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1. Introdugéo

Os fitonematoides sdo animais invertebrados responsaveis por perdas significativas
na producgéo agricola, por desviarem nutrientes importantes ao desenvolvimento da planta
hospedeira e/ou podem ser vetores de outros agentes fitopatogénicos (AGRIOS, 1997).

Dentre os fitonematoides, o Meloidogyne sp. promove a formacdo de galhas nas
raizes sendo considerado polifago, cosmopolita com habilidade de adaptacdo e ao
parasitismo (OLIVEIRA et al., 2016). Segundo estes autores, o controle deste nematoide
pode ser realizado com o emprego de nematicidas (controle quimico); rotacdo de cultura
e/ou uso de variedades resistentes (controle cultural) e uso de micro-organismos
nematofagos ou indutores de resisténcia (controle bioldgico).

Neste contexto, o controle bioldgico apresenta a vantagem de ndo contaminar o
ambiente, ndo deixar residuos nos produtos colhidos, ndo causar o desequilibrio na
diversidade de organismos do solo, além de tem menor custo e ser de facil aplicacdo
(SOARES, 2006).

No solo, os fungos nemat6fagos Arthrobotrys, Aspergillus e Coniothyrium produzem
toxinas antagbnicas aos fitonematoides e podem controlar de forma eficiente estes
patégenos (SILVA et al., 2017; CARVALHO et al., 2005). Além desses micro-organismos,
os fungos micorrizicos arbusculares (FMA) sdo comumente encontrados em solos tropicais,
0s quais sdo biotréficos e capazes de realizar a simbiose com mais de 80% das espécies
vegetais (MIRANDA, 2008). Os FMA podem induzir o sistema de resisténcia a
determinados fitopatégenos (FOLLI-PEREIRA et al., 2012) e reduzir a incidéncia e
severidade dos nematoides formadores de galhas (ANJOS et al, 2010; SOUSA et al.,
2010).

Os fungos endofiticos “dark septate” (DSE), caracterizados por apresentar hifas
septadas e melanizadas (RIBEIRO et al., 2011) também podem estimular ou inibir outros
micro-organismos do solo (YAN et al., 2015). Contudo, ndo foram encontrados relatos
sobre a acdo dos DSE no biocontrole de fitonematoides, bem como sua interagdo com
FMASs nativos, em alface.

De forma alternativa, Mamiya (2006) cita que o micélio dos fungos comestiveis
Pleurotus ostreatus, P. pulmonarius, P. eryngii, Lentinula edodes, Lampteromyces
japonicus apresentaram acdo nematicida sobre Bursapelenchus xylophilus “in vitro”. Aslam
e Saifullah (2013) também verificaram que o substrato de producdo dos cogumelos
Agaricus bisporus e Pleurotus sp. reduziu a eclosdo dos ovos e aumentou a mortalidade do
estadio J2 do nematoide Meloidogyne incognita. Por sua vez, Hahn (2017) citou que o
extrato do substrato de cultivo de L. edodes e P. eryngui apresentou efeito nematicida sobre
M. javanica.

A acdo nematicida dos fungos comestiveis também vem sendo descrita com o
emprego dos extratos dos basidiomas dos cogumelos, como o de L. edodes no controle do
nematoide Bursaphelenchus xylophilus (DONG et al., 2006). Saboti¢ et al. (2016) citaram,



&8¢

'
NS
UFS

SERVICO PUBLICO FEDERAL
~ UNIVERSIDADE FEDERAL DE SERGIPE
PRO-REITORIA DE POS-GRADUACAO E PESQUISA

em sua revisdo, que nos extratos dos cogumelos pertencentes aos filos Ascomicota e
Basidiomicota também apresentaram acdo nematicida e nematostatica contra Meloidogyne
sp., Pratylenchus sp. e B. xylophilus. E o emprego dos filtrados do cultivo de
basidiomicetos também foi citado como antibacteriano (KAUR et al., 2016) e antiflngico
(BALDO et al., 2011), mas nao foram encontradas referéncias sobre a acdo nematicida ou
nematostatica, o que caracteriza este trabalho inovador e uma alternativa aos produtores
organicos e geracdo de renda aos fungicultores.

2. Objetivos

O objetivo deste trabalho foi avaliar a acdo nematicida e/ou nematostatica de L.
edodes sobre J2 de M. incognita “in vitro”, bem com sua interagdo com a microbiota nativa
do solo no controle deste nematoide formador de galhas, em estufa.

