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Resumo: Fungos nematé6fagos tém sido estudados como uma alternativa promissora para o manejo de nematoides
de plantas e parasitos gastrintestinais de bovinos. Resultados encorajadores tém sido obtidos com algumas espécies,
por varios pesquisadores. A partir de amostras de solo coletadas em diferentes culturas e agroecossistemas
provenientes de diversas localidades do Brasil, foram isolados, pelo método de espalhamento de solo, os fungos
nematoéfagos Arthrobotrys javanica, Dactylella leptospora, Monacrosporium eudermatum, M. robustum e Nematoctonus
campylosporus, no Centro de Pesquisas em Sanidade Animal (CPPAR) da UNESP/FCAV, Campus de Jaboticabal - SP,
e a habilidade predatoria destes fungos sobre o nematoide de vida livre Panagrellus sp. foi estudada no Laboratério de
Microscopia Eletronica de Varredura. Este trabalho teve como objetivo documentar ao microscopio eletrénico de varredura
(MEV) estruturas morfolégicas desses fungos tais como: estruturas de captura, tamanho, forma e septagdo dos conidios,
grampos de conexdo em N. campylosporus, assim como os nematoides de vida livre capturados por estes fungos.
Palavras-chave: controle biologico, fungos nemat6fogos, microscopia eletronica de varredura.

Abstract: Nematode-trapping fungi have been studied as a promising alternative to control bovine gastrointestinal
parasites and plant parasitic nematodes. Some encouraging results have been achieved with some species, by many
researchers. Nematophagous fungi such as Arthrobotrys javanica, Dactylella leptospora, Monacrosporium eudermatum,
M. robustum e Nematoctonus campylosporus were isolated from soil samples collected from different crops and agronomic
environments proceeding from varies places in Brazil, making use of soil spreading methods. These fungi species were
isolated at the Center of Animal Parasitology (CPPAR) at UNESP/FCAV, Campus Jaboticabal — SP. The predatory ability
of these fungi, on free living nematodes (Panagrellus sp.) was documented at the Scanning Electron Microscopy Lab.
The objectives of this work were to document, through Scanning Electron Microscopy (SEM), the morphological structures
of these fungi, such as: capturing structures, size, form, septation of the conidia, connection clamp, exclusively on N.
campylosporus, as well as the free-living nematodes captured by these fungi.

Key words: biological control, nematophagous fungi, Scanning Electron Microscopy.

armadilhas de diferentes tipos (BALAN e GERBER, 1972).
Sao conhecidos seis tipos de armadilhas: hifas adesivas
nao modificadas; ramificacdes hifais anastomosadas

1 Introducao

A atividade agricola tem causado modifica¢des no
ambiente, rompendo o balanco natural e favorecendo
determinados organismos, indicando que algum fator
do balanco bioldgico ndo esta em equilibrio (BAKER e
COOK, 1974). Disso pode resultar a ocorréncia de doen-
¢as e pragas de propor¢des tanto maiores quanto maior
for o desequilibrio. O controle biolégico parece ser a
restauracéo do equilibrio, inibindo a praga ou doenca.

Os fungos antagonistas de nematéides podem ser
divididos em predadores ou ectoparasitos, endoparasi-
tos, oportunistas (parasitos de ovos, cistos e de fémeas
sedentarias), e aqueles que produzem metabdlitos toxi-
cos aos nematodides (MORGAN-JONES e RODRIGUEZ-
KABANA, 1987).

Os fungos predadores ou ectoparasitos formam

formando redes adesivas tridimensionais e bidimensio-
nais; ramificagdes adesivas formadas por uma ou mais
células; ndédulos adesivos; anéis constritores; e anéis
ndo constritores (GRAY, 1988).

