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RESUMO

GURVITZ, Andrei Muratere. Avaliacfio do crescimento de fungos antagonistas a nematbides
pelo teor de‘ glucosamima. Lavras: UFLA, 1997. 56p. (Dissertagio - Mestrado em
Fitopatologia) .

Arthrobotrys conoides, Arthrobotrys musiformis e Arthrobotrys sp. cresceram e
esporularam bem em meios BDA e YPSS. Nos substratos casca, farelo ¢ quirera de arroz, palha
de feijao e esterco bovino, o crescimento micelial pela observagdo visual parece ter ocomdo em
todos eles, mas a esporulagdo ocorreu apenas com o fungo 4. musiformis em casca de arroz,
palha de feijao e esterco bovino. A avaliagdio do crescimento micelial desses fungos nos
substratos pelo teor de glucosamina confirma a ocorréncia de crescimento fiingico em todos os
substratos. Os melhores substratos para o crescimento de A. conoides, A. musiformis e
Arthrobotrys sp. foram farelo de arroz e palha de feijao, seguidos da quirera de arroz e do esterco
bovino e por fim a casca de arroz. Os fungos tiveram crescimento exponencial a partir do
segundo dia até o oitavo quando cultivados em farelo de arroz e palha de feijao. Entretanto essa
velocidade de crescimento foi exponencial até o final do ensaio quando os mesmos fungos foram
cultivados no esterco bovino. No cultivo em quirera de arroz, os fungos tiveram crescimentos
diferenciados, com o A. conoides tendo crescimento exponencial até o final do ensaio e os demais

até o oitavo dia de cultivo.

"Orientador: Vicente Paulo Campos. Membros da Banca: Ricardo Magela de Souza e Romildo
da Silva.
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ABSTRACT

Evaluation of growth of nematode antagonistic fungi by glucosamine analysis

Arthrobotrys conoides, Arthrobotrys musiformis and Arthrobotrys sp. growth and
esporulation were good when cultivated in PDA and YPSS media. The mycelial growth of those
fungi cultivated in husk, brand and brocken rice; bean straw and cow manure, occurred in all of
them by visual estimation, but sporulation occurred for 4. musiformis in husk rice, bean straw and
cow manure only. The evaluation of mycelial growth of those fungi when cultivated in substrates
above mentioned by chitin analysis, confirmed the fungi growth in all of them. The better
substracts for the growth of A. conoides, A. musiformis, and Arthrobotrys sp. were rice brand and
bean straw, followed by brocken rice and cow manure, and finally in rice husk. The fungi had
exponencial growth after second day until eighth day of incubation when cultivated in rice brand
and bean straw. However, this growth rate was exponential until the end of the experiment when
the fungi were cultivated in cow manure. When the fungi were cultivated in brocken rice, the

growth rate were differentiated among fungus species. 4. conoides had exponential growth rate

until the end of the the experiment but other species until the eighth day of cultivation only.
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1 INTRODUCAO

Vaénias espécies fungicas em diferentes géneros, familias, ordens e classes tém sido
capazes de reduzir populagdes de fitonematoides, apresentando para tal estruturas especializadas
na captura ou produzindo esporos capazes de infectar o nematodide (Barron, 1977; Mankau,
1980; Stirling, 1991). Sabe-se contudo, que os fungos sdo organismos filamentosos e portanto de
dificil quantifica¢do do crescimento micelial em substrato ou no solo. Diversas técnicas tem sido
desenvolvidas para a quantificagio do crescimento fiingico, como meios seletivos (Mitchell,
Kannwisher-Mitchell e Dickson, 1987, Cabanillas e Barker, 1989; Gaspard, Jaffe e Ferris, 1990;
De Leij e Kerry, 1991), dilui¢des sucessivas (Eren e Pramer, 1965, Stirling, McKenry e Mankau,
1979; Dackman et al., 1987) e contagem direta de propagulos (Crump e Kerry, 1981).

Sabe-se, por exemplo, que os fungos utilizam substratos orginicos para seu
crescimento (Garraway e Evans, 1984), e que substratos infestados com o mesmo fungo podem
ter comportamentos diferenciados quanto a eficiéncia do fungo nele desenvolvido, na redugdo da
populagdo do fitonematdide (Dias e Ferraz, 1994). Além disso, os fungos produzem esporos e
micélio, e a quantificacdo apenas de esporos ndo expressa totalmente o crescimento desses
organismos. O fungo pode nio produzir esporos e estar crescendo vegetativamente, e exercendo

O parasitismo nos nematéides, ja que em sua grande maioria os fungos possuem necessidades



nutricionais distintas para estas duas fases (Dias e Ferraz, 1993). Por outro lado, o método de
diluicdes em placas envolvendo a contagem do numero de coldnias ndo expressa
quantitativamente a massa fungica que resulta na produgio de cada coldnia, além da necessidade
do organismo avaliado possuir caracteristica tnica que o distinga com facilidade de outros
organismos (Alexander, 1982).

Deste modo, nos ultimos anos, diversos métodos quimicos tem sido utilizados para a
detec¢do de fungos ou de seus metabolicos finais, em alimentos e ambientes agricolas. Entre eles
se encontram aqueles capazes de detectar a quitina, polimero linear de p-1,4-N-
acetilglucosamina, um dos principais componentes da parede celular dos fungos (Aronson, 1965).
A glucosamina € obtida da quitina através de hidrdlises acidas (Blumenthal e Roseman, 1957),
basicas (Donald € Mirocha, 1977) ou enzimatica (Ride e Drisdale , 1971), podendo ser medida
quimicamente. Métodos colorimétricos tem sido utilizados para detectar a quitina fingica na
forma de glucosamina em milho e soja contaminados (Donal e Mirocha, 1977; Bethlenfalvay,
Pacovsky e Brown, 1981), grdos e plantas de trigo e cevada (Nandi, 1978; Golubchuk, Cuendet e
Geddes, 1960; Mayama, Rehfeld e Daly, 1975; Whipps et al., 1980; Roberts et al., 1991), cebola
(Becker € Gerdemann, 1977), plantas herbaceas (Wu e Stahmann, 1975; Ride e Drisdale, 1971,
Ride e Drisdale, 1972; Toppan, Esquerré-Tugayé e Touzé, 1976), feno (Roberts et al., 1987a;
Roberts et al., 1987b), e em produtos industrializados contaminados a base de tomate (Jarvis,
1977, Bishop et al., 1982; Cousin, Zeidler e Nelson, 1984; Lin e Cousin, 1985; Pettipher,
Williams e Gutteridge, 1985).

A produgdo massal de fungos antagonistas de fitonematoides com objetivo de controle
biologico, exige técnicas para monitorar quantitativamente o crescimento desses organismos em

determinado substrato. O crescimento desses fungos em larga escala em substratos de baixo
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custo, poderd constituir-se de importancia econdmica para o controle de fitonematoides na
agricultura brasileira.

Desta forma, objetivou-se neste trabalho, avaliar a produgdo massal de trés isolados
dos fungos nematofagos Arthrobotrys conoides, Arthrobotrys musiformis e Arthrobotrys sp. nos
substratos farelo de arroz, casca de arroz, quirera de arroz, palha de feijio e esterco bovino

através da analise de quitina produzida, medida através do teor de glucosamina.

"



2 REVISAQO DE LITERATURA

Os fungos nematofagos sao bastante comuns em solos naturais e solos agricolas, e em
materiais orginicos em decomposi¢io (Barron, 1977). Podem ser caracterizados como
predadores, endoparasitas, parasitas de ovos e de cistos, e produtores de metabolitos toxicos aos
nematoides (Mankau, 1980; Jatala, 1986). Os predadores produzem modificagdes nas hifas
resultando em orgdos de captura de nematobides, que podem ser adesivos ou nio, sendo que o
material adesivo pode cobrir totalmente a superficie da hifa ou, restringir-se as estruturas
especializadas como ramificagdes, bulbos ou malhas. Em algumas espécies desses fungos
desenvolvem-se orgaos ndo adesivos chamados de anéis, os quais sdo formados por trés células,
que em algumas espécies dilatam-se e capturam os nematdides (Mankau, 1980; Jatala, 1986,
Barron, 1977). Uma vez o nematbide capturado, o seu corpo é penetrado pelas hifas que se
.alojam no seu interior e cons;)mem o seu conteudo (Barron, 1977). Esses fungos tem sido
descritos e estudados por mais de um século (Stirling, 1991).

O controle biolégico de fitonematoides através de fungos, apesar de suas vantagens
para o meio ambiente, tem apresentado diversos problemas para uso extensivo no meio rural

como por exemplo a produgdo massal, aplicagdo no campo, e melhoria da eficiéncia no controle



de fitonematoides. Diversos estudos tém sido desenvolvidos para a obtengdo de substratos de
baixo custo e de grande disponibilidade nas fazendas, para a produc¢do massal e aplicagio destes
fungos nematofagos nas culturas, seguido do seu monitoramento no campo (Stirling, 1991).

