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RESUMO

A atividade predatéria de fungos nematéfagos e o desenvolvimento de estagios pré-
parasitarios de nematdédeos estrongilideos sdo inﬂuenciados'\;_)ela temperatura. O efeito de
diferentes temperaturas constantes na atividade predatoria dos fungos Arthrobotrys oligospora
e Arthrobotrys flagrans sobre as fases de vida livre dos nematddeos ciatostomineos foi
avaliado em um experimento onde inicialmente amostras de fezes foram colhidas diretamente
do reto de eqiiinos com infecg¢do natural. Apés homogeneizagdo , 150 amostras de 4 g cada
foram pesadas e distribuidas em recipientes plasticos individuais. Dessas, 50 amostras
receberam 2000 conidios/g de fezes de 4. oligospora diluidos em agua destilada, 50
amostras receberam uma suspensgo de agua destilada contendo 2000 clamidosporos/g de
fezes de A. flagrans e 50 amostras receberam apenas dgua destilada. Apos adigdo dos
conidios, clamidosporos ou agua destilada, as fezes foram homogeneizadas
individualmente e cultivadas durante 14 dias. Das 50 amostras submetidas a cada
tratamento, 20 foram incubadas a 27°C (temperatura controle) ¢ 30 em cada uma das

temperaturas teste (10°C, 15°C, 20°C, 25°C e 30°C). Apds a incubagdo, de cada grupo



tratado com 4gua destilada ou fungo na temperatura controle, 10 amostras destinaram-se a
extracdo de larvas infectantes (L;) e 10 amostras destinaram-se para contagem do niimero
de ovos por grama de fezes (OPG). Das amostras mantidas na temperatura teste, além das
10 amostras para extragéio de L; e das 10 para contagem de OPG , 10 outras amostras de
cada grupo tratado com agua destilada ou fungo foram incubadas por um periodo adicional
de 14 dias na temperatura controle para verificagdo do efeito da temperatura teste na
interrup¢éio do desenvolvimento dos estadios pré parasiticos e/ou fungos. Apds o periodo
adicional de cultivo na temperatura controle, fez-se entdo a extragdo das L; . As L,
recuperadas foram fixadas e preservadas em formalina a 10% para quantificagio posterior.
Este procedimento foi repetido para cada uma das temperaturas avaliadas. A temperatura
6tima de desenvolvimento de ovo até L; foi de 25°C. A 10°C o numero de L; recuperado foi
praticamente nulo e a 15°C e 20°C o percentual obtido foi inferior a 10%. Quando estes
cultivos foram incubados por um periodo adicional de 14 dias & 27°C permitiram o
desenvolvimento até L;. Em todos os cultivos inoculados com fungos, quando as larvas
estavam presentes, houve uma reducdo significativa no nimero de larvas atribuido a agdo
predatoria dos fungos. Ao serem estimulados a 25°C e 30°C os fungos ocasionaram redugdes
acima de 90% no nimero de L;. Os cultivos mantidos a 10°C, 15°C, 20°C, 25°C e 30°C
quando incubados por um periodo adicional de 14 dias na temperatura controle, mantiveram
percentuais de redugdo larvar superior a 90% para o fungo A. oligospora, 0 mesmo ndo
ocorrendo para A. flagrans, que apresentou percentuais de 47% e 42% quando estimulado a

10°C e 20°C, respectivamente. Esses fungos demonstraram ser eficientes na redugdo do
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nimero de L3 quando adicionados a fezes de eqiinos nas mesmas temperaturas ideais para o

desenvolvimento dos estidios pré-parasitarios.
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SUMMARY

The predatory activity of nematophagous fungi and the development of free-living
stages of cyathostominae nematodes are influence by temperature. The effect of different
temperatures on the predatory activity of Arthrobotrys oligospora and Arthrobotrys
flagrans on the free-living stages of cyathostominae nematodes were evaluated on an
experiment in which initially feces of horses naturally infected were taken from the
horses’rectum and homogenized. After that, 150 samples of 4 g each were weighted and
put into individual plastic containers. From those, 50 of them received a suspension of
2000 conidia of 4. oligospora in destilled water per gram of feces, 50 others received a
suspension of 2000 chlamydospores of 4. flagrans in destilled water per gram of feces and
the last 50 received only destilled water. After the addition of the conidia, chlamydospores
or distilled water, the feces were mixed individually and cultivate during 14 days. Of the 50
samples submitted to each treatment, 20 of them were incubated at 270 (control
temperature) and 30 in each one of test temperature (10°C, 15°C, 20°C, 25°C). After the