Os principais géneros de fungos predadores conheci-
dos séo: Arthrobotrys Corda, Dactylaria Saccardo,
Dactylella Grove e Monacrosporium Oudemans, os quais
parasitam nematoéides vermiformes (MANKAU, 1980),
podendo algumas espécies parasitar ovos (MAIA, 2000).
A ocorréncia de fungos predadores e oportunistas tem
sido constatada por varios autores a partir de amostras
de solo, raizes de plantas e a partir de cistos e/ou
massas de ovos de nematoides fitoparasitos (DALLA
PRIA et al., 1991; NAVES e CAMPOS, 1991; SANTOS et
al., 1991; FERRAZ et al., 1992; MAIA e FERRAZ, 1993;
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MAIA et al., 1993; LIMA, 1996; SANTOS, 1996; MIZOBUTSI
et al., 1997; MIZOBUTSI et al., 1999; RIBEIRO et al.,
1999; MAIA, 2000).

Santos (1991) e Dalla Pria (1992) observaram pronun-
ciado efeito antagonista de Monacrosporium ellipsosporum
(Grove) Cooke & Dickinson como um promissor agente
para o biocontrole de Meloidogyne incognita (Kofoid &
White) Chitwood, raca 3. Santos (1996) estudou o
potencial de 18 isolados de fungos nematéfogos, que
foram submetidos ao teste, in vitro, de patogenicidade
a Heterodera glycines Ichimohe, Pratylenchus brachyurus
(Godfrey) Filipvej & Schuurmans Stekhovem, Meloidogyne
arenaria (Meal) Chitwood, M. javanica (Treub) Chitwood
e M. incognita raga 3. Observou-se que M. ellipsosporum,
Arthrobotrys robusta Duddington e trés isolados da
subdivisdo Mastigomycotina foram os mais eficientes
guanto ao parasitismo e a predac¢éo dos fitonematoides
testados, com excecao de H. glycines. Sob condi¢des
de casa de vegetacdo em cultivos seqiienciais de
feijoeiro, tomateiro e alface, M. ellipsosporum foi o mais
eficiente na reducdo da populacéo desses nematdides.

Santos e Ferraz (2000) avaliaram em casa de vegeta-
¢ao a eficiéncia de cinco isolados de fungos nematofa-
gos, trés isolados da subdivisdo Mastigomycotina C9,
C22 e CX29, M. ellipsosporum e A. robusta no controle
de Meloidogyne arenaria, M. incognita raca 3 e M.
Javanica ao longo de trés cultivos sucessivos de feijoeiro,
tomateiro e alface. O fungo M. ellipsosporum foi o mais
eficiente no controle dessas trés espécies de Meloidogyne,
apresentando boa capacidade de sobrevivéncia no solo,
comprovada pela alta taxa de recuperacéo no final dos
trés cultivos.

Na Francga, foram feitos os primeiros estudos, in vitro,
sobre o antagonismo de fungos nematofagos a hel-
mintos. De acordo com Padilha e Gives (1996) e Araujo
(1996), a primeira citagdo de um fungo, capturando
nematoéide de animais, foi h4 mais de um século, no
final da década de 30. Impulsionados pelos danos
causados pelos nematdides e pela baixa eficiéncia dos
métodos de controle da verminose existente naquela
época, alguns pesquisadores iniciaram estudos objeti-
vando o controle biol6gico das formas de vida livre dos
nematéides com o uso de fungos nematéfagos. Tém
sido realizados varios estudos, in vitro, sobre a patogeni-
cidade de fungos nematé6fagos sobre helmintos de
animais domésticos (NANSEN et al., 1988; LARSEN et
al., 1991; ARAUJO et al., 1992; ARAUJO et al., 1993;
WALLER e FAEDO,1993; ARAUJO etal., 1994; WALLER
etal., 1994; GRONVOLD et al., 1995; VIEIRA-BRESSAN
et al., 1995; ARAUJO, 1996; PADILHA e GIVES, 1996;
CASTRO et al., 1999; MOTA et al., 1999; NEVES et al.,
1999; RODRIGUES et al.,, 1999; GRAMINHA, 2000;
GRAMINHA et al., 2000a; GRAMINHA et al., 2000b).

