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RESUMO 

 

SPALENZA, Alessandro Maciel, M.S., Universidade Federal de Viçosa, abril de 
2005. Atividade in vitro dos fungos Arthrobotrys robusta, Duddingtonia 
flagrans e Monacrosporium thaumasium sobre larvas infectantes de 
Ancylostoma spp. de cães e sua esporulação em meios de cultura. 
Orientador: Jackson Victor de Araújo. Conselheiros: Joaquim Hernán 
Patarroyo Salcedo e José Antônio Viana. 

 

A capacidade predatória dos isolados fúngicos de Arthrobotrys robusta 

(I31), Duddingtonia flagrans (CG768) e Monacrosporium thaumasium (NF34A) 

sobre larvas infectantes (L3) de Ancylostoma spp. foi avaliada em condições 

laboratoriais durante 10 dias em meio ágar-água 2% (AA 2%) e em culturas 

fecais de fezes de cães. Analisou-se a produção de conídios pelos isolados 

fúngicos nos meios ágar-água (AA 2%), batata-dextrose-ágar 2% (BDA 2%), 

corn-meal-agar 2% (CMA 2%) e yeast-phosphate-sulphate-sacarose-agar 

(YPSSA). Em relação ao controle sem fungos, houve redução significativa (P < 

0,05) de 89,89%, 97,75% e 88,76% na média de L3 de Ancylostoma spp. 

recuperadas do meio AA 2% das placas de Petri nos tratamentos com os isolados 

fúngicos CG768, I31 e NF34A, respectivamente. O isolado fúngico I31 foi o 

mais eficiente na captura das L3. Nas culturas fecais, a redução nas médias de L3 

de Ancylostoma spp. nos tratamentos não foi significativa (P > 0,05). O isolado 

fúngico I31 também foi o mais eficaz, reduzindo a média das L3 recuperadas das 

coproculturas em 32,04%, enquanto que os isolados fúngicos NF34A e CG768 

reduziram a média de L3 em 15,36% e 7,30%, respectivamente, em relação ao 

controle sem fungos. Houve maior produção de conídios do isolado fúngico 



 xiv

CG768 no meio BDA 2% enquanto que os isolados fúngicos I31 e NF34A 

produziram maior número de conídios no meio YPSSA. Os resultados 

evidenciam que estes fungos predadores podem ser utilizados no controle de L3 

de Ancylostoma spp. de cães, no entanto, a dosagem e o tempo de interação 

fungo-nematóide nas coproculturas devem ser melhor estudadas.  
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ABSTRACT 

 

SPALENZA, Alessandro Maciel, M.S., Universidade Federal de Viçosa, April of 
2005. Activity in vitro of the nematode trapping fungus Arthrobotrys 
robust, Duddingtonia flagrans and Monacrosporium thaumasium on 
infective larvae of Ancylostoma spp. of dogs and your sporulation in 
cultures meals. Adviser: Jackson Victor de Araújo. Committee Members: 
Joaquim Hernán Patarroyo Salcedo and José Antônio Viana. 

 

The predatory capacity of isolates of the fungi Arthrobotrys robusta 

(I31), Duddingtonia flagrans (CG768) and Monacrosporium thaumasium 

(NF34A) on infective larvae (L3) of Ancylostoma spp. was evaluated in 

laboratorial conditions by 10 days in medium water-agar 2% (WA 2%) and in 

fecal cultures of feces of dogs. The conidia production for the isolates was 

analyzed in the means of WA 2%, potato-dextrose-agar 2% (PDA 2%), corn-

meal-agar 2% (CMA 2%) and yeast-phosphate-sulphate-sucrose-agar (YPSSA). 

In relation to the control without fungi there was significant reduction (P <0,05) 

of 89,89%, 97,75% and 88,76% in the average of L3 of Ancylostoma spp. 

recovered from medium WA 2% of the plates of Petri in the treatments with 

isolates CG768, I31 and NF34A, respectively. The isolate I31 was the most 

effective in the capture of the L3. In the fecal cultures, the reduction in average of 

L3 of Ancylostoma spp. in the treatments was not significant (P> 0,05). The 

isolated I31 was also the most effective, reducing the average of recovered L3 in 

32,04% while isolated NF34A and CG768 reduced in 15,36% and 7,30% the 

average of infective larvae, respectively in relation to the control without fungi. 

There was larger conidia production of the isolate CG768 in the medium PDA 



 xvi

2% while in isolates I31 and NF34A this production was larger in the medium 

YPSSA. The results evidence that these trapping fungi can be used in the control 

of the L3 of Ancylostoma spp. of dogs, however, the doses and the time of 

interaction fungus-nematode should be studied better. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

Os cães desempenham um importante papel como animais de companhia 

para o ser humano que, sentimentalmente envolvido com estes animais, 

estabelece laços profundamente afetivos (Robertson et al., 1990; Wong et al., 

1999), mas apesar dos benefícios à sociedade, estes animais podem ser 

importante fonte de risco à saúde humana por serem considerados reservatórios 

potenciais de agentes infecciosos como parasitos, bactérias, fungos e vírus 

(Robertson et al., 2000). O crescente número de animais de estimação, associado 

à diminuição do espaço físico, principalmente nos grandes centros tem estreitado 

o contato destes com o ser humano aumentando a exposição aos agentes de 

zoonoses (Gennari et al., 1999; Dos Santos et al., 2002; Scaini et al., 2002). Os 

cães são hospedeiros definitivos de várias espécies de parasitos, que podem 

determinar doenças importantes para o ser humano sendo de extremo interesse 

em saúde pública (Lagaggio et al., 2002). 

As doenças parasitárias têm distribuição cosmopolita, com as maiores 

prevalências ocorrendo em países em desenvolvimento, especialmente em áreas 

onde as condições de saneamento e de educação sanitária se mostram deficientes, 

evidenciando-se alto grau de infecção principalmente em crianças (Lagaggio et 

al., 2002). Estas figuram nas estatísticas de saúde pública dos países tropicais 

com elevadas taxas de morbidade como o Brasil que possui clima e situação 

sócio-econômica favoráveis à ocorrência de doenças parasitárias como as 

doenças intestinais por helmintos, cuja transmissão ocorre pela ingestão de ovos, 

larvas infectantes (L3), cistos ou oocistos (Pinheiro et al., 1997; Alves et al., 

2002; Lagaggio et al., 2002). Muitas dessas infecções têm elevada prevalência 
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em animais, particularmente cães que convivem com o ser humano e com ele 

dividem o mesmo "nicho urbano" (Mantovani et al., 1978), desconhecendo-se 

muitas vezes a extensão desta ligação (Katcher e Friedman, 1980; Brown, 1990). 

Os animais jovens são mais susceptíveis às helmintoses que podem afetar o 

equilíbrio nutricional, por interferirem na absorção de nutrientes, induzirem 

sangramento intestinal, reduzirem a ingestão alimentar podendo haver 

complicações como vômito, depressão, gastrenterites, afecções respiratórias, 

obstrução intestinal, prolapso retal e abscessos, além de perda de peso, 

emagrecimento e retardo no desenvolvimento, podendo evoluir para caquexia e 

morte (Freitas, 1982; Cury e Lima, 2002; Lagaggio et al., 2002).  

A presença de cães portadores de helmintos em locais públicos pode 

aumentar significativamente a contaminação do solo com ovos destes parasitas. 

Alguns helmintos intestinais como Ancylostoma spp. (Figura 1) têm requerido 

grande atenção pelo seu potencial zoonótico (Robertson et al., 2000). Os animais 

errantes ou mal cuidados são as principais fontes de contaminação, por não 

receberem tratamento anti-helmíntico adequado (Brener et al., 2002; Lagaggio et 

al., 2002), o que compromete não somente a saúde humana, mas também a 

animal (Brener et al., 2002). Dessa forma, a facilidade com que os excrementos 

desses animais podem ser misturados ao solo, permanecendo no ambiente por 

vários dias, facilita a transmissão destes helmintos (Muradian et al., 2002). 

Estima-se que mais de um bilhão de pessoas no mundo são infectadas por meio 

do solo, sugerindo, portanto que a contaminação ambiental representa importante 

indicador de risco da população humana em contrair essas infecções (Crompton, 

1999).  
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Figura 1 – Larva infectante (L3) de Ancylostoma spp. em placa de Petri do 

controle contendo meio ágar-água 2% (Aumento 10 x 20). 

 

Organismos como fungos, bactérias, vírus, protozoários, entre outros, são 

tidos como nematófagos (Mota et al., 2003), motivo pelo qual podem ser uma 

alternativa no controle de nematóides parasitas de pequenos animais. Dentre 

estes microorganismos, destacam-se os fungos predadores de nematóides dos 

gêneros Arthrobotrys, Duddingtonia e Monacrosporium, já comprovados como 

potenciais agentes no controle de nematóides parasitas (Araújo et al., 1993, 1998, 

1999; Mota et al., 2000; Alves et al., 2003; Dimander et al., 2003; Melo et al., 

2003). 
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2. REVISÃO DA LITERATURA 

 

 

2.1. Nematóides 

 

Os principais helmintos de interesse médico veterinário podem ser 

divididos em dois filos – o filo Nemathelminthes, que compreende os 

nematóides, e o filo Aschelminthes, formado pelos cestóides e trematóides 

(Freitas, 1982; Soulsby, 1982). Dentre eles estão os nematóides, que são um dos 

mais importantes grupos de organismos, muito abundantes no solo, com enorme 

diversidade e importante papel ambiental nos diferentes ecossistemas (Ettema, 

1998). De acordo com a fonte de alimento estão classificados em: nematóides de 

vida livre que se alimentam de bactérias, fungos e protozoários, contribuindo na 

decomposição e reciclagem de matéria orgânica; e nematóides parasitas de 

plantas ou de animais (Ettema, 1998; Mendoza-De Gives, 1999).  

Os nematóides que parasitam animais são invertebrados com corpo 

vermiforme, cilíndrico, não segmentado, de simetria bilateral e coberto por uma 

cutícula de cor acinzentada ou avermelhada, dependendo da presença de sangue 

no tubo digestivo (Freitas, 1982). A porção anterior é curvada dorsalmente e a 

abertura oral é dirigida antero-dorsalmente (Soulsby, 1982). Apresentam sexos 

separados e as espécies podem ser aquáticas e terrestres (Freitas, 1982). Dentre 

os nematóides que parasitam o intestino delgado de cães destacam-se as espécies 

Ancylostoma caninum e A. braziliense, que pertencem ao filo Aschelminthes, 
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classe Nematoda, superfamília Strongyloidea, família Ancylostomatidae, gênero 

Ancylostoma (Soulsby, 1982; Neves, 1998). 

Estes vermes quando adultos vivem fixados à mucosa do intestino 

delgado nutrindo-se de sangue o que resulta em úlceras puntiformes 

hemorrágicas nos locais desta alimentação (Burrows et al., 1995). Normalmente 

não se alimentam de mucosa, utilizando somente sangue arterial, no entanto com 

o desenvolvimento de resistência pelos animais, pode haver utilização da mucosa 

como fonte de alimento (Kalkoflen, 1987). A severidade da doença clínica no 

animal está relacionada com a idade, intensidade de infecção, estado nutricional, 

reservas férricas e imunidade adquirida (Soulsby, 1982). 

