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RESUMO
Cardoso, E.R.; Assis, L.C; Nahas, E. Nutrigdo e crescimento do fungo nematéfago Arthrobotrys oligospora. Summa Phytopathologica, v.35,

n.4, p.267-272, 2009

As condigfes de crescimento e os requerimentos nutricionais de
Arthrobotrys oligospora, um fungo nemat6fago, foram investigados
em meio liquido. O organismo foi incubado em meio sintético, a 30° C e
em cultura estacionaria. O perfil da curva de crescimento do fungo ajustou-
se a uma equacgdo de 3° grau, mesmo apo6s 15 dias de incubagéo. A
temperatura e o pH 6timos para producdo de micélio foram observados
a 25° C e pH 5,0, respectivamente. Contudo, ndo foram observadas
diferencas significativas entre a produgdo de biomassa nas temperaturas
de 25° C e 30° C ou pH 5.0 e 6.0. Varias fontes de carbono foram
utilizadas pelo fungo, porém a maior producéo de biomassa foi verificada

com maltose e sacarose. Das fontes de nitrogénio testadas, varias
proteinas (triptona, extrato de levedura, caseina, peptona e
casaminoacidos) e fontes inorgénicas (nitrato de sodio e cloreto de
amonio) estimularam a maior produgdo de biomassa. Das varias vitaminas
experimentadas, o crescimento do fungo aumentou 2,2 vezes com
riboflavina e 2,3 vezes com a mistura biotina e tiamina em relagdo ao
controle, sem vitamina. De modo geral, constatou-se, apds o periodo
de incubacdo, que o pH inicial do meio de cultura pode aumentar até
8,4. Estes resultados sugerem que as varidveis estudadas podem ter
papel importante no crescimento do organismo no solo.

Palavras-chave adicionais: temperatura, pH, vitamina, fonte de carbono, de nitrogénio.

ABSTRACT

Cardoso, E.R.; Assis, L.C; Nahas, E. Nutrition and growth of the nematophagous fungus Arthrobotrys oligospora. Summa Phytopathologica,

v.35,n.4, p.267-272, 2009

The growth conditions and the nutritional requirements of
Arthrobotrys oligospora, a nematophagous fungus, were investigated
in liquid culture. The organism was incubated in a synthetic medium,
at 30°C in a static culture. Time course of growth was adjusted to a 3°
degree equation, even after 15 days of incubation. Optimal temperature
and pH for mycelium production were observed at 25°C and pH 5.0,
respectively. However, significant differences were not found among
the biomass production at temperatures 25° C and 30° C or pH 5.0
and 6.0. Several carbon sources were used by the fungus, but the
highest biomass production were attained with maltose and sucrose.

Keywords: temperature, pH, vitamin, carbon source, nitrogen source.

Of the nitrogen sources tested, several proteins (tryptone, yeast
extract, casein, peptone and casaminoacids) and inorganic sources
(sodium nitrate and ammonium chloride) stimulated the highest
biomass yield. Of the several vitamins tested, fungus growth with
riboflavin enhanced 2,2 times and 2,3 times with the mixture biotin
and thiamin in relation to the control, without vitamin. In general, it
was verified, after the incubation period, that the initial pH of the
culture may enhance for up to 8,4. These results suggest that the
studied variables may play important role in the growth of the organism
in soil.

Dentre os fungos predadores que capturam e matam nematéides
no solo, Arthrobotrys é provavelmente um dos géneros mais importante
e certamente o mais promissor (5). Dentre as diferentes espécies, 0
fungo A. oligospora é considerado um efetivo agente nemat6fago e
tem sido encontrado em diferentes ambientes. Espécies do género
Arthrobotrys tém sido encontradas em solos com alto conteddo de
matéria organica, em substratos para cultivo de cogumelos e em solos
préximos as excre¢des de gado estabulado (15). Mais especificamente,
Nguyen et al. (22) relataram que o crescimento de A. oligospora foi
inversamente relacionado a razéo carbono:nitrogénio (C:N). Aatividade
predadora € estimulada pela presenga de nemato6ides ou substancias
derivadas dos nematoides (3). Segundo Jaffee (14), A. oligospora é
um fungo celulolitico e o nematdide constitui uma fonte potencial de
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nitrogénio.

