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Four isolates of nematophagous fungi Monacrosporium thaumasium (isolate NF 34A); M. sinense (isolate SF
470); Arthrobotrysrobusta (isolate | 31) and Duddingtonia flagrans (isolate CG 768) were eval uated under |aboratory
conditions regarding the capacity to entrap infective Cooperia sp. and Haemonchus sp. larvae. The in vitro tests
using Petri dishes, the fungi (separately or associately) did not show variation in predatory capacity among the
isolatestested against infectivelarvae of Cooperia sp. and Haemonchus sp. (P>0.05) during five days of experimen-
tal assay. Reproductive structures (conidia) from all isolateswere visualized in 5" day. On the 20" day, theinfective
larvae were recovered by the Baermann apparatus. There was significant reduction (P<0.05) of the average number
of infective nematodes larvae recovered of the Petri dishes when compared with the control group using the fungi
separately and up to two associations. Three or four fungal associations against infective larvae of Cooperia sp.
and Haemonchus sp. were not efficients (P>0.05) when compared with the control group. Such evidences can
confirm the competition among the i sol ates tested.
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nematophagous fungi.

RESUMO

Quatro isolados dos fungos nemat6fagos Monacros-
porium thaumasium (isolado NF 34A), M. sinense (isolado
SF 470), Arthrobotrysrobusta (isolado | 31) e Duddingtonia
flagrans (isolado CG 768) foram avaliados em condi¢des
laboratoriais quanto a capacidade de predar larvas
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infectantes de Cooperia sp. e Haemonchus sp. Nostestes
in vitro usando placas de Petri, os fungos (separadamente
ou associados) ndo apresentaram variacdes na capacidade
predatéria 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 (conidios) foram encontradas em todos os
isolados no quinto dia. No vigésimo dia, as larvas
infectantes foram recuperadas através do aparelho de
Baermann. Houve reducgéo significativa (P<0,05) no
namero médio de larvas infectantes de nematdides
recuperadas das placas de Petri quando comparadas com
0 grupo-controle usando os fungos em separado e até
duas associacdes. Na utilizacdo de trés ou quatro
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associagdes fungicas ndo houve eficiéncia (P>0,05) contra
larvas infectantes de Cooperia sp. € Haemonchus sp.
guando comparadas com o grupo-controle. Tais evidén-
cias podem confirmar a competicéo existente entre os
isolados testados.

PALAVRAS-CHAVE: Controle biolégico, Monacrosporium
sp., Duddingtonia flagrans, Arthrobotrys robusta, fungos
nemat6fagos.

INTRODUGCAO

O control e biol 4gico, mediante 0 uso de microorganismos,
é alternativa promissorano controle de nemat6ides. Organis-
mos como fungos, bactérias, virus, protozoarios, entre ou-
tros, tém sido identificados como parasitas ou predadores de
nematoides (MOTA et a., 2003). As espécies de fungos
Arthrobotrys robusta, Duddingtonia flagrans, Monacros-
porium thaumasium e M. sinense sdo identificadas como
nematofagas (BARRON, 1977) e tem sido estudadas quanto
a0 seu potencial como agentes controladores biolégicos de
helmintos gastrintestinai s de animais domésticos (ALVES et
a.,2003; ARAUJO et d., 1993, 1998, 1999; DIMANDERet d.,
2003; GOMESet al. 1999; MELOet al., 2003; LARSEN et dl.
1995).

