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RESUMO

O fungo nematdfago Monacrosporium robustum foi
detectado, isolado e identificado pela primeira vez de solos
do Brasil, em maio de 1999, no Laboratério de Nematologia
do Departamento de Fitossanidade da Universidade Estadual
Paulista (UNESP), Campus de Jaboticabal, Sao Paulo, tendo
sido o potencial como agente de biocontrole do nematoide de
cisto da soja, Heterodera glycines raga 3 observado ao
microscopio eletronico de varredura (MEV) (Maia & Santos,
1999). Na presente pesquisa, detalhes das estruturas de
captura, tamanho, forma e septa¢do dos conidios, bem como
nematodides capturados pelo fungo foram documentados.
Monacrosporium robustum produz micélio hialino, e as
estruturas de captura sdo constituidas por ramificagdes

adesivas, na forma de protuberancias verticais que surgem
das hifas, medindo, em média, 10 pm de comprimento e 5
pm de diametro. Uma substancia gelatinosa desprende- se
dessas estruturas, ao contato com o nematoide, aprisionando-
0. Os conidios do fungo sdo hialinos, fusdides com dois ou
quatro septos, as vezes, cinco. Conidios jovens sdo asseptados
e piriformes. Sob condig¢des de laboratdrio, esse fungo predou
100% dos ovos e dos juvenis de segundo estadio de H. glycines
e formas ativas de Panagrellus sp., no periodo de 72 h da
exposi¢ao desses nematodides ao fungo.

Palavras-chave adicionais: controle bioldgico, fungo
nematdéfago, nematdide de cisto da soja, microscopia
eletronica de varredura.

ABSTRACT
In vitro study of the predatory ability of Monacrosporium robustum on Heterodera glycines

The nematophagous fungus Monacrosporium
robustum was detected, isolated and identified for the first
time in Brazil, in May 1999, at the Departamento de
Fitossanidade of the Universidade Estadual Paulista
(UNESP), Campus of Jaboticabal, Sdo Paulo, and its
potential as a biological control agent of the soybean cyst
nematode (Heterodera glycines) race 3 was evaluated with
a scanning electron microscope (SEM). Details of the
capture structures such as adhesive nets, size, septation
and conidia shape, as well as nematodes captured were
documented. Monacrosporium robustum produces hyaline

mycelium and the capture structures are adhesive
branches that rise vertically from the hyphae, averaging
10 pm in height and 5 um in width. A gelatinous
substance is freed from these structures when in contact
with nematodes, capturing them. The conidia of the
fungus are hyaline, fusiforme with two or four, and
sometimes five, septa. The young conidia does not have
septum. In laboratory, 100% of the eggs and second stage
juveniles of H. glycines and the active forms of
Panagrellus sp. were captured in 72 h of exposure of these
nematodes to the fungus.

INTRODUCAO

A ocorréncia de fungos predadores de nematoides, em
diferentes ecossistemas, no Brasil, tem sido constatada por
varios autores (Naves & Campos, 1991; Santos ef al., 1991;
Ferraz et al., 1992; Maia & Ferraz, 1993; Maia et al., 1993;
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Santos, 1996; Ribeiro et al., 1999b). A grande maioria dos
fungos nematofagos isolados e/ou testados para o controle de
Heterodera glycines Ichinohe, 1952 ¢ Meloidogyne spp. ¢ do
tipo oportunista (Carneiro & Gomes 1993; Chen et al., 1994;
Chen et al., 1996; Coimbra et al., 1999; Freitas et al., 1999,
Mizobutsi et al., 1999).

Santos (1991) e Dalla Pria (1992) observaram pronun-
ciado efeito antagonista de Monacrosporium ellipsosporum
(Grove) Cooke & Dickinson sobre Meloidogyne incognita
(Kofoid & White, 1919) Chitwood, raga 3. Monacrosporium
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robustum McCulloch foi descrito por Janet S. McCulloch em
1977, isolado de amostras de solo em Queensland, na
Austrélia.

