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Resumo

Os fungos nematofagos séo capazes de desenvolver estruturas no formato de armadilhas com a
finalidade de capturar e destruir os estagios infectantes dos nematoides. O objetivo do presente
estudo foi analisar o crescimento radial micelial, esporulacdo e Unidade Formadoras de Colénias
(UFCs) em Arthrobotrys musiformis, Arthrobotrys robusta, Arthrobotrys oligospora, Monacrosporium
eudermatum, Monacrosporium elegans, Pochonia chlamydosporia, Dactylella leptospora e
Paecilomyces lilacinus, utilizando-se seis meios de cultura sélidos e dois liquidos, sendo adotadas
guatro repeticdes para cada tratamento. Os experimentos foram realizados em camara tipo BOD,
no escuro, a temperatura de 25 + 1° C, no Laboratério de Nematologia da Faculdade de Ciéncias
Agrarias e Veterinarias (FCAV/UNESP), Jaboticabal, SP. Os meios sélidos foram incubados por 15
dias e realizadas medic6es a cada 48 horas (até 288 horas). Os meios liquidos foram incubados nas
mesmas condi¢bes por 21 dias, submetidos a trituracdo e diluicdes seriadas para contagem das
UFCs. As médias foram comparadas pelo teste de Duncan a 5% de probabilidade. A maior rapidez
e crescimento micelial radial foram verificadas para o meio semissélido agar-agua (AA) para A.
musiformis, A. robusta, M. eudermatum e M. elegans. Ademais o mesmo padré&o foi observado para

M. eudermatum e M. elegans incubados em agua de arroz, dextrose e agar (ARR). O meio liquido
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de batata e dextrose (BD) foi o melhor para producdo de UFCs.

Palavras-chave: Controle Bioldgico; Clavicipitaceae; Esporulacéo; Orbiliaceae; Trichocomaceae

Abstract

Nematophagous fungi are capable of developing trap-like structures to capture and destroy the
infective stages of nematodes. The aim of the present study was to analyze radial mycelial growth,
sporulation, and Colony-Forming Units (CFUs) in Arthrobotrys musiformis, Arthrobotrys robusta,
Arthrobotrys oligospora, Monacrosporium eudermatum, Monacrosporium elegans, Pochonia
chlamydosporia, Dactylella leptospora, and Paecilomyces lilacinus, using six solid culture media and
two liquid media, with four replicates for each treatment. The experiments were conducted in a BOD-
type chamber, in the dark, at a temperature of 25 + 1°C, in the Nematology Laboratory of the Faculty
of Agricultural and Veterinary Sciences (FCAV/UNESP), municipality of Jaboticabal, Sdo Paulo state,
Brazil. The solid media were incubated for 15 days, with measurements taken every 48 hours (up to
288 hours). The liquid media were incubated under the same conditions for 21 days, subjected to
homogenization and serial dilutions for CFU counting. Means were compared using Duncan’s test at
a 5% probability level. The fastest radial mycelial growth was observed in semi-solid water agar (AA)
for A. musiformis, A. robusta, M. eudermatum, and M. elegans. Furthermore, the same pattern was
observed for M. eudermatum and M. elegans incubated in rice water, dextrose, and agar (RDA). The
potato dextrose (PD) liquid medium was the most suitable for CFU production.

Keywords: Biological control; Clavicipitaceae; Sporulation; Orbiliaceae; Trichocomaceae

1. Introducéo

Os nematoides parasitam animais, plantas e outros seres vivos, com isto,
os efeitos das infesta¢des por nematddeos nas planta¢des, em animais domésticos
e até mesmo em seres humanos fazem do Filo Nematoda um dos mais importantes
de todos os grupos de animais parasitas (HICKMAN Jr. et al., 2016).