Fungos predadores do género Monacrosporium foram
classificados por Cooke e Godfrey (1964) como pertencen-
tes a subdivisdo Deuteromycotina. Estes fungos produ-
zem nddulos adesivos, que sdo células globosas recobertas
por um material adesivo elocalizadas no apice deumahifa
ndo-adesiva, sendo cada nédulo composto de uma a trés
células, e ou de redes tridimensionais, que também séo
recobertas por material adesivo (BARRON, 1977). Dentre
os predadores, inclui-se também o género Arthrobotrys,
gue produz um extenso sistemade hifas, ao longo das quais
sdo produzidas organelas capazes de capturar nematéides
vivos, da mesma forma que o género Monacrosporium.
Apobs a captura, o fungo penetra e se desenvolve no interi-
or do nematéide aprisionado nas armadilhas consumindo o
seu interior elangando 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 domeésti cos. Esse fungo predanematoides
por meio de hifas adesivas e produzem conidios e
clamiddsporos com morfol ogia de 25-50 pm de comprimen-
to por 10-15 pm delargura(COOKE; GODFREY, 1964). Na
Nova Zelandia, a combinagéo de fungos nemat6fagos dos
géneros Duddingtonia, Monacrosporium e Har posporium
foi testada por Waghorn et al. (2002) sobre estadiosdevida
livre de Ostertagia circuncincta e apresentou resultados
promissores.

Mota et al.

O objetivo do presente estudo foi comparar a eficacia de
isolados dos fungos predadores de nemat6ides dos géneros
Arthrobotrys, Duddingtonia e Monacr osporiumisoladamente
e em associagdes, no controle in vitro de larvas de terceiro
estadio de Cooperia sp. e Haemonchus sp., parasitos
gastrintestinais de bovinos.

MATERIAL EMETODOS

Organismos

Panagrellus sp. (nemat6ides de vida livre) foram manti-
dosem placasde Petri com meio de aveiaem flocos, umedecida
e amassada. Esses nemat6ides foram extraidos do meio de
cultura através daimersdo de pequenas quantidades de aveia
em &gua destilada no aparelho de Baermann e coletados em
tubos de hemdlise apés seis horas de decantagao.

Quiatro isolados de fungos predadores de nematdides,
sendo dois isolados do género Monacrosporium; M.
thaumasium (isolado NF 34A) e M. sinense (isolado SF 470);
um isolado do género Arthrobotrys; A. robusta (isolado | 31) e
um isolado do género Duddingtonia; D. flagrans (isolado CG
768) foram mantidosa4°C, ao abrigo daluz eemtubo deensaio
contendo corn-meal-agar 2% (CMA 2%). Essesisoladosbrasi-
leiros foram obtidos pelo método do espalhamento do solo de
Duddington (1955), modificado por Santoset d. (1991).

As larvas infectantes de Cooperia sp. € Haemonchus sp.
foram obtidas das fezes de bezerros natural mente infectados,
mesticos holandés x zebu de aproximadamente seis meses de
idade, oriundos daregido de Vigosa, Minas Gerais. Aslarvas
foram quantificadas eidentificadas utilizando-se microscopio
optico (objetiva de 10x), e se encontravam na proporcéo de
52,0% de Haemonchus sp. e 48,0% de Cooperia sp.

Ensaio experimental

Discosde culturade 4 mm de diémetro foram transferidos
dos isolados fungicos mantidos em tubos de ensaio conten-
do CMA 2% para placas de Petri de 8,5 cm de didmetro, con-
tendo 20 mL demeio CMA 2% e mantidosem estufaa 25°C, no
escuro e por 7 dias. ApGs o crescimento fungico, novos dis-
cos de culturaforam transferidos para placas de Petri conten-
do 20 mL demeio agar-agua2% (AA 2%) ondeforam acresci-
dos de 1mL de suspensdo de agua destilada contendo 1000
larvas de Panagrellus sp., diariamente, durante um periodo
de 21 dias para ainducdo da formagéo de conidios fungicos.
Quando o completo desenvolvimento fungico foi observado,
5 mL de &gua destilada foram adicionados a cada placa de
Petri, sendo que, conidiosefragmentos miceliaisforam remo-
vidos conformedescrito por Araljo et a. (1993).

