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RESUMO

Seis isolados dos fungos nematofagos Monacrosporium thaumasium (isolado NF 34A), Monacrosporium
sinense (isolado SF 470), Monacrosporium appendiculatum (isolado CGI), Arthrobotrys robusta (isolado
131), Arthrobotrys cladodes (isolado CG 719) e Duddingtonia flagrans (isolado CG 768) foram avaliados
em laboratdrio quanto a capacidade de predar larvas infectantes de Cooperia sp. € Oesophagostomum sp.
Nos testes in vitro, os fungos foram eficientes em predar os nematoides (P<0,05), e ndo houve variagdo na
capacidade predatoria entre os fungos testados (P>0,05) durante os cinco dias do ensaio. Estruturas
reprodutivas (conidios) foram encontradas em todos os isolados no quinto dia. Todos os fungos testados
sdo promissores para serem utilizados no controle bioldgico de Cooperia sp. e Oesophagostomum sp.,
parasitos de bovinos.
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ABSTRACT

Six isolates of nematophagous fungi Monacrosporium thaumasium (isolate NF' 344), Monacrosporium
sinense (isolate SF 470), Monacrosporium appendiculatum (isolate CGI), Arthrobotrys robusta (isolate 1
31), Arthrobotrys cladodes (isolate CG 719) and Duddingtonia flagrans (isolate CG 768) were evaluated
under laboratory conditions regarding the capacity to entrap infective Cooperia sp. and
Oesophagostomum sp. larvae. In the in vitro tests the fungi tested were equally efficient to prey the
nematodes (P<0.05) during the five days of the experiment. Reproductive structures (conidia) from all
isolates were visualized in 5" day. All fungal isolates were efficient in the control of bovine Cooperia sp.
and Oesophagostomum sp. parasites.
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INTRODUCAO

Dentre os fatores que interferem no
desenvolvimento da atividade pecudria, as
helmintoses gastrintestinais ocupam lugar de
destaque (Macrae, 1993). Os prejuizos estdo
relacionados a baixa produ¢@o, aos custos com
tratamentos profilatico e curativo e, em casos
extremos, a morte dos animais. Enquanto nos
paises desenvolvidos os gastos atribuidos aos
custos com controle sdo significativos, nos paises
em desenvolvimento, as doengas parasitarias
causam prejuizos pela diminui¢do na produgdo e
na restri¢do a criacdo de animais com reduzida
susceptibilidade as parasitoses, porém com
baixas performances produtivas. As racas de
animais com melhores indices produtivos, quase
sempre criadas nos paises desenvolvidos,
raramente se sobressaem em ambientes onde
ocorrem parasitos durante todo o ano (Perry e
Randolph, 1999).

O conhecimento sobre a epidemiologia dos
parasitos e suas interagdes com os hospedeiros
em um determinado ambiente e sistema
produtivo € o requerimento mais importante no
estabelecimento de um sistema de controle
efetivo. A falta dessas informagdes pode levar a
utilizagdo inadequada de tratamentos anti-
helminticos, relacionada ao rapido
desenvolvimento de resisténcia e traduzida em
aumentos de casos clinicos e de perdas
produtivas. Os programas de controle
parasitarios eficientes baseiam-se em
informagdes sobre presenga de larvas no
ambiente, deteccdo de fontes de infecgdo,
conhecimento sobre as exigéncias climaticas
para eclosio de ovos e viabilidade larvar.
Medidas preventivas baseadas nessas
informagdes podem diminuir a freqiiéncia de
tratamentos quimicos e, quando associadas a
outras formas de controle, podem reduzir a
dependéncia dos anti-helminticos (Stromberg,
1997; Barger, 1999; Stromberg e Averbeck,
1999).

Como regra de manutencdo dos sistemas
biologicos, toda populagdo ¢é regulada por
antagonistas. Esse processo ocorre
espontaneamente na natureza e nao ¢ dependente
da interferéncia do homem. Na auséncia de
controladores naturais, a populagdo de um
determinado  organismo poderia aumentar
indiscriminadamente. Normalmente, o termo
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controle biologico aplica-se a utilizagdo de
antagonistas naturais disponiveis no ambiente,
para diminuir a um limiar subclinico e
economicamente aceitdvel a populacdo de um
agente causador de perdas produtivas a atividade
pecuaria ou agricola (Grenvold et al., 1996). Na
pratica, o controle bioldgico ndo atua sobre
estagios internos de parasitos; contudo, concentra
suas acdes sobre os hospedeiros intermediarios,
paraténicos, vetores e estagios larvais de vida
livre, diminuindo a fonte de infeccdo para os
hospedeiros finais; além disso, causa menos
efeitos negativos no ambiente que os métodos
quimicos.