Estudos utilizando-se da microscopia eletrénica de
varredura para documentar o modo de agéo destes
fungos nematéfagos sobre nematodides fitoparasitos
(BARRON, 1977; DROWSET e REID, 1977; JANSSON e
NORDBRING-HERTZ, 1988; LOPES-LORCA e DUNCAN,
1991; MAIA e SANTOS, 1995; MAIA e SANTOS, 1996;
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MAIA e SANTOS, 1997; MAIA e SANTOS, 1999; MAIA,
2000) e sobre helmintos de animais domésticos (PADILHA
e GIVES, 1996; GRONVOLD et al., 1996; GRAMINHA,
2000), tém sido realizados por poucos pesquisadores.

Considera-se o controle biolégico de nematéides
como a reducao dos danos causados por estes organis-
mos, por meio da a¢do de agentes antagonistas. Essa
reducéo de danos poderia ocorrer em funcdo da dimi-
nuicéo na populacdo dos nematoides e/ou pela reducdo
da capacidade de causarem danos. A reducéo nos
danos pode ocorrer naturalmente, pode requerer a mani-
pulacdo do ambiente ou a introdu¢do em massa de
antagonistas. Devido a multiplicidade de fatores envol-
vidos no complexo doenca, o controle satisfatorio rara-
mente € alcangado por uma Unica medida. O controle
bioldgico deve ser, entdo, considerado como uma das
véarias medidas complementares em um programa de
manejo integrado.

Este trabalho teve como objetivo documentar ao
microscépio eletrdnico de varredura as principais estru-
turas morfoldgicas dos fungos Arthrobotrys javanica
(Rifai & Cooke) Jarowja, Dactylella leptospora Drechsler,
Monacrosporium eudermatum (Drechsler) Subram, M.
robustum McCulloch e Nematoctonus campylosporus
Drechsler e nematoides de vida livre (Panagrellus sp.)
capturados por estes fungos.

2 Material e Métodos

Os ensaios foram conduzidos sob condi¢des de
laboratério, do Centro de Pesquisas em Sanidade
Animal (CPPAR) e no Laboratério de Microscopia
Eletrénica de Varredura da UNESP/FCAV, Campus de
Jaboticabal (SP). Para a deteccédo e isolamento dos
fungos, foi utilizado o método de espalhamento de solo
(BARRON, 1977). Uma aliquota de 2 g de uma amostra
de solo homogeneizada foi colocada no centro de uma
placa de Petri contendo agar-agua a 2 %. A seguir, foi
adicionado 1 mL de uma suspensao de nematodides de
vida livre (NVL) Panagrellus sp. sobre a amostra de solo
(SANTOS, 1991). As placas foram mantidas no escuro,
a temperatura ambiente (25-28 °C). Inicialmente, as
leituras foram diarias, por um periodo de dez dias, para
isolamento de fungos predadores. Depois desse periodo,
as observagdes foram semanais, estendendo-se por um
periodo de cerca de dois meses. As subculturas dos
fungos nemato6fagos que foram surgindo nas placas,
foram preparadas repicando-os para placas de Petri
contendo 4gar-agua a 2 %, adicionando-se, a seguir,
uma suspensao de NVL. Apds o desenvolvimento e
esporulagdo dos fungos, transferiu-se um conidio ou
um conjunto (cacho) de conidios paratubos de ensaio
contendo o meio de cultura (BDA) inclinado, mantendo
esses tubos a temperatura ambiente, até a colonizacéo
dos meios pelos fungos.

