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RESUMO

ARAUJO, Flavia Biasoli. Isolamento, caracterizacdo e eficacia de fungos
nemato6fagos autoctones do Rio grande do sul no controle de nematdides
gastrintestinais de ovinos. 2014. 84f. Tese (Doutorado) - Programa de Pos-
Graduacao em Veterinéria. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

O biocontrole com fungos nematofagos tem sido uma promissora alternativa para
ser utilizada contra as nematodioses gastrintestinais de ovinos, devido as
adversidades que a utilizagdo supressiva de moléculas quimicas tem ocasionado. O
trabalho objetivou isolar e caracterizar fungos com potencial nematofagico a partir de
amostras de solo, provenientes de municipios do Rio Grande do Sul Os isolados
foram testados quanto a eficiéncia nematofagica diante do nematéide Panagrellus
redivivus sendo eleito um dos fungos para a realizacdo de ensaios in vitro e in vivo.
Os ensaios consistiram em avaliar a atividade do isolado sobre larvas infectantes em
condi¢Oes ideias (estufa) e condicbes adversas (campo), a partir de administracoes
orais do fungo em substrato milho, em trés doses distintas, em ovinos naturalmente
infectados com nematdides gastrintestinais. Também foram avaliadas as taxas de
integridade fisica e a viabilidade do referente fungo apdés passagem pelo trato
digestorio desses animais. Os resultados demonstraram a existéncia de fungos com
potencial nematofagico no estado. Foi isolado o fungo nematéfago Duddingtonia
flagrans, considerado um dos mais eficientes pela grande producdo de
clamidésporos, o qual foi utilizado nos testes. D. flagrans comprovou integridade e
viabilidade apés atravessar o trato gastrintestinal dos ovinos e os resultados tanto
em ambiente controlado como adverso, demonstraram uma diminuicdo no namero
de larvas em relacdo ao grupo controle. Diante do exposto, o Rio Grande do Sul
possui fungos com poder nematofagico, e D. flagrans quando colocado em desafio,
atestou sua eficacia nematicida sendo, portanto, passivel sua utilizacdo como
controlador bioldgico de larvas gastrintestinais de ovinos.

Palavras-chave: Fungos nematéfagos. Ovinos. Parasitas. Controle Bioldgico.



ABSTRACT

ARAUJO, Flavia Biasoli. Isolation, characterization and efficacy of Rio Grande
do Sul native nematophagous fungi on the control of gastrointestinal
nematodes of sheep. 2014. 84f. Tese (Doutorado) - Programa de Pos-Graduacéao
em Veterinaria. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

The biocontrol with nematophagous fungi has been a promising alternative for use
against gastrointestinal nematodiosis of sheep, due to the adversities that
suppressive use of chemical molecules has occasioned. This study aimed to isolate
and characterize fungi with nematophagic potential from soil samples from the
municipalities of Rio Grande do Sul. The isolates were tested for nematophagic
efficiency against the nematode Panagrellus redivivus being one of the fungi elected
for in vitro and in vivo testing. The tests consisted of evaluation of the activity of the
isolated on infective larvae in ideal conditions (bacteriological oven) and adverse
conditions (field) from oral administrations of the fungus in corn substrate at three
different doses in sheep naturally infected with gastrointestinal nematodes. Rates of
physical integrity and viability of the related fungus were also evaluated after
passage through the digestive tract of these animals. The results demonstrated the
existence of fungi with nematophagic potential in the state. There has been the
isolation of Duddingtonia flagrans nematophagous fungi, considered one of the most
efficient due to its large-scale production of chlamydospores, which was used in the
tests was isolated. D. flagrans demonstrated integrity and viability after crossing the
gastrointestinal tract of sheep and the results in both environment such as controlled
and adverse , demonstrated a decrease in the number of larvae when compared to
the control group. Given the above, Rio Grande do Sul has fungi with nematophagic
potential and D. flagrans when challenged, attested its nematocide efficacy being
therefore likely its usage as a biological controller of gastrointestinal sheep larvae.

Key-words: Nematophagous fungi. Sheep. Parasites. Biological control
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1 INTRODUCAO

A ovinocultura vem aumentando sua participagdo no agronegocio brasileiro e
a tendéncia é de que se mantenha em expansao, sendo que essa atividade contribui
significativamente na constituicdo do Produto Interno Bruto (PIB) do agronegdécio no
Brasil. Entretanto, o parasitismo gastrintestinal tornou-se um fator limitante nos
sistemas de producéo de ovinos (WAGHORN et al., 2003).

Essa doenca representa uma grande ameaca para a produtividade de
pequenos ruminantes, e o impacto causado € bastante substancial no mundo inteiro
(CAMPOS et al., 2009). Girdo et al. (1992), associam as altas perdas na ovinocultura
decorrentes das nematodioses, enquanto que Torina et al. (2004), as estimam no
mundo em milhdes de dolares anualmente.

Entretanto, muitos séo os fatores que determinam as nematodioses além dos
fatores inerentes ao parasita e ao hospedeiro, como por exemplo, as condi¢cdes
ambientais. As pastagens brasileiras, em sua grande maioria, apresentam durante
todas as estacbes do ano, condicBes favoraveis a sobrevivéncia de larvas. Na
pastagem, o bolo fecal exerce funcdo de reservatério, protegendo as larvas
infectantes da dissecacéo, fazendo com que algumas perdurem no pasto por varios
meses ou até mais de um ano (ARMOUR, 1989). Quando em condi¢cdes ambientais
favoraveis, as larvas migram das massas fecais horizontal e verticalmente para a
fracdo da vegetacdo que serd ingerida por seu hospedeiro definitivo, dando
continuidade ao ciclo evolutivo (AMARANTE et al., 2004a).

Os nematoides parasitas de animais domeésticos sdo invertebrados, possuem
corpo cilindrico e alongado, simétrico bilateralmente, ndo segmentado e envolvido
por uma cuticula externa que pode ser acinzentada ou avermelhada, dependendo da
presenca ou nao de sangue (MACIEL, 2005).

O ciclo biolégico desses parasitas compreende duas fases: parasitaria e de
vida livre. No ambiente, misturado ao bolo fecal, os ovos eclodem para primeiro

estdgio de desenvolvimento (L;), prosseguindo o desenvolvimento,
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passando pela fase L, e culminando com uma larva de terceiro estagio (L3) que
corresponde a fase infectante. As larvas L; e L, alimentam-se no ambiente de
microrganismos acumulando reservas nas células intestinais. As formas infectantes
apresentam dupla cuticula para protecdo e resisténcia as intempéries. Nao se
alimentam, consumindo as reservas acumuladas nas células intestinais. Resistem as
condicbes adversas do ambiente por meses, exceto no verdo, quando em altas
temperaturas e alta umidade, as larvas se movimentam mais, gastando mais
rapidamente suas reservas. A fase parasitaria comeca quando o animal ingere a
forma infectante que esta na pastagem, estas vdo se desenvolver para L4 e Ls
culminando na maturacdo sexual das larvas, no érgao de eleicdo do hospedeiro,
dependendo do parasita. Apos esse periodo, ja se tem ovos nas fezes (URQUHART
et al., 1998).

Existem varias espécies de nematoides, com diferentes graus de
patogenicidade. A frequéncia em um local de uma determinada espécie varia em
funcdo das condicbes climaticas. Como exemplo, pode ser citado o parasita
abomasal Haemonchus contortus, que possui maior prevaléncia em regides de clima
tropical, subtropical e temperado, especialmente em condigcbes quentes e Umidas
(JABBAR et al. 2008; PARAUD et al. 2010; KHAN et al. 2010). No Brasil, é o
principal nematdide parasita de ovinos (AMARANTE et al., 2004b). E o mais
patogénico de todos o0s nematbides e o que causa maior impacto econdmico,
encontrado em 75% a 100% dos exames de contagem de ovos por grama de fezes
— (OPG) (MORTENSEN et al., 2003). Estudos realizados por Leal (2012) revelam
que mais de 80% da carga parasitaria dos ovinos sdo compostos por esse parasita.

O alto grau de viruléncia do H. contortus esta relacionado & hematofagia.
Possui uma lanceta bucal, que € responsavel ndo somente por sugar 0 sangue,
como também por lancar uma substancia anticoagulante capaz de impedir a
formacdo da rede de fibrina no local que estava sendo sugado. Cada verme pode
remover em torno de 0,05 mL de sangue ao dia por ingestdo e por perda pelas
lesdes da regido do abomaso do hospedeiro. Exemplificando, um ovino com 5.000
H. contortus pode perder cerca de 250mL ao dia. Em casos hiperagudos, pode
ocorrer morte subita por gastrite hemorragica (TAYLOR et al., 2007).

Rocha et al. (2008), destacam que o0s principais agentes causadores da

verminose nas condi¢Oes brasileiras de criagdo de ovinos além do Haemonchus
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contortus, também sobressai o Trichostrongylus colubriformis e que praticamente
100% dos animais criados a campo sdo portadores de uma ou mais espécie de

endoparasitas.

Especificamente na regido sul, os mais prevalentes sdo H. contortus,
Trichostrongylus axei, Trichostrongylus colubriformis, Teladorsagia circumcincta,
Ostertagia ostertagi, Cooperia spp, Nematodirus spatigher, Oesophagostomum
venulosum e Trichuris ovis (RAMOS et al., 2004). Entretanto, além da sua alta
patogenicidade, H. contortus é o maior responsavel pelo rapido desenvolvimento da
resisténcia em nematdéides de pequenos ruminantes (SANGSTER, 2001), sendo o
mais prevalente e de maior intensidade também em populacbes parasitarias
resistentes a anti-helminticos na regido sul do Brasil (FARIAS et al., 1997)

H. contortus desenvolve resisténcia mais rapidamente que o0s demais
parasitas nematdides devido ao seu alto potencial bidtico (ECHEVARRIA,;
TRINDADE, 1989), ademais, também possui uma grande variabilidade genética e
alberga o alelo que causa diminui¢cao da susceptibilidade a uma droga (BLACKHALL
et al., 1998).