As fêmeas de A. caninum apresentam de 14-16 mm de comprimento e 

ovipõem diariamente em média 16.000 ovos enquanto que as de A. braziliense, 

com tamanho variando de 7-10 mm, ovipõem cerca de 4.000 ovos que são postos 

na luz do intestino delgado dos animais e transferidos para o meio exterior com 

as fezes (Freitas, 1982). No meio exterior, em condições adequadas, em 24 a 48 

horas no interior do ovo, evolui uma larva de primeiro estádio – L1. Em 

condições favoráveis, em cinco dias, os ovos eclodem e esta larva evolui no meio 

externo para larva de segundo estádio – L2 – e desta para larva de terceiro estádio 

infectante – L3 (Ribeiro, 2004), sobrevivendo em solo úmido e aquecido por até 

15 semanas (Freitas, 1982). A temperatura ótima para o desenvolvimento da L1 

está entre 23-30 °C para A. caninum enquanto que para A. braziliense, esta é 

ligeiramente mais elevada. Nesta faixa de temperatura dentro de uma semana a 

larva alcança o estádio infectivo, mas em temperaturas mais baixas o 

desenvolvimento é mais prolongado, gastando nove dias a 17 °C e 22 dias a 15 

°C (Soulsby, 1982). 

A patogenicidade do A. caninum está diretamente relacionada a sua 

atividade hematófaga, podendo causar perda sangüínea diária de 0,01-0,2 mL por 

verme adulto sendo a anemia a principal conseqüência da infecção (Soulsby, 

1982). Já o verme adulto de A. braziliense espolia cerca de 0,001 mL de sangue 

diariamente, sendo considerado de baixa patogenicidade já que a perda é 

praticamente insignificante (Soulsby, 1982; Burrows et al., 1995).  
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2.1.1. Ancylostoma spp. em cães 

 

As espécies A. caninum e A. braziliense são enteroparasitas muito 

comuns em cães, animais responsáveis pela contaminação ambiental na fase de 

eliminação de ovos nas fezes (Freitas, 1982; Brener et al., 2002; Gennari et al., 

2001). A espécie A. caninum é mais comum em cães enquanto que a espécie A. 

braziliense é mais comum em gatos (Ribeiro, 2004). Estes animais infectam-se 

com espécies deste gênero pelas vias oral, mais freqüente, percutânea, 

transplacentária e lactogênica (Ribeiro, 2004). 

Quando as L3 presentes no solo ou em insetos são ingeridas, penetram as 

glândulas gástricas e intestinais, sofrem muda para larvas de quarto estádio – L4 

após alguns dias retornam à luz intestinal e terminam seu desenvolvimento 

atingindo a fase adulta, não apresentando ciclo sistêmico em alguns casos (Prociv 

e Croese, 1990). Quando a infecção é pela via percutânea, as L3 penetram a pele 

e as mucosas produzindo lesões pruriginosas, sendo capazes de alcançar os 

pulmões via capilares sangüíneos subcutâneos de forma ativa, sofrendo muda 

para L4, as quais por expectoração e deglutição chegam ao intestino delgado, 

onde se tornam adultas (Mittra et al., 1984; Cury e Lima, 2002). A migração das 

L4 nos pulmões pode resultar em pneumonia (Burrows et al., 1995). 

As L3 que penetraram a pele ou a mucosa e não chegaram ao intestino 

ficam em latência na musculatura de cães, com mais de seis meses de idade que 

foram sensibilizados por infecções anteriores. Nas cadelas no periparto, estas 

larvas, devido à ação de hormônios sexuais ou de substâncias protéicas, podem 

reativar-se, infectando os fetos por via transplacentária e os filhotes por via 

colostral e lactogênica após atravessarem a barreira placentária e a glândula 

mamária, respectivamente (Freitas, 1982; Soulsby, 1982; Cury e Lima, 2002; 

Ribeiro, 2004). 

Nos cães adultos a infecção por Ancylostoma spp. é geralmente 

inaparente (Burrows et al., 1995), ocorrendo com maior freqüência e severidade 

em animais com menos de um ano de idade, principalmente em raças pequenas 

(Soulsby, 1982; Gennari et al., 1999). Infecção pré-natal ou colostral por A. 
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caninum pode causar severa anemia com coma e morte nas três primeiras 

semanas de nascimento (Soulsby, 1982). 

 

 

2.1.2. Ancylostoma spp. em humanos 

 

Os nematóides A. caninum e A. brasiliensis têm requerido atenção 

devido ao potencial zoonótico já que são agentes etiológicos da Larva Migrans 

Cutânea (LMC) ou Dermatite Linear Serpiginosa (Figura 2), que é a migração 

das larvas destes ancilostomatídeos entre a epiderme e a derme, causando 

prurido, pápulas e rastros inflamatórios com espessamento da pele (Freitas, 1982; 

Soulsby, 1982; Robertson et al., 2000; McCarthy e Moore, 2000). Outros 

ancilomatídeos agentes menos comuns da doença são: A. duodenale, A. 

ceylanicum, Uncinaria stenocephala, Bunostomum phlebotomum, Necator 

americanus e Strongyloides stercoralis (Souslby, 1982; Sivberg et al., 1998). 

Esta doença é mais freqüente em regiões tropicais e subtropicais, com pico de 

ocorrência no verão (Robertson e Thomson, 2002). 

Praças públicas contaminadas podem ser um problema de saúde pública 

já que a infecção é uma conseqüência direta da presença no solo de fezes de cães 

ou gatos portadores do parasita em fase de eliminação de ovos (Freitas, 1982; 

Soulsby, 1982; Araújo et al., 2000; Muradian et al., 2002; Brenner e Patel, 2003).  

Inúmeros trabalhos evidenciam o alto grau de infecção de pessoas das 

mais variadas idades, principalmente crianças (Lagaggio et al., 2002; Dos Santos 

et al., 2002) que se infectam ao ingerir acidentalmente ovos larvados e larvas 

presentes no solo, principalmente areia de praias ou áreas de recreação, ou em as 

mãos contaminadas, (McCarthy e Moore, 2000; Muradian et al., 2002; Santarém 

et al., 1998), já que o solo arenoso favorece o desenvolvimento de ovos e larvas 

(Freitas, 1982).  
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Figura 2 – Dermatite Linear Serpiginosa causada larva infectante (L3) de 

Ancylostoma spp. em abdômen de adulto do sexo masculino 

infectado acidentalmente durante os ensaios experimentais. 

 

No local da penetração na infecção percutânea, forma-se uma pápula 

eritematosa acompanhada de prurido e rastros salientes de trajetos irregulares 

devido a migração da L3 no tecido subcutâneo, avançando de dois a cinco 

centímetros por dia. Ao redor das lesões surge um infiltrado de eosinófilos e 

células mononucleares podendo haver complicações por infecção bacteriana 

secundária e reação alérgica local ou geral (Freitas, 1982; Soulsby, 1982; Flores 

et al., 2004). A doença normalmente é alto limitante no ser humano que é um 

hospedeiro impróprio, entretanto a migração na epiderme pode persistir por 

alguns meses (Heukelbach et al., 2004). O número de L3 e, portanto, o número de 

trajetos inflamatórios lineares varia de uma única larva a dezenas ou centenas 

delas, em qualquer região da superfície do corpo. O período de incubação varia 

de horas até meses para o aparecimento das lesões cutâneas típicas (Flores et al., 

2004) que são encontradas principalmente nas partes que mais freqüentemente se 

põem em contato com o solo e por isso mais sujeitas: pés, pernas, coxas, mãos, 

antebraço e nádegas (Araújo et al., 2000). 
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A espécie A. brasiliensis é tida como o principal agente da LMC 

(Schantz, 1991), entretanto a espécie A. caninum é considerada mais patogênica 

(Freitas, 1982) e agente da enterite eosinofilia quando associada à infecção 

intestinal (Croese et al., 1994; Prociv e Croese, 1996; McCarthy e Moore, 2000), 

doença caracterizada histologicamente por uma inflamação transmural do trato 

gastrintestinal com edema e intenso infiltrado eosinofílico (Prociv e Croese, 

1990) diferente da reação causada pela A. duodenale com infiltrado de menor 

intensidade (Prociv e Croese, 1990). O desenvolvimento desta doença está 

associado principalmente à infecção por via oral que resulta em anorexia, 

náuseas, diarréia e ocasionalmente um quadro de abdômen agudo, com súbita dor 

abdominal severa semelhante à apendicite aguda (Robertson et al., 2000).  

Em raros casos a L3 de Ancylostoma spp. pode invadir os pulmões 

resultando na síndrome de Loeffler’s (Heukelbach et al., 2004), uma doença 

caracterizada por infiltrado pulmonar e eosinofilia periférica como conseqüência 

da reação de hipersensibilidade provocada pela migração destas larvas no interior 

do órgão ou por um processo imunológico sistêmico (Del Giudice et al., 2002). 

Esta mesma espécie ainda é um dos prováveis agentes da neuroretinite difusa 

subaguda unilateral – DUSN, uma doença causada pela presença de uma L3 no 

espaço subretiniano e que afeta jovens e adultos, preferencialmente do sexo 

masculino, caracterizando-se por ser unilateral e poder causar cegueira em fase 

avançada da doença (Gass e Braunstein, 1983; Yuen et al., 1996; Casella et al., 

2001). 

 

 

2.2. Fungos nematófagos 

 

Diversos antagonistas naturais de nematóides, entre eles, bactérias, vírus, 

protozoários, besouros, ácaros e fungos, são descritos como controladores 

biológicos em potencial, entretanto os fungos nematófagos são os inimigos 

naturais cujas pesquisas apresentaram melhores resultados no controle de 

nematóides (Ribeiro, 2003).  
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A maioria dos fungos é imóvel e possui parede celular semelhante à das 

plantas quanto à composição química e estrutural, mas por não serem 

fotossintetizantes ficam restritos a uma existência saprófita ou parasitária (Carter, 

1988). Os fungos nematófagos ocupam diferentes nichos no solo – rizosfera – 

onde se alimentam de uma variedade de nematóides de vida livre como fonte 

principal de alimento (parasitas obrigatórios) ou como complemento, usualmente 

vivendo como saprófitas sobre matéria orgânica morta (Larsen et al., 1997).  

Esses microorganismos pertencem a um grupo heterogêneo de 

microfungos caracterizados pela sua habilidade de capturar e utilizar nematóides 

como fonte principal de nutrientes ou ainda apenas como suplementação para a 

sua existência saprófita (Waller e Faedo, 1996). Os fungos nematófagos estão 

catalogados com mais de 150 espécies (Barron 1977). 

Os fungos nematófagos são inimigos naturais de nematóides capazes de 

capturá-los, matá-los e destruí-los (Nordbring-Hertz e Jansson, 1984; Larsen et 

al., 1997). São organismos de distribuição cosmopolita, passíveis de serem 

encontrados nos ambientes mais distintos, dos trópicos ao ártico (Kerry, 1984; 

Hashmi e Connan, 1989). A grande maioria destes fungos antigamente era 

classificada na classe Fungi imperfecti (reprodução assexuada ou “imperfeita”), 

divisão Deuteromycetes, classe Hyphomycetes, ordem Hyphomycetales e família 

Moliniaceae. Até 1964, a maioria dos fungos era classificada como pertencentes 

aos gêneros Arthrobotrys, Dactylaria, Dactyella e Trichothecium. 

Posteriormente, vários novos gêneros foram descritos, incluindo Duddingtonia, 

Monacrosporium, Genicularia e Dactylariopsis (Gray 1987). Recentemente, 

estádios de reprodução sexuada ou “perfeita” foram verificados em algumas 

espécies que estão sendo reconhecidas como pertencentes à classe Ascomycota 

(Griffin, 1994). Quanto à morfologia e características funcionais associadas à 

produção de estruturas especializadas para a captura de nematóides podem ser 

divididos nos seguintes grupos: endoparasitas, oportunistas e predadores (Jatala, 

1986, Morgan-Jones e Rodrigues-Kabana, 1987; Nordbring-Hertz, 1988). 

