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RESUMO

Quatro isolados dos fungos nematófagos Monacros-
porium thaumasium (isolado NF 34A), M. sinense (isolado
SF 470), Arthrobotrys robusta (isolado I 31) e Duddingtonia
flagrans (isolado CG 768) foram avaliados em condições
laboratoriais quanto a capacidade de predar larvas

infectantes de Cooperia sp. e Haemonchus sp. Nos testes
in vitro usando placas de Petri, os fungos (separadamente
ou associados) não apresentaram variações na capacidade
predatória entre os isolados testados contra as larvas
infectantes de Cooperia sp. e Haemonchus sp. (P>0,05)
durante 5 dias do ensaio experimental. Estruturas
reprodutivas (conídios) foram encontradas em todos os
isolados no quinto dia. No vigésimo dia, as larvas
infectantes foram recuperadas através do aparelho de
Baermann. Houve redução significativa (P<0,05) no
número médio de larvas infectantes de nematóides
recuperadas das placas de Petri quando comparadas com
o grupo-controle usando os fungos em separado e até
duas associações. Na utilização de três ou quatro
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associações fúngicas não houve eficiência (P>0,05) contra
larvas infectantes de Cooperia sp. e Haemonchus sp.
quando comparadas com o grupo-controle. Tais evidên-
cias podem confirmar a competição existente entre os
isolados testados.

PALAVRAS-CHAVE: Controle biológico, Monacrosporium
sp., Duddingtonia flagrans, Arthrobotrys robusta, fungos
nematófagos.

INTRODUÇÃO

O controle biológico, mediante o uso de microorganismos,
é alternativa promissora no controle de nematóides. Organis-
mos como fungos, bactérias, vírus, protozoários, entre ou-
tros, têm sido identificados como parasitas ou predadores de
nematóides (MOTA et al., 2003). As espécies de fungos
Arthrobotrys robusta, Duddingtonia flagrans,  Monacros-
porium thaumasium e M. sinense são identificadas como
nematófagas (BARRON, 1977) e tem sido estudadas quanto
ao seu potencial como agentes controladores biológicos de
helmintos gastrintestinais de animais domésticos (ALVES et
al., 2003; ARAÚJO et al., 1993, 1998, 1999; DIMANDER et al.,
2003; GOMES et al. 1999; MELO et al., 2003; LARSEN et al.
1995).

Fungos predadores do gênero Monacrosporium foram
classificados por Cooke e Godfrey (1964) como pertencen-
tes à subdivisão Deuteromycotina. Estes fungos produ-
zem nódulos adesivos, que são células globosas recobertas
por um material adesivo e localizadas no ápice de uma hifa
não-adesiva, sendo cada nódulo composto de uma a três
células, e ou de redes tridimensionais, que também são
recobertas por material adesivo (BARRON, 1977). Dentre
os predadores, inclui-se também o gênero Arthrobotrys,
que produz um extenso sistema de hifas, ao longo das quais
são produzidas organelas capazes de capturar nematóides
vivos, da mesma forma que o gênero Monacrosporium.
Após a captura, o fungo penetra e se desenvolve no interi-
or do nematóide aprisionado nas armadilhas consumindo o
seu interior e lançando para o meio externo as suas estrutu-
ras vegetativas e reprodutivas (BARRON, 1977; GRAY,
1987). No velho mundo, o fungo D. flagrans é a espécie
mais estudada no controle das nematodioses gastrintes-
tinais de animais domésticos. Esse fungo preda nematóides
por meio de hifas adesivas e produzem conídios e
clamidósporos com morfologia de 25-50 µm de comprimen-
to por 10-15 µm de largura (COOKE; GODFREY, 1964). Na
Nova Zelândia, a combinação de fungos nematófagos dos
gêneros Duddingtonia, Monacrosporium e Harposporium
foi testada por Waghorn et al. (2002) sobre estádios de vida
livre de Ostertagia circuncincta e apresentou resultados
promissores.

O objetivo do presente estudo foi comparar a eficácia de
isolados dos fungos predadores de nematóides dos gêneros
Arthrobotrys, Duddingtonia e Monacrosporium isoladamente
e em associações, no controle in vitro de larvas de terceiro
estádio de Cooperia sp. e Haemonchus sp., parasitos
gastrintestinais de bovinos.

MATERIAL E MÉTODOS

Organismos
Panagrellus sp. (nematóides de vida livre) foram manti-

dos em placas de Petri com meio de aveia em flocos, umedecida
e amassada. Esses nematóides foram extraídos do meio de
cultura através da imersão de pequenas quantidades de aveia
em água destilada no aparelho de Baermann e coletados em
tubos de hemólise após seis horas de decantação.

