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Dueto the shortage of studiesthat indicate the culture mediums that optimize the sporulation of namatophagous
fungi for use in researche, the sporulation of the fungal isolates A. robusta (131), D. flagrans (CG768) and M.
thaumasium (NF34A) was evaluated in laboratoria conditions for 10 days in the means water-agar 2% (WA 2%),
potato-dextrose-agar 2% (PDA 2%), corn-meal-agar 2% (CMA 2%) and yeast-phosphate-sul phate-sucrose-agar
(YPSSA). Thelargest conidiaproduction (P < 0.05) for theisolate CG768 happened in BDA 2% whilein theisolates
131 and NF34A produced larger conidianumber in YPSSA (P < 0.05). Theviability of the conidiato prey infective
Ancylostoma spp. larvae did not |ose its effectiveness (P < 0.05) independent of the culture medium. The middle of
culture did not influencein the viability of the conidia (P> 0.05).
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fungal sporulation.

RESUMO

Devido aescassez de estudos queindiquem os meiosde cultura
gue otimizem a esporulagdo de fungos nematéfagos para uso
em pesquisas, a esporulacdo dos isolados fungicos de
Arthrobotrysrobusta (131), Duddingtonia flagrans (CG768) e
Monacrosporium thaumasium (NF34A) foi avaliada em
condigdes laboratoriais durante 10 dias nos meios agar-agua
2% (AA 2%), batata-dextrose-agar 2% (BDA 2%), “corn-meal -
agar” 2% (CMA 2%) e “yeast-phosphate-sul phate-sacarose-
agar” (YPSSA). A maior producao de conidios (P< 0,05) pelo
isolado fungico CG768 ocorreu no meio BDA 2% enguanto
queosisoladosfungicos131 e NF34A produziram maior nimero
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de conidios no meio YPSSA (P < 0,05). Constatou-se a
viabilidade dos conidios na predacéo de larvas infectantes
(L,) de Ancylostoma spp. ndo havendo perda de eficacia na
captura (P < 0,05) independente do meio de culturado qual se
originaram. O meio de culturando influenciou naviabilidade
dosconidios (P> 0,05).

PALAVRAS-CHAVE: Ancyl ostoma spp., Arthrobotrysrobus-
ta, Duddingtonia flagrans, Monacrosporium thaumasium,
esporulacédo de fungos.

INTRODUCAO

O Brasil possui clima e situag8o socio-econdmica
favoraveis a ocorréncia de doencas parasitérias intestinais
por helmintos cuja transmissdo se da pelaingestdo de ovos e
larvasinfectantes(ALVESet ., 2002). M uitas dessasinfeccdes
tém elevada preval énciaem animais, particularmente em caes
gue convivem com o ser humano e com ele dividem o mesmo
“nicho urbano” (MANTOVANI et al., 1978).

A presenca de cées portadores de helmintos em locais
publicos pode aumentar significativamente a contaminacéo
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do solo com ovos e larvas destes parasitos, devido a
facilidade com que seus excrementos podem ser misturados
ao solo, permanecendo no ambiente por longo tempo,
possibilitando atransmissao destes hel mintos ao ser humano
eanimais(MURADIAN et al., 2002). Dentre estes helmintos
parasitos intestinais, 0 Ancylostoma spp. tem requerido
grande atencéo devido ao fato de ser zoonose (ROBERTSON
etal., 2000).

Algumas espécies de fungos denominados nemat6fagos
séo consideradas antagonistas de nematéides parasitos
intestinais de animais domésticos, motivo pelo qual podem
ser uma aternativa viédvel no controle populacional delarvas
infectantesem nivel ambiental (MOTA et al., 2003).

Tais microorgani smos pertencem aum grupo heterogéneo
demicrofungoscom maisde 150 espécies (WALLER; FAEDO,
1996) caracterizados pel a sua habilidade de capturar e utilizar
os nematdides como fonte de nutrientes. Quanto amorfologia
e caracteristicas funcionais associadas a producéo de
estruturas especializadas para a captura de nematoides estes
fungos podem ser divididos em trés grupos: endoparasitas,
oportunistas e predadores (JATALA, 1986; NORDBRING-
HERTZ, 1988). A maioriadas espécies estaincluidano grupo
dos predadores (BIRD; HERD, 1994) cujas espécies
desenvolvem estruturas de captura como resultado de
estimulos externos ou espontaneamente (ARAUJO et al.,
2004).

