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RESUMO

A capacidade predatória de isolados de fungos predadores de
nematóide Arthrobotrys robusta (I31), Duddingtonia flagrans
(CG768) e Monacrosporium thaumasium (NF34A) sobre lar-
vas infectantes de terceiro estádio de Ancylostoma spp. foi
avaliada em condições laboratoriais em ensaio experimental
em meio ágar-água 2% (AA 2%). Houve redução significativa
(P < 0,05) de 89,89%, 97,75% e 88,76% na média de larvas
infectantes de Ancylostoma spp. recuperadas do meio AA 2%
dos tratamentos com os isolados CG768, I31 e NF34A, respec-
tivamente. O isolado I31 foi o mais eficaz na captura das larvas
infectantes. Os resultados evidenciam que estes fungos pre-
dadores podem ser utilizados para controlar no ambiente as
fases pré-parasitárias de Ancylostoma spp. de cães.

PALAVRAS-CHAVE: Ancylostoma spp., Monacrosporium

thaumasium, Duddingtonia flagrans, Arthrobotrys robusta,
fungos nematófagos.

INTRODUÇÃO

Os cães desempenham um importante papel como animais
de companhia para o ser humano que, sentimentalmente en-
volvido com estes animais, estabelece laços profundamente
afetivos (ROBERTSON et al., 1990), mas apesar dos benefíci-
os 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).

Dentre os helmintos intestinais o Ancylostoma spp. têm
requerido grande atenção pelo seu potencial zoonótico
(ROBERTSON et al., 2000). A presença de cães infectados em
locais públicos pode aumentar significativamente a contami-
nação do solo com ovos deste nematóide (LAGAGGIO et al.,
2002). Dessa forma, a facilidade com que as fezes destes ani-
mais podem ser misturadas ao solo, permanecendo no ambi-
ente por vários dias, facilita a transmissão destes parasitos
(MURADIAN et al., 2002). Estima-se que mais de um bilhão de
pessoas no mundo são infectadas por meio do solo, sugerin-
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do, portanto que a contaminação ambiental representa impor-
tante indicador de risco da população humana em contrair
estas infecções (CROMPTON, 1999).

No entanto, organismos como fungos, bactérias, vírus,
protozoários, entre outros, são tidos como nematófagos (MOTA
et al., 2003), podendo ser utilizados como controle alternativo
de nematóides parasitas de pequenos animais, mas os fungos
nematófagos apresentaram melhores resultados em pesquisas
de controle biológico de nematóides (RIBEIRO, 2003). Dentre
os fungos nematófagos destacam-se os predadores dos gêne-
ros Arthrobotrys, Duddingtonia e Monacrosporium, já com-
provados como potenciais agentes no controle de nematóides
parasitas de animais (ARAÚJO et al., 2004).

O objetivo deste trabalho foi avaliar a capacidade predató-
ria de três isolados das espécies de fungos predadores de
nematóides Arthrobotrys robusta (I31), Duddingtonia flagrans
(CG768) e Monacrosporium thaumasium (NF34A) no controle
in vitro de larvas infectantes de Ancylostoma spp.

MATERIAL E MÉTODOS

Três isolados de fungos predadores de nematóides, M.
thaumasium (isolado NF34A), A. robusta (isolado I31) e D.
flagrans (isolado CG768) foram mantidos em tubos de ensaio
contendo corn-meal-agar 2% (CMA 2%) no escuro à tempera-
tura de 4 °C. Estes 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 Viço-
sa, Minas Gerais (MG).

As larvas infectantes (L
3
) de Ancylostoma spp. foram ob-

tidas de coproculturas feitas a partir de fezes frescas de cães
sem raça definida – SRD naturalmente infectados. As
coproculturas foram mantidas por 10 dias em estufa a 26ºC,
sendo a temperatura de 23-30 ºC favorável ao desenvolvimen-
to pré-parasitário para as espécies deste nematóide (FREITAS,
1982). As L

3
 recuperadas foram contadas em seis alíquotas de

10 ml, sob microscópio óptico com objetiva de 10x. A média
das L3 foi calculada extrapolando-se a média de larvas presen-
tes para o volume final. Foi utilizada a técnica de Willis (1927)
para pesquisa de ovos nas fezes e os cães positivos para
infecção por Ancylostoma spp., foram mantidos no canil da
Universidade Federal de Viçosa, MG.

