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RESUMO: O fungoPaecilomyces lilacinusé um agente de controle bioldgico de
fitonematoides. Estudos envolvendo seus requisitbgionais sdo importantes uma vez que
€ essencial para o seu crescimento e desempendadmoAssim o objetivo do estudo foi o de
avaliar cinco fontes de carbono e quatro de nitmgéinorganico no crescimento e
esporulacdo de cinco isolados d& lilacinus. Foram utilizados quatro repeticbes na
avaliacdo do crescimento e para a esporulacdo sgieticbes. As médias obtidas foram
comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probab#idAterificou-se diferencas entre
isolados deP. lilacinus quanto a suas exigéncias nutricionais para crescin e
esporulacdo, o que pode leva-los a apresentar bdritade de comportamento seja no
estabelecimento e agcdo como biocontrolador em furg@d substrato empregado para a
ampliacédo do indculo. O isolado PAE 18 apresentaiomcrescimento com lactose e fosfato
de amb6nio monobésico e o isolado PAE 12 maior esagéio com sacarose e sulfato de
amonio e fosfato de amoénio monobasico. Todos dadie® avaliados se desenvolveram
menos na presenca de sulfato de amonio.

PALAVRAS-CHAVE: Controle biolégico, fungos nemajé$o nutricao.

EFFECT OF CARBON AND INORGANIC NITROGEN SOURCES ON MYCELIAL
GROWTH AND SPORULATION OF Paecilomyceslilacinus ISOLATES

ABSTRACT: The fungi®aecilomyces lilacinus an agent of biological control of nematode
parasites of plants which can cause total lossroégricultural production. Studies involving
their nutritional requirements are important singe is essential to their growth and
performance in the soil. Therefore the objectivehef study was to evaluate five sources of
carbon and four of inorganic nitrogen on growth asgorulation of five isolates d?.
lilacinus In assessing growth was used four replicationd fom sporulation six repetitions.
The averages were compared by Tukey test at 5%apild. It was concluded that there is
difference between strains &. lilacinus about whether the nutritional requirements for
growth and sporulation. For growth, the isolated FPA8 was the only one that showed
statistical difference with the best result withe thactose and ammonium phosphate
monobasic. The isolated PAE 12 showed better spioal with sucrose and ammonium
sulfate and ammonium phosphate monobasic. Alltsslavaluated grew less in the presence
of ammonium sulfate with statistical differencensn the other sources analyzed.
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INTRODUCAO

Embora os fitonematoides ndo sejam tdo conhecidospmdutores rurais e
técnicos extensionistas, em comparacao a insetag)sa fungos e bactérias, representam um
sério problema sanitario para diferentes cultuesrportancia econémica no Brasil (Ferraz,
2000) e para a agricultura mundial (Ferraz e Sai@85). Os prejuizos causados produc¢éo
variam de suaves, com menos de um por cento de,paté a destruicdo total (Tihohod,
2000).

Primeiramente, as medidas de controle de doengasvam eliminar ou inativar
0 patdgeno através do uso indiscriminado e contéleuprodutos quimicos sem uma analise
das consequéncias, o0 que levou a selecao de pagdgesistentes, ocorréncia de surtos de
doencas até entdo consideradas secundarias, redlecdgrupos e da populacédo de
microrganismos benéficos, além de efeitos prejadiéico homem, animais e ambiente devido
ao acumulo de residuos no solo, agua e alimentago(€tti Junioret al, 2000).

Atualmente existe a conscientizacdo publica noiderde reduzir os riscos e
impactos toxicologicos dos pesticidas ao meio antbie ao consumidor, e a preocupacao
pela substituicdo por produtos menos prejudiciammpregos de técnicas ecologicamente
corretas. Essa conscientizacdo determina a reddgdauso de defensivos agricolas
(nematicidas, fungicidas, bactericidas, etc.) emtiva a busca por métodos alternativos para
controle de fitonematoides (Ferraz e Santos, 1995¢ontrole bioldgico pelo emprego de
fungos nematéfagos tem sido considerado um dosdo®talternativos mais promissores
(Ferraz e Santos, 1995). Dentre estes fungos, wnnuas promissores Baecilomyces
lilacinus, habitante do solo e invasor de cistos e massasatedos nematoides, que tem sido
empregado com sucesso no controle das doencaamtaglausados por estes organismos
(Carlile e Watkinson, 1997; Cadioli et al., 2009).