O crescimento rdpido e a producdo abundante de micélio sdo dois
fatores importantes para a disseminacéo e sobrevivéncia dos fungos
em condicOes ambientais, embora o crescimento micelial ndo esteja
relacionado com a capacidade de um isolado em predar nematdides. A.
oligospora tem sido considerado fungo saprébio, podendo crescer em
substratos disponiveis do solo, diferentemente do fungos
essencialmente parasitas (24). Portanto, o conhecimento dos
requerimentos nutricionais podem indicar as condi¢des de seu
desenvolvimento nos diferentes ambientes.

Diversos meios de cultura tém sido utilizados para o crescimento
de A. oligospora. Oliveira et al. (23) compararam o crescimento de
cinco isolados do fungo Arthrobotrys em trés meios de cultura e
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constataram que o melhor meio foi o de Kado e Heskett. O meio com
0,01% peptona de soja suplementado com fenilalanina e valina foi
empregado para producao de micélio com anéis constritores (1, 29).

A adicdo de fosfato a este meio inibiu a produgdo de micélio com anéis
constritores (1).Contudo, 0 meio minimo é o mais adequado para se
avaliar os requerimentos nutricionais dos fungos (6). O meio liquido
LNM (low-nutrient medium) suplementado com fontes de C, N e P
foi utilizado para producéo de lectinas (4).

A. oligospora cresce em meios de cultura naturais ou sintéticos em
condicBes adequadas de temperatura e pH (16). Dias & Ferraz (9)
concluiram que a temperatura de 25°C foi a melhor para o crescimento
de Arthrobotrys spp. e que o pH do meio de cultura ndo influenciou a
producdo micelial.

Comparando-se o efeito de diferentes fontes de C e N, constatou-
se O0timo crescimento quando no meio de cultura foram utilizadas
manose e uréia, respectivamente (13). Carboidratos como glicose e
sorbose inibiram a captura de Cooperia punctata por A. musiformes e
A. robusta (3). Saxenaet al. (27) reportaram que para 0 bom crescimento
do fungo ha necessidade de tiamina, biotina e acido 4-aminobenzoico.
Estes relatos sugerem que o fungo Arthrobotrys oligospora responde
de modo diferente a diferentes fontes de carbono e de nitrogénio quando
crescido no ambiente do solo em condicbes de captura ou ndo de
nematdides. A introdugdo de um agente nemat6fago no solo depende
da existéncia de condicdes ecoldgicas adequadas ou que podem ser
criadas e enquanto ndo se conhecer mais sobre os fatores que afetam a
atividade destes fungos, seu potencial como agentes de controle ndo
se terd sucesso.

O objetivo deste estudo foi avaliar as condigdes 6timas de
crescimento deste fungo, utilizando-se diversas fontes de carbono,
nitrogénio e vitaminas. O efeito da temperatura e do pH do meio de
cultura no crescimento foram também avaliados.

MATERIAL E METODOS

Manutencdo do fungo no laboratoério

O fungo Arthrobotrys oligospora pertence ao filo Ascomycota,
classe Ascomycetes, familia Orbiliaceae e foi gentilmente cedido pelo
Laboratdrio de Nematologia do Departamento de Fitossanidade da
FCAV/UNESP. Utilizou-se o meio complexo de Martin (18) tendo a
seguinte composicéo (por litro): 10,0 g glicose, 0,5 g KH,PO,, 0,59
K,HPO,,0,59 MgSO,.7H,0, 5,0 g peptona, 0,5 g extrato de levedura
e 15,0 g agar. O pH foi ajustado para 5,6. O fungo foi crescido em
placas de Petri contendo o meio de cultura durante 15 dias a 30 °C, e,
a seguir, foi conservado em geladeira (5 °C) pelo prazo maximo de 30
dias, quando entdo foi renovado.

