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RESUMO

A viabilidade de uma formulagdo do fungo Monacrosporium sinense foi avaliada no controle de
nematoides parasitos gastrintestinais de bovinos. Dois grupos de 10 bezerros cada um, mestigos Holandés
x Zebu, de seis a nove meses de idade, foram colocados em pastagem de Brachiaria brizantha. Em um
dos grupos, cada animal recebeu 20g de péletes em matriz de alginato de sdédio, contendo massa
miceliana do fungo M. sinense via oral, duas vezes por semana, durante seis meses, com inicio no més de
outubro; no outro grupo, controle, os bezerros ndo receberam esse tratamento. As contagens de ovos por
grama de fezes (OPG) e de larvas infectantes por kg de matéria seca foram maiores (P<0,05) no grupo-
controle, ¢ a diferenca entre 0 OPG dos dois grupos, no final do experimento, foi de 79%. A viabilidade
dos péletes em germinar e a atividade predatdéria do fungo apés o encapsulamento foram avaliadas in
vitro. A porcentagem de péletes com cultivo positivo para o fungo variou entre 90 e 100%, e o percentual
de redugdo de larvas infectantes in vitro variou entre 90,6 e 100%. A aplicacdo de péletes de M. sinense
na dosagem e periodicidade usadas sdo eficazes no biocontrole de nematodides parasitos gastrintestinais de
bovinos.
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ABSTRACT

The viability of a formulation of the fungus Monacrosporium sinense was evaluated as control of bovine
gastrointestinal nematodes parasites. Two groups were used and they were made up of 10 Holstein X Zebu
crossbred, six to eight-month-old. They were grazing on Brachiaria brizantha pasture. In the treated group,
each animal received orally, twice a week 20g of pellets of sodium alginate containing mycelial of the fungus
M. sinense, during six months, with the onset in October. In the control group, the calves did not receive that
treatment. The counting of eggs per gram of faeces (EPG) and the counting of infective larvae per kg of dry
matter were higher (P<0.05) in the control group than in the treated group. The difference of the EPG between
the groups at the end of the experimental period was 79%. The viability of the pellets germination and the
predatory activity of the fungus after the encapsulation were evaluated in vitro. The percentage of pellets with
positive culture for fungus varied between 90-100% and the percentage of reduction of infective larvae varied
between 90.6-100%. The use of that dose and the periodic application of M. sinense pellets were efficient as
control of bovine gastrointestinal nematode parasites.
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INTRODUCAO

O parasitismo gastrintestinal por nematodides
tricostrongilideos  constitui um  relevante
problema nos rebanhos bovinos mundiais. Seu
controle fundamenta-se, principalmente, na
administragdo de drogas anti-helminticas de
amplo espectro de agdo. Problemas como
resisténcia as drogas (Fiel et al., 2001; Paiva et
al. 2001), residuos quimicos em produtos
alimenticios de origem animal e ecotoxicidade
(Herd, 1993) tém incentivado a busca de
métodos alternativos para o controle desses
parasitos em bovinos. O controle biolégico com
uso de fungos nematdfagos ¢ o método que tem
apresentado resultados mais promissores (Waller
e Larsen, 1993). Esses fungos predam
nematdides através de estruturas especializadas,
denominadas armadilhas.

No Brasil, estudos preliminares desenvolvidos
por Aratjo (1996) e Gomes (1998) relataram o
uso de fungos nematdfagos no controle da
infestagdo das pastagens por larvas de
nematoides tricostrongilideos de bovinos. Entre
as diversas espécies, as pertencentes ao género
Monacrosporium tém sido alvo de diversos
estudos (Gomes et al., 1999; Aratijo et al., 2000;
Araujo et al., 2004ab). Os fungos do género
Monacrosporium foram classificados por Cooke
e Dickson como pertencentes a subdivisdo
Deuteromycotina. A espécie Monacrosporium
sinense preda larvas de nematodides através de
redes adesivas, produz conidios que medem entre
25-30um de comprimento por 15-18um de
largura e clamidosporos com 20-24um de
comprimento por 17-27um de largura.

