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O objetivo deste trabalho foi avaliar a eficiéncia de isolados do fungo Pleurotus ostreatus no controle do
nematoide das galhas em alface. Os isolados de P. ostreatus utilizados foram DF39, EF58, EF60 e PS5.
Os inoculantes fangicos foram produzidos em substrato a base de p6 de coco autoclavado. O plantio das
mudas de alface (cv. Luisa) foi realizado em vasos contendo inoculante dos isolados flngicos e solo
autoclavado na proporcéo de 1:3. Em cada vaso foi realizada a inocula¢do de 5 mL de 4gua destilada
contendo 100 pL de uma suspensdo com 600 ovos de Meloidogyne incognita. Foram realizadas
inoculagBes em trés pontos ao redor da raiz. Os pardmetros avaliados foram ndmero de galhas e de
massas de ovos nas raizes de alface, apds 35 dias do plantio. Todos os isolados fungicos testados
reduziram significativamente o nimero de galhas e de massas de ovos de M. incognita em comparagao
com o controle.
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Control of root-knot nematode by Pleurotus ostreatus in lettuce

The objective of this research was to evaluate the efficiency of the isolated fungus Pleurotus ostreatus in
control of root-knot nematode in lettuce. Isolates of P. ostreatus were used DF39, EF58, EF60 and PS5.
The fungal inoculants were produced in substrate of coconut fiber autoclaved. The planting the seedlings
of lettuce (cv. Luisa) was conducted in pots containing fungi inoculant and sterilized soil in the proportion
of 1:3. In each vessel was inoculated with 5 mL of distilled water containing 100 pL of a suspension with
600 eggs of Meloidogyne incognita. Inoculations were performed at three points around the root. The
parameters were the number of galls and egg masses on roots of lettuce after 35 days of planting. All
fungal isolates tested reduced significantly the number of galls and egg masses of M. incognita in
comparison with the control.
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1. INTRODUCAO

A alface (Lactuca sativa L.) é uma planta herbacea da familia Asteraceae. No Brasil é a
hortalica folhosa de maior consumo e de maior importancia econémica [17, 21].

No Estado de Sergipe, a producdo de alface concentra-se na regido Agreste, sendo o
municipio de Itabaiana a principal regido produtora desta hortalica. O cultivo da alface é
realizado em pequenas propriedades e um dos maiores problemas € a ocorréncia do nematoide
das galhas Meloidogyne sp., 0 que resulta em perda de producéo e de qualidade [5].

As espécies de nematoides causadoras das galhas, pertencentes ao género Meloidogyne,
encontram-se dentre 0s principais patdgenos de importancia agricola, pela ampla distribuicdo
destes parasitos, 0 nimero de hospedeiros e a interagdo com outros organismos patogénicos.
Atualmente, 0 manejo mais utilizado para o controle destes patogenos é a aplicagdo de
nematicidas, que apresenta custos econdmicos e ambientais consideraveis. Diante disso, existe a
necessidade de se adotar novas opg¢des de manejo, dentre as quais o controle biolégico, como
por exemplo, o uso de fungos nematdfagos. Estes fungos sdo cosmopolitas, ocorrendo em solos
naturais e agricultaveis, localizagbes propicias também ao desenvolvimento de diversas
populacdes de nematoides parasitas de plantas. No ambiente, os fungos nematéfagos sdo
biologicamente muito importantes, desempenhando um papel na reciclagem de carbono,
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nitrogénio e outros elementos que podem ter origem a partir da degradacéo de organismos como
0s nematoides [12].

Existem mais de 140 espécies de fungos nematdfagos ja identificadas e utilizam como
estratégias a infeccdo e o parasitismo de nematoides. Segundo a estratégia utilizada para o
antagonismo, eles podem ser classificados em parasitas de ovos, endoparasitas e predadores [8,
18].

