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ACAO IN VITRO DOS FUNGOS NEMATOFAGOS DUDDINGTONIA FLAGRANS
(DUDDINGTON, 1955), MONACROSPORIUM THAUMASIUM (DRECHSLER,
1937) E POCHONIA CHLAMYDOSPORIA (GAMS & ZARE, 2001) SOBRE
OVOS DE EURYTREMA COELOMATICUM (GIARD & BILLET, 1892)
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RESUMO

O presente estudo investigou a agdo in vitro dos fungos nematéfagos Duddingtonia flagrans
(ACO001), Monacrosporium thaumasium (NF 34) e Pochonia chlamydosporia (VC1 e VC4) sobre ovos de
Eurytrema coelomaticum. Os ovos foram vertidos sobre a superficie de culturas dosisolados fangicos
cultivadossobreagar-dgua2% (AA2%)em placas de Petri, esobre AA 2% sem fungo como controle.
Aocompletarem?7,10e14 dias, os ovos foramremovidos e classificados de acordo com os seguintes
parametros: efeito tipo 1, efeito litico sem prejuizo morfoldgico a casca do ovo; tipo 2, efeito litico
com alteragdo morfolégica da casca e embrido; e tipo 3, efeito litico com alteracdo morfol6gica do
embrido e da casca, além de penetracdo de hifas e colonizacdo interna do ovo. Os isolados AC001
e NF34 ndo causaram os efeitos dos tipos 2 e 3, contudo o isolado VC1 causou tal efeito
determinando atividade ovicida sobre 27,2% dos ovos no dia 7, 23,1% no dia 10, e 25,0% no dia 14
ap6s tratamento. Da mesma forma, o isolado VC4 causou atividade ovicida: 15,0%, 25,4%, € 21,8 %
nos dias 7, 10 e 14, respectivamente. P. chlamydosporia é um fungo promissor para o controle
biolégico de E. coelomaticum.

PALAVRAS-CHAVE: Fungos nematé6fagos, Duddingtonia flagrans, Monacrosporium thaumasium,
Pochonia chlamydosporia, Eurytrema coelomaticum.

ABSTRACT

IN-VITRO ACTION OF THE NEMATODE-TRAPPING FUNGIDUDDINGTONIA FLAGRANS
(DUDDINGTON, 1955), MONACROSPORIUM THAUMASIUM (DRECHSLER, 1937) AND
POCHONIA CHLAMYDOSPORIA (GAMS & ZARE, 2001) ON EURYTREMA COELOMATICUM
(GIARD & BILLET, 1892) EGGS. The present study investigated the in-vitro action of the
nematophagous fungi Duddingtonia flagrans (AC001), Monacrosporium thaumasium (NF34) and
Pochonia chlamydosporia (VC1 and VC4) on eggs of Eurytrema coelomaticum. Eggs were placed on
fungal cultures surface over water-agar 2% (WA 2%) in Petri plates, and on WA 2% withno fungus
(control). After 7,10 and 14 days, the eggs were removed and classified according to the following
parameters: type1, lytic effect without morphological damage to eggshell; type 2, lytic effect with
morphological alteration of embryo and eggshell; and type 3, lytic effect with morphological
alteration of embryo and eggshell, besides hyphal penetration and internal egg colonization. The
isolate AC001 and NF34 did not cause the type 2 and 3 effects; however, the isolate VC1 caused
the type 3 effect determining the ovicidal activity on 27.2% of eggs at day 7, 23.1% at day 10, and
25.0% at day 14 after treatment. Also, the isolate VC4 caused ovicidal activity: 15.0%, 25.4% and
21.8% at day 7,10 and 14, respectively. Pochonia chlamydosporiais a promising fungus for biological
control of E. coelomaticum.

KEY WORDS: Nematophagous fungi, Duddingtonia flagrans, Monacrosporium thaumasium, Pochonia
chlamydosporia, Eurytrema coelomaticum, Trematoda, biological control.
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Os trematédeos Eurytrema pancreaticum e E.
coelomaticum sdo parasitos que habitamnormalmente
na luz dos ductos pancreaticos, observados ocasio-
nalmentenos ductosbiliares eraramente nointestino
delgado deruminantes. O parasitismo por estas espé-
cies ja foi observado em bovinos, caprinos, ovinos,
bubalinos, suinos, camelideos, cervideos, leporinos e
em seres humanos (Bassani et al., 2006).