Segundo Waller e Larsen (1993), o uso de
fungos predadores de nematdides parasitos
auxilia o controle quimico desses parasitos e
deveria ser feito ndo somente em condi¢cdes em
que ocorrer previsdo de maior infestagdo de
pastagens por ovos ¢ larvas de helmintos, mas,
também, quando houver melhores condigdes
para o crescimento dos fungos no meio
ambiente, prevenindo, assim, o parasitiSmo
clinico e a conseqiiente perda de produtividade.

As espécies de fungos Duddingtonia flagrans,
Monacrosporium thaumasium, M.
appendiculatum, M. sinense, Arthrobotrys
conoides, A. cladodes e A. robusta sao
identificadas como nematdofagas (Barron, 1977) e
tém sido estudadas quanto ao seu potencial como
agentes controladores biologicos de nematodides
gastrintestinais de animais domésticos (Alves et
al.,, 2003; Araujo et al., 1993, 1998, 1999;
Dimander et al., 2003; Gomes, 1998; Larsen et
al., 1995).

O objetivo deste estudo foi comparar a eficacia
de isolados dos fungos predadores de larvas de
nematoides dos géneros Monacrosporium,
Arthrobotrys e Duddingtonia, isoladamente e em
associagdes, no controle in vitro de larvas de
terceiro  estadio de  Cooperia  sp. e
Oesophagostomum sp., parasitos gastrintestinais
de bovinos.

MATERIAL E METODOS

Panagrellus sp. (nematdides de vida livre) foram
mantidos em placas de Petri com meio de aveia
em flocos, umedecida e amassada. Esses
nematodides foram extraidos do meio de cultura
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pela imersdao de pequenas quantidades de aveia
em agua destilada no aparelho de Baermann e
coletados em tubos de hemolise apos seis horas
de decantagao.

Seis isolados de fungos predadores de
nematoides, sendo trés isolados do género
Monacrosporium.: M. thaumasium (NF 34A), M.
appendiculatum (CGI) e M. sinense (SF 470);
dois isolados do género Arthrobotrys; A. robusta
(I 31) e A. cladodes (CG 719) e um isolado do
género Duddingtonia; D. flagrans (CG 768),
oriundos da micoteca do Departamento de
Veterinaria da Universidade Federal de Vigosa,
foram mantidos a 4°C, ao abrigo da luz e em
tubos de ensaio contendo corn-meal-agar 2%
(CMA 2%). Esses isolados brasileiros foram
obtidos pelo método do espalhamento do solo de
Duddington (1955), modificado por Santos et al.
(1991).

As larvas infectantes de Cooperia sp. e
Oesophagostomum sp. foram obtidas das fezes
de bezerros mesticos Holandés x Zebu
naturalmente infectados, com aproximadamente
seis meses de idade, oriundos da regido de Vigosa,
Minas Gerais. As larvas foram quantificadas e
identificadas sob microscopio Optico (10%), a
propor¢do foi de 58,0% de Cooperia sp. e de
42,0% de Oesophagostomum sp.

Discos de cultura de 4mm de didmetro foram
transferidos dos isolados flingicos mantidos em
tubos de ensaio contendo CMA 2% para placas
de Petri de 8,5cm de didmetro, contendo 20ml de
meio CMA 2% e mantidos em estufa a 25°C, no
escuro ¢ por sete dias. Apds o crescimento
fngico, novos discos de cultura foram
transferidos para placas de Petri contendo 20ml
de meio agar-dgua 2% (AA 2%) onde foram
acrescidos de 1ml de suspensdo de agua destilada
contendo 1000 larvas de Panagrellus sp.,
diariamente, durante um periodo de 21 dias para
a indu¢do da formagdo de conidios fungicos.
Quando o completo desenvolvimento fungico foi
observado, 5ml de agua destilada foram
adicionados a cada placa de Petri, sendo que
conidios e fragmentos miceliais foram removidos
conforme descrito por Aratjo et al. (1993).

Sessenta e nove grupos de larvas foram
formados, em placas de Petri de 8,5cm de
diametro, contendo 20ml de AA 2% previamente
marcadas em campos de 4mm de didmetro.
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Larvas e conidios de fungos foram quantificados
com auxilio de camara de Neubauer. Cada grupo
continha 1000 larvas infectantes de nematoides
gastrintestinais de bovinos, Cooperia sp. e
Oesophagostomum sp., e 1000 conidios de
isolados fingicos. Seis isolados fungicos foram
combinados em todas as associagdes possiveis,
sendo que de cada uma dessas combinagdes
formou-se um grupo. O valor numérico dos
conidios foi quantificado de forma que cada
placa contivesse 1000 conidios, independente do
numero de fungos utilizados nas associagdes.
Seis desses grupos continham 1000 conidios de
cada isolado fingico individualmente. Nas
combinagdes de dois fungos, os grupos
continham 500 conidios, nas de trés 333
conidios, nas de quatro 250 conidios, nas de
cinco 200 conidios e na de seis 167 conidios de
cada isolado.