Tarjan (1960) verificou que casca de aveia moido foi o melhor substrato organico
no cultivo e esporulagio dos fungos Arthrobotrys musiformis e Arthrobotrys oligospora em
comparagdo com os substratos torta de filtro de cana de agucar, farelo de milho, soja moida e
casca de aveia. Embora o autor tenha encontrado estes resultados avaliando a esporulagio e o
crescimento micelial, o trabalho nio se refere ao método utilizado para a avaliagdo do
crescimento.

Naves e Campos (1991), demonstraram que Arthrobotrys musiformis e Arthrobotrys
conoides veiculados em grios de trigo foram eficazes no controle de Meloidogyne javanica,
quando incorporado antes da infestagdo deste nematéide em vasos contendo plantas de tomate,
em condigdes de casa de vegetagio.

Dias e Ferraz (1994) concluiram que os fungos Arthrobotrys irregularis e
Arthrobotrys thaumasia quando veiculados em milho triturado, foram capazes de reduzir o
nimero de galhas também em cultura de tomate, tanto aos 60 dias ap6s o transplantio como aos
30 dias nas raizes remanescentes do plantio anterior.

Dias e Ferraz (1993), avaliando a produgdo de micélio e esporulagio de diversas
espécies do fungo nematéfago Arthrobotrys spp., em diversos substratos, como milho triturado,
quirera de arroz, bagago de cana-de-agucar picado e casca de café, concluiram que houve boa
produgdio de micélio para todas as espécies nos dois primeiros substratos, porém nestes, a
esporulagdo foi muito pequena ou ndo ocorreu. Em contra partida, para os dois substratos

seguintes ndo houve a produgio de micélio, ou quando houve foi de dificil visualizacdo. Para a



avaliagdo do crescimento micelial o autor utilizou da contagem em hemacitdmetro, de conidios
produzidios em um grama de substrato amostrado. A produ¢do de micélio s6 foi observada
quanto a auséncia ou presenga do mesmo, sem estabelecer relagdo com a massa filngica
produzida.

Campos (1994) obteve bom controle da populagdo de Meloidogyne incognita raga 2
em feijjoeiro e de M. exigua em cafeeiro ao utilizar Arthrobotrys conoides e Arthrobotrys
musiformis cultivados em graos de trigo. Machado (1994), cultivou os fungos Verticillium
chlamydosporium, Paecilomyces lilacinus e Arthrobotrys conoides em farelo de arroz, casca de
arroz, sabugo de milho, bagago de cana, casca de café e esterco bovino, obtendo melhor
crescimento micelial em farelo de arroz, sendo em contrapartida a casca de café, o substrato que
apresentou o menor crescimento. O melhor controle de Meloidogyne javanica foi obtido quando
estes fungos foram cultivados no esterco bovino e incorporados em tomateiros infestados por
esse fitonematodide. A avaliagdo do crescimento micelial desses fungos nos substratos foi feita
utilizando-se uma escala visual empirica, bem como a contagem de conidios produzidos.

Na maioria dos experimentos até agora realizados com fungos antagonistas visando o
controle de fitonematoides, ndo se tem estimado o crescimento fiingico nos substratos usados no
cultivo das plantas hospedeiras de fitonematoides, mas sim a populagio do nematéide hospedeiro
do fungo e o crescimento da planta.

Stirling (1991), ressalta a pouca atengdo dada aoc monitoramento das populagSes de
microorganismos introduzidos, com o objetivo de se confirmar se os mesmos s3o os legitiffos
responsaveis pelos niveis de controle observado.

Nas duas ultimas décadas, técnicas tem sido desenvolvidas para a quantificagio de

esporos e propagulos. Assim Crump e Kerry (1981), desenvolveram para os fungos



Nematophthrora gynophila e Verticillium chlamydosporium um procedimento de extragdo e
contagem direta de clamidiosporos. Esta técnica € possivel de ser modificada para outros fungos
que possuam esporos de facil identificagdo.

Também foi investigada a possibilidade do uso de meios seletivos para a quantificagdo
de Paecilomyces lilacinus e Verticillium chlamydosporium para experimentos de monitoramento
em campo por Mitchell, Kannwisher-Mitchell e Dickson (1987); Cabanillas ¢ Barker (1989),
Gaspard, Jaffe e Ferris (1990); De Leij e Kerry (1991). Para outros fungos nematofagos estas
técnicas ainda precisam de adaptagdes e testes.

Métodos quantitativos envolvendo dilui¢des em placas foram desenvolvidos por Eren e
Pramer (1965), Stirling, McKenry e Mankau (1979);, Dackman et al. (1987) para determinar o
nimero provavel de fungos predadores. No entanto, essas técnicas sio demoradas necessitando-
se de até duas semanas para o exame das placas.

Sabe-se, contudo, que os fungos produzem esporos e micélio, e que a quantificagio
apenas de esporos ndo expressa totalmente o crescimento desses organismos. O fungo pode ndo
produzir esporos e estar crescendo vegetativamente, e exercendo o parasitismo nos nematoides,
Ja que em sua grande maioria, os fungos possuem necessidades nutricionais distintas para estas
duas fases (Dias e Ferraz, 1993). Por outro lado o método de diluigdes em placas envolvendo
contagem do numero de col6nias ndo expressa quantitativamente os propagulos que resultam na
produgdo de cada coldnia fingica, além da necessidade do organismo avaliado possuir
caracteristica unica que o distinga com facilidade dos demais (Alexander, 1982). Deste modo, a
utilizagdo de métodos quimicos na avaliagdo do crescimento de fungos antagonistas podera ser

mais quantitativa avaliando-se, portanto, a produgio de micélio e de esporos. Como a quitina ndo



ocorre em plantas superiores e se restringe a um pequeno grupo de organismos (Tracey, 1955), a
avalia¢do do seu teor podera ser util na quantificagdo de fungos antagonistas a fitonematoides.

No século dezenove, Braconnot (1811), citado por Aronson (1965) e Tracey (1955)
publicou resultados de analises quimicas em diversas espécies fiingicas. Em todas elas foi notada
a presenga marcante de um componente da parede, bastante resistente e que apés tratamentos
com reagentes altamente alcalinos, permanecia intacto. Acreditando ter descoberto uma
caracteristica unica dos fungos, Braconnot nomeou esta substancia de “fungina”.

Em estudos sobre a natureza de integumentos de insetos, Odier (1823), também citado
por ambos autores acima listados, descobriu um componente que também resistia a acdo de
reagentes alcalinos. Para esta substdncia foi proposto o nome quitina. Odier ndo avaliou a
possibilidade da semelhanca entre as duas substéncias, “fungina” e “quitina” mas, mesmo assim o
termo quitina ganhou aceitagdo geral. Quitina é proveniente do grego Chiton, significa capa ou
cobertura, podendo portanto ser aplicada corretamente tanto para constitui¢io celular dos fungos
como dos insetos.

A quitina ¢ um polimero linear constituido de moléculas do mondmero N-
acetilglucosamina unidas por ligagdes B (1-4), formando a B-1,4-N-acetilglucosamina (Lehninger,
1984; Tracey, 1955), e constitui um dos principais componentes da parede celular de alguns
grupos de fungos como as das classes quitridiomicetes e zigomicetes e os das subdivisdes
ascomicotina, basidiomicotina e deuteromicotina, estando presente também na parede de €sporos
e enddsporos de bactérias, carapaga ou exoesqueleto de artropodes, insetos e crusticeos
(Lehninger, 1984; Donald e Mirocha, 1977). Além disso, a quitina nio ocorre em algumas
leveduras nem em oomicetes (Krugner e Bacchi, 1995), os quais possuem a sua parede

constituida principalmente de cadeias de celulose.



A quitina pode ser considerada como um analogo da cadeia principal das glucanas dos
peptideo-glucanos, constituido das subunidades [-(1-4)-N-acetilglucosamina e acido-N-
acetilmurdmico, constituintes caracteristicos da parede celular dos procariontes (Romeiro, 1995).
A quitina fingica se diferencia destes por ser um polimero constituido estritamente de moléculas
de N-acetilglucosamina, enquanto os peptideo-glucanos sio polimeros heterogéneos com as
moléculas de N-acetilglucosamina intercaladas com as de acido-N-acetilmurimico (Goto, 1992).
Diferenciam-se também da quitina dos procariontes por serem formadas somente pela agdo de
uma unica enzima, enquanto os peptideo-glicanos necessitam da interferéncia de mais enzimas
(Husley e Burnet, 1970; Godday, 1977), e também por serem encontradas em maior quantidade
nos fungos do que nas bactérias (Cochrane, 1958). Muzzarelli (1977), citado por Zeltins e
Schrempf (1995), em andlise visual, baseada na difragio de raio X, da molécula de quitina
fungica, demonstrou uma maior quantidade da conformagio microcristalina conhecida como a-
quitina, na qual presumivelmente suas cadeias de microfibrilas ocorrem de forma antiparalela, em
relagdo a B-quitina, que possui cadeias paralelas.

