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A capacidade predatodria de trés isolados de fungos
predadores de nematoides Duddingtonia flagrans (AC001),
Monacrosporium thaumasium (NF34) e Arthrobotrys
robusta (131) sobre larvas infectantes de ciatostomineos foi
avaliada em condigdes laboratoriais em ensaio experimental
em meio agar-agua 2% (AA 2%). Os isolados ACO001,

RESUMO

NF34 e 131 apresentaram redugao significativa (p<0,01) de
97,5%, 72,5% e 85%, respectivamente, na média de larvas
infectantes de ciatostomineos recuperadas do meio AA2% ao
final de sete dias. Os resultados deste ensaio evidenciam que
esses isolados poderfo ser utilizados no controle biologico
de ciatostomineos de equinos.

PALAVRAS-CHAVES: Arthrobotrys robusta, ciatostomineos, equinos, Duddingtonia flagrans, fungos nematofagos,

Monacrosporium thaumasium.

ABSTRACT

IN VITRO CONTROL OF INFECTIVE CYATHOSTOMES LARVAE (NEMATODE: CYATHOSTOMINAE) FROM
EQUINES USING PREDACIOUS FUNGUS Duddingtonia flagrans, Monacrosporium thaumasium e Arthrobotrys robusta

The predatory capacity of three isolates of the
nematodes predacious fungi Duddingtonia flagrans
(ACO001), Monacrosporium thaumasium and Arthrobotrys
robusta on infective larvae of cyathostomes was evaluated in
laboratorial conditions in medium water-agar 2% (WA 2%).
The isolates AC001, NF34 and 131 had presented significant

reduction (p<0.01) de 97.5%, 72.5% e 85% respectively in
the average of infective larvae of ciathostomes recovered of
the medium WA2% in the end of five days. The results of
this assay evidence that these isolates could be used in the
biological control of ciathostomes of equines.

KEY WORDS: Arthrobotrys robusta, Cyathostominae, equine, Duddingtonia flagrans, Monacrosporium thaumasium,

Nematophagous fungi.

INTRODUCAO

Criacdes de animais com fins produtivos
apresentam drasticas perdas associadas principal-

mente ao parasitismo por helmintos gastrintesti-
nais. Os varios prejuizos ocasionados por essas
infecgdes estdo relacionados, sobretudo, com a
queda na producao, retardo no crescimento do
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animal, custos com tratamento médico veterinario,
com o0s recursos terapéuticos a serem empregados
e em algumas situagcdes com os prejuizos advin-
dos com a morte desses animais (ARAUJO et al.,
2004a; ARAUJO, 2006a).

No Brasil, grande parte da cria¢do ainda ¢é
feita em regime de pasto, o que leva a constantes
infeccdes por parasitos presentes nas pastagens
(ANUALPEC, 2003). Segundo dados do IBGE
(2002), o rebanho equino corresponde a 36 mi-
lhdes de animais, nimero que coloca o Brasil
como o terceiro maior criador mundial. Nema-
toides estrongilideos sdo comuns em equinos,
representando um grupo de grande importancia no
Brasil, j& que grande parte do rebanho encontra-se
infectado. A subfamilia Cyathostominae ¢ a mais
prevalente, com registros de animais parasitados
com mais de um milhdo e duzentas mil espécimes
de ciatostomineos que causam prejuizo a saude
animal (CASTRO et al., 2003; ANJOS & RO-
DRIGUES, 2006).

Dados de campo sugerem que os equinos
adquirem resisténcia aos pequenos estrongili-
deos com a idade, verificados através da reducao
da carga parasitaria e da contagem de ovos nas
fezes, porém esta resposta € lenta e inconsistente
na maioria dos animais e nao tem relacdo com a
intensidade do contato parasitario anterior (ASSIS
& ARAUJO, 2003; ANJOS & RODRIGUES,
20006).

O controle dos vermes em equinos geral-
mente ¢ feito utilizando-se anti-helminticos, os
quais nao tém sido totalmente eficazes no controle
desses nematoides, em virtude de sua agdo restrita
aos parasitos adultos. Além disso, o aparecimento
de resisténcia aos benzimidazo6is, a baixa possi-
bilidade da formulagdo de um novo composto
quimico de maior eficiéncia e a ecotoxidadede
de alguns compostos despertaram o interesse no
desenvolvimento de novas praticas de controle das
nematodioses gastrintestinais que interfiram na
infestacdo de pastagens e que possam contribuir
para um menor uso de anti-helminticos (MOTA
et al., 2003; MATTHEWS et al., 2004).

