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RESUMO: Os nematoides fitoparasitas constituem um dos grandes problemas que afetam a
producdo agricola. Desta forma, ¢ necessario o desenvolvimento de métodos eficientes para seu
controle, como o controle alternativo. O objetivo deste trabalho ¢ a avaliacao da eficiéncia de
oito cepas do género Pleurotus no controle in vitro dos nematoides Meloidogyne incognita e
Pratylenchus brachyurus. Os isolados utilizados no experimento foram U12-4, U16-16, U16-
20, U16-21, U16-22, U16-23, U16-28 ¢ U16-30. Apds 14 dias de crescimento destas em meio
liquido a base de extrato de malte (ME 2%) a 28 °C, sob agita¢do, a biomassa fresca foi utilizada
para o preparo do extrato aquoso (1:10) utilizado no teste de mortalidade dos nematoides. O
experimento foi realizado em delineamento inteiramente casualizado, com trés repeti¢cdes, 0s
resultados obtidos foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e as médias comparadas
pelo teste de Tukey, ambos a um nivel de 5% de significancia. A utiliza¢do dos extratos obtidos
de isolados do género Pleurotus no controle das espécies Meloidogyne incognita e Pratylenchus
brachyurus revelou 100% de mortalidade quando comparado a testemunha (4gua) para todos
os isolados testados, revelando que basidiomicetos do género Pleurotus apresentam potencial
atividade nematicida.

Palavras-chave: Basidiomicetos, controle alternativo, fitoparasitas.

POTENTIAL NEMATICITY ACTIVITY OF Pleurotus spp. ABOUT Meloidogyne
incognita AND Pratylenchus brachyurus

ABSTRACT: Phytoparasitic nematodes are one of the major problems affecting agricultural
production. Thus, it is necessary to develop efficient methods for its control, such as alternative
control. The objective of this work is to evaluate the efficiency of eight strains of genus
Pleurotus in vitro control of nematodes Meloidogyne incognita and Pratylenchus brachyurus.
The isolates used in the experiment were U12-4, U16-16, U16-20, U16-21, U16-22, U16-23,
U16-28 and U16-30. After 14 days of growth of these in liquid medium based on malt extract
(ME 2%) at 28 °C, under agitation, fresh biomass was used for the preparation of the aqueous
extract (1:10) used in the nematode mortality test. The experiment was carried out in a
completely randomized design, with three replications, the results obtained were submitted to
variance analysis (ANOVA) and the means compared by the Tukey test, both at a level of 5%
significance. The use of extracts obtained from strains of genus Pleurotus in the control of the
species Meloidogyne incognita and Pratylenchus brachyurus revealed 100% mortality when
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compared to the control (water) for all isolates tested, revealing that basidiomycetes of the
genus Pleurotus have potential nematicide activity.

Key words. Alternative control, basidiomycetes, phytoparasites.

INTRODUCAO

Meloidogyne incognita (Kofoid e White, 1919) e Pratylenchus brachyurus (Godfrey,
1929) sao nematoides fitoparasitas que afetam as raizes das plantas e tem apresentado elevadas
perdas na agricultura. No Brasil ainda ndo foram quantificadas as perdas ocasionadas pelo
nematoide do género P. brachyurus, em relagdo a grandes culturas, em especial a soja, porém
as mesmas tém aumentado no decorrer das safras (Goulart, 2008). Em relacdo aos danos
relacionados aos nematoides desse género sdo de uma reducdo estimada de 30% na
produtividade da soja em areas de grandes populagdes de P. brachyurus (Dias et al., 2010).

Estes fitoparasitas representam um grande problema na agricultura uma vez que a
maioria dos agricultores desconhece a existéncia destes nas lavouras. Cerca de mais de 100
espécies de nematoides, envolvendo aproximadamente 50 géneros, ja foram associadas ao
cultivo de soja em todo o mundo. No Brasil, os nematoides mais prejudiciais as culturas sdo os
formadores de galhas (Meloidogyne spp.), de cisto (Heterodera glycines), de lesdes radiculares
(Pratylenchus brachyurus) e o reniforme (Rotylenculus reniformis), os quais podem afetar
culturas de grande relevancia economica como o milho, soja, café, cana-de-agucar, além de
diversas forrageiras, hortalicas e frutiferas (Dias et al., 2010).

O controle de nematoides geralmente ¢ realizado por meio da aplicagdo de quimicos,
rotagdo de culturas, adubacdo verde e uso de variedades resistentes (Lamondia, 2004). Estes
métodos, no entanto, ndo sdo totalmente eficazes no controle nematologico e a utilizagdo de
plantas resistentes nem sempre ¢ possivel, pela indisponibilidade de materiais com genes de
resisténcia a estes fitoparasitas (Ferraz et al., 2001).