Apesar da quitina ser considerada comumente como um homopolimero de M-
acetilglucosamina, mesmo nas moléculas de quitina cristalizada, pode existir uma certa
quantidade de residuos de glucosamina ndo acetilada. Estas sio chamadas de quitosan, ou seja,
moléculas de glucosamina ndo acetiladas. Podem também existir diversos polimeros com graus
diferentes de acetilagdo entre a quitina e o quitosan na parede celular fungica (Wessels, 1986).

Com respeito a sintese de parede, muitos estudos radiograficos tém demonstrado que
0s componentes desta, como a quitina e as glucanas, s3o mais ativamente sintetizados na porgdo

apical da hifa em crescimento (Wessels, 1986; Gooday, 1977).
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Ha grandes evidéncias de que a sintese de quitina ocorra somente ao nivel da
membrana plasmatica, sendo este o principal sitio de sua polimerizagdo. Nio existem evidéncias
de nenhuma pré-polimerizagdo intracelular seguida de posterior movimento extravasativo destas
macromoléculas. Também ndo existem evidéncias da a¢do de componentes lipidicos pertencentes
a membrana plasmatica como intermediarios nesse processo (Moore-Landecker, 1996).

Durante o crescimento da parede celular fingica, as reagdes bioquimicas de produgdo
da quitina envolvem diversas enzimas e substratos como na maioria dos organismos (Lenhinger,
1984). Isto pode ser visualizado na Figura 1 que demonstra a rota metabolica de produgdo de
quitina.

Como citado anteriormente durante o crescimento da parede celular fingica, tem-se
somente detectado a agdo de uma unica enzima responsavel pela polimerizagio da quitina, a
quitina sintetase (Gooday, 1977). Porém Bulawa (1993) encontrou trés tipos de enzimas quitina
sintetase semelhantes, as quitina sintetase 1, I e III, no fungo Saccharomyces cerevisiae. Estas
trés enzimas seriam resultantes da agdo de trés gens CHS1, CHS2 e CHSS3, respectivamente. Nas
células, estas trés enzimas possuem funcdes diferenciadas. As enzimas quitina sintetase I e II,
seriam responsaveis pela produgdo de somente 10% da quitina celular, enquanto 90% seria pela
agdo da quitina sintetase 3. A quitina sintetase I é requisitada para a¢3o na germinagdo normal. A
quitina sintetase Il age na morfologia normal, septagdo e separagdo celular. Enquanto que a

quitina sintetase 1T possui agdo na cicatriza¢io celular e no crescimento da parede lateral.



11

Glucose-6 fosfato
Fosfoglucoisomerase
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Frutose-6-fosfato
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Glucosamina-6-fosfato (+ glutamato)

+ AcetilCOa

v

N-acetilglucosamina-6-fosfato (+Coa)
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+ Fosfoacetilglucosamina Mutase

v

N- acetilglucosamina-1-fosfato
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Unidina Difosfato-N-acetilglucosamina (+Polifosfato)
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+ Quitina sintetase
+ Mgz'

QUITINA (+ UDP)

FIGURA 1 - Reagdes enzimaticas responsaveis pela sintese de quitina na parede

celular fingica (Adaptado de Burnett, 1976).



12

A quitina sintetase possui agdo alostérica e atua principalmente na membrana
plasmatica. A sua atuagdo ¢ ativada principalmente pela presenga do substrato uridina difosfato
N-acetilglucosamina (Figura 2). Levando-se em conta a auséncia de outros fatores, a
enzima
somente € apreciadamente ativada quando a presenga deste substrato se encontra em
concentragdes suficientes para proporcionar a formagio de produtos macromoleculares com

cadeias longas (Gooday, 1977).

Mg”
UDP - GlcNAc + (GleNAC),——— (GIcNAC), -, + UDP

FIGURA 2. Reagdo de ativagdo de enzima quitina sintetase (Adaptado de Gooday,

1977).

Os principais produtos desta agdo enzimatica sio o polimero N-acetilglucosamina e a
uridina difosfato, sendo este ultimo um potente inibidor desta enzima. Possuindo caracteristica
semelhante a todas as enzimas alostéricas, a quitina sintetase também possui, além do mondémero
N-acetilglucosamina, diversos fatores que atuam no seu controle enzimatico, tais como, o dimero
da quitina, o diacetil chitobiose, que sio capazes de ativa-la. Porém estes dois fatores nio se
encontram livres entre os componentes celulares, mas provavelmente se encontram em locais
onde a dindmica da biosintese é bastante ativa. Portanto eles devem exercer importante fung¢do no

equilibrio da biosintese (Wessels, 1986).



A parede celular do fungo, possuindo rigidez consideravel, concede estabilidade para
as formas de hifas vegetativas e varias estruturas reprodutivas (Aronson, 1965). A textura fibrosa
das paredes celulares fiingicas foi observada pela primeira vez por Frey-Wyssling e Miihlethaler
(1950) no esporangioforo de Phycomyces, conforme citado por Aronson (1965).

Estudos ultraestruturais tem demonstrado uma similaridade geral na construgio da
parede, entre os diversos grupos fingicos, sendo geralmente destacada a existéncia de uma
camada interna contendo microfibras de quitina ou celulose aparentemente embebidas em outros
polimeros, seguida de uma ou mais camadas exteriores. Como regra geral as camadas mais
exteriores sdo soliveis em reagentes basicos, restando a camada mais interna como residuo
insolivel (Wessels, 1986).

Hunsley e Burnett (1970) estudando a parede celular do fungo Neurospora crassa
modelaram a parede como uma estrutura tipicamente em camadas. Do exterior para o interior se
encontram as seguintes camadas: a) a e B-glucanas; b) reticulos glicoprotéicos fundidos em uma
camada proteinacea; ¢) camada constituida de proteinas distintas; d) regiio quitinacea interior na
qual as microfibrilas de quitina se encontram embebidas em material proteinaceo. E importante se
destacar que ndo ocorre uma divisdo distinta entre essas camadas, sendo que na verdade elas se
encontram interelacionadas nos diversos locais de transi¢do.

Quanto a hifa fungica, a principal caracteristica do seu crescimento é a presenca
localizada de crescimento apical (Wessels, 1986; Gooday, 1977). Caracteristica esta também
encontrada em tubos polineos e pontas de raizes (Steer e Steer, 1989). Com base nesta
caracteristica a regido de crescimento foi dividida em trés subregies distintas, principalmente
quanto a presenca de organelas. A regido distal ¢ chamada de domo apical e se caracteriza por

apresentar vesiculas de diversos tamanhos, responsaveis pelo transporte de diversos precursores
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da parede, e também as enzimas responsaveis pela quebra e construgio da parede e extensio da
membrana plasmatica. Entre estas vesiculas se encontram os quitossomos, que sio envelopes
contendo a enzima quitina sintetase e responsaveis pelo transporte e assimilagio desta enzima a
membrana plasmatica. Estas vesiculas se agregram a membrana plasmatica formando o
lomassoma, uma invaginagio da membrana, responsavel pela sua extensdo (Deacon, 1983). No
domo apical também ocorre o Spitzenkorper, estrutura densa provavelmente responsavel pelo
direcionamento do crescimento da hifa. Esta estrutura ocorre somente em hifas em processo de
crescimento (Deacon, 1983, Grove e Bracker, 1970). Na regido subapical se encontram as
organelas comuns a outros organismos eucariotas como complexo de golgi, mitocdndrias,
ribossomas e reticulos endoplasmaticos. Estas organelas se encontram intimamemente
relacionadas com a produgdo das vesiculas anteriormente citadas (Moore-Landecker, 1996).
ApOs esta regido o numero destas organelas diminui em quantidade, sendo que comegam a
aparecer vacuolos, bem como o nimero de nicleos geralmente tende a aumentar. Também
ocorre o aparecimento de cristais de glicogénio e corpos lipidicos, bem como inclusdes
cristalinas, entre elas algumas constituidas de esterol, mais especificamente o ergosterol (Grove e
Bracker, 1970).