Os fungos endoparasitas de nematóides desenvolvem um mínimo 

sistema de hifas vegetativas fora do corpo dos nematóides infectados, 

esporulando neste e sobrevivendo no ambiente na forma de conídios (Waller e 
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Faedo, 1996; Araújo et al., 2004). Os nematóides são infectados quando os 

conídios são ingeridos ou se aderem à sua cutícula (Bird e Herd, 1994; Waller e 

Faedo, 1996). Muitos dos fungos endoparasitas são parasitas obrigatórios 

possuindo uma gama restrita de hospedeiros, o que dificulta seu crescimento in 

vitro por requererem meios complexos (Gray, 1987), existindo uma carência 

quanto às metodologias práticas para o seu cultivo em laboratório o que dificulta 

de forma significativa sua produção em escala industrial (Ribeiro, 2003).  

Já os fungos oportunistas parasitam ovos de nematóides, mas também 

são saprófitas e, portanto, independem da presença destes no solo para a sua 

nutrição, podendo ser facilmente isolados e cultivados em laboratório (Araújo et 

al., 2004). Estes fungos são classificados com base no seu modo de ação em dois 

grupos: um que utiliza metabólitos próprios que atuam negativamente sobre o 

embrião, sem alterar o aspecto morfológico da casca do ovo, e outro que atua 

penetrando ativamente no ovo através de hifas, atingindo o embrião (Nordbring-

Hertz, 1988; Lysek e Nigenda, 1989). A hifa penetra através dos pequenos poros 

existentes na camada vitelínica, causando alteração na permeabilidade da casca, 

expandindo seu volume e colonizando o conteúdo do ovo ou a larva em 

desenvolvimento (Morgan-Jones e Rodríguez-Kabana, 1988). Eles podem atuar 

significativamente no combate de nematóides parasitas de animais que tenham 

longo período de desenvolvimento dentro de ovos (Ribeiro, 2003), no entanto, 

sua plena eficácia no controle biológico não é alcançada, pelo fato dos ovos da 

maioria desses helmintos originarem larvas rapidamente, impossibilitando sua 

ação (Araújo et al., 2004).  

A maioria das espécies de fungos nematófagos está incluída no grupo 

dos predadores (Bird e Herd, 1994). As espécies deste grupo desenvolvem amplo 

sistema de hifas vegetativas e estruturas de captura ao longo destas como 

resultado de estímulos externos enquanto outras, mais abundantes, desenvolvem-

nas espontaneamente (Padilha e Mendoza-De Gives, 1996; Araújo et al., 2004). 

A produção de armadilhas pelas espécies não-espontâneas é uma resposta à 

presença e número de nematóides, substâncias deles derivadas e compostos de 

origem biológica além de luminosidade, estresse hídrico e nutricional quando em 

cultivo (Balan e Gerber, 1972; Nansen et al., 1988b; Nordbring-Hertz, 1988; 
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Gronvold et al., 1993). Sobretudo, a formação é considerada um sintoma de 

deficiência nutricional do fungo (Scholler e Rubner, 1994). Quanto maior a 

motilidade dos nematóides, maior o estímulo para o fungo produzir as armadilhas 

(Nansen et al., 1986, 1988a; Gronvold et al., 1996a), podendo sua formação ser 

originada também de conídios (Dackman e Nordbring-Hertz, 1992). Entretanto, a 

formação da armadilha não é uma simples resposta a estímulos exógenos, mas 

uma resposta mais complexa às necessidades do fungo (Belder, 1994). Após a 

captura, independente da armadilha utilizada, o fungo atravessa a cutícula do 

nematóide, cresce no seu interior, digerindo o conteúdo e lançando para o meio 

externo suas hifas vegetativas e reprodutivas (Barron, 1977; Gray, 1987). 

No solo, onde prevalecem condições nutricionais estressantes para o 

desenvolvimento dos fungos, a habilidade de predar nematóides propicia 

vantagens adicionais de sobrevivência (Saxena et al., 1989; Araújo et al., 2004) 

havendo vantagem das espécies que formam armadilhas espontaneamente sobre 

as não-espontâneas em solo com microbiota rica (Gray, 1985), já que podem 

escapar da competição por matéria orgânica em decomposição disponível 

(Cooke, 1964). Este grupo de fungos nematófagos é o mais pesquisado e usado 

no controle biológico de nematóides parasitos de animais domésticos, pois são 

capazes de reduzir efetivamente a população de nematóides em condições 

laboratoriais e a campo (Waller e Larsen, 1993; Larsen, 1999). Além disto 

apresentam maior potencial de comercialização, visto serem facilmente isolados 

do solo e de bolos fecais de diversas espécies de animais e cultivados em 

laboratório (Santos et al., 1991; Naves e Campos, 1991; Gomes, 1998; Araújo et 

al., 1999; Larsen, 1999). 

Geralmente os nematóides podem ser atraídos pelos fungos e esta atração 

é aumentada pela presença de armadilhas (Nordbring-Hertz, 1988) sendo 

conhecidos seis tipos de armadilhas: estruturas adesivas - hifas adesivas não 

modificadas ou não diferenciadas; ramificações hifais anastomosadas, formando 

redes adesivas tridimensionais; ramificações adesivas, que algumas vezes 

formam redes simples e na maioria das vezes redes bidimensionais; nódulos 

adesivos; estruturas não adesivas - anéis constritores e anéis não constritores 

(Gray 1988; Waller e Faedo, 1993; Saxena e Mittal, 1995; Mendoza-De Gives et 
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al., 1998). Os anéis constritores, de ação ativa, geralmente apresentam três 

células e quando o nematóide penetra no anel, estas se expandem promovendo 

seu estrangulamento. Já os anéis não constritores têm ação passiva e formam 

grandes labirintos, onde os nematóides penetram, ficando presos e sendo, 

posteriormente, colonizados (Barron, 1977; Gronvold et al., 1996a).  

A diferenciação da hifa em armadilha pode ocorrer em 24 horas, e 

numerosas estruturas de captura podem ser produzidas (Pramer, 1964). 

Normalmente é produzido um número excessivo de armadilhas comparado ao de 

nematóides presentes (Gronvold et al., 1996b), sendo que as armadilhas mais 

comuns são as redes tridimensionais, formadas por espécies do gênero 

Arthrobotrys sp., Duddingtonia sp. e Monacrosporium sp. (Gray, 1987) e são 

originadas de um ramo lateral que dá voltas anastomosadas com a hifa de origem 

formando a rede pegajosa (Bird e Herd, 1994). Os fungos predadores podem ser 

agrupados também de acordo com a velocidade de crescimento micelial: aqueles 

que crescem mais rápido são os formadores de redes, seguidos dos produtores de 

nódulos adesivos, e os mais lentos, são os formadores de anéis constritores 

(Cooke, 1964). 

Fungos nematófagos vêm sendo pesquisados como uma alternativa para 

controlar diversas espécies de nematóides (Castro et al., 2003) e dentre as 

espécies de fungo predador de nematóides que vem sendo utilizadas como 

agentes controladores biológicos de helmintos gastrintestinais de animais 

domésticos destacam-se as espécies Arthrobotrys robusta, Duddingtonia flagrans 

e Monacrosporium thaumasium (Araújo et al., 1993, 1998, 1999; Alves et al., 

2003; Dimander et al., 2003). 

 

 

2.2.1. Arthrobotrys robusta 

 

Os fungos do gênero Arthrobotrys produzem um extenso sistema de 

hifas ao longo das quais são produzidas organelas capazes de capturar 

nematóides (Barron, 1977; Gray, 1987). A espécie A. robusta possui conidióforo 

ereto, algumas vezes ramificado, com cerca de 300 µm de comprimento, 
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carregando em sua extremidade normalmente seis conídios ovóides, hialinos, 

septados próximo à região mediana e medindo 18-27µm de comprimento por 8-

12 µm de largura (Figura 7), sendo capaz de produzir clamidósporos e redes 

adesivas para predar nematóides (Van Oorschot, 1985) em condições de 

crescimento desfavoráveis (Scholler e Rubner, 1994). Em cultivo esta espécie 

não forma armadilhas e vive como saprófita em substratos contendo suficientes 

concentrações de carbono e nitrogênio requerendo pouca quantidade de 

nutrientes, sugerindo que a captura de nematóides é uma fonte alternativa de 

nutrientes (Morgan-Jones et al., 1997). 

 Este fungo é eficiente na predação e redução de L3 de ciatostomíneos de 

eqüinos in vitro (Castro, 2000) e in vivo (Castro et al., 2003) e no controle de L3 

dos nematóides Haemonchus contortus de caprinos e ovinos (Mendoza-De Gives 

et al., 1992; Mendoza-De Gives e Vazquez Prats, 1994; Peña et al., 2002), H. 

placei (Araújo et al., 1993) em fezes de bovinos sendo capaz de sobreviver à 

passagem pelo trato gastrintestinal destes animais (Araújo, 1996) e manter sua 

atividade predatória nas fezes. Além do efeito sobre L3 de nematóides foi 

verificado efeito ovicida em ovos embrionados de Toxocara canis (Araújo et al., 

1995). 
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Figura 3 – Conídios de Arthrobotrys robusta em placa de Petri contendo 

meio ágar-água 2% (Aumento 10 x 20). 

 

 

2.2.2. Duddingtonia flagrans 

 

As espécies do gênero Duddingtonia, segundo Van Oorschot (1985) são 

caracterizadas por produzirem vários conídios na extremidade dos conidióforos 

(Figura 5). Os conídios apresentam formato variando entre elíptico e ovóide com 

um septo mediano (Araújo et al., 2004). A espécie D. flagrans é a mais estudada 

no controle das helmintoses gastrintestinais de animais domésticos, sendo 

considerada por Larsen (1999) como a mais promissora, predando nematóides 

por meio de hifas adesivas simples e produzem conídios com 25-50 µm de 

comprimento por 10-15 µm de largura (Cooke e Godfrey, 1964; Van Oorschot, 

1985). Este fungo produz dois tipos de conídios: conídios com paredes delgadas 

em conidióforos eretos, em número limitado e numerosos conídios resistentes 

com paredes grossas – clamidósporos, intercalados em hifas maduras (Gronvold 

et al., 1996b) em condições de crescimento desfavoráveis (Scholler e Rubner, 



 16

1994). Os conídios da espécie D. flagrans são persistentes no ambiente 

permitindo seu uso como agente de controle biológico (Faedo et al., 2000).  

Este fungo cresce lentamente em temperaturas abaixo de 25 ºC sendo o 

ótimo crescimento obtido a 30 ºC (Larsen, 1991) e produz grande número de 

clamidósporos (Juarez e Mendoza-De Gives, 1998; Larsen, 1999) que são 

conídios altamente resistentes em condições adversas (Ulloa e Hanlin, 1992, 

Scholler e Rubner, 1994) formados geralmente em condições de crescimento 

desfavoráveis (Scholler e Rubner, 1994). Esses clamidósporos possuem paredes 

grossas o que permite resistir à passagem pelo trato gastrintestinal (Faedo et al., 

1997), de ovelhas (Peloille, 1991; Larsen et al., 1994; Larsen et al., 1998) e de 

bovinos (Larsen et al., 1992; Wolstrup et al., 1994). Após a passagem pelo trato 

gastrintestinal, os clamidósporos de D. flagrans são capazes de germinar, 

colonizar o bolo fecal e destruir as larvas do nematóide que estão emergindo, 

quebrando assim o ciclo de vida do parasita (Fernandez et al., 1997; Faedo et al., 

1998).  

