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Extrato de Pycnoporus sanguineus no Controle de Meloidogyne javanica em Tomateiro
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Resumo

A uso excessivo de agroquimicos tem prejudicado o meio ambiente. Em contrapartida, métodos de controle alternativo, como a indugdo de
resisténcia, podem ser explorados para o controle de fitonematoides. O extrato do fungo Pycnoporus sanguineus pode ser utilizado como
indutor de resisténcia e auxiliar nas medidas de manejo alternativo. O objetivo deste trabalho foi avaliar o potencial do extrato aquoso de
basidiocarpos de P. sanguineus na redugio populacional de Meloidogyne javanica e interferéncia nas caracteristicas biométricas do tomateiro.
Foram realizados dois experimentos utilizando concentragdes do extrato aquoso de P. sanguineus (5%, 10% e 15%) e o controle (dgua). Os
tratamentos foram aplicados por aspersdo na parte aérea trés dias antes da inoculagdo com 5.000 ovos e juvenis de segundo estadio (J2) de
M. javanica nas raizes, sendo os tratamentos repetidos, semanalmente, durante oito semanas. No primeiro experimento, na concentragdo 5%
do extrato houve redugdo de 63,76% no niimero total de nematoides em relagao ao controle, e atingiu 90% de redugdo com a concentragao
15%. No segundo experimento, o extrato a 5% reduziu em 22,37% o ntimero total de nematoides, e na concentragdo de 15% houve 67,10%
de redug@o. Ndo houve alteragdo de aspectos morfologicos e de massas frescas e secas da parte aérea do tomateiro. O extrato aquoso de P.
sanguineus tem potencial para reduzir a densidade populacional de M. javanica em tomateiro, sugerindo possivel induc@o de resisténcia.

Palavras-chave: Inducdo de Resisténcia. Basidiomiceto. Nematoide de Galhas. Controle Alternativo.

Abstract

The excessive use of agrochemicals has harmed the environment. On the other hand, alternative control methods, such as resistance induction,
can be explored for the phytonematodes control. The extract of the fungus Pycnoporus sanguineus can be used as a resistance inducer and
to assist in alternative management measures. The objective of this work was to evaluate the potential of the aqueous extract of P. sanguineus
basidiocarps in the population reduction of Meloidogyne javanica and interference in the tomato biometric characteristics. Two experiments
were carried out using concentrations of the aqueous extract of P. sanguineus (5%, 10% and 15%) and the control (water). The treatments were
applied by spraying the shoot three days before inoculation with 5000 eggs and juveniles of second stage (J2) of M. javanica in the roots, with
the treatments repeated weekly for eight weeks. In the first experiment, in the concentration 5% of the extract there was a reduction of 63.76%
in the total number of nematodes in relation to the control, and reached a 90% reduction with the concentration 15%. In the second experiment,
the 5% extract reduced the total number of nematodes by 22.37%, and in the 15% concentration there was a 67.10% reduction. There was no
change in morphological aspects and fresh and dry masses of the tomato aerial part. The aqueous extract of P. sanguineus has the potential to
reduce the population density of M. javanica in tomatoes, suggesting a possible resistance induction.

Keywords: Resistance Induction. Basidiomycete. Root-Knot Nematode. Alternative Control.

1 Introducao

O fungo basidiomiceto Pycnoporus sanguineus (L.)
Murrill, amplamente distribuido na natureza, costuma ser
encontrado em troncos de arvores dos quais absorve seus
nutrientes (LEPP, 2020). Estudos com extrato de plantas e
de fungos medicinais tém indicado o potencial de controle de
fitopatogenos, tanto pela agdo antimicrobiana direta quanto
pela indugdo de mecanismos de defesa da planta hospedeira,
indicando a presenga de compostos com caracteristicas de
eliciadores (STANGARLIN ez al., 2011).

Para P sanguineus ha relatos quanto a produgdo de
metabolitos secundérios e de enzimas capazes de degradar

materiais lignocelulésicos, o que torna a espécie potencial
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para ser explorada como controle alternativo de fitopatdgenos
(ARRUDA et al., 2012).

Resultados obtidos por Viecelli et al. (2010) indicam
eficiéncia para o controle da mancha angular do feijoeiro,
causada pelo fungo Pseudocercospora griseola, a partir do
extrato aquoso de micélio de P. sanguineus, com redugdo na
severidade da doenga em 93% em casa de vegetagao e redugao
de 50% da severidade em experimento a campo. Baldo et al.
(2011) observaram que a area abaixo da curva de progresso
da doenga para antracnose causada por Colletotrichum
lindemuthianum em feijoeiro foi 22% menor nos tratamentos
com extratos aquosos de basidiocarpos de P. sanguineus.

