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Fungos comestiveis e microbiota nativa no controle do nematoide
formador de galhas

Comestible fungi and native microbiota in the control of gall-forming nematodes
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Wagner Batista dos Santos’, Pedro Roberto Almeida Viégas®, Regina Helena Marino*

RESUMO: Na agroecologia, os fungos filamentosos vém sendo uma alternativa na producio de compostos orginicos e controle de
patdgenos, mas pouco se conhece da interacio de fungos comestiveis com a microbiota nativa do solo no controle de fitonematoides.
Os objetivos deste trabalho foram avaliar a agio nematicida e/ou nematostitica do filtrado do meio de cultivo do cogumelo Shiitake
(Lentinula edodes) sobre o estidio J2 do nematoide formador de galhas (Meloidogyne incognita) in vitro, bem como analisar o
controle desse nematoide e o crescimento da alface cv. ‘Saia Véia’ com o uso do inoculante fingico associado a microbiota nativa
em estufa agricola. Os filtrados LED AJU1 e LED CHI apresentam atividade nematostética, enquanto os filtrados LED AJU3 e LED
CHI apresentam a¢io nematicida. O substrato colonizado por LED REC1 apresenta atividade nematicida contra M. incognita. A
colonizagio por fungos micorrizicos arbusculares e por fungos endofiticos “dark septate” influencia no crescimento das plantas
de alface cv. ‘Saia Véia’ cultivadas com inoculantes do cogumelo Shiitake, mas nio interfere na reducio do nimero de galhas.
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ABSTRACT: In agroecology, filamentous fungi are an alternative in the production of organic compounds and in pathogen
control. However, few studies are extant on the interaction between comestible fungi and soil s native microbiota for the control
of phytonematodes. Current study evaluates the nematode and/or nematostatic activity of the filtrate in Shiitake mushrooms
(Lentinula edodes) culture on stage J2 of the gall-forming nematode (Meloidogyne incognita) in vitro, and analyzes control of the
nematode and growth of lettuce cv. ‘Saia Véia’ by fungus inoculant associated with native microbiota in an agricultural hothouse.
Filtrates LED AJU1 and LED CHI showed nematostatic activity, whereas filtrates LED AJU3 and LED CHI had a nematicide activity.
Substrate colonized by LED REC1 revealed nematicide activity against M. incognita. Colonization by arbuscular mycorrhized fungi
and by endophytic dark septate fungi affects the growth of lettuce cv. ‘Saia Véia’ cultivated with inoculants of mushroom Shiitake,
but fails to interfere with a decrease in gall number.
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INTRODUCAO

Os nematoides Meloidogyne sp. sio animais invertebrados, polifagos, cosmopolitas e apresentam
uma relagdo de parasitismo altamente especializado como observado entre as espécies M. incognita e M.
Javanica e as cultivares de alface (PINHEIRO et al., 2013).

Nas plantas, o Meloidogyne ao se reproduzir realiza a postura de 400 a 600 ovos em massas

gelatinosas. No ovo, apds completada a embriogénese, o juvenil de primeiro estddio (J1) sofre ecdise e
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eclode como J2, o estidio considerado infectante e é responsavel por causar danos mecanicos e toxicos no
tecido vegetal. O J2 move-se pelo cortex até a zona de diferenciacio celular e promove a formagio de células
nutridoras ou gigantes, as quais sio responsaveis pela producio e pelo armazenamento de alimentos. As
modificacoes fisioldgicas e morfoldgicas nos estidios juvenis ocorrem desde o inicio da alimentacao até a
fase adulta. O macho é sempre filiforme e migrador, enquanto a fémea é sedentdria por se alimentarem por
meio de células gigantes, serem iméveis e se desenvolvem de forma globosa. De forma simultanea a formagao
das células nutridoras ocorre o engrossamento das raizes, denominado de galhas na maioria das espécies de
Meloidogyne (FERRAZ; BROWN, 2016).

No Estado de Sergipe, a alface ‘Saia Véia’, pertencente ao grupo lisa, sendo a principal cultivar
plantada na regido pela aceitacio entre os consumidores, ¢ suscetivel ao M. incognita, o que promove
reducao do comprimento das raizes e do nimero de raizes secunddrias, bem como pode ser observado o
nanismo, o amarelecimento das folhas, a formagio de cabecas menores, mais leves e com maior nimero de
folhas soltas e murchas (PINHEIRO et al., 2013).

No solo, os inimigos naturais de fitonematoides podem ser fungos predadores (Arthrobotrys e
Monacrosporium), fangos e bactérias parasitas de ovos e de fémeas (Paecilomyces, Pochonia e Pasteuria sp.),
fungos produtores de metabolitos toxicos (Fusarium e Trichoderma), bactérias endofiticas (Acinobacter) e
rizobactérias (Bacillus e Pseudomonas) (FERRAZ; BROWN, 2016; SIIVA et al., 2002). De forma alternativa,
o substrato colonizado por fungos comestiveis, como Agaricus bisporus e Pleurotus sp., também reduz a
eclosao dos ovos e aumenta a mortalidade do estidio J2 do nematoide M. incognita (ASLAM; SAIFULLAH,
2013). Segundo Mamiya (2006), o micélio dos fungos Pleurotus spp., Lentinula edodes e Lampteromyces
Japonicus apresentou acio atrativa e nematicida sobre o nematoide Bursaphelenchus xylophilus (MAMIYA,
2000).