 

 
Figura 4 – Conídios de Duddingtonia flagrans em placa de Petri contendo 

meio ágar-água 2% (Aumento 10 x 20). 
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A espécie D. flagrans afeta predominantemente nematóides cujos ovos 

possuem curto estádio de desenvolvimento, mas podem sobreviver 

ocasionalmente por longos períodos afetando também nematóides cujos ovos 

chocam após 12-16 semanas, pois enquanto a larva reside no ovo, este fungo é 

incapaz de capturá-las e digeri-las (Faedo et al., 2000). Ele é eficiente na 

predação e controle de L3 dos nematóides parasitas Heligmosomoides polygyrus 

(Morgan-Jones et al., 1997), Dictyocaulus viviparus (Henriksen et al., 1997), 

Strongylus vulgaris, S. edentatus (Larsen et al., 1996), Oesophagostomum 

dentatum, Hyostrongylus rubidius (Nansen et al., 1996) e Teladorsagia 

circumcincta (Peloille, 1991), ciatostomíneos de eqüinos (Santos et al. 1995; 

Fernandez et al., 1997), Haemonchus contortus (Juarez e Mendoza-De Gives, 

1998; Mendoza-De Gives et al., 1998; Peña et al., 2002; Chandrawathani et al., 

2003), Trichostrongylus sp., Nematodirus sp. (Larsen et al., 1995; Githigia et al., 

1997), Ostertagia circumcincta e Ostertagia ostertagi (Gronvold et al., 1993). 

No solo, a espécie D. flagrans pode ser encontrada a até 30 cm da 

superfície abaixo do ponto de sua deposição e este movimento vertical pode ser 

devido à percolação dos clamidósporos na terra pela água da chuva, 

possivelmente via artrópodes e covas de minhocas, sobrevivendo por 8-24 

semanas (Knox et al., 2002), tempo que pode ser estendido para mais de 20 

meses em ambientes secos (Gronvold et al., 1996a). Entretanto experiências 

indicaram que esta espécie de fungo apresenta um mínimo de crescimento no 

solo ao redor das fezes não se detectando um impacto de predação na população 

de nematóides de vida livre (Faedo et al., 2002). Conseqüentemente, é 

improvável que a aplicação destes fungo como agente de controle biológico terá 

efeito negativo em populações de nematóides benéficos ao solo (Faedo et al., 

2002). 
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2.2.3. Monacrosporium thaumasium 

 

As espécies do gênero Monacrosporium, segundo Subramanian (1963), 

são caracterizadas por produzirem apenas um único conídio na extremidade de 

cada conidióforo (Figura 9). Elas capturam nematóides por meio de nódulos e 

redes tridimensionais adesivas ou anéis constritores (Barron, 1977; Saxena e 

Mittal, 1995). As hifas vegetativas são septadas e ramificadas. A espécie M. 

thaumasium preda nematóides por meio de redes adesivas e produz conídios 

medindo entre 27-49 µm de comprimento por 15-23 µm de largura. O 

conidióforo é ramificado próximo à extremidade produzindo em cada 

extremidade apenas um conídio ereto, hialino, fusiforme, com dois ou mais 

septos transversais, sendo que a célula intermediária é maior que as das 

extremidades (Liu e Zhang, 1994; Zhang et al., 1996; Araújo et al., 2004). 

Normalmente são formados clamidósporos em culturas de placa com meio sólido 

pobre (Scholler e Rubner, 1994; Saxena e Mittal, 1995). 

 

 
Figura 5 – Conídio de Monacrosporium thaumasium em placa de Petri 

contendo meio ágar-água 2% (Aumento 10 x 20). 

 

 



 19

Espécies do gênero Monacrosporium sp. têm eficácia comprovada sobre 

fitonematóides, nematóides de vida livre e nematóides parasitas de bovinos, 

caprinos e eqüinos (Araújo et al., 1992; Gomes et al., 1999; Castro, 2000; 

Oliveira et al. 2002; Melo et al., 2003). A espécie Monacrosporium thaumasium 

demonstra capacidade de redução das L3 de ciatostomíneos de eqüinos (Castro, 

2000; Oliveira et al., 2002; Castro et al., 2003) de H. placei de bezerros (Araújo 

et al., 1999; Alves et al., 2003) e de H. contortus de caprinos (Melo et al., 2003; 

Mota et al., 2000) sendo capaz de passar pelo trato gastrintestinal destes animais 

sem perder sua habilidade predatória. 

Este fungo predador apresenta desempenho in vitro homogêneo nas 

temperaturas de 25, 28 e 30 ºC que são muito comuns nos trópicos supondo-se 

que esta espécie se adapte facilmente às condições brasileiras (Castro et al., 

2003). 

 

 

2.3. Biocontrole de nematóides parasitas de animais 

 

O ciclo biológico dos nematóides gastrintestinais pode ser dividido em 

duas fases, uma na qual os nematóides estão parasitando animais e outra 

epidemiologicamente mais importante, na qual se encontram diversos estádios do 

parasita no ambiente (Gomes, 1998). A utilização de antagonistas de nematóides 

como agentes de biocontrole oferece um método sustentável de controle de 

nematóides com conseqüente redução no uso e dependência de produtos 

químicos o que reduz os efeitos nocivos ao ambiente (Campos, 2002).  

O biocontrole com fungos nematófagos não substitui o controle químico 

que atua sobre nematóides adultos no trato gastrintestinal do animal, ele o integra 

atuando sobre as formas infectantes destes parasitas nas fezes liberadas pelo 

animal portador no ambiente (Waller e Larsen, 1993). Seus agentes raramente 

eliminam o organismo-alvo, mas reduzem sua população a níveis aceitáveis 

mantendo um balanço entre patógeno e antagonista, permitindo a sobrevivência 

de um pequeno número que possibilite aos animais desenvolver imunidade 

adquirida devido ao menor número de larvas ingeridas o que conseqüentemente 
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reduz a incidência de casos clínicos (Waller e Larsen, 1993; Gomes, 1998; 

Thamsborg et al, 1999). Este tipo de controle visa reduzir o número de ovos e 

estádios de vida livre no ambiente – larvas L1, L2 e L3 – interrompendo assim o 

processo no qual a infecção no ambiente torna-se uma infecção no hospedeiro 

final (Gomes, 1998; Hachmi e Connan, 1989). Mas para ser efetivo o fungo deve 

estar presente e ativo nas fezes, solo e ambiente no mesmo tempo que as formas 

pré-parasitárias (Faedo et al., 2000). 

Estes microorganismos devem possuir especificidade de ação, alta 

capacidade reprodutiva e suportar as condições ambientais no local em que o 

controle é realizado (Mota et al., 2003), já que em certos ambientes a competição 

entre eles é tão intensa e severa que impossibilitaria a introdução de uma nova 

espécie fúngica. A quantidade e a atividade do fungo nematófago presente no 

solo são incertas e, por isso, o envolvimento desses fungos na cadeia alimentar é 

questionável, assim como sua fonte primária de alimentação, nematóides ou 

matéria orgânica rica em carbono (Jaffee et al., 1996). Por isso, o sucesso do 

estabelecimento de fungos nematófagos no solo depende de uma base alimentar 

que lhes garanta vantagens competitivas sobre a microbiota residente (Kerry et 

al., 1984) já que insucessos podem ser atribuídos a pouca competitividade do 

fungo predador com outros fungos saprófitas e ao fato de a formação de 

armadilhas ser facultativa (Gomes, 1998). Os fungos dispondo de uma fonte de 

energia prontamente disponível, provavelmente não teriam limitações para 

colonizar o solo e formar as estruturas de captura de nematóides (Dias e Ferraz, 

1993). No entanto, fezes frescas são um ambiente muito menos competitivo para 

o fungo do que o solo fértil (Juniper, 1957), podendo exercer efeitos sobre os 

nematóides indiretamente, destruindo esse habitat, ou diretamente, utilizando os 

estádios de vida livre como fonte de nutrientes (Gomes, 1998).  

Assim o emprego destes microorganismos no controle de nematóides 

parasitas envolve a seleção de espécies de fungos nematófagos capazes de 

atravessar o trato gastrintestinal mantendo suas características de crescimento e 

predação de ovos e larvas nas fezes, não causem efeitos indesejáveis quando 

associados a drogas anti-helmínticas, que seja seguro ao animal e ser humano, 

não prejudique o meio ambiente e que permita sua produção em escala 
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economicamente viável (Alves, 1986; Honer e Branchin, 1987; Waller, 1993; 

Santos e Charles, 1995; Gronvold et al., 1996; Campos, 2002). 

O biocontrole apresenta as vantagens de especificidade num ecossistema, 

sem induzir profundas transformações; fácil multiplicação e dispersão no 

ambiente; efeito prolongado afetando até gerações subseqüentes; associação com 

drogas sem deixar resíduos ou toxicidade para animais e ambiente; menor custo; 

e diminuição do aparecimento de resistência (Alves, 1986), entretanto a 

preocupação com os possíveis efeitos adversos causados ao ecossistema sobre 

organismos benéficos ao solo pelo uso de drogas anti-helmínticas (Herd, 1993; 

McKellar, 1997; Thompson, 1999) também existe quando são usados fungos 

nematófagos (Knox et al., 2002), já que predam nematóides não-especificamente 

(Bird e Herd, 1994). Contudo alguns estudos não indicaram tais efeitos sobre 

nematóides de vida livre, microartrópodes e nem mesmo sobre outros fungos 

predadores de nematóides (Yeates et al., 1997; Gronvold et al., 2000; Knox et al., 

2002), mas apesar de ter havido maior predação sobre larvas de Panagrellus sp. 

em um estudo in vitro sugerindo que fungos nematófagos têm preferência por 

nematóides de vida livre (Gomes et al., 2001a), conclusões favorecem a 

utilização destes fungos como controladores biológicos de nematóides de animais 

domésticos (Larsen, 1999). Por isso, mais informações sobre os efeitos de fatores 

ecológicos no crescimento e na atividade desses fungos podem vantajosamente 

melhorar sua eficiência no controle de nematóides. 

 

 

2.4. Mecanismo de ação de fungos nematófagos 

 

Os nematóides não somente servem como presa, mas também ativam o 

desenvolvimento do fungo de tal modo que estruturas infectivas são formadas 

(Nordbring-Hertz e Jansson, 1984). A infecção ocorre em várias fases, 

dependentes de processos fisiológicos e bioquímicos que começam com o ataque 

da cutícula do nematóide, seguido por imobilização, penetração, crescimento, 

possível intoxicação, digestão do conteúdo e desintegração da larva – Figura 3 

(Gray, 1988; Mendoza-De Gives, 1999).  
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Figura 6 – Larva infectante (L3) de Ancylostoma spp. em desintegração 

após predação por Arthrobotrys robusta em placa de Petri 

contendo meio ágar-água 2% (Aumento 10 x 10). 

