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RESUMO: Fungos nematéfagos tém sido estudados como uma alternativa promissora para o manejo de
nematdides dos citros. Este estudo teve por objetivo documentar ao microscépio eletronico de varredura as estruturas
morfoldgicas marcantes para a identificacdo das principais espécies de fungos nematéfagos envolvidas no estudo e
comprovar a patogenicidade dos isolados associados a T. semipenetrans e P. jaehni, presentes em solos de pomares de
citros do estado de Sdo Paulo. Isolados obtidos em pomares de citros, principalmente do Estado de Sdo Paulo, foram
estudados no Laboratério de Microscopia Eletronica de Varredura da FCAV/UNESP — Campus de Jaboticabal-SP. Os
dados obtidos nesse estudo confirmaram que a microscopia eletronica de varredura é uma ferramenta eficaz para auxiliar
no entendimento do modo de acdo dos fungos nematdéfagos: Arthrobotrys oligospora, A. conoides, A. robusta, A.
musiformis, Dactylella leptospora, Monacrosporium eudermatum e M. elegans; revelaram detalhes de suas estruturas
reprodutivas e de captura, confirmando a patogenicidade dos isolados a T. semipenetrans e P. jaehni; bem como

auxiliando na identificacdo de alguns isolados.

PALAVRAS-CHAVE: Microscopia eletronica de varredura. Fungos predadores. Arthrobotrys spp.,
Monacrosporium spp., Tylenchulus semipenetrans e Pratylenchus jaehni.

INTRODUCAO

Dentre os agentes de controle bioldgico de
nematéides os fungos nematéfagos sdo uma opgao
para o manejo integrado desses patdgenos. Os
fungos nematéfagos podem ser divididos em
predadores, endoparasitos, oportunistas (parasitos de
ovos, cistos e de fémeas sedentdrias), e aqueles que
produzem metabdlitos téxicos aos nematdides
(SOARES, 2006). Os fungos predadores formam
armadilhas de diferentes tipos (RUBNER, 1996),
dentre elas: hifas adesivas nao-modificadas;
ramificacdes hifais anastomosadas, formando redes
adesivas  tridimensionais e  bidimensionais;
ramificacdes adesivas formadas por uma ou mais
células; nddulos adesivos; anéis constritores; e anéis
ndo-constritores (GRAY, 1988).

A ocorréncia de fungos predadores e
oportunistas tem sido constatada por varios
pesquisadores a partir de amostras de solo e raizes, e
a partir de cistos e/ou massas de ovos de nematdides
fitoparasitos (FERRAZ et al., 1992; MAIA et al,,
1993; LIMA, 1996; SANTOS, 1996; MIZOBUTSI
et al., 1999; RIBEIRO et al., 1999; MAIA, 2000;
GENE et al., 2005; MARTINELLI et al., 2009).
Contudo, em pomares de citros as pesquisas com
fungos nematéfagos tiveram inicio a partir da

década de 80 principalmente na Flérida e Espanha
(MARTINELLLI, 2009).

GENE et al., 2005 observaram que, em 69%
dos pomares amostrados na regido da Catalunha,
Espanha haviam fungos nematéfagos associados a
T. semipenetrans sendo que as espécies
predominantes eram de Arthrobotrys.

Martinelli e Santos (2007ad), em estudo de
detec¢do e isolamento de fungos nematdéfagos
associados a T. semipenetrans, no Estado de Sdo
Paulo, isolaram 26 fungos, dentre os quais, 14 eram
parasitas do nematdide. Testes in vitro com
diferentes espécies de fungos nematdfagos,
revelaram que, pelo menos, trés espécies de
Arthrobotrys, além de Monacrosporium sp. e
Dactylella sp. tinham expressivo potencial como
agentes do controle bioldgico de P. jaehni Martinelli
e Santos (2007bc).

Exames de nematéides capturados por
fungos nemat6fagos, ao microscépio eletronico de
varredura (MEV), sdo tteis para elucidar o modo de
acdo desses agentes e auxiliar na compreensido de
como esses organismos interagem entre si
(BARRON, 1977; DOWSETT; REID, 1977
JANSSON; NORDBRING-HERTZ, 1988; LOPES-
LORCA; DUNCAN, 1991; MAIA; SANTOS, 1995;
MAIA; SANTOS, 1999; MAIA, 2000).
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Este estudo teve por objetivo documentar ao
microscépio eletronico de varredura as estruturas
morfolégicas marcantes para a identificacdo das
principais espécies de fungos nematdfagos
envolvidas no estudo e comprovar a patogenicidade
dos isolados associados a T. semipenetrans e P.
Jjaehni, presentes em solos de pomares de citros do
estado de Sao Paulo.

MATERIAL E METODOS

O estudo foi conduzido no Laboratério de
Nematologia do Departamento de Fitossanidade e
no Laboratério de Microscopia Eletronica da
FCAV/UNESP, Campus de Jaboticabal-SP.