Quatro isolados de fungos predadores de nematóides,
sendo dois isolados do gênero Monacrosporium; M.
thaumasium (isolado NF 34A) e M. sinense (isolado SF 470);
um isolado do gênero Arthrobotrys; A. robusta (isolado I 31) e
um isolado do gênero Duddingtonia; D. flagrans (isolado CG
768) foram mantidos a 4°C, ao abrigo da luz e em tubo de ensaio
contendo corn-meal-agar 2% (CMA 2%). Esses isolados brasi-
leiros foram obtidos pelo método do espalhamento do solo de
Duddington (1955), modificado por Santos et al. (1991).

As larvas infectantes de Cooperia sp. e Haemonchus sp.
foram obtidas das fezes de bezerros naturalmente infectados,
mestiços holandês x zebu de aproximadamente seis meses de
idade, oriundos da região de Viçosa, Minas Gerais. As larvas
foram quantificadas e identificadas utilizando-se microscópio
óptico (objetiva de 10x), e se encontravam na proporção de
52,0% de Haemonchus sp. e 48,0% de Cooperia sp.

Ensaio experimental
Discos de cultura de 4 mm de diâmetro foram transferidos

dos isolados fúngicos mantidos em tubos de ensaio conten-
do CMA 2% para placas de Petri de 8,5 cm de diâmetro, con-
tendo 20 mL de meio CMA 2% e mantidos em estufa a 25ºC, no
escuro e por 7 dias. Após o crescimento fúngico, novos dis-
cos de cultura foram transferidos para placas de Petri conten-
do 20 mL de meio agar-água 2% (AA 2%) onde foram acresci-
dos de 1mL de suspensão de água destilada contendo 1000
larvas de Panagrellus sp., diariamente, durante um período
de 21 dias para a indução da formação de conídios fúngicos.
Quando o completo desenvolvimento fúngico foi observado,
5 mL de água destilada foram adicionados à cada placa de
Petri, sendo que,  conídios e fragmentos miceliais foram remo-
vidos conforme descrito por Araújo et al. (1993).

Quinze grupos foram formados, em placas de Petri de 8,5
cm de diâmetro, contendo 20 mL de AA 2% previamente
marcadas em campos de 4 mm de diâmetro. Estes grupos fo-
ram compostos de 1000 larvas infectantes de nematóides
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gastrintestinais (L3) de bovinos, Cooperia sp. e Haemonchus
sp., e 1000 conídios de isolados fúngicos. Os quatro isolados
fúngicos foram combinados em todas as associações possí-
veis, sendo que de cada uma dessas combinações formou-se
um grupo. O valor numérico dos conídios foi quantificado de
forma que cada placa contivesse 1000 conídios em sua totali-
dade, independente do número de fungos utilizados nas as-
sociações. Quatro desses grupos continham 1000 conídios de
cada isolado fúngico individualmente. Nas combinações de
dois fungos os grupos continham 500 conídios de cada isola-
do, nas de três 333 conídios de cada isolado e na de quatro 250
conídios de cada isolado.

Foram formados grupos-controle referentes à cada isolado
fúngico ou associação com a mesma proporção de conídios
conforme descrito acima, todavia, sem a presença das L3. Da
mesma forma, foram formados quatro grupos-controle conten-
do suspensão de 1000 larvas infectantes por placa, sem a adi-
ção de quaisquer isolados fúngicos. Para cada grupo realizou-
se 5 repetições.

A cada 24 horas, dez campos de cada placa de Petri dos
vários grupos foram examinados em microscópio, com objetiva
de 10x , onde foram quantificados os números de larvas
infectantes livres por campo de 4mm de diâmetro.
Concomitantemente, observou-se a presença de larvas predadas
em armadilhas e o desenvolvimento de conídios. Foram realiza-
das leituras diárias em cada placa por cinco dias. Após 20 dias,
realizou-se a coleta de larvas infectantes livres através do apa-
relho de Baermann com água a 26°C por 6 horas. Essas larvas
foram quantificadas e posteriormente identificadas. O número
médio de larvas infectantes foi calculado em cada grupo e a
eficiência de cada isolado e combinação foi avaliada pelo teste
de Tukey a nível de 1 e 5% de probabilidade.

