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Resumo

A capacidade predatéria de um isolado de fungo predador de nematoides Duddingtonia flagrans (AC001) sobre
larvas infectantes de ciatostomineos foi avaliada em condigoes laboratoriais em ensaio experimental em meio dgar-dgua
2% (AA 2%). Houve reducio significativa (p < 0,01) de 93,64% na média de larvas infectantes de ciatostomineos
recuperadas do meio AA2%, ao final de sete dias. Os resultados desse ensaio evidenciam que o isolado fiingico AC001
poderia ser utilizado no controle biolégico de ciatostomineos de equinos.

Palavras-chave: Controle biol6gico, Strongyloidea, fungos nematéfagos, fungos predadores de nematoides, controle
alternativo.

Abstract

The predatory capacity of one isolate of nematode-trapping fungus Duddingtonia flagrans (AC001) on infective
larvae of cyathostomes was evaluated in laboratorial conditions in medium water-agar 2% (WA 2%). There was
significant reduction (p < 0. 01) of 93.64% in the average of infective larvae of cyathostomes recovered of medium WA
2% at seven day. These results show that the isolated AC001 could be used in the biological control of cyathostomes
of horses.

Keywords: Biological control, Strongyloidea, nematophagous fungi, nematode-trapping fungi, alternative control.

Nematoides estrongilideos s2o comuns em equinos, representando
um grupo de grande importincia no Brasil, ji que grande parte do
rebanho encontra-se infectado. A subfamilia Cyathostominae ¢
a mais prevalente com registros de animais parasitados com mais
de um milhao e duzentas mil espécimes de ciatostomineos, que
causam prejuizo a satide animal (CASTRO et al., 2003; ANJOS;
RODRIGUES, 2006).

Resultados de pesquisas realizadas a campo sugerem que
os equinos adquirem resisténcia aos pequenos estrongilideos
com a idade, verificados através da reducio da carga parasitdria
e a contagem de ovos nas fezes. Essa resposta, porém, ¢ lenta e
inconsistente na maioria dos animais e nio tem relacio com a
intensidade do contato parasitdrio anterior (ASSIS; ARAU]O,
2003; ANJOS; RODRIGUES, 2006).

Os fungos nematéfagos constituem uma opgio ao controle dos
nematoides gastrintestinais de animais domésticos. Sua agio estd
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concentrada no ambiente fecal e direcionada ao combate das larvas
de vida livre dos parasitos (CASTRO et al., 2003; ARAUJO et al.,
2004). Eles sao cosmopolitas, ocorrem em solos naturais, solos
agricultdveis e em todos os tipos de matéria organica em decomposicao
(ARAUJO et al., 2006). Duddingtonia flagrans é a espécie do grupo
de fungos predadores, mais promissora no controle das helmintoses
gastrintestinais de animais domésticos devido a producio de
clamidésporos em abundancia (MOTA et al., 2003).

O presente estudo objetivou avaliar a capacidade predatdria
in vitro do fungo D. flagrans (isolado AC001) oriundo de solo do
Brasil, na localidade de Vicosa, na zona da mata de Minas Gerais,
sobre larvas infectantes de ciatostomineos.

Panagrellus sp. (nematoides de vida livre) foram mantidos em
placas de Petri com meio de aveia em flocos, umedecida e amassada.
Esses nematoides foram extraidos do meio de cultura através da
imersdo de pequenas quantidades de aveia em dgua destilada a
temperatura ambiente, no aparelho de Baermann, e coletados em
tubos de hemolise apds seis horas de decantacio.

Discos de cultura de 4 mm de didmetro foram extraidos dos
isolados fiingicos mantidos em tubos de ensaio, contendo “corn
meal agar” 2%, e transferidos para placas de Petri de 9,0 cm de
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didmetro, com 20 mL de batata-dextrose-dgar 2%, e mantidos
a 25 °C, no escuro, durante 10 dias. Apds o crescimento dos
isolados, novos discos de cultura de 4 mm de didmetro foram
transferidos para placas de Petri de 9,0 cm de didmetro, contendo
20 mL de 4gar-dgua 2% (AA 2%). Nesse meio, foi acrescentado,
diariamente, 1 mL de 4gua destilada contendo 1.000 larvas de
Panagrellus sp., durante um periodo de 21 dias, para indugio de
formacio de conidios fingicos. Quando se observou o completo
desenvolvimento fiingico, 5 mL de dgua destilada foram adicionados
a cada placa de Petri. Os conidios e fragmentos miceliais foram
removidos segundo a técnica descrita de Aratjo et al. (1993).

Fezes frescas foram coletadas diretamente da ampola retal de
16 equinos (Equus caballus) mestigos, com idade entre 3-8 anos,
naturalmente infectados. A seguir, realizou-se a contagem de ovos por
grama de fezes (OPG) de acordo com Gordon e Withlock (1939),
com a finalidade de encontrar animais positivos. Posteriormente,
procedeu-se a realizacio das coproculturas e, ao final de sete
dias, foram obtidas larvas de terceiro estddio (L,), que foram
identificadas e quantificadas segundo os critérios descritos por
Bevilaqua et al. (1993), em microscépio éptico, objetiva de 10x.
A leitura do Baermann demonstrou que 100% das L, visualizadas
eram de ciatostomineos.