A utilizacdo de anti-helminticos tem se mostrado como uma maneira eficaz de
controlar o parasitismo. Entretanto, seu uso exclusivo propiciou o surgimento de
nematdéides resistentes a essa classe de farmacos (SUTHERLAND; LEATHWICK,
2011; KAPLAN, 2004; MOLENTO, 2004). Além da resisténcia parasitaria como
consequéncia, ha uma crescente preocupacdo mundial em relacdo a contaminantes
guimicos na carne, bem como o risco de contaminacdo ambiental (SUTHERLAND;
LEATHWICK, 2011), assim como os efeitos toxicos a organismos néo alvos no meio
ambiente (STRONG et al., 1996).

Vérios fatores podem ser atribuidos a problematica da resisténcia dos
parasitas. Molento et al. (2004), elencam como principais: tratamentos supressivos,
tratamento de todos os animais do rebanho, uso continuo da mesma base quimica
do composto por longos periodos (mais de um ano), utilizacdo de compostos de
longa persisténcia, a aquisicdo de animais contaminados com parasitas resistentes,
doses administradas superiores as recomendadas pelo fabricante, descaso a
categoria em que se encontra o animal e estratégias errbneas de manejo tendo

como exemplo: tratar os animais e mudar de piquete.
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Em suma, os tratamentos sdo realizados sem base técnica, e como
consequéncia, sdo selecionados os nematoides resistentes as drogas disponiveis no
mercado (SILVA, 2007).

Segundo Molento (2009), a resisténcia parasitaria é o fendmeno que impede
um farmaco de manter a mesma eficacia contra os parasitas, se utilizada nas
mesmas condicbes e ap6s um determinado periodo de tempo. Sob o aspecto
farmacoldgico, esse fenbmeno € caracterizado por uma reducdo no potencial da
droga que, normalmente é efetivo contra uma populacdo de parasitos (SANGSTER,
1996), tendo, portanto a capacidade de sobreviver aos tratamentos nas doses
terapéuticas recomendadas (TAYLOR; HUNT, 1989). O diagnéstico sera “positivo
para resisténcia” quando determinada droga que apresentava redugdo da carga
parasitaria (OPG) acima de 99% obtém reducao inferior a 80% para dado organismo
(MOLENTO, 2009).

O desenvolvimento da resisténcia aos antiparasitarios é devido a sele¢cédo de
alelos de um ou mais genes (PRICHARD, 1990; BLACKHALL et al., 1998), sendo
gue a eficacia desses farmacos diminui consideravelmente devido a este carater
seletivo, favorecendo a permanéncia de organismos resistentes e a eliminacao de
individuos susceptiveis (MOLENTO, 2005).

Diante do exposto, a preservacao da refugia no ambiente deve ser o objetivo
de todo controle parasitario. Refugia € um termo utilizado para definir toda a
populacdo parasitaria que nado foi exposta ao processo de selecdo pelas drogas,
permanecendo com sua caracteristica priméaria de susceptibilidade e contribui para a
diluicdo dos genes da resisténcia anti-helmintica (COSTA et al., 2011).

Quanto maior for o tamanho da populacdo em refugia, menor sera a pressao
de selecdo e consequentemente o desenvolvimento da resisténcia sera retardado.
Portanto, o tamanho da populacdo em refugia pode ter um papel fundamental na
manutencdo da eficacia dos farmacos, retardando o processo de selecao
(MOLENTO, 2005).

A capacidade dos ovinos de adquirirem e expressarem imunidade contra os
nematodides gastrintestinais é transmitida aos seus descendentes geneticamente,
variando entre as diferentes racas, bem como entre os individuos de uma mesma
raca (STEAR; MURRAY, 1994). Nos ultimos 40 anos, o melhoramento genético

hY

realizado selecionou apenas melhorias de caracteristicas ligadas a produtividade
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dos animais, tais como produgcdo e la, deixando de lado o melhoramento da
resisténcia aos parasitas (AMARANTE, 2008).

A resisténcia anti-helmintica foi registrada pela primeira vez em 1964, nos
Estados Unidos, por Drudge et al. (1964). Ja no Brasil, o primeiro relato ocorreu no
Rio Grande do Sul (DOS SANTOS; GONCALVES, 1967).

A resisténcia frente aos diferentes principios ativos utilizados tem ocorrido
com maior frequéncia e velocidade nos ultimos anos (KAPLAN; VIDYASHANKAR,
2012). Atualmente, as classes de anti-helminticos mais utilizadas para o tratamento
de nematoides sao: levamisole e seus analogos (morantel e pirantel), lactonas
macrociclicas (avermectinas e milbemicinas) e benzimidazoles (tiabendazole)
(PRICHARD, 1990).

Os levamisoles agem como agonistas colinérgicos ha membrana das células
da musculatura dos nematoides (MOLENTO, 2004), produzindo paralisia espastica
do parasito (PRICHARD, 1980), determinando uma contracdo muscular estavel, o
que facilita a eliminagdo do mesmo (KOHLER, 2001).

As lactonas macrociclicas sédo produzidas pela fermentacdo do fungo
actinomiceto Streptomyces avermitilis. S&o responsaveis por causar uma
hiperpolarizacdo da musculatura dos nematoides, abrindo irreversivelmente os
canais de cloro (ARENA et al., 1991).

Os benzimidazoles ligam-se, irreversivelmente a tubulina de nematdides
(LUBEGA et al., 1991), uma proteina de peso molecular de 25.000 daltons,
impedindo sua polimerizagdo em microtubulos (LACEY; GILL, 1994, MARTIN, 1997).
Microtubulos sdo organelas citoplasmaticas que formam o citoesqueleto da célula,
movimentam particulas celulares e formam o fuso mitético durante a divisdo celular
(MARTIN, 1997). Suas funcdes sdo: formacdo do fuso mitético, motilidade e
secrecéao celular, absorcéo de nutrientes e transporte celular (JASMER et al., 2000).
Devido a grande importancia dos microtubulos em alguns dos processos celulares,
esta destruicdo induzida pelo farmaco, induz a morte esse organismo (KOHLER,
2001), pois ocorre uma interrupgdo do equilibrio tubulina/microttbulo, levando a uma
cascata de mudancas bioquimicas e fisiologicas que podem ser diretas ou indiretas
resultando na perda da homeostasia celular (LACEY, 1988). Secundariamente, inibe
a enzima fumarato redutase no transporte de glicose, alterando os mecanismos
energéticos do parasito (LANUSSE, 1996).
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Em relagéo aos residuos, os benzimidazoles e a sua utilizacdo em animais
produtores de alimentos devem ser monitorados, uma vez que a FAO/WHO (1989),
alertam para seu efeito toxico, incluindo alguns estudos sobre efeitos
carcinogénicos, genotoxicos e teratogénicos (LANUSSE et al., 2009).

As avermectinas também imprimem seu impacto em produtos de origem
animal. O leite tem maior importancia do que a carne, uma vez que as avermectinas
sao lipofilicas e a gordura presente no leite facilita a ligacdo com a droga. Dessa
forma, a mesma concentra-se em tecidos adiposos (FLAJS et al., 2005). A
moxidectina é considerada ainda mais lipofilica que a ivermectina, o que a faz ainda
mais persistente no corpo do animal (IMPERIALE et al., 2004).

No meio ambiente, o principal impacto das avermectinas € a excrecao pelas
fezes dos animais, o que pode afetar a populacéo de espécies dos invertebrados. As
fezes dos animais sado degradadas por uma variedade de invertebrados
especializados incluindo insetos, outros artrépodes e oligoquetos (EDWARDS et al.,
2001).

Diante dos problemas que o tratamento exclusivo com farmacos apresenta
estratégias para minimizar o alastramento da resisténcia com a utlizacdo de
tratamentos alternativos estdo recebendo muita atencdo (CABARET, 2008;
KENYON et al., 2009) .

Os problemas supracitados enfatizam a necessidade de serem
implementadas outras formas de controle, que possam agir isoladamente ou de
forma sinérgica com os farmacos antiparasitarios. Para tanto, opc¢des estdo sendo
constantemente pesquisadas como: vacinas (KNOX; SMITH, 2001), selecéo
genética dos hospedeiros (GASBARRE; MILLER, 1999), técnicas de tratamento
seletivo como Famacha (MOLENTO, 2004), plantas detentoras de taninos
(ATHANASIADOU et al., 2001), rotacdo de pastagens (LARSSON et al.,, 2007) e
utilizac&o de controladores bioldgicos (ARAUJO et al., 2006).

Segundo Gronvold et al. (1996a), o controle biolégico define-se como um
método ecoldgico que visa diminuir a populacdo parasitaria ou conserva-la em niveis
nao prejudiciais Este meétodo se aplica a utilizacdo de antagonistas naturais
disponiveis no ambiente, para diminuir a um limiar subclinico e economicamente
aceitavel a populacdo de um agente causador de perdas produtivas a atividade

pecuaria ou agricola.
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Na pratica, esse tipo de controle ndo atua sobre estagios internos de
parasitos (dentro do animal), mas sim, concentra suas a¢cdes sobre os hospedeiros
intermediarios, paraténicos, vetores e estagios larvais de vida livre, diminuindo a
fonte de infeccdo para os hospedeiros finais, além de causarem menos efeitos
negativos no ambiente que os métodos quimicos (MOTA et al.,, 2003). Visam
complementar os métodos tradicionais utilizados, assumindo que toda e qualquer
populacdo € regulada por antagonistas de forma espontanea na natureza e na
auséncia desses, uma populacédo poderia aumentar indiscriminadamente.

As formas mais utilizadas como controles bioldégicos sao bactérias
(STIRLING, 1985), artropodes (LEHMAN; REID, 1993) e fungos nemat6fagos
(BARRON, 1977).