Todas as espécies de plantas cultivadas sao atacadas por pelo menos uma
espécie de nematoide, sendo algumas culturas hospedeiras de varias espécies.
Algumas espécies de nematoides atacam a parte aérea como folhas, caules e
sementes, outras espécies atacam partes subterr@neas como raizes, bulbos,
tubérculos e rizomas (GOELDI, 1887). Os fitonematoides s&o aqueles que
parasitam as plantas (geralmente as raizes), causando injurias e reducao na

absorcdo e transporte de 4gua e nutrientes na planta, o que compromete sua
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produtividade, desenvolvimento e qualidade do produto final. Esses
microrganismos causam perdas anuais na producdo agricola estimadas em 12%
(SASSER; FRECKMAN, 1987).

Dentre os inimigos naturais de fitonematoides estédo os fungos nemat6fagos
(ectoparasitas ou predadores), os quais capturam nematoides por meio de
armadilnas formadas por hifas modificadas (MORGAN-JONES; RODRIGUEZ-
KABANA, 1987; JANSSON et al., 1997; BRAGA et al., 2010). No Brasil, o primeiro
relato de fungos nematéfagos infectando fitonematoides, foi feito por Alcantara e
Azevedo (1981), os quais isolaram algumas espécies de fungos em nematoides
infectados, demonstrando um controle biolégico natural.

Para realizar o isolamento, o meio de cultura utilizado é de grande
importancia, pois permite o crescimento, desenvolvimento e manutengdo dos
fungos em laboratério. Dessa forma, a funcdo do meio de cultura é fornecer
nutrientes aos micro-organismos para seu crescimento e também serem
assimilaveis para os micro-organismos, possibilitando seu crescimento (SOARES
et al., 2009). Assim, os meios de culturas devem proporcionar aos fungos
crescimento micelial e esporulacdo, sendo fundamentais para disseminacdo e
sobrevivéncia dos mesmos em condicbes de laboratorio (JANSSON, 1982;
SOARES et al., 2009).

De acordo com sua consisténcia os meios de cultura podem ser sélidos,
solidos (gel) ou liquidos (caldo). Os meios soélidos séo utilizados para a manutencéo
e crescimento fangico, pois apresentam caracteristicas semelhantes aos seus
extratos naturais (madeira, tecido vegetal, solo etc). Os meios de cultura solidos
mais comumente utilizados s@o: BDA (batata dextrose agar), BDA + peptona, CMA
(corn meal agar), fuba + agar + YPSS (yeast powder soluble starch agar) (DIAS;
FERRAZ, 1993); BDA + YPSS; BSA (batata sacarose agar) (DIAS; FERRAZ,
1993; CASTRO et al., 2000). S&o considerados meios liquidos todos aqueles
isentos de agar e que apresentam consisténcia liquida até 37 °C e, em
temperaturas inferiores (PELCZAR Jr. et al., 1996).

Nesse contexto, 0 objetivo do presente estudo foi verificar o
desenvolvimento [crescimento micelial, esporulacdo e unidades formadoras de

colénias (UFCs)] de oito espécies de fungos nematdfagos, em seis meios de
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cultura solidos e, em dois liquidos.

2. Material e Métodos

O presente trabalho foi realizado no Laboratério de Nematologia da
Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias (FCAV/UNESP), Campus de
Jaboticabal, SP.

Para o experimento foram utilizados os seguintes isolados, obtidos a partir
da colecdo de fungos nematéfagos do Laboratério de Nematologia: Arthrobotrys
musiformis (Drechsler), Arthrobotrys robusta (Dudd), Arthrobotrys oligospora
(Fresen), Monacrosporium eudermatum (Drechsler), Monacrosporium elegans
(Oudeman), Pochonia chlamydosporia (Goddard), Dactylella leptospora (Drechsler)
e Paecilomyces lilacinus (Thom).