3. Metodologia

Acdo nematostatica e/ou nematicida do filtrado de cultivo de Lentinula edodes

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente ao acaso (DIC) composto por
quatro tratamentos: controle 1 (sem cultivo fungico); controle 2 (meio de cultura sem
cultivo de isolados fangicos) e dois filtrados do cultivo de isolados de Lentinula edodes
(LED-AJU1L e LED-CHI) com quatro repeticoes.

Os isolados fungicos foram multiplicados em meio de cultura a base de batata-
dextrose-agar (BDA comercial; 39 g L™) em camara asséptica e cultivados a 25 + 1°C com
fotoperiodo de oito horas de luz durante oito dias.

Para obtencdo dos filtrados fungicos, os isolados de L. edodes foram cultivados em 35
mL de meio de cultura & base de extrato de malte (25 g L™) em frascos Erlenmeyer,
previamente autoclavado por 20 minutos a 120°C e 1 atm. Ap6s o resfriamento foram
transferidos dois discos miceliais de 6 e 10 mm por frasco. Nos tratamentos controle 1 e 2
ndo foram adicionados os discos miceliais.

Os isolados fangicos foram cultivados a 25 + 1°C durante 28 dias sem fotoperiodo.
Apos este periodo, o micélio foi separado do meio de cultura através da filtragem em papel
de filtro Whatman n° 1 autoclavado, em camara asséptica. Os filtrados foram armazenados
em geladeira (4°C) em tubos de ensaio previamente autoclavados.

Para avaliacdo do potencial nematicida e/ou nematostatico dos filtrados dos isolados
fangicos foram utilizadas massas de ovos do nematoide formador de galhas, Meloidogyne
incognita, extraidas de plantas de alface cultivadas na Fazenda Experimental Campus
Rural, pertencente a Universidade Federal de Sergipe. A identificacdo da espécie do
nematoide foi realizada pelo Laboratério de Nematologia pertencente a Universidade
Federal de Lavras, a partir de amostras de solo e de raizes.
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A extracdo das massas de ovos foi realizada, apos a lavagem das raizes em agua
corrente e da coloracdo em solucdo de Floxina B (0,15 g L-1) durante 15 minutos. As
massas de ovos foram transferidas individualmente para ceélulas das placas de Elisa
contendo 100 uL de dgua destilada autoclavada e incubadas a 25 + 1°C sem fotoperiodo
durante 24 horas, para a eclosdo do estadio J2 de M. incognita. Apos este periodo, 0s J2
eclodidos vivos, estaticos e mortos foram contabilizados e foram adicionados 100 uL de
agua destilada autoclavada (controle 1), meio de cultura (controle 2) e filtrados fungicos,
conforme os tratamentos. Foram realizadas quatro repeticdes, por tratamento. A incubacéo
foi realizada nas mesmas condi¢fes descritas anteriormente e apds 21 horas da adi¢do dos
tratamentos foram contabilizados o numero de J2 vivos, estaticos e mortos.

Os nematoides eclodidos das massas de ovos no estadio J2 foram considerados vivos,
estaticos ou mortos quando movel; ndo retilineo e imovel; retilineo e imovel,
respectivamente.

Controle de Meloidogyne incognita com inoculante de Lentinula edodes em estufa
agricola

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente ao acaso composto por trés
tratamentos: controle (sem isolado fungico) e dois inoculantes de L. edodes (LED-CHI e
LED-AJU1) com cinco repeticoes.

Os inoculantes fangicos (LED-AJU1 e LED-CHI) foram produzidos em substrato a
base de pd de coco suplementado com 40% de farelo de trigo e umedecido a 60-70% com
agua destilada. A mistura foi acondicionada em frascos de vidro de 500 mL e autoclavado
por 1 hora a 120°C/1 atm e o processo repetido apds 24 horas. Apds o resfriamento do
substrato autoclavado foi transferido um disco micelial de 6 mm de didmetro do isolado de
L. edodes por frasco e tratamento. No tratamento controle foi utilizado apenas o substrato &
base de p6 de coco e farelo autoclavado, sem o cultivo de fungos. Os isolados fungicos
foram cultivados a 25 + 1°C com fotoperiodo de oito horas até completa colonizagdo do
substrato.

Para producdo do in6culo do nematoide M. incognita foi coletado solo de 0 a 30 cm
de profundidade e que havia histérico de infestacdo pelo nematoide Meloidogyne incognita
na Fazenda Experimental Campus Rural (UFS). O solo foi transferido para vasos de 1 Kg e
transplantadas mudas de alface “saia veia” com dois pares de folhas definitivas. A
multiplicacdo dos nematoides foi conduzida por 45 dias, em estufa agricola.