Pesquisas utilizando fungos nematéfagos vém se intensificando cada vez
mais (ARAUJO, 2006). Os fungos nematdfagos estdo classificados na divisdo
Deuteromycetes, classe Hyphomycetes, ordem Hyphomycetales e familia
Moliniaceae. Apresentam micélio septado e bem desenvolvido, reproduzem-se
agamicamente por esporos formados sobre ramificacdes do micélio (DRESCHSLER,
1937). Entretanto, Griffin (1994), observou estadios de reproducdo sexuada em
algumas espécies destes fungos, e por esse motivo, algumas espécies pertencem
ao filo Ascomycota.

A primeira citacdo de um fungo agindo sobre os nematdéides, foi no século
XIX. Os primeiros registros foram feitos por Lohde em 1874 com o fungo
endoparasita Harposporium anguillulae e posteriormente com Zopf em 1888, o qual
fez as primeiras observa¢cGes da captura de um nematdide vivo através do fungo
Arthrobotrys oligospora (PANDEY, 1973).

Até 1964, a maioria dos fungos era classificada como pertencentes aos
géneros Arthrobotrys, Dactylaria, Dactylella e Trichothecium. Posteriormente, varios
novos géneros foram descritos, incluindo Duddingtonia, Monacrosporium,
Genicularia e Dactylariopsis (GRAY, 1987). Atualmente sdo aceitos 0S géneros
Arthrobotrys, Dactylaria, Dactylella, Duddingtonia, Lactydina, Monacrosporium e
Trichothecium (RUBNER, 1996). Apesar do grande numero de fungos estarem
catalogadas em mais de 150 espécies (BARRON, 1977), a maioria dos estudos tem
sido com as espeécies Duddingtonia flagrans e Arthrobotrys oligospora (LARSEN,
2006).
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Os fungos nematofagos vivem na matéria organica do solo (GRAY, 1983). O
controle biolégico com essa classe de fungos baseia-se na reducdo de larvas
infectantes na pastagem. Portanto, técnicas que objetivam diminuir a contaminacao
nesses locais, significam um grande avanco no controle dessa enfermidade
(CASTRO et al.,, 2002), e a aplicagdo do controle bioldégico tem apresentado
resultados promissores in vitro e in vivo (GRAMINHA et al., 2005) tornando-se uma
alternativa sustentavel de combate as parasitoses (CESAR et al., 2008).

Existem trés grupos deste tipo de fungos: predadores, endoparasitas e
ovicidas. O grupo dos predadores produzem armadilhas apds apreensdo do
nematdide, enquanto que os endoparasitas infectam nematoides por meio de
esporos e podem aderir a cuticula do mesmo ou necessitam ser ingeridos. Ja os
ovicidas, penetram suas hifas a casca do ovo por meio de poros presentes na
camada vitelinica, alterando a permeabilidade da casca e expandindo seu volume,
colonizando assim o contetido do ovo (MORGAN-JONES; RODRIGUEZ- KABANA,
1988).

Os fungos nematofagos predadores sdo 0s organismos antagonistas de
nematdéides mais pesquisados, pois tém mostrado capacidade de reduzir
efetivamente as populac6es de nematbéides em condi¢cdes de laboratério e campo
(LARSEN, 1999).

No meio ambiente, produzem um extensivo sistema de hifas e a intervalos ao
longo da hifa, sdo formadas armadilhas que capturam o0s nematdides
mecanicamente ou por ades&o. As armadilhas séo divididas em: hifas adesivas néo
modificadas ou néo diferenciadas, ramificacdes hifais anastomosadas formando
redes adesivas tridimensionais, ramificacbes adesivas que algumas vezes formam
redes simples e na maioria das vezes bidimensionais, ndédulos adesivos, anéis
constritores e anéis nao constritores (BARRON, 1977). A infeccdo de nematdides
por fungos nematéfagos predadores envolve uma sequéncia de eventos:
primeiramente ocorre adeséo das estruturas de infecgdo na superficie desta larva,
com posterior penetracdo na sua cuticula; digestdo de tecidos internos e
translocacdo dos nutrientes para partes do micélio (FIELD; WEBSTER, 1977).

Estudos demonstram que os fungos nematofagos ndo causam desequilibrio
ao meio ambiente. Yeates et al. (1997), ofereceram blocos do fungo nematéfago
predador Duddingtonia flagrans para ovinos e trataram outro grupo com anti-

helmintico para verificar o efeito dos nematdides do solo. Os resultados
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demonstraram que ndo houve alteracdes significativas na fauna de nematdides
nesse ambiente. Ainda, Fernandez et al. (1999), demonstraram que a presenca
macica de Duddingtonia flagrans em bolos fecais ndo afetou os valores de matéria
seca e contetudo de matéria organica. Em outras pesquisas de Faedo et al. (2002) e
Knox et al. (2002), os autores verificaram que a presenca de clamidésporos nas
fezes ndo afetou a abundancia de nematdides de vida livre no solo e
microartropodes que habitam na interface desse solo.

Portanto, uma vez implantado e estabelecido, o controle biolégico com fungos
nematéfagos possui algumas vantagens, como: possui especificidade, pois quando
inserido em ecossistema, n&o induz profundas transformacdes no mesmo. E de facil
multiplicacdo e dispersdo no ambiente. Possui efeito prolongado ou secundario
afetando geracdes subsequentes do alvo, tendo, portanto, um efeito mais duradouro.
Possibilidade de emprego em associagcbes medicamentosas. Sem residuos ou
toxicidade, baixo custo e pequena possibilidade de inducdo da resisténcia (ARAUJO
et al., 2004).

Waller et al. (2004), considera as vantagens do fungo nemato6fago
Duddingtonia flagrans em relacdo aos demais, devido a sua rapida taxa de
crescimento, além de sua afinidade para capturar e digerir nematoides.

A atividade nematofagica de D. flagrans foi testada contra varias espécies de
nematoides parasitas de ovinos (CHANDRAWATHANI et al, 2004.; FONTENOT et
al, 2003.; WAGHORN et al., 2003). Segundo Faedo et al. (2000) e Fontenot et al.
(2003), a reducédo de infestacdo na forragem pode exceder a 60% para 0S 0Ovinos.
Entretanto, € importante salientar que existem variacdes da eficacia do fungo. A
atividade pode oscilar dependendo do isolado fangico utilizado, das espécies de
parasitas presentes, da gestdo do sistema da propriedade, além das condicbes
ambientais.

Um grande desafio na implementacdo de fungos nematdfagos como
controladores biolégicos contra larvas de nematoides de ovinos, € o0
desenvolvimento de formulagfes fungicas que sejam economicamente viaveis e de
facil administracdo. Uma das aplicagcbes compreende alimentar animais com
clamidésporos misturados em concentrado (FONTENOT et al.,, 2003; EPE et al.,
2009). Outra alternativa para administracdo de fungos nematofagos € o fornecimento
de péletes, a base de uma formulacdo de clamidésporos em cépsula de alginato de
sédio (ARAUJO et al., 2004).
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Outro obstaculo é a vida de prateleira. Segundo Braga et al. (2011) e Carvalho
et al. (2011), a aplicacdo de fungos como agente bioldgico de controle, ainda precisa
de muita pesquisa para se obter sucesso na producdo em larga escala e no
armazenamento. ApOs o isolamento, estes organismos precisam ser preservados
por longos periodos de tempo e avaliados, a fim de ser selecionado como
potencialmente util em programas de controle. Sua manutengdo em laboratério é um
requisito basico para o sucesso biolégico em programas de controle. O processo de
manutencdo dos fungos requer replicacdo periodica. A exposicdo da cultura a
contaminagdes favorecem mutacdes que podem alterar sua capacidade predatoria
(BRAGA et al., 2011).

Aliado a isso, é escasso o discernimento da fisiologia e ecologia dos fungos
como uma base para preparados biolégicos. A compreensdo dos fatores que
controlam varias etapas do ciclo de vida do fungo se faz necessaria para a aplicacdo
bem sucedida. Os conidios perdem sua viabilidade depois de alguns meses,
enquanto que o0s clamidésporos podem permanecer viaveis por varios anos.
(ANAN’KO; TEPLYAKOVA, 2011). Gronvold et al. (1996b), conseguiram uma vida
atil superior a 20 meses de clamiddsporos de fungo acondicionados a vacuo.

Entretanto, a viabilidade dos clamidésporos para utilizacdo varia de acordo
com o ambiente. Ambientes Umidos podem permitir a germinacdo que torna
clamidésporos vulneraveis ao passar através do trato gastrintestinal. Isso pode
reduzir a vida de prateleira para menos de uma semana (LARSEN, 2006).

Embora existam alguns desafios para a implementacdo do controle biolégico
com fungos nematdfagos, € imprescindivel que pesquisas cada vez mais sejam
estimuladas, a fim de que se consiga, de modo efetivo, implementar essa forma de

controle parasitario nos sistemas de manejo da producdo de pequenos ruminantes.



2 OBJETIVO GERAL

Isolar e identificar fungos nematéfagos autéctones de diferentes municipios

do Rio Grande do Sul e eleger um isolado para cultivo e testes in vitro e in vivo.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1- Ensaio In vitro: Isolar fungos nematofagos de diferentes municipios do Rio
Grande do Sul e eleger o mais promissor para utilizacdo em testes in vivo;

2- Ensaio In vivo 1: Administrar substrato fungico eleito para ovinos e avaliar a
taxa de passagem integra dos clamidosporos, apds passagem pelo trato
gastrintestinal dos animais;

3- Ensaio In vivo 2: Administrar substrato fungico eleito para ovinos e avaliar a
sobrevivéncia e eficacia em condicdes ideais (estufa) e condicbes adversas

(ambiente).
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Levantamento de fungos nematdfagos predadores em amostras de solos de municipios

do Rio Grande do Sul.

Flavia Biasoli de AraGjo®’, Sergio Silva da Silva®, Patricia da Silva Nascente®, Emanoele
Figueiredo Serra’, Renata Osério Faria'; Clévis de Paula Santos*, Mario Carlos Aradjo

Meireles?