Figueiredo, Castro e Silva (2014), estudando a atividade
in vitro de extratos de P. sanguineus sobre o fitopatdgeno
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Fusarium sp., observaram inibi¢do em mais de 92% da
esporulacdo desse fungo. Toillier et al. (2010) verificaram
o potencial de extratos de basidiocarpos de P. sanguineus
para o controle de Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli em
feijoeiro, com reducao média de 56% na severidade.

Os nematoides, como os do género Meloidogyne
formadores de galhas, sdo fitopatégenos que infectam ampla
variedade de hospedeiros como quiabo, pepino, batata e
tomate, entre outros (FILGUEIRA et al., 2020; SANTOS et
al., 2018; ANDRADE JUNIOR et al., 2016; MARTINEZ-
GALLARDO et al., 2019). Esses nematoides representam
grande ameaca para os produtores de hortalicas em todo o
Mundo, pois causam danos as raizes com perdas de rendimento
(JONES et al., 2013).

Em alta densidade populacional, os nematoides causam
nanismo, murcha e reduzem o desenvolvimento do tubérculo,
o que prejudica de forma significativa a produtividade final
da cultura de interesse. Além disso, com frequéncia, ocorre
a presenca simultinea de espécies na area, com perdas de
rendimento de 40% (CHARCHAR et al., 2005; SILVA et al.,
2014).

O controle de nematoides em tomateiro pode ser feito
pela integragdo de diversos métodos, como escolha da area
de cultivo, uso de mudas sadias, rotacdo de culturas com
gramineas (como milheto e sorgo), uso de plantas antagonistas
(como Crotalaria spectabilis, C. juncea ¢ mucunas) e cultivo
de variedades resistentes portadoras do gene Mi (INOUE-
NAGATA et al., 2016). No entanto, essa resisténcia pode
ndo se manifestar em areas mais quentes de cultivo, bem
como esses genotipos podem ndo estar disponiveis ou nao
serem adaptados para determinadas regides. Portanto, ha a
necessidade de desenvolver novos métodos que possam ser
integrados a estes para o adequado e eficiente manejo deste
patdgeno.

Alguns trabalhos tém indicado o potencial de compostos
derivados de basidiomicetos para controle de nematoides. De
acordo com Dong et al. (2006), o filtrado de meios de cultura
do cogumelo Lentinula edodes foi capaz de causar a morte de
Bursaphelenchus xylophilus apds 72 h de incubacdo. Hahn et
al. (2018) observaram que o filtrado de P. sanguineus causou
a mortalidade de Meloidogyne javanica em 98%.

Dessa forma, com base na hipotese de que o extrato de
basidiomicetos pode ser um componente para o sistema de
manejo integrado e sustentdvel de nematoides na cultura do
tomate, minimizando o uso de nematicidas quimicos, este
trabalho teve como objetivo avaliar o potencial do extrato de
P. sanguineus no controle de M. javanica e interferéncia no
crescimento do tomateiro.

2 Material e Métodos

Foram realizados dois experimentos, em diferentes
locais e periodos. O primeiro experimento (experimento 1)
foi conduzido no Laboratério de Fitopatologia e em casa de
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vegetacgdo na Estacdo Experimental da Pontificia Universidade
Catolica do Parana — campus de Toledo, no ano de 2016, sob
as coordenadas geograficas 24° 43’ 42” S 53° 46° 05” W e
576 metros de altitude. O segundo experimento (experimento
2) foi realizado no ano seguinte (2017), no Laboratorio de
Nematologia e na Estacdo Experimental da Universidade
Estadual do Oeste do Parana — campus de Marechal Candido
Rondon, sob coordenadas geograficas 24°33°28” S, 54°02°44”
W, 496 metros e 24°33°25” S, 54°02°58” W e 592 metros de
altitude, respectivamente.

Nos dois experimentos, plantas de tomate da cultivar
Santa Cruz Kada foram semeadas em bandejas de poliestireno
contendo substrato comercial esterilizado por autoclavagem
(120 °C, 1 atm, 1 h). Trinta dias ap6s a semeadura, as mudas
foram transplantadas para vasos com capacidade de 1,5 L
contendo a mistura solo Latossolo: areia (2:1), sendo também
esterilizado por autoclavagem e adubados de acordo com a
andlise de solo.

Utilizou-se o delineamento experimental inteiramente
casualizado constituido por um vaso com uma planta de
tomate, com cinco repeticdes e quatro tratamentos, que
corresponderam as diferentes concentragdes do extrato aquoso
de P. sanguineus (5%, 10% e 15%), além de um controle
negativo (agua destilada).

