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The predatory capacity of isolates of nematode-trapping fungus Arthrobotrys robust (131), Duddingtonia
flagrans (CG768) and Monacrosporiumthaumasium (NF34A) oninfectivelarvae of Ancylostoma spp. wasevaluated
inlaboratoria conditionsin experimental essay in medium water-agar 2% (WA 2%). There was significant reduction
(P<0.05) of 89.89%, 97.75% and 88.76% in the average of infectivelarvae of Ancylostoma spp. recovered of medium
WA 2% from the treatments with isolated CG768, 131 and NF34A, respectively. The isolated 131 was the most
effective in the capture of the infective larvae. The results show that these fungi can be used in the environmental
control of the free-living stages of Ancylostoma spp. of dogs.
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RESUMO

A capacidade predatéria de i solados de fungos predadores de
nematdide Arthrobotrysrobusta (131), Duddingtonia flagrans
(CG768) e Monacrosporium thaumasium (NF34A) sobre lar-
vas infectantes de terceiro estadio de Ancylostoma spp. foi

avaliada em condicBes laboratoriais em ensaio experimental

emmeio &gar-agua 2% (AA 2%). Houvereducdo significativa
(P < 0,05) de 89,89%, 97,75% e 88,76% na média de larvas
infectantes de Ancyl ostoma spp. recuperadas do meio AA 2%
dostratamentos com osisolados CG768, 131 e NF34A, respec-
tivamente. Oisolado |31 foi o maiseficaz nacapturadaslarvas
infectantes. Os resultados evidenciam que estes fungos pre-
dadores podem ser utilizados para controlar no ambiente as
fases pré-parasitérias de Ancylostoma spp. de cées.

PALAVRAS-CHAVE: Ancylostoma spp., Monacrosporium
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thaumasium, Duddingtonia flagrans, Arthrobotrys robusta,
fungos nematéfagos.

INTRODUCAO

Os cées desempenham um importante papel como animais
de companhia para o ser humano que, sentimentalmente en-
volvido com estes animais, estabelece lagos profundamente
afetivos (ROBERTSON et al., 1990), mas apesar dos benefici-
0s a sociedade, estes animais podem ser importante fonte de
risco a salde humana por serem considerados reservatorios
potenciais de agentes infecciosos como parasitos, bactérias,
fungosevirus(ROBERTSON et d., 2000).

Dentre os helmintos intestinais o Ancylostoma spp. tém
requerido grande atencdo pelo seu potencial zoondético
(ROBERTSON et al., 2000). A presencade cesinfectadosem
locais publicos pode aumentar significativamente a contami-
nac&o do solo com ovos deste nematdide (LAGAGGIO et d.,
2002). Dessaforma, afacilidade com que as fezes destes ani-
mais podem ser misturadas ao solo, permanecendo no ambi-
ente por varios dias, facilita a transmissdo destes parasitos
(MURADIAN et d., 2002). Estima-seque maisdeum bilh&o de
pessoas no mundo sdo infectadas por meio do solo, sugerin-
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do, portanto que a contaminagdo ambiental representaimpor-
tante indicador de risco da populacéo humana em contrair
estasinfeccBes (CROMPTON, 1999).

No entanto, organismos como fungos, bactérias, virus,
protozoérios, entre outros, sdo tidos como nematéfagos (MOTA
et a., 2003), podendo ser utilizados como controle aternativo
de nematdides parasitas de pequenos animais, mas os fungos
nematofagos apresentaram melhores resultados em pesguisas
de controle biol gico de nematédides (RIBEIRO, 2003). Dentre
os fungos nematéfagos destacam-se os predadores dos géne-
ros Arthrobotrys, Duddingtonia e Monacrosporium, ja com-
provados como potenciais agentes no controle de nematéides
parasitasdeanimais(ARAUJO et al., 2004).

O objetivo deste trabalho foi avaliar a capacidade predaté-
ria de trés isolados das espécies de fungos predadores de
nemat6ides Arthrobotrysrobusta (131), Duddingtonia flagrans
(CG768) e Monacrosporiumthaumasium (NF34A) no controle
in vitro de larvas infectantes de Ancylostoma spp.

MATERIAL EMETODOS

Trés isolados de fungos predadores de nematéides, M.
thaumasium (isolado NF34A), A. robusta (isolado 131) e D.
flagrans (isolado CG768) foram mantidos em tubos de ensaio
contendo corn-meal-agar 2% (CMA 2%) no escuro atempera-
turade 4 °C. Estes isolados brasileiros de fungos predadores
foram previamente obtidos pelo método de espalhamento do
solo de Duddington (1955), modificado por Santoset al. (1991)
e estavam armazenados no Laboratério de Parasitologia do
Departamento de Veterindriada Universidade Federal deVico-
sa, MinasGerais(MG).