Quinze grupos foram formados, em placas de Petri de 8,5
cm de diémetro, contendo 20 mL de AA 2% previamente
marcadas em campos de 4 mm de didmetro. Estes grupos fo-
ram compostos de 1000 larvas infectantes de nematéides
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gastrintestinais (L 3) de bovinos, Cooperia sp. e Haemonchus
sp., € 1000 conidios de isolados fungicos. Os quatro isolados
fungicos foram combinados em todas as associagfes possi-
veis, sendo que de cada uma dessas combinacfes formou-se
um grupo. O valor numérico dos conidiosfoi quantificado de
forma que cada placa contivesse 1000 conidios em suatotali-
dade, independente do nimero de fungos utilizados nas as-
sociagfes. Quatro desses grupos continham 1000 conidios de
cada isolado fungico individualmente. Nas combinagfes de
dois fungos os grupos continham 500 conidios de cadaisola-
do, nasdetrés 333 conidios de cadaisolado e nade quatro 250
conidios de cada isolado.

Foram formados grupos-control e referentes a cadaisolado
fangico ou associagdo com a mesma proporcao de conidios
conforme descrito acima, todavia, sem a presencadas L3. Da
mesmaforma, foram formados quatro grupos-control e conten-
do suspensdo de 1000 larvas infectantes por placa, sem a adi-
¢a0 de quai squer isolados fungicos. Para cada grupo realizou-
se 5 repeticles.

A cada 24 horas, dez campos de cada placa de Petri dos
véariosgruposforam examinados em microscopio, com objetiva
de 10x , onde foram quantificados os nimeros de larvas
infectantes livres por campo de 4mm de diémetro.
Concomitantemente, observou-se apresencadelarvas predadas
em armadilhas e 0 desenvolvimento de conidios. Foramredliza-
dasleiturasdiarias em cadaplacapor cinco dias. Ap6s 20 dias,
realizou-se acoletade larvasinfectanteslivres através do apa-
relho de Baermann com éguaa 26°C por 6 horas. Essaslarvas
foram quantificadas e posteriormente identificadas. O nimero
médio de larvas infectantes foi calculado em cada grupo e a
eficiénciade cadaisolado e combinacdo foi avaliadapelo teste
de Tukey anivel de 1 e 5% de probabilidade.

Hisireis dé nemataldeg

B A-condrods 131 B B-zont

67

RESULTADOSE DISCUSSAO

Osfungos nemat6fagosD. flagrans (GRONVOLD et al.,
1993; LARSEN, 1999), A. robusta(ARAUJO et al., 1998), M.
sinense (ARAUJO; RIBEIRO, 2003) eM. thaumasium (ALVES
etal., 2003; ARAUJO et al.., 2004) tem agio comprovada so-
bre nematdides gastrintestinais de bovinos e séo promisso-
res candidatos para serem utilizados no controle biolégico
desses organismos. No Brasil, 0s estudos pioneiros que de-
monstraram a agdo de fungos nemat6fagos sobre larvas
infectantes de Haemonchus placei parasitos de bovinos fo-
ram desenvolvidospor Araljo et a. (1992; 1993 €1994). Es-
sestrabalhos consistiram naaplicacdo detestesin 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 associacfes foram
as primeiras a serem utilizadas em um mesmo trabalho para
controlar larvas infectantes de Cooperia sp. e Haemonchus
sp.

AsFiguras 1 e 2 representam os val ores médios do nime-
ro delarvasinfectantes detrichostrongilideos gastrintestinais
debovinoslivresem placas de Petri com AA 2%. Ap6s5dias,
foi comprovada diferenca estatisticamente significativa
(P<0,01) entre todos os isolados flngicos e os grupos-con-
trole. Todos osisolados fungicosforam eficientes na predagdo
de larvas infectantes de Cooperia sp. e Haemonchus sp.,
nematGides parasitos gastrintestinais de bovinos.