Os extratos de cogumelos comestiveis também apresentaram acio nematicida e/ou nematostdtica
sobre Meloidogyne sp., Pratylenchus sp. e B. xylophilus (SUFIATE et al., 2017; SABOTI ; OHM; KUNZLER,
2016). Especificamente, o filtrado do cogumelo Lentinula edodes promoveu mortalidade de 57,6% dos
individuos do nematoide Bursaphelenchus xylophilus ap6s 72h de incubacio em meio de cultura.

Na literatura, outro aspecto pouco explorado é o emprego do substrato colonizado por fungos
comestiveis como promotor de crescimento vegetal e no controle de patdgenos, pois estes micro-organismos
ao colonizarem os residuos lignoceluloliticos aumentam a disponibilidade de nutrientes que podem estimular
o ganho de biomassa vegetal (MARINO et al., 2019; FONTALVO et al., 2013) e interferir na atividade da
microbiota nativa do solo e presente nas sementes, como os fungos endofiticos (SANTOS et al., 2018).

No solo, os fungos micorrizicos arbusculares (FMA) sio micro-organismos endofiticos simbiontes
capazes de influenciar no controle de nematoides e no crescimento vegetal (HEIJDEN et al., 2015; ANJOS et
al., 2010). Na interacio FMA versus planta, esses micro-organismos também aumentam a drea de absor¢io
de dgua e de nutrientes devido a colonizacio interna e externa das raizes das plantas hospedeiras por hifas
hialinas, cujos nutrientes sao disponibilizados diretamente as plantas por hifas modificadas e efémeras,
denominadas de arbusculos. As vesiculas sao estruturas de armazenamento de energia para algumas espécies
fangicas e podem interferir no desenvolvimento vegetal, a depender da relacio arbusculo/vesicula (CARDOSO;
ANDREOTE, 2016; JALONEN et al., 2013). Dessa forma, a colonizagio micorrizica por fungos endofiticos




nativos pode influenciar no controle de fitonematoides por estimular o crescimento de raizes e favorecer o
processo de infec¢do ou reduzir a taxa de infec¢io da planta hospedeira pelo fitonematoide por induzir o
sistema de defesa vegetal (SANTOS et al., 2018; HEIJDEN et al., 2015; ANJOS et al., 2010).

Nas sementes € no solo, os fungos endofiticos de hifas hialinas ou melanizadas (“dark septate” - DSE)
(GOIS et al., 2019) sio capazes de influenciar no crescimento das plantas e de outros organismos do solo,
bem como de induzir a resisténcia das plantas hospedeiras a determinados patogenos (YAN et al., 2015).

Desse modo, 0s objetivos deste trabalho foram avaliar a acio nematicida e/ou nematostitica do filtrado
do meio de cultivo do cogumelo Shiitake (L. edodes) sobre juvenis de segundo estdgio (J2) do nematoide
formador de galhas - M. incognita “in vitro”, bem como analisar o controle desse nematoide e o crescimento
da alface cv. ‘Saia Véia’ com o uso do inoculante fingico associado a microbiota nativa em estufa agricola.

2 MATERIAIS E METODOS

2.1 ATIVIDADE NEMATICIDA E NEMATOSTATICA DE FILTRADOS FUNGICOS

O delineamento experimental adotado foi o inteiramente casualizado composto pela avaliacio do
potencial nematicida e nematostético dos filtrados fingicos sobre o estddio J2 de M. incognita in vitro em
seis tratamentos: controle 1 (dgua destilada autoclavada), controle 2 (meio de cultura sem cultivo fiingico)
e quatro filtrados do meio de cultivo dos isolados fingicos (LED AJU1, LED AJU3, LED CHI e LED REC1) do
cogumelo comestivel Shiitake (L. edodes) com 18 repeticdes.

Os filtrados fangicos foram obtidos segundo a patente BR 102018073957-3 (MARINO et al., 2018)
depositada no Instituto Nacional de Propriedade Industrial a partir dos resultados deste trabalho. Para
obtencio dos filtrados fungicos, 35 mL de meio de cultura a base de extrato de malte comercial (25 g L) foram
acondicionados em frascos Erlenmeyer, autoclavados a 121 °C e 1 atm durante 20 min. Ap6s o resfriamento
do meio foram transferidos dois discos miceliais de 6 mm de didmetro dos isolados fiingicos multiplicados
previamente em meio de cultura batata-dextrose-dgar (BDA comercial, 39 g L"). Nos controles 1 e 2 nio foi
realizada a inoculagio fingica. A incubacio foi a 25 + 1 °C sem fotoperiodo durante 28 dias e, em seguida,
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 a 4 °C em tubos de ensaio previamente autoclavados
até a realizacao do bioensaio.