No grupo dos fungos parasitas de ovos, como Pochonia chlamydosporia [7], as hifas
penetram na casca do ovo, através de pequenos poros existentes na camada vitelinica, causando
alteracdo na permeabilidade da casca e expandindo seu volume. A hifa aumenta de tamanho ao
passar pela camada vitelinica e atravessa a camada adjacente de quitina e de lipideos. Em
seguida, a camada vitelinica se divide, a de quitina se torna vacuolizada e a de lipideos se torna
dispersa. As hifas endégenas colonizam o ovo e também a fase juvenil em desenvolvimento no
seu interior. Os fungos endoparasitos, como Paecilomyces lilacinus, também sdo capazes de
infectar os nematoides através de esporos, que uma vez ingeridos desenvolvem hifas
responsaveis pela absorcéo do contetdo interno do nematoide. Estes fungos ndo produzem hifas
vegetativas fora do corpo do hospedeiro, mas hifas férteis contendo esporos [8].

A maioria das espécies nematofagas esta classificada como fungos predadores de nematoides,
tais como Arthrobotrys oligospora, A. musiformis, Monacrosporium robustum e Paecilomyces
lilacinus, produzem extenso sistema de hifas e ao longo delas sdo produzidas estruturas
denominadas armadilhas do tipo hifas adesivas, ramificacdes hifais, ramificacdes adesivas,
nodulos adesivos, anéis constritores e ndo constritores, que capturam os nematoides [10].

O objetivo deste trabalho foi avaliar a eficiéncia de isolados de Pleurotus ostreatus no
controle do nematoide de galhas na cultura da alface, no Estado de Sergipe. Uma vez que, 0s
isolados de P. ostreatus a serem estudados foram melhorados geneticamente e apresentam
resisténcia a temperaturas elevadas, como na regido de estudo, o que podera se tornar uma
alternativa no controle do nematoide de galhas, na cultura de alface, sem a necessidade da
utilizacdo de agrotoxicos.

2. MATERIAIS E METODOS

Os experimentos foram realizados no Departamento de Engenharia Agronbmica, da
Universidade Federal de Sergipe, em Séo Cristovéo - Sergipe.

Os isolados fungicos de Pleurotus ostreatus utilizados foram DF39, EF58, EF60 e PS05,
pertencentes a Micoteca da Clinica Fitossanitaria, do Departamento de Engenharia Agronémica.
A multiplicacdo dos isolados fangicos foi realizada em meio de cultura a base de Batata-
Dextrose-Agar (200 g de batata, 10 g de dextrose e 15 g de agar), previamente distribuido em
placas de Petri. A incubagdo das placas de Petri, contendo meio de cultura e o fungo, foi
realizada por 13 dias a temperatura média de 28 + 1°C, no escuro. Ap6s a completa colonizacao
do meio de cultura pelos isolados de P. ostreatus, foi realizada a transferéncia de 5 discos de
meio de cultura colonizado pelo micélio dos isolados para frascos contendo substrato & base de
p6 de coco [15]. O substrato a base de pé de coco com os discos miceliais foi incubado a
temperatura média de 28 + 1°C, até a completa colonizacdo do substrato e foram utilizados
como inoculante.

A cultivar de alface utilizada foi Luisa e a semeadura foi realizada em substrato contendo
terra preta, areia lavada e esterco, na proporcao de 3:1:1, autoclavados a 120°C e 1 atm, por 1
hora, com adicdo de 3,2 kg de superfosfato simples, 582 g de cloreto de potassio e 84 g de FTE.
As plantas foram mantidas em estufa agricola, por 25 dias a temperatura ambiente com irrigacéo
por microaspersao.

