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RESUMO

Em trabalho preliminar foram obtidos 24 isolados fingicos com propriedades antag6nicas a nemat6ides parasitas de plantas
segundo experimentos realizados em laboratério. Para dar continuidade a tal trabalho, tornou-se desejavel dispor de metodologia
simples e de baixo custo para selecionar aquel es sem capacidade de produgdo de substancias fitotdxicas, para serem empregados em
experimentos em casa-de-vegetagdo com fitonematdides. Conseqilientemente, cultivaram-se os fungos em meio liquido e, ap6s
filtragdo, as fases liquidas foram liofilizadas e extraidas com acetato de etila/metanol. Os extratos foram concentrados sob vacuo e
dissolvidos em agua e solucdo de sacarose para serem submetidos a testesin vitro com sementes de alface (Lactuca sativaL.) e com
coledptilos de trigo (Triticum aestivum L), respectivamente. Vinte e trés i solados pertencentes aos géneros Arthrobotrys, Aspergillus,
Coniothyrium, Cunninghamella, Cylindrocarpon, Fusarium, Monacrosporium, Mortierella, Paecilomyces, Penicillium, Sclerotinia,
Trichoderma e Verticillium, apresentaram atividade téxica contra os coledptilos de trigo. Apenas os isolados de Cylindrocarpon
magnusianum (Sacc.) Wollenw., Fusarium moniliforme Shelden, Mortierella sp., Paecilomyces lilacinus(Thom.) Samson e Penicillium
sp. apresentaram atividade fitotdxica no teste com sementes de alface. Somente um isolado de F. moniliforme se mostrou inativo em
ambos os testes, 0 que sugere que ndo seja produtor de fitotoxinas.

Termos para indexagdo: Antagonistas, controle bioldgico, fungos nematéfagos, nematdide.

ABSTRACT

In a previous work 24 fungi cultures were selected due to their antagonic properties to phytonematodes in laboratory
experiments. To proceed to further studies, it became desirable to use a simple and inexpensive methodology to identify those fungi
able to produce phytotoxic substances, so that only the non phytotoxin producers could be used in green-house experiments with
plant parasite nematodes. Thus, fungi were grown in liquid medium and the resulting mixtures were submitted to filtration. The liquid
phases were freeze-dried and extracted with ethyl acetate/methanol. After extracts concentration under vacuum, the remaining
substances were dissolved in water and agueous saccharose solution to be submitted to in vitro assays with lettuce seeds (Lactuca
sativa L.) and wheat coleoptile (Triticum aestivum L.), respectively. Twenty three isolates from genera Arthrobotrys, Aspergillus,
Coniothyrium, Cunninghamella, Cylindrocarpon, Fusarium, Monacrosporium, Mortierella, Paecilomyces, Penicillium, Sclerotinia,
Trichoderma and Verticillium, presented toxic activity against wheat coleoptile, though only isolates of Cylindrocarpon magnusianum
(Sacc.) Wollenw., Fusarium moniliforme Shelden, Mortierella sp., Paecilomyces lilacinus (Thom.) Samson and Penicillium sp.,
presented phytotoxic effectsin the lettuce seeds assay. Only one isolate of F. moniliforme was inactive in both assays, what suggests
that this fungus is not able to produce phytotoxins.

Index terms: Antagonists, biological control, nematophagous fungi, nematode.