Para a obtencdo do extrato aquoso, basidiocarpos de P,
sanguineus foram secos em temperatura constante de 30 °C
e moidos em moinho de facas. O preparo de extratos aquosos
foi constituido na hidratagdo do pd seco de basidiocarpos
por 24 h a temperatura de 4°C (mantidos em geladeira), na
propor¢ao de 14 mL de 4dgua destilada para 1 g de pd seco
de basidiocarpo, sendo em seguida filtrados em papel filtro
qualitativo (8 um de poro) (DI PIERO; PASCHOLATTI, 2004).
Os filtrados coletados foram esterilizados por filtragdo em
membrana com 0,45 pm de diametro de poro, em cdmara de
fluxo laminar, armazenados a 12°C e, posteriormente, diluidos
com agua destilada para obter as concentragdes necessarias.

As aplicagdes dos tratamentos foram realizadas trés dias
antes da inoculagdo com M. javanica, e apds a inoculagio
continuaram, semanalmente, com intervalos regulares de
oito dias, durante 8 semanas. Foram pulverizados 20 mL dos
tratamentos por vaso, com aplica¢do concomitante na parte
acrea e no solo. Para o tratamento controle negativo (agua),
as plantas receberam 20 mL de agua da mesma forma que os
demais tratamentos.

Para a extragdo dos ovos e juvenis de segundo estadio
(J2) do nematoide, as raizes foram submetidas & metodologia
proposta por Hussey e Barker (1973), modificada por Boneti
e Ferraz (1981). Apds a extragdo, os nematoides foram
quantificados sob microscopio Optico, em camara de Peters,
sendo a suspensio calibrada para 5000 ovos + J2 mL™.

Trés dias ap6s a primeira aplicacdo do extrato aquoso de
P. sanguineus, cada planta foi inoculada com 5000 ovos +
J2 de M. javanica (populacdo inicial — Pi) em trés orificios
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equidistantes, abertos no solo, ao redor da plantula. O in6culo
utilizado foi obtido de uma populagdo pura de M. javanica
mantida em casa de vegetagdo, em raizes de tomateiro.

Ap6s 30 dias do transplante, as plantas foram coletadas e
a parte aérea separada do sistema radicular. Foram medidas
a altura (HT) e o comprimento da raiz (CR) com auxilio de
régua, e massas fresca (MFPA) e seca da parte aérea (MSPA)
utilizando balanga semi-analitica (0,0001 g). Para obtengao da
massa seca, a parte aérea foi colocada em sacos de papel e
mantida em estufa de secagem com circulagao for¢ada a 65°C
até massa constante.

As raizes foram submetidas ao processo de extracdo de
nematoides mencionado anteriormente, do qual se obteve o
numero total de nematoides no sistema radicular ou populagao
final (Pf). Ainda, realizou-se o calculo do fator de reprodugao

(FR), conforme proposto por Oostenbrink (1966), em que FR
= Pf/Pi.

Os dados foram submetidos a andlise de varidncia,
e quando significativos, as médias foram submetidas ao
Teste de Turkey ou analise de regressdo ao nivel de 5% de
probabilidade de erro, utilizando o programa estatistico
SISVAR® (FERREIRA, 2019).

3 Resultados e Discussao

Para todas as variaveis avaliadas houve diferenga entre
os experimentos. As concentragdes do extrato aquoso de P
sanguineus interferiram no numero total de nematoides e no
fator de reproducdo das plantas de tomate inoculadas com M.
Javanica, com interacdo estatistica entre os experimentos € as
concentragdes do extrato aquoso (Quadro 1).

Quadro 1 - Resumo da analise de variancia para as plantas tratadas com extrato aquoso de P. sanguineus e inoculadas com 5000 ovos
+ juvenis de segundo estadio (J2) de M. javanica, em experimentos realizados em dois locais

ngl;:z: d‘les FR ALT (cm) R (cm) MFPA(g) MSPA(g)
Experimento (E) 5949834,45%* 0,24%* 4284,90%* 269,10%* 12208,28** 127,92%*
Concentragdo (C) 8245177,58** 0,33%* 262,033ns 60,71ns 1030,70ns 13,10ns
ExC 4318500,10%* 0,17%* 26,70ns 63,57ns 689,75ns 14,52ns
Erro 293886,81 0,11 217,68 34,57 411,22 5,10
CV (%) 44,44 44,13 24,45 25,70 54,14 16,91
Média Geral 1219,99 0,24 60,35 22,88 37,46 13,35

FR: fator de reprodugdo; ALT: altura das plantas; R: comprimento da raiz; MFPA: massa fresca da parte aérea; MSPA: massa seca da parte aérea. * e **
diferem a 5% e 1% de probabilidade de erro. ™ ndo significativo a 5% e 1% de probabilidade de erro.

