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ABSTRACT.- CASTROA.A,, OLIVEIRA C.R.C.,,ANJOSD.H.S,, ORNELLASE.I., BITTENCOURT V.R.E.P,
ARAUJO JV., SAMPAIO |.B.M., RODRIGUES M.L.A. [The potencial nematophagous fungi Arthrobotrys sp.
and Monacrosporium thaumasium to control cyathostome infective larvae of equines (Nematoda:
Cyathostominae).] Potencial dos fungos nemat6fagos Arthrobotrys sp. e Monacrosporium thaumasium para o
controle de larvas de ciatostomineos de eqiiinos (Nematoda: Cyathostominae). Revista Brasileira de Parasitologia
\eterindria, v. 12, n. 2, p. 49-53, 2003. I ndtituto de Veterinéria, Departamento de ParasitologiaVeterinéria, Univerdidade
Federa Rural do Rio de Janeiro, Km 7 daBR 465, Seropédica, RJ 23890-000, Brazil. E-mail: lurdesar@ufrrj.br

Conseguences of nematode infections due to cyathostome are a serious constraint for equines. Development of
anthelmintic resistance and increasing concern about their use dictate the need of alternative control. Nematophagous
fungi Arthrobotrys sp. and Monacrosporium thaumasium reduced cyathostome infective larvae levels in studiesin
vitro, infecal culturesat three differents temperatures: 25, 28 and 30°C. M. thaumasiumwas the best fungi, showing
averagelarvae control up to 94% under all tested temperatures. Toimproveefficiency Arobusta (I-31) should be kept
under 25°C, A. robusta (1-35) up to 28°C and A. musiformisunder 28°C, with averagelarvae control of 86.3%, 86.0%
and 89.4% respectively. Present results demonstrated that nematode trapping fungus were effective in reducing
cyathostome infective larvae in in vitro studies and should be considered as abiological control agent for integrated
equine cyathostome nematode control programs.
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RESUMO

Nematdides ciatostomineos sdo responsaveis por atasinfec-
¢Bes em equiinos, causando prejuizos a sanidade animal. O
desenvolvimento de resisténcia aos antihelminticos e a preo-
cupacdo do impacto sobre 0 uso de antihelminticos ordena-
ram a necessidade de controle alternativo. Fungos
nematéfagos vém sendo pesquisados como uma alternativa
para controlar diversas espécies de nematéides. No Brasil
poucos sdo os estudosdaacdo in vitro ein vivo destes micror-
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ganismos em eqiiinos.Com o objetivo de avaliar o potencial
destes sobre larvas de nemat6i des ciatostomineos, foram rea-
lizados testes in vitro com os fungos Arthrobotrys sp. e
Monacrosporium thaumasium nas temperaturas. de 25, 28 e
30°C. M. thaumasium foi o fungo que apresentou os mais
altos percentuais de reducdo nas trés temperaturas: 93.36%
(25°C); 93.68% (28°C) e 95.59% (30°C). Para os fungos A.
robusta I-35 aredugcdo média de 86% foi garantida até 28°C.
A. musiformis exigiu uma temperatura de 28°C para ter um
bom desempenho (86,7%), assim como o A. robusta 1-31 sob
25°C (86,3%). Osresultados deste ensaio demonstraram que
os fungos formadores de armadilhas foram atamente efeti-
vos naredugdo delarvasinfectantes e poderiam vir aser con-
siderados como agente de controle biol 6gico para programas
de controle integrado de nematoides ciatostomineos de
equinos.

PALAVRAS-CHAVE: Controle biolégico, Arthrobotrys sp.,
Monacrosporium thaumasium, ciatostomineos, equino.
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INTRODUCAO

Os ciatostomineos desenvolvem parte de seu ciclo biol 6gi-
€0 no ambiente e as dtas infeccBes produzem enterite catarral
descamativa, anorexia, perda de peso, dependendo do estado
fisico doanimal, daalimentacio e do nimero de ciatostomineos
aparasitose pode levar a morte (SOULSBY, 1987).