RESUMO

Fungos nematdfagos predadores sdao os mais estudados e promissores agentes de biocontrole
das nematodioses gastrintestinais dos animais de producdo. O isolamento de espécies
autoctones destes fungos deve ser considerado ao se visar uma futura aplicacdo ja que estas
podem ser mais bem adaptadas a regido de sua utilizacdo. Neste sentido, o objetivo deste
estudo foi isolar e identificar fungos nematéfagos predadores em solos oriundos de
municipios do Rio Grande do Sul. Para isto, 72 amostras de solo em 12 municipios foram
coletadas até a profundidade de 10 cm e uma parcela de dois gramas foi depositada
individualmente em uma placa de Petri com agar-agua (2%), formando uma cruz. Panagrellus
spp. foram adicionados as placas como isca para estimular o crescimento dos fungos. As

placas foram fechadas e incubadas a temperatura ambiente (25+3) durante um més, sendo
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observadas uma vez semanalmente ao microscopio estereoscopico. Os fungos nematofagos,
quando presentes, foram isolados e identificados, um isolado de Arthrobotrys oligospora,
quatro de A. musiformis e um isolado de Duddingtonia flagrans foram obtidos. Em 58 % das
amostras ndo foram encontrados fungos nematdfagos. Avaliacéo destes isolados para 0 uso no
controle biolégico de nematdides gastrintestinais de ovinos na regido do Rio grande do Sul
esta em andamento.

PALAVRAS-CHAVE: Fungos nematofagos; Nematoides Gastrintestinais; Ovinos.

ABSTRACT

Predators nematophagous fungi are the most studied and promising biocontrol agents of
gastrointestinal nematodiosis animal production. The isolation of native species of these fungi
should be considered when aiming at a future application since they can be better adapted to
the region of their use. The aim of this study was to isolate predators nematophagous fungi in
soils originating from municipalities in Rio Grande do Sul. For this, 72 soil samples were
collected in 12 counties to a depth of 10 cm and a portion of two grams was individually
placed in a petri dish with water-agar (2%), forming a cross. Panagrellus spp. were added to
the plates as bait to encourage the growth of fungi. The plates were sealed and incubated at
room temperature for one month were observed once weekly under the stereomicroscope. The

nematophagous fungi, when present, were isolated and identified, one isolate of Arthrobotrys
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oligospora, four isolates of A. musiformis four and one isolate of Duddingtonia flagrans were
obtained. In 58 % of the samples nematophagous fungi were found. Evaluation of these
isolates for use in the biological control of gastrointestinal nematodes of sheep in the Rio

Grande do Sul is underway.

KEYWORDS: Nematophagous fungi; Gastrointestinal nematodes, Sheep

Os fungos nematofagos representam um grupo peculiar de microrganismos capazes
de se alimentar de nematdides através de sua acdo predatoria ou parasitica (BARRON,
1977). Além disto, vivem na matéria organica do solo, como saprofitas e sdo
predominantemente cosmopolitas, sendo que poucas espécies estdo restritas

geograficamente (GRAY, 1983).

Os fungos nematofagos tém tido uma utilidade crescente como um meio de estudo
no controle bioldgico e segundo WALLER (1998), eles poderdo ser futuramente usados
em formulacGes bioldgicas para o controle dos nematdides trichostrongilideos de

ruminantes em diferentes regides e programas de Manejo.

Em territorio brasileiro, alguns estudos foram feitos em solos de varias localidades
(SANTOS, et al. ,1991; SILVA, CAMPQOS,1991; DALLA PRIA et al.,1991; NAVES e

CAMPOS, 1991; DIAS, et al.,1995; RIBEIRO, et al. 1999; RIBEIRO, et al. 2003;
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MARTINELLI, et al., 2009) e fezes (SAUMELL, 1999; SAUMELL, 2000, SANTOS, et
al. 2008). O Brasil é um pais de tamanho continental marcado por regides com
caracteristicas proprias, 0 que torna necessario obterem-se informacGes de diversos pontos
para gerar conhecimentos sobre a biodiversidade destes microrganismos. Além disso, a
obtencdo de cepas autdctones é um fator importante para o uso destes fungos no controle
bioldgico, devido a existéncia de restricbes para a importacdo e liberagdo em campo de
organismos exaéticos e a possibilidade de cepas autoctones sobreviverem melhor em
condicdes da propria regido que cepas derivadas de colecdes de fungos centralizados

(WALLER,1998).

Este trabalho teve como objetivo isolar fungos nematéfagos predadores em solos de
12 municipios do Rio Grande do Sul. Para obtencdo dos fungos nemat6fagos foram
coletadas amostras de solo, dos seguintes municipios do Rio Grande do Sul: Pelotas,
Capéo do Ledo, Porto Alegre, Caxias do Sul, Santana do Livramento, Montenegro, Santa

Maria, Santa Vitoria do Palmar, Rio Grande, Dom Pedrito, Bagé e Séo Jorge.

Cada amostra foi coletada a uma profundidade de dez centimetros, identificada e
acondicionada em sacos plasticos dentro de caixa isotérmica para transporte até o Laboratorio
de Micologia da Faculdade de Veterinaria da UFPel.

A técnica de LARSEN, et al. (1991), foi utilizada para o isolamento dos fungos. Esta

consiste no espalhamento de dois gramas do solo em forma de cruz, em placas de Petri
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contendo &gar- agua (2%) acrescido de um mililitro de uma suspensdo contendo em média
5.000 Panagrellus spp. para estimular o crescimento dos fungos. As placas foram fechadas
com parafilm e incubadas a temperatura ambiente (25+3) durante um més, sendo observadas
uma vez semanalmente ao microscopio estereoscopico. Foram feitas seis placas por
municipio. Os fungos quando presentes foram isolados e identificados com base nas chaves
taxondmicas de COOKE, GODFREY (1964); DE HOOG, OORSCHOT (1985), RUBNER
(1996) e com auxilio das descricBes originais. Os nematdides de vida livre, Panagrellus spp.,
foram cedidos pelo Setor de Biologia Parasitaria do Laboratério de Biologia Celular e
Tecidual da Universidade do Norte Fluminense — Darcy Ribeiro (UENF), RJ e mantidos em
meio de agar-aveia (HEINTZ, 1978) e repicados para novos cultivos a cada quinze dias.

Um isolado de Arthrobotrys oligospora, quatro de A. musiformis e um isolado de
Duddingtonia flagrans foram obtidos. Em 58% das amostras ndo foram encontrados fungos
nematofagos (Tabela 1). O numero de isolados e a diversidade de espécies de fungos
nematofagos encontrados neste estudo foram relativamente baixos em relacdo a outros
estudos realizados no Brasil (SANTOS,et al. ,1991; SILVA, CAMPOS,1991; DALLA PRIA
et al.,1991; NAVES, CAMPQOS, 1991; DIAS, et al.,1995; RIBEIRO, et al. 1999;RIBEIRO, et

al. 2003; SAUMELL, 1999; SAUMELL,2000; SANTOS, 2000; MARTINELLI, et al., 2009).
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Arthrobotrys oligospora e em especial, D. flagrans, estdo entre as espécies de fungos
nematdfagos mais estudadas visando o biocontrole de nematdides gastrintestinais dos animais de
producdo (LARSEN, 1999; LARSEN, 2006; SANTOS, 2008). A avaliacdo da atividade
predatéria in vitro e in vivo das espécies isoladas neste estudo para 0 uso no controle
biolégico de nematdides gastrintestinais de ovinos na regido do Rio grande do Sul esta em

andamento.

Tabela 1. Identificacdo dos fungos isolados com seus respectivos municipios do RS e

localizagdes geogréficas.

MUNICIPIO LOCALIZACAO FUNGOS ISOLADOS
GEOGRAFICA
Pelotas 31°45'43"S -
52020'33" W
Capdo do Leédo 31°45'48" S Arthrobotrys oligospora
52°29' 02" W
Porto Alegre 30°05'47” S Arthrobotrys musiformis
51°06'49” W
Caxias do Sul 29°10' 05" S -
51°10' 46" W
Santana do Livramento 30053 27" S -
55°31'58” W
Montenegro 29°41°19” S -
51°27°40” W
Santa Maria 29°41'03" S Arthrobotrys musiformis
53°48' 25" W

! Universidade Federal de Pelotas, Faculdade de Veterinaria, Laboratorio de Micologia (MICVET)

2 Universidade Federal de Pelotas, Faculdade de Veterinaria, Laboratério de Doengas Parasitérias
(LADOPAR)
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Santa Vit6ria do Palmar 33°31'08" S -
53°22' 05" W
Rio Grande 32°02°06” S -
52°05° 55" W Arthrobotrys musiformis
Dom Pedrito 30°58°58” S Arthrobotrys musiformis
54° 40’ 23" W
Bagé 31°19°53” S Duddingtonia flagrans
54°06°25” W
Séo Jorge 28°30'02" S -
51°042'13" W

* - Nenhum fungo isolado.
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Taxa de integridade e viabilidade do fungo nematdéfago Duddingtonia flagrans apos

passagem pelo trato digestorio de ovinos

Integrity and viability rate of the nematophagous fungus Duddingtonia flagrans after

passage through the digestive tract of sheep

Flavia Biasoli de Aradjo®”, Sergio Silva da Silva®, luri Vladimir Pioly Marmitt?, Patricia
da Silva Nascente®, Emanoele Figueiredo Serra’, Clévis de Paula Santos*, Renata Osério

Faria', Mario Carlos Aratjo Meireles®

ABSTRACT

The use of nematophagous fungi as biological controllers against gastrointestinal infective
larvae of sheep has been widely studied as a promising alternative because of the many
undesirable consequences caused by chemical compounds. However, in order to be

implemented as controller, the fungus must not only be able to pass through the
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gastrointestinal tract of animals with integrity but also remain viable in the feces to perform
their nematocidal activity on the environment. In view of the above, the aim of this study was
to quantify the intact chlamydospores of autochthonous nematophagous fungus Duddingtonia
flagrans after passage through the gastrointestinal tract of sheep and evaluate their viability,
using as parameter its reisolation. For the analyzes, the D. flagrans production was
performed in scale, using substrate and administered 5x10° chlamydospores/kg/body weight,
orally to seven sheep for six consecutive days. On the first day of fungal administration, feces
were collected directly from the rectum of animals at eight, 16 and 24 hours. Within five days
the collections were performed only 24 hours after administration. The results showed an
average recovery of 0.94% of intact chlamydospores, however, on the sixth day of
administration there was an increase in the recovery of chlamydospores of D. flagrans,
suggesting that there is a cumulative effect of the administration. Its viability was also tested
and attested by reisolation of D. flagrans from conidia present the feces of sheep. Therefore,
chlamydospores were able to cross the hostile environment of the gastrointestinal tract of
sheep and is therefore able to be used as a method of ecological control against

gastrointestinal nematodiosis small ruminants.