A dindmica da adi¢do de moléculas de quitina a parede celular, ocorre de forma
bastante equilibrada, envolvendo enzimas liticas e a enzima quitina sintetase, sendo as mesmas
responsaveis pela quebra e reconstrugio da parede no domo apical, respectivamente. Este
mesmo estudo demonstrou que a quitina sintetizada no apice é insolivel em bases. Um estudo
subsequiente usando microscopia eletronica autoradiografica em preparagdes refletidas, revelou
que a quitina em apices de crescimento, ainda insolivel em bases, se encontra em um estado

conformacional completamente diferente daquela em apices em repouso e partes subseqiientes.
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Em contraste com a quitina destas partes mais velhas, a nova quitina sintetizada nos épices
aparece de forma néo fibrilar (Wessels, 1986). Esta claro que a mintiscula quantidade de material
presente na parede do apice de crescimento no contribui significativamente para a quantificagio
da quitina total em analises quimicas. De fato, este material apical pode estar totalmente ausente
em preparagdes onde a parede das hifas sdo quebradas (Wessels, 1993)

Apos tratamentos quimicos para visualizar as microfibrilas de quitina, foi observado o
aumento em espessura e densidade das mesmas da extremidade para a base da hifa (Wessels,
1986).

Diversos trabalhos tem sido feitos utilizando a técnica de extragio de quitina com o
objetivo de detectar, quantificar e monitorar o crescimento de fungos. A técnica tem sido
utilizada em diversos elementos como produtos industrializados de tomate (Jarvis, 1977; Bishop
et al, 1982; Cousin, Zeidler e Nelson, 1984; Lin e Cousin, 1985; Pettipher, Williams e
Gutteridge, 1985), grdos armazenados (Donald e Mirocha, 1977, Bethlenfalvay, Pacovsky e
Brown, 1981; Nandi,1978; Golubchuk, Cuendet e Geddes, 1960, Mayama, Rehfeld e Daly, 1975;
Whipps et al., 1980; Roberts et al., 1991), tecidos vegetais (Wu e Stahmann, 1975; Ride ¢
Drisdale, 1971; Ride e Drisdale, 1972, Toppan, Esquerré-Tugayé e Touzé, 1976), feno de alfafa
(Roberts et al., 1987a; 1987b). Esta técnica consiste, primeiramente em se provocar a quebra das
cadeia polipeptidicas da molécula de quitina através da hidrolise, a qual pode ser feita sob agio
acida (Weng e Hotchkiss, 1991; Blumenthal e Roseman, 1957), basica (Donald e Mirocha, 1977;
Nandi, 1978; Ride e Drisdale, 1972) ou enzimatica (Ride e Drisdale, 1971). A hidrolise basica
possue diversas vantagens como digestdo basica de artefatos provenientes do material vegetal,
reducdo no tempo de analise, e tornando desnecessario o uso de enzimas especificas (Bishop et

al., 1982). Nesta hidrélise basica a quitina é despolimerizada através da agio de reagentes basicos
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a altas temperaturas. Neste processo surge o quitosan, que se encontra parcialmente
despolimerizado e deacetilado. O quitosan mantém-se insolavel na solugiio basica e o restante
dos componentes da parede ¢ retirado com sucessicas lavagens e centrifugagSes em solugbes
aquoetandlicas. O quitosan ¢ posteriormente transformado em glucosamina através da
deaminagdo com 4acido nitroso, para formar o aldeido 2,5-anidromanose, o qual pode ser
determinado colorimetricamente (Ride e Drisdale, 1972).

Bethlenfalvay, Pacovsky e Brown (1981) concluiram que autoclavagens superiores a
uma hora na extragdo poderiam gerar menor intensidade da coloragio devido a degradagio da
quitina. Lin e Cousin (1985) definiram como 2 horas o melhor tempo para autoclavagem.
Entretanto, a maioria dos trabalhos sugere o tempo médio de 1 hora para a hidrolise.

Cousin, Zeidler e Nelson (1984), concluiram que durante etapa de extragdo alguns
fatores ndo influenciam os resultados obtidos na analise de quitina como a dilui¢io da amostra,
uso dos reagentes preparados a temperatura ambiente e a intervalos de uma hora durante cada
etapa do processo. Porém outros fatores podem alterar os resultados, como a adigdo de
reagentes fora de seqiiéncia, falha no aquecimento € na mistura das solugdes nos devidos
tempos, bem como a utiliza¢@o de reagentes preparados com muita antecedéncia (velhos) ou mal
armazenados.

Esta técnica utilizada na detecgdo de patdgenos em sementes tem demonstrado
algumas vantagens, sendo principalmente a rapidez na obtencdo de resultados (4 a 5 horas) em
comparagdo com os métodos mais comumente utilizados, como o plaqueamento (7 a 8 dias).
Porém a andlise de sementes através do teor de glucosamina apresenta desvantagens como a ndo

descri¢io dos fungos atuantes nas sementes, a quantificagio de glucosamina proveniente de
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fungos ja mortos e ndo ativos e a falta de pardmetros relativos aos tempos de infecgdo para
comparagao com os coeficientes de controle previamente estipulados. (Donald e Mirocha, 1977).

Nandi (1978), fazendo amostragens semanais durante o armazenamento de sementes
de trigo inoculadas com os fungos Aspergillus candidus Link, Aspergillus glaucus Link,
Peniccilium sp., demonstrou que houve um aumento constante na taxa de glucosamina durante o
periodo avaliado para os trés fungos. Donald e Mirocha (1977), estudaram a viabilidade da
técnica de glucosamina na avaliagio de grdos armazenados de soja e milho, em comparag¢ao com
a técnica de plaqueamento, também obtiveram resultados semelhantes. Estes resultados
demonstraram que ocorre uma relagdo entre estes dois parimetros, porém sendo ambos distintos.
O primeiro informa a quantidade de glucosamina fiingica total encontrada na amostra, enquanto o
segundo informa a porcentagem de sementes infectadas e as espécies de fungos infectantes. Isto
gera controvérsia pois pode-se obter uma amostra com 100% das sementes infectadas, porém
com baixa quantidade de glucosamina existente, e por outro lado pode-se obter um lote com alto
teor de glucosamina e somente poucas sementes com alto grau de infecggo.

Golubchuk, Cuendet e Geddes (1960), testaram a técnica de quitina com relagio a
diversos pardmetros de avaliagdo de armazenamento de sementes de trigo, e obtiveram uma
relagdo inversamente proporcional entre a quantidade de quitina extraida, a viabilidade da
sementes e a quantidade de acidos graxos existentes. Nio foi observada nenhuma relagio entre o
numero de esporos extraidos e a quantidade de quitina extraida.

Roberts et al. (1991) também encontrou uma boa relagio, entre a quitina extraida de
graos de cevada infectados naturalmente e artificialmente com o indice visual de contamina¢io
para os fungos Aspergillus ochraceus, além de ter obtido boa relagdo entre esta técnica e a

contagem de esporos. Rotter et al. (1989) também estudando este fungo em grios de cevada
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obteve resultados semelhantes, além de observar a variagdo de quitina entre A. ocraceus e outras
espécies de fungos, bem como variagio de acordo com o tempo de armazenamento.

Um dos fatores que interfere mais nos resultados obtidos, superestimando-os é a
presenca de compostos glicoproteicos semelhantes a glucosamina no interior de sementes.
(Pusztai, 1964).

Nandi (1978) demonstrou que existe uma certa quantidade de glucosamina no interior
de sementes de trigo, atingindo valores em torno de 123 pg/g. Este fato também foi demonstrado
por Pusztai (1964) em sementes de Trevo, nas quais foram encontrados valores de até 51.000
ug/g, e por Donal e Mirocha (1977) em gréos de soja € milho, os quais atingiram valores de 15-
25 pg/g e 100-120 pgfg respectivamente. Porém tem sido observado na pratica que esta
interferéncia néo ocorre, ou quando ocorre a mesma ¢ insignificante.

Em produtos de tomate também tem sido utilizada a técnica de extragdo de quitina
para a determinagdo de contaminagio fungica. Pettipher, Williams e Gutteridge (1985),
obtiveram uma boa relag3o entre a contagem de fungos pela técnica de Howard, a qual se baseia
em contagem direta de hifas, e a analise de quitina, porém esta ultima demonstrou ser mais
demorada.

Bishop et al. (1982), também encontrou uma boa relagio entre estes dois parametros,
entre diversos fungos adicionados a produtos industrializados de tomate, obtendo retorno de até
100% da quantidade fingica adicionada. Estes trabalhos tem demonstrado grande vantagem em
relagdo a técnica de Howard principalmente quando relacionada com produtos triturados, pois
neste caso obtem-se um nimero maior de hifas pertencentes a um mesmo indculo contaminante,
0 que superestima a populagio avaliada pela técnica de Howard. Este fato também foi percebido

por Cousin, Zeidler e Nélson (1984). Jarvis (1977), obteve os mesmos resultados das pesquisas
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anteriormente citadas, além de perceber que a taxa de quitina nos fungos aumenta em fungio do
tempo, porém ndo de forma linear, além de ocorrerem diferencas entre as espécies testadas.

