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Efeito antagonista de fungos predadores do género Arthrobotrys
sobre larvas infectantes de Oesophagostomum radiatum,
Cooperia punctata e Haemonchus placei*

Antagonistic effect of nhematode-trapping fungi Arthrobotrys on infective
larvae of Oesophagostomum radiatum, Cooperia punctata and
Haemonchus placei*
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Resumo

A pesquisa objetivou testar e comparar a capacidade predatéria de fungos do género Arthrobotrys (dois isolados de A. robusta
e um de A. conoides) sobre larvas infectantes de Oesophagostomum radiatum, Cooperia punctata e Haemonchus placei.
Testes in vitro sobre agar-dgua 2% em placas de Petri e de viabilidade para predar larvas infectantes destes nematéides, apés
a passagem de conidios pelo trato gastrintestinal, foram realizados. Todos os isolados flingicos foram eficazes contra larvas
infectantes de O. radiatum (P< 0,05) em relagédo ao grupo controle sem tratamento flingico. Todos os fungos passaram através
do trato gastrintestinal dos bezerros, todavia, nao foram capazes de predar mais larvas infectantes dos diversos nematéides
em relagao ao grupo controle sem fungos (P> 0,05). Estes resultados indicam que larvas infectantes de O. radiatum sao
igualmente predadas como as de C. punctata e H. placei por fungos do género Arthrobotrys e que apds a passagem pelo trato
gastrintestinal, os fungos do género Arthrobotrys apresentaram a sua capacidade predatéria diminuida.

Palavras-chave: controle biolégico; fungos nematéfagos; fungos predadores; Arthrobotrys, nematéides; Cooperia punctata;
Haemonchus placei; Oesophagostomum radiatum.

Abstract

In vitro experiments and for passage through the gastrointestinal tract of calves were performed to test two isolates of Arthrobotrys
robusta and one isolate of A. conoides without losing the ability to entrap infective larvae of Oesophagostomum radiatum,
Cooperia punctata and Haemonchus Placei were performed. The isolates of fungi were efficient against the nematodes
(P<0.05). All the fungi passed through the gastrointestinal tract of the calves, but they did not get to prey more infective larvae than
the control group without fungi treatment (P>0.05). These results demonstrate that infective O. radiatum larvae are preying equal
to infective larvae of C. punctata and H. placei and after the passage through the gastrointestinal tract the fungi can lose the
predatory capacity.

Keywords: biological control; nematophagous fungi; nematode-trapping fungi; Arthrobotrys; nematodes; Cooperia punctata;
Haemonchus placei; Oesophagostomum radiatum.
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Nas dltimas décadas, houve uma conscientizagdo da impor-
tancia dos helmintos gastrintestinais e, em especial, dos
nematdides como fatores negativos no desempenho da pe-
cuaria. Concomitantemente, houve uma revolugédo no desen-
volvimento de compostos quimicos elaborados especifica-
mente para uso como anti-helminticos, resultando em produ-
tos de baixa toxicidade e amplo espectro de atividade. No
entanto, os resultados da aplicagao desses produtos com a
finalidade de melhorar a produtividade bovina tém sido
decepcionantes (Honer; Bianchin, 1987).

Atualmente, a epidemiologia dos helmintos desenvolveu uma
nova visdo, na qual ha duas fases principais no ciclo biolégi-
co. A primeira fase é a da infecgao do hospedeiro propria-
mente dita e a segunda refere-se a populagao de formas no
meio ambiente do hospedeiro, a qual representa infecgbes
futuras e que apresenta estratégias de sobrevivéncia e com-
portamento, cuja finalidade é o encontro com um novo hospe-
deiro. Em quase todas as infecgdes helminticas estudadas,
concluiu-se que a segunda fase é muito mais importante
epidemiologicamente do que a primeira e que os esforgos de
controle devem ser concentrados nesta segunda fase. A fina-
lidade do controle &, portanto, interromper o processo pelo
qual a infecgao potencial, no meio ambiente, torna-se uma
infeccdo no hospedeiro final (Honer; Bianchin, 1987).