Aslarvasinfectantes (L) de Ancylostoma spp. foram ob-
tidas de coproculturas feitas a partir de fezes frescas de cées
sem racga definida — SRD naturalmente infectados. As
coproculturas foram mantidas por 10 dias em estufa a 26°C,
sendo atemperaturade 23-30 °C favoravel ao desenvolvimen-
to pré-parasitério paraas espéciesdeste nemat6ide (FREITAS,
1982). AsL , recuperadas foram contadas em seis aliquotas de
10 ml, sob microscépio ptico com objetivade 10x. A média
dasL3foi calculadaextrapolando-se amédiadelarvas presen-
tesparao volumefinal. Foi utilizadaatécnicade Willis (1927)
para pesquisa de ovos nas fezes e 0s cdes positivos para
infeccdo por Ancylostoma spp., foram mantidos no canil da
Universidade Federal deVicosa, MG

Tréstratamentos e um controle foram formados e mantidos
emtemperaturaambienteem placasde Petri de5 cm dedidmetro
contendo 10 ml de agar-agua 2% (AA 2%), com 10 repeticdes
paracadagrupo. Nostratamentos, cadaplacacontinhal.000 L,
de Ancylostoma spp. e 1.000 conidios de apenas um isolado
fungico paracadatratamento— CG768, |31 ou NF34A, eo grupo
controle (sem isolado fungico) conteve apenas 1.000 L, nas 10
placas formadas.

Durante 10 dias, acada 24 horas, 10 campos aeatériosde 4
mm de didmetro em cadaplacade Petri dosquatro gruposforam
observados em microscopio, em objetivade 10x, contando-seo
numero de L, ndo predadas em cada um. Concomitantemente,

Maciel et al.

foram observadas|arvas predadas em armadilhas e 0 desenvol-
vimento de conidios analisado segundo as chaves de classifi-
cagdo propostas por Liu e Zhang (1994), Van Oorschot (1985),
Haard (1968) e Cooke e Godfrey (1964). No décimo dia, foram
recuperadas as L, ndo predadas do contetido das placas de
Petri pelatécnicade Baermann, que por estimulo do calor bran-
do da &gua, inicialmente a 42 °C, promoveu a migracéo das
larvas do meio de cultura para a &gua permitindo a concentra
¢do destas em tubos de centrifugacdo apos 24 horas de sedi-
mentacdo esponténea (UENO ; GONCALVES, 1998).

Uma pi peta de Pasteur acopl ada a uma bomba de vacuo per-
mitiu adrenagem do volume contido nos tubos de centrifugac@o
atéumvador padrdo de3ml. Deste, coletaram-se seisdiquotasde
10 ml queforam distribuidasem [&minas devidro paracontagem
dasL., de Ancylostoma spp. recuperadas, por meio deum micros-
cdpio optico, em objetivade 10x. Caculou-seamédiadaslarvas
presentes nestas seis aiquotas e extrapolou-se para um volume
fina que foi gjustado até se obter a quantidade de L, necessaria
para formacdo dos quatro grupos deste ensaio.

A médiadeL , néo predadasedeL , recuperadasfoi calcula-
do nos tratamentos e no controle. Os dados foram interpreta-
dos estatisticamente pela andlise de variancia (Teste F) em ni-
veisde 1 e5% de probabilidade e de regressio linear em nivel de
5% de probabilidade. A eficiéncia de predacéo de L, nostrata-
mentos em relagcdo ao controle foi avaliadapel o teste de Tukey
a0 nivel de 5% de probabilidade. O célculo do percentua de
reducdo damediade L, nos tratamentos foi feito pela equacao:

MédiadeL , recuperadesdo controle- MédiadeL , recuperadasdotratamento
MédiadeL , recuperadasdo controle

Redugio (%) = )xlOO

As andlises estatisticas foram realizadas com o auxilio do
programa “Sistema de Andlises Estatiticas e Genéticas’ —
SAEG —, desenvolvido pelaUniversidade Federal deVigosa—
MinasGerais(EUCLIDES, 1997).