Dessa forma, a aplicagao do controle bio-
lo6gico das nematodioses dos animais domésticos
tornou-se uma alternativa viavel e tem apresentado
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resultados promissores em condi¢des laboratoriais
e a campo (LARSEN, 2000; GRAMINHA et al.,
2005).

Os fungos nematofagos constituem uma
op¢ao ao controle dos nematoides gastrintestinais
de animais domésticos. Sua acao esta concentrada
no ambiente fecal e direcionada ao combate das
larvas de vida livre dos parasitos (CASTRO et
al., 2003; ARAUJO et al., 2004a; ARAUJO etal.,
2004b). As espécies de fungos predadores variam
em sua capacidade de capturar os nematoides.
Trata-se dos organismos mais estudados e que
apresentam maior potencial de serem comerciali-
zados, principalmente pelo seu maior isolamento e
facilidade de cultivo em laboratorio. As espécies
Duddingtonia flagrans, Monacrosporium thau-
masium e Artrhobotrys robusta sao identificadas
como nematdfagas e tém sido estudadas quanto
ao seu potencial como agentes controladores bio-
logicos de nematoides gastrintestinais de animais
domésticos (MOTA et al., 2003; ARAUJO et al.,
2006b; DIAS et al., 2007).

O presente estudo tem como objetivo ava-
liar a capacidade predatdria in vitro dos fungos
D. flagrans (isolado AC001), Monacrosporium
thaumasium (NF34) e Arthrobotrys robusta sobre
larvas infectantes de ciatostomineos.

MATERIAL E METODOS
Organismos

Panegrellus (nematoides de vida livre)
foram mantidos em placas de Petri com meio de
aveia em flocos, umedecida e amassada. Esses
nematoides foram extraidos do meio de cultura
através da imersdo de pequenas quantidades de
aveia em agua destilada a temperatura ambiente
no aparelho de Baermann e coletados em tubos de
hemolise ap0s seis horas de decantacao.

Fungos

Foram utilizados trés isolados de fungos ne-
matofagos, Duddingtonia flagrans (AC001), Mo-
nacrosporium thaumasium (NF34) e Arthrobotrys
robusta (131). Esses isolados sao oriundos de solo
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do Brasil, na localidade de Vigosa na Zona da Mata
de Minas Gerais, latitude 20°45°20” S, longitude
42°52°40” W, a 649m do nivel do mar. Eles foram
obtidos pelo método do espalhamento do solo de
Duddington (1955), modificado por SANTOS et
al. (1991). Os fungos foram mantidos em tubos de
ensaio a 4° C contendo corn-meal-agar 2% (CMA
2%) e no escuro durante dez dias.

Obtengao dos conidios

Discos de cultura de 4 mm de diametro
foram extraidos dos isolados fingicos mantidos
em tubos de ensaio contendo CMA 2% e transfe-
ridos para placas de Petri de 9,0 cm de diametro
contendo 20mL de batata-dextrose-agar 2%, e
mantidos a 25° C no escuro durante dez dias. Apos
o crescimento dos isolados, transferiram-se novos
discos de cultura de 4 mm de diametro para placas
de Petri de 9,0 cm diametro contendo 20 mL de
agar-agua 2 % (AA 2%), onde foram acrescidos
de 1ml de 4gua destilada contendo 1.000 larvas de
Panagrellus sp., diariamente durante um periodo
de 21 dias para indugdo de formagdo de conidios
fingicos, ocasido em que se observou o comple-
to desenvolvimento fungico, de Baermann, com
agua a 42°C.

A media de L, de ciatostomineos € 5 mL de
agua destilada foram adicionados a cada placa de
Petri, sendo que os conidios e os fragmentos mice-
liais foram removidos segundo a técnica descrita
por ARAUJO et al. (1993).