 

 

O processo inicial de infecção de fungos predadores de nematóides é 

baseado numa interação complexa (Mendoza-De Gives, 1999), envolvendo 

polímeros de superfície, atividade enzimática e o reconhecimento de lectinas 

presentes na superfície das armadilhas do fungo e carboidratos presentes na 

cutícula dos nematóides (Tunlid et al., 1991; Dijksterhuis et al., 1994; Gomes, 

1998; Balogh et al., 2003). Organelas eletrodensas localizadas nas imediações 

das armadilhas são responsáveis pela produção de substâncias adesivas e pelo 

transporte de enzimas líticas, associadas possivelmente ao processo de 

penetração e digestão do nematóide (Nordbring-Hertz e Stalhammar, 1978; 

Araújo e Patarroyo, 1995). Ações mecânicas estão aparentemente presentes nas 

etapas finais de penetração da cutícula (Veenhuis et al., 1985). A parede celular 

das armadilhas é envolvida por uma placa extracelular de polímeros fibrilares 

cujas fibrilas tornam-se orientadas em direção ao nematóide, durante as primeiras 

horas de captura, havendo intenso tráfico de componentes celulares no ponto de 

contato com o nematóide (Belder et al., 1996). 
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A penetração da cutícula, constituída por multicamadas, é essencial na 

infecção (Mendoza-De Gives, 1999). Ela é uma estrutura complexa composta de 

glicoproteínas mergulhadas em uma estrutura de lipídios (Kramer, 1997), tendo as 

funções de proteção, locomoção, manutenção da morfologia, nutrição e excreção 

do nematóide e estando também relacionada com o processo de reconhecimento 

pelo sistema imune do hospedeiro animal além de ser um local de fixação para 

fungos e bactérias (Spiegel e McClure, 1995; Kramer, 1997).  

Dois fatores têm sido identificados como cruciais, os processos de 

reconhecimento envolvendo o ataque e as enzimas envolvidas na penetração e 

infecção (Mendoza-De Gives, 1999). As enzimas são utilizadas na degradação da 

cutícula do nematóide, rica em colágeno, durante a penetração (Segers et al., 

1994) e dentre as que estão envolvidas na penetração e infecção encontram-se: 

colagenase (Thomas et al., 1988), quitinase (Sontirat, 1996), proteases (Tunlid e 

Janson, 1991), lípases, fosfatases, esterases e glicosidases (Mendoza-De Gives, 

1999).  

Quando o fungo infecta L1 e L2, elas morrem rapidamente, no entanto as 

L3 permanecem móveis nas armadilhas por mais de 20 horas, provavelmente 

devido à dificuldade de penetração da cutícula da larva, que é dupla, em função 

da manutenção da cutícula do estádio larval anterior (Padilha, 1996; Gronvold et 

al., 1996a). Depois que o nematóide é capturado e imobilizado, um bulbo 

infectivo é produzido originado da parede interna da armadilha e a cutícula do 

nematóide é dissolvida e penetrada seguindo-se a produção de hifas tróficas que 

se desenvolvem de bulbos infectivos maduros (Barron, 1977; Gray, 1988; 

Dijksterhuis et al., 1994). Hifas assimilativas são produzidas ao longo do corpo 

do nematóide e finalmente o conteúdo é absorvido pelo fungo (Barron, 1977) 

causando a morte do nematóide (Veenhuis et al., 1985). 

As espécies de fungo predador estudadas nesta dissertação têm sido 

relatadas como controladoras de nematóides de ruminantes, pequenos ruminantes 

e eqüinos (Gonzalez Cruz et al., 1998; Mendoza-De Gives et al., 1998; Larsen et 

al., 1998; Castro, 2000; Mota et al., 2000; Gomes et al., 2001a; Peña et al., 2002; 

Chandrawathani et al., 2003; Melo et al., 2003). Não há informações sobre a 

habilidade das espécies de fungo predador de nematóides A. robusta, D. flagrans 
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e M. thaumasium em predar espécies do gênero Ancylostoma sp., por isto o 

presente trabalho verificou a capacidade destes fungos no controle in vitro de L3 

deste nematóide. 

 

 

3. OBJETIVOS 

 

3.1. Objetivo geral 

 

Utilizar os isolados fúngicos de Arthrobotrys robusta (CG768), 

Duddingtonia flagrans (I31) e Monacrosporium thaumasium (NF34A) no 

controle in vitro de larvas infectantes (L3) de Ancylostoma spp. de cães. 

 

 

3.2. Objetivos específicos 

 

1. Verificar a eficiência de predação dos isolados fúngicos de A. robusta 

(CG768), D. flagrans (I31) e M. thaumasium (NF34A) sobre larvas 

infectantes (L3) de Ancylostoma spp. em meio ágar-água 2% e nas 

coproculturas identificando o isolado fúngico que é mais eficiente na redução 

in vitro de deste nematóide no meio AA 2% e nas coproculturas; 

2. Avaliar a produção de conídios pelos isolados fúngicos de Arthrobotrys 

robusta (CG768), Duddingtonia flagrans (I31) e Monacrosporium 

thaumasium (NF34A) nos meios de cultura AA 2%, BDA 2%, CMA 2% e 

YPSSA identificando em qual deles a produção é maior. 

 

 

4. HIPÓTESE 

 

As espécies fúngicas A. robusta, D. flagrans, e M. thaumasium são 

eficientes no controle in vitro de L3 de Ancylostoma spp. de cães. 
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5. MATERIAL E MÉTODOS 

 

5.1. Organismos 

 

5.1.1. Isolados Fúngicos 

 

Os isolados fúngicos de A. robusta (isolado I31), D. flagrans (isolado 

CG768) e M. thaumasium (isolado NF34A) foram mantidos em tubos de ensaio 

contendo corn-meal-agar 2% (CMA 2%) no escuro à temperatura de 4 °C. Esses 

isolados brasileiros de fungos predadores foram previamente obtidos pelo 

método de espalhamento do solo de Duddington (1955), modificado por Santos 

et al. (1991) e estavam armazenados no laboratório de parasitologia do 

departamento de veterinária da Universidade Federal de Viçosa, Minas Gerais. 

Discos de cultura de 4 mm de diâmetro dos isolados fúngicos foram transferidos 

destes tubos de ensaio para placas de Petri de 8,5 cm de diâmetro, contendo 20 

mL de meio ágar-água 2% (AA 2%) e mantidos no escuro em estufa a 25 ºC por 

7 dias. A manipulação dos fungos foi realizada em capela de fluxo laminar. 

Após o crescimento micelial nestas placas, discos de cultura foram 

transferidos, em capela de fluxo laminar, para novas placas de Petri contendo 20 

mL de meio batata dextrose ágar 2% (BDA 2%) e mantidas no escuro em estufa 

a 25 ºC por 10 dias, para a formação de conídios. Utilizou-se um microscópio 

ótico invertido, em aumento 10 x 10, para pesquisa diária de estruturas 

reprodutivas – conídios. Quando se observou o completo desenvolvimento 

fúngico, 15 mL de água destilada esterilizada foram adicionados a cada placa de 

Petri, removendo os conídios e fragmentos de micélio da superfície do meio, com 

auxílio de um pincel, conforme Araújo et al. (1993). A suspensão obtida 

contendo as estruturas fúngicas foi homogeneizada por agitação em um tubo de 

ensaio com tampa rosqueável. Posteriormente, algumas alíquotas foram coletadas 

por meio de uma pipeta de Pasteur para se determinar a concentração de conídios 
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por meio da média de três contagens em hemacitômetro1 que forneceu o número 

de conídios em 1 mm3, correspondente a 1 µL. 

 

 

5.1.2. Larvas infectantes (L3) de Ancylostoma spp. 

 

As L3 de Ancylostoma spp. foram obtidas de fezes frescas de cães sem 

raça definida – SRD – naturalmente infectados por meio de coproculturas 

mantidas por 10 dias em estufa a 26 ºC, já que a temperatura favorável ao 

desenvolvimento pré-parasitário para as espécies deste nematóide está entre 23-

30 ºC (Freitas, 1982). Posteriormente, estas L3 foram coletadas em tubos de 

hemólise com o auxílio do método de Baermann (Hendrix, 1998; Ueno e 

Gonçalves, 1998) e lavadas com água destilada esterilizada 10 vezes em 

centrífuga a 1000 rpm, durante 5 minutos, desprezando ao final de cada 

centrifugação o sobrenadante por meio de uma pipeta de Pasteur acoplada a uma 

bomba de vácuo. As L3 foram contadas em seis alíquotas de 10 µL, sob 

microscópio óptico com objetiva de 10x. A média do número de L3 foi calculada 

extrapolando-se o número de larvas presentes para o volume final. Foram 

utilizados cães SRD do canil da Universidade Federal de Viçosa, Minas Gerais, 

para a coleta das fezes, sendo selecionados, por meio do método de Willis 

(1927), somente os animais infectados com Ancylostoma spp. 

Na obtenção tanto dos conídios, quanto das L3, buscou-se um 

sincronismo a fim de que, no dia zero, ambos os organismos estivessem 

disponíveis para o início dos ensaios experimentais. 

 

 

5.2. Ensaios experimentais 

 

O trabalho constituiu-se de três ensaios experimentais in vitro, montados 

no desenho experimental inteiramente casualizados. Em dois ensaios testou-se o 

                                                 
1 Câmara de Fuchs-Rosenthal (Herka, Alemanha): 0,2mm e 0,0625mm2. 
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efeito predador dos isolados fúngicos sobre as L3 de Ancylostoma spp., enquanto 

que num terceiro ensaio comparou-se a produção de conídios dos isolados 

fúngicos em quatro meios de cultura utilizados rotineiramente em laboratório. 

 

 

5.2.1. Predação de larvas infectantes (L3) de Ancylostoma spp. em meio de 

cultura AA 2% 

 

Três tratamentos (CG768, I31 e NF34A) e um controle sem fungos 

foram formados em placas de Petri de 5 cm de diâmetro contendo 10 mL de AA 

2% mantidas em temperatura ambiente. Utilizaram-se 10 repetições para cada 

tratamento e para o controle sem fungos. Cada placa continha 1.000 L3 de 

Ancylostoma spp. e 1.000 conídios de cada espécie fúngica por tratamento 

enquanto que o controle continha apenas 1.000 L3.  

Durante 10 dias, a cada 24 horas, 10 campos aleatórios de 4 mm de 

diâmetro em cada placa de Petri dos quatro grupos foram observados em 

microscópio óptico, em objetiva de 10x, contando-se o número de L3 não 

predadas em cada um. Concomitantemente, a formação de conídios foi analisada 

segundo as chaves de classificação propostas por Liu e Zhang (1994); Van 

Oorschot (1985), Haard (1968) e Cooke e Godfrey (1964) a fim de confirmar a 

colonização do isolado fúngico desejado no tratamento. No décimo dia, as L3 

foram recuperadas em tubos de hemólise por meio do aparelho de Baermann com 

água inicialmente a 42 °C por 24 horas (Ueno e Gonçalves, 1998).  

Uma pipeta Pasteur acoplada a uma bomba de vácuo permitiu a 

drenagem do volume contido nos tubos de hemólise até um valor padrão de 3 

mL. Deste volume, coletaram-se seis alíquotas de 10 µL que foram distribuídas 

em lâminas de vidro para contagem das L3 de Ancylostoma spp. recuperadas, por 

meio de um microscópio ótico invertido, em aumento 10 x 10. Calculou-se a 

média do número de larvas presentes nestas seis alíquotas e extrapolou-se para 

um volume final que foi ajustado até se obter a quantidade de L3 necessária para 

formação dos tratamentos e do controle deste ensaio. 
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5.2.2. Predação de larvas infectantes (L3) de Ancylostoma spp. em 

coproculturas de fezes de cães 

 

Realizou-se um segundo teste in vitro em que os isolados fúngicos de A. 

robusta (I31), D. flagrans (CG768) e M. thaumasium (NF34A) foram testados 

em coproculturas de fezes de cães contendo ovos do gênero Ancylostoma spp. O 

volume total das fezes foi previamente homogenizado para que cada grama de 

fezes contivesse número semelhante de ovos. Antes de iniciar o ensaio foi feita a 

contagem de ovos por grama de fezes – OPG – pelo método de Gordon e 

Whithlock (1939), que é uma técnica de flutuação que utiliza 2 g de fezes 

trituradas e homogeneizadas num becker contendo 29 mL de solução hiper-

saturada de NaCl. Posteriormente, este conteúdo foi coado em outro becker 

através de um tamis lavando-se o conteúdo retido com 14,5 mL de solução hiper-

saturada de NaCl e 14,5 mL de água potável. Esta solução foi homogeneizada 

retirando-se posteriormente uma amostra com o auxílio de uma pipeta para 

preencher uma câmara de McMaster na qual foi feita a leitura em microscópio 

ótico invertido em aumento 10 x 10. 