incubation, from each group treated with distilled water or fungi in the control temperature, 10
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samples were submitted to extraction of infective larvae (L3) and 10 samples to the counting of
the number of eggs per gram of feces (EPG). From the samples kept in the test temperature,
extraction of (L;) was performed in 10 samples and counting of EPG were performed in other
10 samples. In each group treated with distilled water or fungi, 10 samples were incubated for
an additional period of 14 days in the control temperature to verify the effect of the test
temperature in the interruption of the development of the free-living stages and/or the fungi.
After the additional period of cultivation in the control temperature extraction of Ly were then
performed in each sample. The L; recovered were, fixed and preserved in 10% formaline for
later quantification. This procedure was repeated for each test temperature. The optimum
temperature for egg development was 25°C. At 10°C the number of L; recovered was
practically none, and at 15°C and 20°C, the percentage of larvae recovered was less than 10%.
When these cultures were incubated for an additional period of 14 days at 27°C, they allowed
the development of Ls. In all the cultures inoculated with fungi, when the larvae were present,
it had a significant reduction in the number of larvae attributed to the action of fungi. When
estimulate at 25°C or 30°C, the fungi occasioned reductions above 90%, in the number of L;.
The samples cultivated at 10°C, 15°C, 20°C, 25°C and 30°C, when incubated for an additional
period of 14 days in the control temperature, they kept the reduction percentage of larvae
above 90% for A. oligospora. However, the same did not occur for A. flagrans, which
presented a reduction percentage between 47% and 42% when estimulated at 10°C and 20°C,
respectively. These fungi showed to be efficient in reducing the number of L; when mixed with
equine feces and maintained at the optimum temperature for the development of pre-parasite

stages of cyathostominae nematodes.



INTRODUCAO

Os ciatostomineos compreendem o grupo mais abundante de vermes em eqiiinos e
tém na sindrome clinica chamada ciatostomiase larvar uma das manifestagdes prejudiciais
a satide do animal. A sindrome esta associada a emergéncia estacional das larvas da parede
intestinal e inclui um subito inicio de uma diarréia cronica, colica branda, rapida perda de
peso, edema de partes dependentes, demora na queda da pelagem de inverno e morte em

infecgdes pesadas (UHLINGER,1991).

higienizagdo das pastagens através da redug¢do do namero de larvas infectantes €
um dos objetivos do controle das verminoses. O método convencional de controle dos
ciatostomineos tem suporte nos anti-helminticos e sua utilizagdo estratégica para assegurar
uma baixa contaminagdo da pastagem pelos ovos tem sido incentivado desde a década de
60 com os trabalhos de DRUDGE & LYONS (1966, citado por HERD, 1990), o qual
recomendavam o tratamento em doses bimensais. O uso intensivo, entretanto, selecionou
populagdes resistentes destes parasitos, sobretudo aoé benzimidazéis (HERD, 1990,

BAUER, 1994).



Atualmente, a resisténcia tornou-se um grande desafio, pois é pouco provavel num
futuro préximo o surgimento de novos compostos anti-helminticos devido o processo lento
de desenvolvimento, custos muito elevados e a possibilidade de um rapido aparecimento de

resisténcia a novas drogas (GRIMSHAW et al., 1994).

A ecotoxidade, proveniente dos residuos anti-helminticos ¢ outro problema. Cavalos
tratados com ivermectin oral na dosagem de 0,2 mg/kg tiveram significativamente um
tempo mais longo de degradagfio das fezes devido as alteragdes sofridas pela fauna

responsavel pela degradagdo do bolo fecal (HERD, STINNER & PURRINGTON,1993).

Alternativamente, o emprego de organismos vivos, ou parte deles, vem sendo
pesquisado com o propodsito de reduzir a disponibilidade de larvas nas pastagens,
diminuindo conseqiientemente a carga parasitaria em outras espécies animais criadas em
pastoreio continuo (GRONVOLD et al., 1993). Os fungos sdo 0os microrganismos mais
estudados com este propdsito em ruminantes € sdo considerados uma importante e provavel
alternativa a ser empregada futuramente em esquemas de controle integrado com o

proposito de reduzir ou eliminar aplicagdes anti-helminticas (WALLER, 1993).

A reducdo dos estagios de vida livre de nematddeos ciatostomineos em fezes de
eqiiinos tratadas com fungos nematdfagos foi examinada recentemente. Arthrobotrys
oligospora e Arthrobotrys flagrans, fungos predadores formadores de armadilhas,
mostraram-se eficientes na redugdo dos estadios pré-parasitarios (BIRD & HERD, 1995,

CHARLES et al., 1995).



Em fungo nematdfagos, de uma maneira geral, os processos morfogénicos, como
por exemplo a formagdo de armadilhas, sdo influenciados pelas condi¢gGes ambientais tais
como: temperatura, tensdo de oxigénio, luz, nivel de nutrientes e concentragio de larvas
(GRONVOLD, 1989). Em A. oligospora a temperatura demonstrou ser importante na
producdo de armadilhas quando o fungo foi induzido por 50 larvas infectantes de
Ostertagia ostertagi por centimetro quadrado. O nimero maximo de 382 armadilhas por
centimetro quadrado foi obtido a 20°C, enquanto que a temperaturas inferiores a 5°C e
acima de 35°C esse fungo ndio cresceu. Igualmente, as formas de vida livre dos
nematddeos estrongilideos séio afetadas pelos fatores climaticos notadamente a temperatura
e umidade que interferem com o desenvolvimento e eclosdo dos ovos assim como a

sobrevivéncia e persisténcias das larvas no meio ambiente (OGBOURNE, 1972, ENGLISH,

1979).

