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Arthrobotrys robusta no controle biolégico de nematoéides
parasitos gastrintestinais de bovinos

Arthrobotrys robusta in biological control of bovine nematode
gastrointestinal parasites

Alessandra Pereira Simonini Gomes, Jackson Victor de Araujo*

Resumo

Um estudo foi realizado com o objetivo de testar o potencial in vivo do fungo predador de nematdides Arthrobotrys robusta em
predar e controlar nematdides parasitos gastrintestinais de bovinos a pasto. Vinte bezerros foram tratados previamente com
Albendazole e divididos em dois piquetes naturalmente infestados por helmintos gastrintestinais, um grupo controle (grupo A)
e um grupo tratado com conidios (grupo B). Uma semana depois, cada bezerro recebeu por via oral 10 mil larvas infectantes
de Haemonchus placei. No grupo B, cada animal recebeu 2 milhdes de conidios de A. robusta, por via oral, duas vezes por
semana, durante quatro meses, a partir do inicio da estagdo chuvosa da regido (outubro). Os animais do grupo A nao
receberam conidios. Amostras de fezes e de pasto foram coletadas a cada 14 dias durante todo o periodo experimental.
Dados de temperatura, umidade relativa do ar e precipitagao pluvial foram coletados. Um bezerro tragador foi introduzido a
cada 15 dias em cada piquete. Houve uma reducgéo de 73,68% no nimero de ovos por grama de fezes nos bovinos do grupo
B, quando comparados aos do grupo A em maio (P<0,05). Cooperia foi o género mais prevalente em ambos os grupos, no
nimero de larvas recuperadas das necrépsias dos animais tragadores e nas pastagens, seguindo os géneros Haemonchus
e Oesophagostomum. Houve uma reducgado de 77,39% na contagem de larvas recuperadas da pastagem do grupo B (P<0,05),
quando comparado ao grupo A. '

Palavras-chave: controle bioldgico; fungos nematéfagos; fungos predadores de nematdides; Arthrobotrys robusta; nematdides; bovinos.

Abstract

A study was carried out to investigate the in vivo potential of the nematode-trapping fungi Arthrobotrys robusta, in trapping and
controlling, at pasture soil, bovine gastrointestinal parasitic nematodes. Twenty calves were treated previously with albendazol
and later divided into two pastures naturally infested by gastrointestinal helminth, one for the control group (group A) and one for
the conidia treated group (group B). One week after each calf received by oral route 10,000 infective Haemonchus placei larvae.
In group B, each animal received two million conidia of A. robusta, orally, twice a week, during four months period that started
together with the region’s rainy season (october). The animals in group A did not receive any conidia. Fecal and pasture soil
samples were collected for parasitic examination every 14 days, during all the experimental period. Temperature, relative air
humidity and rainfall data were recorded. One tracer calf was introduced every 15 days in each pasture. The results showed
73,68% reduction in the number of eggs per gram of faeces in the bovine of the group B, when compared to group A, in May
(P<0.05). Cooperia was the most prevalent genus in both groups, in the number of larvae recovered from necropsy of tracer
animals and in pasture, followed by Haemonchus and Oesophagostomum genera. There was a reduction of 77,39% in larvae
counts recovered from pasture in group B (P<0.05), when compared to group A.
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Introducao

O parasitismo gastrintestinal por helmintos € um dos mais
importantes problemas na produtividade de ruminantes em
todo o mundo. Sua presenga causa uma condi¢ao subclinica
onde os efeitos mais evidentes estdo nos animais jovens, os
quais ainda nao adquiriram resisténcia imunoldgica a esses
agentes.

Os varios estadios do parasito no meio ambiente represen-
tam infecgOes futuras e apresentam estratégias de sobrevi-
véncia e comportamento, cuja finalidade é o encontro com
um novo hospedeiro. Os esforgos de controle devem ser con-
centrados no ambiente, interrompendo o processo pelo qual
a infecgao potencial torna-se uma infecgao no animal. O con-
trole biolégico visa a reduzir os estadios de vida livre dos
nematodides parasitos de animais domésticos nas pastagens.