Até entdo, esse tipo de controle tem sido realizado com a
aplicagédo estratégica de anti-helminticos, visando a redugao
da contaminagdo das pastagens (Brunsdon, 1980).

Novas préaticas de controle das nematodioses gastrintestinais
de bovinos que interfiram na infestagdo das pastagens e na
infecgdo parasitaria dos animais, aliadas com o tratamento
anti-helmintico, poderao, no futuro, ajudar a solucionar os pro-
blemas decorrentes das verminoses. O controle biolégico por
meio do uso de fungos nematéfagos se apresenta como uma
das mais promissoras. Além disso, sdo os organismos an-
tagonistas de nematéides mais pesquisados e quase todos
reduzem efetivamente populagdes de nematdides em labo-
ratério, possuindo eficicia comprovada em nematéides pre-
sentes na pastagem (Waller; Larsen, 1993).

Em um teste a campo realizado por Aratjo et al. (1998), bezer-
ros experimentalmente infectados com 10 mil larvas
infectantes de Cooperia punctata e naturalmente infectados
por helmintos gastrintestinais foram tratados com dois mi-
Ihdes de conidios do isolado de A. robusta, por via oral, duas
vezes por semana, durante quatro meses, a partir de outubro
de 1995, e apresentaram, em relagao aos bezerros nao-trata-
dos (controle), 53,81% de redugéo no OPG (P<0,05) e 70,45%
de redugdo (P<0,05) no nimero de vermes recuperados a
necrépsia dos animais tragadores, nos ultimos trés meses
(janeiro, fevereiro e margo de 1996) do experimento. No en-
tanto, a curva de ocorréncia de Oesophagostomum radiatum
superou as de Cooperia e Haemonchus. Deste resultado,
concluiu-se que esta espécie € menos predada por este fun-
go em relagdo as espécies dos outros dois géneros de
helmintos. Todavia, posteriores testes especificos in vitro e in
vivo com Oesophagostomum sao necessarios para confir-
mar este resultado. O objetivo deste trabalho foi o de testar e
comparar a capacidade predatéria de fungos do género
Arthrobotrys sobre larvas infectantes de cultura pura de O.
radiatum, bem como cultura mista de C. punctata e H. placei
em ensaios in vitro e apés a passagem pelo trato
gastrintestinal de bezerros.
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Material e métodos

Larvas infectantes (L3) de C. punctata, de H. placei e de O.
radiatum foram obtidas de cepas puras de bezerros, experi-
mentalmente, infectados e mantidos na Universidade de Sao
Paulo (USP).

Panagrellus (nematéides de vida livre) mantidos em placas
de Petri com meio de aveia em flocos, umedecida e amassa-
da segundo Heintz e Pramer (1978), oriundos do Departa-
mento de Fitopatologia da Universidade Federal de Vigosa
(UFV) foram cedidos, gentilmente, pelo professor Silamar
Ferraz.

Para obtencdo de nematdides sem bactérias fecais e fun-
gos, estes foram lavados dez vezes com agua destilada por
centrifugagéo a 1.000 rpm, por cinco minutos, desprezando
no final de cada centrifugagédo o sobrenadante. Posteriormen-
te, os nematdides foram estocados a 4°C, por uma semana,
em solugdo contendo 0,05% de sulfato de estreptomicina,
0,05% de cloranfenicol e 0,05% de anfotericina B, sendo re-
petido o processo de lavagem em agua destilada, como des-
crito anteriormente.

Os nematéides foram contados, utilizando microscépio éptico
(objetiva de 10x), tomando-se trés aliquotas de 50 i, tirando
a média e extrapolando para o volume total.

Trés isolados de fungos predadores do género Arthrobotrys
foram utilizados neste experimento. Esses isolados, segun-
do as chaves de classificagdo de Cooke & Godfrey (1964),
Haard (1968) e Van Oorschot (1985), sdo constituidos de dois
isolados de A. robusta (isolados A e B) e um isolado de A.
conoides (isolado C). Estes isolados foram oriundos de solo
das seguintes localidades: isolado A, de Jaguapita-PR; iso-

- lados B e C, de Atalaia-PR e foram obtidos pelo método do

espalhamento do solo de Dunddington (1955), modificado
por Santos et al. (1991).