Segundo Fioretto e Villacorta (1989) para suaaagéo como medida viavel no
controle € importante conhecer, primeiramentepaslicdes de desenvolvimento do furigo
lilacinus, bem como suas exigéncias nutricionais. Para -gbt@sse conhecimento uma das
formas é determinar as fontes nutricionais, esaenaio desenvolvimento e esporulacéo do
fungo, em meios quimicamente definidos (Pelczaiodwt al, 1997).

Diversos substratos podem permitir avaliar a calaad fisiologica de um
microrganismo, bem como realcar a variabilidadesterte entre individuos de uma

populacdo e permitem conhecer a amplitude da vidigtbe entre isolados e a identificacédo
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correta (Tozze Junior et.aR006). O seu estado nutricional pode alterar gatogia dos
fungos e auxiliar na caracterizacao dos isoladosn(izrtz et aJ 2005).

Independente da composi¢cdo do meio no qual o fgegesenvolve, elementos
como carbono, nitrogénio e potassio, estdo sempesemptes, o que indica serem
fundamentais para seu desenvolvimento (Moore-L&mie2996). Segundo Pelczar Junior et
al. (1997) o carbono forma carboidratos, lipideopreteinas, sendo um dos principais
elementos para o crescimento microbiano. Do mesw@ono nitrogénio € necessario, uma
vez que € parte essencial dos aminoacidos constituidas proteinas. Dessa forma, €
importanteo conhecimento do efeito de diferentes fontes deoc® e nitrogénio inorganico
no desenvolvimento de isolados Belilacinus em meio de cultura sélido e quimicamente
definido, no sentido de obterem-se melhores coedigiara o cultivan vitro (crescimento
micelial e esporulacdo) e mesmo vivo em substratos. Também pode favorecer a
diferenciagéo entre isolados apresentado quantsearssrequisitos nutricionais.

Assim, este trabalho teve por objetivo avaliar gifintes de carbono (amido de
milho, glicose, lactose, maltose e sacarose) er@ub nitrogénio inorganico (fosfato de
amonio monobasico, nitrato de potassio, nitratsabo e sulfato de amoénio) no crescimento

e esporulacéo de cinco isoladosR#eecilomyces lilacinus

MATERIAL E METODOS

No estudo foram utilizados cinco isolados Riecilomyces lilacinusbtidos de
solos, de area de producédo de café, da regido NorRarani, nomeados como isolados 12;
13; 18; 21 e 22 pertencentes ao Laboratorio de&itdogia e Nematologia da Universidade
Estadual de Londrina. Estes foram mantidos em taleognsaio contendo meio de BDA
(batata - dextrose - agar) sob condi¢cbes de getadei

Aliquotas desses fungos foram transferidas paagplde Petri, contendo meio de
batata-dextrose-agar (BDA) e ap6s incubados paodiias (120 horas) em BOD a Z5. A
partir da margem das coldnias jovens foram retsatiscos (0,8 cm de &) contendo micélio e
conidios, e estes transferidos, para o centro ldaagpde Petri contendo os meios de cultura
correspondentes aos tratamentos das diferentessfdet carbono (amido, lactose, maltose,
glicose e sacarose) e nitrogénio organico (foddataménio monobasico, nitrato de potassio,
nitrato de sédio e sulfato de amdnio).

Em cada tratamento, foi avaliado o efeito da fad#ecarbono e de nitrogénio

inorganico no crescimento radial e esporulagéo fmtas os isolados de. lilacinus Estas
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fontes foram analisadas em substituicdo as fonigmais da receita do meio minimo de
Pontecorvo et al. (1953) modificado por Azevedaost€& (1973).

Os resultados do crescimento micelial e esporulagameio original com glicose
foi comparado com as fontes de carbono: amido dieomiactose, maltose, sacarose e do
nitrato de sodio (NaN$§) foi comparado com: nitrato de potassio, fosfat amonio
monobasico e sulfato de amdnio. Portanto, as fal@esrbono e nitrogénio inorganico foram
analisadas separadamente.

Apoés a repicagem nas placas de cada tratamentedewse a incubacdo em
camara tipo B.O.D. a 22,5°C sob fotoperiodo dedras Segundo Cadioli et #2007) nesta
temperatura estes isolados apresentaram melhonddgenento.