Neste trabalho, serdo apresentadas informagdes sobre a atividade predatoria de duas
espécies de fungos nematéfagos na redugdo dos estddios de vida livre de nematddeos

ciatostomineos em diferentes temperaturas constantes.



REVISAO DE LITERATURA

-Introducio

Os fungos nemat6fagos vivem na matéria orginica do solo onde desenvolveram
relagdes parasiticas ou predatorias com os nematodeos (BARRON, 1977). De acordo com sua
maneira de agir eles foram agrupados em endoparasitas, predadores, oportunistas (parasitas de
ovos, cistos e fémeas sedentarias) e aqueles que produzem metab;'Jlitos toxicos aos nematddeos

(SANTOS, 1991).

Os fungos endoparasitas se desenvolvem internamente nos nematddeos apos agdo
germinativa de esporos que os infectam por ades@o & parede corporal ou por ingestdo. Apos o
desenvolvimento do fungo dentro do nematddeo, na maioria das espécies somente hifas
reprodutivas (tubo de evacuagfio e conidiéforo) saem através da parede corporal para o
exterior. Os esporos geralmente sdo pequenos € quando sdo longos, sdo muito finos e com

pouca reserva energética (BARRON, 1977).

Os fungos predadores produzem um extensivo sistema hifico no meio ambiente. A



intervalos, ao longo da hifa, sio formadas armadilhas que capturam os nematédeos
mecanicamente ou por adesio (BARRON, 1977). As armadilhas s&o categorizadas como: hifas
adesivas ndo modificadas ou ndo diferenciadas, ramificagdes hifais anastomosadas formando
redes adesivas tridimensionais, ramificagdes adesivas que algumas vezes formam redes simples

€ na maioria das vezes bidimensionais, nodulos adesivos , anéis constritores e anéis nio

constritores (BARRON, 1977).

O relacionamento entre o tipo de armadilha e o nematédeo é variavel. Nas hifas
adesivas nfo modificadas a substincia adesiva é produzida sobre a superficie da hifa e o
nemat6deo pode ser capturado em algum ponto. Nas ramificagdes adesivas os nematddeos sio
capturados por adesdo a um ramo ereto que esta coberto com material adesivo, este
normalmente anastomosa para formar uma volta adesiva simples ou rede bidimensional, sendo
este tipo de armadilha pouco comum. As redes tridimensionais sdo0 o tipo mais comum de
armadilha. Os nodulos adesivos podem ser sésseis ou pedunculados e somente ele, o nédulo,
esta coberto com material adesivo. Anéis nio constritores sio mecanicamente passivos. O
nematodeo entra no anel e tenta forgar seu caminho tornando-se entdo firmemente preso e
incapaz de escapar. Ja os anéis constritores sdo mecanicamente ativos. Eles consistem de trés
células encurvadas e quando o nematédeo entra dentro do anel, as células recebem um
estimulo e dilatam em até trés vezes o seu tamanho normal. Esse intumescimento oblitera a

abertura do anel e o nematddeo € entdo firmemente preso.

Os fungos ovicidas s@o hébeis para atacar os estagios de ovo, especialmente os
contidos em cistos e nédulos localizados nas raizes de plantas. A penetragdo e colonizagdo de

um fungo ovicida, Verticillium chlamidosporium, foi estudado em ovos de Ascaris



lumbricoides, através da microscopia eletronica (LYSEK & KRAIJCL 1987: LYSEK &
STERBA, 1991). O fungo ovicida forma uma rede abundante de ramificagdes miceliais nas
proximidades dos ovos. Contudo, as cascas dos ovos sio penetradas somente por algumas
hifas sem que qualquer orgdo de penetragdo especializado seja produzido. Durante a
penetracdo, o complexo quitina-proteina da casca do ovo é danificado, provavelmente pela
acdo de enzimas. Ap6s a penetragdo a hifa cresce rapidamente entre as estruturas da casca do

ovo e a superficie da larva em desenvolvimento. Em seguida, coloniza a larva ocasionado

mortalidade.

Pouco se conhece sobre fungos que produzem metabolitos téxicos. A maioria dos
trabalhos tem sido feitos através de filtrados de cultivos fiingicos onde tem-se verificado ser
estes metabolitos efetivos na imobilizagdo de nematddeos, na interferéncia com o

desenvolvimento embrionario e na eclosio de larvas (DALLA PRIA, 1992).

A maioria dos fungos nematdfagos, aproximadamente 200 espécies, pertencem a classe
Deuteromycetes ou fungos imperfeitos. Esta classe esta particularmente representada no grupo
de fungos predadores, enquanto outras classes, tal como Basydiomycetes, Zygomycetes,
Oomycetes e Chytridiomycetes s8o encontrados entre os fungos endoparasitas (WALLER &
LARSEN, 1993).

