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PREFÁC!O

Esta disserlaçâo Íoi realuada no âmbito do Mestrado em Biologia das

Pragas e Doenças das Plantas e encontra-se redigida sobre a forma de artigo

científico.

O trabalho experimental aqui referido teve como principal objec.tivo o

estudo dos elementos nutritivos associados à produção de esporos, em

paÉicular clamidósporos, pelo fungo Pochonia chlamydospoia em cultura

líquida. Assim, com vistra a apresenbr a base teÓrica e a resolução do

problema de um modo claro e adeguado, etruturou-se esta dissertação em

diferentes capÍtulos.

Todo o fundamento teórico relacionado com o fungo Pochonia

chlamydosporia assim como asssuntos relacionados com o combate ao

nemátodedasgalhas radiculares (NGR) através da uttlizaÉro do controlo

biológico, encontram-se descritos no capítulo l. No capítulo ll é apresentado o

artigo científico que descreve o trabalho experimental efectuado para

determinar os elementos nuritivos do meio de cultura lÍquido que maximize a

produção de clamidósporos. As considerações finais são apresentadas no

capítulo ll!.



RESUMO

O nemátode das galhas radiculares (NGR) (Meloidogyne spp.) é

responsável por um dos principais problemas fitossanMrios da rizosfera em

Portugal e em vários outros países europeus. São utilizados vários pesücidas

no combate a este problema, contudo, muitos têm sido retirados do meredo

devido à sua extrema toxicidade. Como exemplo temos o brometo de metilo

que foi banido do mercado em 2005 devido à sua forte a@o depletora da

emada de ozono. Desta forma, tem sido estimulado o aparecimento de

altemativas ao uso de pesticidas, nomeadamente no âmbito do controlo

biolfuico. O fungo Pochonia chlamydosporia encontra-se entre os

organismos antiagonistras que têm suscitado maior interesse e os estudos

efectuados apontiam paÍa a possibilidade da sua @mercialização num fúuro

próximo. Entre os dois tipos de esporos produzidos pelo fungo, os

clamidósporos são os mais adeguados a serem usados como inóculo em

prooessos de controlo biológico. Contudo, para que a sua produção e

posterior utilização oomo princÍpio actÍvo seja um processo rápido e rentável,

é necessário o desenvolvimento e apeúeiçoamento de meios de cultura

líquida. O desenvolvimento deste tipo de meios implie o estudo dos

nutrientes envolvidos na produção de grandes quantidades deste tipo de

esporos. O trabalho experimentral realizado no âmbito desta dissertação

permitiu clarificar alguns dos aspectos mais importantes relacionados Gom os

nutrientes envolvidos na produ$o de clamidósporos, pelo fungo P.

chlamydosporia, em cultura líquida. Os resultados obüdos indicam que, para

que a produção de clamidósporos seja iniciada pelo fungo, é neessário que

o meio de cultura possua uma fonte adequada de proteína e de lípidos.

Enquanto gue a fonte de proteína pode ser variável, a fonte de lípidos

restringe-se a ácidos gordos insaturados, preferencialmente por fosfolípidos e

não por trigllcéridos. Foi também possível verÍficar que existe uma propor$o,

entre estes dois nutrientes, que favoree a produção máxima de

clamidósporos. O esclarecimento das necessidades nuúicionais do fungo

envolvidas na produção de clamidósporos, é essencial ao desenvolvimento

de processos fermentrativos gue possam ser associados aos processos de

extracção de esporos já desenvolvidos.



to chlamydospore production of the

ABSTRACT

The root-knot nematode (Meloidogyne spp.) is responsible for one of the most

important phytosanitary problems of rhizosphere in Portuga! and several other

European countries. lt is frequent the use of several pesticides in order to

solve this problem, however, some of them have been banned from the

market due to their high toxicity. As example, we have methyl bromide,

banned in 2005 due to Íts ozone deleterious effect, Thus, it has been

encouraged the utilization of altematives to pesticide use, namely, biological

control. Pochonia chlamydosporia is one of the antagonists that incite more

interest. The studies already performed, point to the possibility of its

commercialization as biocontrol agent. Between the two kinds of spores

produed by the fungus, those who have been considered more reasonable to

use as inoculum in biological control, were chlamydospores. Although, to

attain a rentable large scale produc'tion adequate liquid cultures have to be

developed. The development of this liquid media involves the study of the

nutrients neoessary to chlamydospore production in liquid media. The aim of

this work is to clariff the nutritional requirements of chlamydospore production

by Pochonia chlamydosporia in liquid media. The results obtained show that

chlamydospore produc-tion is only achieved when the culture media has, on its

composition, an adequate lipid and protein sour@. Although the protein

sour@ can vary, the lipid sour@ is peremptorily an adequate unsaturated

fatty acid sour@, rather phospholipids than triglycerides. lt was also shown

that to chlamydospore production be allowed or induced, there is necessary

an adequate proportion between this lipid an protein source. Elucidating those

nutritional needs by the fungus, allows the development of fermentation

techniques that could be coupled to the already existing chlamydospore

extraction processes.
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1.1 Caracbrtzação do fungo Pochonia chlamydosporta

1.1,1 Glassifi cação taxonómica

Esta espécie foi inicialmente identificada em í913 por Goddard quando

recolheu um fungo do seu jardim ao qual chamou Verticillium

chlamydospoium. De seguida foi designado de Diheterospora chlamydospoia

por Banon & Onions no ano de í966. O nome actual de Pochonia

chlamydosporia, assim oomo a classificagão da variedade Pochonia

chlamydospoiavar. chlamydosporia foram aúibuidos porTare & Gams no ano

de 2001. Foi também nesse ano gue foi descritra pela primetravez a forma de

reprod ução sexuada @rdyceps chlamydosporia (Evans, 200 1 ).

Classificação
Taxonómica

Anamorfo

FUNGI

crássE HYPHOMYCETES
ORDETI Moniales

Moniliaceae
Pochonia

Pochonia

VARIEDADE
Poch oni a chl amydospori a v ar.

Tabela í: do fungo Pochonia et al, 2001; Kirk et

al,2001i7are & Gams, 20011

1.1.2 Distribuição e modo de vida

Pochonia chlamydosporia é um fungo endoparasita facultativo que vive no

solo (Goddard, 1913). Embora o crescimento do fungo no solo seja limitado,

com a excepção dos solos orgânicos, a rizosfera de várias plantras é

susceptível de ser colonizada por este fungo (Kerry, 2001). A colonização é

mais abundante em raízes infectadas por nemátodes (Kerry, 2000). Esta

espécie é conhecida pela sua capacidade de colonizar ovos de nemátodes,

tendo sido isolada de ovos de nemátodedosquistos (Globodera e Heterodera

spp.) e nemátodedasgalhas-radiculares (Meloidogyne spp.) em variados

loeis do mundo (Kerry, 2001). É«istem também registos de ter sido isolada de

ovos de caracol e hifas de outros fungos (Rao et al, 1997).

2

TelEomorfo
(Fase sexuada)

FUNGI
ASCOMYCOTA
ASCOMYCETES

Hvpocreales
Clavicipitaceae

Cordyceps
Cordvceps chl amvdospoia



1 .1 .3 Ca racterizaçâo morfo!óg ica

1,1.3.1 Esporos de reprodução agsexuada

Retativamente às estruturas de reprodução assexuada, conhecem-se dois

tipos de esporos. Os conídios do tipo fialósporos são normalmente designados

apenas por conídios e os conídios do tipo aleuriósporos designam-se

geralmente por dictioclamidósporos ou clamidÓsporos (Gams, 1988).

*
*
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Fig. 1: Fialósporos (a) e aleuriósporos (b) do fungo Pocfionia chlamydospoia

Fonte: LabMic

1.1.3.1.í Fialósporos

Os fialósporos são produzidos em hifas verticiladas, os conidióforos.

Possuem cerca de 2.54.5 pm x 1.2-2.2 pm e apresentam forma oval ou

subglobosa e superfície lisa (Zare et al, 2001). Os conidióforos são geralmente

prostrados e produzem fialides simples (Kerry & Bourne,2002) ou verticiladas

com 2 ou 3 fialides ao longo do conidióÍoro, ou conjuntos terminais de 4 ou 5

fialides. Estas consistem em estruturas finas e tubulares com cerca de 12-26

pm de comprimento e 1.0-1.5 pm de diâmetro (Zare et al, 2001) e possuem nas

suas extremidades os conídios em agregados mucilaginosos Gams, 1988) ou

em cadeia (Zare e ta!, 2001).

1 .1 .3.1 .2 Aleu riósporoa

Os conídios de tipo aleuriósporos são esporos de parede espessa cuja

função se pensa ser de resistência (Kerry & Bourne, 20A21. Estes possuem

cerca de 15-25 pm de diâmetro e contêm no seu interior substâncias de

reserva que Ihes permitem manter-se viáveis durante mais tempo que os

fialósporos e, consequentemente, sobreviver mais facilmente em condições

adversas (Kerry & Bourne,2002; Zare et a\,2001). Estas estruturas são

produzidas em pequenos pedúnculos com cerca de 15-25 pm de comprimento

3



e consistem numa estrutura hialina formada por um grupo de 6 a 9 células cpm

paredes que se vão espessando ao longo do tempo. Estes podem ser

produzidos em grande quantidade no micélio aéreo ou, em menor quantidade,

submersos em agar (Kerry & Bourne, 20A2;7are etal,2001; Gams, 1988).

O termo que Se utiliza paÍa designar este tipo de esporos mais

frequentemente é clamidóSporos. Assim, será esse o termo que passaremos a

utilizar de agora em diante.