Dentre os fungos predadores, destacam-se as espécies A.
robusta, D. flagrans e M. thaumasium, j& comprovadas como
potenciais agentes no controle de nematdides parasitas de
animais domésticos (ARAUJO et d., 1998; ARAUJO et .,
1999; SANTOSet d., 2001; ALVESet d., 2003; CASTRO et d.,
2003; MELO et al., 2003). A espécie A. robusta possuli
conidioforo ereto, algumas vezes ramificado, com cerca de
300um de comprimento, carregando em sua extremidade
normal mente seis conidiosovaides, hialinos, septados préximo
aregido mediana e medindo 18-27m de comprimento por 8-
12umdelargura, sendo capaz de produzir clamidésporos (VAN
OORSCHOQT, 1985). A espécie D. flagrans produz vérios
conidios na extremidade de conidiéforos eretos, medindo 25-
50pm de comprimento por 10-15um de largura, com formato
variando entre eliptico aovdide e com um septo mediano (VAN
OORSCHOT, 1985). A espécie M. thaumasium produz apenas
um Unico conidio na extremidade de cada conidi6foro
ramificado medindo entre 27-49um de comprimento por 15-
23um de largura. O conidio € ereto, hiaino, fusiforme, com
dois ou mais septos transversais, sendo que a célula
intermedidriaémaior queasdasextremidades(ARAUJO et dl.,
2004; LIU; ZHANG 1994).

O objetivo deste estudo foi de avaliar a capacidade de
esporulagdo dosisoladosfungicos A. robusta (131), D. flagrans
(CG768) e M. thaumasium (NF34A) em quatro meios
rotineiramente utilizados em laboratério afim de conhecer o
meio ideal para se obter o maior nimero de conidios de cada
um destes isolados fungicos bem como sua viabilidade na
captura de larvas infectantes (L) de Ancylostoma spp.

MATERIAL EMETODOS

Quatro diferentes meios utilizados rotineiramente em
laboratorio: CMA 2% “corn-meal-agar” 2% (179 = 29 de
extrato defarinhade milho e 15g de agar em 1000ml de &gua
destiladag.s.p.; pH 6,0); BDA 2% “batata-dextrose-agar” 2%
(40g = 4g infusdo de batata desidratada, 20g de dextrose e
15g de &gar em 1000ml de &guadestiladag.s.p.; pH 5,6) eAA
2% “agar-agua’ 2% (20g de &gar em 1000ml de &guadestilada
g.s.p., pH 6,5) e Y PSSA “yeast-phosphate-sul phate-sacarose-
agar” (4g de extrato de levedura, 1g de K,HPO,, 0,5g de
MgS0,.7H.0, 20g de &gar, 20g de amido solivel, 1000ml de
dguadestiladaqg.s.p., pH 6,2—STIRLING; MANKAU, 1978)
foram utilizados paratestar o crescimento de isolados de A.
robusta (131), D. flagrans (CG768) e M. thaumasium (NF34A).
Osmeiosforam preparados, acondicionadosem Erlenmayers,
esterilizados e depositados em placas de Petri estéril de
9cm de didmetro a temperatura ambiente. Osisolados 131 e
NF34A foram obtidos de solo brasileiro enquanto que o
isolado CG768 foi obtido de fezes de pequenos ruminan-
tes.

Em umacapeladefluxo laminar, discosde culturade 4mm
de diédmetro de colbnias fungicas crescidasem AA 2 % foram
transferidos para o centro das placas de Petri contendo 20ml
dos meios a serem testados. Posteriormente, essas placas
foram mantidas no escuro, em estufa a temperatura de 25°C,
durante 10 dias. Ao final deste periodo, em cada placa coberta
pelas hifas e conidios do isolado de fungo foram adicionados
15ml de &gua destilada utilizando a metodol ogia descrita por
Araljo et al. (1993). Recol heu-se a suspensdo de conidiosem
um béquer 50ml e desta suspensdo retiraram-se seis aliquotas
de 10l que foram contadas em Cémara de Fuchs-Rosental:
0,2mm e 0,0625mn?, Herkal ], Alemanha. Damédiadestas seis
contagens extrapolou-se o valor médio da concentracédo de
conidios na suspenséo.

