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Three isolates of predators fungi of the genus Monacrosporium (M. sinense SF-53, M. appendiculatum CGlI
and M. sinense SF-139) were evaluated in vivo regarding the capacity of supporting passage through the
gastrointestinal tract of calves without losing the ability to entrap infective Cooperia sp. and Haemonchus sp.
larvae. Theisolates SF-53 and CGI were managed orally, separately to the calves, fresh mycelium form at dose
only of 100 g. Collected fecal Samples 12, 18, 24, 48, 72 and 96 hours after the treatments were allocated in
Petri dishes with 5-cm diameter, added of 750 infective Cooperia sp. and Haemonchus sp. larvae. At the end of
the experiment, reproductive structures (conidia) from both isolates were visualized in every the studied times.
There was significant reduction of the average number of nematodes larvae recovered of the Petri dishes when
compared with the control group. Such evidences confirm the transit of these fungi by the digestive tract of the
calves without loss of the predatory viability. There are no evidences that the isolated SF-139 has passed by the
gastrointestinal tract of calf after oral administration, fresh mycelium form at dose only of 87 g.
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RESUMO

Trés isolados de fungos predadores do género Monacros-
porium (M. sinense SF-53, M. appendiculatum CGI e M.
sinense SF-139) foram avaliados in vivo quanto a capacida-
de de suportar a passagem pelo trato gastrintestinal de be-
zerros sem perdadahabilidade parapredar larvasinfectantes
de Cooperia sp. e Haemonchus sp. Osisolados SF-53 e CGl
foram administrados por via oral, separadamente aos bezer-
ros, na forma de micélio fresco em dose Unica de 100 g.
Amostrasfecais coletadas 12, 18, 24, 48, 72 e 96 horas apds
os tratamentos foram al ocadas em placas de Petri com 5 cm
de didmetro, adicionadas de 750 larvas infectantes de
Cooperia sp. e Haemonchus sp. Ao final do experimento,
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estruturas reprodutivas (conidios) de ambosisolados foram
visualizadas em todos os periodos estudados. Houve redu-
¢éo significativa do nimero médio de larvas de nemat6ides
recuperadas das placas de Petri quando comparado com o
grupo controle. Tais evidéncias confirmam o transito destes
fungos pelo trato digestivo dos bezerros sem perda da via-
bilidade predatéria. Ndo existem evidéncias de que o isola-
do SF-139 tenha passado pel o trato gastrintestinal do bezer-
ro apds administracéo oral, naformade micélio fresco, em
dose Unicade 87 g.

PALAVRAS-CHAVE: Controle biol 6gico; Monacrosporium
sp.; Cooperia sp.; Haemonchus sp; fungos nemat6fagos.

INTRODUCAO

As pesquisas alternativas para o controle das
helmintoses de ruminantes concentram-se hoje no desen-
volvimento de vacinas (EMERY, 1996), no manejo das pas-
tagens (ALI; HENNESSY, 1993), na selecdo de animais
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geneticamente resistentes aos parasitas (WOOLASTON;
BAKER, 1996) e no controle bioldgico (ARAUJO et al.,
1996, 1998).

O controle biolégico descreve situacdes em gque o ho-
mem utiliza agentes antagonistas naturais na tentativa de
reduzir uma populagdo de pragas causadora de perdas para
aproducdo de plantase animais (GRNVOLD et al ., 1996).
Diversos antagonistas naturais dos nematdides, entre eles
minhocas, bactérias, virus, protozodrios, besouros, acaros
e fungos, foram descritos como controladores biol 6gicos
em potencial. Apesar desta vasta gama de opc¢des o inimi-
go natural que mais apresentou avangos consistentes nas
pesquisas, foram os fungos nematéfagos. Estes organis-
mos pertencem a um grupo heterogéneo de microfungos
caracterizados pela sua habilidade de capturar e utilizar
nemat6ides como fonte principal de nutrientes ou ainda
apenas como suplementacdo para a suaexisténcia saprofita
(WALLER; FAEDO, 1996). Um requisito essencial para
gue qualquer isolado fungico nematéfago seja possivel-
mente explorado como um controlador biol6gico dos
nematdides parasitas de ruminantes, € que ele possua a
habilidade de suportar a passagem pel o trato gastrintestinal
dos ruminantes ap6s administragdo oral e umavez presen-
te nas fezes seja capaz de germinar, colonizar o bolo fecal
e capturar aslarvas de parasitas recém eclodidas dos ovos
antes que elas migrem para a pastagem.