As massas de ovos do nematoide formador de galhas foram extraidas de plantas de alface cultivadas
na Fazenda Experimental Campus Rural pertencente a Universidade Federal de Sergipe. A identificacio da
espécie do nematoide foi realizada por eletroforese no Laboratério de Nematologia da Universidade Federal
de Lavras. Para extracdo das massas de ovos, as raizes das plantas de alface foram lavadas em dgua corrente
e coradas com uma solucio de Floxina B (0,15 g L") por 20 min. Ao microscopio estereoscopico, € com
auxilio de pinga, as massas de ovos foram transferidas para células da placa de Elisa contendo 100 uL de
agua destilada autoclavada e incubadas a 25 = 1 °C sem fotoperiodo durante 32h para eclosao do estidio J2.
Apos esse periodo, 0 numero de juvenis vivos, estiticos e mortos foi contabilizado (Tabela 1) e em seguida
foram adicionados 100 L de dgua destilada autoclavada (controle 1), 100 uL de meio de cultura (controle
2) ou 100 uL do filtrado fangico por célula da placa de Elisa, conforme o tratamento e incubado a 25 * 1

°C sem fotoperiodo.
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Tabela 1. Numero de juvenis de Meloidogyne incognita vivos, estticos e mortos, por tratamento antes da adi¢io dos
filtrados fingicos

Tratamentos Vivos Estaticos Mortos Total
Controle 1 154 + 82 08+ 1,1 1,0 = 1,2 172+7.2
Controle 2 20,0 =123 1,515 1,6 19 231127
LED AJU1 10,6 + 94 67 +7,0 12+ 11 18,5 + 10,4
LED AJU3 10,7 = 9,4 27+19 1,1+12 14,6 =75
LED CHI 16,7 = 8,0 05+ 09 0,6 + 1,0 17,9 + 8,7
LED REC1 84+50 1,919 14+13 11,6 £ 6,2
Média 13,2 = 8,5 25*29 11+13 16,8 £ 9,0

Ap6s 22h da incubagio foram analisadas as porcentagens de individuos J2 vivos, estiticos e mortos
pela equacio: A (%) = (B x 100) / C, em que: B = numero final de J2 (vivos, estiticos ou mortos) e C =
nuimero inicial total de J2. Os dados foram transformados por e submetidos a anilise de varidncia e as médias

comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

2.2 FUNGOS COMESTIVEIS E MICROBIOTA NATIVA NO CONTROLE DO NEMATOIDE FORMADOR DE
GALHAS

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado composto pelo cultivo de
mudas de alface cv. ‘Saia Véia’ em mistura de solo arenoso infestado pelo nematoide formador de galhas
(M. incognita) em cinco tratamentos: controle (sem inoculagdo fingica) e quatro inoculantes fingicos (LED
AJU1, LED AJU3, LED CHI e LED REC1) com cinco repeticoes.

O bioensaio foi realizado em vasos de 1 Kg com 800 g de solo arenoso, nio autoclavado, infestado
pelo nematoide formador de galhas e 200 g do inoculante. O inoculante fingico foi produzido em substrato
composto por 60% de p6 de coco e 40% de farelo de trigo, umedecido com dgua destilada a 60-70%,
acondicionado em frascos de 500 mL, autoclavado a 121 °C e 1 atm durante uma hora e repetido por uma
vez. Apos o resfriamento do substrato foi transferido um disco micelial de 6 mm de didmetro dos isolados
fangicos previamente multiplicados em meio BDA comercial. No tratamento controle foi utilizado o mesmo
substrato, mas sem inoculacao fungica. A incubacao foi realizada a 28 = 1 °C sem fotoperiodo até a completa
colonizacio do substrato.

0O solo arenoso infestado com o nematoide formador de galhas foi coletado a uma profundidade de
até 20 cm, em uma drea de cultivo de alface com esse nematoide na Fazenda Experimental Campus Rural,
pertencente a Universidade Federal de Sergipe. A identificacio da espécie do nematoide foi realizada pelo
Laboratorio de Nematologia da Universidade Federal de Lavras.

A cultivar de alface testada foi a ‘Saia Véia’, cujas sementes foram doadas por produtores organicos do
municipio de Areia Branca, Sergipe, Brasil e armazenadas a 4 °C até a realizacio do bioensaio. As mudas de
alface foram produzidas em substrato orginico comercial e pd de coco na proporcio 2:1 em estufa agricola
durante 22 dias. Ap0s esse periodo, as mudas com dois pares de folhas definitivas foram transplantadas

para vasos contendo uma mistura de solo arenoso infestado com nematoide (nio autoclavado) e inoculante




fangico (2:1). No controle foi utilizado solo arenoso infestado com nematoide (ndo autoclavado) e substrato
inoculante (sem a colonizacio fingica). O cultivo das mudas de alface foi realizado em estufa agricola com
irrigacdo por microaspersao por 30 dias apos o transplantio.

No bioensaio foram analisados: o niimero de galhas, o nimero de massas de ovos e nimero de
ovos de M. incognita, a porcentagem de inibicio dos inoculantes sobre o numero de galhas, presenca de
micro-organismos endofiticos ou fitopatogénicos nas sementes de alface, a presenca de micro-organismos
nativos no solo utilizado na mistura para o cultivo das mudas, a colonizacio e as estruturas micorrizicas
(hifas, vesiculas e arbdsculos), a colonizacio por fungos endofiticos “dark septate” (DSE), a altura da planta,
o comprimento da raiz, a massa seca da parte aérea e da raiz, apds 30 dias do transplantio das mudas.

O nimero de galhas e de massas foi determinado por grama de raiz, ap6s a lavagem das raizes em
agua corrente e coradas com Floxina B por 20 min. Para determinacio do nimero de ovos, por galhas, as
massas de ovos foram transferidas para uma limina contendo dgua destilada, coberta com uma laminula e
pressionada para dispersio dos ovos. A contagem do numero de ovos foi realizada ao microscopio optico
com aumento de até 400x.