AsL , de Ancylostoma spp. foram obtidas de coproculturas
defezesfrescas de cdes sem ragadefinida— SRD naturalmente
infectados. Estas coproculturas foram mantidas por 10 dias
em estufa a 26°C, estando entre 23-30°C que € atemperatura
favoravel ao desenvolvimento pré-parasitario das espécies
deste nematoide (FREITAS, 1982). As L, recuperadas foram
contadas em seis aliquotas de 10pul, sob microscopio optico
comobjetivade 10x. A médiadasL , foi cal culadaextrapolando-
seamédiadelarvas presentesparao volumefinal. Foi utilizada
atécnicadeWillis (1921) parapesquisade ovos nasfezese os
caes positivos para infeccdo por Ancylostoma spp., foram
mantidos num canil daUniversidade Federal deVigosa, Minas
Geras.

Tréstratamentos e um controleforam formadosemantidos
em temperaturaambiente em placas de Petri de 5cm de didmetro
contendo 10ml de agar-agua 2% (AA 2%), com 10 repeticdes
para cada grupo. Nos tratamentos, cada placa continha 1.000
L, de Ancylostoma spp. e 1.000 conidios de apenas um isolado
flngico para cada tratamento — CG768, 131 ou NF34A, e o
grupo controle (semisolado fungico) conteve apenas 1.0001L
nas 10 placas formadas.
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No decimo dia de interaggo foram recuperadas as L, ndo
predadas do contetdo das placas de Petri pela técnica de
Baermann concentrando-as em tubos de centrifugacéo apds
24 horas de sedimentagéo esponténea(UENO; GONCALVES,
1998).

Uma pipeta de Pasteur acoplada a uma bomba de vacuo
permitiu a drenagem do volume contido nos tubos de
centrifugacdo até um valor padréo de 3ml. Deste, coletaram-se
seis aliquotas de 10pl que foram distribuidas em [aminas de
vidro paracontagem das L, de Ancylostoma spp. recuperadas,
por meio de um microscopio éptico, em objetiva de 10x.
Calculou-se amédiadaslarvas presentes nestas seis al iquotas
e extrapolou-se para um volume final que foi gjustado até se
obter aquantidade de L , necessaria paraformago dos quatro
grupos deste ensaio.

O delineamento experimental foi intelramente casuali zado,
j& que as condic¢des experimentais foram homogéneas e
realizado com seis repeticdes. Os dados foram interpretados
estatisticamente pela andlise de variancia (Teste F) em nivel
de 5% de probabilidade. As médias foram avaliadas pel o teste
de Tukey em nivel de 5% de probabilidade.

A andliseedtatisticafoi realizadacom o auxilio do programa
“Sistema de Andlises Estatiticas e Genéticas’ — SAEG —,
desenvolvido pela Universidade Federal de Vigosa — Minas
Gerais(EUCLIDES, 1997).

RESULTADOSE DISCUSSAO

Todos osisolados de fungos foram capazes de crescer e
esporular nos meios testados. Na Tabela 1 e Figura 2 estéo
descritas as médias de conidios produzidos pelos isolados
fungicos.

N&o houve diferenca estatisticamente significativa (P
> (0,05) entre as médias dos isolados CG768, 131 e NF34A
quanto a producdo de conidiosem meio AA 2%. O meio AA
2% apresentou a menor producdo de conidios em relacéo
aos demais meios (P < 0,05). Em condicBes estressantes 0s

Tabela 1. Médias das contagens de conidios dos isolados
fangicos de Arthrobotrys robusta (I131), Monacrosporium
thaumasium (NF34A) e Duddingtonia flagrans (CG768) em
quatro meios de cultura.

Meio de cultura
BDA 2% CMA 2%

Isolado
fingico

AA 2% YPSSA

CG768 31.667 Ac 11.030.000 Aa 5.927.500 Ab 5.638.333 Ab
131  235.833 Ab 3.258.333 Ba 2.496.667 Ba 3.427.500 Ba
NF34A 60.834 Ab 1.008.333 Ca  86.667 Cb  1.478.333 Ca

As médias seguidas pela mesma letra mailscula nas colunas néo
diferem entre si em nivel de 5% de probabilidade pelo teste de Tukey
com DMS =1.106.529,74.

As médias seguidas pela mesma letra minUscula nas linhas nédo
diferem entre si em nivel de 5% de probabilidade pelo teste de Tukey
com DMS = 1.005.936,13.