Foram feitas 10 repetições para cada tratamento e para o controle sem 

fungos. Cada repetição do controle continha 10 g de fezes + 10 g de vermiculita2, 

um material inerte e atóxico que permitiu o espaçamento e conseqüente aeração 

das fezes. Nos tratamentos, além deste substrato, foram adicionados 1000 

conídios/g de fezes de cada uma das três espécies de fungo predador. Os conídios 

foram obtidos de forma idêntica à do ensaio experimental A e o ensaio foi 

mantido em estufa a 26 °C por 10 dias. 

A recuperação das L3 livres em tubos de hemólise foi realizada por meio 

do aparelho de Baermann com água inicialmente a 42 ºC por 24 horas (Ueno e 

Gonçalves, 1998) a fim de serem quantificadas posteriormente de forma idêntica 

ao ensaio experimental A. 

 

 

                                                 
2 Isso-flok: vermiculita expandida pura. Isolantes Termo Acústicos Ltda. 
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5.3. Esporulação dos isolados fúngicos de Arthrobotrys robusta (I31), 

Duddingtonia flagrans (CG768) e Monacrosporium thaumasium 

(NF34A) em meios de cultura 

 

Neste ensaio testou-se o crescimento dos três isolados fúngicos em 

quatro diferentes meios utilizados rotineiramente em laboratório: CMA3 “corn-

meal-agar” ou meio de milho ágar; BDA4 “batata-dextrose-ágar” e AA5 “agar-

água”, YPSSA6 “yeast-phosphate-sulphate-sacarose-agar”, segundo Stirling e 

Mankau (1978). Estes meios foram preparados, acondicionados em Erlenmayers, 

esterilizados em autoclave por 15 minutos à temperatura de 120 ºC e 

armazenados em geladeira a 4 ºC até sua utilização, quando foram derretidos em 

forno de microondas e depositados em placas de Petri para depois de solidificar à 

temperatura ambiente repicar o fungo.  

Em uma capela de fluxo laminar transferiram-se discos de cultura de 4 

mm de diâmetro de colônias fúngicas crescidas em ágar-água em estufa a 25 ºC, 

em escuro, por sete dias, para o centro destas placas de Petri com os meios à 

temperatura ambiente, mantendo-as no escuro em estufa a 25 ºC durante 10 dias. 

Ao final deste tempo, quando cada fungo recobria toda a superfície do meio, em 

cada placa foram adicionados 15 mL de água destilada raspando-se levemente 

com um pincel a superfície da cultura para se retirar os conídios. Recolheu-se a 

suspensão de conídios em um béquer de 50 mL estimando-se sua concentração 

após a média de três contagens em hemacitômetro. O delineamento experimental 

foi inteiramente casualizado, já que as condições experimentais foram 

homogêneas, com seis repetições.  

 

 

                                                 
3 17 g = 2 g de extrato de farinha de milho e 15 g de ágar em 1000 mL de água destilada q.s.p.; pH 6,0 ; 

Oxoid Brasil Ltda. 
4 40 g = 4 g infusão de batata desidratada, 20 g de dextrose e 15 g de ágar em 1000 mL de água destilada 

q.s.p.; pH 5,6; Acumedia Manifacturers. 
5 20 g de ágar em 1000 mL de água destilada q.s.p., pH 6,5; Sigma Chemical C.O. 
6 4 g de extrato de levedura, 1 g de K2HPO4, 0,5 g de MgSO4.7H2O, 20 g de ágar, 20g de amido solúvel, 

1000 mL de água destilada q.s.p., pH 6,2. 
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5.4. Análises estatísticas 

 

Não foi necessária a transformação dos dados obtidos durante e ao final 

dos ensaios para a realização das análises estatísticas paramétricas já que eles 

atenderam aos pressupostos de aditividade, independência dos erros, normalidade 

dos erros e homogeneidade de variâncias dos erros, necessários para validação da 

análise de variância (Teste F) e posterior aplicação do teste de Tukey na 

comparação das médias dos grupos e do Teste T na análise de regressão das 

médias dos grupos em função do tempo (Ribeiro Júnior, 2001). 

Estes dados foram interpretados estatisticamente pela análise de 

variância (Teste F) em níveis de 1 e 5% de probabilidade e de regressão linear 

(Teste T) em nível de 5% de probabilidade. A eficiência de predação de L3 nos 

tratamentos em relação ao controle foi avaliada pelo teste de Tukey ao nível de 

5% de probabilidade  

O cálculo do percentual de redução do número de L3 nos tratamentos foi 

feito pela equação: 

 

100 x 
controle do srecuperada 3L de Média

o tratamentdo srecuperada 3L de Média - controle do srecuperada 3L de Média
  (%) Redução 






=  

 

As análises estatísticas foram realizadas com o auxílio do software 

“Sistema de Análises Estatíticas e Genéticas” – SAEG –, desenvolvido pela 

Universidade Federal de Viçosa – Minas Gerais (Euclides, 1997). 
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6. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

6.1. Predação de larvas infectantes (L3) de Ancylostoma spp. em meio de 

cultura AA 2%  

 

 

Na Tabela 1 (Anexo) tem-se o resumo da análise de variância da 

regressão mostrando que houve diferença significativa entre os tratamentos (P < 

0,01), na interação tratamento x tempo (P < 0,05) e nos dias do experimento (P < 

0,01).  

As médias de L3 não predadas por campo de 4 mm de diâmetro do 

controle sem fungos foram significativamente maiores (P < 0,05) do que as dos 

tratamentos em todos os dias experimentais (Tabela 2). Entre os tratamentos, 

diferença significativa entre as médias (P < 0,05) foi observada nos dias 4 e 5 

quando a média de L3 não predadas por campo de 4 mm de diâmetro do isolado 

fúngico NF34A diferiu dos demais tratamentos. Nos dias 2, 6 e 7 este isolado 

fúngico diferiu apenas do tratamento com o isolado fúngico I31. Nos demais dias 

não houve diferença entre as médias (Tabela 2). 

Com base nestes valores estimaram-se as equações ajustadas da regressão 

para o controle sem fungos e os tratamentos sendo apresentadas no Gráfico 1. As 

equações com alto grau de associação entre a variável dependente e a variável 

explicativa D (R2 > 0,90) e com os coeficientes de regressão significativos (P < 

0,01) mostram que os dias influenciaram diretamente na predação de L3 de 

Ancylostoma spp. por campo de 4 mm de diâmetro, ou seja, para cada dia 

acrescentado ao experimento a média destas larvas diminuiu de 0,35, 0,28, 0,24 e 
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0,23 L3 para o controle sem fungos e os tratamentos com os isolados fúngicos 

CG768, I31 e NF34A, respectivamente.  

O comportamento descendente da curva de regressão dos tratamentos, 

sob temperatura ambiente média de 28 ºC, pôde ser evidenciado no Gráfico 1, 

originado a partir dos dados da Tabela 2, mostrando redução nas médias das L3 

não predadas por campo de 4 mm de diâmetro de Ancylostoma spp. ao longo do 

tempo sendo devida à captura das L3 pelas armadilhas fúngicas.  

 

Tabela 2 – Média diária de larvas infectantes (L3) não predadas de Ancylostoma 

spp. por campo de 4 mm de diâmetro em meio ágar-água 2% no 

período de 10 dias nos tratamentos com os isolados fúngicos de 

Arthrobotrys robusta (I31), Duddingtonia flagrans (CG768) e 

Monacrosporium thaumasium (NF34A) e no controle sem fungos. 

 

Tratamentos Tempo 
(Dias) I31 CG768 NF34A Controle 

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

Médias seguidas de pela mesma letra nas linhas não diferem 
estatisticamente entre si em nível de 5% de probabilidade pelo teste 
de Tukey com diferença mínima significativa = 0,9276. 

 

 

A formação destas armadilhas é uma resposta de fungos predadores a 

presença e migração de nematóides ou de substâncias deles derivadas sendo um 

sintoma de deficiência nutricional do fungo (Balan e Gerber, 1972; Scholler e 

Rubner, 1994; Gronvold et al., 1996b; Padilha e Mendoza-De Gives, 1996) e por 
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isto, a presença de L3 de Ancylostoma spp. nas placas de Petri contendo AA 2% 

foi essencial para estimular a formação das armadilhas pelos isolados fúngicos e 

sua nutrição neste meio pobre em nutrientes. Os meios ricos em C e N previnem 

a passagem do saprofitismo para uma habilidade predatória, havendo formação 

de pouquíssima ou nenhuma armadilha (Bogum et al., 2005; Scholler e Rubner, 

1994; Morgan et al., 1997) e segundo Eren e Pramer (1965), o fornecimento 

periódico de nematóides aos fungos predadores em meios de baixo nível 

nutricional reduziria o crescimento saprófita destes fungos. Neste ensaio tomou-

se o cuidado de não usar meio ágar nutriente, mas apenas AA 2%, de forma que o 

fungo só poderia usar o nematóide como fonte de nutrição.  
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** = F significativo em nível de 1% de probabilidade. 

Gráfico 1 – Curvas de regressão linear de larvas infectantes (L3) não predadas de 

Ancylostoma spp. observadas em campos de 4 mm de diâmetro em 

meio AA 2% em função do tempo nos tratamentos com os isolados 

fúngicos de Arthrobotrys robusta (I31), Duddingtonia flagrans 

(CG768) e Monacrosporium thaumasium (NF34A) e no controle 

sem fungos. 

 

 

Y = 5,52467 – 0,351394**D, R2 = 0,9382

Y = 3,004 – 0,287091**D, R2 = 0,9235 

Y = 3,13867 – 0,242485**D, R2 = 0,9662

Y = 2,12933 – 0,230970**D, R2 = 0,9197
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Na Tabela 3 (Anexo) observa-se o resumo da análise de variância das 

médias de L3 de Ancylostoma spp. recuperadas pelo método de Baermann aos 10 

dias demonstrando que houve diferença estatística significativa (P < 0,05) no 

controle sem fungos e nos tratamentos.  

As médias das L3 de Ancylostoma spp. recuperadas do meio AA 2% do 

controle sem fungos e dos tratamentos no décimo dia experimental pelo método 

de Baermann foram representadas no Gráfico 2. A média do controle sem fungos 

diferenciou-se estatisticamente (P < 0,05) da média dos tratamentos. Em relação 

ao controle sem fungos, o isolado fúngico I31 foi o mais eficiente na captura e 

destruição de L3, entretanto na comparação entre os tratamentos a média de 

larvas recuperadas não foi estatisticamente diferente (P > 0,05) da média do 

isolado fúngico CG768, sendo estatisticamente diferente (P < 0,05) do isolado 

fúngico NF34A. Também não houve diferença estatística (P > 0,05) entre os 

isolados CG768 e I31. 