O método mais comum de controle destes nematdides é
através de anti-helminticos. No entanto, o método tem suas
desvantagens como residuos na carne, no leite, apossibilida-
de do impacto ambiental e também o desenvolvimento emi-
nente de resisténcia dos parasitos (WALLER, 1993).

Os fungos nematéfagos sdo microorganismos que tém ca
pacidade de infectar e se dimentar de nematéides, através do
desenvolvimento de érgdos especializados em capturar e des-
truir nematéides(BARRON, 1977). Véariosfungosnematéfagos
vém sendo isolados de fezes de animais (DUDDINGTON,
1955; JUNIPER, 1957; LARSEN et al., 1991,1994; SANTOS,
2000) com “perspectiva de serem utilizados como controle bi-
ologico em helmintoses de bovinos, ovinos e eqlinos
(HASHMI; CONNAN, 1989; GRANVOLD etal. 1987, 1988,
1989, 1993; ARAUJO et al., 1998, 2000).

Vé&rios estudosin vitro tém sido realizados com o objeti-
vo de se avaliar aagdo de fungos nematdfagos sobre as fases
pré-parasiticas de nematéides de bovinos, ovinos e eqlinos
(A RAUJO et a. 1992; WALLER; FAEDO, 1993: BIRD;
HERD, 1995; CHARLES et al. 1995; SANTOS; CHARLES,
1995; MENDOZA DE GIVES et d., 1999; SANTOS et a.
2001; RODRIGUES €t al., 2001).

Fernadndez et d. (1999) avaliaram ataxade crescimento ea
eficacia de apreensdo dos fungos nematdfagos, A. oligospora e
Duddingtonia flagrans, sob temperatura constante e oscilante e
observaram reducdo no nimero delarvasinfectantesde Cooperia
oncophora, nafaixa de temperatura de 15-25°C.

A temperatura étima para o crescimento dosfungosvaria
de acordo com cada espécie, o que foi observado por
MORGAN et al. (1997) onde atemperatura nafaixade 20 a
33°C influenciou nos percentuais de apreensdo de larvas por
trés espécies de fungos.

No Brasil, M. thaumasium vem sendo encontrado com
grande freguénciaem fezes de animais e sendo avaliado com
excelentes resultados em nematdides de ruminantes (ARAU-
JO et a., 2000). Por este motivo, foi selecionado para, junto
com outras duas espécies de Arthrobotrys, ser avaliado vi-
sando conhecer-se seu potencial para controlar larvas de
ciatostomineosin vitro sob diferentes temperaturas.

Dessa forma torna-se interessante o controle alternativo,
gue, futuramente, numa parceria com o controle integrado,
pode ser utilizado parareduzir apopul agéo de ciatostomineos
parasitos de eqinos.

MATERIAISE METODOS

2.1. Local
Este estudo foi desenvolvido nos Laboratérios de
Helmintologia e de Controle Microbianos de Artrépodes da
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Estacéo para Pesquisas Parasitoldgicas W. O. Neitz, do De-
partamento de Parasitologia Animal do Instituto de Biologia
daUniversidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica,
Rio de Janeiro.

2.2. Animais

Equinos (Equus caballus) mesticos, naturalmente
infectados, provenientes da Baixada Fluminense, foram uti-
lizados como animais doadores, permanecendo em um pi-
guete de aproximadamente seis hectares, contendo pastagem
de grama batatais (Paspalum notatum).

2.3. Fungos

Foram utilizados quatro isolados de fungos nematofagos:
Arthrobotrys robusta (I-31), A. robusta (1-35), A. musiformis
(1-40) e Monacrosporium thaumasium (NF344). Estes isola-
dos foram obtidos junto ao Departamento de Veterinaria da
Universidade Federal de Vigosa— MG,

2.4. Nematoides devida livre

Os nematGides de vida livre, Panagrellus sp., utilizados
como substrato para a obtencdo dos conidios dos fungos tes-
tados, foram cedidos pelo Departamento de Veterinédria da
Universidade Federal de Vigosa e foram mantidos em meio
deaveia(HEINTZ, 1978). A cada quinze dias os nematoides
eram repicados para novos cultivos.