As Figuras 3, 4 e 5 representam os valores médios do
ndimero de larvas infectantes livres de nematoéides
gastrintestinais de bovinos em placas de Petri com AA 2%
marcadas em campos de 4mm de didmetro durante as cinco
leituras de dez campos al eatori os paraas associ agoes flingicas
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Figura 1. Valores médios do numero de larvas infectantes livres de Trichostrongilideos por campo de 4 mm de diametro em placas de Petri com
agar-agua 2% para os grupos-controle dos fungos | 31 (Arthrobotrys robusta), CG 768 (Duddingtonia flagrans), SF 470 (Monacrosporium

sinense) e NF 34A (M. thaumasium).
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Figura 2. Valores médios do nimero de larvas infectantes livres de trichostongilideos por campo de 4 mm de didmetro em placas de Petri com
agar-agua 2% para os isolados fangicos | 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 nimero de larvas infectantes livres de Trichostrongilideos por campo de 4 mm de diametro em placas de Petri com

agar-agua 2% para as associagOes fungicas de dois isolados. | 31 (Arthrobotrys robusta), CG 768 (Duddingtonia flagrans), SF 470
(Monacrosporium sinense) e NF 34A (M. thaumasium).
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Figura 4. Valores médios do nimero de larvas infectantes livres de Trichostrongilideos por campo de 4 mm de diametro em placas de Petri com
agar-agua 2% para as associagOes fungicas de trés isolados. | 31 (Arthrobotrys robusta), CG 768 (Duddingtonia flagrans), SF 470
(Monacrosporium sinense) e NF 34A (M. thaumasium).
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Figura 5. Valores médios do nimero de larvas infectantes livres de Trichostrongilideos por campo de 4 mm de diametro em placas de Petri com
agar-agua 2% para as associagOes fungicas de quatro isolados. | 31 (Arthrobotrys robusta), CG 768 (Duddingtonia flagrans), SF 470

(Monacrosporium sinense) e NF 34A (M. thaumasium).

Tabela 1. Valores médios e desvio padrao (+DP) do nimero de
larvas infectantes livres de Haemonchus sp. e Cooperia sp.
recuperadas apoés 20 dias de interagdo com os diversos trata-
mentos flngicos e dos grupos-controle sem tratamento fdngico.

Isolados Haemonchus sp. Cooperia sp.
(+xDP) (+DP)
| 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 3t1,34
NF 34A (Monacrosporium thaumasium)  1+2,16 2+0,72
131+CG 768 2+1,42 4+2 .83
131+ SF 470 5+0,76 8+3,36
131 + NF 34A 1+1,45 2+0,72
CG 768 + SF 470 7+2,83 612,76
CG 768 + NF 34A 740,72 60,96
SF 470 + NF 34A 6+1,42 7+1,65
131+ CG 768 + SF 470 12+0,72 13+3,45
131+ CG768 + NF 34A 18+2,83 14+4,33
131 + SF 470 + NF 34A 17+3,54 12+1,68
CG 768 + SF 470 + NF 34A 16+0,72 15+2,66
131+ CG 768 + SF 470 + NF 34A 174,83 21+3,54
CONTROLE 31 32+13,54 27+9,33
CONTROLECG 768 19+5,65 27+11,33
CONTROLE SF470 12+3,45 14+5,56
CONTROLE NF 34A 16+3,45 18+5,53

constituidas de dois, trés e quatro isolados flngicos utiliza-
dos no experimento, respectivamente.