Roberts et al. (1987a) utilizaram-se da extragdo alcalina de quitina para poder estimar
a contamingdo fungica em feno de alfafa. Este trabalho objetivou relacionar esta técnica com o
numero de esporos obtidos e o indice visual estimativo. Para o primeiro parimetro nio houve
relagéo significativa mas a mesma ocorre para o segundo parimetro

Para fungos micorizicos a quitina também tem sido utilizada para estimar a massa
fungica em relagdo a vegetal, tanto de maneira direta como indireta. Benthenfalvay, Pacovsky e
Brown (1981), estudando o fungo micorrizico Glomus fasciculatus em soja, obtiveram relagio
significativa de 90% entre os processos quantitativos de avaliagdo histologica e a extragio de
quitina, para porcentagens de infecgdo de até 60%, ndo havendo diferenga em porcentagens de
infeccdo superiores. Hepper (1977), utilizando este método colorimétrico, objetivou encontrar
uma relagdo entre a intensidade de infec¢do de fungos micorrizicos endofiticos, através do peso
fresco e seco das raizes, e a quantidade de glucosamina. Esta relagio foi bastante significativa
para os quatro géneros de plantas e quatro fungos micorrizicos testados. Porém para este caso
supoem-se que a quantidade de hifas fora e dentro da raiz sdo iguais e que as paredes dos fingos
também, o que na realidade ndo ocorre.

A produgdo de quitina nos fungos podera variar com o meio de cultivo empregado.
Blumenthal e Roseman (1957) testando diversos fungos fitopatogénicos quanto a porcentagem
de quitina presente na parede celular, chegaram a conclusio de que a quantidade da mesma
aumenta com o passar do tempo quando os mesmos se encontram em meio de cultura acido. Wu

e Stahmann (1975), utilizando um fungo saprofita isolado em meio de cultura, quantificaram
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quitina através da andlise de glucosamina, e encontraram uma relagio linear entre o peso seco
micelial e a quantidade de quitina extraida deste fungo.

Plassard, Mousain e Salsac (1982), utilizando a técnica de extragio de quitina em
diversos basidiomicetes cultivados “in vitro”, obtiveram uma relagio linear entre o peso seco € o
peso fresco micelial e a quantidade de glucosamina analisada. Bishop et al. (1982) observaram a
varia¢do da quantidade de quitina em fungdo da espécie do fungo, condigdes nutricionais e de
aeragdo dos meios de cultura e da idade da cultura.

Contudo, esses casos reforcam a necessidade de melhor controle experimental

incluindo testemunhas para analise do teor inicial no substrato em estudo.

"



3 MATERIAL E METODOS

O experimentos foram realizados no Laboratorio de Nematologia do Departamento de

Fitopatologia da Universidade Federal de Lavras - UFLA, MG.

3.1  Isolamento e manutengiio dos fungos nematéfagos

Os fungos foram isolados a partir de amostras de terra da regiio de Lavras, Minas
Gerais. Foi utilizada a técnica de centrifugacio diferencial de Barron (1969), modificada por
Nicolay e Sikora (1988) e adaptada por Naves e Campos (1991). Suspenderam-se 150g de solo
em 100 ml de agua, completando-se o volume para 350ml e agitando-se por 10 minutos. Em
seguida, passou-se este volume por uma peneira de 0,810 mm, lavando-se os residuos com mais
agua e coletando-se a suspensdo num becker. Esta suspensdo foi novamente agitada por 10
minutos e passado por uma peneira de 0,250 mm sendo novamente repetido o processo de
lavagem e coleta. Novamente a suspensio foi agitada por 10 minutos e passado em peneira de
0,044 mm. A suspensdo final foi distribuida em tubos de centrifuga e centrifugado por 2 minutos

a 680g (1740 rpm). Apos a centrifuga¢do o sobrenadante foi descartado e o residuo distribuido
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em forma de cruz sobre placas de Petri de 90 mm de didmetro contendo meio agar-agua 2%.
Nessas placas foram adicionados fragmentos de fneio cultura contendo os nematdides-isca,
Panagrellus redivivus. As placas foram entdo lacradas e incubadas a 20°C. Foram feitas
observagdes didrias a procura de estruturas fingicas predatorias, bem como estruturas
reprodutivas. Apos o surgimento dos conidiéforos, os mesmos foram transferidos, com o auxilio
de um microscopio estereoscopico instalado em camara de fluxo laminar, para placas de Petri
contendo meio BDA (batata, dextrose e agar).

Os fungos isolados foram Arthrobotrys conoides, Arthrobotrys musiformis, e
Arthorotrys sp., os quais foram mantidos em meio de cultura BDA.

O nematdide-isca, Panagrellus redivivus, foi multiplicado e mantido em cultura
bacteriana. Este nematdide ja se encontrava isolado e tem sido mantido em meio de cultura pelo
Laboratorio de Nematologia da Universidade Federal de Lavras. Placas de Petri feceberam meio
artificial esterilizado por autoclavagem a 120°C por 20 min., composto de 0,3% de farinha lactea,
1,5% de 4gar e agua destilada o suficiente para completar o volume para 1000 ml, sendo em
seguida adicionados os nematoides-isca. As placas foram mantidas a 20°C e repicadas a cada 20

dias.

3.2 Avaliaciio do crescimento micelial e esporulacio de Arthrobotrys conoides, Arthrobotrys

musiformis e Arthrobotrys sp. em meios de cultura

Para avaliagdo do crescimento micelial e esporulagio em meio de cultura foram
utilizados os meios BDA (batata, dextrose e agar) e YPSS (4g extrato de levedura; 1g KH,PO;;

0,5g MgS0,.7H,0; 20g amido solavel, 1000 ml H,O destilada), segundo Stirling, McKenry e
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Mankau (1979) modificado pela adi¢io de 20g de agar/litro de meio. Placas contendo os
respectivos meios de cultura receberam discos de micélio de 4 mm de diametro provenientes de
culturas fingicas crescidas em meio BDA com 7 dias de idade.

Para avaliagdo do crescimento micelial foi medido o didmetro da colénia no quarto dia
apoOs a repicagem.

A avaliagdo da esporulagio foi feita no décimo segundo dia apds a repicagem. Em
cada placa adicionaram-se 10 ml de agua e 2 gotas de Tween para auxiliar na dispersio dos
esporos. Com o auxilio de um bastdo de vidro cada placa foi raspada levemente em sua
superficie, sendo a suspensdo de esporos recolhida e levada para avaliagio em hemacitdmetro.

Foram feitas 5 repeti¢Ges para cada fungo testado nos diferentes meios de cultura. A

leitura em hemacitémetro foi feita duas vezes para diminui¢do do erro de leitura.

3.3 Avaliaciio da esporulaciio e crescimento micelial de Arthrobotrys conoides, Arthrobotrys

musiformis e Arthrobotrys sp. em substratos de baixo custo

3.3.1 Obtenc¢io e preparo dos substratos de baixo custo

Os fungos também foram testados quanto ao crescimento micelial e esporulagdo para
substratos de baixo custo. Os substratos testados foram farelo de arroz, quirera de arroz, casca
de arroz, esterco bovino e palha de feijao. Os substratos tiveram preparagdes semelhantes,
somente sendo diferenciadas em dois aspectos, quanto a retirada de materiais estranhos e

secagem prévia a moagem.
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O esterco bovino foi adquirido em propriedade local, sendo seco ao ar livre e
peneirado, para a retirada de residuos vegetais e pedras. O substrato palha de feijao foi obtido
restos de lavoura pertencente a Universidade Federal de Lavras, sendo utilizado para a sua
produc@o folhas, caules, raizes e vagens. Os substratos casca de arroz, farelo de arroz e quirera
de arroz foram obtidos no comércio local. Todos os substratos apods secos e selecionados foram
moidos em moinho tipo Marconi-MA048 contendo peneira de malhas. Em cada substrato foi
adicionado agua destilada e esterilizada por autoclavagem durante um periodo de 30 minutos
para umedecimento. Em seguida, retirou-se o excesso de agua através da passagem em peneira.
Em placas de Petri de 90 mm de didmetro foram colocados 10g de cada substrato. Esses
recipientes foram autoclavados a 120°C durante uma hora. O processo foi repetido trés vezes
com intervalo de dois dias entre as autoclavagens.

A cada placa contendo os substratos foram adicionados 4 discos de micélio de 4 mm
de didmetro de forma equidistante, contendo os fungos Arthrobotrys conoides, Arthrobotrys.
musiformis e Arthrobotrys sp. Apos a repicagem as placas foram vedadas com “rolopac” e

levadas para incubag¢do durante 20 dias a 27°C. As testemunhas nio receberam indculo fingico.