As culturas puras destes fungos foram acondicionadas em tubos de ensaio
em temperatura ambiente, no escuro. Posteriormente, estes fungos foram
repicados para placas de Petri e novamente armazenados em tubos de ensaio. No
caso do fungo P. lilacinus, que possui habito predador de ovos de nematoides, uma
suspensao concentrada de ovos de Meloidogyne sp. foi adicionada em sua placa
de Petri, juntamente com o meio de cultura, antes de ser mantido em tubos de
ensaio.

Apbés o crescimento, foram retirados dos bordos das colénias de A.
musiformis, A. robusta, A. oligospora, M. eudermateum, M. elegans, P.
chlamydosporia, D. leptospora e P. lilacinus, discos de 5 mm de diametro e
depositados no centro de cada placa contendo os meios sélidos de: 1. BDAC
(batata dextrose + agar comercial); 2. BDAN (batata dextrose + agar natural
produzido com batata in natura); 3. AMD (amido de milho dextrose e agar); 4. FAR
(farelo de arroz dextrose e agar); 5. AA (dgar agua) e 6. ARR (agua de arroz
dextrose e agar) sendo adotadas quatro repeticbes para cada tratamento. Essas
culturas foram incubadas em camara tipo BOD a temperatura de 25 + 1°C, no
escuro, por 15 dias.

As avaliacdes do crescimento micelial radial consistiram-se das leituras, a
cada 48 a 288 horas, do diametro da colonia em sentidos diametralmente opostos,

com auxilio de régua milimetrada, definindo uma média de trés leituras, de acordo
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com a metodologia proposta por Silva e Teixeira (2012).

Para o experimento com meios de culturas liquidos também foram utilizados
discos de 5 mm de diametro, retirados dos bordos das colonias de cada um dos
fungos estudados, sendo depositados no interior de Erlenmeyer de 500 mL,
contendo 250 mL de cada meio de cultura: 1. BD (batata dextrose) e 2. EL (extrato
de levedura e dextrose a 1%). Os meios de culturas inoculados com os fungos
foram incubados em BOD por 21 dias, a temperatura de 25 + 1° C, no escuro.

Posteriormente, para a avaliacdo de UFCs as multiplicagdes dos meios
liquidos passaram por diluicbes seriadas até 1:10.000. Uma aliquota de 1 mL da
diluicdo (1:10.000) foi adicionada em placas de Petri contendo BDA incubadas por
48 h. Foram realizadas contagem das colOnias presentes no meio de cultura das
placas e determinado o nimero de UFCs de cada tratamento.

Para a avaliacdo do numero de esporos/mL, uma aliquota de 10 mL de cada
repeticdo dos tratamentos foi coletada, sendo adotadas quatro repeticbes por
tratamento. Os conidios foram contados com o auxilio de uma céamara de
Newbauer, em microscopio foténico.

As médias obtidas das avaliacdes dos fungos em meios de culturas solidos
e liquidos foram submetidas a ANOVA e comparadas pelo teste de Duncan a 1% e
5% de probabilidade.

3. Resultados e Discusséao

O crescimento micelial dos oito isolados fungicos ocorreu em todos os meios
de cultura sélido utilizados, no entanto houve diferencas na velocidade do
crescimento nos mesmos (Figuras 1 a 8).

No ensaio com os meios solidos, o0 meio AA propiciou maior e mais rapido
crescimento micelial para os isolados de A. musiformis, M. eudermatum, M. elegans
e A. robusta, na avaliagdo de 96 horas apés a incubacao (Figuras 1, 2, 3 e 4). O
mesmo resultado foi verificado para o meio ARR para os isolados de M. elegans e
M. eudermatum e BDAN para M. eudermatum (Figuras 2 e 3).

Arthrobotrys oligospora e M. eudermatum tiveram maior e mais rapido
crescimento em trés meios de cultura diferentes (AA, ARR e FAR para A. oligospora
e AA, ARR e BDAN para M. eudermatum), indicando que estes isolados
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conseguem ser mais eficiente na assimilagdo de nutrientes em diferentes tipos de
meio (Figuras 2 e 7). Os fungos do género Monacrosporium apresentaram o maior
crescimento micelial de 48 para 96 horas no meio ARR (Figuras 2 e 3).