De um total de 1.000 L3, foram recuperadas das placas do controle sem 

fungos uma média de 890 L3 indicando que 11% delas morreram naturalmente 

com o tempo, provavelmente devido a desnutrição. Os resultados indicaram que 

as espécies de fungo estudadas reduziram significativamente a média de L3 de 

Ancylostoma spp. em 88,76%, 97,75% e 89,89% nos tratamentos com os isolados 

fúngicos NF34A, I31 e CG768, respectivamente (Gráfico 3). 

Os isolados fúngicos de A. robusta (isolado I 31), D. flagrans (isolado 

CG 768) e M. thaumasium (isolado NF 34A) foram capazes de predar as L3 de 

Ancylostoma spp. nos ensaios realizados in vitro (Figuras 6, 8 e 10). Essa 

predação foi observada nos tratamentos já na primeira leitura dos campos, feita 

24 horas após a interação das larvas com os isolados fúngicos (Tabela 2). Não foi 

detectada a presença de fungos nematófagos e conseqüente predação nas placas 

controle no decorrer dos dias do ensaio (Figura 1) sendo a comprovação desta 

predação observada pela redução na média das L3 recuperadas ao final do ensaio 

(Gráfico 2). 
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Figura 7 – Larvas infectantes (L3) de Ancylostoma spp. em placa de 

Petri do controle sem fungos contendo meio ágar-água 

2% (Aumento 10 x 4). 

 

 

Figura 8 – Predação de larvas infectantes (L3) de Ancylostoma spp. 

por Duddingtonia flagrans em placa de Petri contendo 

meio ágar-água 2% (Aumento 10 x 4). 
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Figura 9 – Predação de larva infectante (L3) de Ancylostoma spp. 

por Arthrobotrys robusta em placa de Petri contendo 

meio ágar-água 2% (Aumento 10 x 20). 

 

 

Figura 10 – Predação de larva infectante (L3) de Ancylostoma spp. 

por Monacrosporium thaumasium em placa de Petri 

contendo meio ágar-água 2% (Aumento 10 x 20). 
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Estudos in vitro podem superestimar o potencial dos fungos predadores, 

já que nas placas de Petri os nematóides não teriam condições de escapar da 

predação destes microrganismos, não havendo reprodução das interferências 

comumente encontradas no solo e mudanças no ambiente (Gomes et al., 2001b), 

sendo necessários estudos in vivo para obter maiores informações sobre a 

viabilidade da utilização destes microorganismos no controle de nematóides 

intestinais de cães. 
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Médias seguidas de pelo menos uma mesma letra na coluna não diferem entre 

si em nível de 5% de probabilidade pelo teste de Tukey com diferença mínima 

significativa = 75,34. 

 

Gráfico 2 – Média de larvas infectantes (L3) de Ancylostoma spp. recuperadas de 

meio AA 2% pelo método de Baermann no décimo dia dos 

tratamentos após interação com os isolados fúngicos de Arthrobotrys 

robusta (I31), Duddingtonia flagrans (CG768) e Monacrosporium 

thaumasium (NF34A) e do controle sem fungos. 

890a 
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Gráfico 3 – Porcentagem de redução na média de larvas infectantes (L3) de 

Ancylostoma spp. recuperadas de meio AA 2% pelo método de 

Baermann dos tratamentos no décimo dia experimental após 

interação com os isolados fúngicos de Arthrobotrys robusta (I31), 

Duddingtonia flagrans (CG768) e Monacrosporium thaumasium 

(NF34A) em relação ao controle sem fungos. 

 

Neste ensaio, mantido à temperatura ambiente, a temperatura média foi 

de 28 ºC, o que favoreceu a atuação do fungo já que este fator é importante no 

crescimento e produção de armadilhas dos fungos nematófagos e varia de acordo 

com cada espécie, havendo influência nos percentuais de apreensão de larvas na 

faixa de 20 a 33 ºC (Morgan-Jones et al., 1997). Isso foi comprovado em estudo 

in vitro com o fungo predador D. flagrans que produziu grande quantidade de 

armadilhas à temperatura de 20-30 ºC em apenas dois dias e poucas armadilhas à 

temperatura de 10 ºC em 10 dias (Gronvold et al., 1996b).  

Em comparação a ensaios já realizados com outros nematóides e mesmas 

espécies de fungos predadores, a porcentagem de redução de L3 de Ancylostoma  

spp. foi maior. Em ensaio in vitro dois isolados fúngicos de A. robusta – B e C – 

foram capazes de capturar num período de cinco dias uma média de 53% e 56% 

das L3 de Cooperia punctata (Araújo et al., 1998). Esta mesma espécie predou 

32,3% das L3 de Strongyloides papillosus (Gonzalez Cruz et al., 1998) e 92,33% 

89,89% 97,75% 88,76% 
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das L3 de H. contortus (Mendoza-De Gives et al., 1992) após sete dias incubados 

a 25 ºC em meio CMA. Foram recuperadas apenas 690 L3 das 10.000 L3 de H. 

contortus após 20 dias de incubação a 25 ºC em meio AA 2% com 1.000 

conídios de M. thaumasium (Mota et al., 2000). 

A comparação dos resultados obtidos neste ensaio com os de outros 

estudos pode indicar que as L3 do gênero Ancylostoma spp. são mais sensíveis a 

predação por estas espécies de fungos predadores do que outras L3 de nematóides 

parasitas de animais domésticos.  

 

 

6.2. Predação de larvas infectantes (L3) de Ancylostoma spp. em 

coproculturas de fezes de cães  

 

Não houve diferença significativa nos tratamentos (P > 0,05) como é 

visualizado no resumo da análise de variância da Tabela 4 (Anexo). O Gráfico 4 

apresenta as médias de L3 de Ancylostoma spp. recuperadas das coproculturas no 

décimo dia experimental pelo método de Baermann não se evidenciando 

diferença estatística significativa (P > 0,01) entre o controle sem fungos e os 

tratamentos. Este gráfico também permite comparar estas médias com o número 

de ovos de Ancylostoma spp. presentes nas 10 g de fezes das coproculturas, 

verificando-se  que a média de L3 de Ancylostoma spp. recuperadas do controle 

sem fungos foi pequena em relação aos 28.000 ovos presentes nas fezes das 

coproculturas o que pode ser devido a não eclosão dos ovos e morte natural das 

larvas. 

Tal resultado pode ser devido ao fato da concentração de conídios/ovos 

de Ancylostoma spp. resultante da mistura nos tratamentos ter sido pequena em 

relação a concentração de 1 conídio/ovo preconizada em outros ensaios 

experimentais envolvendo fungos nematófagos e nematóides patogênicos aos 

animais (Bird e Herd, 1995). As fezes utilizadas neste ensaio apresentavam uma 

contagem de 2.800 ovos/g resultando numa concentração de 0,36 conídio/ovo de 

Ancylostoma spp. após adicionar 1.000 conídios/g de fezes nas coproculturas dos 

tratamentos. 
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Médias seguidas de uma mesma letra não diferem entre si em nível de 5% de 

probabilidade pelo teste de Tukey. 

 

Gráfico 4 – Média de larvas infectantes (L3) de Ancylostoma spp. recuperadas 

pelo método de Baermann no décimo dia das coproculturas dos 

tratamentos após interação com os isolados fúngicos de 

Arthrobotrys robusta (I31), Duddingtonia flagrans (CG768) e 

Monacrosporium thaumasium (NF34A) e do controle sem fungos 

em relação a média de ovos em 10 g de fezes. 

 

Alguns fatores podem ter sido responsáveis pela não significância das 

médias deste ensaio como o tempo, a temperatura e a disponibilidade de matéria 

orgânica. O intervalo de 10 dias das coproculturas com os isolados fúngicos de 

Arthrobotrys robusta (I31), Duddingtonia flagrans (CG768) e Monacrosporium 

thaumasium (NF34A) parece ter sido insuficiente e provavelmente um aumento 

nesse intervalo resultaria em melhor atuação dos isolados fúngicos sobre as L3 de 

Ancylostoma spp. Uma temperatura superior à temperatura de 25 °C em que foi 

10.550 n.s. 

9.780 n.s. 

7.170 n.s. 

9.930 n.s. 

Nº de L3 de Ancylostoma spp. recuperadas. 

Nº de ovos infectantes de Ancylostoma spp. – 28.000 ovos em 10 g de fezes. 
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mantido o ensaio poderia ter influenciado positivamente na captura das L3 de 

Ancylostoma spp. A disponibilidade de matéria orgânica rica em nutrientes nas 

fezes também pode ter reduzido a necessidade dos isolados fúngicos de capturar 

as L3 de Ancylostoma spp. para se nutrir.  

Ao analisar o Gráfico 5 observou-se que a redução na média de L3 de 

Ancylostoma spp. nos tratamentos em relação ao controle sem fungos foi 

pequena comparada com outros resultados de estudos in vitro. Os isolados 

fúngicos CG768, I31 e NF34A reduziram em 7,30%, 32,04% e 15,36% a média 

de L3 de Ancylostoma spp., respectivamente. O isolado fúngico I31 também 

apresentou maior atividade predatória neste ensaio e o isolado fúngico NF34A 

predou mais larvas do que o CG768. Esta redução foi menor do que a observada 

no ensaio em meio AA 2%, que foi superior a 80%. 
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Gráfico 5 – Porcentagem de redução na média de larvas infectantes (L3) de 

Ancylostoma spp. recuperadas pelo método de Baermann após 10 

dias das coproculturas tratadas com os isolados fúngicos de 

Arthrobotrys robusta (I31), Duddingtonia flagrans (CG768) e 

Monacrosporium thaumasium (NF34A) em relação ao controle sem 

fungos. 

 

Resultados de estudos in vitro envolvendo o fungo predador D. flagrans 

7,30% 32,04% 15,36% 
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e L3 de ciatostomíneos mostraram redução de 32,1% na média das L3 destes 

nematóides em fezes de eqüinos quando na concentração de 1 conídio/ovo, 

90,5% na concentração de 10 conídios/ovo e 93,9% na concentração de 100 

conídios/ovo (Bird e Herd, 1995). Em outro ensaio in vitro este mesmo fungo 

predador na concentração de 250 clamidosporos/g de fezes reduziu 93% das L3 

de Cooperia oncophora em culturas fecais contendo 967 ovos/g de fezes de 

bovinos (Gronvold et al., 2004).  

Redução de 10,1% na média de L3 de Haemonchus contortus em relação 

ao controle ocorreu em culturas de fezes de ovinos in vitro semeadas com 20.000 

conídios/g de fezes de A. robusta (Mendoza-De Gives e Vazquez-Prats, 1994). 

Houve uma redução de 70, 93, 87 e 82% na média de L3 de H. contortus após a 

adição de 1 cm de ágar de cultura fúngica do fungo predador M. thaumasium em 

quatro grupos experimentais contendo 5, 10, 20 e 50 g de fezes de ovinos 

cultivadas à temperatura de 25ºC por sete dias, respectivamente (Waller e Faedo, 

1993). 

 

 

6.3. Esporulação dos isolados fúngicos de Arthrobotrys robusta (CG768), 

Duddingtonia flagrans (I31) e Monacrosporium thaumasium (NF34A) 

em meios de cultura 

 

Neste ensaio comparou-se a produção de conídios dos isolados fúngicos 

CG768, I31 e NF34A em estudo em quatro meios rotineiramente utilizados em 

laboratório, a fim de conhecer o melhor meio para produção de conídios para 

cada um destes isolados fúngicos. Os fungos foram capazes de crescer e 

esporular em todos os meios testados. 

Na Tabela 5 (Anexo) está o resumo da análise de variância onde se 

observa que houve diferença estatística significativa (P < 0,01) nos isolados 

fúngicos, nos meios e na interação fungo x meio (P < 0,01).  