Para o crescimento foram avaliados quatro repetigbetratamento, todavia para
quantificacdo de conidios houve seis repeticfesiderando cada placa de Petri uma
repeticdo com apenas um indéculo. Os meios de eultitizados foram submetidos a
autoclavagem por 20 minutos a 122° C e o pH ajogpada 6,5.

A mensuracdo do crescimento micelial das coléroasefilizada com auxilio de
régua graduada, com medicOes diarias, dos diamgisrpendiculares, previamente
demarcados na face externa do fundo de cada padzetti. O didametro da col6nia foi
calculado através da média das duas leituras. hagfia foi interrompida no momento em
que um dos tratamentos a colénia do fungo atingiorda da placa de Petri. Durante treze
dias foi analisado o crescimento a fim de se olaeigxa média de crescimento (cm/dia)
considerando-se como medida inicial os 0,8 cm spaedente ao disco do meio contendo o
in6culo inicial do fungo (Couto e Menezes, 2004;ritiro et al, 2004; Nozaki et al2004).

Ao décimo quinto dia da repicagem Bo lilacinus para os diferentes meios de
cultivo, procedeu-se a avaliacdo da producéo dilioen Com auxilio de um furador de rolha
metalico, retirou-se um disco de 0,8 cm de diame&roegido central da colbnia, ao lado do
disco de BDA do indculo inicial do fungo (Barbogaak, 2002). Cada disco foi inserido em
um tubo de ensaio com 10 mL de uma solucao (1 Hxedestilada + 2 gotas de Tween 80)
para desagregacao dos conidios quando sob ag#atayitador elétrico. A contagem dos
conidios foi realizada com auxilio de camara delddaer sob microscépio optico.

O delineamento estatistico do ensaio foi inteirameasualizado. Primeiramente
realizou-se andlise de variancia no qual foi neuoessa transformacdo dos dados da
esporulacdo em raiz quadrada. Em seguida empregau-teste de Tukey a 5% de
probabilidade no programa SISVAR 5.0 (1999-2003).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Considerando-se a taxa de crescimento micelial,est®mo isolado PAE 18
apresentou uma fonte de carbono preferencial. Atodac promoveu o melhor
desenvolvimento, com diferenca estatistica, em epagdo a todas as outras fontes
analisadas (Tabela 1). Este resultado contradizoAli926)apud Monteiro (1988), que
relatam quePaecilomyces lilacinugpresentou pouco crescimento na presenca de dactos
Porém, de acordo com Barbosa et(2002), isto deve estar relacionado com a varcdule
genética de cada isolado. Varios pesquisadorem oifsta habilidade diferenciada entre
isolados da mesma espécie (Couto e Menezes, 2B8®.fato também pode explicar o
porqué de apenas o isolado PAE 18 ter apresentadlr mrescimento com essa fonte de

carbono.

Tabela 1- Taxa de crescimento micelial (cm/dia) dos isolaBé& 12, PAE 13, PAE 18,
PAE 21 e PAE 22 dPaecilomyces lilacinugsas diferentes fontes de carbono (C) e fontes de
nitrogénio inorganico (N).

Fonte de Carbono PAE12 PAE13 PAE18 PAE21 PAE22
Amido 040Ab 0.41BAb 0.28Bc 0.43 Aba 0.45Aa
Lactose 0.38 BAbaD.37CBb  0.33Ac 0.41BAa 0.41Ba
Maltose 0.38 BAb 0.42 Aba 0.26 Bc 0.40 BABba44 BAa
Glicose 0.34Cc 0.39CBAbA.26 Bd 0.38Bb  0.42 BAa
Sacarose 0.36 CBb 0.37Cb 0.28 Bc 0.42Aa 0.42BAa
Fonte de Nitrogénio Inorganico  PAE12 PAE13 PAE18 ERA PAE22
Fosfato de amonio monobasico 0.33Ac  0.38 Aba  Ad%10.40 BAa 0.40 Aa
Nitrato de potassio 0.35Ac  0.39 Acb 0.29Bd 0.4&A 0.43 Aa
Nitrato de sddio 0.34 Ab 0.39 Aa 0.26 Bc 0.38 Ba 42\a
Sulfato de amonio 0.10Bb  0.11 Bba 0.14 Ca 0.11 Cbal3 Bba

Médias seguidas de pelo menos uma letra em conamitmha e coluna, ndo diferem entre si pelo testéukey
a 5% de probabilidade. Os dados sdo comparadosodimtcoluna pela letra mailscula e na linha petia |
mindscula. C= CV (%) = 4,77; N=CV (%) = 6,34.