Obtencao das larvas infectantes de ciatostomi-
neos

Fezes frescas foram coletadas diretamente
da ampola retal de dezesseis equinos (Equus
caballus) mesticos com idade entre 3-8 anos,
naturalmente infectados. Esses animais eram
provenientes da Equideocultura da Universida-
de Federal de Vicosa, localizada no Municipio
de Vigosa, Estado de Minas Gerais. Apods isso,
realizou-se a contagem de ovos por grama de
fezes (OPG) de acordo com GORDON & WI-
THLOCK (1939), com a finalidade de encontrar
animais positivos. Posteriormente procedeu-se

a realizacdo das coproculturas e ao final de sete
dias obtiveram-se larvas de terceiro estadio (L,),
que foram identificadas e quantificadas segundo
os critérios descritos por BEVILAQUA et al.
(1993) em microscopio Optico, objetiva de 10x.
A leitura do Baermann demonstrou que 100% das
larvas visualizadas eram de ciatostomineos. As L,
de ciatostomineos recuperadas foram contadas
em seis aliquotas de 10ul sob microscopio Optico
em objetiva de 10x. A média das L, foi calculada
extrapolando-se a média de larvas observadas por
microscopio Otico em objetiva de 10x, contando-se
o niimero de L, ndo predadas em cada um. No s¢-
timo dia, foram recuperadas as L, ndo predadas do
conteudo das placas de Petri através do aparelho
recuperadas presentes para o volume final.

Ensaio experimental

Formaram-se quatro grupos em placas de
Petri de 9,0 cm de didametro contendo 20mL de
AA2%, trés grupos tratados e grupo-controle,
sendo feitas cinco repeti¢des para cada grupo. As
placas de Petri foram previamente marcadas em
campos de 4 mm de didmetro. Nos grupos tratados,
em cada placa de Petri havia 1.000 L, de ciatos-
tomineos e 1.000 conidios dos isolados fingicos
ACO001,NF34 e 131 em AA2%, e o grupo-controle
(sem isolados fungicos) continha apenas 1.000 L,
nas placas com AA2%.

Durante cinco dias, a cada 24 horas, dez
campos aleatorios de 4 mm de didmetro em
cada placa dos grupos tratados e controle foram
observados em microscopia. Os dados foram
interpretados estatisticamente pela analise de va-
riancia em niveis de significancia de 1% e 5% de
probabilidade. A eficiéncia de predagdo de L, em
relac@o ao controle foi avaliada pelo teste de Tukey
ao nivel de 1% de probabilidade. Posteriormente,
calculou-se o percentual de redugdo da média de
L, de acordo com MENDOZA-DE-GIVES et al.
(1999) utilizando-se a seguinte equacao:

% redugdo = (media de L, recuperadas do controle
—medias de L, recuperadas do tratamento) .,
Media de L, recuperadas do controle
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Os fungos nematoéfagos D. flagrans (isola-
do ACO001), M. thaumasium (isolado NF34) e A.
robusta (isolado 131) tém a¢do comprovada sobre
nematoides gastrintestinais de ruminantes ¢ sao
candidatos promissores a serem empregados no
controle bioldgico desses organismos (ARAUJO
et al., 2004a). Entretanto, poucos sao os trabalhos
envolvendo fungos nematdéfagos e nematoides
gastrintestinais de equinos (BIRD & HERD, 1995;
SANTOS et al.,2001; REDUA et al., 2002; WA-
GHORN et al., 2003).

Todos os isolados fungicos testados foram
capazes de predar as larvas de ciatostomineos
ao longo do ensaio in vitro realizado (Tabela 1).
Visualizou-se essa predacao nas placas de Petri dos
grupos tratados ja na primeira leitura dos campos
realizada no periodo de um dia apds a interag@o

das larvas com os isolados fungicos. Contudo, ndo
se observou a presenga dos fungos e, tampouco,
armadilhas formadas prendando as larvas presen-
tes na placas de Petri do grupo-controle.

A comprovacao de tal predagdo foi obser-
vada com a redugdo das médias de L, recuperadas
de ciatostomineos ao final do ensaio in vitro no
quinto dia (Figura 1). Amédia de larvas infectantes
de L, ndo predadas de ciatostomineos por campo
de 4 mm de didmetro durante o experimento esta
representada na Tabela 1. Do primeiro ao quarto dia
o isolado AC001 apresentou menores medias de L,
ndo predadas em relagdo aos isolados NF34 e [31, e
no quinto dia a menor média foi demonstrada pelo
isolado I31. Apenas no segundo e no quarto dias foi
observada diferencga (p<0,01) na acdo do isolado I31
sobre as L, ndo predadas em relagéo aos isolados
ACO001 e NF34, sem, contudo, apresentar diferenga
nesses dias em relag¢do ao grupo-controle.