1 .1 .3.2 Greseimento vegetativo

As hifas vegetativas são hialinas e septadas e geralmente o micélio é aéreo

e fino (Zare et al, 20A\ Gams, 1988). As colónias do

fungo Pochonia chlamydosporia possuem em geral

20-38 mm de diâmetro em 10 dias. No meio MEA

(malt extract agar) são inicialmente brancas,

adquirindo posteriormente uma cor bege e um

aspecto pulverulento devido à produção de

Fig. 2= Colónia --de P.clamidósporos (Kerry & Bourne, 2002; Zare et al,
chlamydospona em MEA.
Fonte: LabMic 200U. A parte inferior da colónia pode apresentar

uma cor bege ou amarelo pálido a laranja (Gams, 1988).

Os indivíduos da espécie Pochonia chlamydosporia podem formar

conídios de dois tipos, sendo por isso agrupados em duas variedades distintas.

Estamos na presença de P. chlamydosporia var. chlamydosporia quando os

conídios se encontram em aglomerados mucilaginosos e na presença de P.

chtamydospoia var catenulata quando estão em cadeia. Em ambas as

variedades os conídios são produzidos nas eÍremidades das fialides (Kerry &

Bourne, 2002; Zare et al, 2001).

1.2 Pochonia chlamydosporta como meio de controlo biológico

1.2.1A doença causada pelo nemátode das galhas radiculares

1.2.L í lmportância e caracterizrryâo do nemátode

As espécies fitopatogénicas do género Meloidogyne são as que têm maior

importância económica em tudo mundo. Constituem para além disso, uma

ameaça particularmente importante para a agricultura dos países em vias de

desenvolvimento, porque a maioria das espécies deste género, desenvolve-se

4



melhor em climas com temperaturas mais

elevadas. Em termos quantitativos, estima-se

que os nemátodes fitófagos causem uma

redução de 10 a 15% da produção agrícola

mundial, e que o género Meloidqyne, em

Flg.3: RaÍzes infectadas pelo particular' seja responsável por 5o/o dessa

NGR. Fonte: LabMic redução. No entanto, em situaçÕes particulares,

os nemátodes fitopatogénicos podem originar prejuízos muito mais elevados e

até causar a destruição totalde uma cultura (Whitehead, 1997). Estes p§uízos

são ainda agravados pelo facto dos nemátodes poderem causar doenças

associadas a outros fitoparasitas (Agrios, 2005). Assim, compreende-se que o

género de nemátodes fitoparasitas em questão seja um dos mais estudados

em todo o mundo. Para além de possuírem uma vasta distribuição, ocorrendo

em quase todo o mundo, a sua presença toma-se especialmente problemática,

conforme já foi referido, em países de climas temperados a quentes e de

lnvernos curtos e pouco rigorosos (Agrios, 20A5; Whithead, 1997). O género

Meloidogyne engloba nemátodes que são não só extremamente comuns como

também bastante destrutivos. A sua acção fitopatogénica produz sintomas

dramáticos e reduz substancialmente a produção das culturas. Esta virulência é

sustentada por uma grande diversidade genética, estando actualmente

descritas mais de 80 espécies pertencentes a este género (Karssen, 2002;

Carneiro & Almeida, 2000).

Os nemátodes pertencentes ao género Meloidogyne spp., vulgarmente

designados por nemátodes-das-galhas-radiculares, são endoparasitas

obrigatórios necessitando de uma planta hospedeira para concluir o seu ciclo

de vida (Eisenback, 1998; Hussey, 1985). Morfologicamente caracterizam-se

por apresentarem um acentuado dimorfismo sexual. Os machos possuem uma

estrutura filiforme e encontram-se livres no solo enquanto que as fêmeas se

tornam sedentárias e passam a apresentar uma forma piriforme ou ovóide com

um estreitamento na zona anterior. Um aspecto bastante interessante da

alimentação do nemátode é o facto de induzir a cariocinese sem citocinese nas

células de que se alimenta, levando ao seu alargamento que se observa pela

formação das galhas que earacterizam a doeng (Fig.3). O ciclo de vida do

nemátode está representado na figura que se segue.
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Flg.4= Ciclo de vida dos nemátodes pertencentes ao género Meloidogyne spg.

(Adaptrdo de Agrios, 2005; Eisenback, 1985)

A fêmea expele os ovos para o interior de uma bolsa externa ao corpo,

formada a partir de secreções excretadas pela glândula rectal. A matÍaz

gelatinosa que envolve os ovos tem como função protegê-los contra a

dessecação, assim como de possíveis antagonistas e predadores. O coniunto

dos ovos com a matriz gelatinosa designa-se por massa de ovos e é

geralmente depositado no exterior da Ía,2. Caso a fêmea se encontre

profundamente inserida na Íaiz, a massa de ovos pode ficar retida no seu

interior. O ciclo de vida tem a duração aproximadade23 dias a 27oC, podendo

durar mais tempo caso as temperaturas permaneçam abaixo ou acima deste

valor (Agrios, 2005).

1.2.1.2 Medidas dc controlo biológico

O controlo de nemátodes tem como principal objectivo evitar perdas

significativas em culturas de plantas susceptíveis, assim como a obtenção de

produtos de boa qualidade através da manutenção de baixos níveis das suas

populaçÕes a longo pÍazo (Eilenberg & Hokkanem, 2006; Whitehead, 1998;

Siddiqui & Mahmood, í996).
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Estão disponíveis divercos meios paÍa o controlo de nemátodes

fitoparasitas. Em geral, é aplicada uma @mbinação de vários métodos tais

como, o pousio e solarização, fumigação com nematodicidas, rotação com

plantas não hospedeiras, utilização de plantas resistentes ou plantas

trangénicas que produzem inibidores de proteases dos nemátodes e até

mesmo a alelopatia com óleos essenciais (Agrios, 2005 Whitehead, 1998).

O custo, eficácia dos meios de controlo e o tipo de cultura em questão são

alguns dos factores que influenciam a escolha dos meios a adoptar (Agrios,

2005).

Apesar dos nematodicidas serem um dos mais importantes e fiáveis meios

de controto de uma grande variedade de nemátodes, incluindo o género

Metoidogyne, a sua aplicação tem um impacto considerável ao nível ambiental,

repercutindo-se na a saúde humana e animal. Um destes exemplos são os

produtos contendo brometo de metilo, um biocida de largo espectro muito

utilizado em horticultura intensiva. Trata-se de uma substância muito volátil,

facilmente libertada para a atmosfera e que é um forte destruidor da camada de

ozono, daí que tenha sido retirado do mercado em 2005 (EPA, 2005). Assim,

torna-se necessário encontrar alternativas eficazes com menores efeitos

secundários.

Controlo biológico pode ser defindo como sendo a introdução intencional de

um agente de controlo biológico, normalmente co-evoluido, com o obiectivo do

seu estabelecimento permanente e controlo a longo prazo da doença ou praga

(Eilenberg & Hokkanem, 2006).

Os nemátodes fitoparasitas, em particular o género Meloidogyne,

desenvolvem uma complexa relação com o hospedeiro e o seu ciclo de vida

oferece variadas possibilidades de perturbação. Torna-se portanto necessário

determinar e estudar os antagonistas naturais que existem no solo e que

podem ser responsáveis pela eventual supressão das populaçÕes de

nemátodes de forma a encontrar potenciais agentes de controlo biológico e a

desenvolver novas estratégias para a sua utilização (Kerry & Evans, 1987).

Existe um grande interesse na exploração de uma grande variedade de

antagonistas como parasitas entre os quais se enoontram vírus, bactérias,

protozoários e fungos. Temos também predadores como por exemplo

protozoários, ácaros, tardigrados, colêmbolos, fungos e mesmo outros

7



nemátodes no combate de nemátodes fitoparasitas (Pyrowolakis et al,2002:

Sayre & Walter, 1991). Entre os organismos que parasitam nemátodes e com

potencial como agentes de controlo biológico, os fungos ocupam um lugar de

destaque, tendo sido encontrados @rca de 70 géneros e 160 espécies de

fungos associadas a nemátodes (Siddiqui & Mahmood, 1996)' Contudo,

apenas um pequeno número tem sido explorado. Os fungos nematófagos

podem ser divididos em três categorias segundo o seu modo de actuação.

Podemos encontrar fungos formadores de armadilhas (Kerry & Jaffee, 1997;

Jatala, 1986), fungos endoparasitas de nemátodes vermiformes (Kerry &

Evans, 1987) e fungos parasitas de ovos ou formas fixas do nemátode que

possuem a capacidade de colonizar ovos e fêmeas sedentárias de nemátodes

fitoparasitas. Os principais meios envolvidos na supressão de nemátodes são a

danificaçâo de elementos estruturais dos ovos e da cutícula do nemátode,

através de actividade enzimática (Nahar et al, 2004 Berto et al, 2001; Lopez-

Llorca & Olivares-Bernabeu, 1998), bem como o distúrbio fisiológico do

hospedeiro através da síntese e difusão de metabolitos tóxicos (Morgan-Jones

& Rodrigu ez-Kabana, 1 987).

Um agente de controlo biológico deverá cumprir requisitos como por

exemplo possuir uma capacidade parasítica elevada, ter como principal

hospedeiro o nemátode e não ser patogénico para as plantas cultivadas e

animais superiores, possuir um crescimento óptimo em intervalos adequados,

apresentar crescimento em meio artificial, possuir um modo de acção

conhecido, ser possível formulá'lo numa forma utilizáve! e conseguir competir

com outros microrganismos autóctones (Eilenberg & Hokknem, 2006; Siddiqui

& Mahmood, 1996; Kim & Riggs, 1991).