Fonte: dados da pesquisa.

No tratamento controle, em que ndo houve aplicacdo
do extrato aquoso de P sanguineus, observou-se que o
numero total de nematoides ao final do experimento 2 foi
em média 69% menor em relagdo ao niimero de nematoides
no experimento 1 (Figura 1A), ou seja, houve intensa
multiplicagdo dos nematoides durante o periodo de realizagado
do primeiro experimento. Apesar da menor quantidade total
de nematoides no experimento 2, ainda foi quantificada uma
média de 1.210 ovos + J2 por planta.

Tanto no experimento 1 como no experimento 2 houve
reducdo do numero total de nematoides em fungdo das
concentragdes utilizadas. Na concentragio de 5% do extrato de
P. sanguineus, a redugdo no numero total de nematoides foi de
63,76% em relagao ao controle (dgua), e atingiu 90% de redugao
com o uso da maior concentragdo do extrato aquoso (Figura
1A). No segundo experimento, com o extrato a 5% houve
redugdo de 22,37% no niimero total de nematoides, enquanto
na maior concentragao (15%) a redugao chegou a 67,10%.

Figura 1 - Numero total de nematoides (A) e fator de reproducao — FR (B) de M. javanica em tomateiro tratado com extrato aquoso
de P. sanguineus ¢ inoculado com 5000 ovos + juvenis de segundo estadio (J2) de M. javanica, em experimentos realizados em dois
periodos e locais diferentes. A: niimero total nematoides ou populacéo final (Experimento 1 e Experimento 2); B: fator de reproducio
(Experimento 1 e Experimento 2). Dentro de cada concentragao, pontos seguidos pela mesma letra ndo diferem entre si, quanto ao

modo de aplicacdo
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A vpartir da concentragdo de 5% do extrato de P.
sanguineus nao houve diferenca entre os experimentos. Dessa
forma, apesar de terem sido realizados em locais diferentes,
a quantidade de nematoides foi estatisticamente semelhante
quando foram utilizadas as concentragdes de 5%, 10% ou
15% do extrato desse basidiomiceto.

Os resultados obtidos corroboram com Hahn et al. (2018)
que relatam o potencial do fungo P. sanguineus no controle
de M. javanica. Ao buscar determinar o potencial ovicida,
nematicida e nematostatico de metabolitos retidos no meio
de cultura liquida do basidiomiceto, os autores determinaram
mortalidade de 95,8% de nematoides e imobilizagdo de 98%.

O fator de reprodugdo (FR) foi inferior a 1 em todos os
tratamentos nos dois experimentos realizados, com interagao
entre os mesmos. Porém, o baixo FR no experimento 2 ¢
resultado da baixa reprodugao do nematoide. Contudo, pode-
se afirmar que as plantas de tomate tratadas com o extrato
de P sanguineus tiveram o FR reduzido, e se tornaram
mais resistentes ao patdégeno M. javanica. De acordo com
Oostenbrink (1966), FR superiores ou iguais a 1,0 indicam
plantas suscetiveis (boa hospedeira), inferiores a 1,0 resistentes
(ma hospedeira) e iguais a 0 imunes (sem reprodugdo) (Figura
1B).

As variaveis relacionadas a biometria das plantas de
tomate cultivar “Santa Kruz Kada” apresentaram diferenga
significativa apenas entre os experimentos. No experimento
1, realizado no ano de 2016, a altura de plantas se apresentou
28,57% superior em relagdo ao experimento 2. De forma
similar, o comprimento da raiz também foi 20,33% maior no
experimento 1 em relagdo ao experimento 2 (Quadro 2).

Quadro 2 - Valores médios para o comprimento da parte aérea
(PA), comprimento da raiz (R), numero de folhas (NF), massa
fresca da parte aérea (MFPA) e massa seca da parte aérea (MSPA)
em tomateiro tratado com extrato aquoso de P. sanguineus ¢
inoculado com 5000 ovos + juvenis de segundo estadio (J2) de M.
Jjavanica, em experimentos realizados em dois periodos ¢ locais
diferentes

PA(cm) | R(cm) | MFPA(g) | MSPA(g)
Experimento 1 | 70,00 A | 2547A | 5493 A 15,14 A
Experimento 2 | 50,00 B 20,29 B 19,99 B 11,53 B
Letras maitsculas na coluna diferem entre si a 1% de probabilidade de

erro.
Fonte: dados da pesquisa.