Para avaliagdo do controle de M. incognita pelos inoculantes de L. edodes, o
bioensaio foi realizado em vasos de 1 Kg contendo 800 g solo infestado com M. incognita e
200 g do inoculante fangico. No tratamento controle foram utilizados 800 g de solo arenoso
infestado com nematoide M. incognita e 200 g de po de coco. Em seguida, foram
transplantadas mudas de alface “saia veia” ISLA® com dois pares de folhas definitivas,
previamente produzidas em substrato organico comercial. Os vasos foram distribuidos ao
acaso na estufa agricola com irrigacdo por asperséo.
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As variaveis analisadas foram: presenca de micro-organismos endofiticos ou
fitopatogénicos em sementes e no substrato de cultivo, altura da planta, comprimento da
raiz, numero de folhas, massa fresca da parte aérea, massa fresca da raiz, massa seca da
parte aérea, massa seca da raiz, colonizacdo micorrizica, estruturas micorrizicas (hifas
extrarradiculares, vesiculas e arbusculos), colonizagdo por fungos endofiticos “dark
septate” (DSE), numero de galhas, nUmero de massas de ovos e nimero de ovos de M.
incognita, apos 30 dias do transplantio da alface “saia veia”.

A presenga de micro-organismos endofiticos ou fitopatogénicos nas sementes e no
substrato de cultivo da alface “saia veia” foi avaliada segundo Alfenas e Mafia (2007). De
forma complementar, no substrato de cultivo da alface “saia veia” foi realizado o teste de
Unidades Formadoras de Coldnias segundo Clark (1965) com modificacGes. Por
tratamento, foram transferidos 10 g de solo para frasco Erlenmeyer contendo 90 mL de
agua destilada autoclavada. Em seguida, foi transferido 1 mL da solucdo para tubos de
ensaio contendo 9 mL de &gua destilada autoclavada e agitado com auxilio de Vortex
(diluicdo 10™); foram realizadas diluicdes até 10-6. Foi retirada uma aliquota de 1 mL da
solugéo, por diluicdo, e transferido para placas de Petri contendo meio de cultura BDA
comercial (39 g L™). O cultivo dos micro-organismos presentes no substrato foi realizado
em BOD a 25 + 1°C, sem fotoperiodo durante sete dias. Apos este periodo, os fungos foram
identificados com base nas estruturas reprodutivas, com auxilio de microscépio dptico.

A altura da planta e 0 comprimento da raiz foram determinados com auxilio de uma
régua milimétrica, cuja medicdo foi realizada a partir do colo. O numero de folhas foi
realizado por contagem direta, apds a colheita. A massa fresca da parte aérea e da raiz
foram determinadas com auxilio de balanca semi-analitica. Para determinacdo da massa
seca, 0 material vegetal fresco foi submetido a secagem em estufa com circulacdo forcada
de ar a 60°C até massa constante e, em seguida determinada a massa seca em balanca semi-
analitica.

O numero de galhas e de massas de ovos foram determinados nas raizes de alface
apos a lavagem em agua corrente e coradas com Floxina B por 20 minutos. O numero de
ovos foi determinado, com auxilio de microscopio 6tico, apés a transferéncia das massas de
ovos para uma lamina contendo agua destilada e coberta com uma laminula.

A colonizacdo e as estruturas micorrizicas (hifas extrarradiculares, vesiculas e
arbusculos) foram avaliadas pelo método de interseccdo segundo Giovannetti e Mosse
(1980) com modificacdes. Para tanto, os fragmentos radiculares com diametro inferior a 2
mm foram submetidos a clarificacdo em solucdo de hidréxido de potéassio a 10% em banho-
maria a 60°C durante 20 minutos. Em seguida, os fragmentos radiculares foram lavados em
agua corrente e corados com azul de Tripan durante quatro horas, a temperatura ambiente.
As raizes foram lavadas em &gua corrente e armazenadas em solucdo de &cido
latico:glicerina (1:1). Para avaliagdo da colonizag&o micorrizica, os fragmentos radiculares
foram distribuidos ao acaso em uma lamina quadriculada (5 mm x 5 mm) e avaliados ao
microscopio otico, com aumento de até 400x. A percentagem de coloniza¢do micorrizica
(CM) foi calculada pela equacdo: CM (%) = (NTFC/NTF) x 100, onde NTFC — nimero
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total de fragmentos radiculares colonizados e NTF — ndmero total de fragmentos
radiculares colonizados e ndo colonizados avaliados. Na fase de avaliagcdo foram avaliadas
as percentagens de arbdsculos, vesiculas e hifas, sendo utilizada a mesma equacédo da
colonizagdo micorrizica.