-Utiliza¢io de fungos nematéfagos no controle biolégico de nematédeos parasitos de
animais

As informagdes disponiveis com fungos nematéfagos direcionados ao controle de

nematodeos parasitos de animais s3o quantitativamente maiores nos grupos predadores. Pouco



se tem estudado com fungos endoparasitos ¢ muito menos com fungos que produzem

metabolitos téxicos e com os oportunistas nio existe informagéo disponivel.

Trabalhos com Drechmeria coniospora, um endoparasito, demonstraram ser este capaz
de infectar e reduzir o nimero de larvas pré-infectantes de nematddeos trichostrongilideos
(JANSSON, JEYPRAKASH & ZUCKERMAN, 1985, SANTOS & CHARLES, 1995a).
Verificou-se que a infecgio ocorre pela ades@io de conidios na regido cefalica, proxima a
cavidade bucal e que apenas quando a concentragio de conidios adicionados a fezes atingiu 10°
conidios/g de fezes ocorreu uma redugio significativa do numero de larvas (SANTOS &
CHARLES,1995a). D. coniospora, em um levantamento feito com 94 fungos, esteve entre os
trés com maior capacidade de quimicamente atrair nematodeos. Além disso, foi capaz de
crescer em variados meios de cultivo a base de agar. Entretanto, esse fungo ndio cresceu em
agar fezes e nos cultivos onde ocorreu a colonizagdo o desenvolvimento foi lento (WALLER &

FAEDO, 1993).

A produgdo de metabdlitos toxicos por diferentes espécies de fungos nematdfagos foi
verificada sobre larvas de Haemonchus contortus (WALLER & FAEDO, 1993). Algumas
espécies produziram metabdlitos larvicidas independente da presenga das larvas de nematédeos
enquanto outras, foram somente induzidas a produzir estas substincias quando na presenga das
larvas. Duas espécies de Arthrobotrys, Arthrobotrys cladodes e Arthrobotrys cilyndrospora, €
uma espécie de Monacrosporium, Monacrosporium cianopagum produziram substincias com

acdo ovicida.



As pesquisas com fungos nematéfagos predadores visando-os como possiveis agentes
de controle de nematédeos parasitos de animais tiveram inicio entre as décadas de 30 e 40.
Nagquela época foi estudada a atividade de quatro fungos predadores em larvas de diferentes
espécies de nematédeos de animais (revisado por PANDEY,1973). Posteriormente, trabalhos
esporadicos foram desenvolvidos até meados da década de 80, quando entdio, uma série de
trabalhos foram publicados por pesquisadores dinamarqueses (revisados por GRONVOLD et
al., 1993) utilizando uma espécie de fungo predador denominado 4. oligospora (isolado ATCC
24927), originalmente isolado do solo de um jardim na Suécia. Uma valiosa contribuicdo tem
sido feita até entio com os achados dos dinamarqueses o que tem despertado e incentivado a

atengdo por parte de pesquisadores de outros paises.

A. oligospora produz esporos assexuadamente (conidios) que s3o uniseptados, de
parede delgada e seca. O conidio nasce em grupos em intervalos ao longo do comprimento do
conidioforo que € ereto, provavelmente para melhorar a dispersdo pelo vento (BARRON,
1977). Uma série de experimentos com a cepa ATCC 24927 deste fungo, usando-se cultivo
em fezes e meios a base de agar, demonstraram sua promissora capacidade predatoria. Esse
fungo, quando estimulado por larvas de diferentes espécies de nematddeos parasitas de animais
ou nematddeos de vida livre, Panagrellus redivivus e Rhabitis wohigemuthi, foi capaz de
formar armadilhas e prender rapidamente os nematddeos (NANSEN et al., 1986 & NANSEN
et al., 1988). A formagdo de armadilhas tem inicio entre a terceira e quarta hora pds contato
com o fungo e em cerca de 12 a 15 horas a quase totalidade das larvas séo presas. Os
nematédeos de vida livre e os primeiro e segundo estidios de Cooperia oncophora foram

imobilizados e mortos logo apds serem presos. Contudo, a larva infectante (L;) de C.



oncophora continuou lutando vigorosamente nas armadilhas por mais que 20 horas,
possivelmente pela. inabilidade do fungo em penetrar a cuticula externa do nematédeo,
remanescente da muda anterior (NANSEN et al. , 1986). As larvas infectantes de Dictyocaulus

v- ] i " : = . .
wiparus foram mais pobres em induzir armadilhas provavelmente devido a sua baixa

motilidade (NANSEN et al. , 1988).