Alguns estudos foram realizados com o objetivo
de avaliar isolados fungicos dessa espécie no
biocontrole de nematoides parasitos
gastrintestinais de animais domésticos (Araujo e
Ribeiro, 2003; Araujo et al., 2004ab).

Até o momento, ndo existe nenhuma formulagao
fingica para o controle bioldgico de nematddeos
gastrintestinais de bovinos disponivel no
mercado. Experimentalmente, algumas técnicas
de encapsulamento tém sido testadas no
desenvolvimento de uma formulagdo que
viabilize o emprego desses agentes de
biocontrole (Walker e Connick, 1983; Araujo et
al., 1996; Araujo et al., 1999; Waller et al., 2001;
Campos, 2002).
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O objetivo deste trabalho foi avaliar a viabilidade
de uma formulagdo peletizada em matriz de
alginato de so6dio do fungo predador de
nematéides Monacrosporium sinense e verificar
sua eficicia no controle de nematdides
gastrintestinais em bovinos.

MATERIAL E METODOS

Uma amostra de Monacrosporium sinense (SF
53), isolado de solos brasileiros, oriundo da
micoteca do Departamento de Veterinaria da
Universidade Federal de Vigosa, mantido em
tubos de ensaio em geladeira a 4°C, foi repicado
e crescido em meio GPL (15g de glicose, 2g de
peptona, 5g de extrato de levedura, 0,5g de
K2HPO,, 0,25g de MgS0,.7H,0), contido em
frascos Erlenmayers, sob agitacdo de 120rpm,
em camara incubadora regulada a 25°C.

Péletes contendo massa miceliana do fungo M.
sinense, constituidos em matriz de alginato de
sodio, foram produzidos ao inicio de cada més
do periodo experimental, de acordo com a
técnica descrita por Walker e Connick (1983) e
modificada por Lackey et al. (1993). Os péletes
foram  embalados em  sacos  plasticos
transparentes e conservados em geladeira a 4°C .

Apds a confecgdo dos péletes, a cada més testou-
se, in vitro, a habilidade dos fungos em crescer ¢
predar nematoides. Cinqiienta péletes, 10 por
placa, foram distribuidos sobre placas de Petri
(9cm de diametro) contendo 20ml de agar-agua.
As placas foram incubadas em estufa BOD a
25°C, e o crescimento de colonias, a partir de
cada pélete, foi observado durante cinco dias,
apos o que se calculou o percentual de péletes a
partir dos quais houve formagdo de colonias.
Aproximadamente 1000 larvas de Haemonchus
contortus foram gotejadas sobre as placas. Essas
foram mantidas em estufa a 25°C e observadas
em microscopio (100x), diariamente, por cinco
dias. Foram utilizadas, como controle, placas de
agar-agua sem fungo sobre as quais foram
gotejadas, aproximadamente, 1000 larvas
infectantes de H. contortus. As larvas, livres de
predacdo foram recuperadas mediante lavagem
da superficie da placa, com 5ml de agua e auxilio
de espatula metalica. O percentual de redugdo de
larvas do grupo tratado em relagdo ao controle
foi calculado pela formula:
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X =X
% reducdo = °X—‘x 100, em que:

Cc
X.~= nuimero de larvas recuperadas das placas
controle ¢ X; = numero de larvas recuperadas das
placas tratadas.

O teste de controle biologico in vivo foi realizado
em uma fazenda localizada no municipio de
Vigosa, estado de Minas Gerais no periodo de
outubro de 2003 a margo de 2004. O grupo de
animais foi constituido por 20 bezerros, 16
fémeas e quatro machos, mestigos Holandés x
Zebu, com seis a nove meses de idade. Esses
animais foram tratados com o anti-helmintico
albendazol na dose de 7,5mg por quilograma de
peso vivo.