O presente trabalho apresentou como objetivo avaliar
aatividade predatéria dos i solados de fungos nemat6fagos
Monacrosporium appendiculatum CGlI, M. sinense SF-53
e M. sinense SF-139, apés a passagem pelo trato
gastrintestinal de bezerros, frente a larvas infectantes de
Cooperia sp. e Haemonchus sp utilizando duas
metodol ogias diferentes.

MATERIAL E METODOS

Fungos

Trésisolados brasileiros de fungos predadores utilizados
no experimento, SF-53 (M. sinense), SF-139 (M. sinense) e
CGI (M. appendiculatum), foram mantidos no laboratério a
4°C no escuro e em tubos de cultivo contendo o meio de cul-
tura“corn-meal-agar” (CMA).

A producdo da massa micelia foi obtida separadamente
paracadaisolado, transferindo-seinicialmente fragmentos do
meio de cultura contendo micélio, proveniente dos tubos de
cultura, para placas de Petri de 9 cm de didmetro, preenchi-
das com 20 ml de CMA, assim foram mantidas no escuro a
26°C e durante 7 dias. ApOs o cumprimento deste periodo,
discos de meio de culturacom 4 mm de didmetro contendo os
isolados foram transferidos das placas para frascos de
Erlenmeyer contendo 150 ml de meio liquido composto por
glicose, peptona e extrato delevedura (GPY), eassim perma-
neceram em agitacdo de 120 rpm no escuro e em temperatura
de 26°C, durante 10 dias. A massamicelia produzidafoi ex-
traida com o auxilio de um funil de Buchner, o excesso de

umidade foi eliminado através da prensagem manual do ma-
terial fungico em folha de papel de filtro. Posteriormente a
massamicelial frescafoi pesadaem balancade alta precisdo.
Nematoides

Larvas infectantes (L3) de nematdides (Cooperia sp. e
Haemonchus sp.) foram obtidas das fezes de bezerros mesti-
¢os holandés X zebu, criados a campo e naturalmente
infectados.

Animais

A avaliagdo da passagem dosisolados flingicos pelo tra-
to gastrintestinal de bezerrosfoi realizada utilizando-se cinco
bezerros machos criados acampo, mesti¢os holandés X zebu,
com 10 meses de idade e de aproximadamente 150 kg de
peso vivo. Estes animais foram separados através de sorteio
em 2 ensai 0s experimentais, identificados como experimento
“A” (contendo 3 animais) e experimento “B” (contendo 2
animais).

Experimento “ A”

Ostrésanimais utilizados no experimento “ A” receberam
um tratamento anti-helmintico prévio de ivermectin
(IVOMECA& Meria Salude Animal Ltda) na dose de 200 pg/
kg de peso vivo, foram confinados e separados ao acaso. Apés
21 dias osanimaisreceberam ragao especial autoclavadacom-
postapor 1 kg de milho triturado e 3 kg de capim Pennisetum
purpureum durante 5 dias antes e 5 dias depois da data deter-
minada para a realizag&o dos tratamentos.

Tratamento 1 (SF-53) - O bezerro recebeu um prepara-
do fangico, administrado por viaoral com o auxilio de uma
sonda, composto de 600 ml de agua potéavel e 100 g de
micélio fresco do isolado de M. sinense SF-53. O preparado
foi homogeneizado utilizando-se um liquidificador domés-
tico Arnoa em 12 sessfes breves de rotagdo no modo “ pul-

sar.