Meio de cultura liquido

Foi utilizado meio de cultura de Czapeck (7) contendo (por litro):
2,09 NaNO,, 0,5 g KCl, 0,5 g MgSO,. 7H,0, 1,0 g K,HPO, 0,01 g
FeSO,. 7H,0, 30,0 g sacarose. Quando néo mencionado, foram
adicionados 200ug L* de tiamina e 200 pg L™ biotina no momento da
inoculacdo. O pH foi ajustado para 6,0.

Preparacao do in6culo

Procedeu-se a extragdo dos esporos de placas de Petri inoculadas
com A. oligospora com auxilio de uma espatula e 10 ml de agua destilada
esterilizada. A suspenséo foi homogeneizada e transferida para tubos
que foram agitados fortemente em agitador de tubos durante 10
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segundos, e a seguir, filtrada em funil contendo gaze estéril. O nimero
de esporos foi determinado em cdmara de Neubauer. A concentragéo
do indculo foi ajustada para 1 x 10°esporos/ml e 0,5 ml desta suspenséao
foi adicionado a 50 ml de meio de cultura.

Crescimento do fungo A. oligospora

Em meio de cultura de Czapeck (7), estacionario, incubou-se o
fungo por um periodo de 1 a 15 dias a uma temperatura de 30 °C,
realizando-se analises diarias do peso seco e do pH final do meio de
cultura. O micélio foi separado do meio de cultura, através da filtragéo
& vacuo empregando-se funil de Buchner, contendo papel de filtro
Whatman N.°1, previamente seco a 105 °C por 24 horas. Foi medido
o volume final do filtrado, apds a retirada do micélio e o pH final. O
crescimento do fungo foi quantificado em termos de peso seco micelial
por ml de meio de cultura. Para isso, 0 micélio obtido apés filtragdo,
foi transferido para estufa a 105 °C por 24 horas e, a seguir, pesado
para se determinar 0 peso seco.

Efeito do pH_no crescimento de A. oligospora

O meio de cultura foi ajustado para os valores de pH 3,0; 4,0; 5,0;
6,0; 7,0 e 8,0 empregando-se solu¢des de HCI 0,5M ou NaOH 0,5M.
Apos esterilizagdo, caso necessario, o pH do meio de cultura foi
novamente corrigido com estas solucdes, em condi¢des assépticas. O
fungo foi inoculado e a seguir incubado por 8 dias a temperatura de 30°
C.

Efeito da temperatura no crescimento de A. oligospora
O fungo foi inoculado no meio de cultura e crescido nas
temperaturas de 20, 25, 30 e 35° C, por 8 dias.

Efeito das diferentes fontes de carbono no crescimento de A.
oligospora.

Quando se pretendeu verificar o efeito das fontes de carbono, a
sacarose foi substituida pelos carboidratos listados na Tabela 2. A
concentragdo das fontes de carbono foi equivalente a da sacarose, isto
é, 12,64 g C/I. As fontes de carbono foram esterilizadas separadamente
do meio de cultura por filtracdo em filtro com porosidade de 45 um,
previamente esterilizado e adicionadas no momento da inoculagéo de
forma asséptica. Os polissacarideos (amido soltvel, pectina e celulose)
foram adicionados na concentracéo de 1 g/l.

Efeito das diferentes fontes de nitrogénio no crescimento de
A. oligospora

Quando se pretendeu avaliar o efeito da fontes de nitrogénio, o
NaNO, foi substituido pelas fontes nitrogenadas listadas na Tabela 3.
A concentragdo das fontes de nitrogénio foi equivalente a do NaNO,,
isto ¢, 0,33 N/I. As fontes de nitrogénio peptona, extrato de levedura,
caseina e casaminoacidos foram adicionadas na concentracéo de 1 g/I.
As diferentes fontes de nitrogénio foram esterilizadas juntamente com
0 meio de cultura.

