
controle. J& fase aquosa da fragdo retida manteve seu efeito nematostatico em 92,80%.

Os extratos dos residuos do fungo P. ostretus apresentaram comportamento semelhante
aos experimentos de ultrafiltragdo (topico 5.5.2). Em 24 horas, a fase aquosa da fragao
permeada do extrato teve uma agdo nematostatica de 11,03% e a fase aquosa da fragado retida
de 70,73%. Depois de 48 horas, essa agdo foi 18,15% para a fase aquosa da fragdo permeada e
de 7,72% para a fase aquosa da fragdo retida, ambos sem diferenga significativa do grupo
controle. Por fim, as 72 horas, para a fase aquosa da fragao permeada foi de 22,06% e de 9,76%

para a fase aquosa da fragdo retida, também sem diferenga significativa do grupo controle.



44

E possivel observar que as moléculas com efeito nematostitico sdo polares,
permanecendo presentes nos extratos aquosos para ambos os residuos fungicos, L. edodes e P.
ostreatus. O fungo L. edodes continuou apresentando acdo nematostatica tanto na fragdo
permeada aquosa do extrato quanto na fragdo retida, porém, foi mais eficaz na fragao retida. J&
o fungo P. ostreatus apresentou atividade nematostatica somente na fase aquosa da fragao retida
pelo periodo de 24 horas.

Os bionematicidas sdo produtos de natureza bioldgica, sao biodegradaveis e requerem
menos etapas de pré-tratamento antes da aplicacao no solo (BARBOSA et al., 2006). No caso
bionematicidas formados por compostos polares, como os extratos aquosos dos residuos de L.
edodes e P. ostreatus, essa facilidade ¢ ainda maior. Esses compostos sdo soluveis em agua, o
que torna sua aplicagdo aos agricultores mais facil, como também sdo indcuos ao meio ambiente
e aos seres humanos, evitando a contaminacao do solo e aguas.

Estima-se que anualmente ocorram cerca de 385 milhdes de incidentes por
envenenamento nao fatal por nematicidas, com cerca de 11.000 mortes (RASOOL et al., 2022).
Assim, o uso de agentes quimicos no controle de fitonematoides tem despertado a atengao
devido ao seu impacto negativo no meio ambiente, sendo responsaveis pela contaminacao de
solos e dgua. Esses compostos quimicos sao encontrados em lagos e rios que estejam proximos
a campos agricolas. A contaminagao das dguas decorre do escoamento do campo agricola, onde
os pesticidas soluveis sdo levados pelas moléculas de agua, infiltrando-se nas camadas do solo
e, eventualmente, atingindo as dguas superficiais e subterraneas (SYAFRUDIN et al., 2021).

O acumulo dessas substancias na agua pode ser amplificado na cadeia alimentar, pois
niveis troficos mais elevados também apresentam as substancias presentes nos organismos que
serviram de alimento, tornando-se uma ameaca aos seres humanos. Esse efeito ¢ conhecido
como bioacumulagdo (SHARMA et al.,2019). Portanto, ¢ evidente a importancia de alternativas

para o controle desses parasitas, como o uso de bionematicida.

5.5.3 Espectrometria de massas

A fragdo aquosa retida do extrato de L. edodes foi analisada por LC/MS-MS e essa
continha varias massas de baixo e alto peso molecular, indicando que a amostra ndo estava pura,
como ¢ mostrado na Figura 12. Os fragmentos dessas massas ndo apresentaram similaridade
com nenhum dos compostos da biblioteca quando comparados aos espectros do banco de dados.
As fragmentagdes ocorreram de forma satisfatoria, ndo sendo esse o motivo para nao

identificacdo dos compostos.
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Figura 12. Espectro obtido a partir da analise de cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas

(LC/MS-MS) da fragdo aquosa retida do extrato de Lentinula edodes.

Cruz-arévalo et al. (2020) obtiveram resultados satisfatorios para identificagao da
composi¢ao quimica de extratos de Pleurotus eryngii por cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massa (GS-MS). Extratos hidroalcdolicos de uma cepa de P. eryngii foram
submetidos a uma coluna cromatografica de fase normal e a fragdo com maior eficacia foi
analisada por GM-MS. A andlise mostrou que a fragdo era composta de trealose CAS: 6138-
23-4, polidis (L-iditol CAS: 488-45-9, galactitol CAS: 608-66-2, D-manitol CAS: 69 -65-8, D-
glucitol CAS: 50-70-4 e mioinositol CAS: 87-89-8), acido adipico CAS: 124-04-9, acido
estearico CAS: 57-11-4, esqualeno CAS: 111-02-4 e § -sitosterol CAS: 83-46-5.

Portanto, pode ser util aplicar outras técnicas para identificar compostos com efeito
nematostatico. A maior purificacdo dos extratos e o uso de equipamentos com maior acuracia,
como espectrometros de massas com analisadores de tempo de voo (Q-TOF), podem melhorar
a eficiéncia do processo de identificacdo de compostos, e também, a utilizacdo de outros

métodos, como o GS/MS-MS.
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CONCLUSAO

A partir desse estudo, foi possivel avaliar que os extratos e fragdes dos residuos fungicos
de L. edodes e P. ostreatus, oriundos da producdo de cogumelos comestiveis, foram eficazes
em paralisar os juvenis de M. incognita e M. javanica, principalmente apos as primeiras 24
horas. Esse efeito foi observado para os extratos fervidos e para os extratos ndo fervidos,
indicando que os compostos responsaveis pelo efeito nematostatico sdo moléculas
termorresistentes. Os residuos dos fungos H. marmoreus, F. velutipes, P. eryngii € Pleurotus
sp. apresentaram uma reduc¢do na motilidade inferior a 40% ap6s os periodos de 24, 48 e 72h,
ndo sendo eficazes na paralisagdo de juvenis de M. incognita € M. javanica. Para o nematoide
modelo, P. redivivus, esse efeito nematostitico foi menor quando comparado aos
fitonematoides. Nao foi possivel identificar os compostos com agdo nematostatica, sendo
necessario aplicacdo de novas técnicas para a identificagdo dessas moléculas, como uma maior

purificacao dos extratos e uso de métodos espectrométricos de maior acurécia.
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