Departamento de Veterinaria, Universidade Federal de Vigosa, CEP 36571-000, Vigosa-MG, Brazil, Phone: 55 031 8991464,

Fax: 55 031 8992314, e-mail: jvictor@mail.ufv.br
* Autor de correspondéncia

e
. 69-73, maio/ago. 2000



70

Os fungos nematéfagos predadores formam armadilhas ao lon-
go da hifa que capturam os nematdides. As redes tridimensionais
sd0 as mais comuns das estruturas de captura, sendo encon-
tradas em varias espécies do género Arthrobotrys. Apés a cap-

tura, independentemente da armadilha utilizada, o fungo pene- .

tra e se desenvolve no interior do nematéide, consumindo o seu
conteudo e langando para o meio externo as suas estruturas
vegetativas e reprodutivas (Barron, 1977 ; Gray, 1987).

Espera-se que o controle biolégico de nematdides por fun-
gos possa ser empregado em periodos de maior disponibili-
dade de larvas infectantes na pastagem, reduzindo a ingestao
pelos animais e, conseqlilentemente, a incidéncia de casos
clinicos, além de promover a imunidade dos animais através
da ingestao de pequeno numero de larvas.

O objetivo deste trabalho foi o de utilizar um isolado de
Arthrobotrys robusta no controle biolégico de nematdides
parasitos gastrintestinais de bovinos infectados experimen-
talmente com Haemonchus placei e naturalmente por
nematdides presentes no pasto.

Material e métodos

Larvas infectantes (L) de Haemonchus placei foram gentil-
mente cedidas pelo Departamento de Parasitologia da Uni-
versidade de S&o Paulo.

Panagrellus (nematéides de vida livre) foram mantidos em
placas de Petri com meio de aveia em flocos, umedecida e
amassada. Este nematdide foi extraido do meio de cultura
através da imersao de pequenas quantidades de aveia em
agua destilada no funil de Baermann e coletado em tubos de
hemolise ap6s seis horas de decantagéo.

Para obtengdo de nematdides sem bactérias fecais e fungos,
estes foram lavados com agua destilada e centrifugados a
1.000rpm, por cinco minutos, desprezando no final de cada
centrifugacdo o sobrenadante. Posteriormente, os H. placei
foram mantidos a temperatura ambiente, por uma semana,
em solugdo contendo 0,05% de sulfato de estreptomicina,
0,05% de cloranfenicol e 0,05% de anfotericina B, sendo re-
petido o processo de lavagem em agua destilada, como des-
crito anteriormente (Aradjo, 1996).

Um isolado de fungo predador da espécie Arthrobotrys ro-
busta, oriundo de solo do Brasil, foi obtido pelo método do
espalhamento do solo de Duddington (1955) e modificado
por Santos et al. (1991). Este isolado foi repicado mensal-
mente e conservado em tubos de ensaio contendo batata-
dextrose-agar 2%, a 4°C e no escuro. Para induzir a formagao
de conidios de A. robusta, sua produgao foi realizada em meio
agar-fezes segundo técnica descrita por Araujo (1996).

O experimento foi conduzido em propriedade da Universida-
de Federal de Vigosa, no Municipio de Vigosa, Estado de Mi-
nas Gerais, Regido Sudeste do Brasil, durante o periodo de
outubro de 1996 a maio de 1997.

Vinte bezerros machos, mesticos holandés x zebu, de seis
meses de idade, foram colocados em pastagens de capim-
gordura (Melinis minutiflora) naturalmente infestadas por
helmintos parasitos gastrintestinais. Estes animais foram tra-
tados, previamente, com duas doses de 7,5 mg/kg de peso
vivo de albendazole, intervaladas de duas semanas, sendo
introduzidos na pastagem uma semana apds o término do
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tratamento. Posteriormente, cada um dos bezerros recebeu,
por via oral, 10.000 L, de H. placei.