3.3.2 Avaliacio da esporulagdo através de hemacitometro

Para a avaliagdo da esporulagdo dos fungos nos substratos de baixo custo , foram
feitas amostragens ao décimo e vigésimo dia. De cada placa foi retirado 1,0 g de substrato que
ap6s homogeinizado, foi colocado em béquer de S0ml contendo 10 ml de agua destilada mais 2

gotas de Tween. Estimou-se o nimero de conidios produzidos em hemacitdmetro.
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3.3.3 Avaliaciio do crescimento micelial através da quantidade de quitina produzida

As amostragens para a avaliagdo da quitina produzida foram feitas aos 2, 4, 6, 8 e 10
dias apos a repicagem de cada cultura filngica para os substratos. As placas foram abertas em
camara de fluxo laminar e homogeneizadas, sendo a seguir retiradl 1,0 g de substrato, em
seguida a amostra foi dividida em duas subamostras de 0,5 g, para a extragdo da quitina. As
testemunhas ndo repicadas com os fungos antagonistas, foram também amostradas da mesma

forma para analise de quitina.

3.3.3.1 Construcio da curva padrio de glucosamina.

Para a determinagd@o da curva padrdo, determinou-se a absorbdncia de diferentes
concentragdes de D (+) - glucosamina Sigma (grau de pureza: 99%) pura, sendo as mesmas
50ug, 100pg, 150ug e 200 ug de glucosamina por ml de Hcl. Na amostra em branco a
glucosamina-HClI foi substituida por agua destilada, deionizada e esterilizada. Estas soluges e a
amostra em branco sofreram todos os processo de colorimetria idénticos as amostras dos

substratos abaixo descritas.
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FIGURA 3: Curva padrdo de glucosamina expressa em pg/ml de HCL.UFLA,
Lavras - MG, 1997.

Quanto a caracteristica da curva padrio de glucosamina-HCl, esta apresentou
tendéncia linear entre as concentragdes de 0 e‘ 50ug de glucosamina. Com o aumento das
concentragdes a curva de resposta de absorbancia tendeu a estabilidade. Diversos autores
relatam este fato em seus trabalhos. Cousin, Zeidler e Nélson (1984), utilizando uma curva
padrao com varia¢@o entre 0 e 150ug de glucosamina obtiveram uma resposta linear até 50ug e

n3o linear apos este valor. Esta mesma caracteristica foi obtida por Bishpo et al. (1982) e Tsuji,




27

Kinoshita e Hoshino (1969). Para Pettipher, Williams e Gutteridge (1985) resposta se encontrou

entre os valores de Oug e 70ug de glucosamina.

3.3.3.2 Extrac¢io da quitina fiingica

O teor de quitina foi avaliado através da extra¢do da glucosamina dos substratos
utilizando-se a técnica de Ride e Drisdale (1972), adaptada por Donald ¢ Mirocha (1977). A
técnica consiste na hidrélise basica da quitina da parede celular até glucosamina. Primeiramente,
0,5g do substrato foi colocado em um tubo plastico de centrifuga de fundo conico e tampa
rosqueavel adicionando-se a seguir 4,0 ml de KOH (120g KOH/1000ml H,0). Os tubos foram
parcialmente fechados, de modo a proporcionar a troca de gases, autoclavados a 125°C por 1
hora, e resfriados a 0°C, pela imerséo em gelo moido. A seguir cada tubo recebeu 8ml de solugio
aquo-etanolica (70%) resfriada a 4°C e cobertura com 1,0 ml de Celite (1g/20ml de etanol 70%),
sendo entdo centrifugados a 7000 rpm por 10 minutos em centrifuga refrigerada a 0°C. O
sobrenadante foi descartado e em cada tubo foram adicionados 8,0 ml de solugdo aquo-etandlica
(40%) resfriada a 4°C. Nova centrifuga¢do foi feita e o sobrenadante foi novamente descartado.
A seguir, foram feitas mais duas centrifugagdes com 8,0 ml de agua destilada deionizada e
resfriada a 4°C. O sedimento final foi resuspenso em agua destilada deionizada e esterilizada, e

o volume ajustado para 1,5 ml para analise colorimétrica.
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3.3.3.3 Analise colorimétrica da quitina

O processo colorimétrico utilizado foi descrito por Tsuji, Kinoshita e Hoshino (1969),
e também utilizado por Donald e Mirocha (1977), Ride e Drisdale (1972) e Nandi (1978) em seus
trabalhos. Para cada amostra foram adicionados 1,5 ml de KHSOQ, (5% p/v) e 1,5 ml de NaNO;
(5% p/v). O precipitado foi, entdo, resuspendido nesta solugdo por um periodo de 15 minutos.
Esta mistura foi centrifugada a 7000 rpm a 0°C por 10 minutos. Deste sobrenadante foram
retiradas duas aliquotas de 1,5 ml e colocadas em tubos separados. Em cada tubo foi adicionado
1,5 ml de NHsSO;NH; (12% p/v), agitando por 5 minutos. Posteriormente foi adicionado 1,5 ml
de 3-metil-2-benzothiozolone hidrazone (MBTH) (0,5% p/v) e agitou-se novamente. Os tubos
foram colocados em banho-maria a 100°C por 4 minutos. Apos resfriamento em gelo, adicionou-
se a cada tubo, 1,5 ml de FeCl; (0,5% p/v), com no maximo dois dias de preparo. Apos o
descanso de 30 minutos determinou-se a absorbéncia das solu¢des, ja a temperatura ambiente, em
espectrofotdmetro a 650 nm.

O teor de glucosamina por 0,5 g de substrato foi determinado através da curva padrio

de glucosamina, representada na Figura 3.

3.4 Delineamento experimental

A avaliagio crescimento micelial em meio de cultura foi montada seguindo o

delineamento inteiramente casualizado, sendo avaliados os didmetros da coldnias dos fungos
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Arthrobotrys conoides, Arthrobotrys musiformis e Arthrobotrys sp. nos meios YPSS e BDA ao
quarto dia apds a repicagem. Os tratamentos tiveram S repeti¢oes.

A esporulagio da esporulagio dos fungos em meio de cultura também segiu o
delineamento inteiramente casualizado, com o fatorial 3 x 2 x 1, sendo 3 fungos testados, 2 meios
de cultura e 1 periodo de avaliagio ao 7 dia apds a repicagem. Os tratamentos toveram 3
repetigdes.

A avaliag@o da esporulagio nos substratos de baixo custo foi baseada no delineamento
interramente casualizado no esquema fatorial 3 x 5 x 2, sendo 3 isolados fungicos (Arthroborrys
conoides, Arthrobotrys musiformis e Arthrobotrys sp.), em cinco substratos, isto €, casca de
arroz, quirera de arroz, farelo de arroz, palha de feijdo e esterco bovino, avaliados ao décimo e
vigésimo dia apos a repicagem. Os tratamentos foram constituidos de 5 repeti¢des.

O experimento responsavel pela avaliagio do crescimento micelial nos substratos
através da produgdo de quitina foi montado seguindo o delineamento inteiramente casualizado,
no esquema fatorial 3 x 5 x 5 sendo 3 isolados fingicos (Arthrobotrys conoides, Arthrobotrys
musiformis e Arthrobotrys sp.), 5 substratos para desenvolvimento fiingico, isto ¢, casca de
arroz, farelo de arroz, quirera de arroz, palha de feijdo e esterco bovino e 5 épocas para avaliagio
da producdo de quitina através do teor de glucosamina, 2, 4, 6, 8, e 10 dias apds a repicagem
fungica. Esse teor foi obtido pela interpolagdo na curva padrio e depois subtraido do teor
original do substrato antes da repicagem. A testemunha foi constituida dos substratos sem a
presenca dos indculos fingicos. Todos os tratamentos tiveram S repetig¢des.

A comparag¢do das médias dos tratamentos foram efetuadas pelo teste de Tukey a 5%



4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Avaliacio do crescimento micelial e esporulacio de Arthrobotrys conoides, Arthrobotrys
musiformis e Arthrobotrys sp. em meios de cultura, e da esporulacio nos substratos

casca, quirera e farelo de arroz, palha de feijao e esterco bovino

O crescimento micelial dos fungos Arthrobotrys conoides, Arthrobotrys musiformis e
Arthrobotrys sp. em meio de cultura expresso em didmetro médio das coldnias no quarto dia
apos a repicagem (Tabela 1), foi melhor no meio de cultura YPSS. Também foi observado
diferenca no crescimento micelial entre as trés espécies fiingicas num mesmo meio (Tabela 1).

Melhor crescimento micelial foi de Arthrobotrys musiformis.

TABELA 1 - Diametro médio (mm) das colénias dos fungos Arthrobotrys conoides,
Arthrobotrys musiformis e Arthrobotrys sp. Quatro dias apdsa repicagem em dois

meios de cultura. UFLA, Lavras, MG, 1997.

Meio de Cultura  Arthrobotry conoides  Arthroboirys musiformis Arthrobotrys sp.
BDA 40,77 50,36 43,01
YPSS 68,22 74,83 59,22

* Média de cinco repetigdes.