Dois grupos foram formados em placas de Petri de 9,0 cm de
didmetro, contendo 20 mL de AA2%, um grupo tratado e um
grupo controle, sendo feitas 10 repeti¢oes para cada grupo. As
placas de Petri foram previamente marcadas em campos de 4 mm
de didmetro. No grupo tratado, cada placa de Petri continha
1.000 L, de ciatostomineos e 1.000 conidios do isolado fingico
AC001 em AA2%; e o grupo controle (sem isolado fliingico)
continha apenas 1.000 L, nas placas com AA2%. Durante sete
dias, a cada 24 horas, 10 campos aleatérios de 4 mm de didmetro
em cada placa dos grupos tratado e controle foram observados em
microscdpio dptico em objetiva de 10x, contando-se o nimero de
L, ndo predadas em cada um. No sétimo dia, foram recuperadas
as L, nao predadas do contetdo das placas de Petri, por meio
do aparelho de Baermann, com dgua a 42 °C. A média de L, de
ciatostomineos recuperadas foi calculada. Os dados obtidos foram
transformados em log (x + 1) e, posteriormente, submetidos s
andlises de varidncia (ANOVA) em niveis de significAncia de
1 € 5% de probabilidade. A eficiéncia de predagao de L, em relagao
ao controle foi avaliada pelo teste de Tukey ao nivel de 1% de
probabilidade. Posteriormente, o percentual de redugio da média
de L, foi calculado, utilizando-se a Equagao 1:

% Redugio = (Média deL, recuperadas do controle - Média de L, recuperadas do tratamento) x100 ( 1 )

MeédiadeL; recuperadas do controle

O isolado AC001 do fungo D. flagrans foi capaz de predar
as larvas de ciatostomineos ao longo do ensaio realizado in
vitro. Essa predagao foi visualizada nas placas de Petri do grupo
tratado j4 na primeira leitura dos campos, realizada no perfodo
de 24 horas ap6s a interagio das larvas com o isolado fungico.
Contudo nio foi observada a presenca do fungo e tio pouco de
armadilhas formadas predando as L, presentes na placas de Petri
do grupo controle.

A comprovagio dessa predacio foi observada com a redugao
das médias de L, recuperadas de ciatostomineos, ao final do ensaio
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in vitro, no sétimo dia (Figura 1). Ao final de sete dias, o isolado
ACO001 demonstrou melhor desempenho em relacio ao controle,
observando-se uma redugio significativa (p < 0,01) de 93,64%
no nimero médio das L, recuperadas por meio do aparelho de
Baermann.

A média de larvas infectantes de L, nao predadas de
ciatostomineos por campo de 4 mm de diametro durante o
experimento, estd representada na Tabela 1. De acordo com
Fontenot et al. (2003), D. flagrans tem uma taxa étima de
crescimento em temperatura entre 20 ¢ 30 °C de 15 ¢ 60 mm
por semana. Na presen¢a de nematoides, esse fungo consegue
produzir de 700 a 800 armadilhas por cm? em curto intervalo
de tempo. Santos et al. (2001) registraram a eficdcia de duas
espécies de fungos nematéfagos e, dentre essas, D. flagrans em
fezes de equinos naturalmente infectados por ciatostomineos,

Tabela 1. Média didria e desvio-padrao de larvas infectantes (L)) nao
predadas de ciatostomineos por campo de 4 mm de didmetro, em
meio dgar-dgua 2%, durante o perfodo de 7 dias nos tratamentos
com isolado fingico de Duddingtonia flagrans (AC001) e no controle
sem fungo.

Tratamento
Ter.np ° (média de L, nao predadas + dp)
(dias)
ACO001 Controle
1 1,8 + 1,66 3,05 + 4,778
2 0,84 + 0,804 2,09 + 1,088
3 0,73 + 0,92* 2,26 + 1,518
4 0,86 + 1,08* 2,51 + 1,99°
5 0,39 +0,85* 2,29 + 1,49°
6 0,45 + 0,83 2,96 + 2,84"
7 0,20 + 0,384 2,97 + 2,248

Meédias seguidas pela mesma letra maitscula (A; B) nas linhas ndo diferem
estatisticamente a 1% de probabilidade do teste de Tukey.
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Figura 1. Média de larvas infectantes (L)) de ciatostomineos nio
predadas, recuperadas em meio dgar-dgua 2% pelo método de
Baermann, no sétimo dia do tratamento, apds interagio com isolado
fungico Duddingtonia flagrans (AC001) e do controle sem fungos.

Barra representa o desvio-padrio.
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observando-se que D. flagrans, quando estimulado em temperatura
de 10 a2 20 °C, apresentou percentuais de redu¢io larvar em torno
de 47,5 e 41,8% apds 14 dias em coprocultura. Durante o presente
trabalho, a temperatura foi mantida constante na faixa de 28 °C,
e foi observado que houve uma redugao eficaz do niimero de L,
de ciatostomineos pela presenca do fungo D. flagrans ap6s sete
dias de interacio.

Assis e Aratjo (2003), trabalhando com Monacrosporium
sinense ¢ M. appendiculatum, notaram que, ao final dos 15 dias,
houve uma reducgao do niimero médio de larvas infectantes de
ciatostomineos recuperadas das placas e das coproculturas em
torno de 70%, quando comparado ao grupo controle (p < 0,05).
Os resultados obtidos no presente trabalho sugerem que o fungo
D. flagrans é mais eficaz que essas duas espécies de fungos sobre
L, de ciatostomineos ao final de sete dias.

O isolado testado de D. flagrans foi eficaz no controle in vitro
de larvas infectantes de ciatostomineos de equinos e poderia ser
utilizado no controle bioldgico desses nematoides.
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