O preparo das amostras para a documentagéo ao
MEV foi realizado a partir de culturas puras dos fungos
nemato6fagos, as quais foram repicadas para placas de
Petri contendo agar-agua a 2 % e incubadas no escuro
a temperatura ambiente por 48 horas. A seguir, 1 mL
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de suspensdes concentradas de NVL foi vertido nas
placas que foram novamente incubadas como no caso
anterior. Quando se observaram 50 ou mais nematdéides
parasitados e estruturas reprodutivas dos fungos,
procedeu-se a fixagdo em glutaraldeido a 3 %, em
tampé&o de fosfato de potassioa0,05MepH7,2a7,4,
onde as placas com os fungos e nematdides capturados
permaneceram por um periodo de 72 h. Em seguida,
foram lavadas na solucéo tampao pura e pés-fixadas
em tetroxido de ésmio a 2 %, no mesmo tampao, por
12 h. Ent&o, foram novamente lavadas, desidratadas
em uma série gradual de alcool etilico, secas em seca-
dor de ponto critico, montadas em porta-espécimes,
recobertas com uma camada de 36 nm de ouro paladio
e elétron-micrografadas em microscopio eletrénico de
varredura JEOL JSM 5410, operando em 15 Kv (MAIA e
SANTOS, 1997).

3 Resultados e Discussao

Detalhes morfométricos de Arthrobotrys javanica,
Dactylella leptospora, Monacrosporium eudermatum, M.
robustum e Nematoctonus campylosporus e dos
nematoéides (Panagrellus sp.) capturados foram docu-
mentados ao microscopio eletrénico de varredura. As
estruturas de captura, tamanho, forma, septacdo dos
conidios, bem como o grampo de conexdo, em N.
campylosporus, foram documentados.

Na Figura 1, observam-se pormenores do fungo
Arthrobotrys javanica; na Figura 1 A, nematdide capturado
por rede adesiva tridimensional; na Figura 1B, detalhe
de um nematdide aprisionado pela rede e o rompimento
da cuticula deste, pela hifa do fungo; e na Figura 1C, um
conidioforo simples, ereto, com células conidibgenas
sustentando um conidio bicelular, preso ao esterigma,
além de um conidio asseptado, ainda jovem.

A Figura 2ilustra estruturas de Dactylella leptospora.
As estruturas de captura em forma de nédulo e anel
nao constritor, além de um nematoide aprisionado por
essas armadilhas de captura, estdo contidos na Figura
2A; em 2B, observa-se um nematoéide capturado por
ndédulos adesivos nas regides anterior e posterior do
corpo; e em 2C um conidioforo exibindo trés esterigmas
em seu apice, além de conidios multisseptados, que
se desprenderam do conidiéforo, exibindo nédulo em
sua extremidade. Estes tipos de armadilhas e conidios
séo caracteristicos da espécie (BARRON, 1977).

Asilustra¢des da Figura 3 referem-se a Monacrosporium
eudermatum; na Figura 3A, nematéide com o corpo
totalmente parasitado por hifas assimilativas; na Figura
3B, pormenores da hifa tridimensional, a qual difere da
rede tridimensional da Figura 1A, por apresentar a extre-
midade em desenvolvimento, antes de sofrer anasto-
mose, afinando-se a partir da base. Observa-se, ainda,
gue a rede apresenta formas mais circulares. Na Figura
3C, observa-se conidio ainda jovem, asseptado, preso
ao conidioforo.

Monacrosporium robustum esté ilustrado na Figura
4; em 4A observa-se um nematéide preso, em trés
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pontos, por uma hifa ndo diferenciada que apresenta
como estruturas de captura os ramos adesivos; na
Figura 4B, detalhe de um ramo adesivo, exibindo uma
camada fina e transparente que a recobre. Observa-
¢bes semelhantes foram feitas por Barron (1977), ao
microscopio eletrbnico de varredura, para as estruturas
de captura de Arthrobotrys oligospora. Na Figura 4C,
esté ilustrado um conidio, apresentando quatro septos,
preso ao conidioforo. Este fungo foi detectado pela
primeira vez, no Brasil, em solos provenientes de planta-
¢Oes de seringais, em ltiquira - MS. (MAIA et al., 2001).
Em testes, in vitro, realizados por esses mesmos auto-
res, o fungo M. robustum mostrou-se promissor contra
nematdides fitoparasitos, tais como: Heterodera glycines
Ichinihe (nematdide de cisto da soja), Meloidogyne
incognita (Kofoid & White) Chitwood e M. javanica
(Treub) Chitwood (nematoides das galhas). Severas
perdas na agricultura em todo o mundo sao atribuidas
a acdo dos nematoides das galhas (SANTOS e FERRAZ,
1991) e ao nematoide de cisto da soja (SASSER, 1989;
ESTRATEGIAS..., 1998).