Os produtos quimicos, por sua vez, além de serem prejudiciais a saude humana e ao
ambiente, podem apresentar efeito residual no solo e também nos produtos colhidos, o que fez
com que alguns deles tivessem a comercializagdo proibida. Por esta razdo, o biocontrole vem
sendo estudado como uma alternativa no controle de nematoides (Soares, 2006).

Sao conhecidos até o momento, trés principais grupos de organismos antagonistas de
nematoides, que diferem entre si de acordo com seu modo de acdo. Os predadores sdo
organismos que predam nematoides e utilizam partes de seu corpo como nutrientes. Algumas

espécies de predadores podem ser polifagas, consumindo um grande ntimero de espécies de
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presas e outras onivoras, sendo, portanto, mais especificas. Um segundo grupo é composto por
parasitas, que crescem juntamente com seus hospedeiros, obtendo deles os nutrientes
necessarios para seu desenvolvimento e multiplicagao.

Em contraste com os predadores, estes organismos sao capazes de completar seu ciclo
e aumentar sua biomassa em um Unico nematoide. O terceiro grupo de antagonistas contém um
variado numero de organismos que influenciam a sobrevivéncia dos nematoides por
competicdo, espago ou por producdo de substincias toxicas aos nematoides (Stirling, 1991),
este ultimo inclue fungos do género Pleurotus (Yang et al., 2007).

O género Pleurotus produz cogumelos e ¢ um dos basidiomicetos mais cultivados e
utilizados para alimentacdo no mundo (Sénchez et al., 2002). Sao encontrados em regides de
clima temperado e tropical em todo o mundo, especialmente no Sudeste Asiatico, India, Europa
e Africa. Apresentam um ciclo de produgio curto, uma vez que necessitam de menos de 30 dias
para o desenvolvimento micelial e necessitam de um periodo de cinco a dez dias para emissao
dos primordios, desde o inicio do crescimento vegetativo até a primeira colheita, podendo
atingir, em situacdes favoraveis, trés ciclos de producao (Colauto; Eira, 1995; Stamets, 2000).

Representantes deste género, além de possuirem ciclo produtivo reduzido requerem
tecnologia de produg¢do pouco complexa, sendo estas caracteristicas determinantes na
viabilidade técnica e econdmica de um cultivo em escala industrial (Apati, 2004; Mandeel et
al., 2005; Coelho, 2012). Marino e Silva (2013) verificaram que isolados fungicos de Pleurotus
ostreatus incorporados em substrato a base de p6 de coco controlou o nimero de galhas e
massas de ovos da espécie M. incognita em plantas de alface, reduzindo, portanto, o nimero
médio de nematoides. Braga et al. (2014) testaram fungos nemat6fagos da espécie Arthrobotrys
robusta em meio agar-agua 2% e relataram a reducdo de nematoides de vida livre em placas de
Petri. Similarmente, Genier et al. (2015) observaram atividade de controle contra nematoides
juvenis do género Panagrellus promovida pelo fungo P. ostreatus e suas proteases,
demonstrando potencial para o uso no controle bioldgico integrado.

A utilizagdo de basidiomicetos do género Pleurotus como nematicida vem sendo testada
e sua eficiéncia ja foi comprovada no controle de M. incognita em alface (Baldrian et al., 2005).
Souza et al. (2006), Palizi et al. (2009) e Araujo et al. (2012) também observaram o efeito
positivo de fungos e bactérias no controle e reducdo da populagdo de nematoides do género
Heterodera schachtii.

Com isso, o uso de basidiomicetos possivelmente torna-se um método de controle
promissor em longo prazo, abrangendo os inimigos naturais dos nematoides, que apresentam

grande potencial como controle biolégico (Ferraz; Santos, 1995). Além da aplicagdo como
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nematicida dos fungos do género Pleurotus, este também tem sido utilizado em estudos de
biorremediacdo de poluentes, como petroleo de hidrocarbonetos aromaticos policiclicos
(Mandeel et al., 2005).
Diante disso, o objetivo deste trabalho foi avaliar a eficiéncia de oito cepas do género

Pleurotus no controle in vitro dos nematoides M. incognita e P. brachyurus.
MATERIAL E METODOS

Obtencgdo do inoculo e da biomassa fungica

O experimento foi realizado no Laboratério de Biologia Molecular e de Fitopatologia
da Universidade Paranaense-UNIPAR, no municipio de Umuarama-Parand. Para o experimento
foram utilizadas oito cepas do género Pleurotus (Tabela 1), criopreservados de acordo com
Mantovani et al. (2012) e Zaghi Jr et al. (2020), pertencentes a cole¢ao de fungos do Laboratorio

de Biologia Molecular.