Tratamento 2 (CGlI) - O bezerro recebeu um preparado
flngico, administrado por via oral com o auxilio de uma
sonda, composto de 600 ml de agua potéavel e 100 g de
micélio fresco do isolado de M. appendiculatum CGI. O
preparado foi homogeneizado da mesma forma que o trata-
mento 1.

Tratamento 3 (CONTROLE) - O bezerro recebeu um
volume de 600 ml de &gua potavel administrado por viaoral
com o auxilio de uma sonda.

Amostras fecais foram coletadas diretamente do reto de
cadaanimal as 12, 18, 24, 48, 72 e 96 horas apés aadminis-
tracdo oral. Dois gramas de fezes foram removidos indivi-
dualmente destas amostras homogenei zadas e colocadas em
placas de Petri com 5 cm de didmetro contendo agar-adgua a
2%. Sobre a superficie destas placas foram gotejados 750
I de solugdo, contendo 750 larvasinfectantes de nemat6ides
(Cooperia sp. e Haemonchus sp.). Posteriormente foram con-
servadas em estufaa 25°C e no escuro durante 16 dias. Apos
24 horas da colocagéo do material fecal nas placas utilizou-
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se microscépio Optico para pesquisa diaria de estruturas
reprodutivas (conidiéforos e conidios), com caracteristicas
morfol dgicas condizentes com o isolado testado, analisadas
com a chave proposta por Liu e Zhang (1994). Ao final, as
larvas infectantes de nematéides foram recuperadas em tu-
bos de hemdlise com auxilio do aparelho de Baermann apds
12 horas e agua a 42°C, contadas e identificadas utilizando-
se um microscopio éptico em objetiva de 10 x.
Os ensaios realizados foram repetidos trés vezes.

Experimento “ B”

A infecg8o por nematoides, naturalmente adquirida, nos
animais do experimento “B” foi avaliada através da conta-
gem de ovos por grama de fezes (OPG) segundo técnica mo-
dificada de Gordon e Whitlock (1939) e descrita por Lima
(1989).

Osanimaisforam confinados e al eatoriamente separados,
receberam rac8o especial autoclavada damesmaformaqueo
experimento “A”.

Tratamento 1 (SF-139) — O bezerro recebeu um prepara-
do fungico, administrado por via oral com o auxilio de uma
sonda, composto de 600 ml de &gua potével €87 g de micélio
fresco do isolado de M. sinense SF-139. O preparado foi
homogeneizado da mesma forma que o experimento “A”.

Tratamento 2 (CONTROLE) — O bezerro recebeu um
volume de 600 ml de &gua potavel administrado por viaora
com o auxilio de uma sonda.

Fezesforam coletadas diretamente do reto de cadaanimal
as 12, 18, 24, 48, 72 e 96 horas depois da administragdo oral.
Ap6s serem homogeneizadas individualmente, aliquotas fo-
ram extraidas para a realizagdo das coproculturas e das pla-
cas. Paraas coproculturas misturaram-se 10 g defezesa10 g
de serragem autoclavada, este contetido foi umedecido e acon-
dicionado em copos plésticos de 300 ml cobertos com papel
aluminio perfurado. Para o preparo das placas, espalharam-
se 2 g de fezes em placas de Petri com 5 cm de didmetro
preenchidas com agar-agua 2%.