1.2.1.3 Parasitismo sobre o nemátode das galhas radiculares

O fungo Pochonia chlamydosporia tem a capacidade de parasitar, entre

outros, ovos do nemátodes pertencentes ao género Meloidogyne sem produzir

toxinas nem armadilhas. Contudo, é incapaz de parasitar estádios móveis

(Kerry & Bourne, 2002; Kerry & Bourne, 1996). O processo de parasitismo dos

ovos de nemátode pelo fungo Pochonia chlamydospoia ioi estudado e

apresenta algumas semelhanças relativamente ao modo de parasitismo de

8



outros parasitas de animais, principalmento no que diz respeito aos enzimas

envotvidos (Tikhonov et al,2O02; Segers et al, 1994)'

Embora o crescimento do fungo no solo seja limitado, com a excepção dos

solos orgânicos, a rizosfera de várias plantas é susceptível de ser colonizada

por este fungo (Kerry, 2001). O seu mecanismo de acção inicia-se com a

proliferação no solo e exterior das raízes das plantas, dispersando-se na matriz

gelatinosa das massas de ovos (Boume et al, 1996; Kerry, 1995). O fungo

adere à superfície do ovo do nemátode e forma-se uma estrutura de

penetração, o apressório, que se desenvolve a partir de uma hifa indiferenciada

(Bourne et al, 1996). A penetração é o resultado da pressão física e actividade

enzimática desenvolvidas pelo apressório. Após a entrada no ovo, o fungo

desenvolve-se radialmente colonizando na totalidade o seu interior. O

parasitismo dos ovos do nemátode induz a produção de clamidósporos e

aumenta a sobrevivência no solo a longo pruzo (Kerry, 2001).

í.3 Nutrição do fungo

1.3.1. Fontes de carbono

Os fungos podem utilizar como fontes de carbono os hidratos de carbono,

hidrocarbonetos, ácidos orgânicos e álcoois, lípidos, aminoácidos e proteínas

(Fig. 5). Os hidratos de carbono são uma fonte de energia bastante importante

e de rápida assimilação nas élulas vivas. Para além disso, podem funcionar

como moléculas estruturais da parede celular e componentes de numerosos

percursos metabólicos. São as moléculas orgânicas mais abundantes na

natureza, sendo que mais de metade do carbono orgânico se encontra nestas

moléculas. Provavelmente todos os fungos podem utilizar a glucose, o

monossacárido que funciona como unidade estrutural dos hidratos de carbono,

possuindo por isso, um papel central no metabolismo. Uma série de outros

açúcares podem servir de fontes de carbono para os fungos, dependendo do

modo como se alimentam ou no ambiente em que Se inserem. A

interconversão das hexoses no interior da célula permite que o seu

metabolismo siga a via da gliólise ou da pentose monofosfato, sendo que a

última permite a produção de pentoses para a biossíntese de nucleótidos, caso

estes não estejam disponíveis (Mckee & Mckee, 1999).
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Flg. 5: Esquema representativo das formas de obtençáo de energia a partir de outras

moléculas que nâo a glucose. (Adaptado de Mckee & Mckee, í999).

Quando os fungos utilizam outras fontes de carbono que não hidratos de

carbono e tenham necessidade destes para fins biossintéticos, poderá ocorrer

a gluconeogénese (Carlile et al, 2001).

Muitos fungos produzem amilases extraoelulares que degradam o amido.

Alguns fungos conseguem ainda degradar a lenhina e a celulose. A quitina é

um dos maiores polissacáridos e é um constituinte da parede celular de fungos

e do exoesqueleto de artrópodes, daÍ que tenham sido encontradas quitinases,

principalmente em fungos do solo (Tikhonov et al, 2001).

A produção de lipases e fosfolipases extracelulares também tem sido

relatada em alguns fungos. As lipases são produzidas por muitos

microrganismos, incluindo bactérias, fungos, leveduras e Actinomyces. O papel

das lipases extracelulares está relacionado com o crescimento celular, sendo

que a lipólise pode providenciar fontes de carbono mais facilmente assimiláveis

pelo organismo (Stehr et al, 2003).

Alguns fungos, podem até mesmo utilizar a agarose oomo fonte de carbono,

o que inviabiliza a utilizacfio de meios com agar em estudos relacionados com

o consumo de carbono (Carlile et al, 2001).
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1.3,2 Fontes de azoto

O azoto é um elemento essencial que pode ser enoontrado em proteÍnas,

ácidos nucleicos e entre uma série de outras moléculas biológicas. Apesar da

sua importÍlncia paÍa os organismos úvos, as suas formas disponíveis são

escassas. Existem microrganismos que conseguem Íazer a fixafio do azoto

gasoso (N2), ou seja, conseguem reduzi-lo a amónia (NHg). É a amónia e o seu

produto de oxidaçáo, nitrato (NO3), que as plantas e os microrganismos

oonseguem absorver e utrlizar posteriormente na sÍntese de compostos de

azoto (Prescot et al, í996). Assim, as fontes de azoto mais utilizadas são o

nitrato e a amónia, aminas e amidas, aminoácidos, polipéptidos e proteínas.

São também conhecidos enzimas envolvidos nas reacçÕes enzimáticas de

conversão da amónia em ácido glutÉlmico ou glutamina que sofrem

transaminafio e dão origem a oúros aminoácidos (Mckee & Mckee, í999). A

amónia é o maior regulador da assimila@o de azoto e na sua presença, a

utilização de outras fontes de azoto como o nitrato, aminoácidos e proteínas, é

suprimida. Os péptidos peguenos podem, por vezes, ser transportados para o

interior da célula afavés de uma série de péptido permeases, sendo

posteriormente hidrolisados por peptidases intracelulares. Os pépüdos maiores

têm de sofrer hidrólise enzimática por proteases e peptidases extracelulares

para que possam entrar na célula (Mckee & Mckee, 1999).

Em meios sintéticos, o nitrato é normalmente fomecido como sal de sódio,

potássio ou amónio. Os sais de amónio são uülizados como fonte de amónia na

elabora$o de meios sintéticos (Prescot et al, 1996). A maioria dos fungos é

capaz de assimilar uma série de aminoácidos, aminas e amidas. O ácido

glutÉlmico, a glutiamina, o ácido aspártico e a aspargina são assim

componentes úteis dos meios de cultura. Um outro constituinte comum dos

meios de cultura é a eseína hidrolisada que contém todos os aminoácidos à

exepção do triptoÍano que se perde durante o prooesso de hidrólise ácida

(Carlile et al, 2001).

í.3.3 Arazâo Carbono:Azoto (C:N)

Enquanto gue o azoto é necessário à sÍntese de componentes celulares,

como ácidos nucleicos e proteÍnas, o carbono é necessário como fonte de
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energia. Um meio equilibrado deverá conter cerca de dez vezes mais carbono

gue azoto. Uma razáo C:N de í0:1 ou menos irá assegurar um conteÚdo em

proteína elevado, mas tiaxas mais elevadas, na ordem dos 50:1 iram potenciar

a acumulago de álcool, metabolitos secundários derivados do acetato, lípidos

ou polissacáridos extracelulares. A razâo C:N é de extrema importância na

tecnologia das fermentrações, principalmente guando se pretende obter um

metabolito como produto final da fermenta$o (Carlile et al, 2001).

1.3.4 Outras fontes de nutrição

O carbono (C), hidrogénio (H), oxigénio (O), azoto (N), enxofre (S), fósforo

(P), magnésio (Mg) e potássio (K) são elementos necessários a todos os

microorganismos em grandes quantidades. Os três primeiros (C, H e O) são

obtidos através de compostos orgânicos. Os restiantes quatro (S, P, Mg e K)

podem ser obtidos maiorÍtariamente através de sais. Os microelementos

podem por vezes suprimir as ne@ssidades de alguns macroelementos como é

o caso dos iÕes sódio (Na) que podem reduzir a quantidade de potássio (K)

necessário. Os microelementos feno (Fe), cobre (Cu), cálcio (Ca), manganês

(Mn), zingo (Zn) e molibdénio (Mo) também são necessários a todos, ou guase

todos, os microrganismos, pois funcionam como co-factores dos enzimas ou de

outras proteínas funcionais. Contudo, as quantidades necessárias são

bastantes reduzidas. As vitaminas são substÉlncias necessárias também em

quantidades reduzidas, embora sejam imprescindíveis à sobrevivência de

muitos fungos. A tiamina e a biotina são exemplos das mais utilizadas nos

meios de cultura artificiais (Carlile et al, 2001; Prescot et al, 1996).

í.4 Produgão de esporos

O substrato ou uma planta hospedeira deverão suportar o crescimento

vegetrativo de um fungo durante um período onsiderávelde tempo. Quando se

verifica a carência de alimento, o fungo terá de procurar outra zona de

alimentação ou sobreviver até que se reúnam novamente condiç@s favoráveis

ao seu desenvolvimento (Carlile et al, 2001). Quando existe abundância de

alimento, os fungos desencadeiam um elevado crescimento vegetativo

acompanhado de uma elevada produção de esporos de dispersão. No caso
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particular do fungo P. chlamydospoia, sáo os fialósporos que funcionam como

esporos de dispersão (Gams, 1988). O fim do crescimento vegetiativo dá-se

como consequência da exaustão de nutrientes. Em condiçÕes adversas, para

sobreviver, o fungo terá de entrar em dormência ou formar esporos de

resistência que lhe permitam sobrevÍver e dispersar-se. A produção de esporos

de resistência está normalmente associada a condigões adversas, por exemplo

a carência de alimentos (Carlile et al, 2001). O fungo P. chlamydospoia produz

oomo esporos de resistência os clamidósporos (Kerry & Boume, 2OO2; Gams,

1988). Tendo em conta a fisiologia do desenvolvimento do fungo, podemos

facilmente depreender gue as condiçÕes nutricionais para induzir a esporulação

e o crescimento vegetrativo não são normalmente as mesmas.