Ensaioin vitro

Foram formados trés grupos no ensaio de cada isolado
fungico e larvas infectantes de nematdéides oriundos de infec-
¢des mistas (48% de C. punctata, 32% de H. placei e 20% de
O. radiatum) e de cultura pura de Oesophagostomum assim
distribuidos: grupo 1, constituido de 1.000 conidios e 10.000
L3; grupo 2, 1.000 conidios; e grupo 3 (controle), 10.000 L3. O
efeito antagonista dos fungos sobre os nematéides foram
testados e analisados segundo procedimento descrito por
Araujo et al. (1993) por 20 dias.

Ensaios de passagem de conidios pelo trato gastrintestinal
de bovinos e viabilidade para predar larvas infectantes

Oito bezerros machos, mestigos holandés x zebu, com idade
entre oito e dez meses e estabulados, foram divididos, alea-
toriamente, em quatro grupos de dois animais: grupos 4, 5, 6
e 7 (controle).

Cada um dos animais dos grupos 4, 5 e 6 recebeu, por via
oral, 20 x 108conidios. Os animais dos grupos 4, 5 e 6 recebe-
ram conidios, respectivamente, dos isolados A de A. robusta,
B de A. robustae do isolado C de A. conoides. Os bezerros do
grupo 7 (controle) ndo receberam conidios. Em um periodo
anterior a cinco dias e apés cinco dias da administracao de




conidios aos animais, cada um foi alimentado, diariamente,
com 1kg de milho triturado e 3kg de capim-elefante
(Pennisetum purpureum) autoclavados.

As coletas de amostras fecais de cada animal foram realiza-
das as 12, 15, 18, 21, 24, 48, 72, e 96 horas apds a adminis-
tragdo de conidios. Destas amostras, foram retirados 2g de
fezes, que foram colocadas, individualmente, sobre placas
de Petri, contendo agar-agua 2%. Posteriormente, sobre es-
tas fezes foram vertidas 2 mil larvas infectantes oriundas das
coproculturas das infecgdes mistas (33% de C. punctata, 33%
de H. placei e 33% de O. radiatum) e 2 mil larvas infectantes
de O. radiatum em procedimento de duplicata. Todas as pla-
cas foram mantidas a temperatura de 25°C e no escuro.

De cinco em cinco dias, as L3 foram recuperadas das placas
com o funil de Baermann, colocando-se agua a 42-45°C. Es-
tas L3 foram contadas com o auxilio de microscépio 6ptico
(objetiva de 10x), tomando-se a média de trés repeticdes.
Nas placas de Petri com fezes, onde foram empregadas as
culturas mistas de nematdéides, foi tomada a variagao
percentual de cada nematéide. Foram feitas anéalises de
variéncia seguida por aplicagdo do teste de Tukey em um
nivel de significancia de 5% para saber se houve variagdes
entre os tratamentos.

Resultados e discussao

Na Tabela 1 estdo representados os resultados percentuais
dos testes in vitro dos diversos fungos nematéfagos sobre
os nematdides do dia zero até o vigésimo dia.

Tabela 1 — Variagao percentual de larvas infectantes de
nematéides apds 20 dias de teste in vitro com os isolados
fangicos de Arthrobotrys

Isolados fiingicos (nematéides) Dia zero Dia 20
Isolado A Oesophagostomum 20% 21,2%
(A. robusta) Cooperia e Haemonchus 80% 70,8%
IsoladoB  Oesophagostomum 20% 22,9%
(A. robusta) Cooperia e Haemonchus 80% 77,1%
IsoladoC  Oesophagostomum 20% 24,0%
(A conoides) Cooperia e Haemonchus 80% 76,0%
Controle Oesophagostomum 20% 24,6%

Cooperia e Haemonchus 80% 75,4%

Nao houve diferenga estatisticamente significativa (P> 0,05)
entre as variagdes percentuais dentro de um mesmo trata-
mento, ou seja, todos os nematéides foram igualmente
predados.