2.5. Obtencéo de conidios

Os fungos A. robusta (I-31), A. robusta 1-35), A.
musiformis (1-40) e M. thaumasium (NF344a) foram cultiva-
dos em placas de Petri com &gar-agua, num total de 13 placas
para cada fungo. De dois em dois dias, inoculava-se um ml
com aproximadamente 1000 Panagrellus sp., com o objetivo
de estimular o crescimento do fungo. Estes nemat6ides fo-
ram previamente recuperados pela técnica de Baermann
(UENO; GONGALVES, 1998) e em seguidalavados dez ve-
zes em agua destilada e esterilizada por meio de
centrifugagdes, durante cinco min. a 1500 rpm. Na quinta
lavagem adguafoi substituida por solugéo antibidtica: 0,05%
de cloranfenicol; 0,05% de sulfato de estreptomicina; 0,05%
de anfotericina B. ApGs a lavagem, os nematéides foram
guantificados em 0,1 ml, e o seu vaor extrapolado para o
volume total e assim gjustado até obter-se a quantidade esti-
pulada.

Depois de 21 dias, as placas, contendo os fungos, foram
lavadas com dois ml de &gua destilada esterilizada, removen-
do os conidios e fragmentos de micélio dasuperficie do &gar,
com auxilio de uma alca de platina. Em seguida foram
guantificados como acima descrito.

2.6. Delineamento experimental

Paraavaliar aacéo dos fungos nematéfagos sobre aslar-
vas de ciatostomineos procedeu-se da seguinte forma: cin-
co grupos foram formados, cada um composto por 10 repe-
ticGes com 10g de fezes frescas; com contagem prévia do
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nimero de ovos (OPG), de acordo com Gordon e Whilock
(1939); recuperacéo e identificacdo daslarvas (ROBERTS;
O’'SULLIVAN, 1950; BEVILAQUA et al., 1993). Cadare-
peti¢éo recebeu tratamento com um ml contendo aproxima-
damente 1000 conidios do fungo correspondente ao trata-
mento. O controle recebeu um ml de dgua destilada esterili-
zada. Os grupos formados foram: controle; A. robusta (I-
31); A. robusta (1-35); A. musiformis (1-40); M. thaumasium
(NF34a). Este delineamento foi realizado para as trés tem-
peraturas constantes: 25, 28 e 30°C, mantidas em camara
climatizada (BOD) durante 15 dias. Apés este periodo, as
larvas de todos os grupos foram recuperadas como o descri-
to por Robertse O’ Sullivan (1950), e contadas obtendo-se 0
valor médio.

Os fungos foram testados com fezes do mesmo animal
emtrésdiferentes periodos, onde deve ser esperadaumaeven-
tual diferenca de OPG. Como em cada periodo apenas uma
temperaturafoi testada, o efeito deste fator deve ser discutido
com discri¢do, uma vez gque estara superposto com o efeito
do OPG.

2.7. Percentual dereducéo e andlise estatistica
O percentual de reducdo foi calculado de acordo com a
seguinte equacdo (MENDOZA DE GIVES et a., 1999):

% Reducdo = (n° larvas controle — n° larvas tratadas) x 100
n° larvas controle

O nimero delarvasrecuperado foi transformado pelafoér-
mula: log ,, (x+1) para normalizaggo dos dados. O teste de
Duncan foi aplicado a nivel de 5% de probabilidade
(SAMPAIO, 1998), para as trés temperaturas isoladamente.

RESULTADOSE DISCUSSAO

A reducgo delarvas de ciatostomineos pel os quatro isola-
dos esta representada na Tabela 1. Os isolados apresentaram
melhor desempenho que o grupo controle, indiferentemente
datemperatura. Entre eles o M. thaumasiumfoi mais eficien-
te, sem registrar efeito da temperatura em seus resultados. O
efeito do A. musiformisfoi exacerbado natemperaturade 28°C.

ParaA. robusta (1-35) manteve-se o percentual de reducgéo de
larvas até 28°C, enquanto o A. robusta (I-31) apresentou me-
Ihor resultado sob 25°C.