Key words: Biological control. D. flagrans. Sheep. Nematodes

INTRODUCAO

As pesquisas visando a utilizacdo do biocontrole com fungos nematdfagos contra as
nematodioses gastrintestinais de ovinos estdo cada vez mais sendo estimuladas, visto os
grandes maleficios que os produtos quimicos tém acarretado para 0 homem, animais e meio

ambiente [14].
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Estes fungos sdo geofilicos [12] e vivem na matéria organica do solo [3], podendo ser
isolados de fezes de animais.

Estdo sendo pesquisados como importantes agentes controladores de larvas
infectantes de ovinos, devido as inumeras vantagens que apresentam, dentre elas, a
inocuidade e a especificidade, pois quando inserido em ecossistema, ndo induz profundas
transformacdes no mesmo [2]. N&o sdo patdgenos para os animais [17] e agem nas formas de
vida livre dos parasitas presentes no ambiente [10], portanto, ndo atuam dentro do animal
como as moléculas quimicas presentes no mercado. A utilizacdo do controle bioldgico parece
ser uma realidade, oferecendo uma alternativa eficiente e segura na reducdo da populacdo de
larvas infectantes no ambiente [17, 19].

Em relacdo a administracdo, a melhor forma é a oral [25]. Uma vez ingerido, 0s
esporos atravessam o trato gastrintestinal do animal e sdo depositados nas fezes juntamente
com ovos de nematdides presentes. Nas fezes, germinam formando estruturas de captura que
sdo capazes de imobilizar as larvas que estdo eclodindo, a medida que migram através da
massa fecal [9].

No entanto, os esporos da maioria das espécies de fungos ndo tém altas taxas de
sobrevivéncia ao passar pelo trato gastrintestinal de ruminantes. Pesquisadores compararam a
sobrevivéncia do fungo Duddingtonia flagrans com outros membros deste grupo, e D.
flagrans demonstrou taxas de sobrevivéncia maiores [9]. Desta forma, o objetivo do trabalho
foi avaliar a integridade e a viabilidade de D. flagrans apés passagem pelo trato gastrintestinal

de ovinos.

MATERIAIS E METODOS
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O experimento foi conduzido na Faculdade de Veterinaria, da Universidade Federal de
Pelotas, municipio de Cap&o do Ledo, Rio Grande do Sul e foi aprovado pelo Comité de Etica
em Experimentacdo Animal (CEEA), desta universidade, sob o nUmero 2526.

A producdo do isolado de Duddingtonia flagrans em substrato foi realizada no
Laboratorio de Micologia da UFPel, segundo a técnica de [5], e consistiu em utilizar o cereal
milho como substrato. Foram adicionados 150 gramas de substrato Umido na propor¢éo
107g/43mL de agua destilada estéril, em garrafas de Roux, sendo, posteriormente,
autoclavadas a 121°C durante 15 minutos. Os fungos foram transferidos para as garrafas, e
estas, levadas a estufa, na temperatura controlada de 25°C e auséncia de luz, por 21 dias.
Posteriormente, o material foi retirado das garrafas, homogeneizado, sendo acondicionado em
camadas finas (3-4 cm) em caixas plasticas para secagem em estufa a 25°C, e posterior
contagem dos clamiddsporos produzidos pelo fungo. Apds secagem, o cultivo de milho e
fungo foi homogeneizado, e retirado uma amostragem de 10 gramas. Foi realizada uma
maceracdo da amostra em gral e pistilo acrescido de 100 mL de &gua destilada. A suspenséo
foi filtrada em uma peneira com malha de 100 micras de abertura. Entdo, retirou-se uma
aliquota da amostra para contagem na camara de Neubauer, que foi realizada apenas nos
guadrantes maiores da camara. Da contagem, obteve-se o numero de clamiddsporos/mL,
onde, posteriormente, fez-se a correlacdo entre o volume utilizado e o peso do animal, para
obtencdo da quantidade de clamiddsporos por grama. Apds esse processo, foi obtido o
quantitativo de 650.000 clamidésporos/grama. O inéculo produzido foi administrado por via
oral, para sete ovinos, durante seis dias consecutivos, de acordo com 0 peso Vivo.

Para avaliacdo da integridade dos clamiddsporos, foram realizadas administracdes que
consistiram em dois momentos: no primeiro dia, foi administrado substrato fungico aos

animais, por uma unica vez, e realizada coleta de fezes diretamente da ampola retal para
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contagem de clamidosporos em trés periodos: 8 horas apds administracdo, 16 horas apds
administracdo e 24 horas apds a administracao fungica.

Nos dias subsequentes, que corresponderam ao segundo momento, 0S animais
receberam o substrato fangico e as coletas de fezes foram realizadas no horario em que se
obteve maior quantidade de clamiddsporos recuperados observado no primeiro momento (1°
dia), estabelecido em 24 horas ap6s administracdo de D. flagrans.

Para quantificacdo desses esporos nas fezes, foi realizada a técnica de quantificacdo de
clamiddsporos de D. flagrans [20], que consiste na contagem dos clamiddsporos presentes nas
fezes em camara de McMaster. Cada clamiddsporo encontrado na camara foi considerado
como 50 clamidosporos por grama de fezes (CPG). Os resultados das contagens provenientes
das amostras foram extrapolados para estimar a contagem total de clamidosporos eliminados
no dia, para uma quantidade diaria de 1000g de fezes por ovino, de acordo com as pesquisas
sobre os dejetos sdlidos de ovinos [6, 23].

Para analise da viabilidade do fungo, foram semeadas cinco gramas de fezes de cada
animal, provenientes do 6° dia de administracdo fungica, uma amostra para cada placa,
contendo agar-agua 2%, adicionado do nematoOide de vida livre Panagrellus redivivus e
mantidos em temperatura ambiente. Ap6s 24 e 48 horas todas as placas foram observadas
com o auxilio de um microscopio optico. Os conidios de D. flagrans, quando presentes nas
placas, foram coletados com auxilio de al¢a de platina e semeados em novas placas de Petri
contendo meio de cultura Potato Dextrose Agar (PDA), com adi¢do de 5.000 Panagrellus
redivivus. As palcas foram colocadas em estufa a 27°C e umidade de 80%. Apos 48 na estufa,
estas placas foram observadas diariamente quanto a presenca de anelamentos do fungo nos

nematoéides, durante 10 dias.
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RESULTADOS

A recuperacdo de clamidosporos relativa aos horarios oito e 16 horas foi relativamente
baixa, portanto, apenas o horario das 24 horas foi considerado, e obteve uma média de
recuperacdo de clamidésporos entre os animais de 1,28 x 10°. A recuperacdo de
clamiddsporos desse primeiro dia de administracdo obteve uma média de 0,94%, ambos 0s
resultados estdo demonstrados na tabela 1 e a recuperacdo dos dias subsequentes (dias 2, 3, 4,
5 e 6) esta expressa na Tabela 2. Nas analises individuais de cada animal, ndo ocorreram
recuperacdes diarias de clamiddsporos no mesmo ovino em todos os dias consecutivos.

Em relacdo as taxas de recuperacao de clamiddsporos acumuladas no periodo (dias 2,
3,4, 5e6), expressos na Tabela 3, se obteve a taxa média de recuperacdo acumulada (0,57%).

Em relacdo a viabilidade de D. flagrans (reisolamento), apos 24 horas das fezes dos
ovinos em presenca do nematdide Pangrellus redivivus nas placas de Petri, ja foi possivel
identificar as estruturas do fungo. Foram observados os aglomerados de conidios de formato
ovoides, os conidioforos septados, eretos, retos e alongados com Varios crescimentos
subapicais. A literatura refere que o cacho de conidios ocorre com a formacdo do primeiro
conidio e, na sequéncia, um novo ponto de crescimento aparece em seu lado ou levemente

abaixo, sendo o segundo conidio ali formado, sendo esse processo repetido varias vezes [4].

DISCUSSAO

O presente trabalho demonstrou a passagem pelo trato gastrintestinal de ovinos.
Outros registros foram realizados apds observacdo da passagem de D. flagrans pelo trato
gastroentérico por um periodo de até 24 horas [28]. Em outros relatos, também foi observado
em fezes de equinos, o desenvolvimento do fungo nematéfago Monacrosporium thaumasium

por até 48 horas ap6s uma Unica administracdo, sendo que os horarios observados foram as
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10, 13, 16, 19, 24, 48 e 72 horas [22]. Quando foram administrados miceélios e conidios de
fungos nematofagos em terneiros, foram observadas eliminagdes nos horarios de 15, 18, 21,
24,48, 72, 96 e 110 horas [1].

Embora a taxa de passagem integra obtida (integridade dos clamiddsporos), tenham
sido relativamente baixas no presente trabalho, foram consideradas satisfatorias. O resultado
da baixa recuperacdo pode estar associado a possibilidade de destruicdo dos clamidosporos
pelas enzimas estomacais e intestinais dos animais, visto que mais de 90% dos clamiddsporos
sdo destruidos durante a passagem pelo trato digestério [13]. Outro fator relevante é a dose,
pois a quantidade de clamiddsporos administrada € correlacionada fortemente as taxas de
eliminacdo. As dosagens recomendadas para ovinos variam entre 2,5x10° a 5x10°
clamiddsporos/kg/PV [16]. Em testes de campo sdo utilizadas doses diarias de um milhdo ou
mais de clamiddsporos/Kg/PV [21]. Outros pesquisadores obtiveram taxas de recuperacao
variando entre 6,2 a 12,3%, entretanto as doses administradas por esses pesquisadores foram
mais altas em comparagdo ao ensaio realizado, as quais variaram entre 19,5 e 177,5 x 10°
clamiddsporos/Kg/PV [20].