RESULTADOS E DISCUSSÃO

Os fungos nematófagos D. flagrans (GRONVOLD et al.,
1993; LARSEN, 1999), A. robusta (ARAÚJO et al., 1998), M.
sinense (ARAÚJO; RIBEIRO, 2003) e M. thaumasium (ALVES
et al., 2003; ARAÚJO et al., 2004) tem ação comprovada so-
bre nematóides gastrintestinais de bovinos e são promisso-
res candidatos para serem utilizados no controle biológico
desses organismos. No Brasil, os estudos pioneiros que de-
monstraram a ação de fungos nematófagos sobre larvas
infectantes de Haemonchus placei parasitos de bovinos fo-
ram desenvolvidos por Araújo et al. (1992; 1993 e 1994). Es-
ses trabalhos consistiram na aplicação de testes in vitro onde
se utilizou as espécies de fungos A. robusta, A. musiformis,
A.conoides e M. ellypsosporum. No presente trabalho, as
espécies de fungos empregadas e suas associações foram
as primeiras a serem utilizadas em um mesmo trabalho para
controlar larvas infectantes de Cooperia sp. e Haemonchus
sp.

As Figuras 1 e 2 representam os valores médios do núme-
ro de larvas infectantes de trichostrongilídeos gastrintestinais
de bovinos livres em placas de Petri com AA 2%. Após 5 dias,
foi comprovada diferença estatisticamente significativa
(P<0,01) entre todos os isolados fúngicos e os grupos-con-
trole. Todos os isolados fúngicos foram eficientes na predação
de larvas infectantes de Cooperia sp. e Haemonchus sp.,
nematóides parasitos gastrintestinais de bovinos.

As  Figuras 3, 4 e 5 representam os valores médios do
número de larvas infectantes livres de nematóides
gastrintestinais de bovinos em placas de Petri com AA 2%
marcadas em campos de 4mm de diâmetro durante as cinco
leituras de dez campos aleatórios para as associações fúngicas

Figura 1. Valores médios do número de larvas infectantes livres de Trichostrongilídeos por campo de 4 mm de diâmetro em placas de Petri com
agar-água 2% para os grupos-controle dos fungos I 31 (Arthrobotrys robusta), CG 768 (Duddingtonia flagrans), SF 470 (Monacrosporium
sinense) e NF 34A  (M. thaumasium).
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Figura 3. Valores médios do número de larvas infectantes livres de Trichostrongilídeos por campo de 4 mm de diâmetro em placas de Petri com
agar-água 2% para as associações fúngicas de dois isolados. I 31 (Arthrobotrys robusta), CG 768 (Duddingtonia flagrans), SF 470
(Monacrosporium sinense) e NF 34A  (M. thaumasium).

Figura 4. Valores médios do número de larvas infectantes livres de Trichostrongilídeos por campo de 4 mm de diâmetro em placas de Petri com
agar-água 2% para as associações fúngicas de três isolados. I 31 (Arthrobotrys robusta), CG 768 (Duddingtonia flagrans), SF 470
(Monacrosporium sinense) e NF 34A  (M. thaumasium).

Figura 2. Valores médios do número de larvas infectantes livres de trichostongilídeos por campo de 4 mm de diâmetro em placas de Petri com
agar-água 2% para os isolados fúngicos I 31 (Arthrobotrys robusta), CG 768 (Duddingtonia flagrans), SF 470 (Monacrosporium sinense) e
NF 34A  (M. thaumasium).
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constituídas de dois, três e quatro isolados fúngicos utiliza-
dos no experimento, respectivamente.

Não houve diferença estatisticamente significativa (p>0,05)
entre as associações fúngicas e os diversos isolados fúngicos
utilizados no controle in vitro de trichostrongilídeos parasi-
tos de bovinos. Comparando os resultados da Figura 1 com as
Figuras 3,4 e 5 foi observado que quaisquer das associações
fúngicas apresentam menor proporção de larvas infectantes
livres do que nos grupos-controle, com diferença estatistica-
mente significativa (p<0,01). Foi observada a presença de ar-
madilhas em todas as placas com fungos desde a primeira

leitura e, na leitura final, todas as placas  apresentaram conídios,
sendo que os isolados I 31 e CG 768 foram os primeiros a
apresentar conídios (3 dias). Isso influenciou na imediata
predação das larvas, pois em todos os grupos com tratamento
fúngico, percebe-se que a maior taxa de predação das larvas
ocorreu nas primeiras 24 horas da adição do fungo às placas.
A diferenciação da hifa e das estruturas de captura ocorreu
dentro das 24 horas após o contato fúngico com as larvas e
está de acordo com Pramer (1964). A Tabela 1 apresenta os
valores médios de larvas infectantes livres de Cooperia sp. e
Haemonchus sp. recuperadas após 20 dias de interação. Mai-
ores números de larvas infectantes livres desses nematoídes
foram recuperadas das placas dos grupos-controle do que
das placas dos grupos contendo os isolados fúngicos indivi-
dualmente e com duas associações fúngicas, com diferença
estatisticamente significativa (p<0,05). No entanto, a partir de
três associações fúngicas não foram observadas diferenças
significativas (P> 0,05). O grupo representado pela associa-
ção dos quatro isolados fúngicos foi o de menor eficiência na
predação de larvas infectantes de nematóides, provavelmente
devido à competição fúngica entre os isolados de diferentes
espécies. Esse resultado poderia limitar a utilização dos fun-
gos M. thaumasium, M. sinense, A. robusta e D. flagrans as-
sociados no controle de nematóides parasitos gastrintestinais
de bovinos.