Dactylella leptospora, P. chlamydosporia e P. lilacinus foram os fungos que
apresentaram a maior lentidao de crescimento micelial (Figuras 5, 6 e 8). Ademais,
P. chlamydosporia e P. lilacinus apresentaram os menores crescimentos miceliais
(Figuras 6 e 8). Possivelmente, os meios de cultura solidos testados ndo foram

compativeis com as necessidades nutricionais dessas trés espécies de fungos.

Arthrobotrys musiformis

a aaa daaaaa

CRESCIMENTO RADIAL (CM)

BDAC BDAN AMD FAR AA ARR

MEIO DE CULTURA

Figura 1. Crescimento micelial de Arthrobotrys musiformis, em seis diferentes meios

48 horas
96 horas
144 horas
192 horas
240 horas
288 horas

sélidos de cultura, durante um periodo de 288 horas, em BOD a 25 + 1° C.
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Monacrosporium eudermatum

® 48 horas
® 96 horas
* 144 horas
*= 192 horas
= 240 horas
= 288 horas

CRESCIMENTO RADIAL (CM)

BDAC X BDAN ' AMD I FAR ’ AA v ARR

MEIO DE CULTURA
Figura 2. Crescimento micelial de Monacrosporium eudermatum, em seis
diferentes meios solidos de cultura, durante um periodo de 288 horas, em BOD a
25+ 1°C.

Monacrosporium elegans

aaaa

" 48 horas
® 96 horas
® 144 horas
® 192 horas
= 240 horas
= 288 horas

CRESCIMENTO RADIAL (CM)

BDAC BDAN AMD FAR AA ARR

MEIO DE CULTURA
Figura 3. Crescimento micelial de Monacrosporium elegans, em seis diferentes

meios sélidos de cultura, durante um periodo de 288 horas, em BOD a 25 + 1° C.
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Arthrobotrys robusta

a
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® 96 horas
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* 192 horas
® 240 horas
= 288 horas

CRESCIMENTO RADIAL (CM)

BDAC BDAN AMD FAR AA ARR

MEIO DE CULTURA

Figura 4. Crescimento micelial de Arthrobotrys robusta, em seis diferentes meios

sélidos de cultura, durante um periodo de 288 horas, em BOD a 25 + 1° C.
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Figura 5. Crescimento micelial de Dactylella leptospora, em seis diferentes meios

so6lidos de cultura, durante um periodo de 288 horas, em BOD a 25 + 1° C.
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Pochonia clhamydosporia

48 horas
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CRESCIMENTO RADIAL (CM)

BOAC BDAN AMD FAR AA ARR
MEIO DE CULTURA

Figura 6. Crescimento micelial de Pochonia clhamydosporia, em seis diferentes

meios solidos de cultura, durante um periodo de 288 horas, em BOD a 25 + 1° C.

Arthrobotrys oligospora

48 horas
96 horas
144 horas
1982 horas
240 horas
288 horas

CRESCIMENTO RADIAL (CM)

BDAC BDAN AMD FAR AA ARR

MEIO DE CULTURA

Figura 7. Crescimento micelial de Arthrobotrys oligospora, em seis diferentes

meios sélidos de cultura, durante um periodo de 288 horas, em BOD a 25 + 1° C.
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Paecilomyces lilacinus

" 48 horas
® 06 horas
® 144 horas
®= 192 horas
» 240 horas
= 288 horas

CRESCIMENTO RADIAL (CM)

BDAC BDAN AMD FAR AA ARR

MEIO DE CULTURA

Figura 8. Crescimento micelial de Paecilomyces lilacinus, em seis diferentes meios
sélidos de cultura, durante um periodo de 288 horas, em BOD a 25 + 1° C.