Taxas ainda maiores foram recuperadas: 30,13%, entretanto, os clamiddsporos foram
administrados em pélets [26]. A forma de administracdo é outro fator a ser discutido em
relacdo as altas taxas de eliminacdo. A administracdo do clamiddsporo em capsula da a
certeza que o animal ingeriu a exata quantidade de fungo fornecida, ao contrario do que
ocorre quando se oferece ao animal os clamiddsporos associados & matéria-prima como sorgo
ou milho [15], como foi o fornecimento do presente trabalho. Portanto, outro fator relativo a
baixa recuperacdo de clamidosporos, pode também ser associado ao substrato fornecido.

Pesquisadores demonstraram que o efeito do fungo no ambiente é dependente da dose:
quanto maior a dose administrada de clamidosporos, maior a eliminacdo desses esporos, mas

que acima de determinado nivel, uma maior dose de clamiddsporos ndo causa uma maior
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eliminacdo [20]. Isso significa que a quantidade de fungo estipulada de acordo com o peso
vivo do animal, € suficiente para ser realizado um controle efetivo. Portanto, permite-se
extrapolar e predizer que os animais que ndo eliminaram clamidosporos todos os dias
consecutivos no presente trabalho, ndo comprometeram a efetividade do controle. O controle
biolégico visa estabelecer uma situacdo em que 0s animais em regime de pasto sejam
expostos a um baixo nivel de larvas infectantes, isto €, ndo objetivam exterminar todos os
parasitas, mas sim, assegurar o desenvolvimento da imunidade natural adquirida [43].

Embora esta tenha sido menor que a taxa de recuperacdo de 0,94% encontrada nas
primeiras 24 horas, os resultados inferem uma tendéncia de aumento na recuperacao total de
clamiddsporos no ultimo dia de avaliacdo, sugerindo que o efeito de recuperacdo pode ser
acumulativo com a continuidade da aplicacdo de doses nos animais, como demonstra a figura
1.

Em relacdo ao reisolamento do fungo a partir das fezes, outros pesquisadores também
obtiveram éxito com a mesma metodologia utilizada nesse trabalho. Foram obtidos dois
isolados de D. flagrans, um em fezes bovinas e outro em fezes caprinas, no estado do Ceara
[24]. O solo é um excelente ambiente a proliferacdo de fungos nematéfagos, e onde houver
matéria organica em devida proporcdo, a probabilidade é ainda maior de ocorrer essa
proliferacdo, como as fezes, que constituem um meio rico para a germinacdo fangica [7].

As placas que foram incubadas na estufa contendo conidios e Panagrellus redivivus,
foram observadas estruturas de anelamentos (redes adesivas) envolvendo os nematdides.

As estruturas de predacdo dos fungos nematofagos sdo importantes dados a serem
constituidos e catalogados, pois reflete na pratica o que ocorre natural e fisiologicamente no

bolo fecal dos animais.
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CONCLUSOES

O isolado autoctone de Duddingtonia flagrans, utilizado para testes de persisténcia, foi
capaz de atravessar o trato gastrintestinal de ovinos, e quando reisolado a partir das fezes, foi
desafiado pelos nematoides de vida livre Panagrellus redivivus demonstrando atividade
predatoria.

A comprovacdo da integridade e da viabilidade deste isolado apds a passagem pelo
trato gastroentérico de ovinos, permite novos estudos sobre seu potencial de biocontrole de

nematoides.
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Tabela 1. Dose de clamiddsporos administrada aos ovinos de acordo com o peso do animal,
numero de clamiddsporos recuperados nas fezes apds 24 horas e taxa de passagem

integra do isolado autoctone de Duddingtonia flagrans

NUmero de
Peso do
Dose clamiddsporos Taxa de passagem

Ovino animal

administrada/dia  recuperados apds 24 integra
(Kg)
horas

1 25 12, 5x10° 1x10° 0,80%
2 30 1,5x10’ - 0,00%
3 26 1,3x10’ 1x10° 0,77%
4 30 1,5x10’ 3x10° 2,00%
5 30 1,5x10’ 1x10° 0,67%
6 25 12,5x10° 1x10° 0,80%
7 26,5 13,25x10° 2x10° 1,51%

Média 27,5 13,75x10° 128.571 0,94%
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Tabela 2. Contagens individuais de clamiddsporos recuperados ao dia das fezes dos sete

ovinos, média das contagens e total de clamidosporos do isolado autéctone de

Duddingtonia flagrans recuperados no periodo de cinco dias de administracao

C.Cl*-Dia C.ClL*- C.ClL*- C.ClL.*- C.ClL*-Dia
Ovino Total
2 Dia 3 Dia 4 Dia 5 6
1 1x10° - - 1x10° 1x10° 3x10°
2 - - - 1x10° 1x10° 2x10°
3 1x10° 1x10° - - 1x10° 3x10°
4 3x10° - 1x10° 1x10° 3x10° 8x10°
5 1x10° 1x10° - - 1x10° 3x10°
6 1x10° - 4x10° - 4x10° 9x10°
7 2x10° 1x10° - - 2x10° 5x10°
Média  128.571 42.857 71.428 42.857 185.714  471.428

C.CL.*: contagem de clamiddsporos
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Tabela 3. Dose total de clamidosporos administrada aos ovinos nos dias 2, 3, 4, 5 e 6, nimero
total de clamiddsporos recuperados nas fezes durante esse periodo e a taxa de

passagem integra acumulada do isolado autdctone de Duddingtonia flagrans

Peso do Dose NuUmero de
Taxa de passagem
Ovino animal administrada clamidodsporos
integra acumulada
(Kg) total recuperados
1 25 7,5x10’ 3x10° 0,40%
2 30 9x10’ 2x10° 0,22%
3 26 7.8x10’ 3x10° 0,38%
4 30 9x10’ 8x10° 0,89%
5 30 9 x10’ 3x10° 0,33%
6 25 7,95x10’ 9x10° 1,20%
7 26,5 6,625x10’ 5x10° 0,63%

Media 27,5 6,875x10’ 471.429 0,57%
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Figura 1. Médias das contagens de clamiddsporos do isolado autoctone de Duddingtonia

flagrans recuperados nas fezes dos sete ovinos por dia
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ABSTRACT

Biocontrol using nematophagous fungi against gastrointestinal nematodiosis sheep is
being widely researched, because this species is very susceptible to parasitism and the
harm caused by chemical molecules are numerous. This study aimed to quantify and
test the effectiveness of nematocidal Duddingtonia flagrans, administering the
chlamydospores of the fungus to eight sheep at three different doses, for six consecutive
days. To do so, the feces of the animals were collected by adult diapers in three shifts:
8am (shift 1), 16h (shift I1) and 24 (shift 111), with a part devoted to bacteriological oven
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incubation and another in deposits of field plots. The results showed no difference in the
reduction of larvae between shifts, however there was a reduction in the number of
infective larvae in the cultures of both bacteriological oven and in the field (p<0,05).
The average recovery of larvae in treated groups was lower than in the control group, in
both evaluations of the fungus as in controlled environment (oven), and in the recovery
of the fungus adverse environments (field). The recovered larvae were counted and
identified, and the most prevalent nematode was Haemonchus contortus. It was
concluded that the D. flagrans is capable of being used as a biological controller for
gastrointestinal larvae of sheep, due to its elimination in sheep feces and thus reducing

contamination in the field.

Key words: Biological Control. D. flagrans. Sheep. Worms

RESUMO

O biocontrole utilizando fungos nematéfagos contra as nematodioses gastrintestinais de
ovinos estd sendo amplamente pesquisado, pois essa espécie € muito suscetivel a
verminose e os maleficios causados pelas moléculas quimicas sdo inumeros. O presente
trabalho objetivou quantificar e testar a eficacia nematicida de Duddingtonia flagrans,
administrando os clamiddésporos do fungo para oito ovinos, em trés doses distintas,
durante seis dias consecutivos. Para tanto, as fezes dos animais foram coletadas por
meio de fraldas geriatricas em trés turnos: as 8h (turno 1), 16h (turno I1) e 24h (turno
I11), sendo uma parte destinada a incubacéo em estufa e outra, em depésitos de parcelas
no campo. Os resultados revelaram que ndo houve diferenca na reducdo de larvas entre
0s turnos, entretanto ocorreu redugdo no numero de larvas infectantes tanto nas culturas
da estufa como no campo (p<0,05). A média de recuperacdo de larvas nos grupos
tratados foi menor em relacdo ao grupo controle, tanto nas avaliagbes de ambiente
controlado ao fungo (estufa), quanto nas recuperagdes de ambientes adversos ao fungo
(campo). As larvas recuperadas além de contabilizadas foram identificadas, sendo o
nematoide Haemonchus contortus o mais prevalente. Foi possivel concluir que D.
flagrans ¢ passivel de ser utilizado como controlador biologico de larvas gastrintestinais
de ovinos, pois demonstrou eliminacdo nas fezes com consequente diminuicdo da

contaminagdo no campo.
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INTRODUCAO

O parasitismo gastrintestinal em ovinos é fator limitante significativo nos
sistemas de producdo de animais criados a campo, no mundo todo (WAGHORN, 2003).

A forma mais utilizada para controlar o endoparasitismo € a utilizacdo de
compostos quimicos (MOLENTO, 2004). Entretanto, a resisténcia dos parasitas frente
aos farmacos, propicia cada vez mais o estudo de métodos alternativos de controle
(ARAUJO, 2004).