A formagfo de armadilhas em 4. oligospora ¢ influenciada pela temperatura, tenso de
oxigénio, luz, nivel de nutrientes e concentragao de larvas (GRONVOLD, 1989). Quando o
fungo foi induzido por 50 L; de O. ostertagi por cm’, 0 nimero maximo de 382 armadilhas /
cm” foi obtido a 20°C. A produgdo de armadilhas sob condigdes anaerdbias foi nula e em
atmosfera normal (21 % de O,) e oxigénio puro, o fungo produziu armadilhas em taxas
comparaveis. Um numero médio de 191 armadilhas/cm’ foi obtido em sete dias, sob luz
elétrica de 500 lux, ao passo que na escuridiio, 478 armadilhas/cm® foram produzidas. Em
concentrag:ﬁés crescentes de agar milho o fungo produziu um micélio de densidade crescente,
que foi mais alta na concentrag@o de 2g/l e mais baixa na de 0,2g/l. O fungo produziu também,
significativamente poucas armadilhas (entre 100 e 200 armadilhas/cm?) na densidade mais alta
de micélio do que na densidade baixa, onde o nimero ficou entre 600 e 700 armadilhas/cm®.
Entre 0 a 100 L; de O. ostertagi/em®, um nimero crescente de armadilhas por cm’ foi

produzido com um nimero crescente de L.

O crescimento de 4. oligospora é influenciado pelo pH. Ele cresce bem na faixa de pH

entre cinco € oito, tendo um crescimento 6timo no pH 6 (GRONVOLD et al., 1985).
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A concentragio de conidios também exerce influencia na atividade do fungo 4.
oligospora. Quando a concentragdo de conidios atinge um minimo de 250 conidios por grama
de fezes, as larvas de C. oncophora sio significativamente presas e reduzidas no niumero. Na

concentragdo de 2500 conidios por grama de fezes, o grau de destruigdo larvar excede 99%

(GRONVOLD et al., 1985).

Uma série de experimentos com a cepa ATCC 24927 de A. oligospora demonstraram
sua eficiéncia em reduzir larvas no bolo fecal e vegetagio ao redor quando misturado as fezes.
Em 29 dias, a redugdo relativa na contaminagio da vegetagdo foi de 96% no ano de 1984
quando se testou 10 gramas de micélio por quilo de fezes e 86% no ano de 1985, quando foi
testado a quantidade de 56 gramas de micélio adicionada de meio de crescimento seco por
quilo de fezes (GRONVOLD et al, 1987). A infectividade da vegetacio onde foram
depositados bolos fecais inoculados com a concentragdo de 2000 conidios por grama de fezes
nos meses de maio, junho e julho de 1986 na Dinamarca, foi reduzida em 48%, 89% e 46%,
respectivamente, quando comparado ao controle (GRONVOLD et al., 1988 ). O numero total
de L; de O. ostertagi determinado em bolos fecais inoculados com fungos na concentragio de
0.250 gramas de micélio seco por quilo de fezes no periodo de 3 de junho a 15 de julho de 1989
foi reduzido em 42% quando comparado ao controle. J& o numero de L; registrado na
vegetagio ao redor dos bolos fecais inoculados com fungos no periodo de 3 de junho a 29 de
julho foi reduzido para 50% e durante o tltimo més quando os campos foram recontaminados,
o fungo predador foi responsavel pela redugdo de 71% na infectividade total da vegetagdo. Os
bezerros em pastoreio nestas areas com bolos fecais inoculados com fungos tiveram

significativamente baixas as contagens de ovos por grama de fezes, os niveis de pepsinogénio
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plasmético, as cargas de vermes adultos e a média de peso corporal, que foi de 16 kg a mais

quando comparado com o grupo de bezerros pastejando em parcelas controles livres de fungos

(GRONVOLD et al., 1989),

A resisténcia 4 passagem pelo trato digestivo dos animais ¢ uma caracteristica
importante devido & praticidade de utilizagdio no biocontrole e tem sido demonstrado ser
possivel em algumas cepas de fungos (SOPRUNOV, 1958, GRUNER et al, 1985, HASHMI &
CONNAN, 1989, PELLOILE, 1991, WOLSTRUP et al., 1994). A cepa ATCC 24927 de A.
oligospora ndo sobrevive a passagem pelo trato digestivo de bezerros, ovinos e suinos
(GRONVOLD et al., 1993). Resultados semelhantes foram obtidos com Dactyllela e outras
cepas de 4. oligospora assim como outras espécies predadoras, quando submetidos a passagem
pelo trato digestivo de eqiiinos, caprinos, ovinos € bovinos (DESCAZEAUX & CAPELLE,
1939, PARNELL & GORDON, 1963, PRYADKO & OSIPOV, 1986, LARSEN et al., 1992,

WALLER etal., 1994).