O inoculante, constituido de substrato de pé de coco colonizado pelos isolados fangicos foi
retirado dos frascos e destorroado em uma bandeja pléastica, previamente, desinfestada com
alcool 70%. Em seguida, foi realizada a mistura de uma parte de inoculante, para uma parte da
mistura de terra preta, areia lavada e esterco (3:1:1), previamente autoclavada e adicionado agua
até obter 70% de umidade. Esta mistura de solo e inoculante foi acondicionado em vasos
plésticos.
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O in6culo de nematoide Meloidogyne incognita foi preparado com ovos extraidos da
superficie das galhas apds a lavagem cuidadosa das raizes de alface com dgua destilada [6]. Em
seguida, as raizes foram cortadas em pequenos fragmentos e colocadas em um frasco de 500 mL
contendo 200 mL de hipoclorito de sédio (NaOCI) 0,5% e agitadas por 2 min. A suspensao de
ovos foi vertida em uma peneira de 100 mesh aclopada a outra peneira de 500 mesh. As raizes
foram enxaguadas trés vezes com agua destilada para a retirada dos ovos restantes, 0s quais
foram colocados em um béquer. Em seguida, colocou-se 100 pL da suspensdo de ovos em uma
lamina e com auxilio de microscopico 6tico foi determinada a concentragéo de ovos.

Em cada vaso contendo a mistura de p6 de coco e solo autoclavadofoi transplantada uma
planta da alface contendo de 3 a 4 pares de folhas e, em seguida, inoculada com 100 pL de uma
suspensdo nematoide contendo 600 ovos de M. incognita, diluido em 5 mL de &gua destilada,
por ponto de inoculagdo. Foram realizadas inoculagdes em trés pontos ao redor do sistema
radicular. Os vasos foram mantidos em estufa agricola, com irrigagdo por microaspersao e
apos 35 dias foi realizada a colheita das raizes.

No tratamento controle foi empregada a mesma metodologia acima descrita para inoculacao
com o0s ovos de nematoides, mas nao houve a mistura do solo com fungos.

Os parametros analisados foram o nimero de galhas e massas de ovos por raiz de alface,
segundo a metodologia descrita por Freitas et al. [6].

Os resultados obtidos de nimero de galhas e de massas de ovos foram transformados em
X =~/X . Os pardmetros analisados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) pelo
delineamento inteiramente casualizado, com cinco tratamentos (controle + 4 isolados fungicos),
com cinco repeti¢des, sendo uma planta de alface por repeticdo. O aplicativo utilizado foi o
ASSISTAT [22] e as comparacOes entre médias foram feitas pelo teste de Scott-Knott a 5% de
probabilidade.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Todos os isolados fangicos de Pleurotus ostreatus reduziram o nimero médio de galhas e de
massas de ovos formadas pela espécie nematoide M. incognita em plantas de alface (Luisa), em
relagéo ao controle, mas ndo houve diferenga entre os isolados testados (Tabela 1).

Tabela 1. Eficiéncia de isolados o fungo Pleurotus ostreatus na reducéo do nimero de galhas e de

massas de ovos de Meloidogyne incognita em raizes de alface Luisa

Tratamentos Numero de galhas NUmero de massas de ovos
Controle 287,0 b* 155,3 a
DF39 73,0a 13,0b
EF58 30,6 a 50b
EF60 34,3a 28b
PS05 76,7 a 195b
Média 100,3 39,1
CV 38,1% 35,1%

*Comparag0es, por coluna, entre as médias seguidas por letras minGsculas distintas, diferem entre si pelo Teste de
Scott-Knott (p < 0,05)

Thorne e Barron [22] foram os primeiros a relatar que fungos decompositores de madeira
possuem a capacidade de capturar, matar e digerir nematoides. Estes autores relataram que 11
espécies de fungos pertencentes a ordem Agaricales, incluindo Pleurotus ostreatus, tem a
capacidade de matar nematoides de galhas. Ja Palizi et al. [15] relataram que esta espécie
reduziu a formacao de cistos do nematoide Heterodera schachtii.