Dias e Ferraz (1993) comparando o crescimento de diferentes espécies deste género
em diversos meios de cultura também obtiveram crescimento diferencial nesses dois meios sendo
que YPSS proporcionou o melhor crescimento seguido do meio BDA.

Os fungos estudados também apresentaram diferencas na reprodugdo nesses dois
meios de cultura (Tabela 2). Maior produgdo de conidios ocorreu sempre em meio YPSS,
concordando com Dias e Ferraz (1993) que obtiveram resultados diferenciados entre as espécies

€ meios.

TABELA 2 - Conidios (x10°) produzidos pelos fungos Arthrobotrys conoides, Arthrobotrys
musiformis e Arthorbotrys sp., por placa, ao sétimo dia apos a repicagem em meio

de cultura BDA e YPSS. UFLA, Lavras - MG, 1997.

Meio Arthrobotrys conoides Arthrobotrys musiformis Arthrobotrys sp.
BDA 30,7 9,1 6.6
YPSS 98.5 247 15,3

* Meédia de cinco reperti¢des.

Nos substratos casca. farelo e quirera de arroz, palha de feijdo e esterco bovino, apesar
da analise visual demonstrar crescimento micelial em todos eles, a esporulagio ocorreu apenas
com o fungo Arthrobotrys musiformis nos substratos casca de arroz, palha de feijio e esterco
bovino, no periodo de 20 dias (Tabela 3). Dias e Ferraz (1993) ndo obteve esporulagio ou as
vezes fraca esporulagdo em quirera de arroz e milho triturado, demonstrando assim exig&hcias
nutricionais diferenciadas dessas espécies para a reproducdo. Entretanto essas espécies, nesse

mesmo periodo de tempo, esporularam em meio de cultura (Tabela 2). Essa falta de esporulagdo
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em diversos substratos dificulta a avaliagdo quantitativa por métodos diretos através da extracio

de esporos (Crump e Kery, 1981; Eren e Pramer, 1965; Stirling, McKenry e Mankau, 1979).

TABELA 3 - Conidios (x10°) produzidos pelos fungos Arthrobotrys conoides, Arthroboirys
musiformis e Arthorbotrys sp. por grama dos substratos casca, farelo e quirera de
arroz, palha de feijao e esterco bovino aos 10 e 20 dias apos a repicagem. UFLA,

Lavras - MG, 1997.

Substratos 10 dias 20 dias

A.conoides  A.musiformis  A.sp.  A.conoides A.musiformis  A.sp.

Casca de Arroz 0 1.5 0 0 3.0 0
Farelo de Arroz 0 0 0 0 0 0
Quirera de Arroz 0 0 0 0 0 0
Palha de Feijao 0 8.0 0 0 90,0 0
Esterco Bovino 0 17.0 0 0 21,0 0

* Média de cinco repetigdes.

4.2. Avaliacio do crescimento de Arthrobotrys conoides, Arthrobotrys musiformis e
Arthrobotrys sp. nos substratos casca, farelo e quirera de arroz, palha de feijao e

esterco bovino pela anilise do teor de glucosamina

Na avalia¢@o inicial dos teores de glucosamina nos substratos casca, farelo e quirera de
arroz, patha de feijio e esterco bovino observou-se que os teores originais eram diferentes,
provavelmente devido a propria constitui¢do dos substratos e a flora microbiana, insetos, e outros
associados antes da esterilizacdo. Porém estes teores ndo variaram significativamente durante o

periodo incubagdo nos tratamentos sem a repicagem fungica, apesar de ter ocorrido maior
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variagio no teor de glucosamina no esterco bovino aos 8 e 10 dias comparado com os demais
periodos de incubagdo (Figura 4), talvez devido ao desenvolvimento de microorganismos como

bactenas termofilas que resistiram ao processo de esteriliza¢do, porém em baixa populagao.
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FIGURA 4: Teor de glucosamina expresso em ug/0,5 g de substrato das testemunhas casca de
arroz (CA), farelo de arroz (FA), quirera de arroz (QA), palha de feijio (PF) e
esterco bovino (EB) aos 0, 2, 4, 6, 8 e 10 dias apos a implantagio do experimento.
UFLA, Lavras - MG, 1997.




Esses resultados vém reforcar a importancia da perfeita esterilizagdo dos substratos,
aléem de um monitoramento dos mesmos, através de testemunhas, durante todo o processo
experimental (Sharma, Fisher e Webster, 1977). O processo de esterilizagdo por autoclavagens
intercaladas a cada 2 dias, demonstrou ser bastante eficiente para os substratos casca de arroz,
quirera de arroz, farelo de arroz, e palha de feijao (Figura 4).

O maior crescimento micelial do fungo Arthrobotrys conoides. avaliado no décimo dia
de crescimento nos substratos, através da quantidade de quitina pelo teor de glucosamina ocorreu
no farelo de arroz seguido da palha de feijao. Por outro lado, o menor crescimento fiingico
ocorreu no substrato casca de arroz (Figura 5).

Para o fungo Arthrobotrys musiformis o substrato que melhor proporcionou o
crescimento micelial foi a palha de feijdo, seguida do farelo de arroz. Novamente o menor
crescimento micelial ocorreu quando se utilizou a casca de arroz como substrato (Figura 6).

Para o fungo Arthrobotrys sp. os resultados foram semelhantes aqueles obtidos para o
fungo Arthrobotrys conoides, sendo que o substrato que proporcionou o melhor crescimento
micelial, foi o farelo de arroz seguido da palha de feijdo, e o menor crescimento foi obtido
quando se usou a casca de arroz (Figura 7).

Portanto os dois substratos considerados como methores para o desenvolvimento
micelial dos trés fungos testados, foram o farelo de arroz e a palha de feijdo, concordando com
resultados obtidos por Machado (1994), usando escala de observagdo visual. Ja o substratogi"]he
proporcionou menor crescimento fingico foi a casca de arroz, e os intermediarios foram a

quirera de arroz e o esterco bovino.
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FIGURA 5: Teor de glucosamina expresso em pg/0,5g de substrato produzida
pelo fungo Arthrobotrys conoides ao décimo dia apos a repicagem
nos substratos casca de arroz, esterco bovino, farelo de arroz, palha
de feyjdo e quirera de arroz. UFLA, Lavras - MG, 1997. Letras
distintas referem-se a diferengas estatisticas pelo teste de Tukey a

5%.
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FIGURA 6: Teor de glucosamina expresso em pg/0,5g de substrato produzida
pelo fungo Arthrobotrys musiformis ao décimo dia apds a
repicagem nos substratos casca de arroz, esterco bovino, farelo de
arroz, palha de feijao e quirera de arroz. UFLA, Lavras - MG, 1997.
Letras distintas referem-se a diferengas estatisticas pelo teste de

Tukey a 5%.
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FIGURA 7: Teor de glucosamina expresso em pg/0,5¢ de substrato produzida

pelo fungo Arthrobotrys sp. ao décimo dia apds a repicagem nos

substratos casca de arroz, esterco bovino, farelo de arroz, palha de

feyjdo e quirera de arroz. UFLA, Lavras - MG, 1997. Letras

distintas referem-se a diferengas estatisticas pelo teste de Tukey a

5%.



A quirera de arroz considerada como 0timo substrato para o crescimento micelial de
Arthrobotrys spp. por Dias e Ferraz (1993), através de avaliagdo visual, ndo se comportou como
tal quando esse crescimento foi avaliado pelo teor de glucosamina (Figuras 3, 6 € 7) e nem pela
contagem de esporos (Tabela 3).

Ja a casca de arroz demonstrou-se como substrato pouco promissor para a produgio
massal de fungos antagonistas, possivelmente as propriedades quimicas da casca de arroz, como
a presenca de alto teor de lignina, podem ser a causa do baixo crescimento micelial observado
nesse substrato, ja que dificultaria a degradagéo destes componentes pelos fungos. Dias e Ferraz
(1993) ndo obtiveram bom crescimento micelial de diversas espécies do fungo Arthrobotrys spp.
em casca de cafe.

A variagdo do teor de glucosamina nos diversos substratos a 10 dias apos a repicagem
com os fungos antagonistas (Figuras 5, 6 e 7), apesar de indicar a quantidade de massa micelial
nesse periodo, pode ndo expressar o potencial nutricional de cada substrato para estes fungos.
Pois de acordo com a variagdo da composi¢o quimica de cada um deles, sera exigido dos fungos
a ativacdo de diferentes sistemas enzimaticos em tempos distintos. Desta forma, a analise do
comportamento do crescimento populacional nesse periodo, poder indicar a necessidade de se
prolongar o periodo de incubagdo para melhor utilizagdo do substrato.