(Recebido para publicacdo em 5 de agosto de 2004 e aprovado em 26 de setembro de 2005)

Uma das éareas de interesse na agricultura diz & AZEVEDO, 2000). Em decorréncia, buscou-se, em
respeito ao controle biolégico de pragas e doencas. Para  trabalho previamente realizado, isolar e identificar fungos
isso, acredita-se que os fungos apresentam grande parao controle de nemat6ides parasitas de plantas, o que
potencial, ja que sdo varios os resultados promissores  permitiu obter 24 isolados flngicos produtores de
relatados na literatura para esses microrganismos (MELO  substancias toxicas a nemat6ides, segundo experimentos
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realizados em laboratério (COSTA, 2000). Entretanto, no
mesmo trabalho foi observado que um dos isolados mais
promissores também produzia substancias téxicas as
plantas cultivéveis em experimentos conduzidos em casa-
de-vegetacdo, o que pode inviabilizar seu uso no controle
de fitonemat6ides. Somando-se o referido resultado a
relatos da literatura sobre a capacidade de producéo de
fitotoxinas por parte dos fungos Aspergillus spp.
(STONARD & MILLER-WIDEMAN, 1994), Fusariumspp.
(ABBASet al., 1995, 1998; SVABOVA & LEBEDA, 2005;
VESONDER et al., 2000), Paecilomyces vatiotii Bainer
(NAKAJIMA et d., 1991), Penicilliumspp. (STONARD
& MILLER-WIDEMAN, 1994), Sclerotinia sclerotiorum
(Lib.) de Bary (PEDRAS & AHIAHONU, 2004) e
Verticillium spp. (BUCHNER et al., 1982; GUPTA et dl.,
1994; MEYER et a., 1994), que se encontravam entre os 24
fungos selecionados, tornou-se desgjavel ter a disposicao
uma metodologia répida e simples para avaliar a
fitotoxicidade dos metabdlitos de origem flngica. Com isso,
seria possivel eliminar mais facilmente os isolados fungicos
produtores de substancias toxicas a planta cultivada, sem
a necessidade de montar e conduzir experimentos
demorados e onerosos em casa-de-vegetagdo. Em
decorréncia do exposto trabalho objetivou-se avaliar a
capacidade de producdo de substancias fitotdxicas por
parte dos 24 fungos previamente selecionados, quando
0s mesmos eram cultivados nas condi¢des previamente
empregadas para a producdo de metabdlitos para o controle
de nematdides (COSTA, 2000). Para alcancar tal objetivo,
optou-se pelo testein vitro com semente de alface (Lactuca
sativa L. cv. Sdad Bowl) e coledptilo de trigo (Triticum
aestivum L. cv. BRS-49), que tém sido utilizados na
identificag8o de substancias fitotdxicas de diversas fontes.
Tais testes foram de grande importéncia, por exemplo, para
aidentificacdo das seguintes fitotoxinas de origem flingica:
chaetoglobosina K, citreoviridina, cladosporina, ciclopenina,
citocalasinas, diidropergilina, hidroxiterfenilina e da
moniliformina (STONARD & MILLER-WIDEMAN, 1994).
Os fungos Arthrobotrys conoides Drechsler
(culturas 44-08 e 44-10), Arthrobotrys oligospora Fres.,
Arthrobotrys superba Corda, Aspergillus flavus Link: Fr.,
Coniothyrium sporulosum (W. Gams & Domsch) van der
Aa, Cunninghamella elegans Lendner, Cylindrocarpon
magnusianum (Sacc.) Wollenw., Fusarium moniliforme
Shelden (culturas 44-02 e 44-25), Fusarium oxysporum
Schlecht (culturas 44-03 e 44-15), Fusarium solani (Mart.)
Appel & Wollenw. Emend. Snyd. & Hans (culturas 44-01 e
44-18), Fusarium sp. (culturas 44-04 e 44-26),
Monacrosporium doedycoides Drechder, Mortierella sp.,