O conhecimento sobre a disponibilidade de larvas no ambiente, deteccdo e
fontes de infeccdo, conhecimento sobre as exigéncias climéticas para a eclosdo de ovos,
viabilidade larvar e o sistema de producdo, sdo 0s requisitos mais importantes no
estabelecimento de um sistema de controle efetivo do parasitismo (MOTA et al., 2003).
Portanto, estratégias de manejo da pastagem, que visem reduzir a ingestdo de L3 pelos
animais, sdo importantes para o estabelecimento de medidas de controle das infecgdes
por nematdides gastrintestinais. Dessa forma, a estimativa do numero de larvas
infectantes (L3) nas pastagens é de suma importancia nos estudos epidemioldgicos
(KRECEK; MAINGI, 2004).

Os fungos nemato6fagos estdo sendo cada vez mais pesquisados como forma de
utilizacdo no controle biolégico de larvas de nematdides gastrintestinais de ruminantes.
Possuem varias vantagens, como: alta atividade reprodutiva e ciclo de vida curto; sendo
que algumas espécies produzem esporos 0 que aumenta sua resisténcia dentro e fora dos
animais; a exemplo de Duddingtonia flagrans; mantém-se em fase saprofitica na
auséncia do hospedeiro e, principalmente, ndo sdo patdgenos para 0S animais
(LARSEN, 1999).

Este trabalho teve por objetivo testar o efeito nematofagico do isolado
Duddingtonia flagrans em diferentes concentragdes na dieta de ovinos, sobre larvas
infectantes de nematoides gastrintestinais em condic¢des controladas (estufa) e adversas

(campo).
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MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido na Faculdade de Veterinaria da Universidade
Federal de Pelotas, municipio de Capédo do Ledo, Rio Grande do Sul, latitude 31°42'S e
longitude 52°24'0 e altitude de 57m. A area é caracterizada por um clima subtropical
umido, com temperatura média anual de 17,8°C e precipitacdo 1367mm (EMBRAPA).

O experimento foi registrado no Comité de Etica em Experimentagdo Animal
(CEEA), desta universidade, sob 0 nimero 2526.

A producéo de fungo em substrato foi realizada segundo Santos et al. (2001), em
que consistiu na associacdo do cereal milho com clamiddsporos do isolado DfBage#215
de Duddigntonia flagrans. Com o indculo final, foi obtido o quantitativo de 175.000
clamiddsporos/grama, o qual foi administrado por via oral em ovinos, doses variando
entre 1x10° a 5x10° clamidésporos/Kg/PV.

Durante 0os meses de outubro e novembro de 2013, oito ovinos (Ovis aries)
naturalmente infectados com nematoides gastrintestinais, com dois anos de idade,
fémeas com peso médio de 29,7 Kg (x 2,20) foram divididos em quatro grupos,
aleatoriamente, de dois animais cada (n=2/grupo), homogéneos por idade e peso, 0s
quais foram estabulados, individualmente, por todo periodo experimental.

Durante os primeiros trinta dias, os animais receberam racdo 16% de proteina
bruta, alfafa peletizada e agua ad libitum para promover a adaptacdo ruminal a dieta
como preparo para recebimento do indculo de fungo. Posterior a esse periodo de
adaptacdo, amostras de sangue foram colhidas da veia jugular dos animais utilizando-se
sistema BD vacutainer com anticoagulante (Becton & Dickinson), nos dias -2, -1 e 0.
Apos a colheita, as amostras foram enviadas ao Laboratério de Doencas Parasitarias da
UFPel para a afericdo do hematdcrito. Os animais também foram analisados
clinicamente pelo método Famacha (VAN WYK et al., 2002). A partir do dia 0, 0s
quatro grupos de ovinos permaneceram estabulados por mais seis dias consecutivos para
administracdo de clamiddsporos do isolado autoctone de D. flagrans e coleta de
material fecal. Os animais do Grupo | (controle) receberam apenas substrato sem o
fungo. Os animais do Grupo Il receberam a dosagem de 1X10° clamidsporos/Kg/PV;
o0s animais do Grupo Il receberam 2,5X10° clamidésporos/Kg/PV e os animais do
Grupo IV receberam 5X10° clamidésporos/Kg/PV. As administracdes de substrato

fangico foram realizadas diariamente, uma Unica vez. As coletas de fezes dos animais
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foram realizadas trés vezes ao dia: turno | (conteudo fecal do intersticio das Oh a s8h),
turno 1l (contetdo fecal do intersticio das 8h a s 16h) e turno Ill (contetdo fecal do
intersticio das 16h as 24h) com o auxilio de fraldas geriatricas, as quais eram trocadas a
cada turno. O material recolhido das fraldas foi pesado individualmente, sendo
posteriormente identificados e enviados ao Laboratorio de Doencas Parasitarias da
UFPel para processamentos.

As amostras de fezes foram processadas segundo a técnica de Gordon &
Withlock (1939), em triplicata, para quantificacdo dos ovos por grama de fezes (OPG).
Na sequéncia, foram submetidas ao teste de CPG (OJEDA- ROBERTOS, 2008), que
significa quantificar os clamidosporos por grama de fezes, utilizando cdmara de
McMaster.

Para andlise do fungo em ambiente controlado, foram realizadas coproculturas,
as quais foram incubadas em estufa BOD com temperatura de 28°C e umidade de 80%
(ROBERT'S; O’SULLIVAN, 1950), na quantidade de 10g e realizados nos dias 2, 4 e 6
apo6s administracdo fungica (DAAF). O material foi incubado em estufa BOD, para
obtencédo de Ls. Ap6s 14 dias de incubacéo, foi realizada a contagem e identificacdo de
larvas dos quatro grupos (UENO; GONCALVES, 1998).

Paralelamente, amostras de fezes de quatro dos oito animais (um de cada grupo),
dos turnos | e Il, foram depositadas em campo nativo, com altura de 20 cm de
vegetacdo, em quantidade de 500 g do material recolhido das fraldas. Foi realizado um
prévio experimento, utilizando o método de lavagem de pasto (CORT et al., 1922), para

obter-se a comprovacao do campo livre de nematdides gastrintestinais de ovinos.

O modulo experimental para obtencdo de Lz da pastagem foi constituido por
vinte e quatro parcelas de campo de 40 x 40 cm (1600 cm?) cada uma, constituidas de
pastagem nativa. As parcelas foram separadas com fios de arame, estacas de madeira e
limitadores de grama, para que as larvas presentes nas fezes ndo migrassem para a
parcela vizinha. As parcelas foram dispostas longitudinalmente em trés linhas e oito
colunas: oito parcelas em cada linha, correspondentes aos depdsitos de fezes dos turnos
I e Il do dia 2 DAAF (primeira linha), depdsito de fezes do dia 4 DAAF (segunda linha)
e deposito de fezes do dia 6 DAAF (terceira linha). Portanto, cada duas parcelas da
mesma linha continham fezes do mesmo animal e do mesmo dia, distintos por turnos: |

e 1. Apos 14 dias de deposicao dos bolos fecais da primeira linha (2 DAI), as forragens
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correspondentes as parcelas de vegetacdo foram coletadas. Para a colheita das amostras
de forragens das parcelas correspondentes as linhas 2 e 3, também foram respeitados os
14 dias de incubacdo no ambiente (4 DAI e 6 DAI).

As colheitas das fezes e do pasto das parcelas foram feitos por meio de cortes
rasteiros, as 6 horas da manha (periodo de maior umidade e probabilidade de
recuperacgéo de larvas) e pesadas individualmente. As amostras de pasto foram imersas
em baldes plasticos, contendo agua a 42°C, segundo a técnica de Baermann (CORT et
al., 1922), onde ficaram sedimentando por 24 horas, com o proposito das larvas
presentes migrarem do pasto por termohidrotropismo para o fundo do balde. O
sobrenadante contendo as forrageiras foi removido e o sedimento ficou por mais 4 horas
em copos de Hoffman. Apos esse periodo, o material foi conservado em alcool 70%
para identificacdo do numero de larvas (UENO; GONCALVES, 1998).

Dois gramas das fezes remanescentes de cada uma das 24 parcelas foram
recolhidos e colocados em sacos plasticos identificados para processamentos no
laboratério. As larvas destas aliquotas foram separadas das fezes e colocadas em placas
de Petri, sendo colocado um papel filtro umedecido com &gua na tampa superior da
placa. O material permaneceu em estufa a 25°C durante sete dias. Apos o periodo, as
amostras fecais foram colocadas sobre um lenco de papel, dentro de uma peneira, que
por sua vez, foi colocada em célice de Hoffman, no qual foi adicionada &gua até que a
amostra de fezes tivesse coberta. As amostras permaneceram no calice por 24 horas,
obtendo assim, as larvas infectantes das fezes (AMARANTE et al., 2008).

Os resultados obtidos da lavagem de pasto foram correlacionados com umidade
e temperaturas maxima e minima do periodo, obtidos da estacdo Agroclimatoldgica de
Pelotas/Capao do Ledo — Clima Temperado.

Para os resultados referentes as larvas recuperadas em estufa e em pastagem, a
normalidade dos dados foi confirmada pelo teste de Shapiro-Wilk e posteriormente
submetidos a Andlise de Variancia (ANOVA), comparando os quatro grupos, pelo teste
de Tukey com nivel de significancia de 5% de probabilidade pelo software Statistix®
(2008).

RESULTADOS E DISCUSSAO
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As recuperacdes de clamiddsporos variaram de acordo com as dosagens
administradas, sendo que em nenhuma camara de McMaster do grupo controle foi
demonstrada quaisquer estruturas fungicas durante as observacoes realizadas (figura 1).

A figura 1 demonstra a recuperacdo média diaria (grupos II, I, 1V) de
clamiddsporos entre os grupos tratados. As linhas de tendéncias indicam que quanto
maior a dosagem flngica utilizada, maior a eliminacdo, de clamiddsporos eliminados
com a confiabilidade de 0,843%, 0,982% e 0,986%, correspondentes aos grupos, 11, 111
e IV, respectivamente. Portanto, os altos coeficientes de determinacéo (R?) obtidos,
evidenciaram satisfatoriedade no modelo ao explicar os dados obtidos, pois indicaram
uma tendéncia de aumento de eliminacdo de clamiddsporos com a continuidade das
administracdes de fungo.