Na maior parte do Brasil, principalmente a regido central,
dentre as nematodioses gastrintestinais de bovinos, os gé-
neros Cooperia e Haemonchus s@o os mais prevalentes e,
geralmente, refletem a variagdo da contagem de ovos por
grama de fezes (OPG), destacando-se, em seguida, o géne-
ro Oesophagostomum (Araujo, 1996). De acordo com Stewart
e Gasbarre (1989), o nematdide parasita gastrintestinal- de
bovinos O. radiatum é um verme de distribuigdo cosmopoli-
ta e em infecgdes experimentais de bezerros, mesmo com
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baixa carga parasitéria, resulta em perda de peso, anemia e
diarréia.

Na Figura 1 esta representado o efeito antagonista de isola-
dos de Arthrobotrys sobre larvas infectantes de O. radiatum.
Todos os isolados de Arthrobotrys foram eficazes contra lar-
vas infectantes de O. radiatum (P< 0,05) em relagéo ao grupo
controle sem tratamento fungico.
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Figura 1 — Numero de larvas infectantes (L3) de Oesophagostomum
radiatum livres da predagao de isolados de Arthrobotrys

Nestes testes in vitro, com o passar dos dias, o agar onde
foram realizadas as observagdes das larvas livres de
predagao por campo apresentou ressecamento e muitas lar-
vas, inclusive do grupo controle, escaparam da observagao.
Isso também foi observado em prévios trabalhos in vitro de-
senvolvido por Araujo et al. (1993 e 1994).

No teste de passagem de conidios pelo trato gastrintestinal
de bovinos, todos os isolados fangicos de Arthrobotrys pas-
saram através do trato gastrintestinal dos bezerros, confir-
mando trabalhos de Araujo et al. (1996 e 1999) com esses
mesmos isolados fungicos. No entanto, nao foram capazes
de predar mais larvas infectantes dos diversos nematéides
em relagao ao grupo controle sem fungos (P> 0,05).

Nos resultados dos ensaios realizados nao houve desigual-
dade de eficacia de fungos do género Arthrobotrys sobre lar-
vas infectantes de O. radiatum, C. punctata e H. placei, o que
nao confirma as observagdes de Araujo et al. (1998).

Nansen et al. (1988), ao testarem a capacidade de induzir a
formagado de armadilhas de A. oligospora por L3 de nove
espécies de nematodides parasitos de animais, observaram
que esta habilidade sobre L3 de C. oncophora e Ostertagia
ostertagi de bovinos, C. curticei e H. contortus de ovinos e
Cyathostomum de equinos foi maior e mais rapida do que
sobre L3 de O. dentatum e O. quadrispinulatum de suinos,
Nematospiroides dubius de camundongos e Dictyocaulus
viviparus de pulmao de bovinos. Os autores comentam que
esses resultados sugerem que as espécies de nematodides
com mais alta motilidade sdo melhores indutoras da forma-
¢ao de armadilhas. Todavia, todas as espécies de
nematéides foram eficazmente predadas por esse isolado
de A. oligospora em colbnia previamente crescida contendo
armadilhas.

" Experimentos realizados por Araujo et al. (1996 e 1999) de-

monstraram a passagem pelo trato gastrintestinal de bezer-
ros desses isolados testados e com eficacia comprovada
sobre larvas infectantes de H. placei (P< 0,05). No presente
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experimento esta eficacia apds a passagém pelo trato
gastrintestinal de bezerros foi perdida. Talvez| porque, possi-
velmente, quando da passagem, os fungos nao suportaram
o0 stress a eles submetido, ou mesmo, perderam a capacida-
de predatoria, pois sdo repicados por muitos anos em condi-
¢Oes laboratoriais. Todavia, esta ultima hipétese nao foi con-
firmada pelos testes in vitro.
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e Larvas de Oesophagostomum radiatum sao igualmente
predadas como larvas de Cooperia punctata e Haemonchus
placei por fungos do género Arthrobotrys.

e Apés a passagem pelo trato gastrintestinal, os fungos do
género Arthrobotrys apresentaram a sua capacidade pre-
datéria diminuida.
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