A proporção inicial de 52,0% de Haemonchus sp. e 48,0%
de Cooperia sp. apresentou valores finais de 50,7% e 49,3%,
respectivamente. Esse resultado demonstra que os isolados
fúngicos testados não foram seletivos para um determinado
gênero de helminto.

Duddingtonia flagrans é a espécie de fungo nematófago
mais estudada no controle das helmintoses gastrintestinais
de animais domésticos, tendo sido escolhida em estudos rea-
lizados por Larsen (1999) como a mais promissora. No entan-
to, o presente trabalho não demonstrou que essa espécie de
fungo foi mais eficaz no controle in vitro de Cooperia sp. e

Tabela 1. Valores médios e desvio padrão (±DP) do número de
larvas infectantes livres de Haemonchus sp. e Cooperia sp.
recuperadas após 20 dias de interação com os diversos trata-
mentos fúngicos e dos grupos-controle sem tratamento fúngico.

Isolados Haemonchus sp. Cooperia sp.
(±DP) (±DP)

I 31 (Arthrobotrys robusta) 1±0,72 3±0,72
CG 768 (Duddingtonia flagrans) 1±2,15 1±1,34
SF 470 (Monacrosporium sinense) 1±0,72 3±1,34
NF 34A (Monacrosporium thaumasium) 1±2,16 2±0,72
I 31 + CG 768 2±1,42 4±2,83
I 31 + SF 470 5±0,76 8±3,36
I31 + NF 34A 1±1,45 2±0,72
CG 768 + SF 470 7±2,83 6±2,76
CG 768 + NF 34A 7±0,72 6±0,96
SF 470 + NF 34A 6±1,42 7±1,65
I31 + CG 768 + SF 470 12±0,72 13±3,45
I31 + CG768 + NF 34A 18±2,83 14±4,33
I31 + SF 470 + NF 34A 17±3,54 12±1,68
CG 768 + SF 470 + NF 34A 16±0,72 15±2,66
I 31 + CG 768 + SF 470 + NF 34A 17±4,83 21±3,54
CONTROLE I 31 32±13,54 27±9,33
CONTROLE CG 768 19±5,65 27±11,33
CONTROLE SF 470 12±3,45 14±5,56
CONTROLE NF 34A 16±3,45 18±5,53

Figura 5. Valores médios do número de larvas infectantes livres de Trichostrongilídeos por campo de 4 mm de diâmetro em placas de Petri com
agar-água 2% para as associações fúngicas de quatro isolados. I 31 (Arthrobotrys robusta), CG 768 (Duddingtonia flagrans), SF 470
(Monacrosporium sinense) e NF 34A  (M. thaumasium).
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Haemonchus sp. que os fungos A. robusta, M. sinense e M.
thaumasium. A escolha de um fungo nematófago deveria to-
mar em consideração não só testes in vitro, mas também tes-
tes a campo, onde espécies de fungos da localidade deveriam
ser as preferidas para serem utilizadas no controle de
nematóides. Em animais domésticos como os bovinos os tes-
tes para se selecionar fungos nematófagos promissores de-
vem incluir também a passagem desses fungos pelo trato
gastrintestinal, uma vez que muitos não sobrevivem a essa
passagem.

Opções não-quimioterápicas de controle de nematóides
parasitas de animais precisam ser incoorporadas em um mane-
jo integrado, como o controle biológico. Os fungos
nematófagos são um grupo de controladores biológicos que
necessita de maiores estudos na distinção das espécies e va-
riações dentro das espécies, visto que podem existir diferen-
ças na capacidade predatória entre os diversos isolados. As
associações fúngicas são pouco estudadas, e nesse trabalho
observou-se que podem não ser mais eficientes que os isola-
dos fúngicos utilizados em separado. Novos estudos devem
ser desenvolvidos a fim de revelar as possíveis interações
entre os diferentes isolados, que se comportam de forma dife-
rente quanto à espécie de nematóide e quanto ao número de
associações fúngicas. É possível a existência de  competição
entre os diversos isolados, explicando a diferença de eficácia
dentro dessas associações.
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