Os animais foram divididos, aleatoriamente, em dois pas-
tos contendo dez bezerros em cada um deles, com taxa de
lotacdo de 1,7 animal/hectare, formando, entdo, os grupos
controle (A) e tratado (B). No grupo A, os bezerros néo rece-
beram conidios de fungos. No grupo B, cada animal rece-
beu 2 x 106 conidios de A. robusta, por via oral, duas vezes
por semana, por um periodo de quatro meses a partir do
comego do periodo chuvoso na regido (outubro). De catorze
em catorze dias, apés a administrag@o das L, aos bezerros,
nos animais de cada grupo foram colhidas amostras de
fezes diretamente do reto de cada animal. Nestas amostras
fecais, foram determinadas as contagens de ovos por gra-
ma de fezes (OPG) de acordo com técnica descrita por Lima
(1989). Paralelamente ao exame de OPG, foram realizadas
as coproculturas segundo técnica de Guimaraes (1971) e
identificacdo das larvas de acordo com Keith (1953).

De catorze em catorze dias, em cada piquete dos diversos
grupos de animais, foram coletadas amostras de pastagem,
em ziguezague, de pontos variados. De cada amostra, foram
utilizados em torno de 500g de pastagem, de onde se recu-
peraram, quantificaram e posteriormente identificaram as lar-
vas de nematdides parasitos de bovinos segundo Lima (1989)
e Keith (1953). A matéria seca foi obtida e os dados foram
transformados em numero de larvas por kg de matéria seca
segundo Araujo (1996).

De quinze em quinze dias, um animal tragador (bezerro mestigo
holandés x zebu, de seis meses de idade, macho) foi introduzi-
do nos lotes de cada grupo, juntamente com a populagao per-
manente de animais, para medir a infestacdo das pastagens
por nematdides parasitos gastrintestinais de bovinos. Estes
animais, antes de serem introduzidos nas pastagens, foram
confinados e receberam dois tratamentos anti-helminticos com
albendazole (7,5 mg/kg de peso vivo, por via oral), intervalados
de catorze dias, e foram utilizados sete dias apés o ultimo trata-
mento. Cada animal permaneceu por catorze dias nas pasta-
gens e depois foi retirado, estabulado por catorze dias e sacrifi-
cado. Os estadios imaturos e os vermes adultos foram recupe-
rados, quantificados e identificados segundo Araujo (1996).

Foram registrados, diariamente, os dados meteorolégicos,
colhidos em estagao especializada na proépria fazenda expe-
rimental, referentes as médias mensais das temperaturas
maximas, médias e minimas, a umidade relativa do ar e a
precipitagao pluvial.

Foram comparados os dados de OPG, das coproculturas,
numero de larvas recuperadas da pastagem e dos animais
tracadores dos dois grupos. Os resultados foram interpreta-
dos estatisticamente por meio de andlise de variancia (teste
F) a 1 e 5% de probabilidade e regresséo linear. As médias
dos fatores qualitativos foram comparadas pelo teste de Tukey
em nivel de 5% de probabilidade.

Resultados e discussao

Os valores médios mensais das contagens de OPG dos
animais permanentes estdo representados na Figura 1. No
més de maio, o OPG dos animais do grupo controle foi
73,68% maior em relagao aos animais do grupo tratado com
A. robusta (P<0,05).
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Figura 1: Valores médios mensais das contagens de ovos por grama de
fezes (OPG) dos nematdides da superfamilia Strongyloidea nos animais
do grupo controle (A) e de bezerros tratados com conidios (B).

As curvas de regressao (Figuras 2 e 3) demonstram que hou-
ve aumento no OPG dos animais nos dois grupos, nos me-
ses de outubro a janeiro. Nos animais do grupo A houve esta-
bilizagao da curva de OPG nos meses subseq(ientes e ligeiro
aumento no més de maio, e no grupo B a contagem foi redu-
zida a valores significativos (P<0,05).

y= -556.77 + 791.06**.T - 146.87*.7+ 8.8364 T3

R2=0.787
1200
®
1000 <+
>
800 + r -
OPG P ®
600 4
400 4
200 o=
0 t t t t t t ¢
0 Out. Nov. Dez. Jan. Fev. Mar. Abr. Maio
Tempo