N&o houve diferenca estatisticamente significativa(p>0,05)
entre as associ agoes flngicas e os diversos isolados fungicos
utilizados no controle in vitro de trichostrongilideos parasi-
tos de bovinos. Comparando osresultadosdaFigural com as
Figuras 3,4 e 5 foi observado que quaisguer das associagdes
fangicas apresentam menor propor¢do de larvas infectantes
livres do que nos grupos-controle, com diferenca estatistica-
mente significativa(p<0,01). Foi observadaapresencade ar-
madilhas em todas as placas com fungos desde a primeira

leiturae, naleiturafinal, todas as placas apresentaram conidios,
sendo que osisolados | 31 e CG 768 foram os primeiros a
apresentar conidios (3 dias). Isso influenciou na imediata
predacdo daslarvas, poisem todos 0s grupos com tratamento
fangico, percebe-se que amaior taxa de predacéo das larvas
ocorreu nas primeiras 24 horas da adi¢&o do fungo as placas.
A diferenciaco da hifa e das estruturas de captura ocorreu
dentro das 24 horas ap0s o contato flingico com as larvas e
esta de acordo com Pramer (1964). A Tabela 1 apresenta os
valores médios de larvas infectantes livres de Cooperia sp. e
Haemonchus sp. recuperadas apds 20 dias deinteragdo. Mai-
ores nimeros de larvas infectantes livres desses nematoides
foram recuperadas das placas dos grupos-controle do que
das placas dos grupos contendo os isolados fungicos indivi-
dualmente e com duas associagdes fungicas, com diferenca
estati sticamente significativa (p<0,05). No entanto, apartir de
trés associagdes fungicas ndo foram observadas diferencas
significativas (P> 0,05). O grupo representado pela associa
¢do dos quatro isolados fungicos foi 0 de menor eficiénciana
predacao delarvasinfectantes de nemat6ides, provavelmente
devido a competicdo fungica entre os isolados de diferentes
espécies. Esse resultado poderialimitar a utilizagéo dos fun-
gos M. thaumasium, M. sinense, A. robusta e D. flagrans as-
sociados no controle de nematéides parasitos gastrintestinais
de bovinos.

A propor¢doinicial de’52,0% de Haemonchus sp. €48,0%
de Cooperia sp. apresentou vaores finais de 50,7% e 49,3%,
respectivamente. Esse resultado demonstra que os isolados
fungicos testados ndo foram seletivos para um determinado
género de helminto.

Duddingtonia flagrans € a espécie de fungo nemat6fago
mais estudada no controle das helmintoses gastrintestinais
de animais domésticos, tendo sido escolhida em estudos rea-
lizados por Larsen (1999) como amais promissora. No entan-
to, o presente trabalho ndo demonstrou que essa espécie de
fungo foi mais eficaz no controle in vitro de Cooperia sp. e
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Haemonchus sp. que os fungos A. robusta, M. sinense e M.
thaumasium. A escolha de um fungo nematéfago deveriato-
mar em consideracao ndo so testesin vitro, mas também tes-
tes acampo, onde espécies de fungos dalocalidade deveriam
ser as preferidas para serem utilizadas no controle de
nematGides. Em animais domésticos como 0s bovinos ostes-
tes para se selecionar fungos nemat6fagos promissores de-
vem incluir também a passagem desses fungos pelo trato
gastrintestinal, uma vez que muitos ndo sobrevivem a essa
passagem.

OpcOes ndo-quimioterapicas de controle de nematéides
parasitas de animais precisam ser incoorporadas em um mane-
jo integrado, como o controle biol6gico. Os fungos
nemat6fagos sdo um grupo de controladores biol 6gicos que
necessita de maiores estudos na distingdo das espécies e va-
riacOes dentro das espécies, visto que podem existir diferen-
¢as na capacidade predatéria entre os diversos isolados. As
associagles fungicas sdo pouco estudadas, e nesse trabalho
observou-se que podem ndo ser mais eficientes que os isola
dos fungicos utilizados em separado. Novos estudos devem
ser desenvolvidos a fim de revelar as possiveis interages
entre osdiferentesisolados, que se comportam deformadife-
rente quanto a espécie de nematodide e quanto ao nimero de
associagdes fungicas. E possivel aexisténciade competicio
entre os diversosisolados, explicando a diferencade eficacia
dentro dessas associacOes.
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