As culturas de fezes permaneceram durante 16 dias em
estufa a 26°C ao abrigo da luz, as larvas infectantes de
nematoides foram recuperadas em tubos de hemdlise com
auxilio do aparelho de Baermann em 12 horas com aguaini-
cialmente a 42°C. As placas foram conservadas em estufa a
25°C e no escuro durante 16 dias, apds 24 horas da colocacdo
do material fecal, utilizou-se microscédpio Optico, em objeti-
va de 10 x, para pesquisa didria de estruturas reprodutivas
(conidiéforos e conidios) e analisadas pela chave de classifi-
cacdo de Liu e Zhang (1994). Ao final, as larvas infectantes
de nematdides foram recuperadas em tubos de hemdlise com
auxilio do aparelho de Baermann em 12 horas com aguaini-
cialmente a42°C.

A identificac8o e proporcéo daslarvas recuperadas foram
obtidas segundo critério estabelecido por Keith (1953).

Os ensaios foram repetidos cinco vezes para cultura de
fezes e trés vezes para montagem das placas.

Araujo e Ribeiro

Andlise estatistica

Osdados obtidos foram submetidos aanalise devariancia
e deregressdo. As médias foram comparadas utilizando-se o
teste de Tukey em nivel de 5% de probabilidade.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Experimento “ A”

Osisoladosdefungos predadorestestados, M. sinense (SF-
53) e M. appendiculatum (CGl), foram capazes de suportar
as condicBes adversas impostas durante o transito pelo trato
gastrintestinal dos bezerros.

Conidios foram primeiramente visualizados, ao 14° dia
de observagdo, nas placas dos tempos 12, 18, 24 e 48 horas
paraoisolado CGIl e do tempo 12 horas para o isolado SF-53.
A presenca de conidios em todos os periodos testados foi
alcancada pel o isolado M. appendiculatum ao 15° diade ava-
liacdo, neste momento, o fungo M. sinense era passivel de
confirmacdo apenas nos periodos 12, 18 e 24 horas, manifes-
tando-se nos demais periodos, somente, ao 16° dia.

N&o foi detectada a presenca de fungos nematéfagos nas
placas pertencentes ao tratamento controle.

O tempo médio necessario para a passagem de material
flngico pelo sistema digestivo dos ruminantes é muito vari-
avel. Waller et al. (1994) registraram o periodo de 24 horas,
trabalhando com ovinos. Melo et al. (2003) encontraram o
fungo M. thaumasium em placas confeccionadas com fezes
de caprinos coletadas 21 e 24 horas ap6s ainoculagdo. Ara-
Ujo et a. (1999) administraram por viaora abezerrosmicélio
e conidios de dois isolados de A. robusta, um isolado de A.
conoides, um isolado de M. ellypsosporum e um isolado de
M. thaumasium. Os autores rel ataram a observagdo dosfun-
gos nas placas de Petri preenchidas com fezes amostradas
as 15, 18, 21, 24, 48, 72, 96 e 110 horas ap6s o fornecimen-
to oral. Este estudo demonstrou que os isolados SF-53 e
CGlI foram capazes de atravessar 0 sistema digestivo de be-
zerros em 12 horas, sendo eliminados por estes até 96 horas
ap6s administracéo oral e mantiveram acapacidade de predar
larvas infectantes de Cooperia sp. e Haemonchus sp. Esta
habilidade predatéria ja havia sido comprovada por Gomes

Tabela 1. Valores médios do nimero de larvas infectantes de
Cooperia sp. e Haemonchus sp. recuperadas das placas de
Petri preenchidas com fezes de bezerros amostradas nos
tempos 12, 18, 24, 48, 72 e 96 horas ap6s os tratamentos
com o isolado Monacrosporium sinense (SF-53) e o isolado
M. appendiculatum (CGl).

Tempo (horas)

Tratamento 12 18 24 48 72 96
SF-53 36,0b 26,0b 65,7a 24,3a 15,0b  14,0b
CGl 101,3b 146,3a 45,0a 25,7a 25,7b  12,0b

CONTROLE 278,7a 153,3a 140,0a 111,0a 140,3a 90,7a

As médias seguidas de pelo menos uma mesma letra na coluna nao
diferem entre si ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste Tukey.
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et al. (1999), ao perceberem um comportamento patogénico
semelhante dos isolados, aqui testados, frente a larvas
infectantes de Cooperia punctata durante sete dias de estu-
do. Neste estudo, quando estes fungos foram testados com
larvas infectantes de H. placei, o isolado SF-53 exibiu uma
patogeni cidade ligeiramente superior ao isolado CGlI.