Foram formados grupos-controle referentes a
cada isolado fingico ou associagdo com a mesma
propor¢ao de conidios. Da mesma forma, foram
formados  seis  grupos-controle  contendo
suspensdo de 1000 larvas infectantes por placa,
sem a adi¢cdo de qualquer isolado fingico. Para
cada grupo, realizaram-se cinco repeticoes.

A cada 24 horas, 10 campos de cada placa de
Petri dos varios grupos foram examinados em
microscopio, com objetiva de 10, onde foram
quantificados os numeros de larvas infectantes
livres por campo de 4mm de diametro, durante
cinco dias. Concomitantemente, observou-se a
presenga de larvas predadas em armadilhas e o
desenvolvimento de conidios. Foram realizadas
leituras diarias em cada placa por cinco dias. O
numero médio de larvas infectantes foi calculado
em cada grupo, e a eficiéncia de cada isolado e
combinagdo foi avaliada pelo teste Tukey (1 e
5% de probabilidade).

RESULTADOS E DISCUSSAO

O uso dos fungos nematéfagos no controle
biolégico de animais parasitados por helmintos
pode reduzir a contaminagdo das pastagens,
agindo diretamente nas larvas presentes no meio
ambiente (Araujo et al., 1999, 2000).

As espécies de fungos empregadas e suas

associagOes foram as primeiras a serem utilizadas
em um mesmo trabalho para controlar larvas
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infectantes de Cooperia sp. e Oesophagostomum
sp.

As Fig. 1 e 2 representam o nimero médio de
larvas infectantes livres de nematoides
gastrintestinais de bovinos em placas de Petri
com AA 2%. Apos cinco dias, foi comprovada
diferenca significativa (P<0,05) entre todos os

isolados flngicos e os grupos-controle. Todos os
isolados fungicos foram eficientes como
larvicidas de Cooperia sp. e Oesophagostomum
sp. Uma pequena diminuicdo do numero de
larvas observada nas placas dos grupos-controle
ao longo de cinco dias se deve ao fato de haver
migracdo de parte delas para a periferia das
placas, onde se encontra maior umidade.
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Figura 1. Nimero médio de larvas infectantes livres de nematdides parasitos gastrintestinais de bovinos
por campo de 4mm de didmetro em placas de Petri com agar-agua 2% para os grupos-controle dos fungos
1 31 (Arthrobotrys robusta), CG 719 (Arthrobotrys cladodes), CG 768 (Duddingtonia flagrans), SF 470
(Monacrosporium sinense), CGl (Monacrosporium appendiculatum) ¢ NF 34A (Monacrosporium
thaumasium), durante cinco dias.
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Figura 2. Niimero médio de larvas infectantes livres de nematdides parasitos gastrintestinais de bovinos
por campo de 4mm de didmetro em placas de Petri com agar-agua 2% para os isolados fingicos I 31
(Arthrobotrys robusta), CG 719 (Arthrobotrys cladodes), CG 768 (Duddingtonia flagrans), SF 470
(Monacrosporium sinense), CGl (Monacrosporium appendiculatum) e NF 34A (Monacrosporium
thaumasium), durante cinco dias.
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As Fig. 3, 4, 5, 6 e 7 representam o numero diametro durante as cinco leituras de 10 campos
médio de larvas infectantes livres de nematoides aleatérios para as associagdes fungicas
gastrintestinais de bovinos em placas de Petri constituidas de dois, trés, quatro, cinco e seis
com AA 2% marcadas em campos de 4mm de isolados fungicos utilizados, respectivamente.
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Figura 3. Numero médio de larvas infectantes livres de nematoides parasitos gastrintestinais de bovinos
por campo de 4mm de didmetro em placas de Petri com agar-dgua 2% para as associagdes fungicas de
dois isolados. I 31 (Arthrobotrys robusta), CG 719 (Arthrobotrys cladodes), CG 768 (Duddingtonia
flagrans), SF 470 (Monacrosporium sinense), CGl (Monacrosporium appendiculatum) ¢ NF 34A
(Monacrosporium thaumasium), durante cinco dias.
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Figura 4. Niimero médio de larvas infectantes livres de nematdides parasitos gastrintestinais de bovinos
por campo de 4mm de didmetro em placas de Petri com agar-dgua 2% para as associagdes fungicas de
trés isolados. I 31 (Arthrobotrys robusta), CG 719 (Arthrobotrys cladodes), CG 768 (Duddingtonia
flagrans), SF 470 (Monacrosporium sinense), CGl (Monacrosporium appendiculatum) e NF 34A
(Monacrosporium thaumasium), durante cinco dias.
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Figura 5. Numero médio de larvas infectantes livres de nematoides parasitos gastrintestinais de bovinos
por campo de 4mm de didmetro em placas de Petri com agar-dgua 2% para as associagdes fungicas de
quatro isolados. I 31 (Arthrobotrys robusta), CG 719 (Arthrobotrys cladodes), CG 768 (Duddingtonia
flagrans), SF 470 (Monacrosporium sinense), CGl (Monacrosporium appendiculatum) ¢ NF 34A
(Monacrosporium thaumasium), durante cinco dias.
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Figura 6. Niimero médio de larvas infectantes livres de nematdides parasitos gastrintestinais de bovinos
por campo de 4mm de didmetro em placas de Petri com agar-agua 2% para as associa¢des fungicas de
cinco isolados. I 31 (4rthrobotrys robusta), CG 719 (Arthrobotrys cladodes), CG 768 (Duddingtonia
flagrans), SF 470 (Monacrosporium sinense), CGl (Monacrosporium appendiculatum) e NF 34A
(Monacrosporium thaumasium), durante cinco dias.