A propagacgédo de um fungo é realizada pelo crescimento de hifas que se
alongam e se ramificam formando as col6nias que nada mais sdo do que uma rede
de micélios, caracterizada por crescimento radial. Sendo assim, o crescimento
radial em funcdo do tempo € chamado de velocidade de crescimento radial
(OLIVEIRA, 2008).

Nos dados obtidos observa-se que o meio AA foi 0 meio mais favoravel para
o crescimento radial dos fungos, sendo mais indicado para os testes de
patogenicidade in vitro que os demais. Portanto para um fungo ter um bom
desenvolvimento necessita de condi¢cdes favoraveis (aeragdo, luz, umidade,
temperatura) para seu crescimento, com isso um bom meio de cultura permite
grande esporulacdo e pequeno crescimento micelial, um meio pobre permite
condicdo contraria, grande crescimento micelial e baixa esporulacdo, ou seja, a
escassez de nutriente favorece o crescimento micelial (DRINGRA; SINCLAIR,
1995; MACIEL et al., 2006). Sendo assim deve se levar em conta o0 que se pretende
obter no final: massa micelial ou esporulacéo.

Os meios ARR, BDAN e FAR propiciaram maior volume visual de micélio e,
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portanto, sdo mais indicados para crescimento inicial das culturas desses fungos,
no processo de producéo de formulacdes desses agentes para uso a campo. Por
conseguinte, os fungos que apresentem maior e mais rapido crescimento micelial
sd0 mais vantajosos para o controle biolégico, por infectarem o hospedeiro de
forma mais rapida e efetiva. Além disso, essa caracteristica possibilita a producao
em larga escala dos mesmos (OLIVEIRA, 2008).

O meio AM (agar-milho) é considerado o melhor meio para os fungos,
porque promove o equilibrio entre o crescimento micelial e esporulagédo. J& o meio
BDA (batata-dextrose-agar) permite o crescimento de varios microrganismos, mas
nao oferece seletividade como o meio AM (NAIME, 2009).

Na avaliagdo relativa aos numeros de UFC, o meio BD foi estatisticamente
superior a EL para os isolados de A. robusta, A. oligospora, M. eudermateum, M.
elegans, P. chlamydosporia e P. lilacinus como mostra na (Tabela 1). Para o0 meio
EL todos os isolados formaram menor numero de colonias estatisticamente
diferentes de BD.

Tabela 1. AvaliacGes das unidades formadoras de colénias (UFCs) de oito isolados
de fungos nematofagos em dois diferentes meios liquidos de cultura mantidos em

BOD a temperatura de 25 + 1° C, no escuro, por um periodo de 21 dias.

AVALIAGAO DO NUMERO DE ESPOROS EM DIFERENTES MEIOS DE CULTURAS

MEIOS DE

CULTURA AM3 AO AR MEU MEL PC-10 PL DL
BD? 1,5x10%a 5,8x10°a 4,9x107a 1,5x10°a 2,7x10°a 2,2x10%a 2,5x107a  0,0b
EL 1,5x10%a  1,4x10°b 1,5x10°b 2,6x10*b 1,4x10*b 4,1x10°b 2,1x10°b 4,7x10°a

TESTEF 0,42 18,52 19,79  91,39* 133,73* 103,31* 56241*  8,89"

CV % 6,01 40,03 63,17 28,58 24,20 19,29 11,72 94,82

IMédias seguidas por letras iguais nas colunas néo diferem estatisticamente pelo teste Duncan a
1% ou 5% de probabilidade; ?BD (batata e dextrose); EL (extrato de levedura 1%); SAM
(Arthrobothrys musiformis); AO (Arthrobothrys oligospora); AR (Arthrobotrys robusta); MEU
(Monacrosporium  eudermatum); MEL  (Monacrosporium elegans); PC-10 (Pochonia
chlamydosporia isolado 10); PL (Paecilomyces lilacinus); DL (Dactylella leptospora); **Significativo
a 1% de probabilidade pelo teste de Duncan; *Significativo a 5% de probabilidade pelo teste de
Duncan; ns = Nao significativo.