Para Arthrobotrys conoides, Arthrobotrys musiformis e Arthrobotrys sp., cultivados
em farelo de arroz e palha de feijao, o teor de glucosamina foi exponencial a partir do segundo
dia até o oitavo, apresentando a partir de entdo saturagio no crescimento, demonstrando que as
condigGes necessarias para o crescimento no substrato, ja ndo se encontram propicias passando a

limitar o crescimento (Figuras 8 € 9).
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FIGURA 8:

Quantidade de glucosamina, expressa em pg/0,5¢ de farelo de arroz apos
repicagem com os fungos Arthrobotrys conoides, Arthrobotrys musiformis e

Arthtobotrys sp. e incubagdo por até 10 dias. UFLA, Lavras - MG, 1997.
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Ja no esterco bovino esses fungos continuaram na fase exponencial até o décimo dia
demonstrando que o substrato ainda n3o limitou o crescimento fungico (Figura 10). Por outro
lado observou-se que a massa fingica analisada pelo teor de glucosamina foi sempre mais baixa
neste substrato (Figura 5, 6 e 7). Desta forma, esses fungos quando repicados nesse substrato,
provavelmente requerem maior periodo de tempo para a adaptagdo do seu acervo enzimatico ao
substrato.

No substrato quirera de arroz os trés fungos apresentaram comportamentos diferentes
no seu crescimento (Figura 11). Arthrobotrys conoides obteve crescimento exponencial até o
décimo dia, enquanto Arthrobotrys musiformis e Arthrobotrys sp. tiveram o ponto de inflexdo
com oito dias, iniciando a partir dai a diminuig¢do do crescimento. (Figura 11).

No substrato casca de arroz, os trés fungos, tiveram comportamentos semelhantes,
apresentando o ponto de inflex@o no oitavo dia, iniciando a seguir a diminui¢do do crescimento
(Figura 12).

Em todos os recipientes contendo os diferentes substratos repicados com os fungos
antagonistas observou-se aumento do teor de glucosamina com o aumento do tempo de
incubagdo (Figuras 8, 9, 10, 11 e 12) demonstrando que a andlise feita estima a massa fingica.
Tal resultado demonstra existir relagio entre a quantidade de quitina e a massa fiingica existente
nos substratos estudados, concordando com Bishop et al. (1982); Wu e Stahmann (1975);
Plassard, Mousain e Salsac (1982).

Diversos autores como Cousin, Zeidler e Nelson (1984), Whipps et al. (1980); Whipps
e Lewis (1980), concluiram também que a quantidade de quitina na parede fiingica aumenta com

a idade do fungo. Além disto alguns autores perceberam que este aumento nio ocorre de forma
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FIGURA 10: Quantidade de glucosamina expressa em ng/0,5g¢ de esterco bovino apos
repicagem com os fungos Arthrobotrys conoides, Arthrobotrys musiformis e

Arthtobotrys sp. e incubagdo por até 10 dias. UFLA, Lavras - MG, 1997,
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FIGURA 11: Quantidade de glucosamina expressa em pg/0,5g de quirera de arroz apos

repicagem com os fungos Arthrobotrys conoides, Arthrobotrys musiformis e

Arthtobotrys sp. e incubagdo por até 10 dias. UFLA, Lavras - MG, 1997.
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linear, ou seja, podem ocorrer variagdes da taxa de produgio de quitina no fungo dentro de um
espago de tempo constante (Jarvis, 1977, Sharma, Fisher ¢ Webster, 1977, Cousin, Zeidler e
Nelson, 1984). Neste trabatho pode-se perceber que ocorreu variagio de produgio de
glucosamina no intervalo de dois dias de incubagéo, sendo que a maior variagdo ocorreu entre 0s
dias quatro e oito. Isto pode ser notado para todos os fungos em todos os substratos.

E importante se destacar que para todos os trés fungos testados em todos os
substratos, a vaniagdo de glucosamina no tempo, foi semelhante a curva éxponencial de
crescimento (Figuras 8, 9, 10, 11 e 12). Weng e Hotckiss (1991), também obtiveram esta mesma
caracteristica de curva de crescimento, além de obterem uma relagio entre a quitina produzida e
o oxigénio e gas carbdnico, consumido e produzido, respectivamente, quando estudando o

crescimento do fungo Rhizopus stolonifer em meio de cultura BDA.



5 CONCLUSOES

1. O melhor crescimento micelial dos fungos testados, avaliado pelo teor de quitina

ocorreu nos substratos farelo de arroz e palha de feijdo.
2. O menor crescimento ocorreu no substrato casca de arroz.
3. O teor de quitina, proporcionou o monitoramento do crescimento fingico.

4. Nao existe relagéo entre a produgdo de conidios e a produgio de micélios, sob o

ponto de vista de quantifica¢io de fungos nematéfagos.

5. As curvas de crescimento filngico nos substratos estudados tiveram comportamento

diferenciado.
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TABELA 1A - Quantidade média de glucosamina expressa em pg/0,5g de substratos repicados
com Arthrobotrys conoides, Arthrobotrys musiformis e Arthrobotrys sp.

cultivados por até 10 dias.

A. conoides

Tempo / dias 0 2 4 6 8 10
Casca de Arroz 32D 49C 10,3D 15,6 E 20,3 E 213E
Farelo de Arroz 51C 6,3 AB 192 A 549 A 79,8 A 80,3 A
Quirera de Arroz 5,6 B 59B 15,2B 26,7C 523C 554C
Palha de Fejjdo 6,3 A 6,7A 13,5C 50,5B 78,4 B 79,6 B
Esterco Bovino 56B 6,2B 9.8 E 203D 482D 502D
A. musiformis

Tempo / dias 0 2 4 6 8 10
Casca de Arroz 32D 49C 10,3D 156 E 203 E 213E
Farelo de Arroz 51C 6,3 AB 192 A 549 A 79,8 A 80,3 A
Quirera de Arroz 5,6B 59B 15,2B 26,7 C 523C 55,4C
Palha de Feijdo 6,3A 6,7A 13,5C 50,5B 78,4 B 79,6 B
Esterco Bovino 5,6 B 6,2B 9,8E 20,3D 482D 50,2D
Arthrobotrys . sp.

Tempo/ dias 0 2 4 6 8 10
Casca de Arroz 35D 43D 10,1D 156 E 18,7E 21,3E
Farelo de Arroz 49C 59B 15,7A 52,7B 823 A 854 A
Quirera de Arroz 55B 5,9B 13,4C 246C 457D 554C
Palha de Feijao 6,1 A 6,8 A 149B 549 A 80,8 B 82,7B
Esterco Bovino 6,2 A 6,7A 10,3D 20,3 D 50,6 C 53,4D

Meédias nas colunas seguidas por letras distintas diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%.
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TABELA 2A - Quantidade média de glucosamina por 0,5 g de casca de arroz, farelo de arroz,

quirera de arroz, palha de fejjdo e esterco bovino, repicados com os fungos

Arthrobotrys conoides, Arthrobotrys musiformis e Arthrobotrys sp. e incubados

por até 10 dias. UFLA, Lavras, MG, 1997.

Casca de Arroz

Tempo / dias 0 2 4 6 8 10
A.conoides 32A 49 A 10,3 A 156 A 20,3 B 21,3B
A.musiformis 34A 43 A 99 A 149B 249 A 25,3 A
A.sp. 3,5A 43 B 10,1 AB 15,6 A 18,7C 21,3 B
Farelo de Arroz

Tempo / dias 0 2 4 6 8 10
A.conoides 5,1 AB 6,3 A 19,2 A 549 A 79,8 B 80,3 B
A.musiformis 53A 6,5A 16,5B 50,6 C 77,1C 78,3 C
A.sp. 49B 5,9B 15,7C 52,7B 82,3 A 854 A
Quirera de Arroz

Tempo / dias 0 2 4 6 8 10
A.conoides 56 A 59A 152 A 26,7B 52,3B 55,4B
A.musiformis 58A S9A 14,8 B 294 A 556 A 56,7A
A.sp. 55A 59A 134C 24,6 C 457 C 55,4B
Palha de Feijao

Tempo / dias 0 2 4 6 8 10
A.conoides 6,3 A 6,7A 13,5C 50,5C 78,4 A 79,6 B
A.musiformis 59B 6,9 A 19,7 A 52,7B 779B 79,5B
A.sp. 6,1 AB 6,8 A 149B 549 A 80,8 C 82,7A
Esterco Bovino

Tempo / dias 0 2 4 6 8 10
A.conoides 5,6 B 6,2 B 9,8C 20,3B 48,2 A 50,2 A
A.musiformis 6.5 A 5,6 C 11,5A 214 A 514B 549B
A.sp. 6,2 A 6,7 A 10,3 B 20,3 B 50,6 C 53,4C

Meédias na coluna seguidas por letras distintas, diferem entre si pelo teste Tukey ao nivel de 5%.