Os isolados utilizados no estudo foram
obtidos como descrito por Martinelli (2009), sendo
incluido um isolado de cada um dos fungos:
Arthrobotrys oligospora, A. musiformis, A. robusta,
A. conoides, Monacrosporium eudermatum, M.
elegans e Dactylella leptospora.

O preparo das amostras para a
documentacdo ao MEV foi realizado a partir de
culturas puras dos fungos nematéfagos, as quais
foram repicadas para placas de Petri contendo agar-
agua a 2 % e incubadas em B.O.D., a temperatura de
25 £ 1 °C, no escuro, por 5 dias. A seguir, | mL de
suspensdes contendo 100 espécimes de Tylenchulus
semipenetrans ou de Pratylenchus jaehni foi vertido
na placa, e essas culturas foram novamente
incubadas como anteriormente mencionado. Quando
se observaram 50 ou mais nematdides predados e
estruturas reprodutivas dos fungos, procedeu-se a
fixacdo em glutaraldeido a 3%, em tampdo de
fosfato de potassio a 0,05 M e pH 7,2 a 7,4. Uma
lamina da solu¢do de glutaraldeido, apenas para
cobrir a superficie do meio, foi aplicada as placas, e
essas foram mantidas em geladeira (5 — 8°C) por 72
h. Em seguida, a solucdo de glutaraldeido foi
removida das placas, e as culturas foram
cuidadosamente lavadas com a solugdo tamp@o
pura. Pequenas por¢des do meio contendo
nematdides capturados, estruturas de captura do
fungo ou conidios foram removidos do meio e
transferidos para vidros de boca larga e pds-fixadas
em tetréxido de 6smio a 2%, no mesmo tampao e na
mesma temperatura, por 12 h. Entdo, foram
novamente lavadas, desidratadas em uma série
gradual de acetona, secas em secador de ponto
critico, montadas em porta-espécimes, recobertas
com uma camada de 36 nm de ouro palddio e
elétron-micrografadas em microscopio eletronico de
varredura JEOL JSM 5410, operando em 15 kV
(MAIA; SANTOS, 1997).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

As observacdes em MEV evidenciaram
detalhes do crescimento de A. musiformis no meio
agar-agua (Figura 1A). Conidi6éforos do fungo
apresentam forma de candelabro com esterigmas
apicais ramificadas (Figura 1B), semelhante ao
observado por LIMA (1996). Detalhes da captura de
um espécime de P. jaehni pelo anel constritor de D.
leptospora e o detalhe do anel constritor com trés
células infladas puderam também ser observados
(Figuras 1C e 1D).

Na opinido de Nodbring-Hertz (1973), a
presenca do nematdide € indispensdvel para que
ocorra a atividade das estruturas de captura. Conidio
de M. elegans com quatro células conididégenas de
formato oblongo fusiforme, com a segunda célula
inflada, é observado na Figura 1E. Isto esta de
acordo com as caracteristicas mencionadas por
Dowsett et al. (1984). A captura de um espécime de
P. jaehni pelo fungo e a estrutura de captura na
forma de rede adesiva tridimensional podem ser
observadas na Figura 1F(seta), e estdo conforme o
descrito por Rubner (1996).

Observando a Figura 2A, notamos o inicio
da formagdo de uma rede adesiva de A. robusta,
como havia sido observado por Lima (1996) em sua
caracterizacdo de isolados dessa espécie. A captura
de um espécime de P. jaehni pela rede adesiva de A.
robusta é observada na Figura 2B. Na Figura 2C,
ilustrou-se o conidio de A. musiformis com formato
elipsoidal-alongado a musiforme, bicelular com
septo inframediano (seta), conforme a
caracterizacdo da espécie elaborada por Lima
(1996). Um espécime de P. jaehni é capturado por
redes bidimensionais de A. musiformis (Figura 2D),
enquanto o conidio de A. oligospora no formato
obovoide a piriforme, bicelular, com septo
inframediano (seta), com ligeira constri¢ao no septo,
coincidindo com a descricdo da espécie elaborada
por Barron (1977) e Lima (1996), é observado na
Figura 2E. Na Figura 2F, observa-se um espécime
de P. jaehni capturado por uma rede adesiva
bidimensional de A. oligospora.

Observa-se, na Figura 3A, um espécime de
T. semipenetrans preso a rede tridimensional de M.
elegans e na Figura 3B, é observada a anastomose
das redes tridimensionais de M. elegans. Para A.
oligospora, observam-se redes adesivas (Figura 3C)
e a captura de um espécime de 7. semipenetrans por
essas estruturas (Figura 3D).