A colonizacéo da alface por fungos endofiticos DSE foi realizada segundo Ribeiro et
al. (2011), com base na presenga de hifas melanizadas septadas e microesclerodios. A
percentagem de colonizacdo por DSE foi determinada pela equacdo: DSE (%) =
(NTFC/NTF) x100, onde NTFC — namero total de fragmentos colonizados por DSE e
NTF — nimero de fragmentos radiculares colonizados e ndo colonizados.

Andlise estatistica

Os resultados obtidos foram submetidos a Analise de Variancia (ANOVA) e nos
casos em que houve diferenca significativa foi aplicado o Teste de Tukey a 5% de
significancia para comparacdo das médias. Os dados de massa fresca da parte aérea, massa
fresca da raiz, numero de galhas, colonizagdo micorrizica, percentagem de arbudsculos,
vesiculas, hifas, relacdo arbusculos/vesiculas e colonizacdo por DSE foram transformados
por Vx+1. As analises de correlacdo foram realizadas no programa Statistica 7.0 e aplicado
o teste t a 5% de probabilidade.

4. Resultados e discussoes

Acdo nematostatica e/ou nematicida do filtrado de cultivo de Lentinula edodes

O filtrado do cultivo de LED-AJU1 resultou em 55,2% de mortalidade de J2 de M.
incognita, cujo valor foi significativamente superior aos 39,1% observados no tratamento
com LED-CHI. O filtrado do cultivo de LED-CHI também apresentou acdo nematostatica
significativa de 53,9% em comparagdo aos demais tratamentos (Figura 1).
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Figura 1 — Percentagem de J2 vivos, estaticos e mortos de J2 de M. incognita apos 21 horas de
incubacdo em &gua destilada (controle 1), meio de cultura (controle 2) e filtrados dos isolados
LED-AJUL e LED-CHI de L. edodes*

*Médias seguidas de mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si pelo Teste de Tukey a 5% de probabilidade

J2 mortos (%)

Na literatura ndo foram encontrados relatos sobre a acdo de filtrados do meio de
cultivo de basidiomicetos no controle de fitonematoides, mas Kaur et al. (2016) observaram
que o filtrado de L. edodes inibiu o crescimento da bactéria fitopatogénica Xanthomonas
campestres pv. vesicatoriae, cujo principio ativo identificado foi o acido oxalico. Nos
filtrados de cultivo de L. edodes também foram identificadas substancias antimicrobianas
como: polifendis (TURLO et al., 2010) e B-glucanas (OKUYAMA et al., 2013).

A acdo nematicida do L. edodes foi verificada com o emprego do extrato do
cogumelo sobre Bursaphelenchus xylophilus com taxa de mortalidade de 28,6%, 47,2% e
57,6% ap6s 24, 48 e 72 horas de incubacdo (DONG et al., 2006), cujos valores foram
proximos aos obtidos com o filtrado do meio de cultivo dos isolados LED-AJU1 (55,2%) e
LED-CHI (39,1%), ap6s 21 horas de incubacdo (Figura 1). Da mesma forma, Hahn (2017)
observou que o extrato do substrato de producdo de L. edodes e Pleurotus eryngui
apresentou agdo nematicida sobre Meloidogyne javanica.

Saboti¢ et al. (2016) citaram, em sua revisdo, que nos extratos dos cogumelos
pertencentes aos filos Ascomicota e Basidiomicota foram identificadas substancias como
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lecitinas e proteases relacionadas a inducdo de resisténcia a fungos parasitas e/ou
predadores de cogumelos, mas também com acdo nematicida e nematostatica. No entanto,
estes autores ndo especificaram a acdo de L. edodes sobre M. incognita.

Assim, importante considerar que os filtrados dos isolados LED-AJU1 e LED-CHI
com acao nematostatica e/ou nematicida sobre o J2 do M. incognita representa uma forma
inovadora de acelerar o processo de obtengdo do principio ativo, pois nesta técnica ndo é
necessario produzir o cogumelo como realizado por Dong et al. (2006) e Saboti¢ et al.
(2016), o que reduz também os custos de producdo do nematicida biolégico. Outro aspecto
a ser considerado, que a acdo nematostatica dos filtrados de LED-REC pode reduzir a
infeccdo de M. incognita, pois pode interferir no processo de infeccdo e impedir a
colonizacdo da planta hospedeira devido sua a¢do nematostatica.