Efeito das diferentes vitaminas e fatores de crescimento no
crescimento de A. oligospora.

Quando se pretendeu avaliar o efeito das vitaminas, tiamina e
biotina foram substituidas pelas vitaminas listadas na Tabela 4. As
diferentes fontes de vitaminas foram esterilizadas separadamente do
meio de cultura por filtragcdo em filtro com porosidade de 45 um,
previamente esterilizado e, no momento da inoculagdo, adicionadas de
forma asséptica.
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Delineamento experimental e andlise estatistica

Para a andlise estatistica dos dados, utilizou-se delineamento
experimental inteiramente casualizado e a analise de variancia foi feita
utilizando-se o programa SAS. Equagdes de regressao e coeficientes
de determinacéo (R?) foram calculadas para verificar as relagGes entre
o crescimento do fungo e o tempo de incubacdo. As médias foram
comparadas pelo teste de Tukey.

RESULTADOS E DISCUSSAO

0 fungo A .oligospora foi crescido pelo periodo de 1 a 15 dias e 0s
resultados obtidos de massa micelial e pH final estdo na Figura 1.
Estes resultados foram submetidos a analise de regressdo, verificando-
se que os valores de R? foram semelhantes para as equagdes de 1°a 3°
grau (Tabela 1), porém a produc¢do micelial que melhor explica os
resultados obtidos ajustou-se a uma curva de 3° grau. Esta curva
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Figura 1. Crescimento de Arthrobotrys oligospora em meio de cultura
suplementado com sacarose como fonte de carbono.e pH final e mmicélio.
Meédias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p
< 0,05).

Tabela 1. Equacdes de regresséo e valores de R? correspondentes &
producédo micelial e aos valores de pH final de A. oligospora crescido
em meio suplementado com sacarose como fonte de carbono.

2

Equacdes R

Crescimento micelial

y = 0,8938 x — 1,0810 0,94
y = -0,0085 x + 1,0300 x — 1,4666 0,94
y = -0,0042 X + 0,0923 X° + 0,3639 x — 0,4386 0,94
y = 4,8194 Ln(x) - 2,8941 0,83
pH final

y = 0,1021 x + 6,7513 0,33
y = -0,0310 x + 0,5837 x + 5,3869 0,76
y = 0,0046 X - 0,1406 X + 1,3139 x + 4,2599 0,89
y = 0,7911 Ln (x) + 6,0970 0,61

y = peso seco micélio, mg ml* ; x = tempo, dias.
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Tabela 2. Efeito de diversas fontes de carbono no crescimento de A.
oligospora e no pH final do meio de cultura.

Fontes de carbono Peso seco pH final
(mg/ml)
Controle 0,41 KLM 6,09 MN
Pentoses
D-arabinose 0,40 KLM 6,71 NKLM
L-arabinose 0,56 IIKLM 6,91 HUK
D-ribose 2,17 CDEF 7,09 GHUK
D-xilose 1,49 EFGHIJ 7,74 BCDEFG
D-lyxose 0,37 KLM 6,91 HUK
Hexoses
D-frutose 3,12BC 8,25 BCD
D-galactose 0,37 KLM 7,55 DEFGH
D-glicose 1,41 EFGHUK 6,50 KLMN
D-manose 2,69CD 7,85 BCDEF
L-sorbose 0,58 NKLM 7,27 FGHIJ
L-ramnose 1,17 FGHIUKLM 5,94 N
Dissacarideos
Maltose 4,93 A 7,75 BCDEFG
Lactose 0,39 KLM 6,80 IJKL
Sacarose 3,86 AB 8,26 BC
Trealose 1,78 DEFGH 8,18 BCD
Oligossacarideos
Rafinose 1,92 DEFGH 7,99 BCDE
Polissacarideos
Amido 1,82 DEFGH 7,38 EFGHI
Celulose 1,29 FGHIJKL 8,05 BCDE
Pectina 0,84 HIUKLM 8,38 B
Acidos carboxilicos
Acetato 0,90 GHIJKLM 8,28 BC
Citrato 0,36 KLM 6,78 IJKL
Propidnico 0,11 NKLM 2,91 UKL
Polidis
Glicerol 0,91 GHIUKLM 7,83 BCDEF
D-arabitol 0,23LM 6,48 KLMN
D-manitol 1,97 DEFG 6,49 KLMN
Dulcitol 0,32LM 6,62 JKLMN
Ribitol 0,93 GHIUKLM 6,96 HIUK
L-Arabitol 0,18 M 6,06 MN
D-sorbitol 1,65 DEFGHI 6,82 IJKL
D-xilitol 0,94 GHIUKLM 6,94 HUK

Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey
(p < 0,05).

apresenta uma fase de crescimento ascendente até o 14° dia, uma fase
estacionaria, do 14 ao 17° dia, e uma fase de declinio, ap6s o 17° dia
(dados ndo mostrados). Nas condicdes deste estudo, pode-se deduzir
que até o 14° dia o fungo estaria apto a produzir as enzimas e outros
compostos caracteristicos do metabolismo primario (7) e necessarios
a predacdo dos nematdides O crescimento de A. conoides foi semelhante
ao do A.oligospora deste estudo, obtendo-se aumento linear de biomassa
até o 13° dia, seguida de uma fase estacionaria (8). Os valores de pH
medidos diariamente, ap6s a separacdo do micélio, mostraram
alcalinizacdo progressiva do meio de cultivo que culminou no 6° dia de

269



incubacdo (pH 8,5), diminuindo, posteriormente, até 8,0 no 15° dia
(Figura 1). Os resultados obtidos com os valores do pH final também
se ajustaram a uma curva de 3° grau (Tabela 1). Possivelmente, o
aumento do pH pode ser resultante da absorcéo seletiva de ions do
meio de cultura (2).

Constatou-se aumento do crescimento de 49 vezes no 6° dia de
incubacdo, quando foi observado o valor maximo de pH (pH =8,5) e
de 117 vezes no 15°dia em relagdo ao peso de micélio observado no 1°
dia de incubacdo. Portanto, nestas condic6es, 0 aumento do pH final
observado no meio de cultura ndo deve ter influido no crescimento do
fungo. A partir do 6° dia de incubagdo, ndo houve variagéo do pH final
(Tukey, p < 0,05).

Os resultados do efeito do pH inicial do meio de cultivo sobre o
crescimento do fungo e o pH final do meio de cultura estdo resumidos
na Figura 2. 0 maior crescimento de A. oligospora ocorreu em pH
inicial 5,0, obtendo-se 6,4 mg ml* peso seco. Este resultado assemelha-
se ao obtido por A. conoides embora ndo tenha sido encontrada diferenca
com o crescimento maximo nos valores de pH inicial 4,0 ¢ 6,0 (8). O
crescimento do fungo foi reduzido de até 69 % e de até 21% em relagéo
ao 6timo, respectivamente, para os valores de pH inicial inferiores ou
superiores ao 6timo, mostrando que o crescimento desse fungo é
bastante sensivel a variacdo dos valores de pH inicial. Apesar do
decréscimo de 21% em relacdo ao 6timo, ndo houve diferenga
significativa (p > 0,05) no peso seco micelial. Diferentemente dos
resultados obtidos neste estudo, nenhuma influéncia do pH no
crescimento de diversas espécies de Arthrobotrys em meio sélido foi
constatada, porém maior esporulagdo foi obtida nos valores de pH
inicial 4e 6 (9).