Figura 2: Curva de regressao da estimativa do numero de ovos por
grama de fezes (OPG), de outubro a maio, para os animais do grupo
controle (A).
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Figura 3: Curva de regressao da estimativa do numero de ovos por
grama de fezes (OPG), de outubro a maio, para os animais do grupo
tratado com conidios de A. robusta (B).
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Através dos valores médios mensais do OPG, obtiveram-se
as participagbes percentuais das L3, apds coprocultura dos
animais permanentes dos grupos A e B, que estdo represen-
tados nas Figuras 4 e 5, respectivamente. A média das por-
centagens de larvas recuperadas apés coprocultura ao final
do experimento indica a prevaléncia do género Haemonchus
com 48,78%, seguido dos géneros Cooperia com 36,36%, e
Oesophagostomum com 14,86%. As larvas do género
Trichostrongylus foram encontradas somente em animais do
grupo controle, em baixos niveis e no més de abril.
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Figura 4: Valores médios mensais das contagens de ovos de nematdides
recuperados da coprocultura dos animais do grupo controle (grupo A).
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Figura 5: Valores médios mensais das contagens de ovos de nematdides
recuperados da coprocultura dos animais do grupo tratado com conidios
de Arthrobotrys robusta (grupo B).

O aumento no numero de Haemonchus pode ser explicado
pela infecgao inicial dos bezerros permanentes com H. placei
e pela elevagdo da precipitagao pluvial para valores deseja-
veis ao desenvolvimento das larvas na pastagem segundo
Roberts et al. (1952), como se observa na Figura 6.

A predominancia de larvas de Oesophagostomum nas
coproculturas dos bezerros permanentes sobre o género
Cooperia, a partir de fevereiro, sugere que este género foi
menos predado pelo fungo em relagao ao género Cooperia,
talvez por apresentar menor motilidade e ser indutor de me-
nor numero de armadilhas, de acordo com Araujo et al. (1998)
e Nansen et al. (1988). Todavia, posteriores testes especifi-
cos in vitro e in vivo com Oesophagostomum s&o necessari-
os para confirmar esse resultado.

Ao final do experimento, os nematéides do género Cooperia
foram os mais prevalentes nos animais tragadores, com
56,15%, seguindo-se os géneros Haemonchus com 40,84%,
Oesophagostomum com 2,31%, e Trichuris com 0,57%. O nu-
mero de helmintos recuperados dos animais tragadores foi
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maior no periodo de outubro a margo, demonstrando uma estreita relagéo de larvas
recuperadas com a precipitacdo pluvial. Nao houve diferenca estatisticamente sig-
nificativa (P>0,05) nas médias de nematdides encontrados entre os dois grupos de
animais tragadores. .

Os valores das contagens de L, por kg de matéria seca de pastagem estao repre-
sentados na Tabela 1. O nimero de larvas totais recuperadas no pasto dos animais
do grupo tratado com conidios foi menor 77,39% em relagdo ao grupo controle,
tendo o género Cooperia se apresentado como o mais prevalente em ambas as
pastagens. Houve redugdo de 73,28% no nimero total de larvas do género Cooperia
no grupo tratado com conidios, em relagdo ao grupo controle (P<0,05). N&o houve
diferenca estatisticamente significativa (P>0,05) nas médias de larvas infectantes
dos géneros Haemonchus e Oesophagostomum recuperadas por kg de matéria
seca de pasto entre os grupos A e B.

Tabela 1: Numero de larvas infectantes recuperadas dos pastos com animais do grupo
controle e animais do grupo tratado com conidios de A. robusta, de outubro de 1996 a
maio de 1997.

Controle Tratado
Meses Cooperia Haemonchus Oesophagostomum  Cooperia  Haemonchus Oesophagostomum
Outubro 271 41 82 187 - 125
Novembro 30 - - - - -
Dezembro - 17 - - - -
Janeiro 28 - - 20 - -
Fevereiro © 322 33 - 12 - -
Margo 86 18 99 - - -
Abril 130 33 30 22 11 11
Maio 35 41 212 - 26 52
Total 902 183 423 241 37 63

A Figura 6 demonstra que nao ocorreram variagdes no numero de larvas nas pasta-
gens em fungado da pluviosidade. Podemos deduzir que, no caso de Cooperia, a
redugao do numero de larvas recuperadas no pasto do grupo B foi devido ao trata-
mento (P<0,05).
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Figura 6: Numero de larvas recuperadas dos pastos dos animais do grupo controle (pasto A) e
tratado com conidios de A. robusta (pasto B), durante os oito meses de experimento, em relagdo
a pluviosidade mensal.