O fungo Byssochlamys niveagque tem comoforma anamorfaPaecilomyces
niveus foi encontrado em leite cru integral e em leitstpurizado (Engel e Teuber, 1991
apudCoelho, 2008) evidenciando que possivelmente é&sterg € capaz de utilizar a lactose

como fonte de carbono para sua sobrevivéncia. SegBarbosa et al. (2002) o isolado JAB
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02 deVerticillium lecaniitambém apresentou maior crescimento na presenizctdse em
comparacao a glicose, sacarose, maltose e amido.

Abbott (1926)apudMonteiro (1988) relatou qui. lilacinusdesenvolveu-se bem
em maltose como ocorreu com todos os isolados degialho. Porém, Monteiro (1988)
analisando os efeitos de glicose, sacarose, amidatese em isolados deaecilomyces
marquandiiobservou que o melhor crescimento foi em glicosaagarose o que ndo ocorreu
com nenhum isolado deste experimento.

Os outros isolados tiveram diferenca significatbeenente entre algumas fontes.
No caso de PAE 12 o amido possibilitou maior deskimento que a glicose e sacarose, no
caso de PAE 13 a maltose levou a um melhor resutiad lactose e sacarose, para o isolado
PAE 21 o amido e sacarose possibilitaram maiorcoresto micelial que glicose e para o
isolado PAE 22 o amido promoveu maior desenvolvimeue lactose. Deve-se ressaltar,
ainda, que,ndependente da fonte carbonautilizada,o isolado PAE 18 obteve o menor
crescimento.

Quanto a fontele nitrogénio inorganico, todos os isoladggesentaramenor
crescimento com sulfato de amoénio. Novamente adsoPAE 18 foi o Unico a ter uma fonte,
fosfato de amdnio monobasico, que resultou no maltescimento micelial, com diferenca
estatistica, em relacdo a todas as outras fontesrdgénio inorganico analisadas.

Os isolados PAE 12, PAE 13 e PAE 22 ndo apresentdifarencas significativas
entre fosfato de amodnio monobasico, nitrato degsatée nitrato de sédio. Porém, o nitrato de
potédssio promoveu o melhor crescimento no isolasle P1 quando comparado ao nitrato de
soédio. No meio com nitrato de potassio e nitrate@io o isolado PAE 18 obteve o menor
desenvolvimento.

Em relacdo a esporulacdo dos isolados (Tabela @)Yaidpossivel se observar
diferencas entre as fontes utilizadas. O isoladg B2 foi o Unico a ter uma fonte, a sacarose,
que possibilitou sua melhor esporulacédo, com dif@esstatistica, em relacéo as outras fontes
de carbono analisadas. Os outros isolados tiverdemedca significativa apenas entre
algumas fontes. No PAE 13 a glicose resultou enmhongbroducdo de conidios que amido,
com PAE 18 a maltose possibilitou maior esporulagd® glicose, o PAE 21 teve melhor
resultado na presenca de glicose e sacarose dooquéactose, e PAE 22 esporulou melhor

em maltose e sacarose que lactose e amido.
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Tabela 2- A esporulacdo dos isolados PAE 12, PAE 13, PAEPAE 21 e PAE 22 de
Paecilomyces lilacinugn® de conidios x 1mL), nas diferentes fontes de carbono (C) e
fontes de nitrogénio inorganico (N) no décimo quidia de cultivo.