Paecilomyces lilacinus (Thom.) Samson, Paecilomyces
variotii Bainer, Penicillium sp., Sclerotinia sclerotiorum
(Lib.) de Bary, Trichoderma viride Pers. Ex Gray e
Verticillium chlamydosporium Goddard, foram isolados por
Costa (2000) e armazenados no Departamento de
Fitopatologia da Universidade Federal de Lavras. Esses
microrganismos foram cultivados em meio de cultura batata-
dextrose-agar durante dez dias, a 25 °C, sem incidéncia de
luz. A seguir, discos com 5 mm de didmetro de cada cultura
foram adicionados a 200 mL de meio de cultura liquido
Czapek-Dox (0,59 KCl, 1 g KH,PO,, 2 g NaNQ,, 30 g sacarose,
0,01 g FeSO,.7 H,0 e 0,59 MgSO,em 1000 mL de agua),
conforme descrito por Costa (2000). Apés 15 dias sob
constante agitacdo, a 25°C, no escuro, os micélios foram
removidos por filtragdo em papel Whatman N° 1. Aliquotas
de 80 mL de cada filtrado foram liofilizadas e cada um dos
residuos obtidos foi lavado com 14 mL de acetato de etila/
metanol (1:1). Concentraram-se os liquidos das lavagens
sob vacuo, 0 que resultou em novos residuos. Estes foram
dissolvidos em 70 mL de agua destilada para serem
submetidos ao teste com alface. Para tanto, cinguenta
sementes desta planta foram dispostas em caixa de plastico
transparente (GERBOX — 11,4 x 11,4 cm) contendo duas
folhas de papel de germinacéo (10,5 x 10,5 cm), embebidas
com a solucéo a ser avaliada em quantidade igual a 2,5 vezes
asuamassa. Depois de sete dias a 20 °C, sob fotoperiodo de
12 horas, as seguintes variaveis foram medidas; nimero de
sementes ndo germinadas, plantulas sadias e com radiculas
necrosadas (BRASIL, 1992). Como controle negativo
empregou-se 0 meio Czapek-Dox apds liofilizag8o e extracao
conforme descrito para os filtrados fuingicos. Os controles
positivos foram solucfes de glifosato a 17,14 mg/L e 8,85
mg/L, que foram preparadas pela dissolucdo em &gua de
Agrisato 480 CS, produzido por Alkagro do Brasil Ltda. O
experimento foi conduzido com quatro repeticles (quatro
GERBOX por tratamento), em delineamento inteiramente
casualizado. Submeteram-se os resultados diretamente a
andlise de variancia e as médias foram comparadas pelo
teste de Scott & Knott (1974), a 5% de probabilidade.

Para o teste com trigo, 3 mL de cada filtrado fungico
foram liofilizados e lavados com 12 mL de acetato de etila/
metanol (1:1). Concentraram-se os liquidos das lavagens
sob vécuo e solubilizaram-se os residuos resultantes em 6
mL de solucéo aquosa de sacarose a2 % (g/mL), tamponada
a pH 5,0 com K, HPO, (1,794 g/mL) e acido citrico
monoidratado (1,019 g/mL) (NITSCH & NITSCH, 1996), para
serem submetidos a avaliagdo. As sementes de trigo foram
dispostas em areia imida e esterilizada, sem incidénciade
luz, durante trés dias. Os primeiros 2 mm apicais de cinco
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pléntulas estioladas foram descartados e os coledptilos, que
correspondiam aos proximos 4 mm, foram colocados em 2
mL das solucfes a serem avaliadas. Utilizou-se a solucéo
tamponada de sacarose a 2 % (g/mL) como controle
negativo. Como controle positivo empregou-se solucdo de
glifosato a 7,968 g/mL, que foi obtida conforme descrito
acima. Ap6s 20 horas a 25 + 2°C, no escuro, utilizou-se um
paquimetro para medir os comprimentos dos coledptilos que,
aseguir, foram liofilizados e tiveram suas massas medidas
em balanca analitica. Empregaram-se trés repeticdes (trés
tubos com cinco coledptilos em cada um deles) em
delineamento inteiramente casualizado. Os valores de
comprimento para cada coledptilo foram transformados em
porcentagem, bem como os valores médios de massa dos
coledptilos de cada tubo, para serem submetidos a andlise
de variancia. Os valores obtidos foram submetidos ao teste
de Scott & Knott (1974) a 5% de probabilidade.