Os meios de cultura artiÍiciais utilizados com maior frequência são

normalmente mais ricos em nutrientes que o ambiente natural do fungo. Nesta

sÍtuação, o metabolismo do fungo será de tal forma elevado que poderá

resultar na acumulação de substilncias tóxicas como iões hidrogénio ou

amónia em quantidades superiores às gue este nonnalmente encontra em

condições naturais. Assim, quando a carência de nutrientes começa a estimular

a esporolação, as condigões para o crescimento do fungo serão desfavoráveis.

Esta situação ocone com frequência nos meios sintéticos sólidos. Meios

pobres em nutrientes ou com uma fonte de carbono que seia dificilmente

degradada, como o amido, ocasionarão um crescimento vegeüativo mais lento,

estimulando a esporolação. Uma razáo C:N elevada poderá facilitar a
acumulação de materiais de reserva oomo o glicogénio, que poderá ser

posteriormente utilizado como fonte de energia paÍa a eporolação (Carlile et

aI,2001).

A exaustão de um dos vários elementos ou compostos orgânicos

necessários ao fungo irá levar ao término do seu crescimento. Esta situa@o

poderá acontecer na região central da colónia ou afectar o miélio na sua

totalidade. Os eventos subsequentes irão ser determinados pelo nutriente em

falta. Em muitos fungos, a depleção de azoto é um pr&requesito para a

esporolação, para além de gue nestes fungos, a depleção das fontes de

carbono ainda na presença de azoto pode levar à lise celular ou morte. Este

facto indicia que estes fungos vivem em ambientes em que o crescimento é

limitado pela disponibilidade de azalo. No fungo fitoparasita Fusarium
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oxysporum uma Íazâo C:N baixa pode conduzir à produção de esporos de

resistência, clamidósporos, enquanto na situação inversa apenas são

produzidos conÍdios (Carlile et al, 2001). Está bem claro que para várias formas

de esporola$o, a exaustão de um nutriente uchave', geralmente azoto

assimilável, é essencial. Assim, serão de esperar diferentes necessidades

nutricionais consoante o üpo de esporos gue se pretende produzir.

Uma vez que conhe@r o metabolismo associado à produção deste tipo de

esporos é um passo bastante importante paÍa a sua produ$o em massa, seria

importante investir mais no seu estudo.

1.4.1 Esporos como fonte de inóculo em controlo biológico

Quando se pretende utilizar um fungo como agente de controlo biológico, as

inoculações no teneno deverão ser efectuadas com um inóculo que resistia a

condições adversas e se mantenha viável durante o tempo necessário para

gue se dê o processo de infe@o. Geralmente, os clamidósporos são esporos

maiores, mais resistentes e conseguem genninar e colonizar o solo e a raiz

mesmo na ausência de açÚcares simples ao contrário do que sucede com os

fialósporos. Logo, são considerados mais adequados para serem utilizados

como alvo de processos biotecnológicos desenhados para a sua produção e

posterior uttlizafio como princípio activo em meios de controlo biológico (Kerry

& Boume,2OO2).

Existem vários processos tecnológicos já desenvolvidos no Laboratório de

Mimlogia-lcAM (LabMic), em fase de patente, nomeadamente um processo de

extracção e separação de clamidósporos a paÉir de suspensões aquosas. Este

avanço tecnológico permite perspectivar o su@sso da biotecnologia aplicada à

produção de esporos assexuados, nomeadamente de clamidósporos do fungo

Poch on i a ch I amydospori a.

1.4.2 Meios sólidos para a produção de esporos em massa

Como já toi referido anterionnente, os clamidósporos são o inóculo mais

eficiente para o estabelecimento do fungo no solo e na rizosfera, uma vez que

não requerem nutrientes adicionais (Kerry & Boume, 20o2; Zare et al, 200í). A
produção em grande esela de biomassa é geralmente conseguida através de
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fermentação líquida (Powell, 1993), contudo, o fungo P. chlamydospoia náo

produz clamidósporos em cultura líquida (Kerry et al, í993). Quando se

pretende utilizar o fungo como agente de controlo biológico, este deve ser

aplicado como inóculo de clamidósporos para assegurar o estabelecimento no

solo e na rizosfera (Keny et al, 1993). A aplicaçáo de fialósporos e hifas não

têm efeito na populagão de nemátodes, à excepção de quando aplicados com

uma fonte de nutrientes (Kerry, í995), o que pode não surtir o efeito desejado

devido à grande quantidade de matenal a aplicar no solo, e à proliferação de

outros microrganismos competitivos.

A taxa de crescimento e capacidade de esporolação do fungo em meio

artificial são características importantes para o avaliar como agente de controlo

biológico, uma vez que este organismo é extremamente influenciado pelos

oomponentes do subsfato e condiçÕes de cultura.

Existem alguns meios descritos para o incremento da produção de conídios,

como PDA ou VB agar, nutriente agar oom extractos de came e peptona (Tsao,

1970), contudo, com estes meios apenas se observa a indução da produ6o de

Íialósporos e não de clamidósporos.

O meio sólido mais comum para a produção de clamidósporos é constituído

por cevada ou milho moídos misturados com areia esterilizada. A cevada e o
milho podem ainda ser substÍtuídas por trigo. A Íarinha de anoz e de soja

também já foram testados mas não suportam uma produção adequada de

clamidósporos (Kerry & Boume, 2002} No entianto, é necessário o

desenvolvimento de meios para cultura lÍquida, gue permitam produções de

esporos em grandes quantidades (Mo et al, 2005). Apesar dos esforços gue

têm vindo a ser efectuados no sentido da produção de fungos em cultura

submersa, ainda não foi possível compreender o processo para muitos dos

fungos testiados, o que tem levado a que não seia possível produzir iguais

quantidades de biomassa em meios sólidos e meios lÍquidos (Wraight et a!,

2001).

A compreensão do metrabolismo do fungo associado à produção de grandes

quantidades de clamidósporos será um passo importrante que permitirá

desenvolver prooessos fermentrativos que possam ser associados aos

processos de extracção já desenvolvidos pelo LabMic.
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1.4.3 Produção de clamidósporos em meio líquido

A fermenta6o lÍquida submersa é um sistema preferencial para a produção

de biomassa de Gtiocladium virens, um fungo úilizado em controlo biológico,

uma vez que promove quase exclusivamente a produção de clamidósporos.

Foram identificados vários factores que influenciam as características de

crescimento de fungos utilizados em controlo biológico. Os nutrientes presentes

no meio de cultura são importantes, especialmente a razáo carbono:azoto

(C:N), uma vez que afecta a capacidade dos fungos relativamente ao pro@sso

de infecção do hospedeiro. Para além disso, foram examinados factores

especÍficos por forma a definir as condições óptlmas paÍa a produgão de

clamidósporos. Esses factores especÍficos incluem o meio de fermentaSo,

taxa de agitação, pH e tempo da fermentração (Eyalet al, 1997).

Alguns isolados de Trichoderma spp. produzem clamidósporos em meio

líquido, especialmente em licor de melaço de milho (Lewis &Papavtzas, 1983).

O agente patogénio humano Candida albicans trambém produz clamidósporos

em meio de teite lÍquido (Vidotto et al, 1986). Como iá foi referido

anteriormente, os clamidósporos de Pochonia chlamydosporia têm sido

utilizados como inóculo oferecendo uma colonização do solo e da raz efectiva

e persistente. Contudo, o fungo P. chlamydospoia náo produz clamidósporos

em meio líquido (Kerry et al, 1993). O crescimento micelial e a esporolação do

fungo P. chtamydosporia sáo influenciados pelos componentes do meio e

condiçÕes de cultura. O efeÍto de vários nutrientes no crescimento e na

esporolação foram testados reentemente, incluindo variaçÕes na composição

em hidratos de carbono, @mpostos nitrogenados e vÍtaminas (Sun & Liu, 2006;

Liu & Chen, 2003), assim oomo variaçÕes na razÃo C:N e no pH inicial do meio

de cultura (Mo et al, 2005) e em nenhum dos estudos foi conseguida a

produÉo de clamidósporos em meio líquido. Contudo, estudos preliminares

realizados no Laboratório de Micologia Aplicada (LabMic) indiem que essa

produção é possÍvel. Assim, o obiectivo principal deste trabalho prende-se com

o estudo dos nutrientes essenciais à produção de clamidósporos pelo fungo P.

chtamydosporia, tral como a compreensão dos principais factores que afecfam o

seu desenvolvimento no meio de cuÍtura.
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ABSTRAGT:

Previous sporulation studies wrth Pochonia chlamydosporia (P.c.), strain PcMR,

a nemathophagous fungus, showed that high amounts of chlamydospores can

be produced in liquid media. Mixture A was established as a suitiable salt

mixture to achieve the maximum chlamydospore production combined wÍth the

amounts of organic nutrients used in basal medium. A* increment didn't induce

chlamydospore produc-tion, otherwise, some of the modifiers tested, appear to

be toxic to the fungus and all the substanes tested above individual a." limits

are deleterious to P.c. The effect on chlamydospore production of several

carbohydrate, proteins and lipids were tested. Carbohydrates assayed have no

negative or positive effect. Proteins such as bsa, gliadin, casein, and Íts

enzymatic hydrolysate, tryptone proved to be good protein sources with similar

chlamydospore yields on positive control (ovalbumin). Triglycerides show no

inÍluence on chlamydospore production. The phospholipid phosphatidylcholine

show an effect similar to that of lecÍthin on chlamydospore yields. The

unsaturated fatty acids, oleic acid and linoleic acid, seem to be the lipids

involved in chlamydospore producüon. lt was shown that variation on

ovalbumin:lecithin ratio makes no improvement on chlamydospore yield

compared to basal medium.
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INTRODUCTION:

The deuteromycete Pochonia chtamydosporia var. chlamydospona (Goddard)

hre and Gams 1= Vefticillium chlamydosporium (Goddard) Goddard) is a

facultative endoparasite of the sedentary stages of plant parasitic nematodes

(14,29). tt has been recorded from the eggs of cyst and root-knot nematodes

throughout the world (14). The fungus has been extensively studied on its

potential as biocontrol agent. Various fonnulations have been studied (14) since

chlamydospores (12: Franco, unpublished data) to hyphae and conidia (24).