O ciclo biolégico deste trematoda é heteroxeno,
sendo o primeiro hospedeiro intermedidrio um
molusco do género Bradybaena e o segundo um
artrépode do género Conocephalus (Bassanietal.,2006).
Ainfeccdose da poringestdoacidental dosinsetos ou
de metacercarias eliminadas sobre as pastagens.

A ineficiéncia de produtos anti-helminticos tem
levado a pesquisa de alternativas para o controle de
parasitoses, sendo o controle biol6gico das parasitoses
gastrintestinais dos animais domésticos realizado
com fungos nematéfagos uma medida promissora
(ArAUJO; BELEM, 1993; ArAUjO et al., 1998; AraUjO et al.,
2007). Esses fungos se comportam como antagonistas
naturais, promovendo a captura e a destrui¢do do
parasito e, de acordo com seu modo de agdo, sdao
classificados emendoparasitas, predadores e oportu-
nistas (parasitas de ovos). Desses, os grupos dos pre-
dadores e oportunistas témsido estudadosno controle
biolégico das helmintoses apresentando resultados
promissores (Lysek, 1978; Araujo et al., 1995).

No grupo dos fungos predadores destacam-se os
géneros Arthrobotrys, Duddingtoniae Monacrosporium,
devido a eficaciano controle biolégico de nematoéides
(DIMANDER et al., 2003).

Entre os oportunistas, destaca-se a espécie Pochonia
chlamydosporia, que coloniza e penetra os ovos de
helmintos por meio de estruturas denominadas
apressorios desenvolvidos a partir de hifas
indiferenciadas (Lysex, 1976,1978; LYSEK;STERBA,1991).

O presente trabalho avaliou a agdo in vitro de
isolados brasileiros de fungos nematéfagosD.flagrans,
M. thaumasium e P. chlamydosporia sobre ovos de E.
coelomaticum.

Fungos

Quatroisolados de fungos nematéfagos (umdeD.
flagrans, um de M. thaumasium e dois de P.
chlamydosporia), obtidos de solo brasileiro, foram man-
tidos no escuro em tubos de cultivo contendo corn-
meal-agar 2% (CMA 2%) a 4° C em geladeira, no
Laboratério de Parasitologia Veterinaria da Universi-
dade Federal de Vigosa, Vigosa, MG.

Discos de 4 mm de diAmetro contendo os isolados
foram extraidos de tubos de cultivo, e transferidos
para placas de Petri de 9,0 cm de didmetro contendo
20 mL de batata-dextrose-agar 2% (BDA 2%). Essas
placas foram mantidas a 25° C, no escuro, durante 10
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dias. Ap6s o crescimento dos isolados, novos discos
de cultura foram transferidos para placas de Petri de
9,0 cm de didmetro contendo dgar-agua 2% (AA 2%)
por 10 dias.

Ovos de Eurytrema coelomaticumn

Os ovos de E. coelomaticum foram recuperados a
partir da dissecacao de exemplares adultos, colhidos
de pancreas de bovinos naturalmente infectados pro-
venientes de abatedouros.

Mil ovos de E. coelomaticum foram vertidos sobre
cada uma das culturas, incubada por 10 dias a 25°C
em meio AA 2% em placas de Petri de 9,0 cm de
didmetro. O mesmo procedimento foi realizado em
placas de Petri contendo apenas os meio AA 2% (sem
fungo), constituindo o grupo controle. Cada um dos
grupos foi constituido por 10 repeticoes.

Nosintervalosde?7,10e14 dias, aproximadamen-
te 100 ovos foram retirados de cada placa de acordo
com a técnica descrita por Araujoetal. (1995). Os ovos
foram entdo colocados em laminas de vidro com uma
gotadeazul de Amam1% eavaliadosem microscopia
deluzdeacordocomos pardmetros estabelecidos por
Lysexk et al. (1982): 1) efeito do tipo 1, efeito litico sem
prejuizo morfolégico a casca do ovo, onde hifas sao
observadas aderidas a casca; 2) efeito do tipo 2, efeito
litico comalteracao morfolégica dacascaeembridodo
ovo, sem penetracao de hifasatravés dacasca; 3) efeito
do tipo 3, efeito litico com alteragdo morfolégica do
embrido e da casca, além de penetragdo de hifas e
colonizagéo interna do ovo.