A Tabela 1 exibe os valores médios do nimero de larvas
infectantes de Cooperia sp. e Haemonchus sp. recuperadas
das placas de Petri nos respectivos tempos e diferentes trata-
mentos avaliados no presente experimento. Observou-se que
os Ultimos periodos avaliados (72 e 96 horas) foram aqueles
gue apresentaram os menores nimeros médios de larvas
infectantes recuperadas, significando uma maior atividade
predatoria.

Os periodos de maior eliminacdo fungica por parte dos
animais relacionam-se diretamente aos tempos de maior
predacéo larval dentro de um mesmo tratamento. O tipo e a
quantidade de alimento fornecido durante o experimento,
assim como, a dose de fungo testada, podem eventual mente
influenciar a dindmica de eliminacdo fungica. N&o existe
atualmente consenso sobre uma dose fangica ideal
(FERNANDEZ et al., 1999). No presente ensaio cientifico
utilizaram-se 100 g de micélio fresco para cadaisolado tes-
tado, durante a producéo da massa micelial, o isolado CGlI
sobressai u-se comparado ao isolado SF-53 em caracteristi-
cas desegjaveis no processo industrial de produgao, apresen-
tando maior vel ocidade de crescimento em meio liquido GPY
€ menor susceptibilidade a contaminagdes.

A variagdo das curvas de recuperagdo de larvas entre tra-
tamentos pode sofrer ainda ainfluénciada afinidade predato-
ria dos fungos aos nematdides testados. A suspensdo de
nematoides utilizada neste experimento apresentou propor-
¢oes larvais de 58% e 42% para Cooperia sp. e Haemonchus
sp. respectivamente. Uma vez que os isolados SF-53 e CGlI
apresentam comportamento patogénico semelhante para 0s
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Figura 1. Estimativa média do nimero de larvas infectantes de Cooperia
sp. e Haemonchus sp. recuperadas das placas de Petri nos tratamen-
tos com o isolado Monacrosporium sinense (SF-53), isolado
M.appendiculatum (CGIl) e CONTROLE em fungao do tempo.

parasitas utilizados, os resultados dos tratamentos presentes
na Tabela 1 devem ter sofrido pouca influéncia desse aspec-
to. Gomeset a., (2001) recordam, no entanto, que os estudos
invitro podem superestimar o potencial dosfungos, umavez
gue as placas de Petri limitam as opcbes de escape dos
nematoides.

Nota-se através das curvas de regressao dispostas naFig.
1 que osisoladosfungicos (SF-53 e CGI) apresentaram com-
portamentos semel hantes ao longo do tempo, diferindo cla-
ramente do tratamento controle através do intersticio gera-
do no gréfico, entre as linhas de tendéncias, representativo
da acdo predatéria dos fungos. Contudo, é possivel que a
proximidade estatistica de dados exibida pel os tratamentos
fungicos (SF-53 e CGl) testados neste trabalho, derive do
fato destes isolados terem sido eliminados em quantidades
pouco discrepantes para todos os tempos analisados e por
possuirem semelhante atividade predatéria para as larvas
testadas.

Experimento “B”

No presente estudo ndo houve evidéncias de que o fungo
predador M. sinense (SF-139) tenha sido capaz de atravessar
0 trato gastrintestinal de bezerros ap6s administragéo oral.
As observacdes diarias das placas de todos os tempos néo
apresentaram a presenca de nenhuma estrutura reprodutiva
de caracteristica morfoldgica compativel com a do fungo
pesquisado.