A eficiéncia de isolados de Pleurotus ostreatus no controle do nematoide das galhas, também
foi citado por Putzke et al. [18]. Da mesma forma, Truong et al. [23] e Maccheroni Janior et al.
[11] citam que Pleurotus ostreatus e espécies relacionadas possuem células especializadas nas
hifas capazes de produzir pequenas gotas de uma substancia contendo toxinas. O nematoide ao
entrar em contato com esta substancia sofre uma reacdo de paralisia e lise da cuticula. Embora
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vivo, 0 nematoide permanece imovel e os liquidos que extravasam de seus tecidos estimulam o
crescimento de hifas do fungo em sua dire¢do, em um processo de quimiotaxia. Essas hifas
penetram, entdo, nos tecidos do nematoide digerindo-os e absorvendo os nutrientes liberados.

Satou et al. [20] observaram que Pleurotus ostreatus produz bolhas com atividade anti-
nematoide. Estas bolhas promoveram a redugdo da “cabega” do nematoide devido a liberagdo do
acido linoleico na solucdo. Estes autores relataram que, a concentracdo maxima de acido
linoleico foi de 1mM, para que tivesse efeito na reducdo da “cabeca”, apds 2-4 horas de
incubacdo. Além disso, estes autores observaram que o emprego de peroxido de hidrogénio foi o
componente responsavel pela atividade anti-nematoide do 4cido linoleico.

J& Lopes et al. [9] citam que os fungos “cacadores” de nematoides apresentam diversos
mecanismos de predagdo, podendo passar um periodo de sua existéncia como saprofita e outra
parte como parasitica, dependendo dos fatores que estimulem a liberagcdo de esporos, como a
interacdo fungo-nematoide.

Dentre as cultivares de alface, as de folhas lisas, como Luisa, sdo consideradas altamente
suscetiveis a infeccdo por nematoides do género Meloidogyne [1]. Entretanto, é importante
ressaltar que o emprego do fungo Pleurotus ostreatus reduziu a suscetibilidade da cultivar de
alface ao Meloidogyne. As raizes de alface sem a inoculacdo do fungo P. ostreatus,
apresentaram, em média, 287,0 galhas e 155,3 massas de ovos, como uma cultivar altamente
suscetivel a M. incognita, segundo a classificacdo de Charchar et al. [2]. Por outro lado, a
inoculacdo dos fungos na alface Luisa resultou em 30,6 a 76,7 massas de ovos e de 2,5 a 5,0
massas de ovos, sem diferenca dos isolados testados (Tabela 1), sendo a alface classificada
como moderadamente resistente a M. incognita, segundo Charchar et al. [2].

Considerando que no ciclo reprodutivo do Meloidogyne em cada massa de ovos contem
cerca de 400 a 500 ovos e que ap6s quatro ciclos ou geragdes serdo formados 390.625 adultos
[3]. A reducdo do numero de massas de ovos observada com a inoculagdo dos isolados de P.
ostreatus testados poderd contribuir para redugdo da populagdo deste nematoide em condigdes
de campo, como citado por Perry e Moens [17], como critério para selecdo de variedades
resistentes a nematoides de galhas.

A combinacdo de agentes de controle bioldgico, como fungos e bactérias nematdfagos, € uma
abordagem que tem ganhado mais impulso, principalmente, nos dltimos dez anos [10]. O
mesmo autor ainda cita que diversos autores tém verificado efeito das combinacBes sobre o
vigor das plantas e supressdo no numero de fémeas, ovos, juvenis, e galhas, principalmente
envolvendo espécies de Meloidogyne.

A utilizacdo de inoculantes fungicos deve fazer parte de um conjunto de medidas de manejo
das fitonematoses em alface, tais como a adicdo da matéria organica, que estimula a atividade
microbiana do solo e possibilita o estabelecimento dos fungos parasitas e/ou predadores, dentre
outros microrganismos do solo, potencializando o controle dos nematoides, além de contribuir
para disponibilizacdo de nutrientes para plantas, o que favorece a tolerancia aos agentes
fitopatogénicos.

4, CONCLUSAO

O emprego de Pleurotus ostreatus reduz o nimero de galhas e de massas de ovos de
Meloidogyne incognita.
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