Tabela 1. Cepas e codigos do género Pleurotus.

Cepa Cadigo
Pleurotus ostreatus Ul2-4,U16-16, U16-22
Pleurotus djamor U16-20, U16-28
Pleurotus citrinopileatus Ul6-23
Pleurotus pulmonarius Ul6-21
Pleurotus eryngii U16-30

As cepas fingicas foram mantidas em placas de Petri contendo meio de cultivo MEA
2% (4gar extrato de malte) previamente autoclavado. As placas foram acondicionadas em
incubadora BOD regulada a 28 °C + 1 °C no escuro. Apos 14 dias o indculo foi selecionado a
partir da borda do crescimento do micélio com aparéncia uniforme e sem setoriamento. Cinco
discos de micélio (6 mm) foram transferidos para Erlenmeyers contendo 100 mL de meio de
cultivo liquido a base de extrato de malte (2%). Os frascos foram mantidos sob agitacdo (89
rpm) em agitador orbital por 14 dias a 28 °C. Aos 14 dias de crescimento o micélio foi filtrado
em bomba a vacuo e a biomassa seca em estufa com circulagdo e renovacao de ar ajustada a 60
°C até atingir massa constante. Apos seca, a biomassa foi macerada e utilizada no preparo do

extrato aquoso.
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Obtengdo do extrato aquoso

O extrato aquoso foi preparado na propor¢ao de 1:10, no qual foram adicionados 2g de
p6 para 20 mL de dgua destilada. Apds a homogeneizacdo a mistura foi mantida em banho-
maria a 90 °C por 1 hora com agitagdo dos frascos a cada 5 minutos. Ao final deste periodo a
mistura foi filtrada em bomba a vacuo e a biomassa retida foram adicionados 20 mL de 4dgua
destilada. A mistura retornou para o banho-maria a 90°C e repetiu-se o procedimento
supracitado. Apds 1 hora o extrato foi filtrado e mistura ao obtido na primeira extracdo. Uma
vez obtidos, os extratos referentes a cada um dos cinco isolados de Pleurotus spp. foram

testados quanto a atividade nematicida.

Obtencado e extragdo dos nematoides

As populagdes de nematoides, M. incognita e P. brachyurus, foram obtidas de raizes de
mudas de tomateiro ‘Santa Cruz’ e soja ‘Monsoy 6210, respectivamente. Para obten¢ao dos
indculos, as mudas foram transplantadas separadamente para vasos com capacidade para 10 L
e cultivadas em solo autoclavado (2 h/120°C) por, aproximadamente, 15 dias. Apds este
periodo, realizou-se a infeccdo artificial com as respectivas espécies de nematoides, as quais
foram mantidas em casa-de-vegetagao para a multiplicagao.

Para a instalagdo do experimento, realizou-se a extragdo dos espécimes de nematoides
dos sistemas radiculares, conforme Hussey e Barker (1973) adaptada por Bonetti e Ferraz
(1981). Adicionalmente para o teste de mortalidade, as amostras obtidas a partir do sistema
radicular foram submetidas & metodologia de funil de Baermann (1917), acondicionados em
estufa BOD a 26 °C, por 48 horas. Decorrido este periodo, recolheu-se os nematoides vivos. As
suspensdes obtidas foram quantificadas em camara de Peters, sob microscopio Optico e,

calibradas, separadamente, para aproximadamente 20 nematoides vivos mL™".

Teste de mortalidade dos nematoides

O experimento foi constituido por nove tratamentos, sendo eles extratos aquosos de
fungos do género Pleurotus e 4gua como testemunha. Cada unidade experimental foi composta
por tubos de ensaio 10x75 mm, com capacidade para 5 mL. Adicionou-se em cada uma delas 1
ml de suspensdo de nematoides contendo 20 individuos vivos e 1 ml dos extratos fingicos ou
agua, totalizando 2 ml por tubo. Em seguida, os tubos foram acondicionados em incubadora
BOD a temperatura de 26°C. Apo6s 48 horas, efetuou-se a contagem de nematoides mortos, com
auxilio de cadmara de Peters, sob microscépio Optico. O resultado foi expresso em porcentagem

de mortalidade. O experimento foi instalado em delineamento inteiramente casualizado com
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trés repetigdes, contendo 27 unidades experimentais. Para o ajuste da normalidade e dos erros,
os resultados foram transformados por /x + 1 e submetidos a anélise de varidncia a 5% de
significancia. As médias foram submetidas a andlise de varidncia (ANOVA), quando
significativas foram comparadas pelo teste de Tukey a um nivel de 5% de significancia,

utilizando o programa estatistico Sisvar (Ferreira, 2011).
RESULTADOS E DISCUSSAO
Os resultados obtidos revelaram que o extrato aquoso preparado a partir da biomassa
seca das cepas de Pleurotus spp. avaliadas (U12-4, U16-16, U16-21, U16-22, U16-20, U16-23,