O maior indice de reducdo de larvas de ciatostomineos
(90%) por A. oligosporafoi observado atemperaturade 27°C
por Santos et al. (2001).

Fernandez et a. (1999) observaram que os isolados de A.
oligospora e D. flagrans reduziram o nimero de larvas de C..
oncophora em culturas submetidas afaixade 15-25CC. Segun-
do Morgan et al. (1997) o maximo de apreensdo para A.
oligospora e M. megal osporum foi registrado entre 25 e 28°C.

Neste estudo registrou-se a temperatura 6tima de 28°C
para apreensdo de A. musiformis, de 25°C para o fungo A.
robusta (1-31) de 25 a 28°C para A. robusta (1-35) e para o
fungo M. thaumasium néo foi observado efeito datempera-
tura no intervalo de 25 a 30°C (Tabela 1), confirmando que
ocorreinfluénciadatemperaturano grau de apreensdo delar-
vas, dependendo da espécie ou género de ciatostomineos.

Os fungos utilizados por Mendoza de Gives e Vasguez
Pratz (1994), A. robusta e Monacrosporium euder matum fo-
ram, respectivamente, inoculados em culturas fecais, nafai-
xa de temperatura de 25 a 30°C, reduzindo em 10,1 e 95,7%
respectivamente asL, de Haemonchus contortus. Estes re-
sultados diferem dos obtidos no presente estudo, para 0siso-
lados de A. robusta, os quais apresentaram percentuais de
reducdo mais elevados nas temperaturas de 25, 28 e 30°C.
Em relag@o ao M. thaumasium, este demonstrou desempe-
nho similar ao fungo M. euder matum.

A reducdo de até 93,36% no numero de larvas de
ciatostomineos a 25°C por M. thaumasium, neste estudo, esta
de acordo com o encontrado por Waller e Faedo (1993) para
larvas de H.contortus em culturas fecais a 25°C. Astréstem-
peraturas testadas, neste experimento, ndo afetaram o desem-
penho do fungo, apresentando um percentual médio de efici-
énciade 94%, o que jatinhasido observado em experimento
prévio (CASTRO et al., 1999).

Monacrosporium ellypsosporum apreendeu 65% e
Monacrosporium bembicoides 50% do nimero de larvas de
Aphelencoides sacchari a21°C (FEDER, 1963), estesfungos
N30 cresceram nem apreenderam larvas atemperaturade 35°C.

Tabela 1. Isolados das espécies de fungos, temperaturas, nimero médio de larvas

infectantes (L,) de ciatostomineos recuperadas vivas e percentual de reducé&o.

Isolados ( n=10) Temperaturas e percentual de reducéo

25°C (%) 28°C (%) 30°C (%)
Fungos

Arthrobotrys robusta (I-31) 63,9  (86,32) 289,1%  (62,78) 780,65  (63,18)

Arthrobotrys robusta (1-35) 62,1%  (86,70) 117,35 (84,90) 691,5%°  (67,38)

Arthrobotrys musiformis 194,18  (58,45) 82,3  (89,40) 551,3%  (73,99)

Monacrosporium thaumasium 31,17  (93,34) 49,17 (93,68) 93,382 (95,60)

Controle 467,27 776,98 2120,3¢¢

Nas colunas, médias com letras mindsculas distintas séo diferentes estatisticamente.
Nas linhas, médias com letras mailsculas distintas sao diferentes estatisticamente.
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Os resultados obtidos confirmam trabalhos anteriores e
sugerem que a eficiéncia no controle de larvas de
ciatostomineos pel o uso de fungos nematdfagos depende das
condi¢des de temperatura. O fungo M. thaumasium teve de-
sempenho in vitro, homogéneo nas temperaturas estudadas,
inclusive 30°C, muito comum nos trépicos. Logo este fungo
estariamais bem adaptado &s nossas condic¢des. Mais estudos
S80 necessarios para avaliagdo de diversas espécies de fun-
gos em condigdes acampo e em in vivo, pois estes microrga
nismostém potencial paraserem utilizados num programade
controle integrado com o controle bioldgico, minimizando
assim o uso de antihelminticos.
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