Chlamydospores of P. chlamydosporia are núrient rich and have been used as

an inocutum that gives effective and persistent colonization of soil and

rhizosphere without additional nutrients on the formulation (15). The field

assays with hyphae and conidia showed Effect on nematode population only

when applied with a nutrient souroe (13). However, the nutrient source will

increase the inoculum size and the probabilÍty of competitÍve microorganism's

development. Usually, the successful development of microbial nematocides

depends on the availability of a low cost production process that yields high

concentration of viable propagules. Chlamydospores are easily produced in

solid medium but their extraction as been a difficult and time expensive process

(16). Spore production in tiquid culture, ofren used for industrial purposes, could

be a good altematÍve. However, beeuse a suitable method for P.

chtamydosporia chlamydospore production in liquid media was not available,

the inoculum production for biocontrol experimential assays, utilised by several

authors, has been solid culture pro@sses (5, 7, 9, 11, 15, 26, 27).

Nevertheless, several studies on liquid media components and liquid culture

conditions for P. chlamydosporiahave been performed, but only related with the

myelial growth and conidia (phialospores) sporulation (29, 20). Recenüy, a

previous work (Franco, unpublished data) reported the development of several

tiquid media for submerged chlamydospore production with yields above

í05/mL. This work, performed wÍth the strain PcMR of P. chlamydosporia and

using a liquid synthetic medium, composed by a combination of ovalbumin,

lecithin and a mixture of salts, aims to study the main nutrÍtive elements and its

proportion required for chlamydospore produdion in liquid culture by the fungus.

4Étsê

\:,r'
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TUIATERIAL AND METHODS

Fungal lsolatê and inoculum

Pochonia chlamydosporia, strain PgMR (isolated and selected from

Metoidogyne spp. eggs collected in Portugal) was used in all experiments.

Stock cultures were growÍl on oom mea! agar (GMA) (Oxoid Lab) at 25oC' This

strain has high biological control potential (1í; Franco, unpublished results).

pretiminary tests were made to evaluate the best inoculum for this study. These

tests (data not shown) establish that it's possible to use liquid cultures of PcMR

with different ages as inocutum, be@use this factor cause no differen@ on

chlamydospore production at the end of a 30 day stationary culture.

Nevertheless, to diminish contamination risk, the inoculum used in all

experiments was 1 mL of a 10 day otd PcMR Czapek culture, For inoculum

preparation, PoMR were grown on cMA plates and incubated at 25oc for 2

weeks. Four plugs (0.5 cm A) from a selected colonized CMA plate were

transfened into a250 mL Erlenmeyer containing 100 mL of autoclaved Czapek

solution, and incubated at 25oC during 10 days.

Basal medium

Basal medium contain per litre (total volume of distilled water with organic

components and satts): organics: 3.25 g of ovalbumin (Sigma) and 1g of lecithin

(cooking grade); satts: mixture A: 1.15 g NaNOs,0.7 g of KNO3,0.4 g of

Mg(NOs)z.6HzO, 0.1 g of NaOH, 0.5 g of MgSO+.7H2O,0.02 g of FeSOa.THzO,

0.4 g of lÇSOa, 0.3 g of KHzPOc,0.2 g of KCl, 0.3 g of NaCl, 0.6 g of Ca(OH)z

and 0.76 g of HePOa (85% w/w) all from Sigma. Media preparation: The

organics were mixed with distilled water at appropriate concentration in glass

contiainers and sealed with a cotton stopper. Mixture A is previously prepared

20x concentrated in a sealed contrainer. Both mixtures are autoclaved at 121oC

for 40 min and mixture A is added in sterile conditions to the glass containers,

making up a final volume of í00 mL. This procedure avoids protein coagulation

during the sterilization Process.

StaüonarylAeraúed cu lhr res

Stationary: Stationary culture was performed in 250 mL Erlenmeyer flasks

sealed with a cotton stopper. The final volume was 100 mL in all experiments.
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The stationary cultures were grovul at 25oC during 30 days for all types of

media.

Aerated: on the aerated assay, a 500 mL round flask, stopped with a silicone

stopper, was set in a metal stand. The stopper has two openings with

aluminium tubes (0.6 cm A), 10 cm lengúh in it, the entrance tube and the exit

tube. The outer side of the entrance tube was oonnected to an air pump through

a 0.2 Vm A Nalgene filter (lN). The inner side of the entrance tube was

connected to a ceramic air diffuser with 4 cm length and A 1'3 cm' The inner

side of exit tube is left open close to the base of siticone stopper. The outer side

of exit tube is closed with a silicone tube (30 cm length , A 6 cm) stopped with

cotton. Flask fi1ing with media is achieved using a sterile syringe with a 10 cm

needle. All the connec-ting tubes were of silicone vúh O 6 cm. The fungus was

grown during 5 days alz1ogwith an air flux of 0.03 to 0.1 \A/M.

Salt mixtures asaay

Four salt mixtures were tested: mixture A, B, C and D. Mixture A (per litre): 1'15

g of NaNO s, 0.7 g of KNOs, 0.4 g of Mg(NOe)z.6HzO, 0.1 g of NaOH, 0.5 g of

MgSOa.TH zO, O.O2g of FeSO a.7HzO, O.4 g of KzSOn, 0.3 g of KHzPOa, 0'2 g of

KCl, 0.3 g of NaCt, 0.6 g of Ga(OH)zand 0.76 g oÍ HgPOa (85% wtu ). Mixture B

(per litre): 0.4 g of NaCt, 0.5 g of MgSOo.7HzO,l g of KHzPOa, 0.2 g of NaOH,

0.6 g of KzSO+ and 0.02 g of FeSOa.THzO. Mixture C (per litre): 0.7 g of NaCl,

0.5 g of Mgsoa.7[zo,1 g of KHzPOa, 0.2 g of NaoH, 0.6 g of Kzsoa, 0.02 g of

FeSOa.THzO and 0.3 g of Ca(OH)2. Mixture D is similar to mixture C, but uses

0.6 g/L of Ca(OH)z instead of 0.3 g/L of Ca(OH)2. All media was based on the

basal medium substituting de mixture A by the other salt mixtures. The mdia

preparation was peúonned as described for basal medium. The mixture A and

B were also tested using basal media + 1 glL of triglycerides (í00o/o sunflower

oil, cooking grade). Controls: Basal medium was used as positive control (+),

Czapek medium (Czapek Yeast Autolysate) (22) was used as negative control

(-), sucrose (30 g/L) + mixture A as negative contro! (AS) for mixture A and

sucrose (gO g/L) + mixture B as negative control (BS) for mixture B. All media

were tested in stationary culture. The basal medium with mixture A and the

basat medium with mixture B were also tested in aerated culture.
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Water activifi (aw) assay

The adjustment of aw values was achieved by adding several amounts of

glycerol, propylene glycol (PPG), collagen, sucrose, peptone and NaCl to basal

media. Glycero! and PPG were studied at the conentrations of 200 and 70 glL.

Peptone was assayed a1200, 150, 100 and 65 g/L. Two mixtures were also

used, peptone 26 glL + sucrose 30 g/L and peptone 26 g/L + NaGl 30 g/L.

Collagen was used at the conentration of 30 g/L. Preparaüon: To avoid protein

coagulation, besides de salt mixture, modifiers were also prepared and

autoclaved separately from organic compounds and added as described for

mixture A in basa! medium. Basal medium was prepared as described.

Controls: Basal medium was used as positive control (+) and Czapek medium

as negative control (-).

Organic nuúients aseays

Garbohydrate tests: 4 carbohydrates and 3 controls were tested. The following

carbohydrates were added to basal media: 10 glL of sucrose (100o/o cooking

grade), 10 g/L of strarch (100o/o cooking grade), lglL oÍ B-l,3glucane (Sigma)

and lgll of hyaluronic acid (Sigma). Controls: basal medium was used as

posÍtive control, Czapek medium was used as negative control (-) and sucrose

(30g/L) + mixture A was used as negative control (S) for sucrose.

Protein tests: 7 proteins, 1 protein hydrolysate and 2 controls were tested.