Acompanhando o crescimento do fungo, observou-se aumento do
pH final, que variou de 6,6 a 8,6 (Figura 2). Contudo, nenhuma
diferenca significativa no pH final foi observada a partir do pH inicial
4,0. Aparentemente, estes resultados contrap8em aos obtidos na Figura
1. Porém, foi relatado que diferentes enzimas contidas nos esporos
sdo ativadas ou desativadas durante as fases de germinac&o, crescimento
e estacionaria dos fungos (28). Portanto, é possivel admitir que as
condigdes fisiologicas do fungo ora em crescimento podem ser
diferentes das dos esporos inoculados no meio de cultura que devem
responder de forma diversa a variagao do pH inicial.

A temperatura 6tima de crescimento do fungo A. oligospora foi de
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Figura 2. Efeito do pH inicial no crescimento de Arthrobotrys oligospora.
e pH final e mmicélio. Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre
si pelo teste de Tukey (p < 0,05).

270

AB

70 -
6,0 -
ik AB

40 48

Peso seco de micélio (mg ml ') e pH final

=
=
L

0,0

20 25 30 35
Temperatura de incubacédo (°C)

Figura 3. Efeito da temperatura no crescimento de Arthrobotrys
oligospora. e pH final e m micélio. Médias seguidas de mesma letra ndo
diferem entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05).

25°C (6,4 mg ml* peso seco) e decresceu de 10%, 26% e 71% quando
o fungo foi incubado nas temperaturas de 30°C, 20°C e 35°C,
respectivamente (Figura 3). Contudo, ndo foi encontrada diferencga
significativa entre a producdo micelial nas temperaturas de 25 e 30°C.
A tendéncia da curva obtida com os resultados do pH final foi
semelhante a do crescimento do fungo, embora o decréscimo do pH
tenha sido menor para as mesmas temperaturas: 4%, 7% e 26%.
Também, ndo foi encontrada diferenca significativa entre os valores de
pH final nas temperaturas de 25 e 30° C. Contrastando com 0s
resultados obtidos neste estudo, a temperatura étima de crescimento
radial de um isolado de A. oligospora em corn-meal agar (CMA) ou
faecal agar, ap6s 14 dias de incubacéo, foi de 20 °C quando comparada
com 10° C e 15° C (11). O crescimento radial de A. oligospora em
meio CMA ocorreu na temperatura entre 20° C e 25° C e a captura de
Heligmosomoides polygyrus entre 25° C e 28° C (19). A temperatura
6tima de crescimento de A. conoides em meio liquido foi de 28° C (8),
portanto uma temperatura mais proxima a encontrada neste trabalho.
Também, maior crescimento e esporulacdo foram também obtidos na
temperatura de 25° C por diferentes espécies de Arthrobotrys cultivadas
em meio sélido (9).

Inimeras fontes de carbono foram examinadas para avaliar sua
habilidade para promover o crescimento de A. oligospora (Tabela 2).
Considerando os extremos de crescimento micelial de 0,18 a 4,93 mg
micélio ml2, as fontes de carbono foram

divididas em trés classes arbitrarias, isto é, as que proporcionaram
alto crescimento do fungo, maior que 3,4 mg ml* (sacarose e maltose),
médio, de 1,9 a 3,3 mg ml* (amido, rafinose, D-manitol, D-ribose, D-
manose e D-frutose) e baixo crescimento, até 1,8 mg ml* (demais
fontes de C). Portanto, A. oligospora tem crescimento limitado na
maioria das fontes de carbono, possivelmente devido a sua inabilidade
de absorver estes componentes (auséncia de um sistema de transporte
para o interior da célula). Muitas destas fontes de carbono tem sido
encontradas no solo e na rizosfera, porém, observa-se que um nimero
limitado de componentes pode suportar o crescimento rapido de A.
oligospora. Estes resultados foram comparaveis aos observados com
os fungos Acremonium coenophialum com 0 — 111 mg 20 mlt (17) e
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Cordyceps sinensis com 0,96 — 4,45 g It (10), crescidos em diversas
fontes de carbono.