Além disso, torna-se importante testar este filtrado contra outro fitopatogénicos como
fungos de solo, pois Kaur et al. (2016) relataram o efeito antibacteriano do filtrado de L.
edodes. E Tonucci-Zanardo et al. (2015) verificaram que o extrato do basidioma de L.
edodes inibiu o crescimento de fungo fitopatogénico Colletotrichum sublineolum. Desta
forma, o filtrado do meio de cultivo do L. edodes poderia ser utilizado ndo s6 como
nematicida, mas também como fungicida e bactericida, o que resultaria no menor consumo
de pesticidas na agricultura e uma alternativa para produtores organicos.

Controle de M. incognita com inoculante de L. edodes

Teixeira et al. (2017) citaram que o substrato de cultivo do cogumelo Pleurotus
ostreatus pode ser utilizado como promotor de crescimento vegetal e como adubo organico.
No entanto, os inoculantes de L. edodes ndo influenciaram nas variaveis de crescimento
analisadas, exceto na altura da planta e na massa seca fresca da parte aérea da alface
cultivada com LED-CHI, que apresentaram reducdo significativa em relagdo ao controle
(Tabela 1).

Tabela 1 — Altura da planta (ALT), comprimento da raiz (CR), massa fresca da parte aérea
(MFPA), massa seca da parte aérea (MSPA), massa fresca da raiz (MFR), massa seca da
raiz (MSR), namero de folhas (NF), nimero de galhas (NG) e nimero de massas de ovos
(NMO) de M. incognita obtidos em plantas de alface “saia veia” ap6s 30 dias de cultivo
com inoculante de L. edodes

Trat. ALT CR MFPA MSPA MFR MSR NF NG NMO
(cm)  (cm)  (9) () (9) (9)

Controle 324a' 133a 581a 9,2a 13,2a 15a 286a 1228a 2,8
LED-AJU1 31,2a 142a 406ab 6,8a 140a 1,7a 266a 512a 2
LED-CHI 222b 136a 37,0b 9,1a 15,7 a 1,7a 238a 746a -

CV (%) 16,56 19,6 12,5 32,9 24,1 23,8 18,6 31,3

IMédias seguidas de mesma letra, na coluna, néo diferem entre si pelo Teste de Tukey a 5% de probabilidade;
2(-) ndo houve formacéo de massas de ovos
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O emprego do inoculante de L. edodes também ndo influenciou no numero de galhas
de M. incognita, mas observa-se uma redugdo de 39,3 e 58,3% do nimero de galhas de M.
incognita nos tratamentos com LED-CHI e LED-AJUL em relacdo ao controle (Tabela 1),
0 que pode representar acdo dos isolados de L. edodes sobre a populacdo de M. incognita
no substrato de cultivo da alface “saia veia”.

Matos et al. (2017) também obtiveram que o emprego do inoculante de P. ostreatus
ndo reduziu o nimero de galhas de M. incognita. Entretanto, estes autores observaram que
o0 inoculante fangico favoreceu o ganho de biomassa do tomateiro, o que difere dos
resultados de biomassa da alface “saia veia” obtidos com os inoculantes de L. edodes.
Todavia, o desenvolvimento da planta pode ser influenciado pelo tipo de substrato utilizado
no cultivo do basidiomiceto (FONTALVO et al., 2013).

Nos tratamentos LED-AJU1 e LED-CHI ndo houve formagéo de massas de ovos, mas
no controle (sem inoculante fungico) foram observadas 2,8 massas de ovos (Tabela 1).

Mamiya (2006) citou que o micélio de L. edodes, P. ostreatus, P. pulmonarius, P.
eryngii e Lampteromyces japonicus apresentou efeito atrativo e nematicida sobre B.
xylophilus “in vitro”, 0 que justificaria a reducdo do numero de galhas e a auséncia de
massas de ovos de M. incognita com o emprego dos inoculantes de L. edodes. Da mesma
forma, Aslam e Saifullah (2013) observaram que o substrato exaurido dos cogumelos
Agaricus bisporus e Pleurotus sp. reduziu a eclosdo dos ovos e aumentou a mortalidade do
estadio J2 do nematoide M. incognita.