TABELA 1. Média diaria e desvio-padrio de larvas infectantes (L) ndo predadas de ciatostomineos por campo de 4 mm de
diametro em meio agar-agua 2% durante o periodo de cinco dias nos tratamentos com os isolados fungicos de Duddingtonia
flagrans (AC001), Monacrosporium thaumasium (NF34) e Arthrobotrys robusta (131) no controle sem fungo

Tempo o Tratame~ntos
(Dias) (Mé¢dia de L, ndo predadas)
Controle ACO001 NF34 131

1 6,0b + 6,1 1,0a+1,3 l,4a+24 2,4a+2,1
2 3,0b+4,0 0,5a+0,8 1,2a+1,2 1,6ab +2,0
3 3,0b +£4,5 0,3a+0,7 0,8a+1,3 0,7a+ 1,0
4 3,0b+3,7 0,4a+0,6 1,0a+ 0,9 2,2ab+2.4
5 3,6b+3.3 0,9a+1,0 1,1a+ 1,0 0,6a+ 0,8

Médias seguidas pela mesma letra mindiscula nas linhas ndo diferem estatisticamente (p>0,01).
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FIGURA 1. M¢dia de larvas infectantes (L) de ciatostomineos ndo predadas recuperadas em meio agar-agua 2% pelo método
de Baermann no quinto dia dos tratamentos apds interagao dos isolados fungicos Duddingtonia flagrans (AC001), Monacros-
porium thaumasium (NF34), Arthrobotrys robusta (131) e do controle sem fungos. Barra representa o desvio-padrao.
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Ao final de cinco dias, o isolado AC001
demonstrou melhor desempenho em relagdo aos
demais isolados utilizados e o grupo-controle,
observando-se uma redugao significativa de 97,5%
no numero médio das L, recuperadas (Figura 1).
O isolado NF34 apresentou média na reducao do
numero das L, recuperadas de 72,5% e o isolado 31
apresentou média de redugio de 85% nas L, recupe-
radas. Nao foi observada diferenca (p>0,01) na acao
dos isolados fungicos utilizados sobre o nimero de
larvas recuperadas. No entanto, houve diferenca
(p<0,01) no namero de L, recuperadas dos isolados
fingicos em relagdo ao grupo-controle.

D. flagrans, M. thaumasium e A. robusta tém
uma taxa Otima de crescimento em temperaturas
entre 20° ¢ 30°C. Na presenca de nematoides
esses fungos conseguem produzir armadilhas em
curto intervalo de tempo (MOTA et al., 2002;
FONTENOT et al., 2003). CASTRO et al. (2003)
registraram percentuais de reducdo de L3 de cia-
tostomineos na faixa de temperatura de 28° para os
fungos M. thaumasium e A. robusta, com valores
de 93,68% e 86%, respectivamente. Durante o pre-
sente trabalho, a temperatura foi mantida constante
na faixa de 28°C e notou-se uma reducao eficaz
do niimero de L, de ciatostomineos pela presenca
de D. flagrans (97,5%), M.thaumasium (72,5%)
e A. robusta (85%).

ASSIS & ARAUJO (2003), trabalhando com
as espécies de M. sinense e M. appendiculatum,
notaram que ao final dos quinze dias houve uma
redu¢do do nimero médio de larvas infectantes
de ciatostomineos recuperadas das placas e das
coproculturas em torno de 70%, quando compa-
rado ao grupo-controle (p< 0,05). No presente
trabalho a taxa de predagdo de M. thaumasium
foi superior.

MOTA et al. (2002), em avaliagdo da agdo
de M. thaumasium e A. robusta sobre L, infec-
tantes de bovinos, registraram taxas de predagao
em torno de 92,5% e 85,0%, respectivamente.
No presente trabalho, a agéo predatoria sobre L,
de equinos registrada para M. thaumasium ¢ A.
robusta foi bem semelhante.

Os fungos utilizados neste trabalho apresen-
taram-se como potenciais controladores biologicos
de nematoides gastrintestinais de equinos.

CONCLUSAO

Os dados obtidos demonstraram que D.
flagrans (ACO001), M. thaumasium (NF34) e A.
robusta (131) foram eficazes no controle in vitro de
larvas infectantes de ciatostomineos de equinos.
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