No teste com sementes de alface, dezenove filtrados
fungicos ndo diferiram estati sticamente da dgua e do meio
czapek-dox. Apenas aqueles provenientes de C.
magnusianum, F. moniliforme (cultura 44-02), Mortierella
sp., P. lilacinus e Penicillium sp., foram téxicos a alface,
embora os valores obtidos tenham sido proximos aos
observados para as testemunhas negativas (Tabela 1).
Como S. sclerotiorum e espécies de Fusarium podem ser
fitopatogénicos, efeitos pronunciados sobre aface eram
esperados dos metabdlitos de tais fungos. Especialmente
paraF. moniliformeeF. oxysporum, cujas habilidades para
a producdo de substancias fitotoxicas sdo bem conhecidas
(ABBASet al., 1995, 1998; SVABOVA & LEBEDA, 2005;
VESONDER et al., 2000). No entanto, os efeitos dos
metabdlitos de tais fungos sobre a aface foram muito
peguenos ou inexistentes, embora as sementes de tais
plantas sejam consideradas altamente sensiveis a
substancias fitotoxicas (STONARD & MILLER-
WIDEMAN, 1994) (Tabela 1). De formaandoga, nada foi
observado para o filtrado deP. variotii, que pode produzir
afitotoxina cornexistina (NAKAJMA et a., 1991).

Uma possivel explicagdo paratais resultados pode
residir na baixa capacidade do solvente acetato de etila para
dissolver substancias muito polares (HARBORNE, 1998;
SHRINER et al., 1983). Ou sgja, talvez aguns destes fungos
tenham produzido substancias fitotdxicas no meio de cultura
czapek-dox que ndo tenham sido dissolvidas em acetato de
etilalmetanol (1:1). Para contornar este possivel problema,
acetato de etilafoi totalmente substituido por metanol, que
possui maior capacidade de solubilizagdo de substéncias
polares (HARBORNE, 1998; SHRINER et a., 1983). No
entanto, tal procedimento mostrou-se inviavel, umavez que

0 extrato metandlico proveniente do meio Czapek-Dox, que
era uma das testemunhas negativas, passou a afetar as
sementes de alface. Como parece inviavel um Unico sistema
de solventes que permita extrair substéncias com as mais
variadas polaridades (HARBORNE, 1998; SHRINER et .,
1983), acredita-se que serd necessdria a utilizacdo de mais de
um sistema de solventes para cobrir uma faixa ampla de
polaridade. Ademais, outros meios de cultura terdo de ser
estudados para que se possa identificar agueles cujos
componentes ndo tenham efeitos fitotoxicos sobre aface.

Ao contrario do observado com aface, quase todos
os filtrados fungicos afetaram o crescimento de coledptilo
de trigo, sendo os resultados mais pronunciados
observados para as amostras de A. conoides (cultura 44-
08) eP. variotii (Tabela1). ApenasF. moniliforme (cultura
44-25) forneceu valores estatisticamente idénticos a
soluc8o aquosa de sacarose, que foi empregada como
controle negativo. Considerando bem conhecido o
potencial para o controle de agentes patogénicos,
especia mente nematdides parasitas de plantas (SIDDIQUI
& MAHMOOD, 1996), foram surpreendentes os resultados
observados para tais fungos e para A. oligospora, M.
doedycoides, T. viride e V. chlamydosporium.