AA 2% = Agar-agua 2%.

BDA 2% = Batata-dextrose-agar 2%.

CMA 2% = Corn-meal-agar 2%.

YPSSA = Yeast-phosphate-sulphate-sacarose-agar.

Maciel et al.

Figura 1. Clamidésporos de Duddingtonia flagrans em placa de Petri
contendo meio agar-agua 2% (Aumento Oc. 10x com obj. 40x).
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Figura 2. Médias das contagens em hemacitdmetro de conidios dos
isolados fungicos de Arthrobotrys robusta (131), Monacrosporium
thaumasium (NF34A) e Duddingtonia flagrans (CG768) nos meios
AA 2%, BDA 2%, CMA 2% e YPSSA.

fungos tendem a formar estruturas de resisténcia —
clamidospdros — como um mecanismo de sobrevivéncia a
estasituacdo (Fig. 1). Meios pobres em nutrientes, com pouca
fontede C e N, favorecem aformagao destas estruturas com
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supressao do crescimento vegetativo (DHINGRA;
SINCLAIR, 1995) devido ao estresse nutricional. No solo,
em sua fase saprofitica os fungos predadores de nematéides
sd0 capazes de utilizar em seu crescimento diversas fontes
deCeN emsuanutricdo (SAXENA et al., 1989). Estesfungos,
dispondo de uma fonte de energia prontamente disponivel,
provavelmente ndo teriam limitagdes para colonizar o solo e
formar as estruturas de captura de nematdides (DIAS;
FERRAZ, 1993).

Nos meios BDA 2%, CMA 2% e YPSSA a média de
conidios produzida pelos trés isolados fungicos foi
estati sticamentediferente (P < 0,05) sendo que oisolado fungico
com maior produgdo de conidios nestestrésmeiosfoi 0 CG768
enquanto que o NF34A foi o de menor produgéo. Baseando-se
nestes resultados observou-se que estes fungos necessitam
de uma boa fonte de nutrientes para produzir uma maior
quantidade de conidios.

Quando se analisou o isolado fungico CG768 nos
diversos meios verificou-se que houve diferenca significativa
(P<0,05) domeio BDA 2% em relagdo aosdemaismeios, o que
também foi observado com o meio AA 2%. As médias de
conidios produzidos por este fungo ndo foram diferentes (P >
0,05) entre os meios CMA 2% e YPSSA. No caso do isolado
fungico 131 verificou-se que a média de conidios produzidos
nomeioAA 2%foi estatisticamenteinferior (P<0,05) emrelagéo
aos demais meios, ndo havendo diferenca (P > 0,05) entre as
meédias nos meios BDA 2%, CMA 2% e Y PSSA. A producdo
de conidios do isolado fungico NF34A nos meios AA 2% e
CMA 2% n&o diferiu estatisticamente (P > 0,05), todavia
diferiram estatisticamente (P < 0,05) da produgéo nos meios
BDA 2% e YPSSA, cujas médias ndo foram estati sticamente
diferentes (P> 0,05) entresi.

Omeio BDA 2% foi o melhor paraaproducgéo de conidios
do isolado fungico CG768 enquanto que para os isolados
fungicos|31eNF34A omeio Y PSSA foi 0 que permitiu maior
producdo destas estruturas reprodutivas (Fig. 2). Em todos os
meios o isolado fungico de D. flagrans (CG 768) produziu
grande quantidade de clamiddsporos (Fig. 1).

Em um estudo de controle do nemat6ide parasitade plantas
Meloidogyneincognita, feito por Dias (1992), o meio Y PSSA
proporcionou maior crescimento e esporulacdo para o fungo
A. robusta em relacdo aos meios BDA 2% e CMA 2% a
temperatura de 25°C, assemelhando-se ao resultado obtido
neste referido ensaio. Em outro estudo, feito por Mota e
colaboradores em 2003, em que se procurou verificar a
esporulacdo, crescimento radial e biomassa produzida por
fungos predadores, grande producéo de conidiosfoi observada
em meio YPSSA pelos isolados fungicos 131 e NF34A apos
suapreservacao em diferentes métodos de conservacado, sendo
gue oisolado fungico 131 produziu maior nimero de conidios
isolado fungico NF34A (MOTA et al ., 2003).