A porcentagem de inibicao dos inoculantes fingicos sobre o nimero de galhas (PI-NG) do M.
incognita foi determinada pela equagio: PI-NG (%) = [(NGt*100)/NGc]-100, em que: NGt = numero de
galhas obtido no tratamento com o inoculante fingico e NGc = numero de galhas no controle.

Os micro-organismos presentes nas sementes € no solo de cultivo das mudas de alface foram
identificados com base nas estruturas reprodutivas segundo Barnett e Hunter (1998). Para tanto, as sementes
foram imersas em uma solucio de dlcool 70% por 1 min., 0,1% de hipoclorito de sédio por 1 min e seguida
pela triplice lavagem em dgua destilada autoclavada por 1 min cada (ALFENAS; MAFIA, 2007). As sementes
desinfestadas foram transferidas individualmente para caixas Gerbox contendo papel de filtro umedecido
com 4agua destilada autoclavada e incubadas a 25 *+ 1 °C sem fotoperiodo durante sete dias.

No solo arenoso utilizado na mistura para o cultivo das mudas de alface, a presenca de micro-
organismos nativos foi realizada pelo teste de Unidades Formadoras de Colonias segundo a metodologia
descrita por Clark (1965) com modificagoes. Para tanto, o solo (10 g) foi transferido para frasco Erlenmeyer
contendo 90 mL de dgua destilada autoclavada e agitado manualmente. Em seguida, 1 mL da solucao foi
transferida para tubos de ensaio contendo 9 mL de dgua destilada autoclavada e agitado em Vortex (dilui¢ao
10") por 20 seg. e repetido até a diluicao 10°. Posteriormente, uma aliquota de 1 mL da solucao, por diluigio,
foi transferida para placas de Petri contendo meio de cultura BDA (39 g L'! do produto comercial). A incubagio
foi realizada a 25 =+ 1 °C sem fotoperiodo durante sete dias.

A colonizacio micorrizica e as estruturas micorrizicas (hifas, vesiculas e arbusculos), bem como a
colonizacio por fungos endofiticos “dark septate” (DSE) nas plantas de alface foram avaliadas pelo método
de intersec¢ao segundo Gois et al. (2019). Para tanto, os fragmentos radiculares coloridos com azul de Tripan
foram observados em laminas quadriculadas (5 mm x 5 mm) a0 microsc6pio dptico com aumento de até 400
x. A porcentagem (P) de coloniza¢io micorrizica, das estruturas micorrizicas (hifas, vesiculas e arbusculos)
e de colonizacio por DSE (presenca de hifas melanizadas) foi calculada pela equacio: P (%) = (F/T) x 100,
onde F = nimero de fragmentos colonizados e T = nimero total de fragmentos analisados (colonizados

e nio colonizados).
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Aaltura da planta e o comprimento da raiz das plantas de alface foram determinados com uma régua
milimétrica, cuja medicio foi realizada a partir do colo. Para determinacio da massa seca, a matéria fresca
vegetal foi submetida a secagem em estufa com circulacio forcada de ar a 60 °C até massa constante e a massa
determinada em balanca semi-analitica. O incremento (I) nas varidveis de altura da planta, comprimento da
raiz, massa seca da parte aérea e da raiz foi calculado pela equagio: I = [(Va x 100)/Vc]-100, onde: Va =
valor da varidvel analisada no tratamento com o inoculante fingico e V¢ = valor da varidvel no tratamento
controle (sem inoculagio fingica).

Os dados obtidos foram submetidos a andlise de variancia e as médias comparadas pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade. Na andlise de correlacio dos dados das varidveis numero de galhas, colonizacio
por FMA nativos e DSE nativos, altura da planta, comprimento da raiz, massa seca da parte aérea e da raiz
foi aplicado o teste Fa 1 e 5% de probabilidade.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1  ATIVIDADE NEMATICIDA E NEMATOSTATICA DE FILTRADOS FUNGICOS

Dong et al. (2006) mencionaram que o meio de cultivo pode influenciar na composi¢io e na
quantidade de compostos fiingicos toxicos, o que interfere na imobilidade e na mortalidade de fitonematoides.
Nesse sentido, o meio de cultivo a base de extrato de malte (controle 2) ndo interferiu no nimero e na
porcentagem de J2 vivos, estiticos € mortos em comparacao ao controle 1 realizado em dgua destilada
autoclavada (Tabela 2).

Tabela 2. Numero médio e porcentagem média de individuos J2 de Meloidogyne incognita vivos, estiticos e mortos

ap6s 22h de incubagao com filtrados fingicos dos isolados do cogumelo Shiitake

Numero médio de J2 % média de J2
Tratamentos

Vivo Estdtico Morto Total Vivo Estitico Morto
Controle 1 10,9 ab 44b 1,7b 172b 64,7 a 255b 98¢
Controle 2 12,1a 6,6b 29b 21,6 b 64,8 a 242D 110c
LED AJU1 17,1a 17,1a 39b 38,1a 373b 471a 15,6 ¢
LED AJU3 7,0 be 3,7b 5,0b 15,7b 31,2b 289b 39.9a
LED CHI 43¢ 9,1b 103 a 23,7b 118 ¢ 470a 4122
LED REC1 11,8 ab 6,6b 4,0b 224b 40,8b 32,0b 272b
CV (%) 58,6 445 493 39,3 48,7 422 54,9
Média 10,2 83 52 237 37,5 35,9 20,6

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

No nimero médio de J2 vivos, o filtrado LED CHI foi o que apresentou menor valor em comparacio
aos controles 1 e 2. Da mesma forma, no filtrado LED AJU3 houve menor ndmero de J2 vivos em relacio ao
controle 2 e LED AJU1. Nao houve diferenca significativa entre os tratamentos LED AJU3 e LED CHI no numero
de J2 vivos. Os filtrados LED AJU1 e LED CHI apresentaram niimero de J2 estdticos e mortos significativamente

superior a0s demais tratamentos, respectivamente (Tabela 2).