Recentemente, tem sido dada énfase a sele¢@o de outras espécies e isolados de outros
fungos nematofagos, assim como na identificagio daqueles fungos resistentes 4 passagem pelo
trato digestivo (CHARLES & MENDOZA-GIVES, 1996). No Canada, a distribui¢do de fungos
nematéfagos em esterco bovino em quatro estigios de decomposi¢do, provenientes de trés
locais diferentes foi examinado. 18 espécies de fungos foram isoladas de 36 amostras. 4.
flagrans foi a espécie mais comum seguida de Harposporium anguillulae ¢ Myzocytium sp. O
niimero maior de espécies e a mais alta prevaléncia de fungos ocorreu no esterco mais
decomposto (MAHONEY & STRONGMAN,1994). Em um levantamento feito durante 12

meses na Australia, 1742 amostras de fezes frescas de animais domesticos foram examinadas
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para a presenga de fungos nematofagos (LARSEN, FAEDO & WALLER, 1994). Destas
amostras, 32 isolados de Arthrobotrys e 16 de Duddingtonia flagrans foram encontrados. Em
um outro estudo feito na Australia, 94 especies de fungos nematofagos foram testadas in vitro
para verificar sua habilidade de reduzir larvas em culturas fecais e também para produzir
substancias toxicas e quimioatraentes para nematodeos. Seis espécies do género Arthrobotrys,
duas do género Geniculifera e duas do género Monacrosporium demonstraram serem
promissoras (WALLER & FAEDO, 1993). Destas, apenas trés espécies (Arthrobotrys
oligospora, Arthrobotrys oviformis e Geniculifera eudermata), previamente selecionadas
através de um tratamento simulando as condigdes do rimen e do abomaso, foram utilizadas em
estudos in vivo em ovinos contendo uma cinula no abomaso e ileo (WALLER et al. , 1994). As
dosagens de conidios foram administradas oralmente ou via cinula abomasal e amostras foram
tomadas do abomaso, ileo terminal e fezes. Estas amostras foram mistturadas a vermiculita e
incubadas juntamente com L; de Haemonchus contortus em placas de petri por 14 dias a
25°C. A viabilidade destas trés espécies nestes locais foi demonstrada apds crescimento nas
placas e predagdo das larvas. Na Dinamarca, nove entre dez isolados de Duddingtonia flagrans
(CI3, CI4, CIIl1b, CIIl2b, CII3, CllI4, e CIIS5), A oligospora (CllI2a) e A. superba (CI2 e
CCIlI1a), previamente selecionados através de uma metodologia que simula o trato digestivo
dos ruminantes (LARSEN et al., 1991), foram re-isolados das fezes apés a passagem atraveés do
trato digestivo de bezerros. A capacidade destruidora de oito dos dez isolados foi entre 61% e
93% nos bioensaios com bolos fecais. J4 nas culturas de fezes sete dos isolados reduziram entre
76% e 99% das larvas (LARSEN et al., 1992). No Brasil, estudos visando o levantamento de
espécies autoctones de fungos predadores colonizadores do bolo fecal bovino e de cibalas

ovinas e caprinas, assim como das espécies que passam naturalmente pelo trato digestivo de
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ruminantes estio em andamento. Mais de 55% dos bolos fecais examinados foram positivos

para fungos nematéfagos, Espécies endoparasitas assim como as que capturam nematodeos
através de modificagdes hifais foram encontradas. Essas observagdes demonstram que a
colonizago dos bolos fecais em ambiente envolve varias espécies de fungos nematofagos
sugerindo que o microhabitat dos bolos fecais oferece condigdes favordveis ao crescimento
de microrganismos a serem utilizados no controle biolégico (CHARLES, SANTOS &
SAUMELL, 1995). Dois isolados de fungo predador do género Arthrobotrys foram

identificados em fezes frescas de bovinos e ovinos (SANTOS & CHARLES, 1995b).



MATERIAL E METODOS

-Delineamento Experimental

Amostras de fezes foram colhidas diretamente do reto de eqiiinos com infecgfo natural
onde havia o predominio de ovos de nematddeos ciatostomineos. Apds homogeneizagio, 150
amostras de 4g cada foram pesadas e distribuidas em recipientes plasticos. Dessas, 50
amostras receberam 2.000 conidios/g de fezes de 4. oligospora diluidos em 4gua destilada,
50 amostras receberam uma suspensdo de agua destilada contendo 2.000 clamidosporos/g
de fezes de A.. flagrans e 50 amostras receberam apenas 4gua destilada. Apos a adig@o dos
conidios, clamidosporos ou agua destilada, as fezes foram homogeneizadas
individualmente e cultivadas durante 14 dias. Das 50 amostras submetidas a cada
tratamento, 20 foram incubadas a 27°C (temperatura controle) ¢ 30 em cada uma das
temperaturas teste (10°C, 15°C, 20°C, 25°C e 30°C). Apos a incubagdo, de cada grupo
tratado com agua destilada ou fungo na temperatura controle, 10 amostras destinaram-se a
extragdo de L, através da técnica de Baermann (UENO & GUTIERREZ, 1983), e 10

amostras destinavam-se a contagem do niimero de ovos por grama de fezes (OPG) através
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da téenica modificada por GORDON & WHITLOCK (1939). Das amostras mantidas na
temperatura teste, além das 10 amostras para extragdo das L; e das 10 para contagem de
OPG, 10 outras amostras de cada grupo tratado com agua destilada ou fungo foram
incubadas por um periodo adicional de 14 dias na temperatura controle para verificagdo do
efeito da temperatura teste na interrupgdo do desenvolvimento dos estadios pré-parasitarios
e/ou fungos. Apds o periodo adicional de cultivo na temperatura controle, fez-se entdo a
extragdo das L. As Lg-recuperadas foram fixadas e conservadas em formalina a 10%, para

posterior quantificagsio e comparagfo. Este procedimento foi repetido para cada uma das

temperaturas avaliadas (Figura 1).