Dias e Ferraz (1993) concluiram que a temperatura de 25 °C é a melhor
para o crescimento de fungos nematéfagos e que o pH do meio de cultura ndo
influencia o crescimento micelial. Castro et al. (2000) também verificou que a

temperatura de 25 °C é ideal para o crescimento de A. musiformis, corroborando o
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resultado obtido neste trabalho.

O crescimento de fungos nematéfagos em meio liquido é viadvel e pode ser
atil ao processo de producdo de formulacbes desses agentes por facilitar a
inoculacao de grandes volumes de substratos soélidos, além de permitir a aplicacao
via agua de irrigacao.

No experimento com os meios liquidos a avaliacdo dos numeros de UFC foi
feita com diluicdo serial, plaqueadas em meio de cultura BDA e avaliadas 72 h
depois. Os fungos A. musiformis e P. lilacinus esporularam no meio BD com médias
de 2,5 x 104 e 7,2 x 105 conidios/mL, respectivamente. A. robusta, A. oligospora,
M. eudermateum, M. elegans, P. chlamydosporia, D. leptospora ndo esporularam
(Tabela 2). Entretanto, observou-se um 6timo crescimento vegetativo de todos
eles.

Segundo Leite et al. (2003) a composicdo do meio de cultura influencia
muito no desenvolvimento e na esporulacdo, depende da necessidade de cada
microorganismo a fontes minerais disponiveis em cada meio. Oliveira (2008)
também comprovou que o crescimento e a esporulacdo de cada fungo estao
ligados diretamente com a composicdo do meio de cultura e a capacidade de que
cada microrganismo tem de assimilar um nutriente.

No meio liquido EL, M. elegans, P. chlamydosporia e P. lilacinus
esporularam com médias de 2,5x103, 2,5x104 e 7,7x104 conidios/mL,

respectivamente. N&o houve nenhuma esporulagcéo para os demais isolados.

Tabela 2. Avaliacdo da esporulacao de oito isolados de fungos nemat6fagos em
dois diferentes meios liquidos de cultura, mantidos em BOD a temperatura de 25
+ 1° C, no escuro, por um periodo de 21 dias.

AVALIAGAO DO NUMERO DE ESPOROS EM DIFERENTES MEIOS DE CULTURAS

MEIOS DE

CULTURA AM* AO AR MEU MEL PC-10 PL DL
BD? 2,5x10° 0 0 0 0 0 7.28x10°a 0
EL3 0 0 0 0 25x10° 2,5x10° 7,75x10%a 0
TESTEF = . . . : . 0,80™ =
CV % - - - - - - 254,97 -

IMédias seguidas por letras iguais nas colunas nado diferem estatisticamente pelo teste Duncan a
1% ou 5% de probabilidade; 2BD (batata e dextrose); EL (extrato de levedura 1%); SAM
(Arthrobothrys musiformis); AO (Arthrobothrys oligospora); AR (Arthrobotrys robusta); MEU
(Monacrosporium  eudermatum); MEL  (Monacrosporium elegans); PC-10 (Pochonia
chlamydosporia isolado 10); PL (Paecilomyces lilacinus); DL (Dactylella leptospora); **Significativo
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a 1% de probabilidade pelo teste de Duncan; *Significativo a 5% de probabilidade pelo teste de
Duncan; ns = Nao significativo.

4. Concluséao

Por meio do presente estudo observou-se que o meio sélido de cultura AA
propiciou maior e mais rapido crescimento radial, enquanto o meio liquido BD foi o
melhor para a formacdo de UFCs da maioria das espécies de fungos testados.
Entretanto, quando observamos a esporulacdo, nenhum dos meios liquidos foi
eficiente para as espécies estudadas. Assim, faz-se necessario a realizacdo de

novos estudos visando testar outros tipos de meios liquidos de cultura.
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