Por outro lado, Fontalvo et al. (2013) observaram o incremento do teor de nitrogénio
e de fosforo apds o cultivo de P. ostreatus, o qual pode ser utilizado como adubo organico,
como mencionado por Matos et al. (2017) e Teixeira et al. (2016). E Oliveira et al. (2012)
verificaram que a adubacdo organica estimulou a colonizacéo da alface por FMAs nativos,
tal como observado com o emprego do inoculante LED-CHI, em comparacdo ao controle
(Tabela 2).

Tabela 2 — Colonizagdo micorrizica (CM), arblsculos (ARB), vesiculas (VES), hifas (HIF),
relacdo arbusculos/vesiculas (ARB/VES) e colonizacdo por fungos endofiticos dark septate
(DSE) em plantas de alface saia veia ap6s 30 dias de cultivo com inoculante de L. edodes

Trat. CM ARB VES ARB/ HIF DSE
(%) (%) (%) VES (%) (%)
Controle 13,12 b* 3,82b 2,64c 0,5a 6,66 a 25,61 a
LED-AJU1 20,06 b 6,21b 10,78 b 0,31a 7,04 a 17,14 a
LED-CHI 72,04 a 38,41 a 61,08 a 0,63 a 4,06 a 1,29b
CV (%) 26,4 40,73 21,43 37,16 44,95 23,49

*Médias seguidas de mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si pelo Teste de Tukey a
5% de probabilidade
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Anjos et al. (2010) e Sousa et al. (2010) citaram que a colonizacdo micorrizica
reduziu a incidéncia do nematoide formador de galhas, aspecto nédo verificado na alface
“saia veia” em todos os tratamentos realizados, pois ndo houve correlacdo entre a
colonizagdo micorrizica e 0 numero de galhas (Tabela 3).

Tabela 3 — Coeficiente de correlagdo (r) entre colonizagcdo micorrizica por FMASs nativos
(CM), arbusculos (ARB), vesiculas (VES), colonizacdo por fungos endofiticos (DSE),
massa seca da raiz (MSR), massa seca da parte aérea (MSPA) e nimero de galhas (NG)
observados em plantas de alface cultivadas com inoculantes de L. edodes e M. incognita,

apos 30 dias

Variaveis Controle LED-AJU1 LED-CHI
CM x MSR -0,57 ns* -0,25 ns 0,07 ns
CM x MSPA 0,04 ns 0,25 ns 0,71 ns
CM x NG 0,15 ns -0,11 ns -0,76 ns
ARB x MSR -0,26 ns -0,20 ns -0,31 ns
ARB x MSPA 0,37 ns 0,07 ns -0,18 ns
ARB x NG 0,12 ns -0,31 ns -0,65 ns
VES x MSR -0,38 ns -0,42 ns -0,06 ns
VES x MSPA 0,16 ns 0,38 ns 0,12 ns
VES X NG -0,23 ns 0,01 ns 0,26 ns
CM x DSE 0,47 ns -0,11 ns 0,09 ns
ARB X DSE 0,35 ns 0,08 ns 0,20 ns
VES X DSE 0,20 ns -0,29 ns 0,02 ns
DSE x MSR -0,63 ns 0,59 ns 0,84 ns
DSE x MSPA -0,22 ns 0,07 ns -0,46 ns
DSE x NG 0,47 ns -0,87 ns -0,19 ns

*ns = ndo significativo a 5% de probabilidade (p <0,05)

A colonizagdo micorrizica da alface “saia veia” foi caracterizada pela presenca por
arbusculos, vesiculas e hifas extrarradiculares. Nos tratamentos controle e LED-AJUL, a
percentagem de arbusculos e vesicula foram significativamente inferiores aos valores
observados com LED-CHI. Por outro lado, ndo houve diferenca significativa na
percentagem de hifas extrarradiculares entre os tratamentos. Da mesma forma, a relagéo
arbusculo/vesicula ndo apresentou diferenca significativa entre os tratamentos, cujos
valores variaram de 0,31 a 0,63 (Tabela 2; Figura 2).
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Figura 2 — Vesiculas micorrizicas (VES) de FMAs nativos e DSE em raizes de alface “saia
veia” cultivados nos tratamentos controle (a), LED-AJUL (b, c) e LED-CHI (d), apds 30
dias do transplantio.

Segundo Jalonen et al. (2013), uma baixa relacdo arbusculo:vesicula, como observada
em todos os tratamentos, indica uma interacdo do tipo competicdo entre os FMAS nativos e
a planta hospedeira, devido baixa disponibilizacdo de nutrientes pela menor percentagem de
arbusculos, em relacdo a de vesiculas. No entanto, ndo teve influéncia da percentagem de
arbusculos, de vesiculas e da coloniza¢do micorrizica sobre a biomassa da alface “saia
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veia” ¢ no controle do M. incognita, pois ndo houve correlacdo destas variaveis com a
massa seca da raiz, a massa seca da parte aérea e 0 numero de galhas (Tabela 3).