No experimento 1, a massa fresca da parte aérea foi
63,60% superior em relagdo ao experimento 2, o que resultou
em massa seca 23,84% superior em relagao ao experimento 2.
Diante da diferenca apenas entre experimentos, considerando
as variaveis ambientais que podem ter proporcionado esse
resultado, as concentragdes do extrato de P. sanguineus nao
influenciaram na altura, comprimento da raiz e massas fresca
e seca da parte aérea do tomateiro.

Dessa forma, sugere-se que o extrato aplicado
anteriormente a inoculacdo das plantas com o patdégeno pode
ter induzido a resisténcia a M. javanica, pois a indugdo de

resisténcia envolve a ativacdo de mecanismos de defesas
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latentes existentes nas plantas em resposta ao tratamento, e
como método alternativo, de manejo, ndo deve trazer prejuizos
a cultura (VIECELLI et al., 2010).

Eidt et al. (2020) também ndo observaram efeito na
massa seca da parte aérea de plantas de arroz submetidas a
indugdo de resisténcia com Trichoderma em comparacio
com a testemunha ndo tratada, entretanto, houve aumento
na produtividade em 5% com o uso desse fungo. Em outro
trabalho, Oliveira et al. (2019), estudando o extrato do
basidiomiceto Lentinula edodes como indutor de resisténcia,
observaram que ndo houve variagdo no nimero de graos
por vagem de feijoeiro, entretanto, a produtividade foi 18%
superior na maior concentra¢do utilizada do extrato. Extrato
de L. edodes ativando mecanismos de defesa em plantas de
pimenta ja foi observado por Kang et al. (2017).

Os resultados obtidos por Baldo ef al. (2011) indicam
que os extratos aquosos de basidiocarpo e de micélio de
P sanguineus possuem atividade indutora de resisténcia
em plantas de feijdo inoculadas com Colletotrichum
lindemuthianum, causador da antracnose. Segundo os autores,
a inducdo de resisténcia ¢ mediada pela formagdo de espécies
reativas de oxigénio, particularmente peroxido de hidrogénio
e radical superoxido, contribuindo na protecido do feijoeiro
a C. lindemuthianum. O mesmo pode ter acontecido neste
trabalho para as plantas de tomate inoculadas com M. javanica
e tratadas com P. sanguineus.

As espécies reativas de atuar
sobre o patogeno de diversas formas, seja inibindo seu
desenvolvimento, fortalecendo a parede celular vegetal ¢ a

oxigénio podem

membrana plasmatica, e/ou regulando a expressdao de genes
da planta requeridos para a ativacdo da resisténcia (HEISER;
OSSWALD, 2008).

Para Toillier et al. (2010), a severidade do crestamento
bacteriano comum causado por Xanthomonas axonopodis
pv. phaseoli foi menor nas plantas de feijoeiro que receberam
filtrado de cultura de P. sanguineus a 5% e 10%, que pode
ter ocorrido tanto por atividade antimicrobiana direta quanto
pela ativacdo das enzimas de defesa vegetal peroxidase e
polifenoloxidase, com consequente redugio da severidade da
doenga.

Enzimas como peroxidase e polifenoloxidase estdo
relacionadas com mecanismos de defesa das plantas contra
fitopatogenos, pois a indugdo de resisténcia envolve alteragdes
metabolicas correlacionadas com mudangas na atividade de
enzimas chaves sem qualquer altera¢ao no genoma da planta
(STANGARLIN et al., 2011).

Com base nos resultados obtidos, o presente trabalho
demonstra potencial do extrato aquoso de basidiocarpos de
P sanguineus como forma alternativa para o controle do
nematoide fitopatogénico M. javanica em tomateiro, contudo,
deve-se buscar estudos mais avangados, principalmente,
em relagdo as enzimas como peroxidase e polifenoloxidase,
espécies reativas de oxigénio, entre outros mecanismos
de defesa, a fim de confirmar a indug@o de resisténcia pelo
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basidiomiceto. Além disso, torna-se importante também
realizar trabalhos que avaliem a resposta da cultura a esses
tratamentos até o final do ciclo para verificar possivel custo
metabodlico de uma provavel inducao de resisténcia.

4 Conclusao

O extrato aquoso do basidiocarpo do fungo P. sanguineus
tem potencial para controle do patégeno M. javanica em
plantas de tomateiro, sem interferir no crescimento da cultura.
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