RESULTADOSE DISCUSSAO

Os isolados de fungos predadores de nemat6ides testa-
dos, A. robusta (isolado | 31) eD. flagrans (isolado CG 768) e
M. thaumasium (isolado NF 34A) foram capazes de predar as
L, de Ancylostoma spp. nos ensaios in vitro realizados. Esta
predacdo foi visualizadanostratamentosjanaprimeiraleitura
dos campos feita 24 horas apés ainteracéo das larvas com os
isolados fungicos, ndo sendo detectada a presencga de fungos
nemat6fagos e conseqliente predacdo nas placas do controle
durante os dias do ensaio. A comprovagdo desta predaco foi
verificadacom aredugéo nameédiadasL , recuperadas ao final
doensaio (Fig. 1).

As espécies de fungo predador utilizadas neste estudo
tém sido relatadas como controle eficaz de nematdides de ru-
minantes, pequenos ruminanteseequinos (MOTA et a., 2000;
GOMESet ., 2001; CASTRO, 2003; CHANDRAWATHANI
etal., 2003; ARAUJO et al., 2004). Porém, ndo existem rel atos
na literatura sobre a agéo das espécies de fungo predador de
nematdidesA. robusta, D. flagranse M. thaumasiumem predar
espécies do género Ancylostoma spp.

A formagdo de armadilhas € umaresposta de fungos predado-
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Figura 1. Média de L, de Ancylostoma spp. néo predadas recupera-
das de meio AA 2% pelo método de Baermann no décimo dia, dos
tratamentos apds interagdo com os isolados de fungos predadores
Arthrobotrys robusta (131), Monacrosporium thaumasium (NF34A)
e Duddingtonia flagrans (CG768) e do controle sem fungos.

res a presenca e migracéo de nematoides ou de substéncias deles
derivadassendoumsntomadedeficiéncianutriciona (SCHOLLER;
RUBNER, 1994, GRONVOLD et d., 1996). A presencadelL, de
Ancylostoma spp. nas placas de Petri contendo AA 2% foi essen-
cia paraaformaco das armadilhas pelos isolados e sua nutricéo
num meio pobreem nutrientescomo éomeioAA 2%. Meosricos
emCeN previnemapassagem do saprofitismo paraumahabilida
de predatdria, havendo formaco de pouquissma ou nenhuma
amadilha(SCHOLLER; RUBNER, 1994) essgundo ErenePramer
(1965), o fornecimento periddico de nematdides aos fungos em
meios de baixo nivel nutricional reduziria o crescimento sapréfita
destes fungos. No presente ensaio tomou-se o cuidado de néo
usar melo &gar nuttriente, masgpenasAA 2%, deformaqueofungo
S0 poderia usar o nematdide como fonte de nutricéo.

A temperatura € importante no crescimento e produgéo de
armadilhas evariadeacordo com aespécie, havendo influéncia
nos percentuals de apreensdo de larvas na faixa de 20 a 33°C

o
L

L5 de Ancylostoma spp.

(MORGAN-JONESet d., 1997). Issofoi comprovado em estu-
do in vitro com o fungo predador D. flagrans que produziu
grande quantidade de armadilhas natemperaturade 20-30°C em
apenas dois dias e poucas armadilhas na temperatura de 10°C
em10dias(GRONVOLD et dl., 1996). Nesteensaio, mantido a
temperaturaambiente, amédiapermaneceu em torno de 28°C.
As médias de L, ndo predadas por campo de 4 mm de dia-
metro do controleforam significativamente maiores (P< 0,05) do
que as dos tratamentos em todos os dias experimentais. Entre 0s
tratamentos, diferencasignificativaentreasmédias (P< 0,05) foi
observadanos dias4 e 5 quando ameédiade L ,ndo predadas do
isoladosNF34A diferiu dosdemaistratamentos. Nosdias2,6e7
esteisolado diferiu apenasdo tratamento com o isolado 131. Nos
demais dias n@ houve diferenca entre as médias (Tebela 1).
Com base nestes val ores estimaram-se as equagles gjusta-
das da regresséo para o controle sem fungos e tratamentos
(Fig. 2). As equacdes com ato grau de associacdo entre avari-
avel dependenteeavaridvel explicativaD (R? > 0,90) ecom 0s

Tabela 1. Média diaria de larvas infectantes (L,) n&o predadas
de Ancylostoma spp. por campo de 4 mm de diametro em
meio AA 2% durante um periodo de 10 dias nos tratamentos
com os isolados de fungos predadores Arthrobotrys robus-
ta (131), Monacrosporium thaumasium (NF34A) e
Duddingtonia flagrans (CG768) e no controle sem fungos.