As plantas de alface cultivadas no controle e no tratamento LED-AJU1 apresentaram
também colonizacdo por fungos endofiticos DSE, cujos valores foram significativamente
superiores aos observados com LED-CHI (Tabela 2). Nos fragmentos das raizes
analisadas, os fungos DSE foram caracterizados apenas pela presenca de hifas septadas e
melanizadas, sem a formacéo de estruturas reprodutivas, que permitiriam a identificacdo
destes micro-organismos.

Os fungos DSE observados nas plantas de alface “saia veia” podem ter sido
originarios do substrato de cultivo, pois foram identificados os fungos Alternaria spp.,
Fusarium spp., Trichoderma spp., Paecilomyces sp. e Rhizoctonia sp. em todos o0s
tratamentos, os quais podem ser considerados endofiticos, a depender da interacdo fungo x
planta (AZEVEDO, 1998). Além disso, deve-se considerar que o solo infestado por
nematoides, utilizado como inoculo de M. incognita, ndo foi submetido a nenhum
tratamento quimico ou térmico, o qual também pode conter FMAs e DSE nativos. E nas
sementes de alface “saia veia” ndo foram encontrados micro-organismos endofiticos.

A presenca destes fungos no substrato de cultivo da alface pode influenciar no
controle de fitonematoides, pois Silva et al. (2002) citaram que os filtrados do meio de
cultivo de Fusarium sp., Paecilomyces lilacinus e P. variotii apresentaram acao nematicida
sobre M. incognita. Da mesma forma, Costa et al. (2001) relataram que o Fusarium
oxysporium e F. moniliforme reduziram a motilidade e a eclosdo, mas aumentaram a
mortalidade do J2 de M. incognita, similar ao Aldicarbe, um nematicida quimico. E Amaral
et al. (2009) observaram que fungo F. moliliforme reduziu a galhas e o nimero de ovos de
M. exigua. No entanto, Detmann et al. (2008) citaram que os fungos de hifas hialinas
podem ser também considerados endofiticos DSE. Assim, a colonizacdo da alface por
FMAs e DSE pode ter sido também pelos fungos de hifas hialinas (Fusarium, Trichoderma,
Paecilomyces e Rhizoctonia) ou melanizadas (Alternaria), pois na fase de andlise da
colonizagdo dos fragmentos radiculares ndo foi possivel a identificagdo taxondmica, pela
auséncia de estruturas reprodutivas. A presenca destes micro-organismos como DSE néo
interferiu no controle do M. incognita, pois ndo houve correlacdo entre a colonizagéo e o
numero de galhas em todos os tratamentos (Tabela 3).

Desta forma, pode-se considerar que os isolados LED-AJUL e LED-CHI apresentam
potencial como nematicida bioldgico e podem representar uma alternativa sustentavel de
controle de fitonematoides, principalmente na agricultura orgéanica. Além disso, 0s
inoculantes de L. edodes podem reduzir o consumo de nematicidas sintéticos, que sdo
considerados extremamente toxicos ao ambiente. Nos trabalhos em campo, a eficiéncia de
inoculantes fungicos no controle de fitonematoides pode ser influenciada, caso ndo seja
analisada a presenca micro-organismos promotores de crescimento vegetal, como 0os FMAs
e os DSE nativos, como realizado neste trabalho.
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5. Conclusodes

Com base nos resultados obtidos, conclui-se que:

v Os filtrados do meio de cultivo de LED-AJU1 e LED-CHI apresentam acao
nematicida;

v" O filtrado de LED-CHI apresenta acdo nematostatica;

v Os inoculantes de L. edodes inibem a formacdo de massas de ovos de M.
incognita;

v A alface “saia veia” é colonizada por fungos micorrizicos arbusculares (FMAs)
nativos e por fungos endofiticos “dark septate” (DSE), mas ndo interferem no controle de
M. incognita;

v" Os inoculantes de L. edodes influenciam na taxa de colonizacdo micorrizica e por
DSE em alface “saia veia”; e

v" Os filtrados e os inoculantes de L. edodes apresentam potencial como nematicida
bioldgico.