Em outro estudo, Santos (1996) avaliou o potencial
in vitro de 18 isolados de fungos nematdfagos a H. glycines,
Pratylenchus brachyurus (Godfrey, 1929) Filipvej &
Schuurmans Stekhoven, 1936, Meloidogyne arenaria (Neal,
1889) Chitwood, 1949, M. javanica (Treub, 1885) Chitwood,
1949 e M. incognita raga 3. De acordo com a autora,
Arthrobotrys robusta Duddington, M. ellipsosporum e outros
trés isolados ndo identificados, pertencentes a subdivisdo
Mastigomycotina, foram os mais eficientes quanto ao para-
sitismo e a predagdo dos fitonematodides testados, com
excecdo de H. glycines. No entanto, sob condi¢des de casa
de vegetacdo, em cultivos seqiienciais de feijoeiro (Phaseolus
vulgaris L.), tomateiro (Lycopersicon esculentuum Mill.) e
alface (Lactuca sativa L.), M. ellipsosporum foi o mais
eficiente na reducdo da populacdo das trés espécies de
Meloidogyne mencionadas.

A habilidade dos fungos nematdéfagos em colonizar a
rizosfera tem sido apontada como uma caracteristica impor-
tante de um agente do biocontrole. Persson & Jansson (1999)
estudaram, comparativamente, a colonizagdo da rizosfera
de tomateiro por 38 isolados de fungos nematoéfagos e
avaliaram o controle de M. incognita e M. javanica por
esses fungos, em casa de vegetagdo. Dentre os fungos,
Arthrobotrys dactyloides Drechsler, A. superba Corda, M.
ellipsosporum e M. gephyrophagum (Drechsler) Subramanian
foram os mais freqiientes em rizosfera de tomateiro.
Monacrosporium ellipsosporum e M. gephyrophagum,
quando introduzidos no solo em alginato de sodio, exibiram
grande capacidade de colonizar a rizosfera e esporularam
duas vezes mais que os outros fungos em estudo. Entretanto,
nenhum reduziu os danos causados pelos nematdides em
plantas de tomateiro.

Ribeiro et al. (1999a) avaliaram a capacidade preda-
toria de 59 isolados de Monacrosporium spp. frente a M.
javanica e H. glycines. Esses autores observaram que a
predacdo de juvenis de M. javanica variou de 71 a 100%
para 27 isolados, enquanto, para H. glycines, 26 isolados
ndo exerceram qualquer predagdo. Os outros 33 isolados
exibiram maxima predacdo de apenas 1,2% de juvenis desse
nematodide. Todos os isolados predaram Panagrellus sp.

Maia & Santos (1995, 1997 e 1999) ilustraram, ao
MEYV, as estruturas e formas de captura de Arthrobotrys
brochopaga Drechsler, A. conoides Drechsler, A. musiformis
Drechsler, A. oligospora Fresenius, Dactylella leptospora
Drechsler, Harposporium sp.; M. cionopagum Drechsler,
M. cystosporum Cooke & Dickinson e M. ellipsosporum.
Chen & Dickson (1996) examinaram, através de microscopia
optica, MEV e microscopia eletronica de transmissdo (MET),
a capacidade de penetragdo na parede de cistos de H. glycines
por 12 espécies de fungos. O tempo de penetracio variou de
um dia a um més. Por ocasido da penetragdo, as hifas ficavam
aderidas a parede dos cistos. Os autores encontraram evi-
déncias de que houve dissolugdo da parede, formando-se
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orificios de penetragao.

O presente trabalho teve como objetivo estudar, através
da microscopia eletronica de varredura, o modo de acdo de
M. robustum sobre ovos e juvenis de segundo estaddio de H.
glycines.

MATERIAL E METODOS

O estudo foi conduzido no Laboratério de Nematologia
do Departamento de Fitossanidade da UNESP/ FCAYV, Campus
de Jaboticabal, Sdo Paulo. O fungo foi isolado de amostras de
solo de seringais da regido geoecondmica de Rondonopolis,
MT. Para a detecgdo e isolamento do fungo, foi utilizado o
método de espalhamento de solo, segundo Barron (1977),
modificado por Santos (1991). Caracteres morfométricos do
fungo foram obtidos nos microscdpios Optico e eletronico de
varredura. Foram medidos o comprimento e a largura de 30
conidios ao microscéopio optico. Utilizou-se um sistema de
aquisicdo de imagens constituido por uma camara digital
SONY Hiper HAD, montada sobre um microscopio Olympus
BX50, acoplada a um computador Pentium 200 MHZ com
128 MB de memoria RAM. Preparagdes para o MEV foram
efetuadas de acordo com a técnica de Maia & Santos (1997).
Forma e septagdo de conidios, espessura de hifas, forma,
comprimento e espessura das estruturas de captura, ovos e
nematoides predados foram documentados. Os dados obtidos
foram comparados com as descri¢cdes apresentadas por
McCulloch (1977).