Três tratamentos e um controle foram formados e mantidos
em temperatura ambiente em placas de Petri de 5 cm de diâmetro
contendo 10 ml de ágar-água 2% (AA 2%), com 10 repetições
para cada grupo. Nos tratamentos, cada placa continha 1.000 L

3

de Ancylostoma spp. e 1.000 conídios de apenas um isolado
fúngico para cada tratamento – CG768, I31 ou NF34A, e o grupo
controle (sem isolado fúngico) conteve apenas 1.000 L

3
 nas 10

placas formadas.
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, em objetiva de 10x, contando-se o
número de L

3
 não predadas em cada um. Concomitantemente,

foram observadas larvas predadas em armadilhas e o desenvol-
vimento de conídios analisado segundo as chaves de classifi-
cação propostas por Liu e Zhang (1994), Van Oorschot (1985),
Haard (1968) e Cooke e Godfrey (1964). No décimo dia, foram
recuperadas as L

3
 não predadas do conteúdo das placas de

Petri pela técnica de Baermann, que por estímulo do calor bran-
do da água, inicialmente a 42 °C, promoveu a migração das
larvas do meio de cultura para a água permitindo a concentra-
ção destas em tubos de centrifugação após 24 horas de sedi-
mentação espontânea (UENO ; GONÇALVES, 1998).

Uma pipeta de Pasteur acoplada a uma bomba de vácuo per-
mitiu a drenagem do volume contido nos tubos de centrifugação
até um valor padrão de 3 ml. Deste, coletaram-se seis alíquotas de
10 ml que foram distribuídas em lâminas de vidro para contagem
das L

3
 de Ancylostoma spp. recuperadas, por meio de um micros-

cópio óptico, em objetiva de 10x. Calculou-se a média das larvas
presentes nestas seis alíquotas e extrapolou-se para um volume
final que foi ajustado até se obter a quantidade de L

3
 necessária

para formação dos quatro grupos deste ensaio.
A média de L

3
 não predadas e de L

3
 recuperadas foi calcula-

do nos tratamentos e no controle. Os dados foram interpreta-
dos estatisticamente pela análise de variância (Teste F) em ní-
veis de 1 e 5% de probabilidade e de regressão linear em nível de
5% de probabilidade. A eficiência de predação de L

3
 nos trata-

mentos em relação ao controle foi avaliada pelo teste de Tukey
ao nível de 5% de probabilidade. O cálculo do percentual de
redução da média de L

3
 nos tratamentos foi feito pela equação:

As análises estatísticas foram realizadas com o auxílio do
programa “Sistema de Análises Estatíticas e Genéticas” –
SAEG –, desenvolvido pela Universidade Federal de Viçosa –
Minas Gerais (EUCLIDES, 1997).

RESULTADOS E DISCUSSÃO
Os isolados de fungos predadores de nematóides testa-

dos, A. robusta (isolado I 31) e D. flagrans (isolado CG 768) e
M. thaumasium (isolado NF 34A) foram capazes de predar as
L

3
 de Ancylostoma spp. nos ensaios in vitro realizados. Esta

predação foi visualizada nos tratamentos já na primeira leitura
dos campos feita 24 horas após a interação das larvas com os
isolados fúngicos, não sendo detectada a presença de fungos
nematófagos e conseqüente predação nas placas do controle
durante os dias do ensaio. A comprovação desta predação foi
verificada com a redução na média das L

3
 recuperadas ao final

do ensaio (Fig. 1).
As espécies de fungo predador utilizadas neste estudo

têm sido relatadas como controle eficaz de nematóides de ru-
minantes, pequenos ruminantes e eqüinos (MOTA et al., 2000;
GOMES et al., 2001; CASTRO, 2003; CHANDRAWATHANI
et al., 2003; ARAÚJO et al., 2004). Porém, não existem relatos
na literatura sobre a ação das espécies de fungo predador de
nematóides A. robusta, D. flagrans e M. thaumasium em predar
espécies do gênero Ancylostoma spp.

A formação de armadilhas é uma resposta de fungos predado-

Média de L
3
 recuperadas do controle - Média de L

3
 recuperadas do tratamento

Média de L
3
 recuperadas do controleRedução (%) = ( ) x 100
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(MORGAN-JONES et al., 1997). Isso foi comprovado em estu-
do in vitro com o fungo predador D. flagrans que produziu
grande quantidade de armadilhas na temperatura de 20-30ºC em
apenas dois dias e poucas armadilhas na temperatura de 10ºC
em 10 dias (GRONVOLD et al., 1996). Neste ensaio, mantido a
temperatura ambiente, a média permaneceu em torno de 28ºC.

As médias de L
3
 não predadas por campo de 4 mm de diâ-

metro do controle foram significativamente maiores (P < 0,05) do
que as dos tratamentos em todos os dias experimentais. Entre os
tratamentos, diferença significativa entre as médias (P < 0,05) foi
observada nos dias 4 e 5 quando a média de L

3 
não predadas do

isolados NF34A diferiu dos demais tratamentos. Nos dias 2, 6 e 7
este isolado diferiu apenas do tratamento com o isolado I31. Nos
demais dias não houve diferença entre as médias (Tabela 1).

Com base nestes valores estimaram-se as equações ajusta-
das da regressão para o controle sem fungos e tratamentos
(Fig. 2). As equações com alto grau de associação entre a vari-
ável dependente e a variável explicativa D (R2 > 0,90) e com os

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 D.M.S. = 75,34.