Tabela 2. Valores médios do nimero de larvas infectantes de
Cooperia sp. e Haemonchus sp. recuperadas das
coproculturas realizadas com fezes de bezerros amostradas
nos tempos 12, 18, 24, 48, 72 e 96 horas ap6s o tratamento
com o isolado Monacrosporium sinense (SF-139).

Tempo (horas)
Tratamento 12 18 24 48 72 96

SF-139  559,6a 656,8a 907,0a 1471,2b 1458,0a 2063,2a
CONTROLE 421,8a 1225,0a 999,0a 3047,4a 1625,8a 2585,8a

As médias seguidas de pelo menos uma mesma letra na coluna ndo
diferem entre si ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste Tukey.

Tabela 3. Valores médios do nimero de larvas infectantes de
Cooperia sp. e Haemonchus sp. recuperadas das placas de
Petri preenchidas com fezes de bezerros amostradas nos tem-
pos 12, 18, 24, 48, 72 e 96 horas ap6s o tratamento com o
isolado Monacrosporium sinense (SF-139).

Tempo (horas)
Tratamento 12 18 24 48 72 96

SF-139 421,7a 746,7a 287,3a 349,0a 386,3a 518,7a
CONTROLE 198,0a 365,3a 639,7a 719,0a 514,0a 899,0a

As médias seguidas de pelo menos uma mesma letra na coluna ndo
diferem entre si ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste Tukey.
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N&o foi detectada a presencade fungos nematéfagos nas
placas pertencentes ao tratamento controle.

A habilidade deste isolado em predar larvas infectantes
de Cooperia sp. e Haemonchus sp. jatinha sido comprova-
da por trabalhos anteriores (GOMES et al.,1999).

AsTabelas 2 e 3 compreendem os dados do nimero mé-
dio de larvas de Cooperia sp. e Haemonchus sp. recupera-
das das coproculturas e das placas respectivamente nos di-
ferentes tratamentos em tempos distintos, observando-se
apenas diferenca para o periodo de 48 horas nas
coproculturas.

Os bezerros utilizados neste experimento apresentaram
OPG médio idénticos de 1100, estaintensidade coincidente
de parasitismo desejadanametodologiafoi determinadapelo
método modificado de Gordon e Whitlock (1939) e descri-
to por Lima (1989), porém, como todo exame microscopi co
guantitativo ele é incapaz de expressar a real infecgdo do
hospedeiro, prestando-se apenas para determinar aintensi-
dade do parasitismo (HOFFMANN, 1987).

O isolado M. sinense (SF-139) j& havia sido avaliado
por Aradjo et al. (1999), quando administrado por viaoral a
bezerros na forma de conidios, em dose de 20x105, e na
forma de micélio com presenca de armadilha (100 g) e sem
presenca de armadilha (100 g). Ao final do trabalho, os au-
tores constataram que o fungo ndo passou pelo sistema di-
gestivo dos animais. Muitos isolados fungicos sucumbem
durante o trénsito pelo trato alimentar dos ruminantes devi-
do as severas condic¢des térmicas, enzimaticas e anaerébias
impostas a eles (GRONVOLD et a., 1993). Os resultados
contraditorios entre i solados de uma mesma espécie de fun-
go com respeito a habilidade de suportar a passagem pelo
sistema digestivo podem ser explicados pela existéncia de
caracteristicas diferentes inerentes as linhagens testadas
(GR@NVOLD et al., 1996). No presente trabal ho, dois iso-
lados da mesma espécie (M. sinense) foram testados, o iso-
lado SF-53 resistiu a passagem pelo trato digestivo dos be-
zerros, diferentemente do isolado SF-139 que ndo obteve
éxito.

Osisolados de fungos predadores, M. sinense (SF-53) e
M. appendiculatum (CGl), preservam acapaci dade de predar
larvas infectantes dos géneros Cooperia sp. e Haemonchus
sp., apos a passagem pelo trato digestivo de ruminantes.
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