Uma cultura do fungo isolado foi repicada para quatro
placas de Petri contendo 4gar-dgua a 2% e incubadas no
escuro, a temperatura ambiente, por 48 h. Posteriormente,
para o estudo da patogenicidade do fungo, cada uma dessas
placas recebeu 1 ml de suspensao do nematdide de vida livre
(NVL) Panagrellus sp. contendo, em média, 200 espécimes/
ml. Igual numero de placas foi preparado com suspensdo
de ovos e juvenis de segundo estadio de H. glycines con-
tendo, em média, 150 ovos e juvenis/placa e incubadas
nas mesmas condi¢des. Apos 24 h do inicio da incubagao,
procederam-se as avaliagdes, tendo sido verificado que
100% das formas ativas dos juvenis e dos ovos de H.
glycines haviam sido capturadas pelo fungo, o qual
apresentava abundante esporulagdo. Entdo, as culturas foram
fixadas nas placas com glutaraldeido a 3%, em solucao tampao
de fosfato de potassio 0,05 M e pH 7,4, por 72 h a 5 °C. Em
seguida, foram lavadas seis vezes consecutivas na solugdo
tampao pura, em um intervalo de 15 min e poés-fixadas em
tetréxido de 6smio a 2%, na mesma solucdo tampao, por 8§
h, a mesma temperatura. Posteriormente, foram novamente
lavadas, como no caso anterior. Com o auxilio de uma
espatula, pequenos retdngulos do meio contendo as
estruturas de interesse foram retirados e transferidos para
frascos de vidro. A seguir, as amostras foram desidratadas
em alcool etilico, secas em secador de ponto critico,
montadas, recobertas com ouro-palddio e elétron-
micrografadas em microscopio eletrdnico de varredura JEOL
JSM 5410, operando em 15 kV (Maia & Santos, 1997).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

A Figura 1A ilustra a morfologia do conidio do fungo
nematdfago estudado, o qual, de acordo com as descrigdes
apresentadas por McCulloch (1977), € tipico da espécie M.
robustum. Com efeito, os conidios fusdides, hifas mais
espessas, ramos adesivos unicelulares maiores e de maior
didmetro que em outras espécies do grupo, sdo caracteristicas
marcantes da espécie. Observou-se nitidamente a presenca
de conidio fusoide, cuja célula mediana se mostrava saliente.
Geralmente, verificavam-se de dois a quatro septos (Figura
1A), e, as vezes, foram notados até cinco septos. Os conidios
maduros mediam, em média, 40 um de comprimento e 16
wm de largura (n = 30). Na Figura 1B, foi ilustrada a presenga
abundante de hifas do fungo em agar-agua. As hifas
apresentaram-se com 2 - 4 um de largura, em média. O
crescimento das hifas tendeu a retilineo, mas freqiientemente
apareceram paralelas. O aspecto rugoso do micélio decorreu
da penetragdo sistematica da hifa no meio de culturas, e
retorno a superficie a semelhanca de uma costura (Figuras
1B e 1C). Sobre as hifas, cresceram, verticalmente, prolon-

gamentos adesivos sésseis e individuais com até 10 um de
comprimento ¢ 5 pm de largura, que sdo as estruturas ou
armadilhas de captura do fungo (Figura 1E, seta). Essas
estruturas possuiam o didmetro ligeiramente maior que o das
hifas que lhes deram origem, ovoides e de aspecto mucila-
ginifero. Quando o nematodide entrava em contato com essa
estrutura, a membrana que a recobre rompia-se, aderindo-se
a uma expressiva area do corpo do nematdide, aprisionando-
o (Figura 1F, seta). Como se formavam varias dessas estruturas
proximas umas as outras, numa mesma hifa, ou em hifas
paralelas, usualmente um nematdide foi capturado por mais
de uma (Figura 1C, seta). A propriedade adesiva estava
presente apenas nas estruturas de captura do fungo e ndo em
toda a extensdo da hifa. Barron (1977), utilizando-se do MEV,
também observou em estudos com A. oligospora que apenas
as redes tridimensionais apresentavam efeito adesivo. A
presenca de ovos de H. glycines no meio de cultura induziu
intensa formacd@o das estruturas de captura em sua
proximidade (Figura 1D), muitas vezes mais numerosas do
que ao redor do nematdide capturado (Figura 1C). Embora a
predagdo de ovos por M. robustum tenha sido evidente