Os fungos requerem um conjunto de condicdes
ambientais para 0 seu crescimento incluindo aeragdo, luz,
umidade e temperatura, todaviao meio de culturaéofator de
maior influéncia no cultivo fdngico, sendo que a

concentragdo de seus constituintes determina a qualidade e
a quantidade de crescimento e se a esporulagdo ou o
crescimento vegetativo serdo dominantes (DHINGRA;
SINCLAIR, 1995). Um bom meio de cultura permite grande
esporulacéo e pequeno crescimento micelial, sendo que,
geralmente, a esporulacdo é favorecida por esgotamento
nutricional, o que € uma condicdo adversa ao crescimento
vegetativo (DHINGRA; SINCLAIR, 1995).

Em muitos estudos com fungos nematéfagos grandes
guantidades de conidios sdo requisitadas (LARSEN et dl.,
1995; ARAUJO et a., 2001; WALLER et al., 2001), dai a
necessidade de conhecer os meios que permitam maior
esporulacdo para determinado fungo nematéfago. A
esporulacdo abundante também é importante para a
disseminacéo e sobrevivéncia de fungos em condicdes
ambientais (JANSSON, 1982) o que é desgjavel em programas
de controle biolégico.

Estesfungos no sdo exigentes em suanutri¢do em culturas
€ ndo necessitam de meios complexos para Seu crescimento
(ARAUJO et al., 2004). Norma mente a produc&o de conidios
paraensaiosexperimentaiséfeitaemmeio AA 2% adicionando-
se nematdides de vida livre como o Panagrellus spp.
(ARAUJOet al., 1993, 1994), entretanto aproduczo de conidios
por meio desta técnica é demorada além do riscos de
contaminacdo da cultura fungica com outros fungos e
bactérias.

No décimo dia de interac@o apds agregar os conidios
dos isolados fungicos com as L, de Ancylostoma spp. néo
foi observada perda de eficéciade predagdo paraum mesmo
isolado, baseando-se no meio de culturado qual os conidios
foram produzidos, ou seja, AA 2%, BDA 2%, CMA 2% ou
Y PSSA. Asredugdes namédiade L , nostratamentos com o
isolado NF34A variou de 88-89%, japaraoisolado |31 variou
de 97-98% enquanto que para o isolado CG768 estavariacdo
foi de 89-90%, ndo havendo diferenca significativa (P >
0,05) entre as médias nos tratamentos do mesmo isolado
indiferente do meio de culturado qual se obteve os conidios
(Tabela?2).

Tabela 2. Porcentagem de reducdo na média de larvas
infectantes (L,) de Ancylostoma spp., recuperadas de meio
AA 2% pelo método de Baermann dos tratamentos no déci-
mo dia experimental, apos interagdo com os isolados fungicos
de Arthrobotrys robusta (131), Duddingtonia flagrans (CG768)
e Monacrosporium thaumasium (NF34A), produzidos em di-
ferentes meios, em relagdo ao controle sem fungos.

Meio de cultura Isolado flngico

CG768 131 NF34A
AA 2% 89,80 97,68 88,76
BDA 2% 89,89 97,75 89
CMA 2% 89,95 98 88
YPSSA 90 97,80 88,90

AA 2% = Agar-agua 2%

BDA 2% = Batata-dextrose-agar 2%

CMA 2% = Corn-meal-agar 2%

YPSSA = Yeast-phosphate-sulphate-sacarose-agar
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CONCLUSDES

Existe um meio de cultura mais apropriado aos isolados
fungicos estudados para a producéo de conidios. O isolado
fangico D. flagrans (CG768) produz maior nimero de conidios
no meio BDA 2%, enquanto que os isolados fangicos de A.
robusta (131) e de M. thaumasium (NF34A) produzem maior
ndmero de conidiosnomeio Y PSSA. O meio de culturaAA 2%
ndo é um bom meio para esporulacdo dos isolados fungicos
de A. robusta (131), D. flagrans (CG768) e M. thaumasium
(NF34A), servindo apenas como substrato parasuarepicagem.

Os isolados de fungos predadores A. robusta (131), D.
flagrans (CG768) e M. thaumasium (NF34A) sfo eficientesna
capturain vitro dos nematéides Ancyl ostoma spp, porém, ha
uma maior atividade predatéria in vitro em meio AA 2% do
isolado de A. robusta (131) sobre L, de Ancylostoma spp. em
relacdo aos isolados D. flagrans (CG768) e M. thaumasium
(NF34A).
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