Apbs sete dias do tratamento, os bezerros foram
divididos em dois grupos de 10 animais cada um,
oito fémeas e dois machos, em dois piquetes de
Brachiaria brizantha, com, aproximadamente,
quatro hectares, naturalmente infestados com
larvas infectantes (L), devido ao prévio pastejo
por bezerros infectados, formando um grupo
tratado com a formulagdo contendo o fungo M.
sinense ¢ outro controle. No primeiro grupo,
cada animal recebeu 20g de péletes contendo
aproximadamente 2-2,5g de micélio do fungo M.
sinense, duas vezes por semana, durante seis
meses, a partir do comeco do periodo chuvoso na
regido. No grupo-controle, os animais nao
receberam péletes com fungo.

Semanalmente, dos animais de cada grupo,
foram colhidas amostras de fezes diretamente do
reto, para determinagdo da contagem de ovos por
grama de fezes (OPG), segundo a técnica
modificada de Gordon e Whitlock (1939),
descrita por Lima (1989). Paralelamente ao
exame de OPG, foram realizadas coproculturas,
em que 20g de fezes, misturadas com carvao
vegetal fragmentado e umedecidas, foram
levadas a estufa a 26°C, durante oito dias, para
obtengdo de larvas de nematdides parasitos
gastrintestinais. Essas larvas foram identificadas
de acordo com os critérios estabelecidos por
Keith (1953).

Amostras de 3g de fezes foram coletadas dos
animais para o isolamento de fungos
nemat6fagos. As fezes foram semeadas em
placas contendo agar-dgua 2%, acrescidas de
2000 larvas de Panagrellus sp e incubadas em
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estufa a 25°C, durante 21 dias. Apds esse
periodo, as placas foram observadas com o
auxilio de um microscépio estereoscopico para
visualizagdo de armadilhas e esporos do fungo.
Os fungos isolados foram identificados
utilizando-se as chaves de Cooke e Godfrey
(1964), Van Ooorschot (1985) e Liu e Zhang
(1994).

Uma vez por semana, em cada piquete, foram
coletadas amostras de pastagem, em ziguezague,
de pontos variados. De cada amostra, foram
utilizados em torno de 500g de pastagem, de
onde se recuperaram as larvas de nematdides
parasitos de bovinos, segundo técnica descrita
por Lima (1989). As amostras de pastagem
foram colocadas em uma estufa de secagem a
100°C até que atingissem peso constante, para se
obter o peso da matéria seca. Os dados obtidos
foram transformados em ntimero de larvas por kg
de matéria seca.

Foram registradas, diariamente, as médias de
temperatura, umidade relativa do ar e
precipitacdo pluvial, colhidos em uma estagdo
especializada na regido de Vigosa-MG.

Os resultados de OPG e numero de larvas
recuperadas da pastagem foram transformados
em Log de X+1, e submetidos a analise de
variancia. As médias foram comparadas pelo
teste Tukey em nivel de 5% de probabilidade.

RESULTADOS

A formulagdo contendo o fungo M. sinense e
alginato de s6dio demonstrou alta viabilidade in
vitro durante todo o periodo experimental. A
porcentagem de péletes com cultivo positivo para
o fungo variou entre 90 e 100% (Tab. 1), e o
percentual de redugdo de larvas infectantes in
vitro variou entre 90,6 ¢ 100%. Nas placas
inoculadas com os péletes, foram observadas
intensa esporulagdo do fungo e presenca de
larvas capturadas em armadilhas do fungo.

O OPG dos animais do grupo-controle foi maior
(P<0,05) do que o dos animais do grupo tratado
nos meses de janeiro, fevereiro e marco de 2004
(Fig. 1). Durante os meses de outubro, novembro
e dezembro, o género Cooperia foi o mais
prevalente nas coproculturas dos dois grupos
experimentais. Nos meses subseqiientes, a
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ocorréncia de Haemonchus e Oesophagostomum
superou a de Cooperia, ¢ a de Haemonchus,
sempre foi maior que a de Oesophagostomum. A
média das porcentagens de larvas ao final do
experimento indica maior prevaléncia do género
Haemonchus (43,8%), seguido dos géneros
Cooperia (35,1%) e Oesophagostomum (14,9%).