-Obtencio de Fezes

As fezes foram colhidas diretamente do reto de eqilinos com infecgdo natural na
Estagdo para Pesquisas Parasitologicas W.O. Neitz do Departamento de Parasitologia Animal
da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro e transportadas sob refrigeragdo ao
Laboratério de Sanidade Animal da EMBRAPA-Centro Nacional de Pesquisa de Gado de

Leite. Estes animais eram mestigos com idade média de dez anos e OPG médio acima de 1000.

-Obteng¢ao dos Fungos

Isolados de A. oligospora (nimero 80 da colegdo da Universidade de Guelph,
Canada) e A. flagrans (nimero 126 da colegdo da Universidade de Guelph, Canada,
sindnimo de Trichothecium flagrans e Duddingtonia flagrans) foram repicados e mantidos

a temperatura ambiente em placas de petri contendo agar-milho. Os conidios de 4.
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oligospora e os clamidosporos de 4. flagrans, foram retirados das placas através do

pincelamento e lavagem com 4gua destilada e transferidos a um Becker de onde foram

retiradas amostras para contagem, usando-se a cAmara de Newbauer. Diluigdes apropriadas

em agua destilada foram efetuadas para se obter a concentragio de 2000 conidios ou

clamidosporos/g de fezes.

-Analises estatisticas

Diferengas entre tratamentos foram testadas, quando necessarias, utilizando o teste t

(STEEL & TORRIE, 1960).
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FEZES DE EQUINO j

HOMOGENEIZACAO |

AMOSTRAGENS 4¢g |

= -

50 amo.stras com 50 amostras com 50 amostras com
A. oligospora A. flagrans dgua destilada

cada 50 amostras

/\

CULTIVO CULTIVO
14 DIAS 14 DIAS
temperatura teste (temperatura controle)

oPG Extracdo Cultivo OoPG Extrac¢io

L; 14 DIAS L;

temperatura
controle

EXTRACAO
L3
Delineamento experimental utilizado para demonstragdo do possivel efeito de diferentes
datéria de A. oligospora e A. flagrans em estidios larvares pré-

Figura 1 -
temperaturas na atividade pre
parasitarios de ciatostomineos.




RESULTADOS E DISCUSSAO

A temperatura influenciou o desenvolvimento dos ovos. A 10°C ele foi praticamente
interrompido j& que o numero de L3 recuperadas foi praticamente nulo (Figura 2) ¢ o OPG
médio das fezes cultivadas por 14 dias foi 1112 ovos por grama de fezes, enquanto nos cultivos
mantidos a 27°C, esse niimero foi de 301 (Tabela 1). O mesmo ocorreu nas temperaturas de 15°
Ce 20°C (Figuras 3 e 4, Tabela 1) onde o percentual obtido foi inferior a 10%. Quando estes
cultivos foram incubados por um periodo adicional de 14 dias a 27°C ocorren o
desenvolvimento até L, (Figuras 2, 3, 4 € 5). A temperatura 6tima de desenvolvimento de ovo
até L, foi de 25°C (Figura 5). RUPASINGHE & OGBOURNE ( 1978) verificaram que as
temperaturas de 38°C e 8°C eram as limites para a eclosdo dos ovos de ciatostomineos em agar
fezes. Contudo, as larvas ndo atingiam o estadio infectante nessas temperaturas limites.
Quando os ovos dos nematoédeos eram adicionados a fezes de coelhos o estadio infectante foi

atingido em niimeros maiores a 20°C e a 25°C e em nimeros progressivamente menores em

temperaturas mais altas e mais baixas.

Em todos os cultivos contendo fungos, quando as larvas estavam presentes, houve uma
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Tabela 1 - Numero me;dio de ovos por grama de fezes (OPG) em cultivos de fezes eqiiinas
trataqas e ndo tratadas (controles) com conidios de Arthrobotrys oligospora ou
clamidosporos de Arthrobotrys flagrans apés 14 dias de cultivo em diferentes

temperaturas constantes.
TEMPERATURA OPG MEDIO APOS 14 DIAS DE CULTIVO
CONTROLES TRATADOS
10°C 301 1112
15°C 287 528
20°C 540 2045
25°C 297 333

30°C 293 185
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redu¢do do niimero de lary, . N
as através da agfio predatoria dos fungos. Ao serem estimulados a