Na Figura 5A, B e C, estéo representadas estru-
turas de Nematoctonus campylosporus. Na Figura 5A,
observa-se um nematéide preso na regido anterior do
corpo, por um nédulo adesivo. Nao hé relatos na litera-
tura de que a hifa deste fungo seja também aderente.
Porém, nesta figura, pede-se observar o contato direto
da hifa no corpo do nematdide. Em 5B, detalhe da hifa
com septo tipo grampo de conexao, caracteristico dos
fungos da subdivisdo Basidiomycotina (MUCHOVEJ e
MUCHOVEJ, 1989), e na Figura 5C, a sua estrutura
reprodutiva. Os conidios deste fungo sédo formados
diretamente ao longo da hifa ou em pequenos conidié-
foros que emergem do corpo dos nematéides parasi-
tados (BARRON, 1977).

Os tipos de armadilhas e estruturas reprodutivas do-
cumentados no presente estudo estao de acordo com
0s observados pelos pesquisadores que os descreve-
ram. Arthrobotrys javanica foi descrita por Rifai e Cooke
(1966) como Candelabrellajavanica ; Dactylella leptospora,
Monacrosporium eudermatum e Nematoctonus
campylosporus foram descritas por Drechsler (1937,
1950 ,1954). Porém, para M. robustum, Mcculloch,
(1977), relatou que esta espécie apresentava, como
Orgéo de captura, nédulos adesivos. Com as observa-
¢cOes feitas no presente estudo, com auxilio da MEV,
constatou-se que os 6rgdos de captura sdo ramos
adesivos, formados sempre por uma célula. Esta célula
nunca se desprende da hifa como geralmente ocorre com
os fungos formadores de nédulos adesivos, diferenciando-
os, também, de M. cionopagum (Drechsler) Mekhtieva
onde os 6rgdos de captura sdo ramos adesivos forma-
dos por uma ou mais células.

A microscopia eletrénica de varredura € uma das
ferramentas mais eficazes para auxiliar o entendimento
do modo de acao dos fungos nematéfagos e revelar
pormenores de suas estruturas reprodutivas e de
captura.
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Figura 1 — Elétron-micrografia de varredura de Arthrobotrys javanica. Figura 2 — Elétron-micrografia de varredura de Dactylella
A) Nematoide capturado por redes tridimen-sionais. B) Detalhe do  /eptospora. A) Estrutura de captura em forma de nédu-lo e anel
nematoide aprisionado pela rede adesiva. C) Um conidio ainda  n&o constritor presos a hifa vegetativa, além de um nematdide
jovem, asseptado, e um conidiéforo sustentando um conidio  aprisionado por estas armadilhas de captura. B) Nematdide
bicelular preso ao esterigma. capturado por nédulos adesivos. C) Conidiéforo com trés

esterigmas em seu apice, e conidios exibindo nédulo em sua
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Figura 3 — Elétron-micrografia de varredura de Monacrosporium  Figura 4 — Elétron-micrografia de varredura de Monacrosporium
eudermatum. A) Nematéide com o corpo totalmente parasitado  robustum. A) Nematéide preso, em trés pontos, por hifa de tipo
por hifas. B) Detalhes da hifa tridimensional. C) Conidio ainda jovem,  ramo adesivo. B) Detalhe de um ramo adesivo e a parte adesiva da
asseptado, preso em parte do conidi6foro. hifa. C) Conidio, apresentando quatro septos, preso ao conidiéforo.
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Figura 5 — Elétron-micrografia de varredura de Nematoctonus
campylosporus. A) Nematoide preso por um nddulo adesivo. B)
Hifa com grampo de conexao. C) Estrutura reprodutiva do fungo.
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