6. Perspectivas

Os resultados obtidos demonstram um potencial nematicida bioldgico, que pode ser
uma alternativa de controle bioldgico para os produtores organicos, 0 que gerou o depdsito
de uma patente de invencdo no INPI como “Nematicida biol6gico” sob o numero de
registro BR1020180739573.

O emprego do substrato de cultivo dos fungos comestiveis Lentinula edodes também
apresentou influéncia na severidade da doenca causada pelo M. incognita, que a longo
prazo pode reduzir a populacdo de fitonematoides no solo. Deste modo, o0 reaproveitamento
do substrato de cultivo do cogumelo para a diminuicdo da infestacdo pelo M. incognita
representa uma alternativa de geracdo de renda aos fungicultores (produtores comerciais de
cogumelos comestiveis).

Outro aspecto a ser considerado é que na literatura, os trabalhos cientificos
relacionados com esta tematica (controle de fitonematoides) desconsideram a possivel
influéncia da microbiota nativa do solo associada as massas de ovos. Essa microbiota pode
interferir nos resultados obtidos e desta forma, este trabalho pode ser referéncia para outros
trabalhos cientificos.

Em resumo, o trabalho mostrou o potencial de controle biolégico do nematoide
formador de galhas através do basidiomiceto Lentinula edodes em alternativa aos métodos
de controle tradicionais como pelo uso dos nematicidas quimicos. E pode ser utilizado
inclusive por produtores organicos que possuem dificuldades para o controle de
fitopatdgenos.
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8. Outras atividades

O bolsista, além das atividades previstas no plano de trabalho do projeto, participou
das seguintes atividades durante a duracao da bolsa:

Participacao de eventos

 27° Encontro de Iniciacdo Cientifica (EIC) da Universidade Federal de Sergipe
realizado de 20 a 24 de outubro de 2017, em S&o Cristévao — SE;

* [ Semana de Engenharia Agronémica (SEMEA) da Universidade Federal de Sergipe
realizada de 27 a 29 de setembro de 2017, em Séo Cristovao — SE;
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* 4* SEMAC da Universidade Federal de Sergipe realizado em 20 a 24 de novembro
de 2017,

* Encontro Sobre a Producdo de Farinha de Mandioca no Estado de Sergipe realizado
em 23 de novembro de 2017 na Universidade Federal de Sergipe;

» Dia de Campo das Ciéncias Agrarias realizado em 24 de novembro de 2017, na
Fazenda Experimental Campus Rural, pertencente & Universidade Federal de Sergipe em
Séo Cristovéo — SE.

Participacdo em outros projetos de pesquisa

* Participagdo como colaborador voluntario no plano de trabalho “Controle de
Meloidogyne sp. por Lentinula edodes, em tomateiro IPA06”, vinculado ao projeto PIBIC
com os isolados fungicos LED-REC e LED-AJU3 até junho/2018;

 Participagdo como colaborador voluntirio no plano de trabalho “Controle de
Meloidogyne sp. por Lentinula edodes, em tomateiro cereja”, vinculado ao projeto PIBIT
com os isolados fungicos LED-AJU1 e LED96/18 até junho/2018.

Participacdo em minicurso

* “Nog¢des Basicas de Tecnologias Verdes” realizado na Universidade Federal de
Sergipe, no Campus de Sdo Cristovdo - Sergipe, em 08/08/2017 com carga horéaria de
quatro horas.

* “Nogodes Basicas de Cultivar” realizado na Universidade Federal de Sergipe, no
Campus de Séo Cristévao — Sergipe, em 04/09/2017 com carga horéria de quatro horas.

* “Fungos comestiveis” realizado na 1 Semana de Engenharia Agrondmica
(SEMEA/UFS), em 29/09/2017 com carga horéria de trés horas;

+ “Redagdo Cientifica e Plagio Académico” realizado na 4a Semana Académico
Cultural (SEMAC/UFS), em 21/11/2017 com carga horéria de quatro horas;

 “Satde mental e graduacdo: desafios da vida académica” realizado na 4a Semana
Académico Cultural (SEMAC/UFS), em 20/11/2017 com carga horaria de quatro horas.

* “O nexo casual entre crédito rural e crescimento do produto agropecudrio” realizado
na Universidade Federal de Sergipe no dia 26/06/2017 com carga horaria de duas horas.

* “Gerenciamento de referéncias bibliograficas para trabalhos de pesquisa” realizado
na IV SEMAC, com carga horaria de quatro horas.

* “Mini-curso PIBIC 2017” realizado na IV SEMAC, com carga horéria de quatro
horas.