Em porcentagem de J2 vivos, todos os tratamentos com filtrados fiingicos reduziram significativamente
essa varidvel em comparacio aos controles 1 e 2. Dentre os filtrados, o LED CHI foi o que apresentou a menor
porcentagem de J2 vivos (Tabela 2).

Nos filtrados LED AJU1 e LED CHI houve 47,1% e 47,0% de J2 estaticos, respectivamente, e foram
estatisticamente superiores aos demais tratamentos, cujo valor médio foi de 35,9%. A mortalidade média
dos juvenis de M. incognita foi de 26,6%, valor este foi proximo aos 28,6% de mortalidade do nematoide B.
xylophilus ap6s 24h de incubagio obtidos com o filtrado do L. edodes citados por Dong et al. (2006). Nos
tratamentos LED AJU3, LED CHI e LED REC1, a mortalidade de 39,9%, 41,2% e 27,2%, respectivamente, foi
significativamente superior aos controles (1 e 2) e ao LED AJU1 (Tabela 2).

Comparativamente, Hahn (2017) observou que o filtrado do meio de cultivo de L. edodes reduziu a
taxa de eclosao, bem como resultou em 31,0 a 50,0% de imobilidade e em 24,6 a 26,6% de mortalidade dos
juvenis de M. javanica “in vitro”. E o extrato do substrato de cultivo a base de residuos vegetais apos 120
dias de colonizagio pelo L. edodes resultou em 76 a 86% na taxa de mortalidade e 0% de imobilizagio do
M. javanica (HAHN, 2017), enquanto os filtrados de Pleurotus pp. resultaram na taxa de imobilizacio dos
juvenis de 44,3 a 100% do M. javanica (HEYDARI, POURJAM; GOLTAPEH, 2000).

A imobilidade e a mortalidade dos juvenis de M. incognita pode estar correlacionada a liberagao de
metabolitos secunddrios flingicos, vez que Afonso (2019) citou a atividade antimicrobiana do filtrado de L.
edodes devido a formacio do 4cido oxalico, lentionina e de polissacarideos de alto peso molecular como o
lentinano, enquanto nos filtrados do cogumelo Pleurotus spp. foram identificados o dcido S-coriolico, dcido
linoleico, a ostreatina caracterizada como 4cido trans-2-decenedioico foram compostos com acio nematicida
(HAHN, 2017).

De forma geral, este método ¢ uma forma simples e rdpida de avaliar o potencial nematicida e/ou
nematostatico dos filtrados, vez que o filtrado reduz o tempo de obten¢do do produto comercial, quando
comparado ao uso de extratos ou do substrato da produgio de fungos comestiveis citados por Santos et al.
(2018). Deve-se considerar também que os filtrados fingicos sio substancias biodegradaveis, o que reduz
o risco de contaminacio ao contririo dos nematicidas sintéticos (HAHN et al., 2017), bem como o uso de
pesticidas, uma vez que os filtrados do meio de cultivo dos isolados do cogumelo Shiitake poderio ser
multifuncionais, pois extratos de cogumelos e filtrados de fingicos reduzem o crescimento de bactérias e
fungos fitopatogénicos (ASSI et al., 2017; MENEGASSI et al., 2017; KAUR et al., 2016) e de insetos pragas
(SABOTIC; OHM; KUNZLER, 2016).

3.2 FUNGOS COMESTIVEIS E MICROBIOTA NATIVA NO CONTROLE DO NEMATOIDE FORMADOR DE
GALHAS

Na alface cv. ‘Saia Véia’, o LED REC1 reduziu significativamente o ntimero de galhas do M. incognita
em relagdo ao controle (sem inoculante fingico). O nimero de galhas nio apresentou diferenca significativa
entre os tratamentos com os inoculantes fungicos, bem como em comparacio entre controle, LED AJU1, LED
AJU3 e LED CHI. Os inoculantes fingicos reduziram de 39,3 a 61,2% o nimero de galhas e inibiram 100% a

formacio de massas de ovos em relacio ao controle (Tabela 3).
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Tabela 3. Numero de galhas, nimero de massas de ovos e porcentagem de inibicio do nimero de galhas (PI-NG)
de Meloidogyne incognita em alface cv. ‘Saia Véia’ cultivada com inoculantes do cogumelo Shiitake em relagio ao
controle

Tratamentos Numero de galhgs PI-NG Ndmero de massas d? 0ovos
por grama de raiz (%) por grama de raiz

Controle 122,8 a! 2,8

LED AJU1 51,2 ab 58,3 -2

LED AJU3 73,4 ab 40,2

LED CHI 74,6 ab 39,3

LED REC1 47,6 b 61,2

CV (%) 27,8

' Médias seguidas de mesma letra, na coluna, nio diferem entre si pelo Teste de Tukey a 5% de probabilidade; 2 (-) ndo houve
formagio de massas de ovos.