25°C (Figura 5), a 27°C  (F;
) C (Figua 2,3 4, 5, 6) ou 30°C (Figura 6) os fungos atingiram

entuais aci 2
perc 1S acima de 90% de reducio do niimero de Ls. Os cultivos mantidos a4 10°C, 15°C,

o :

20°C, 25°C e 30°C quando incubados por um periodo adicional de 14 dias 4 temperatura de
27°C, mantiveram percentuais de reduco larvar superior a 90% para o fungo 4. oligospora
(Figura 2,3, 4,5 ¢ 6), 0 mesmo ndo ocorrendo para A. flagrans, que apresentou percentuais de
47% e 42% quando estimulado a 10°C (Figura 2) e 20°C (Figura 4), respectivamente. Neste
caso, provavelmente a relagio conidio:ovo aliado & temperatura de crescimento do fungo
estejam relacionados a estes resultados. Experimentos conduzidos com os mesmos isolados
incubados entre 26°C e 28°C demonstraram redugdes significativas em concentragdes de 1
conidio por cada ovo (BIRD, 1995). Neste trabalho, utilizou-se conidios ou clamidosporos por
grama de fezes. Apos conversdo para conidio por cada ovo, apenas nas temperaturas de 10°%Ce
20°C encontramos ser esta relagiio abaixo de 1. Nas demais temperaturas esta relagdo esteve
entre 1,5 a 2 conidios ou clamidosporos por cada ovo (Tabela 2). Contudo, ao comparar-se 0s
controles( 27° C) das temperatura de 10° C e 20° C, observa-se que estes tém esta relagdo,
inferior a 1 porém, reduziram mais que 90% das L;. Dessa forma, a temperatura de
crescimento do fungo também foi importante. Em experimentos conduzidos por Larsen
(1991) , A. flagrans apresentou taxa de desenvolvimento mais lento em temperaturas
inferiores a 25°C. O autor verificou que sete isolados diferentes do fungo demonstraram
crescimento radial 6timo a 30°C. A 10°C, 15°Ce 20°C o crescimento radial destes isolados

quando comparado a um isolado de A. oligospora e dois de 4 superba foi sempre menor.

Somente a 25°C os isolados de A.flagrans atingiram niveis semelhantes de
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Tabela 2 - Concentragéo de conidios de Arthrobotrys oligospora e clamidosporos de

Arthrobotrys flagrans por cada ovo de ciatostomineos em cultivos de fezes.

TEMPERATURA OPG MEDIO INICIAL RELACAO CONIDIO ,
CLAMIDOSPOROS/OVO
10°C 2165 0.92
15°C 1033 1.94
20°C 3000 0.67
250C 1200 1.67
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Assim , a relagdo conidj :
¢ nidio/ovo juntamente com a temperatura de crescimento do fungo

provavelmente influenciaram na taxa de eficiéncia do fungo

A taxa de crescimento micelial, bem como, a produgdo de armadilhas e atividade
predatoria varia entre os isolados de uma mesma espécie. 4. oligospora (isolado ATCC 24927)
e Arthrobotrys conoides (isolado CBS 109.52) cresceram a 30°C (GRONVOLD ,1989) . A
cepa ATCC 24927 ndo produziu armadilhas apés estimulo de L de O. ostertagi na temperatura
de 30°C, apesar do fungo ter crescido nesta temperatura. D. flagrans (= A. flagrans), isolados
CI3, CI4, CIlIlb, CIi2b, CII3, CI4 e CIIS, cresceu otimamente a 30°C enquanto A.
oligospora (isolados CIlI2a) demonstrou crescimento 6timo a 25°C e ndo cresceu a 30°C
(LARSEN, 1991). Isolados de Arthrobotrys do México ndo cresceram em 30°C. Nas
temperaturas de 18°C e 25°C, A. oligospora (isolado Montecillo) teve 35, 87% e 27,71% de
atividade predatéria enquanto 4. conoides (isolado S-25) teve 92,17% e 90,40% de atividade

predatoria, respectivamente ( MENDOZA-DE-GIVES et al., 1994).

Neste estudo, os isolados de A. ofigospora e A. flagrans demonstraram-se ativos na
temperatura de 30°C (Figura 6) ao reduzir eficazmente (redugdio acima de 90%) o nimero de

larvas pré-parasiticas de ciatostomineos de eqiiinos.

Apesar das condigdes de cultivo ndo terem sido idénticas aos trabalhos descritos acima,

uma variagdo entre isolados em relagdo a temperatura parece OCOITEr. A variagdo entre

isolados de um mesmo fungo tem sido demonstrado, com relagdo a resisténcia de esporos a







CONCLUSOES

Os fungos nematofagos 4. oligospora e A. flagrans sdo eficientes na redugdo do
numero de larvas infectantes de nematddeos ciatostomineos quando adicionados as fezes de
eqiiinos € mantidos nas temperaturas ideais para o desenvolvimento dos estidios pré-

parasitarios.
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