U16-28, U16-30) foram eficazes para o controle bioldgico in vitro dos nematoides M. incognita

(Figura 1) e P. brachyurus (Figura 2).
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Figura 1. Porcentagem de mortalidade in vitro de nematoides da espécie M. incognita.

Letras diferentes nas colunas representam diferenca significativa nos tratamentos a 5% de significancia pelo teste
de Tukey. CV=1,62%.
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Figura 2. Porcentagem de mortalidade in vitro de nematoides da espécie P. brachyurus
Letras diferentes nas colunas representam diferencga significativa nos tratamentos a 5% de probabilidade pelo teste
de Tukey. CV=1,78%.

Virios fungos sdo capazes de produzir metabolitos toxicos a nematoides vermiformes e
fémeas sedentarias, como em Meloidogyne spp. € Heterodera spp. ou de inibir a eclosdo dos
nematoides. Essas substancias podem ser eficazes contra mais de um estadio de
desenvolvimento do nematoide ou serem especificas a determinado estddio, como constatado
por Costa et al. (2001), em que filtrados de Paecilomyces lilacinus, Fusarium moniliforme,
Fusarium oxysporum foram capazes de provocar alta porcentagem de mortalidade e inibi¢ao da
eclosdo de M. incognita, enquanto os filtrados de Fusarium solani, Aspergilus flavus,
Cylindrocarpon magnusianum e Mortierella sp. induziram inibi¢do da eclosdo.

Existem poucos estudos sobre a caracterizagdo das substancias nematicidas produzidas
por certos fungos, mesmo considerando as principais espécies desse grupo que incluem os
géneros: Aspergillus, Pleurotus, Penicillium, Trichoderma e Myrothecium (Ferreira et al.,
2008). Os fungos do género Pleurotus liberam substincias denominadas nematotoxinas
produzidas por células secretoras encontradas em intervalos ao longo das hifas, que imobilizam
os nematoides (Barron, 1987). Segundo Marino e Silva (2013), o nematoide ao entrar em
contato com essa substancia sofre uma reagdo de paralisia e lise da cuticula.

Embora vivo, o nematoide permanece imovel e os liquidos que extravasam de seus

tecidos estimulam o crescimento de hifas do fungo em sua direcdo, em um processo de
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quimiotaxia. Essas hifas penetram, entdo, nos tecidos do nematoide digerindo-os e absorvendo
os nutrientes liberados. Os fungos produtores de metabdlitos toxicos, representados pelos
géneros Aspergillus, Pleurotus, Penicillium, Trichoderma e Myrothecium, por sua vez,
demandam mais estudos sobre o efeito das possiveis substancias toxicas aos nematoides que
sdo produzidas por tais fungos.

Os resultados expressos nas Figuras 1 e 2 podem ser justificados pelo fato dos fungos
serem bons produtores de proteases e possuirem grande potencial para produgdo de enzimas
extracelulares com agdo nematicida, conforme dados ja relatados por Braga et al. (2012) e
Soares et al. (2012) em estudos com fungos nematofagos.

Okorie et al. (2011) obtiveram resultados satisfatorios ao avaliarem dois isolados de
fungos do género Pleurotus quanto a atividade nematicida, sendo que as espécies testadas nao
diferiram entre si quanto a acdo nematicida. No presente estudo, as oito cepas avaliadas nao
diferiram significativamente entre si no controle in vitro de M. incognita e P. brachyurus. Os
resultados da agdo nematicida obtidos corroboram com os dos demais autores citados neste
estudo (Baldrian et al., 2005; Souza et al., 2006; Palizi et al., 2009; Araujo et al., 2012; Marino
e Silva, 2013; Braga et al., 2014; Genier et al., 2015).

CONCLUSAO
O extrato aquoso preparado a partir da biomassa seca das cepas U12-04, U16-16, U16-
21,U16-22,U16-20, U16-23, U16-28, U16-30 do género Pleurotus apresentou controle in vitro
dos fitonematoides M. incognita e P. brachyurus. No entanto, necessita-se de novos estudos
que avaliem a eficiéncia dos basidiomicetos, in vivo, a fim de comprovar sua atividade

nematicida.
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