Um espécime de T. semipenetrans esta
preso em rede adesiva bidimensional formada pelo
fungo M. eudermatum (Figura 3E). Detalhes do
conidio com 3 septos, constri¢do caracteristica e as
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quatro células conidiégenas, como anteriormente MEV com essa espécie de fungo nematéfago,
observado por Maia (2001) em observagdes ao apareceram na Figura 3F.

Figura 1: Eletromicrografia de 6rgdos de captura de fungos nematéfagos isolados de amostras de solo de
pomares de citros no Estado de Sdo Paulo. A) Aspecto geral do meio de cultura B) Conidi6foro de
A. musiformis; C) Pratylenchus jaehni capturado pelo anel constritor de Dactylella leptospora e
detalhe do anel constritor com trés células infladas (seta); D) Detalhe do anel constritor de D.
leptospora; E) Conidio de Monacrosporium elegans; F) P. jaehni capturado por M. elegans.
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Figura 2: Eletromicrografia de 6rgdos de captura de fungos nemat6fagos isolados de amostras de solo de
citros no Estado de Sdo Paulo. A) Inicio da anastomose da rede adesiva de Arthrobotrys robusta;
B) Detalhe do nematdide P. jaehni capturado por A. robusta; C) Conidio A. musiformis; D) P.
Jjaehni capturado por A. musiformis; E) Conidio de A. oligospora; F) P. jaehni capturado por A.
oligospora.
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Figura 3: Eletromicrografia de érgdos de captura de fungos nematéfagos isolados de amostras de solo
de citros no Estado de Sdo Paulo. A) Tylenchulus semipenetrans capturado por Monacrosporium elegans; B)
Rede bidimensional de M. elegans; C) ()rgﬁos de captura de Arthrobotrys oligospora; D) T. semipenetrans
capturado por A. oligospora; E) T. semipenetrans capturado por M. eudermatum; F) Conidio de M.

eudermatum.

Na Figura 4A, observam-se espécimes de T.
semipenetrans capturados por redes adesivas de A.
robusta. Enquanto, na Figura 4B, estdo ilustrados
conidios de A. robusta com formato obovoide,
bicelulares com septo inframediano conforme a
descricdo elaborada por Lima (1996). A Figura 4C é
pertinente a um conjunto de conidios de A.
musiformis produzidos em um arranjo radiado e
ndo-adensado, enquanto a Figura 4D ilustra um

espécime de T. semipenetrans capturado por uma
rede adesiva de A. musiformis.

Nas Figuras 4E e F, sdo apresentados
detalhes de um espécime de T. semipenetrans
capturado por redes adesivas de A. conoides.

Os tipos de armadilhas e estruturas
reprodutivas dos fungos nemat6fagos documentados
no presente estudo estio de acordo com as
descricdes elaboradas por outros pesquisadores
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(LIMA, 1996; RUBNER, 1996; MAIA, 2000;
SOARES, 2006).

8 AT A e T a3 F - .
Figura 4: Eletromicrografia de 6rgaos de captura de fungos nematé6fagos isolados de amostras de solo de citros
no Estado de Sdo Paulo. A) Tylenchulus semipenetrans capturado por Arthrobotrys robusta; B)
Conidios de A. robusta; C) Conidios de A. musiformis; D) T. semipenetrans capturado por A.
musiformis; BE-F) T. semipenetrans capturado por A. conoides.

CONCLUSOES captura, confirmando a patogenicidade dos isolados

] ) a T. semipenetrans e P. jaehni.
Os dados obtidos no estudo confirmaram que a

microscopia eletronica de varredura € uma
ferramenta eficaz para auxiliar no entendimento do
modo de acdo dos fungos nematéfagos e revelar
detalhes de suas estruturas reprodutivas e de
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ABSTRACT: Nematophagous fungi have been studied as a promising alternative for the management of
nematodes of citrus. This study had the objective of documenting by scanning electron microscopy the outslading
morphological structures for the identification of the main species of nematophagous fungi involved in the study and
proving the pathogenicity of the isolated ones associated with T. semipenetrans and P. jaehni, Isolated came from in citrus
orchards, mainly in Sdo Paulo State, were studied in the Laboratory of Scanning Electron Microscopy of FCAV/UNESP -
Campus de Jaboticabal-SP. The data obtained in this study have confirmed that the scanning electron microscopy is an
effective tool to assist in the understanding of way of action of the nematophagous fungi: Arthrobotrys oligospora, A.
conoides, A. robusta, A. musiformis, Dactylella leptospora, Monacrosporium eudermatum and M. elegans and to reveal
details of their reproductive structures and the capture, to confirm the pathogenicity of the isolated to 7. semipenetrans and
P. jaehni, as well as to confirm the identification of some isolated.

KEYWORDS: Scaning electron microscopy. Predator fungi. Arthrobotrys spp. Monacrosporium spp.
Tylenchulus semipenetrans. Pratylenchus jaehni.
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