FIG. 1 - Elétron-micrografias de varredura de Monacrosporium robustum. A) Conidio; B) Aspecto da cultura em agar-
agua e juvenis de segundo estadio de Heterodera glycines capturados pelo fungo; C) Detalhes da cultura do
fungo e do juvenil aprisionado pelo fungo(T); D) Ovo predado pelo fungo e numerosos ramos adesivos em sua
proximidade; E) Ovo de Heterodera glycines predado pelo fungo exibindo ramos adesivos () e areas sob pressio
das hifas do fungo T F) Aspecto de um ramo adesivo do fungo com a por¢ao mucilaginosa Me presenca de
bactérias tipo bastonete.
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(Figuras 1D e 1E), ndo se constatou parasitismo. Contudo,
observou-se a pressdo exercida pelas hifas sobre a parede
externa do ovo (Figura 1E, setas). De fato, as espécies de
Monacrosporium nao sdo incluidas entre os parasitos de
ovos. Mankau (1980) incluiu Monacrosporium spp. entre
os fungos parasitos de nematoides vermiformes, ao lado de
Arthrobotrys Corda, Dactylaria Saccardo e Dactylella
Grove. Contudo, Jatala (1986) mencionou que muitos dos
organismos que primariamente parasitam um certo estadio
de desenvolvimento de um nematoéide, podem, ocasional-
mente, parasitar outros estadios. Todavia, a habilidade de
determinado fungo em infectar varios estddios de
desenvolvimento do nematodide, ao mesmo tempo ou com a
mesma freqiliéncia, ndo € comum.

Com o desenvolvimento da biologia molecular,
técnicas novas irdo permitir a identificagdo das substancias
diretamente envolvidas na interagdo nematodide-fungo,
possibilitando o conhecimento das bases bioquimicas da
interagdo e ampliando as possibilidades de interferéncia no
processo, quer selecionando agentes de controle bioldgico com
maiores chances de sucesso no controle de certos nematoides,
quer interferindo no ambiente, visando-se aumentar a
eficiéncia de um determinado sistema nematoide-fungo.

No cultivo de M. robustum em agar-agua a 2%, no
presente estudo, observou-se a presenga constante de uma
bactéria em forma de bastonete, ainda ndo identificada.
Referida bactéria usualmente se encontrava associada a estru-
tura de captura do fungo, notadamente apds a adesao ao corpo
do nematoide (Figura 1E). Duponnois ef al. (1998) relataram
que existem bactérias associadas a fungos nematdfagos, as
quais podem interferir na acdo de predacdo e parasitismo,
especificidade, agressividade e reprodu¢do dos fungos.
Muitos isolados testados por esses autores aumentaram a
acdo do fungo. Essas bactérias foram denominadas NHB
(“Nematophagous Fungus Helper Bacteria”). Estes autores
relataram que Meloidogyne mayaguensis Rammal e
Hirschmann, 1988 e M. incognita foram mais atacados por 4.
oligospora do que por M. javanica. Porém, quando os juvenis
foram colocados na presenga do fungo associado a bactéria,
nao houve especificidade, e a agressividade do fungo aumentou.
A literatura especializada mostra que outras bactérias estimu-
laram a atividade dos 6rgdo de captura de fungos na presencga
de espécies de Meloidogyne, aumentando a agressividade
do fungo. Citando alguns autores, Duponnois et al. (1998)
aventaram a hipotese de que essas bactérias poderiam
produzir exopolissacarideos ou compostos toxicos. Tais
substancias reduziriam a mobilidade dos juvenis ou pode-
riam, também, produzir oligossacarideos ou acucares
simples, os quais atuariam como ponte molecular entre os
dois microrganismos, reduzindo, também, a especificidade
entre fungos e nematdides. Contudo, o papel dessas bactérias,
ao certo, ainda ¢ desconhecido. Considerando-se que a
presenca da bactéria observada no presente estudo, o isolado
em questdo de M. robustum, entre os varios outros fungos
estudados no passado pelos autores, até o presente, foi o que
exibiu maior potencial de controle bioldgico de H. glycines.
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