A maior producdo de biomassa foi observada com os dissacarideos
maltose (4,93 mg micélio ml, peso seco) e sacarose (3,86 mg mi?),
que nao diferiram significativamente entre si (p < 0,05), seguidos da
hexose frutose (3,11 mg mi*) (Tabela 2) e representam um aumento da
massa micelial de 27,4, 21,4 e 17,3 vezes, respectivamente, em relagdo
ao menor peso seco obtido com L-arabitol (0,18 mg ml?). A
incorporagdo destes carboidratos em A. oligospora néo tem sido
elucidada. Em outros fungos ocorre através de sistemas induzidos de
transporte ativo dos agucares ou dos hidrolisados inicialmente por
sacarases em monossacarideos assimilaveis (26).

Diferentes respostas foram obtidas do valor de pH final do meio
de cultura, algumas delas aumentando e outras diminuindo o valor do
pH inicial (pH 6,0). O maior valor foi obtido quando a fonte de carbono
utilizada foi a pectina (pH 8,4), sequida de acetato, sacarose e frutose
(pH 8,3) e 0 menor com ramnose (pH 5,9).

Dependendo da fonte de nitrogénio, o crescimento micelial variou
de 1,36 a 11,67 mg ml* ou, excluindo-se as proteinas que foram
adicionadas na quantidade de 1% e as quantidades de N ndo foram
precisas, de 1,36 a 4,50 mg ml* (Tabela 3). Considerando os extremos
de producdo de biomassa, as fontes de nitrogénio foram divididas em
trés classes arbitrarias, isto é, as que proporcionaram baixo crescimento

Tabela 3. Efeito de diversas fontes de nitrogénio no crescimento de A.
oligospora e no pH final do meio de cultura.

Fontes de nitrogénio Peso seco pH final
(mg/ml)
Controle 0,44 F 6,10 CDEFGH
Cloreto de aménio 3,51 CDE 3,23 1
Nitrato de aménio 1,95 DE 3,47
Nitrato de potassio 2,96 CDE 7,50 AB
Nitrato de sddio 3,86 CDE 8,26 A
Alanina 2,73 CDE 6,13 CDEFGH
Arginina 3,04 CDE 8,32 A
Asparagina 2,36 DE 4,97 HI
Cisteina 3,42 CDE 3,79 J
Fenilalanina 2,60 DE 5,38 GH
Glicina 2,34 DE 6,38 BCDEFG
Glutamina 2,23 DE 3,65 J
Histidina 2,59 DE 6,12 CDEFGH
Leucina 1,60 DE 5,72 FGH
Lisina 2,74 CDE 5,83 EFGH
Metionina 1,36 E 4,09 I
Serina 1,50 E 7,06 BCD
Triptofano 1,74 DE 6,01 DEFGH
Uréia 4,50 CDE 7,27 ABC
Extrato de levedura 10,81 A 5,89 DEFGH
Caseina 8,65 AB 6,02 DEFGH
Peptona 5,92 BC 6,89 BCDE
Triptona 11,67 A 6,60 BCDEF
Casaminoacidos 4,74 CD 6,71 BCDEF

do fungo, até 2,3 mg mlt (metionina, serina, leucina e triptofano,
nitrato de amodnio, glutamina e glicina), médio, de 2,4 a 3,4 mg ml*
(asparagina, histidina, fenilalanina, alanina, lisina, nitrato de potassio,
arginina e cisteina) e alto crescimento, maior que 3,5 mgmi* (cloreto
de amdnio, nitrato de sodio, uréia, casaminoacidos, peptona, caseina,
extrato de levedura e triptona). As fontes de nitrogénio que propiciaram
maior crescimento fungico que o obtido com o nitrato de sédio de 3,86
mg ml, com excecéo da uréia, foram proteinas (Tabela 3). As proteinas
devem ser degradadas por enzimas extracelulares para que ocorra sua
assimilacdo (7). Esta propriedade confere aos fungos predadores de
nematoides a habilidade de penetrar no hospedeiro. A identificagdo e o
papel destas enzimas tem sido estudado em A. oligospora por varios
autores (1, 29) e estdo envolvidas na infeccdo do nematdides. As
fontes de nitrogénio que propiciaram baixo e médio crescimento
incluiram fontes inorgéanicas e aminoacidos. Entre as fontes de
nitrogénio inorgénico, a maior producéo micelial de A. oligospora foi
com nitrato de sddio que ndo diferiu significativamente do crescimento
observado com cloreto de aménio ou nitrato de potassio. Ha evidéncia
de que nos fungos a assimilacéo de nitrato é induzida por meio de um
sistema de transporte ativo. Relatos mostraram que no fungo Pisolithus
tinctorius a enzima nitrato redutase foi induzida na presenca de nitrato
2.