Talvez a grande diferenca observada entre os
resultados dos testes realizados se devaa maior sensibilidade
do Ultimo a substancias fitotdxicas. Outra possivel explicacdo
poderia basear-se no modo de absor¢do dos metabdlitos
fungicos pelos materiais vegetais empregados. Assim como
muitos herbicidas comerciais que sdo preferenciamente
absorvidos pdlas folhas (DEUBER, 1992), as substancias
fitotOxicas produzidas por tais fungos poderiam ser mais
facilmente absorvidas pelos coledptilos, que sdo precursores
das folhas. Outra possivel explicacdo para areferidadiferenca
pode basear-se nas espécies vegetais empregadas. Ou sga,
assm como os herbicidas sulfozato e glifosato, talvez os
metabdlitos dos fungos estudados apresentem maior
fitotoxicidade a espécies monocotiledéneas (DEUBER, 1992;
MACIEL et d., 2002; RODRIGUES & ALMEIDA, 1998).

Estudos posteriores deverdo ser realizados para
averiguar a relagdo entre os resultados obtidos in vitro e
os efeitos dos metabdlitos flingicos em casa-de-vegetacao.

Segundo os testes de germinacdo de sementes de
aface, quando cultivados em meio Czapek-Dox, os fungosC.
magnusianum, F. moniliforme (cultura44-02), Mortierellasp.,
P. lilacinus e Penicillium sp. produzem substéncias
fitotdxicas. JA com base nos experimentos com coledptilos de
trigo, conclui-se que, com excecdo deF. moniliforme(cultura
44-275), todos os fungos estudados produzem substancias
fitotoxicas quando cultivados no supracitado meio.
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TABELA 1 - Efeito de metabdlitos flingicos sobre a germinacdo de sementes de alface e sobre coledptilos de trigo.

Alface* Coleoptilo de trigo*
Fungos e testemunhas I\lumero de Semeqtes nao Comprirgento Ganho deDmassa
Plantulassadias  germinadas (%) (%)

Glifosato-1" 0? 2° - -
Glifosato-2™" 45 22 - -
Glifosato-3**** - - 612 52°
Agua 48,3° 0,95% - -
Sacarose a 2% - - 100° 100°
Czapek-Dox" 47° 12 96° 95¢
Arthrobotrys conoides (44-08) 48,8° 0,75% 65° 413
A. conoides (44-10) 49° 0,75% 81¢ 66°
A. oligospora 47° 22 73° 61°
A. superba 49° 0,25% 83¢ 72°
Aspergillus flavus 48° 1,5% 74° 50°
Coniothyrium sporulosum 48,3° 1,0° 79° 78°
Cunninghamella elegans 49,3° 0,25% 81¢ 68°
Cylindrocarpon magnusianum 45° 2,5° 74° 412
Fusarium moniliforme(44-02) 44,8° 2,5° 67% 49°
F. moniliforme(44-25) 49,8° 0,25 96° 95¢
F. oxysporum(44-03) 48° 1,252 86" 68°
F. oxysporum(44-15) 47 5° 0,75% 79° 53
F. solani(44-01) 47° 22 72° 57°
F. solani (44-18) 48,5° 0,752 70° 65°
Fusarium sp. (44-04) 48,5° 0,75 8g¢ 82°
Fusarium sp. (44-26) 48,8° 0,75% 73° 412
Monacrosporium doedycoides 48,3° 1,252 74° 62"
Mortierella sp. 45° 45° 84° 70°
Paecilomyces. lilacinus 42,5° 5,75° 84¢ 67°
P. variotii 48,3° 1,5° 65 37°
Penicillium sp. 45° 2,5° 74° 43°
Sclerotinia sclerotiorum 47,3° 1,75% 83 72°
Trichoderma. viride 48° 1,25 75° 60"
Verticillium chlamydosporium 47,3° 1,0 78° 66°
Coeficiente de Variacéo 4,76 % 10,4 % 8,23 % 12,04 %

“Valores seguidos pela mesma letra, em cada coluna, ndo diferem estati sticamente segundo o teste de Scott-Knott a5
% de probabilidade; **17,14mg/l; ***8,85mg/l; ****7,97g/l; "Valores relativos ao tratamento com sacarose a 2 %;
TApos liofilizacdo e extragdo; - Variaveis ndo avaliadas.
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