O numero de larvas totais recuperadas no piquete
dos animais do grupo tratado com a formulagdo

controle (Fig. 2). Quando se avaliou a redugdo da
contaminag@o da pastagem do grupo tratado no
segundo trimestre de experimento, isoladamente,
o percentual de reducdo foi de 58,6%. Os
géneros Cooperia e Haemonchus foram
recuperados das pastagens dos dois grupos
durante todo o periodo experimental, sendo o
género Cooperia o mais prevalente. O género
Oesophagostomum foi recuperado somente a
partir do més de dezembro.

foi menor 50,1% (P<0,05) em relagdo ao grupo-
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Figura 1. Valores médios do niimero de ovos de nematodides por grama de fezes (OPG) recuperados das
coproculturas de bezerros do grupo tratado com péletes do fungo Monacrosporium sinense (grupo A) e do
grupo-controle (grupo B), na regido de Vicosa-MG, durante o periodo de outubro de 2003 a marco de
2004.

1200 -+
§ 1000 -
é 800 - Grupo
‘fé} 600 | ¢— Tratado
o —&— Grupo
";’0 400 Controle
~
= 200 -
N

0 T T 1

out/03  nov/03 dez/03 jan/04 fev/04 mar/04

Més
Figura 2. Médias das contagens de larvas infectantes de nematdides por kg de matéria seca de pastagem
coletadas em piquetes com bezerras do grupo tratado com péletes de alginato contendo o fungo predador

Monacrosporium sinense (grupo A) e do grupo-controle (grupo B) na regido de Vigosa-MG, durante o
periodo de outubro de 2003 a margo de 2004.
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Durante o periodo experimental, as temperaturas
médias mensais oscilaram entre 20,7°C (outubro
de 2003) e 22,9°C (dezembro de 2003). A
precipitagdo pluvial mensal oscilou entre
27,8mm (outubro de 2003) ¢ 405,9 mm (més de
janeiro de 2004).

O fungo M. sinense foi isolado em placas
inoculadas com fezes dos bezerros do grupo

tratado, nos meses de outubro e marco. Neste
ultimo més, foi também isolado um fungo
identificado como Arthrobotrys musiformis (Tab.
1). Nas placas do grupo-controle, no més de
outubro de 2003, foi encontrado um isolado do
género Arthrobotrys sp. e, no més de fevereiro de
2004, um isolado ndo identificado devido a
auséncia de estruturas que permitissem sua
identificagdo.

Tabela 1. Viabilidade de péletes de alginato de sodio contendo massa micelial do fungo
Monacrosporium sinense apos 5 dias de incubacgdo a 25°C e percentual de reducdo do ntimero de larvas

de Haemonchus contortus

Meés Viabilidade IRedIneeD 70
ensaio
Outubro 100% 98,3%
Novembro 100% 100%
Dezembro 100% 90,6%
Janeiro 90% 99,3%
Fevereiro 100% 100%
Marco 100% 93,6%

Ao final do periodo experimental, ndo foram
detectadas diferengas (P>0,05) no peso dos
animais do grupo tratado em relacdo aos do
grupo controle O ganho de peso do grupo tratado
durante o periodo experimental foi de 71,1kg e
do grupo-controle foi de 75,7kg.

DISCUSSAO

Fungos do género Monacrosporium tém sido
alvo de diversos estudos, com o objetivo de
avaliar sua aplicacdo em programas de controle
biolégico de nematodides tricostrongilideos de
ruminantes.

Aragjo et al. (2000) observaram viabilidade de
péletes de um isolado de Monacrosporium
thaumasium durante 16 semanas a temperatura
de 4°C em sal mineral.

A alta viabilidade in vitro dos péletes durante o
experimento demonstrou que o isolado de M.
sinense aqui utilizado sobrevive aos processos de
encapsulamento em alginato de sddio, entretanto
estudos complementares sdo necessarios para
avaliar a viabilidade dessa formulag@o por longos
periodos de conservagdo e tornar sua aplicagdo
uma realidade no biocontrole de nematoides
parasitos de animais.
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A redugdo da contaminagdo da pastagem com
58,6% nos trés ultimos meses de experimento
refletiu no OPG dos animais tratados, que, no
més de margo de 2004, foi reduzido em 79%. A
utilizacdo de fungos nematdfagos no controle
biologico de nematdides parasitos pode reduzir a
contaminagdo da pastagem, agindo diretamente
sobre as larvas infectantes no ambiente. Alves et
al. (2003) administraram péletes de alginato de
sodio contendo M. thaumasium para o controle
de nematoides gastrintestinais de bovinos criados
a campo. Os autores observaram, apos seis meses
de experimento, reducdo significativa no niimero
de L; no piquete dos animais tratados, resultando
na reduc¢do de 88,8% desses animais.