0 valor do pH final do meio de cultura variou de 3,2 a 8,3 significando
que diminuiu para algumas fontes de nitrogénio e aumentou para outras
em relagdo ao pH inicial (Tabela 3). Fontes inorganicas de nitrogénio e
organicas, incluindo aminoacidos e proteinas propiciaram tanto a
diminui¢do como o aumento do pH final (Tabela 3). A diminuicéo do
pH na presenca de amdnio pode ser devida a secrecdo de acidos
organicos, como foi observado em Aspergillus niger (20).

Entre as diversas vitaminas utilizadas no meio de cultura, biotina
+ tiamina foram as mais efetivas para o crescimento de A. oligospora,
obtendo-se um peso seco de 6,98 mg micélio peso seco ml* e em
seguida riboflavina (6,83 mg mi?) e inositol (6,68 mg ml?) (Tabela 4).
O aumento do peso seco proporcionado pela mistura biotina + tiamina
foi de 2,3 vezes em relagdo ao controle e de 2,2 vezes pela riboflavina
ou inositol. Portanto, o crescimento deste fungo depende da produgéo
destas vitaminas por outros organismos do solo, onde é encontrado,

Tabela 4. Efeito de diversas vitaminas no crescimento de A. oligospora
e no pH final do meio de cultura.

Vitaminas Concentragdo  Peso seco  pH final
(por litro) (mg/ml)
Controle - 3,04 D 7,46 AB
Riboflavina (Vit. B)) 200 ng 6,83 AB 7,59 AB
Cianocobalamina (\Z/it. B ) 200 pg 5,02 BCD 8,03 A
Inositol N 5 mg 6,68 ABC 6,20 C
Tiamina (Vit. B) 200 g 5,63 DCD 5,79 CD
Acido pantoténico 200 pg 4,16 CD 5,25 D
Acido nicotinico 200 pg 5,31 BCD 7,40 AB
Acido félico 100 pg 5,46 BCD 7,58 AB
Piridoxina (Vit. B)) 200 ng 451 BCD 7,35 AB
Biotina (Vit. H) : 200 ng 456 BCD 7,50 AB
Biotina + tiamina 200 pg 6,98 AB 7,86 AB
Extrato de levedura 0,05 g 9,29 A 7,25 B

Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey
(p < 0,05).
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para seu 6timo crescimento. Foi obtido maior crescimento do fungo
quando foi utilizado extrato de levedura (9,29 mg ml*) em relagdo a
mistura biotina + tiamina. Contudo, o extrato de levedura pode ter
influido como fonte de nitrogénio (Tabela 3). O efeito da mistura
biotina + tiamina esta de acordo com resultados obtidos por outros
autores (12, 25).

Muitas das vitaminas hidrossoluveis utilizadas neste estudo
sdo precursoras de coenzimas que tem funcéo catalitica na célula.
Foi relatado que A. conoides, outro fungo predador de nematdide,
também necessita destas vitaminas quando crescido em meio salino
tendo glicose como fonte de carbono (8). Tiamina e biotina sdo
provavelmente as vitaminas mais requeridas pelos fungos. A biotina
em Neurospora crassa (21) e a tiamina em Acremonium coenophialum
(17) foram essenciais para 0 maximo crescimento destes fungos em
meio salino.
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