Em quiabeiro, o LED AJU1 reduziu significativamente o nimero de galhas (85,6%), o nimero de
massas de ovos (62,1%) e o nimero de ovos (55,0%) do M. incognita (SANTOS et al., 2018). Esses autores
ainda observaram que o LED CHI reduziu em 51,5% o nimero de galhas em quiabeiro, cujos dados diferem dos
obtidos em alface com o mesmo isolado fingico, provavelmente devido a interacio com a planta hospedeira
e das condicdes de cultivo, como relatado por Lopes et al. (2018) com espécies de poiceas.

Por sua vez, Mamiya (20006) verificou que o micélio do cogumelo Shiitake apresentou a¢ao atrativa e
nematicida sobre o nematoide B. xylophilus. E os isolados dos cogumelos comestiveis P. florida e A. bisporus
também reduziram o nimero de galhas e de massas de ovos, mas devido a liberagio de compostos fenélicos
(ASLAM; SAIFULLAH, 2013), enquanto o extrato do cogumelo P. eryngii reduziu em 53% o numero de ovos
do nematoide M. javanica através da acio de proteases e quitinases (SUFIATE et al., 2017).

Outro fator que deve ter contribuido para reducio do nimero de galhas e de massas de ovos com o
emprego dos inoculantes fingicos do cogumelo Shiitake foi a presenga dos fungos Fusarium sp., Trichoderma
sp., Acremonium sp., Rhizoctonia sp., Nigrospora sp., Curvularia sp. e Alternaria sp. no solo de cultivo das
mudas de alface. Dentre os fungos observados, o Fusarium sp. e o Trichoderma sp. excretam metabolitos
secundarios com a¢io nematicida (FERRAZ; BROWN, 2016), os quais podem ter interferido no controle do
M. incognita nas plantas de alface cultivadas com os inoculantes fungicos. Nas sementes de alface nao foram
identificados micro-organismos endofiticos e/ou fitopatogénicos.

No solo, os fungos micorrizicos arbusculares (FMA) e os endofiticos “dark septate” (DSE) também
podem influenciar no controle de fitonematoides (SANTOS et al., 2018; ANJOS et al., 2010) e no crescimento
das plantas (GOIS et al., 2019; MARTINS et al., 2018).

Nas plantas de alface cv. ‘Saia Véia’, a colonizagio micorrizica de 32,2 a 73,6% com LED AJU3, LED CHI e LED
RECI foi significativamente superior aos demais tratamentos. Nao houve diferenca significativa na coloniza¢io
entre o controle e o LED AJU1 (Tabela 4).




Tabela 4. Colonizacio micorrizica (CM), estruturas micorrizicas (hifas - HIF, arbasculos - ARB e vesiculas - VES) e

colonizacio por fungos endofiticos “dark septate” (DSE) em plantas de alface cv. ‘Saia Véia’ cultivadas com inoculantes
fangicos ap6s 30 dias do transplantio

Tratamentos CM (%) HIF (%) ARB (%) VES (%) DSE (%)
Controle 13,1d 55,0 a 133b 11,7b 26,1a
LED AJU1 20,1d 7,0b 62b 10,8b 17,1a
LED AJU3 32,2¢ 231b 16,2b 65,6 2 16,1a
LED CHI 73,6 a 41b 384a 61,1a 13¢c
LED REC1 46,5b 10,3 b 42,1a 50,3 a 6,60b

CV (%) 259 63,4 408 382 235

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

A colonizag¢ao micorrizica da alface de 20,1% com LED AJU1 foi menor que 60,9% obtidos com
o mesmo inoculante flingico em quiabeiro por Santos et al. (2018). Nesse resultado, a época do ano e a
planta hospedeira podem ter influenciado na interacio fungo versus planta, tal como observado com sorgo
e braquidria colonizados por FMA (LOPES et al., 2018).

Nas plantas de alface, a colonizagao micorrizica das plantas de alface ‘Saia Véia’ nao foi correlacionada
com o nimero de galhas observado no controle (r = -0,10) e nos tratamentos LED AJU1 (r = 0,37), LED
AJU3 (r = 0,45), LED CHI (r = 0,13) e LED REC1 (r = 0,68) a 1 e 5% probabilidade, ou seja, a colonizagio
por FMA nio influenciou no controle do M. incognita. Comparativamente, Anjos et al. (2010) observaram
que o estabelecimento da simbiose entre o fungo micorrizico arbuscular Scutellospora heterogama e o
maracujazeiro reduziu a reproduc¢io do M. incognita em solo desinfestado.

Na colonizagio micorrizica, as hifas hialinas intra e extrarradiculares sio responsiveis pelo aumento
da drea de absorcio de dgua e de nutrientes pela planta hospedeira (HEIDJEN et al., 2015). No controle, a
porcentagem de hifas hialinas (55,0%) foi significativamente superior a0s tratamentos com os inoculantes
fangicos (Tabela 4), mas a presenca dessas hifas nao garante que sejam de FMA, vez que no solo foram
observados os fungos Fusarium sp., Trichoderma sp., Acremonium sp. € Rbizoctonia sp., que também
apresentam hifas hialinas. Ressalta-se que na avaliacao da colonizagio micorrizica nao foi possivel identificar
se as hifas observadas eram de FMA ou dos fungos observados no solo devido a auséncia de estruturas tipicas
reprodutivas.