Tempo Tratamentos (média L, ndo predadas)

(Dias) Controle CG768 131 NF34A
1 4,85a 2,98b 2,89b 2,13b
2 4,68a 2,28b 2,87b 1,86bc
3 4,50a 2,11b 2,15b 1,45b
4 4,29a 2,07b 2,14b 1,01c
5 4,20a 1,66b 1,85b 0,73c
6 3,60a 0,91b 1,82b 0,56hc
7 3,37a 0,66b 1,48b 0,28hc
8 2,32a 0,56b 1,16b 0,26b
9 2,15a 0,52b 1,08b 0,20b
10 1,96a 0,50b 0,61b 0,11b

Médias seguidas de pela mesma letra nas linhas néo diferem estatis-
ticamente entre si em nivel de 5% de probabilidade pelo teste de
Tukey com D.M.S. = 0,9276.

Y = 5,52467 - 0,351394**D, R? = 0,9382
Y = 2.12933 - 0.230970**D. R? = 0.9197

Y = 3,004 —0,287091**D, R? = 0,9235

Dias

Controle = = =131

— - CG768

Y = 3.13867 - 0.242485**D. R? = 0.9662

NF34A

Figura 2. Curvas de regressao linear de larvas infectantes (L,) ndo predadas de Ancylostoma spp. observadas em campos de 4 mm de
diametro em meio AA 2% em funcéo do tempo nos tratamentos com os isolados fungicos de Arthrobotrys robusta (131), Duddingtonia flagrans
(CG768) e Monacrosporium thaumasium (NF34A) e no controle sem fungos.
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coeficientes deregressdo significativos (P < 0,01) mostram que
os dias influenciaram diretamente na predacdo de L, de
Ancylostoma spp. por campo de4 mm dedidmetro, ou sgja, para
cada dia acrescentado a0 experimento a média destas larvas
diminuiude0,35; 0,28; 0,24 e0,23 L, parao controlesem fungos
eostratamentoscom osisoladosfungicosCG768, I31eNF34A,
respectivamente.

O comportamento descendente da curva de regressao
dos tratamentos, sob temperatura ambiente média de 28 °C,
pbde ser evidenciado na Figura 2, originado a partir dos da-
dos da Tabela 1, mostrando reduggo nas medias das L, ndo
predadas por campo de 4 mm de didmetro de Ancylostoma
spp. ao longo do tempo devido a captura das L, nas armadi-
Ihas fungicas.

As médias das L, de Ancylostoma spp. recuperadas do
meio AA 2% das do controle e dos tratamentos no décimo dia
experimental pelo método de Baermann foram representadas
na Figura 1. A média do controle diferenciou-se estatistica
mente (P < 0,05) dos tratamentos. Em relacdo ao controle, o
isolado de 131 foi 0 mais eficiente na captura e destruicéo de
L, entretanto na comparagéo entre os tratamentos a media de
larvasrecuperadas ndo foi estatisticamente diferente (P> 0,05)
damédiado isolado CG768, sendo estatisticamente diferente
(P < 0,05) dado isolado NF34A. Houve reducéo de 88,76%,
97,75% e 89,89% das | arvas nos tratamentos com os isolados
NF34A, 131 e CG768, respectivamente.

Em comparacdo a ensaios ja realizados com outros
nematdides com as mesmas espécies de fungo predador, a
porcentagem de reducdo de L, de Ancyl ostoma spp. foi maior.
Emensaioinvitro doisisoladosde A. robusta—B e C—foram
capazes de capturar num periodo de cinco dias umameédia de
53% e 56% das L, de Cooperia punctata (ARAUJO et dl.,
1998). Esta mesma espécie predou 32,3% das L, de Sron-
gyloides papillosus (GONZALEZ CRUZ et al., 1998) €92,33%
das L, de Haemonchus contortus (MENDOZA-DE GIVES et
al., 1992) apds setediasincubados a25°C em meio CMA 2%.
Foram recuperadas apenas 690 L, das 10.000 L, de H. contortus
apos 20 dias deincubagdo a 25°C em meio AA 2% com 1.000
conidiosde M. thaumasium (MOTA et a., 2000).

CONCLUSDES

Os isolados de fungos predadores A. robusta (131), D.
flagrans (CG768) e M. thaumasium (NF34A) sdo eficientesna
capturain vitro dos nemat6ides Ancylostoma spp. em placas
de Petri sobre superficie de meio de crescimento AA 2%. Ha
uma maior atividade predatériain vitro em meio AA 2% do
isolado de A. robusta (131) sobre L, de Ancylostoma spp. em
relacdo aos isolados D. flagrans (CG768) e M. thaumasium
(NF34A).
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