Aragjo et al. (2004b), ao testarem a mesma
formulagdo, observaram que o tratamento dos
animais com os péletes de M. thaumasium
diminuiu a contaminac¢do da pastagem, reduzindo
0 OPG dos animais em até 100%, o que tornou
os tratamentos anti-helminticos desnecessarios.

As condigdes climaticas para o desenvolvimento
das larvas foram favoraveis durante a maior parte
do periodo experimental (Williams ¢ Mayhew,
1967). Somente no més de outubro ndo foi
atingida a precipitagdo pluviométrica minima
(50mm) para o desenvolvimento otimo das
formas infectantes dos nematoides
tricostrongilideos.
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A predominancia das larvas infectantes de
Cooperia e Haemonchus em relacdio a
Oesophagostomum, recuperadas da pastagem,
durante o experimento, pode estar relacionada a
melhor adaptacdo as condigdes ambientais
apresentadas. Lima (1989) sugere que os géneros
Cooperia ¢ Haemonchus sdo os que melhor se
adaptam ao desenvolvimento e a sobrevivéncia
nas pastagens, seguidos de Oesophagostomum e
outros géneros.

As temperaturas ideais para crescimento de
fungos nematofagos encontram-se entre 20 e
30°C (Pandey, 1973) e, segundo Saumell e
Padilha (2000), altas precipitagdes pluviais
favoreceriam o seu crescimento no ambiente.
Dessa forma, as condigdes climaticas observadas
durante o experimento foram também favoraveis
ao desenvolvimento e a eficacia do fungo
testado.

O isolamento de M. sinense de fezes frescas de
bovinos somente nos meses de outubro de 2003 e
margo de 2004 pode ser justificado pela baixa
sensibilidade da técnica de isolamento, como
relatado por Manuelli et al. (1999), e pelos
tempos de coleta de amostras de fezes que
podem também ndo estar relacionados aos
horarios de eliminacdo do fungo apods
administracdo da formulacdo.

A nio diferenga no ganho de peso de bezerros ja
foi observada em outros experimentos com
fungos utilizados em biocontrole de nematdides
(Rabelo, 2000) e pode ser atribuida & baixa carga
parasitaria, observada nos animais dos grupos
tratado e controle, e também a curta dura¢dao do
ensaio experimental.

Um dos maiores desafios para a implementacgao
do controle biolégico de nematdides é o
desenvolvimento de formula¢des com baixo
custo, facil aplicacdo, alta eficacia e adaptacdo
aos processos de produgdo industrial (Aratjo et
al., 2000).

Os resultados deste estudo mostram que o uso de
formulagdo em alginato de sodio contendo o
fungo M. sinense pode se tornar uma importante
alternativa no controle de nematdides
tricostrongilideos parasitos de bovinos.

A utilizagdo dos fungos nematdfagos no controle
biolégico de nematdides é uma alternativa
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auxiliar ao controle quimico e deve ser aplicada
ndo somente quando existe a possibilidade de
maior infestagdo da pastagem por ovos e larvas,
mas também quando existir melhores condi¢des
para o desenvolvimento do fungo no ambiente,
prevenindo, assim, o parasitismo clinico e as
perdas de produtividade (Waller ¢ Larsen, 1993).
Dessa forma, estudos com este isolado de M.
sinense em outras épocas do ano, outras regides
com condigdes climaticas diferentes, deverdo ser
realizados para permitir sua implementagdo em
programas de controle biologico.

Outra possibilidade € a associagdo do fungo com
outros isolados ja testados como forma de
aumentar a eficécia de controle.
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