Os arbusculos sao estruturas tipicas de fungos micorrizicos arbusculares e sio essenciais para simbiose
entre o fungo e a planta hospedeira (CARDOSO; ANDREOTE, 2016). Na alface cv. ‘Saia Véia’, a porcentagem
de arbusculos de 38,4% (LED CHI) a 42,1% (LED REC1) foi significativamente superior a0s tratamentos
controle (13,3%), LED AJU1 (6,2%) e LED AJU3 (16,2%) (Tabela 4). Outra estrutura importante na simbiose
FMA versus planta sio as vesiculas, pois servem de 6rgio de reserva de energia para algumas espécies
fangicas (HEIDJEN et al., 2015). Na alface cv. ‘Saia Véia’, a porcentagem de vesiculas nos tratamentos LED
AJU3 (65,6%), LED CHI (61,1%) e LED REC1 (50,3%) foi significativamente superior ao controle (11,7%) e
ao LED AJU1 (10,8%) (Tabela 4).

No quiabeiro cultivado com LED AJU1 e LED CHI, a porcentagem de arbusculos e de vesiculas foi
de 23,9 e 32,4%; e de 14,6% e 9,5%, respectivamente (SANTOS et al., 2018), os quais diferem dos valores
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obtidos com estes inoculantes em alface cv. ‘Saia Véia’, provavelmente devido a interacio fungo versus planta
hospedeira (LOPES et al., 2018).

Nos tratamentos controle, LED AJU1 e LED AJU3, a coloniza¢ao por DSE variou de 16,1 a 26,1% e
foi significativamente superior ao LED CHI (1,3%) e LED REC1 (6,6%) (Tabela 4). Neste resultado deve-se
considerar que os fungos DSE apresentam hifas melanizadas, que também sio tipicas dos fungos Alternaria,
Curvularia e Nigrospora identificados no solo utilizado na mistura para cultivo das mudas de alface, mas
conforme discutido anteriormente, nio foi possivel a identificagio taxondémica dos fungos observados na
avaliacao da colonizacao por DSE pela auséncia de estruturas reprodutivas.

A colonizacio por DSE das plantas de alface nio foi correlacionada com o nimero de galhas
observados nos tratamentos controle (r = -0,03), LED AJU1 (r = 0,34), LED AJU3 (r = 0,47), LED CHI (r =
0,31) e LED REC1 (r = 0,80) a 1% e 5% de probabilidade. O mesmo comportamento foi observado com os
inoculantes LED AJU1 e LED CHI em quiabeiro infestado pelo M. incognita (SANTOS et al., 2018). Entretanto,
a colonizacio por DSE foi correlacionada positivamente com a coloniza¢io micorrizica nos tratamentos
controle (r = 0,96), LED AJU1 (r = 0,91), LED AJU3 (r = 0,98), LED CHI (r = 0,97) e LED REC1 (r = 0,97)
a 1% de probabilidade, ou seja, houve uma interagio benéfica entre DSE e FMA nativos.

Na literatura nao foram encontrados dados de crescimento de plantas de alface em substrato
colonizado por fungos comestiveis, mas o cultivo de tomateiro de mesa e do maracujazeiro redondo amarelo
em substrato colonizado por P. ostreatus, P. ostreatoroseus aumentou a biomassa vegetal devido ao incremento
no teor de nitrogénio e de fosforo na matéria seca (MARINO et al., 2019; FONTALVO et al., 2013).

Na altura das plantas de alface, ndo houve diferenca significativa nos tratamentos LED AJU1, LED AJU3
e LED CHI em relagdo ao controle. O LED REC1 reduziu significativamente a altura da planta em relagio ao
controle e a0 LED AJU1. Nio houve diferenga significativa entre os tratamentos no comprimento da raiz. O
cultivo das mudas de alface com LED REC1 reduziu significativamente a massa seca da parte aérea e da raiz

em comparacio ao controle (Tabela 5).

Tabela 5. Altura da planta (ALT), comprimento da raiz (CR), massa seca da parte aérea (MSPA) e massa seca da raiz
(MSR) das plantas de alface cv. ‘Saia Véia’ cultivadas com inoculante do cogumelo Shiitake apds 30 dias do transplantio

Tratamento ALT (cm) CR (cm) MSPA (g) MSR (g)
Controle 32,4 a 1332 92a 15a
LED AJU1 31,1a 142a 68a 1,7a
LED AJU3 28,4 ab 13,1a 81a 16a
LED CHI 22,2 ab 13,6a 91a 1,7a
LED REC1 19,0 b 10,82 3,1b 0,7b
CV (%) 20,6 225 35,6 222

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

Em relacio ao controle, os inoculantes do cogumelo Shiitake reduziram de 3,7 a 31,5% a altura da
planta e de 1,9 a 66,5% a massa seca da parte aérea. No comprimento da raiz, os inoculantes LED AJU1 e LED
CHI promoveram incremento de 0,8 e 2,6%, respectivamente. Na massa seca da raiz apresentou incremento
de 10,7 2 17,7% com o uso dos inoculantes LED AJU1, LED AJU3 e LED CHI, enquanto o LED REC1 reduziu




51,4% essa varidvel (Figura 1), cujo resultado pode estar correlacionado ao aumento na disponibilidade de
nutrientes apos a colonizac¢io fingica, tal como mencionado por Fontalvo et al. (2013) durante o cultivo do

tomateiro em substrato colonizado pelo P. ostreatus.
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Figura 1. Incremento na altura da planta (ALT), no comprimento da raiz (CR), na massa seca da parte aérea (MSPA) e na massa
seca da raiz (MSR) das plantas de alface cv. ‘Saia Véia’ cultivadas com inoculantes do cogumelo Shiitake em rela¢io ao controle.