Os dados de cada intervalo estudado foram sub-
metidosaotestendo paramétrico Friedmancom1% de
probabilidade de acordo com AvYres et al. (2003).

Na Tabela 1 estd apresentada a atividade ovicida
dasdiversasespécies de fungonosdias?7,10e14apds
tratamento.

O fungo D. flagrans (AC001) apresentou somente
efeito do tipo 1, comresultados percentuais de 54,5%,
58,1% e 61,8% sobre os ovos de E. coelomaticum nos
intervalos de 7, 10 e 14 dias, respectivamente. Esses
resultadossdo semelhantes aosregistrados porBraca
et al. (2007) que utilizaram trés isolados fungicos,
dentre eles, D. flagrans, sobre ovos de Ascaris
lumbricoides, apresentando efeito do tipo 1 de 30,0%,
52,0% e 68,0% nos intervalos de sete, 10 e 14 dias,
respectivamente.

O fungo M. thaumasium (NF34) demonstrou tam-
bém apenas o efeito do tipo 1 a partir do sétimo dia de
observagdo com os seguintes resultados: 61,9 %, 62,7 %
€69,0% respectivamente nos dias 7, 10 e 14. Da mesma
forma, esse isolado apresentou o efeito do tipo 1 seme-
lhantes aos observados por Braca et al. (2007) sobre
ovos de A.lumbricoides com os seguintes valores: 48,0%;
42,0% e 62,0% aos 7, 10 e 14 dias respectivamente.
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Acado in vitro dos fungos nematofagos Duddingtonia flagrans (Duddington, 1955), Monacrosporium thaumasium (Drechsler,
1937) e Pochonia chlamydosporia (Gams & Zare, 2001) sobre ovos de Eurytrema coelomaticum (Giard & Billet, 1892).

Tabela 1 - Percentuais e desvios padrao da atividade ovicida dos fungos nematéfagos Duddingtonia flagrans (AC001),
Monacrosporium thaumasium (NF34) e Pochonia chlamydosporia (VC1 e VC4), e do grupo controle (sem fungo), sobre ovos
de Eurytrema coelomaticumno dia 7, 10 e 14 dias apds tratamento.

Efeitos aos 7 dias

Isolados Efeito tipo 1(%) * Efeito tipo 2 (%) ** Efeito tipo 3 (%) ***

ACO001 54,54+21,8 0°+0 0“0

NF34 61,94+22,0 0°+0 0°+0

VC1 19,58+10,5 24,14+12,0 27,24+12,5

VC4 25,08+11,4 26,44 £10,9 15,08+9.2

Controle 0<+0 05+0 0°+0
Efeitos aos 10 dias

Isolados Efeito tipo 1(%) * Efeito tipo 2 (%) ** Efeito tipo 3 (%) ***

ACO001 58,14+21,2 08+0 08+0

NF34 62,74 +22,4 08+0 08+0

VC1 21,85+10,0 23,6449,5 23,14410,5

VC4 24,5°+9,8 24,5410,6 25,4449,6

Controle 0¢+0 0P+0 0P+0
Efeitos aos 14 dias

Isolados Efeito tipo 1(%) * Efeito tipo 2 (%) ** Efeito tipo 3 (%) ***

AC001 61,84+21,9 08+0 08+0

NF34 69,04+24,0 08+0 08+0

VC1 19,5%+11,0 26,8449,8 25,04+10,3

VC4 25,08+13,8 28,64+12,1 21,84+10,1

Controle 0<£0 0<+0 08+0

Percentual seguido de letra diferente maitscula na coluna difere estatisticamente (P < 0,01) pelo teste de Friedman.

*efeito litico sem prejuizo morfolégico a casca do ovo, onde as hifas sdo observadas aderidas a casca.