Durante o periodo experimental, as tem-
peraturas médias mensais oscilaram
entre 20,04°C (outubro de 1996) e
24,63°C (fevereiro de 1997) e foram pro-
picias para o desenvolvimento dos es-
tadios de vida livre dos nematdides pa-
rasitos gastrintestinais de bovinos. En-
tretanto, estas temperaturas nao foram
favoraveis ao desenvolvimento dos es-
tadios de vida livre de Trichostrongylus,
pois as temperaturas ideais para a evo-
lugdo desse parasito estdao compreen-
didas entre 6° e 20°C (Levine, 1963) e
10° e 18,8°C (Fernandes, 1975).

A temperatura 6tima, em geral, de de-
senvolvimento de Arthrobotrys, oscila
entre 20°C e 29°C (Araujo, 1996). Por-
tanto, a temperatura foi favoravel ao de-

-senvolvimento de larvas infectantes na

pastagem e no crescimento dos fun-
gos.

Durante o periodo experimental, os
meses de margo, abril e maio nao atin-
giram o limite minimo de 50mm de pre-
cipitagao pluvial mensal requerido para
o desenvolvimento de ovos e larvas dos
helmintos de bovinos (Gordon, 1948 e
Williams e Mayhew, 1967). Os meses
de novembro, dezembro, janeiro e feve-
reiro apresentaram os maiores valores
de precipitagao pluvial e coincidiram
com os picos de OPG e aumento no
numero de larvas de Haemonchus na
coprocultura dos animais permanentes,
e com o aumento nos nematdides re-
cuperados dos animais tragadores de
ambos os grupos.

Em prévios trabalhos desenvolvidos por
Araujo (1996), Araujo et al. (1996), Ara-
vjo et al. (1998) e Aratjo et al. (1999)
este isolado de A. robusta foi promis-
sor quanto a passagem pelo trato
gastrintestinal de bovinos e reduziu o
OPG em 53,81% em animais tratados
em relagao aos animais do grupo con-
trole e uma redugao de 70,45% no nu-
mero de vermes recuperados da
necrépsia de animais tragadores.

Conclusoes

e Os fungos nematéfagos devem ser
empregados logo no inicio do periodo
chuvoso, quando as condi¢des das
pastagens sdo adequadas para o
pastoreio dos animais e favoraveis ao
desenvolvimento de ovos e larvas de
helmintos no meio ambiente.

¢ O numero de animais tragadores utili-
zados no ensaio experimental foi insufi-




ciente, determinando coeficientes de variagdo com altos valo-
res, e impediu que os resultados da andlise estatistica de-
monstrassem relagéo entre o grupo controle e o grupo trata-
do com conidios do fungo.

¢ A temperatura, a precipitagdo pluviométrica e a umidade
relativa do ar ndo foram fatores limitantes ao desenvolvimen-
to e a sobrevivéncia de larvas infectantes nas pastagens e
para o crescimento do isolado A. robusta. Observou-se a efi-
cacia do isolado utilizado devido a redugéao significativa
(P<0,05) no numero total de larvas recuperadas nos animais
do pasto tratado.
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¢ A interagdo entre nematdides, fungo nematéfago, animais e
fatores ambientais proporciona resultados que, quando ana-
lisados em termos da combinacé@o simples entre nematdides
e fungo nematéfago, podem ter dificil interpretagdo. O animal
e o ambiente em cada situagao de estudo representam um
papel muitas vezes decisivo na discussdo dos resultados
obtidos.

e A. robusta parece ser um fungo promissor para ser utilizado
no controle das verminoses gastrintestinais de bovinos. No
entanto, mais estudos com outros isolados e outras espéci-
es de nematdides sdo necessarios.
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