Na Tabela 6 estão descritas as médias de conídios produzidos pelos 

isolados fúngicos nos meios. Não houve diferença estatística significativa (P < 

0,05) entre as médias dos isolados fúngicos CG768, I31 e NF34A quanto a 



 43 
 

produção de conídios em meio AA 2%, que foi o pior meio para a produção de 

conídios em relação aos demais meios. No entanto, esperava-se que maior 

produção de conídios ocorresse nesse meio que é pobre em nutrientes, com pouca 

fonte de C e N, uma condição estressante para o fungo, e assim um estímulo a 

esporulação com supressão do crescimento vegetativo (Dhingra e Sinclair, 1995). 

Nos meios BDA 2%, CMA 2% e YPSSA a média de conídios produzida pelos 

três isolados fúngicos foi estatisticamente diferente (P < 0,05) sendo que o 

isolado fúngico com maior produção de conídios nestes três meios foi o CG768 

ao contrário do NF34A que foi o que menos produziu. Baseando-se nestes 

resultados observou-se que estes fungos necessitam de uma boa fonte de 

nutrientes para produzir uma maior quantidade de conídios. 

 

Tabela 6 – Médias das contagens de conídios dos isolados fúngicos de 

Arthrobotrys robusta (I31), Duddingtonia flagrans (CG768) e 

Monacrosporium thaumasium (NF34A) nos meios AA 2%, batata-

dextrose-ágar 2% (BDA 2%), corn-meal-agar 2% (CMA 2%) e 

yeast-phosphate-sulphate-sacarose-agar (YPSSA). 

 

Fungo AA 2% BDA 2% CMA 2% YPSSA 
I31 235.833 Ab 3.258.333 Ba 2.496.667 Ba 3.427.500 Ba 

CG768 31.667 Ac 11.030.000 Aa 5.927.500 Ab 5.638.333 Ab 
NF34A 60.834 Ab 1.008.333 Ca 86.667 Cb 1.478.333 Ca 

M/F (fixando-se o meio de cultura e comparando-se os fungos) = As médias seguidas pela 
mesma letra maiúscula nas colunas não diferem entre si em nível de 5% de probabilidade 
pelo teste de Tukey com diferença mínima significativa = 1.106.529,74. 

F/M (fixando-se o fungo e comparando-se os meios de cultura) = As médias seguidas pela 
mesma letra minúscula nas linhas não diferem entre si em nível de 5% de probabilidade 
pelo teste de Tukey com diferença mínima significativa = 1.005.936,13. 

 

 

Quando se analisou o isolado fúngico CG768 nos diversos meios 

verificou-se que houve diferença significativa (P <0,05) do meio BDA 2% em 

relação aos demais meios, o que também foi observado com o meio AA 2%. As 

médias de conídios produzidas por este fungo não foram diferentes (P > 0,05) 

entre os meios CMA 2% e YPSSA. No caso do isolado fúngico I31 verificou-se 
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que a média de conídios produzidos no meio AA 2% foi estatisticamente inferior 

(P < 0,05) em relação aos demais meios, não havendo diferença (P > 0,05) entre 

as médias dos meios BDA 2%, CMA 2% e YPSSA. A produção de conídios do 

isolado fúngico NF34A foi estatisticamente igual (P > 0,05) entre os meios AA e 

CMA que diferiram estatisticamente (P < 0,05) dos meios BDA e YPSSA, cujas 

médias não foram estatisticamente diferentes (P < 0,05) entre si.  

O meio BDA foi o melhor para a produção de conídios do isolado 

fúngico CG768 enquanto que para os isolados fúngicos I31 e NF34A o meio 

YPSSA foi o que permitiu maior produção destas estruturas reprodutivas, 

resultado este melhor representado no Gráfico 6. Em todos os meios o isolado 

fúngico D. flagrans (CG 768) produziu grande quantidade de clamidósporos 

(Anexo, Figura 4). O meio BDA leva vantagens em relação aos demais quanto ao 

custo por ser um meio de cultura mais barato. 

Em um estudo realizado por Dias (1992), o meio YPSSA proporcionou 

maior crescimento e esporulação para o fungo A. robusta em relação aos meios 

BDA e CMA em estufa a 25 ºC, assemelhando-se ao resultado obtido neste 

ensaio. Em outro estudo, grande produção de conídios foi observada em meio 

YPSSA pelos isolados fúngicos I31 e NF34A após sua preservação em diferentes 

métodos de conservação, sendo que o isolado fúngico I31 produziu maior 

número de conídios em relação ao isolado fúngico NF34A (Mota et al., 2003). 

Os fungos requerem um conjunto de condições ambientais para o seu 

crescimento incluindo aeração, luz, umidade, temperatura etc, mas segundo 

Dhingra e Sinclair (1995), o meio de cultura é o fator de maior influência no 

cultivo fúngico sendo que a concentração de seus constituintes determina a 

qualidade e a quantidade de crescimento e se a esporulação ou o crescimento 

vegetativo serão dominantes. Um bom meio de cultura permite grande 

esporulação e pequeno crescimento micelial, sendo que, geralmente, a 

esporulação é favorecida por esgotamento nutricional, o que é uma condição 

adversa ao crescimento vegetativo (Dhingra e Sinclair, 1995).  

Em muitos estudos com fungos nematófagos grandes quantidades de 

esporos são requisitadas (Araújo et al., 2001; Larsen et al., 1995; Waller et al., 

2001) daí a necessidade de conhecer os meios que permitam maior esporulação 
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para determinado fungo nematófago. A esporulação abundante também é 

importante para a disseminação e sobrevivência de fungos em condições 

ambientais (Jansson, 1982), o que é desejável em programas de controle 

biológico. 

 

 

Figura 11 – Clamidósporos de Duddingtonia flagrans em placa de 

Petri contendo meio ágar-água 2% (Aumento 10 x 10). 

 

Em sua fase saprofítica os fungos predadores de nematóide são capazes 

de utilizar diversas fontes de C e N em sua nutrição (Saxena et al., 1989). Estes 

fungos não são exigentes em sua nutrição não necessitando de meios complexos 

para seu crescimento (Blackburn e Hayes, 1966; Araújo et al., 2004). 

Normalmente a produção de conídios para ensaios experimentais é feita em meio 

AA 2% adicionando-se nematóides de vida livre como o Panagrellus sp. (Araújo 

et al., 1993; Araújo et al., 1994), entretanto a produção de conídios por meio 

desta técnica é demorada. 
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Gráfico 6 – Médias da produção de conídios dos isolados fúngicos de 

Arthrobotrys robusta (I31), Duddingtonia flagrans (CG768) e 

Monacrosporium thaumasium (NF34A) nos meios AA 2%, 

batata-dextrose-ágar 2% (BDA 2%), corn-meal-agar 2% (CMA 

2%) e yeast-phosphate-sulphate-sacarose-agar (YPSSA). 
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7. CONCLUSÕES 

 

1 – Os isolados fúngicos de Arthrobotrys robusta (I31), Duddingtonia flagrans 

(CG768) e Monacrosporium thaumasium (NF34A) foram eficientes na 

captura in vitro dos nematóides Ancylostoma spp. em placas de Petri sobre 

superfície de meio de crescimento AA 2%; 

  

2 – Os resultados evidenciaram que há uma maior atividade predatória in vitro 

em meio AA 2% do isolado fúngico de Arthrobotrys robusta (I31) sobre L3 

de Ancylostoma spp. em relação aos isolados fúngicos de Duddingtonia 

flagrans (CG768) e Monacrosporium thaumasium (NF34A); 

  

3 – Nas coproculturas o isolado fúngico de Arthrobotrys robusta (I31) também 

apresentou maior atividade em relação aos isolados fúngicos de 

Duddingtonia flagrans (CG768) e Monacrosporium thaumasium (NF34A); 

  

4 – O intervalo de 10 dias das coproculturas com os isolados fúngicos de 

Arthrobotrys robusta (I31), Duddingtonia flagrans (CG768) e 

Monacrosporium thaumasium (NF34A) parece ter sido insuficiente e por 

isso a dosagem e o tempo de interação fungo-nematóide devem ser melhor 

estudados; 
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5 – Existe um meio de cultura mais apropriado para cada um dos isolados 

fúngicos estudados. O isolado fúngico de Duddingtonia flagrans (CG768) 

produz maior número de conídios no meio BDA 2%. Os isolados fúngicos 

de Arthrobotrys robusta (I31) e de Monacrosporium thaumasium (NF34A) 

produzem maior número de conídios no meio YPSSA. 

  

6 – O meio AA 2% não é um bom meio para esporulação dos isolados 

fúngicos de Arthrobotrys robusta (I31), Duddingtonia flagrans (CG768) e 

Monacrosporium thaumasium (NF34A). 
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ANEXOS 

 

Tabela 1 – Análise de variância da média de larvas infectantes (L3) não predadas 

de Ancylostoma spp. por campo de 4 mm de diâmetro em meio AA 

2% observados nos grupos durante um período de 10 dias.  

 

Fonte de Variação 
Graus de 

Liberdade 
Quadrados 

Médios 
Tratamentos (T) 3 417,95** 

Resíduo (a) 36 49,74 
Dias (D) 9 257,29** 

T x D 27 22,95* 
Resíduo (b) 324 179,03 

CV (%) Parcela 145,29 
CV (%) Subparcela 38,71 

** = F significativo em nível de 1% de probabilidade. 
* = F significativo em nível de 5% de probabilidade 

 

 

Tabela 3 – Análise de variância da média de larvas infectantes (L3) de 

Ancylostoma spp. recuperadas do meio AA 2% pelo método de 

Baermann no décimo dia dos tratamentos após interação com os 

isolados fúngicos de Arthrobotrys robusta (I31), Duddingtonia 

flagrans (CG768) e Monacrosporium thaumasium (NF34A) e do 

controle sem fungos. 

 

Fonte de 
variação 

Graus de 
liberdade 

Quadrados 
médios 

Tratamentos 3 1.693.667* 
Resíduo 36 3910,49 

Coeficiente de Variação (%) 22,74 

* = F significativo em nível de 5% de probabilidade 
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Tabela 4 – Análise de variância da média de larvas infectantes (L3) de 

Ancylostoma spp. recuperadas pelo método de Baermann no 

décimo dia das coproculturas dos tratamentos após interação com 

os isolados fúngicos de Arthrobotrys robusta (I31), Duddingtonia 

flagrans (CG768) e Monacrosporium thaumasium (NF34A) e do 

controle sem fungos. 

 

Fonte de 
variação 

Graus de 
Liberdade 

Quadrados 
médios 

Tratamentos 3 0,2106158 n.s. 
Resíduo 36 0,2192397 
CV (%) 51,41 

n.s. = F não significativo em nível de 5% de probabilidade 
 

 

Tabela 5 – Análise de variância da média de conídios produzidos pelos isolados 

fúngicos de Arthrobotrys robusta (I31), Duddingtonia flagrans 

(CG768) e Monacrosporium thaumasium (NF34A) nos meios AA 

2%, batata-dextrose-ágar 2% (BDA 2%), corn-meal-agar 2% (CMA 

2%) e yeast-phosphate-sulphate-sacarose-agar (YPSSA). 

 

Fonte de 
Variação 

Graus de 
Liberdade 

Quadrados Médios 

Fungo (F) 2 0,1550601 x 1015** 
Meio (M) 3 0,07802263 x 1015** 

F x M 6 0,02953162 x 1015** 
Resíduo 60 0,5252115 x 1015** 
CV (%) 25,07 

** = F significativo em nível de 1% de probabilidade 

 

 