**efeito litico com altera¢do morfolégica da casca do ovo e do embrido, sem penetragdo de hifas através da casca.

*kKk

ovo.

Comparando-se a acao de AC001 e NF34, obser-
vou-se que ndo houve diferenca significativa (p >
0,01) para o efeito tipo 1, demonstrando que ambos
isolados causaram efeitos similares sobre os ovos de
E. coelomaticum. Além disso, foi observado que a ativi-
dade ovicida dos isolados AC001 e NF34, para os
efeitos dos tipos 1 e 2, equipararam-se também aos
resultados observados para osisolados deArtrobotrys
robusta e A. conoides sobre ovos de Toxocara canis (ARa-
vjo et al., 1995).

Os isolados VC1 e VC4 de P. chlamydosporia cau-
saramosefeitos dostipos1,2e3emtodososintervalos
estudados. Segundo Lysex ef al. (1982), agdo ovicida
de um fungo é caracterizada pelo efeito tipo 3 (efeito
liticocomalteracao morfolégicadoembridoedacasca
e colonizagdo interna do ovo). No presente trabalho,
oisolado VC1 causou o efeito do tipo 3, com mortali-
dadede27,2%,23,1% e 25,0%, nos intervalos de 7, 10
e 14 dias, respectivamente. Ja o isolado VC4 apresen-
touoefeitodotipo3em15,0%,25,4% e21,8% nos dias
7,10e14, respectivamente. Nao foi observada diferen-
ca (p > 0,01) entre VC1 e VC4 em relacao aos efeitos
estudados.

efeito litico com alteragdo morfolégica da casca e do embrido, além da penetracao de hifas e colonizagdo interna do

Braca ef al. (2007) comprovaram a agdo de P.
chlamydosporia, isolados VC1 e VC4, sobre ovos de A.
lumbricoides nos intervalos de 7, 10 e 14 dias apds
tratamento, observando que os isolados apresenta-
ram efeito tipo3 de20% e 18%,25% e€22%,30% e26%,
respectivamente. No presente trabalho, os percentuais
médios da atividade ovicida desses isolados sobre
ovos de E. coelomaticum foram maiores em relagdo aos
ovos de A. lumbricoides. Esses resultados podem indi-
car alguma diferenca no processo de interagdo entre
esses isolados e os ovos dos helmintos estudados.

Em relacado a agdo de P. chlamydosporia sobre al-
guns géneros de helmintos, este fato sugere existir
alguma diferenca no processo de interagdo entre o
fungo e os diferentes tipos de ovos. Fatores como o
diametro e a resisténcia dos ovos no meio ambiente
poderiamserresponsaveis pelaagdo distintadofungo.

Embora os fungos D. flagrans e M. thaumasium
sejam reconhecidos como fungos predadores, utiliza-
dos no controle apenas de larvas de helmintos (Ara-
vjoetal., 2004; AraUjo etal., 2006a; AraUjO et al.,2006b),
foram observadas hifas deD. flagrans e M. thaumasium
aderidas a casca do ovo, mas, necessariamente nao
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levaram a destruicdo deste. Para se ter uma resposta
mais precisa sobreisto, seria necessario aplicar testes
de viabilidade, ou mesmo aumentar o contato dos
ovos ao fungo.

A agdo do fungo P. chlamydosporia foi observada
no presente trabalho, onde o efeito do tipo 3, quando
confrontado com os demais isolados, foi mantido nos
intervalos estudados a partir de 7, 10 e 14 dias.

Os ovos de E. coelomaticum chegam ao exterior
juntocomas fezes dos hospedeiros definitivos e serdo
ingeridos pelos hospedeiros intermediarios (FREITAs,
1982). Dessa forma, por meio dos resultados
percentuais obtidos no presente estudo, sugere-se a
utilizacdo de P. chlamydosporia como uma alternativa
de controle biolégico dos ovos presentes nas fezes,
partindo-se do principio que sua acdo serd no ambi-
ente fecal, evitando com isso sua eclosdo e,
consequentemente, o desenvolvimento de
metacercarias.

O fungo P. chlamydosporia apresentou atividade
ovicida sobre ovos de E. coelomaticum e poderia atuar
como agente de controle biolégico de Eurytrema
coelomaticum.
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