Proteins and hydrolysate: in each medium ovalbumin of the basal medium was

substituted with 1 glL by one of the following: bsa, gliadine, haemoglobin,

lactalbumin, collagen, casein, trypsin and tryptone all from Sigma with exeption

of collagen (100% cooking grade). ln the case of gliadine, due to its low water

solubility was neoessary to mix it with lecithin before addÍtion of the distilled

water. Controls: Basal medium was used as positÍve control (+) and Czapek as

negative control (-).

Lipid tests: 7 lipids, 3 lipid mixtures and 4 controls were tested. Lipids: in each

medium, lecÍthin of the basal medium was substituted with 1 g/L by one of the

following: cholesterol (Sigma), triglycerides (í007o sunflower oi!, cooking grade),

phosphatidylcholine (Sigma) and 4 fatty acids (1 glL,one per medium) (all from

Sigma): 2 saturated fatty acids (stearic and behenic acid) and 2 unsaturated

fatty acids (oleic and linoleic acid); Lipids mixtures: in each medium, lecithin of
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the basal medium was substituted with (0.59/L+0.5 g/L) one of the following

mixtures (1:1, w:w): lecithin:sunflower oil, oleic:stearic acids and oleic:linoleic

acids. Because the lipids are water immiscible, they have to be mixed with the

protein prior to their addÍtion to water. Gontrols: basal medium was used as

positive contro! (+), Çzapek was used as negative control (-), lecithin + mixture

A was used as negative control (O) for lecithin and ovalbumin + miÍure A was

used as negative control (L) for all lipids.

Ovalbumin and lecithin variaüon aesay

The basal medium had a specÍfic proportion oí 3.25 g/L of ovalbumin to 1 g/L of

lecithin. ln order to evaluate the effect of the protein and lecithin concentration

variation, two different assays were canied out, using basal medium as positive

control 1+), Czapek medium as negative control G) and setting a difÍerent

medium for each dÍfferent concentration. ln the first assay, the lecÍthin

concentration was set at 1 glL and ovalbumin concentration varied as follows:

0.0, 0.81, 1.63, 2.M,3.25,6.5 and 13 g/L. ln the second assay, the ovalbumin

concentration was set at 3.25 glL and lecÍthin concentration varied as follows:

0.0,0.1,0.3,0.6, 1,3 and 6 g/L.The media was prepared as described for

basal media and the fungus was grown in stationary culture.

Chlamydospore evaluation

After the growing period, the cultures were extracted from flasks to a bench

blender (700 w, 125 rpm), and homogenised for 2-3 min. After a 5 min rest, they

were gently stined to avoid foam formation and chlamydospores counted in a

Fuchs-Rosenthal cou nting chamber.

Dry weigth, ovalbumin and lecithin determinaüon

For each experiment, the dry weight was measured for biomass detennination

using the homogenised residue after the chlamydospore counting. The cultures

were precipitated by centrifugation at 8000 rpm for í0 min. The pellet was dried

at 80oC for 24h and the dry biomass was weighted in aluminium paper.

The ovalbumin and lecÍthin, which remained in the medium at the end of the

experiment, were measured by spectrophotometry. Ovalbumin residue was

measured by the spectrophotometric method of Bromocresol Green (6) against
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ovalbumin stiandard protein. Medium samples or standard (0.5 mL) were added

to 1 mL of working solution (í volume of Bromocresol green 0.58 mmoUL to 3

volumes of succinate buffer 0.1 moUL pH a.0). Succinate buffer was prepared

with Brij35 to improve speciftcity. The absorbance was re@rded at 620 nm

using a BECKMAN DU@530 Life Science WMs spectrophotometer. Distilled

water + working solution were used as blank. LecÍthin was measured by a

modified method of Stewart (23). ln briel 0.1 mL aliquots of medium samples or

strandard were added to glass tubes containing I ml each of 0.í N ammonium

fenithiocyanate and chloroform. After a vigorous mixing for 1 min and a brief

centrÍfugation, the chloroform layers were removed and their absorbance's

recorded at 488 nm using a BECKMAN DU@530 Life Science UVMs

spectrophotometer. lt was used chloroform as blank. Aqueous 0.1 N ammonium

fenithiocyanate was prepared by dissolving anhydrous fenic chloride (16.2 S)

and ammonium thiocyanate (30.4 g) in water and its final volume was adjusted

to 1 litre.

Data analysis

All the tests were made using five replicates (individual Flasks with the same

medium) and all experimentrs were repeated three times. The chalmydospore

counting were made six ümes in each flask, by taking three samples from each

flask and count twice per sample in the Fuchs-Rosenthal counting chamber,

one in each counting grid. The dry weight determination was made once in each

flask. For spec'trophotometric determinations, lecithin and ovalbumin were

estimated in duplicate in each one of the five replicates. Data were statistically

analysed with the SPSS software package (SPSS lnc. Chicago, USA).

Ghlamydospore counts were used directly to variance analysis (ANOVA) and

averages were separated using Tamhane's 12 test (P<0.05). The SE (standard

enor) and SED (Standard Enor of the Difference) were calculated according to

Webster (28).

RESULTS

Salt mixtures assay

The tests performed with mixture A and B in the presenoe and absence of

triglycerides, showed no significant differenes in strationary culture (Table 1). !n
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aerated culture, significant dÍfferences were found between mixture A and B,

although neÍther of them show significant differences to negative control. Afier 5

days visible differences on biomass production between both mixtures were

also evident (data not shown).

The media with mixtures C and D are not dÍfferent (P<0.05), but are dÍfÍerent

from negative and positive controlCl-able 1).

Table l.Etielctof salt mixture on Pochonia chlamydosporia chlelqylq§pqlqgqCqction.
Salt mlrture lnltlal pH

A
B
A, triglycerides
B, úiglycerides
A, aerated
B, aerated
c2
D2

Control(AS)
Controt(BS*)
Conhol(-)

1.09 6.92
6.91
7.37
6.86
6.92
6.91
6.94
7.09
6.30
6.?2
6.5í

1.O2'
í.13 "'b
í.61 b

0.15 c

o.oo d

o.&t "
0.55 "
o.o2 "'d

o.o2 "'d

o.o5 cd

SE=0.059, SED=0.083, allwith 54 degpes of freedom.
ÍValues in chlamydospores/mL x 10". Values with no @mmon
letter are significantly different (P<0.05).

'Mixture B with Ca(OH)2. See mateíal and methods

Water acfvity (aw) aseay

The use of glyerol, PPG or NaClto decrease a,v in the culture medium leads to

a significant decrease (P<0.05) in chlamydospore production to positive control.

Glycerol, PPG and NaGl appear to be toxic to Pochonia chlamydosporia atthe

conoentrations studied. At these concentrations it was not obserued

chlamydospore production neither mycelia! growth. The use of peptone,

collagen and sucrose allow chlamydospore production, but the lower values of

aw lead to significant (P<0.05) decreases in chlamydospore production relative

to positive control. The only media with no signifient differences to controlwere

those with peptone/sucrose and collagen with the lower substiane

concentration in the medium (lower aw).
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Table 2. Eifú. of awand modÍfier substance on Pochonia chlamydospona chlamydospores

modÍfier
0.00Glycerol

Glycerol
Propylene glycol
Propylene glycol

PeptoneNaCl
Peptone/Sucrose
Peptone
Peptone
Peptone
Peptone

Collagen
Control(+)
ControlG)

200
70
200
70

26130
26t30
200
150
í00
65
30

o.0o a

o.oo "
0.00 "
o.oo a

1.48c
o.og a

0.17'
0.04 "
0.19 a

0.77 b

1.Og "'b
0.05 "

SE=0.M8, SED=0.067, allwith ô4 degreas of freedom.

]Measured in g/L
2Measured inLhhmydospores/mL x 't05. Values with no oommon leüer are
significanüy different (P<0.05).

Organic nutrients assay

The results presented here show a marked difference between the importance

of the three main groups of organic nutrients involved in P. chlamydosporia

nutrition: carbohydrates, proteins ands lipids Oable 3).

The addition of sucrose or stiarch had no effect on chlamydospore production

(P<0.05) compared to positive control. The addition of p1,3 glucane or

hyaluronic acid still allow a chlamydospore production significantly higher than

negative control, but significantly smaller (P<0,05) than positive control. As

expected (Franco, unpublished results) the sucrose control (S) is not

significantly different from negative control.

The substitution of ovalbumin ftom basal medium showed that media with bsa,

gliadin, casein and its enzymatic hydrolisate, tryptone, had no signifient

difference (P<0.05) relative to positive cpntrol for chlamydospore production

(Tabte 3). On the other hand media with lactalbumin, haemoglobin, trypsin and

collagen are significantly different (P<0.05) than positive control produc'tion.

Even so, on all media the fungus produce significantly more (P<0.05)

chlamydospores than negative control. This increment is at least a 10 fold

increase in chlamydospore producüon to Czapek medium.
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Table 3. Effect of different carbohydrate, protein and lipid sources on production of
pocnonia cnamrAoworiacnlaWaoe . .
Carbohydrate Class' GhlamydooJoore'

Sucrose C 1104
Stiarch
pí,3 glucane
Hyaluronic acid
Confol(+1
Control(-)
Conbol(S-)

c
c

:

1.39 "
0.58 b

0.65 
b

1.254
0.05 c

o.o2c

Bsa

Gliadine

Heamoglobin

Lactalbumin

Casein

Tryptone

Trypsine

Collagen

Control(+1

2.17 a

2.43'
o.gzb
1.30 b'"

2.14"
2.A0'
1.18 b,"

í.39 c

2.554
o.o7d

P

P

P

P

P

P

P

Confol
Oleic acid

Stearic acid

Linoleic acid

Behenic acid

Oleic/Stearic acid

Oleic/linoleic acid

Lecith i n/úig lycerides

Triglycerides

Phosphatydilcholine

Cholesterol

Control(+)
ControlG)
Confol(L)
Control

Classe , SED= 0.072; 0.137, SED= 0.í94; classe

L

L

L

L

L

L

L

L

:

o.g5 "'b
o.í5 s

0,61 b"

0.17 s

0.40 "
0.61 b

1.21'
0.18 s

o.go "'b
0.13 s

1.Og 
a

0.07 s

0.10 s

0.13 s

SE= 0.O48; SED=, 0.067

'Class: Carbohydrates (C); Protein (P) ; -Lipid (L)
2Measured as ônhmydospores/mL x10". Values with no common leter, for the
same class, are significantly different (P<0.05).