Fonte de Carbono PAE12 PAE13 PAE18 PAE21 PAE22
Amido 1746 Ba 13.15Ba 16.33BAa 11.99BAa 14.483C
Lactose 11.70 CBah3.90 BAab14.60 BAab8.56 Bb 17.49 CBa
Maltose 14.27 CBb 15.96 BAb 19.67 Aab 14.25 BAb 026Aa
Glicose 9.60 Cb 20.98 Aa 10.53Bb 16.91 Aab 23.83aB
Sacarose 25.80 Aa  20.65 BAaH.24 BAb 16.57 Ab  26.22 Aa

Fonte de Nitrogénio Inorganid®@AE12 PAE13 PAE18 PAE21 PAE22
Fosfato de amo6nio monobasi@3.37 Aa 20.02 Aa 9.80 Bb 20.88 Aa 27.39 Aa

Nitrato de potassio 6.69 Bc 2097 Ab 10.80BAc 2Bt 28.96 Aa
Nitrato de sodio 9.60 Bc 20.98 Aab 10.53 BAc 1@8%bc 25.81 Aa
Sulfato de amébnio 18.13 Aa 1843 Aa 1753 Aa 1BA&0 12.22 Ba

Médias seguidas de pelo menos uma letra em cormautmha e coluna, ndo diferem entre si pelo test€ukey
a 5% de probabilidade. Os dados sdo comparadosddmtcoluna pela letra mailscula e na linha petia |
minudscula. (C)= CV (%) = 29.13. (N) = CV (%) = 28.2

Segundo Monteiro (1988R. marquandiindo apresentou diferenca significativa
em relacdo a producdo de espanfe glicose, sacarose, amido e lactose 0 quec@Eoeu
com nenhum isolado deste experimento.

Quando se utilizou fosfato de aménio monobasicaybama menor esporulagéo
do isolado PAE 18 e quando se utilizou nitrato d&gsio, o isolado PAE 22 apresentou
maior esporulacdo. O isolado PAE 12 novamente fmmioo a ter fontes, fosfato de aménio
monobasico e sulfato de amonio, que possibilitasamelhor esporulacdo, com diferenca
significativa, em relagéo as outras fontes de génio inorganico analisados. O isolado PAE
22 apresentou menor producdo de conidios na presiengulfato de amonio. O isolado PAE
13 ndo apresentou diferenca estatistica entrerdssfoenquanto os outros isolados tiveram
diferenca significativa somente entre algumas fan@ PAE 18 obteve melhor producéo de
conidios em sulfato de amoénio em comparacao atéodimamonio monobasico. O PAE 21
obteve melhor resultado com fosfato de amoénio masicb quando comparado com nitrato
de potassio e sulfato de amoénio.

Tandon e Chandra (19632pud Couto e Menezes (2004) afirmam que “um bom
crescimento micelial esta associado a uma boawagéo” isto foi verificado com o isolado
PAE 13 na maltose e glicose, PAE 21 no amido, @l sacarose, e PAE 22 na maltose,

glicose e sacarose, pois nestas fontes tiveram dyestimento e esporulagdo. Entretanto,
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Couto e Menezes (2004) relatam que “o crescimenteli@ reduzido pode estimular a
esporulacdo naquele substrato” isso pode ter agdateom o isolado PAE 12 na presenca de
sulfato de aménio. Porém, Cochrane (1958)d Couto e Menezes (2004) argumentam que
“nem sempre ha relacéo direta entre crescimentodupao de esporos e vice-versa” como €
0 caso dos outros isolados estudados neste expgoime
Penariol (2006) realizou semelhante estudo comngdBipolaris euphorbiae

sugerindo que o fato dele apresentar um melhocionesto e esporulacdo em amido é devido
sua maior capacidade para desdobra-lo produzindwsdis amilases. A maior habilidade na
reducdo de uma fonte de carbono e nitrogénio imicggpode ser uma explicagdo para 0s

resultados observados neste experimento.

CONCLUSOES

O isolado PAE 18 d®aecilomyces lilacinugpresentou 0 menor crescimento e
foi o Unico onde se observou o efeito das fontesadlBono e nitrogénio inorganico em seu
desenvolvimento, com excec¢do do sulfato de amdriitendo melhores resultados com
fosfato de amdnio monobasico e lactose.

O sulfato de aménio nao foi vidvel como fonte deogiénio inorganico para o
crescimento dos isolados, necessitando estudosorai® para verificar se isto ocorreu
devido a altas concentracfes ou a falta de enaspecificas para sua reducéo.

Somente o isolado PAE 12 apresentou diferencad@aagsporulacdo, sendo esta
superior quando se utilizou como fontes de nitragérorganico sulfato de amonio e fosfato

de amobnio monobasico e, como fonte de carbonaaacse.
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