Por sua vez, Martins et al. (2018) mencionaram que a colonizacio micorrizica de plantas de alface por 377
Rhizoglomus sp. promoveu o incremento na massa seca em relacio ao controle. Nas plantas de alface cv. ‘Saia
Véia’, a altura da planta, o comprimento da raiz, a massa seca da parte aérea e da raiz foram correlacionadas
positivamente com a colonizacao pelos fungos micorrizicos arbusculares (FMA) e pelos fungos DSE (Tabela

0), ou seja, os endofiticos FMA e os DSE nativos influenciaram no desenvolvimento das mudas da alface.

Tabela 6. Coeficiente de correlagio entre as varidveis de colonizagio micorrizica (CM), de colonizacio por fungos
endofiticos “dark septate” (DSE), de massa seca da parte aérea (MSPA), de massa seca da raiz e do numero de galhas
(NG) de M. incognita em plantas de alface cv. ‘Saia Véia’ cultivadas com inoculantes do cogumelo Shiitake

Varidveis Coeficiente de correlacio (r) por tratamento
Controle LED AJU1 LED AJU3 LED CHI LED REC1

CM x ALT 0,94 #* 0,89 #* 0,97 ** 0,96 ** 0,96 **
CMxCR 0,96 ** 0,93 ** 0,98 ** 0,97 ** 0,97 **
CM x MSPA 0,94 ** 0,93 ** 0,98 ** 0,98 ** 0,97 **
CM x MSR 0,95 ** 0,92 ** 0,99 ** 0,97 #* 0,97 **
DSE x ALT 0,94 ** 0,98 ** 0,95 ** 1,00 ** 0,99 **
DSE x CR 0,96 ** 0,99 ** 0,99 ** 0,99 ** 0,98 **
DSE x MSPA 0,92 ** 0,98 ** 0,96 ** 0,98 ** 0,99 **
DSE x MSR 0,95 ** 0,99 ** 0,98 ** 1,00 #* 0,99 **
NG x ALT -0,26 ns 0,36 ns 0,65 ns 0,36 ns 0,78 ns
NG x CR -0,17 ns 0,46 ns 0,48 ns 0,35 ns 0,75 ns
NG x MSPA -0,18 ns 0,51 ns 0,62 ns 0,28 ns 0,78 ns
NG x MSR 0,16 ns 0,44 ns 0,52 ns 0,32 ns 0,78 ns

** significativo a 1% de probabilidade pelo teste t (p < 0,01) e ns - no significativo (p > 0,05).
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Segundo Ferraz e Brown (2016) e Pinheiro et al. (2013), um dos sintomas da ocorréncia de
fitonematoides € a redugdo do crescimento da parte aérea e das raizes devido ao desvio de nutrientes para o
metabolismo desse patdgeno. Nas plantas de alface, a altura da planta, o comprimento da raiz, a massa seca
da parte aérea e da raiz nao foram correlacionadas com o nimero de galhas (Tabela 6), ou seja, a reducao
dessas varidveis nao foi influenciada pelo M. incognita, provavelmente devido ao efeito compensatdrio pela
colonizacio por FMA e/ou pelo baixo numero de galhas observadas nas plantas e/ou pelo curto espago de
tempo de interacio dos micro-organismos do solo e o nematoide.

Os fungos Fusarium sp., Trichoderma sp., Acremonium sp., Rbizoctonia sp., Nigrospora sp.,
Curvularia sp. e Alternaria sp., identificados no solo utilizado na mistura com o inoculante fingico durante
o cultivo das plantas de alface, também podem ter influenciado no desenvolvimento da biomassa vegetal,
pois, a depender da interagio com a planta podem atuar como promotores de crescimento ou fitopatdgenos
(YAN et al., 2015).

De forma geral, o inoculante LED REC1 do cogumelo Shiitake apresenta potencial nematicida contra
0 M. incognita na alface cv. ‘Saia Véia’, nao deixa residuos no ambiente e nos alimentos, sendo uma alternativa

sustentdvel ao controle de pragas, principalmente; para a agricultura agroecoldgica.

5 CONCLUSOES

Os filtrados LED AJU1 e LED CHI do cogumelo Shiitake apresentam atividade nematostitica. E os
filtrados LED AJU3 e LED CHI apresentam a¢io nematicida.

O substrato colonizado por LED REC1 apresenta atividade nematicida contra Meloidogyne incognita.

A colonizagao por fungos micorrizicos arbusculares e por fungos endofiticos “dark septate” nativos
influenciam no crescimento das plantas de alface com o emprego dos inoculantes do cogumelo Shiitake,

mas nio interferem na reducao do nimero de galhas.
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