The modification of the lipid present in basal medium on chlamydospore

production was studied replacing the lecithin by other lipids. Media with oleic

acid, phosphatydilcholine and lecithin/triglycerides shows no significant

dÍfferences (P<0.05) compared to positÍve control. Media wÍth linoleic,

oleic/linoleic acid combination and oleic/stearic acid combination achievd

productions significantly greater (P<0.05) than negatÍve @ntrol, but signifi@ntly

lower (P<0.05) than positive contro! (P<0.05). Saturated fatty acids (stearic and
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behenic acids), triglycerides and cholesterol show no significant dÍfferences

relatively to negative control, with low chlamydospore yields (P<0.05). As

expected, negative controls including those only with Iecithin (O') or only with

ovatbumin (L ) had no signiÍicant (P<0.05) difference, and indunce no increase

in chlamydospore production relatively to negaüve contro! (Czapek medium).

Ovalbumin and lecithin variaüon assay

\Mrth the increment of ovalbumin concentration on the basal medium, occurs an

increase (P<0.05) in chtamydospore production. The maximum production of

chlamydospores/mL o@urs at 3.25 g/L of ovalbumin (Fig. 1). Ovalbumin

concentrations above 3.25 glL cause a significant (P<0.05) chlamydospore

production decrease. The dry weight increases along with the ovalbumin

concentration, from the lowest (0.0 g/L) to the highest (í3.0 g/L) conentration

(Fig.1) (R=0.90).
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Flgure 1z Étrect of ovalbumin concenkation on chlamydospore produc'tion and
dry weight. Bars represent chlamydospore production and points represent dry
weight. Bars wÍth no common letter are significantly differen! (P<0.05)'

Chlamydospore production: SE=0.048, SED=0.068; dry weight SE= 0.105;
SED= 0.149.

Lecithin consumption by PcMR is higher at ovalbumin conoentrations ftom 0.0

to 3.25 g/L. Above 3.25 glL of ovalbumin, the lecithin residue in the medium

increases (P<0.05), leaving near 50o/o of the lecÍthin in the medium (Fig. 2) to

ovalbumin concentrations of 6g/L and 13 glL- The increment of albumin

0

a a
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concentration leads to an increase (P<0.05) in ovalbumine residue that is

particularly evident over 6.5 g/L of ovalbumin (FiS.2).

o 0.8í 1.63 2.4 3.25 6.5 13

Ovalbumin (gll)

*Flnal ovalbumln -e-Flnal lecHrln

Flgure 2= EÍled.of ovatbumin concenFation vadation on ovalbumin and lecithin consumption'

The effect of increasing Iecithin concentration causes an increase on

chtamydospore produc{ion to a maximum level of 3x105 chlamydospoores/mL

that remains constant (P<0.05) from 1 to 6 g/L of lecithin (Fig. 3).
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Flgure 3: Effec{ of lecithin concenbation on chlamydospgp production and dry weight Bars

refresent chlamydospore produc{ion and line represeqts blgryass prydyctign. V.qlues with no

common letter áre §ignificanüy different (P<0.05). SE=0'106, 0.067; SED=0.150, 0.094, to
chlamydospore production and dry weighl respecfively.

The dry weight increases wÍth lecithin concentrations from the lowest (0.0 g/L)

to the highest (6 g/L) lecithin concentration, in a similar way to that obserued

o

o
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with ovalbumin concentration (R=0.83). The ovalbumin consumption by PcMR

increases from the lowest (0.0 g/L) to the highest (6 S/L) lecithin concentration,

leaving low ovalbumin residues in the media (Fig. a).

The increment of lecithin concentration leads to a slight increase (P<0.05) of

lecithin residue in the media, especially above 1 glL of lecithin, although even

with 6 g/L of lecithin the residualconcentration is relatively low (0.25 glL).

00.1 0.30.6 136
lecithin (slL)

-{rpln6l Ovalbumln *e: Flnal leclthln

Flg.4z Effect of lecithin concenhation vaíation on ovalbumin and lecithin consumption.

DtscussroN

The efÍect of different salt mixtures shows that salt composition is important in

chlamydospore production in liquid media, according to the importance of the

different ions already stated as ne@ssary for the growth of most saprophytic

fungus (8, 4). The results for chlamydospore production in aerated media show

that the additional ions Ca2* and NOs- play an important role in the beginning of

fungal development. The importance of these ions in fungal growth is well

established (21), although it's unclear the role of each of them in

chlamydospore production. Once NOa is present in Czapek medium, with low

chlamydospores yields, and there are other sour@s of N (ovalbumin) in basal

media, Gaz* is likety to be the most important ion for P. chtamydosporta

chlamydospore production. lt is possible that, at least partially, the role of Ga2*

might be replaced by other positive cations like K or Mg2*, on@ there is no

difference in chlamydospore production from media with mixture A and B in
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strationary culture. The dÍfferenoes enoountered in chlamydospore production

using media with mixture C or mixture D, both with Ca2*, might be due to

changes on pH caused by the different amount of Ca2* added to the media.

These results establish mixture A as a suitable salt mixture to achieve the

maximum chlamydospore production with the quantÍties of organic nutrients

used in basal medium.

The solid culture provided, during many years, reliable results (5, 9, 11, 26, 27)

in production of chlamydospores for experiment inoculation. Because the

moisture of solid media is expected to be relatively low, it was possible that av
may play an important role on chlamydospore production, as it has in the

production of other types of spores (17), especially in liquid media. The results

show that the substiances used to decrease a^, are either toxic, as glycerol,

PPG and NaCl, or lead to lower chlamydospore productions as sucrose,

peptone and collagen. Less toxic substiances tend to affect fungal grovúh (not

quantified) which was evident during the culture period in the flasks. The

properties of media like aw seem to have an indirect role on chlamydospore

production, mainly related wÍth the growth and suruival of the fungus. These

results reinforce that the main role on the generation and production of

chlamydospores seem to be played by the nutrients in the medium and not by

other add itional factors.

The results show a marked difference between the importrance of the three main

groups of organic nutrients involved in P. chlamydosporia nutrition

(carbohydrates, proteins ands lipids). Starch and F1,3 glucane are major

components of seeds, such as wheat, oom , barley, oat and ri@, main

components of solid media cunenüy used for chlamydospore production (1, 11).

The gelatinous matrix of egg masses of root-knot nematodes (Meloidogyne

spp.) has mucopolyssacharydes in its composition (2) and hyaluronic acid is a

@mmon component of animal mucopolyssacharides. So, hyaluronic acid is

likely to be present in the gelatinous matrix. Howevêr, none the erbohydrates

tested appeared to increase the production of chlamydospores in liquid media.

This is clearly demonstrated by the effect of sucrose. Sucrose is the single

organic nutrient in Czapek medium (negative control) and even after its additlon

to basa! medium makes no effect on the chlamydospore production. Although

the added carbohydrates make no contribution to chlamydospore production,
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they are a good carbon souroe to growth and sporulation tor P. chlamydosporia

(19,20,25). ln allthe carbohydrate supplementd media, either in solid or liquid

cutture, the fungus P. chlamydosporia produoed great amounts of fungal

hyphae and phialoconidia.

The proteins ptay an important role on the chlamydospore production in

liquid media, but only in the presence of lecithin, confirming previous findings

(Franco, unpublished results). There is a tenfold increase in chlamydospore

production in basal media compared to control without lecithin (L) or control

without ovatbumin (O). The substitution of ovalbumin by other soluble proteins

(the exception is gliadine that has a low water solubility) show that most

proteins are able to produce chlamydospores in liquid media (10 to more than

20fold increase to negative control).

Although there are differences between proteins, all tested proteins could be

used for chlamydospore production in liquid media. The lowest productions

where achieved with haemoglobin, the intermediate with lactalbumin, trypsine

and collagen, and the highest with bsa, gliadine, casein and tryptone. The result

analysis shows that, neither the origin, the function, the class of proteins, nor

molecu lar weig ht i nfl uence ch lamydospore p rod uc'tion.

Several authors have demonstrated aminoacid importance in both, solid and

liquid media (19, 20) and on sporulation (í0). The aminoacid composition could

also be an importiant factor, although no conelation was obtiained between the

production ability and the aminoacid composition. lt is possible that a minimum

composition of aminoacids is ne@ssary for chlamydospore production,

composition which is probably met by allthe tested protein souroes.

The lipids play also, as the proteins, a fundamentral role in chlamydospore

production (Franco, unpublished results). But, unlike proteins, lipid class has a

marked influence on the chlamydosporê production. !t was shown that the

triglycerides used had no influence in chlamydospore production, because

when they replace lecÍthin in basal media no difference to negative control was

found. The statement of no effect of triglycerides on chlamydospore production

is reinforced by the result obtained with the triglyerides added to basal

medium, which has no influence on chlamydospore production compared to

positive control. The use of cholesterol gave similar results to triglycerides.