378 Arq. Bras. Med. Vet. Zootec., v.58, n.3, p.373-380, 2006



Efeito antagoénico de fungos...

Numero de nematoéides
(3]
(4]

3

Dias

ENF 34A+SF470+CGI+131+CG 719+ CG 768

Figura 7. Numero médio de larvas infectantes de nematdides parasitos gastrintestinais de bovinos por
campo de 4mm de didmetro em placas de Petri com agar-agua 2% para a associagdo fungica de seis
isolados I 31 (Arthrobotrys robusta), CG 719 (Arthrobotrys cladodes), CG 768 (Duddingtonia flagrans),
SF 470 (Monacrosporium sinense), CGl (Monacrosporium appendiculatum) e NF 34A (Monacrosporium

thaumasium), durante cinco dias.

Ndo houve diferenca (P>0,05) entre as
associacbes e os diversos isolados fungicos
usados para predar Cooperia sp. e
Oesophagostomum sp. Além disso, ndo houve
varia¢do da proporgdo inicialmente colocada em
cada placa de 58,0% de Cooperia sp. e de 42,0%
de Oesophagostomum sp., indicando que os
fungos ndo foram seletivos para um determinado
género de nematoide.

Verifica-se que, nas associa¢des fingicas, houve
menor propor¢do de larvas infectantes livres do
que nos grupos-controle (P<0,05). Foram
observadas presengas de armadilhas em todas as
placas com fungos desde a primeira leitura, e na
leitura final, todas as placas apresentaram
conidios.  Resultados  semelhantes foram
descritos por Waghorn et al. (2002), quando da
associagdo de fungos nematofagos
Duddingtonia, Monacrosporium e Harposporium
sobre estadios de vida livre de Ostertagia
circuncincta.

Em todos os grupos testados, a maior taxa de
predagdo das larvas ocorreu nas primeiras 48
horas da adicdo do fungo as placas. A
diferenciacdo da hifa e das estruturas de captura
ocorreu dentro das 24 horas apds o contato
fingico com as larvas, o que esta de acordo com
o relatado por Pramer (1964).
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D. flagrans é a espécie de fungo nematéfago
mais estudada e foi escolhida por Larsen (1999)
como a mais promissora. No entanto, no presente
trabalho, D. flagrans nao foi mais eficaz no
controle in vitro de Cooperia sp. e
Oesophagostomum sp. do que os fungos A.
robusta, A. cladodes, M. appendiculatum, M.
sinense e M. thaumasium. A escolha de um
fungo nemat6fago deveria levar em consideracao
nao so testes in vitro, mas também testes em
campo, onde espécies de fungos da localidade
deveriam ser as preferidas para serem utilizadas
no controle de nematoides.

Recentemente, formulacdes a base de alginato de
sodio tém sido usadas experimentalmente no
controle de nematdides parasitas de animais por
alguns laboratorios de pesquisa. Essa formulagdo
tem demonstrado bons resultados em condigdes
de laboratorio e em campo (Alves et al., 2003;
Aragjo, Sampaio, 2000; Aratjo et al., 2004).
Desse modo, pesquisas que visam produzir
material fungico de maneira economicamente
viavel sdo extremamente necessarias € um passo
importante para viabilizar a produgdo comercial
de fungos nematofagos, com melhor custo-
beneficio para o agronegocio.
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