Figura 1. Média de L3 de Ancylostoma spp. não predadas recupera-
das de meio AA 2% pelo método de Baermann no décimo dia, dos
tratamentos após interação com os isolados de fungos predadores
Arthrobotrys robusta (I31), Monacrosporium thaumasium (NF34A)
e Duddingtonia flagrans (CG768) e do controle sem fungos.
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Figura 2. 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.

res a presença e migração de nematóides ou de substâncias deles
derivadas sendo um sintoma de deficiência nutricional (SCHOLLER;
RUBNER, 1994; GRONVOLD et al., 1996). A presença de L

3
 de

Ancylostoma spp. nas placas de Petri contendo AA 2% foi essen-
cial para a formação das armadilhas pelos isolados e sua nutrição
num meio pobre em nutrientes como é o meio AA 2%. Meios ricos
em C e N previnem a passagem do saprofitismo para uma habilida-
de predatória, havendo formação de pouquíssima ou nenhuma
armadilha (SCHOLLER; RUBNER, 1994) e segundo Eren e Pramer
(1965), o fornecimento periódico de nematóides aos fungos em
meios de baixo nível nutricional reduziria o crescimento saprófita
destes fungos. No presente 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.

A temperatura é importante no crescimento e produção de
armadilhas e varia de acordo com a espécie, havendo influência
nos percentuais de apreensão de larvas na faixa de 20 a 33ºC

Tabela 1. Média diária de larvas infectantes (L3) não predadas
de Ancylostoma spp. por campo de 4 mm de diâmetro em
meio AA 2% durante um período de 10 dias nos tratamentos
com os isolados de fungos predadores Arthrobotrys robus-
ta (I31), Monacrosporium thaumasium (NF34A) e
Duddingtonia flagrans (CG768) e no controle sem fungos.

Tempo Tratamentos (média L3 não predadas)
(Dias) Controle CG768 I31 NF34A

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

Médias seguidas de pela mesma letra nas linhas não diferem estatis-
ticamente entre si em nível de 5% de probabilidade pelo teste de
Tukey com D.M.S. = 0,9276.
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coeficientes de regressão significativos (P < 0,01) mostram que
os dias influenciaram diretamente na predação de L

3 
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 0,23 L

3
 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 na Figura 2, originado a partir dos da-
dos da Tabela 1, mostrando redução nas médias das L

3
 não

predadas por campo de 4 mm de diâmetro de Ancylostoma
spp. ao longo do tempo devido à captura das L

3
 nas armadi-

lhas fúngicas.
As médias das L

3 
de Ancylostoma spp. recuperadas do

meio AA 2% das do controle e dos tratamentos no décimo dia
experimental pelo método de Baermann foram representadas
na Figura 1. A média do controle diferenciou-se estatistica-
mente (P < 0,05) dos tratamentos. Em relação ao controle, o
isolado de I31 foi o mais eficiente na captura e destruição de
L

3
, entretanto na comparação entre os tratamentos a média de

larvas recuperadas não foi estatisticamente diferente (P > 0,05)
da média do isolado CG768, sendo estatisticamente diferente
(P < 0,05) da do isolado NF34A. Houve redução de 88,76%,
97,75% e 89,89% das larvas nos tratamentos com os isolados
NF34A, I31 e CG768, respectivamente.

Em comparação a ensaios já realizados com outros
nematóides com as mesmas espécies de fungo predador, a
porcentagem de redução de L

3
 de Ancylostoma spp. foi maior.

Em ensaio in vitro dois isolados de A. robusta – B e C – foram
capazes de capturar num período de cinco dias uma média de
53% e 56% das L

3
 de Cooperia punctata (ARAÚJO et al.,

1998). Esta mesma espécie predou 32,3% das L
3
 de Stron-

gyloides papillosus (GONZALEZ CRUZ et al., 1998) e 92,33%
das L

3
 de Haemonchus contortus (MENDOZA-DE GIVES et

al., 1992) após sete dias incubados a 25 ºC em meio CMA 2%.
Foram recuperadas apenas 690 L

3
 das 10.000 L

3
 de H. contortus

após 20 dias de incubação a 25ºC em meio AA 2% com 1.000
conídios de M. thaumasium (MOTA et al., 2000).

CONCLUSÕES

Os isolados de fungos predadores A. robusta (I31), D.
flagrans (CG768) e M. thaumasium (NF34A) são eficientes na
captura in vitro dos nematóides Ancylostoma spp. em placas
de Petri sobre superfície de meio de crescimento AA 2%. Há
uma maior atividade predatória in vitro em meio AA 2% do
isolado de A. robusta (I31) sobre L

3
 de Ancylostoma spp. em

relação aos isolados D. flagrans (CG768) e M. thaumasium
(NF34A).
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