When phosphatydilcholine was testd alone with ovalbumin gave
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chlamydospore yietds simitar to posiüve contro!. This result along with those for

basal media (lecithin) suggests that phospholipids may be used to the

production of chtamydospores in liquid media. l/úhen the fatty acids oleic,

linoleic, stearic and behenic acid where tested, they produced different results.

The unsaturated fatty gave productions similar (oleic acid) or close (linoleic

acid) to positive control and the saturated fatty acids (stearic acid and behenic

acid) produced no difference to negative control.

\Âíhen considered together, the effect of triglycerides (sunflower oil), lecithin,

phosphatidytcholine and fatty acids, suggest that the nutrients involved in

chlamydospore production along with proteins, are the fatty acids, namely oleic

and linoleic acid. The differential chlamydospore productions achieved by

fungus on the presence of saturated and unsaturated acids point to importance

of insaturated acids. The fatty acid composition of phosphatydilcholine can vary

with its source, but usually the main fatty acids in its composition are oleic and

tinoleic acid (1) although other fatty acids might be present in variable

proportions. Chlamydospore yields obtained on the media with

phosphatidylcholine and lecithin show that it easily digests phospholipids,

releasing the fatty acids. On the other and, the results also intend that the

fungus P. chlamydosporía may have difficulties to digest sunflower oil.

Sunflower oil is rich in oleic and linoleic acids (1), and Íf it was easily digested, it

would retease those Íafiy acids and the fungus should have produced

chtamydospores. The above assumptions are reinforced by the use of the

mixture linoleic/oleic acids which gave similar results to each acid alone, and by

the fact that when oleic acid is mixed with stearic acid, a reduction relatively to

positive control is achieved. This is probably due to the reduction of oleic acid

concentration in the medium. The impoÉance of unsaturated fatty acids in fungi

nutrition was already stiated, especially in what con@ms normal grovúh

maintenance, survival and cell membrane fluidity and cell viability, at low

temperatures (3). ln the genus Aspergillus, biochemical data suggests an

additional requirement of unsaturated acids and their derivatives for the

production of multicellular structures such as conidiophores, cleistothecia and

sclerotia (3).

Ghlamydospore production in liquid media depends of two classes of organic

nutrients, the proteins and the phospholipids, particularly, an adequate
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aminoacid and unsaturated fatty acid composition. Because of this dual nature

an optimal ratio or a range should be encountered. The results suggest that, if

enough quantities of these components are present, P. chlamydosporia an
growth and produce chlamydosporês wÍthout addÍtional carbon sour@s'

The basat media has a ratio of ovalbumin/lecithin of 3.25:1 (wM. This ratio is

based on previous work (Franco, unpublished results) and the results presented

show the effec-t of ovalbumin:lecithin proportion, when one of them is

maintrained constant and the other is altered. The increase in protein

concentration with lecithin concentration constant, leads to an increase in

chlamydospore produc'tion to the maximum concentration of 3.25 g/L (the

concentration of basal medium), and to a reduced chlamydospore yield at

higher ovalbumin concentrations. This effect happens along with continuous

growth of fungal biomass and might be due to low aeration in the medium

caused by higher protein concentrations. Considering the consumption of

tecithin and ovalbumin by the fungus, when ovalbumin concentration is

increased in the medium, all lecithin is consumed at ovalbumin concentrations

above 6.5 g/L, although, most of the additional ovalbumin remains in the

medium as residue. These results show that for 1gll of lecithin in the medium

the opümum level of ovalbumin lays between 3.25 and 6.5 g/L, probably closer

lo 3.25 glL.

\Men lecithin concentration is increased in the media, it is observed an

increase in chlamydospore production, achieving the maximum yield at 1 glL

and maintaining that production on the following lecithin concentrations. This

eífect happens along with continuous biomass increase till the highest lecithin

concentration. Looking into the consumption of ovalbumin and lecithin when

lecithin concentration is increased in the medium, the ovalbumin is almost

completely consumed at all concentrations testd. On the other hand, for the

same concentrations, most of the added lecithin is also consumed, although the

lecithin residue for concentrations above 1 glL increase slightly. These results

show that the optimum lecithin concentration lay between 1 and 3 g/L, probably

closer to 1 g/L.

When considered together the results presented show that the basal medium

proportion of ovalbumin:lecithin (3.25:1, w^v) are wÍthin the optimum range

found. The existence of a speciÍic proportion between two classes of nutrients,
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involved in the chlamydospore formation by P. chlamydosporia, may suggest

specific requirements on this spore's constihrtion, namely specifrc proteins and

lipids. lnside ohtamydospore cells, lipid droplets accumulate (18) and because

lipids are not easily and quickly synthesised its requirement is understandable.

On the other hand, the requirement for protein is not so obvious and further

work is needed to clear this issue. Thus, the specific nutrient proportion needed

to optimize chlamydospore production is probably related with the nature of

chlamydospores, and once achieved the proportion that maximises

chlamydospore production it should be simpler to attain higher chlamydospore

yietds. Nevertheless further work is neoessary to understrand the relation

between this specific nutrient requirements and the ecological role of

chlamydospores in the life rycle of Pochonia chlamydospoia.
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Com este trabalho experimentral, demonstrou-se que a omposi@o da

mistura de sais, em particular os iÕes Ca2* e NOs, é fundamentral paÍa a

produ$o de clamidósporos pelo fungo P. chlamydospoia em rneio líquido.

Para além disso, constiatou-se que a mistura A contém a combinação de sais

mais adequada paÍa a maximiza$o da produção de clamidósporos, na

pÍesença dos nuúientes orgânicos do meio basal.

Nenhum dos carbohidratos testados aumentou significativamente a

produção de clamidósporos em meio líguido, contudo esses nutrientes são

uma importante fonte de carbono para a manutenção, crescimento e

esporula$o de P. chlamydospoia, tendo-se verÍftcado a produção de

elevadas quantidades de hifas e fialoconidios.

As proteÍnas desempenham um papel fundamental na produção de

clamidósporos em meio líquido, embora se tenham obtido resultados

diferentes para os vários ensaios. Apesar disso, verificou-se que, nem a

origem, nem a função, nem a classe, nem o peso molecular ou a composição

em aminoácidos das proteÍnas testadas, influenciam a produçáo de

clamidósporos.

Os tÍpidos têm também um papel relevante na prdução de

clamidósporos, mas contrariamente às proteÍnas, a sua categoria é relevante.

Os resultados sugerem que a produ$o de clamidósporos está dependente

de duas classes de nutrientes, proteínas e fosfolÍpidos, em particular, de uma

adequada composição em aminoácidos e ácidos gordos insaturados. Devido

a esta dualidade, dever-se-á encontrar a proporção óptima entre estes dois

nutrientes de forma a maximizar a prdução de clamidósporos, sem

necessidade de reooÍTer a ouFas Íontes adicionais de carbono.

Resumindo, a proporção de ovalbumina/lecitina do meio basal (3,2511;

p/p) encontra-se dentro dos limites ópümos para essa produção. Assim, uma

determinada proporçáo de nutrientes especÍficos, proteÍnas e lÍpidos, deverá

ser necessária paÍa optimizar a produção de clamidóspolos, e apÓs

conseguida essa relação, deverá ser mais tácil a produção em massa deste

tipo de êsporos. No entanto, será necessário realizar mais estudos para

compreender a relação entre a neoessldade específie de nutrientes e o
papel ecológico dos clamidósporos no ciclo de vida de Pochonia

chlamydosporia.



The present study point to the importance of basal media salt composition,

particularly ions Ca2* and NOa, in chlamydospore production in liquid mdia.

These results estrablish mixture A as a suitable salt mixture to achieve the

maximum chlamydospore production wÍth the quantities of organic nutrients

used ín basal medium.

Carbohydrates added to basal media make no contribution to

chlamydospore production, although they are a good carbon souroe to growth

and sporulation for P. chlamydosporia.The proteins play an important role on

the chlamydospore production in liquid media. Although there are differences

between proteins, all testd proteins could be used for chlamydospore

production in liquid media. The result analysis shows that, neither the origin,

the function, the class of proteins, the molecular weight, nor aminoacid

composÍtion influence chlamydospore produc{ion. The lipids play also, as the

proteins, a fundamential role in chlamydospore produc{ion. But, unlike

proteins, lipid class has a marked influene on the chlamydospore produc{ion.

Chlamydospore production in liquid media depends of two classes of organic

nutrients, the proteins and the phospholipids, particularly, an adequate

aminoacid and unsaturated fatty acid composition. Because of this dual nature

an optimal ratio or a range should be enountered. The results suggest that, if

enough quantities of these components are present, P. chlamydosporia an
grovüh and produce chlamydospores wÍthout additional carbon sour@s.

When considered together the resultrs presented show that the basal medium

proportion of ovalbumin:lecithin (3.25:1, Mw) are within the optimum range

found. The existence of a specific proportion between two classes of nutrients,

involved in the chlamydospore formation by P. chlamydosporia, may suggest

specÍfic requirements on this spore's constitution, namely specific proteins

and lipids. Thus, the specific nutrient proportion needed to opümize

chlamydospore production is probably related with the nature of

chlamydospores, and onoe achievd the proportion that maximises

chlamydospore production Ít should be simpler to attain higher chlamydospore

yields. l,levertheless further work is necessary to understand the relation

between this specÍfic nutrient rquirements and the ecological role of

chlamydospores in the life cycle oÍ Pochonia chlamydosporia.