Esses resultados corroboram com os resultados de Ojeda-Robertos et al. (2008),
que também obtiveram maior recuperacdo quanto maior a dosagem de fungo. Ojeda-
Robertos et al, (2009), justificam as altas taxas de destruicdo do fungo ao local
gastroentérico ser um ambiente inospito. Especificamente, demonstraram que as
maiores perdas ocorrem no abomaso, e que o numero de clamidosporos perdidos na
digestdo no rumen era insignificante, pois as enzimas do estdbmago sdo em principal,
responsaveis pela destruicdo. Gronvold et al. (2004), em seus trabalhos, concluiram que
mais de 90% dos clamiddsporos foram destruidos durante a passagem pelo trato
digestorio de ovinos.

Ojeda-Robertos et al. (2008), obtiveram resultados semelhantes ao presente
trabalho, aos quais obtiveram percentuais de recuperacdo de clamiddsporos variando
entre 6 e 12%.

Os resultados das avaliacdes clinicas e fisicas realizadas nos animais estdo
descritas na Tabela 1. Os valores de hematocrito estiveram fortemente relacionados com
0s respectivos graus Famacha. Segundo Molento et al. (2004), o exame de Famacha é
uma eficiente ferramenta para o controle da sanidade dos animais, visto que na
verminose ovina, o principal parasita é hematofagico, o0 Haemonchus contortus. Ja a
correlacdo € baixa entre ovos por grama de fezes (OPG) e hematocrito, pois existem
outros vermes além do Haemonchus contortus que ndo sdo hematofagicos, mas sédo
responsaveis pelo aumento do valor de OPG. Entretanto, esse exame foi de fundamental
importancia nesse estudo, pois constituiu um pardmetro que permitiu avaliar ndo s6 os

niveis de infeccdo dos animais, mas também o de contaminagdo das pastagens por
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larvas de nematoides gastrintestinais (AMARANTE et al., 1996), visto que o

biocontrole com fungos é realizado no ambiente.

A recuperagédo absoluta de larvas infectantes no campo dos turnos | e 1l foi de

180 e 160 L, respectivamente. N&o foi observada diferenca entre os turnos (p>0,05).

As figuras 2, 3 e 4 demonstram a percentagem de larvas recuperadas em estufa
oriundas das fezes dos dias 2 DAAF, 4 DAAF e 6 DAAF, respectivamente, nos dois

turnos realizados.

Em todas as culturas dos grupos tratados com fungo houve diminuigdo no
percentual de Lz comparados ao controle. Os resultados obtidos vdo ao encontro dos
trabalhos de Rocha et al. (2008), que obtiveram taxas de recuperacao de L3 também em
ambiente controlado de 30,5%. Nos grupos tratados com fungo, foi possivel observar
que houve diminuicdo da quantidade de larvas infectantes (L3) obtidas em relagdo ao
grupo controle, em todos os dias (2 DAAF, 4 DAAF e 6 DAAF), até mesmo no Grupo
II, em que a quantidade administrada de fungo foi a mais baixa, apenas 1x10°
clamidosporos/Kg/PV. Nas outras dosagens, 0os percentuais de recuperacdo foram
menores ainda em relacdo ao controle, comprovando a atividade nematicida do isolado
utilizado. Ketzis et al. (2006), também obtiveram diminui¢do de larvas recuperadas
quando utilizaram dosagens de fungo variando entre 25x10° a 5x10°
clamiddsporos/Kg/PV.

A grande maioria dos pesquisadores utiliza dosagens para ovinos variando entre
2,5x10° e 5x10° clamidésporos/Kg/PV, entretanto Aguilar et al. (2008), trataram ovinos
durante dez dias com pellets de Duddingtonia flagrans com a dosagem de 2x10°
clamiddsporos/Kg/peso vivo e conseguiram um percentual de redugdo de 81,2% da
contaminacdo larval em relacdo ao grupo controle. Esse resultado é pouco significativo
no que tange a quantidade de fungo administrada, pois pesquisadores ja utilizaram doses
relativamente menores e obtiveram eficacias semelhantes. Waghorn et al. (2003),
obtiveram uma efic4cia bem similar: 78% apenas com dosagens f(ingicas entre 2,5x10° e
5x10° clamiddsporos/Kg/PV.

A figura 5 demonstra as diferencas estatisticas na recuperacdo de Lz entre 0s
grupos tratados com o fungo e o grupo ndo tratado (controle), em estufa. As avaliagdes
do 2 DAAF e 6 DAAF, obtiveram os mesmos resultados: o grupo | diferiu dos grupos Il

e I, isto €, houve uma menor recuperacdo larval em relagcdo ao grupo I, comprovando a
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eficacia do isolado de D. flagrans. Sobre Lz. O grupo IV respondeu de forma mais
satisfatoria, diferiu ndo apenas do grupo I, mas também dos grupos Il e 111. No 4 DAAF,
todos grupos diferiram entre si, comprovando ndo sé a atividade nematicida de D.
flagrans como uma maior atividade quanto maior a quantidade de fungo administrada.

As avaliacOes estatisticas de recuperagdo nas parcelas do campo estdo
representadas na figura 6. No 2 DAAF e 4 DAAF, os grupos Il, Il e 1V diferiram do
grupo I, comprovando a eficiéncia de D. flagrans. No 6 DAAF, o grupo Il diferiu do
grupo | (controle), e os grupos Il e 1V diferiram dos grupos | e Il, atestando que o
aumento da dose, sugere um maior efeito.

A percentagem de larvas recuperadas (2 DAI) das oito parcelas oriundas do
campo depositadas no dia 2 DAAF (primeira linha), estdo demonstradas no figura 7. A
percentagem de larvas recuperadas (4 DAI) das oito parcelas oriundas do campo
depositadas no dia 4 DAAF (segunda linha), estdo demonstradas na figura 8 e a
percentagem de larvas recuperadas (6 DAI) das oito parcelas oriundas do campo
depositadas no dia 6 DAAF (terceira linha), estdo demonstradas na figura 9.

As figuras 7, 8 e 9, demonstram que em todas as colheitas ocorreu uma relagédo
inversamente proporcional: as percentagens de recupera¢do, pois diminuiram conforme
0 aumento da dose fungica.

O discernimento da quantidade de larvas infectantes no campo é de extrema
importancia, pois a utilizacdo do controle bioldgico com fungos nemat6fagos baseia-se
na reducdo de larvas infectantes na pastagem. Portanto, técnicas que objetivam diminuir
a contaminacao da pastagem, significam um grande avanco no controle das helmintoses,
reduzindo o uso de anti-helminticos (CASTRO et al., 2002). Padilha; Mendoza-De-
Gives (1996) corroboram com a afirmacdo de que a reducdo do numero de larvas
infectantes seja um dos principais objetivos no controle das verminoses. Essa reducéao
pode se dar por meio da higienizacdo das pastagens com a ingestdo passiva de larvas,
pois a forragem é o maior veiculo de transmissdo das nematodioses aos animais
(CASTRO et al., 2002).

As baixas taxas de recuperacdo de L3 das fezes podem ser justificadas pela ndo
migracdo das mesmas do bolo fecal. Segundo Andersen; Levine (1968), outra
justificativa de baixa recuperacdo de L3 na pastagem, deve-se a elevada mortalidade de
larvas de primeiro e segundo estadio que sdo bastante susceptiveis a dessecacdo.
Portanto, é adequada a mensuracdo das fezes sobressalentes do campo para obter-se

uma maior precisdo da contaminacao.
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As figuras 10, 11 e 12, demonstram a percentagem de recuperacdo de larvas
infectantes das fezes, oriundas das parcelas do campo. Os resultados evidenciam
percentagens menores de recuperacdo nos grupos em que foram utilizados D. flagrans.

Os resultados das percentagens de recuperacdo de Ls entre 0s grupos
comprovam estatisticamente o potencial nematofagico do fungo D. flagrans de acordo
com a figura 13. No 2 DAAF e 4 DAAF, todos os grupos diferiram entre si,
evidenciando que o aumento da dose fungica foi capaz de predar mais L. No 6 DAAF,
os grupos Il e 11, diferiram do grupo | e o grupo IV foi o mais efetivo em relagéo a
morte de larvas infectantes.

Outros pesquisadores também comprovaram a eficacia de D. flagrans nas
reducdes de Lz. Chandrawathani et al. (2003), na Malasia, compararam 0s exames de
OPG’s. Os animais que receberam tratamento com fungo, obtiveram valores de até 500
OPG, enquanto que os que ndo recebiam, chegavam em niveis que excediam a 3000
OPG. Nos Estados Unidos, Fontenot et al. (2003), obtiveram uma reducdo de larvas
infectantes na pastagem e em culturas fecais apds administracdo diaria de D. flagrans,
superior a 80%. Waghorn et al. (2003), alimentaram borregos por dois dias consecutivos
e obtiveram uma eficacia de 78%.

Santurio et al. (2011), na regido sul do Brasil, administraram 1x10°
clamiddsporos/Kg/PV em ovinos parasitados com nematdides gastrintestinais, obtendo
uma diminuicdo de 37,6% de diminuicdo da carga larval na forragem, em relacdo ao
grupo controle. Durante esse periodo, 0s animais precisaram ser tratados com anti-
helmintico por trés vezes, enquanto que 0s animais tratados com fungo mantinham os
niveis de infeccdo baixos.

Os resultados referentes a identificacdo das larvas recuperadas tanto em
ambiente controlado (estufa), como do ambiente adverso (campo), foram obtidos os
seguintes percentuais: Haemonchus spp. (89%), Cooperia (4%), Trichostrongylus spp.
(4%), Oesophagostomum spp. (2%) e Nematodirus spp. (1%). Segundo (Mortensen et
al., 2003), Haemonchus contortus € o mais patogénico de todos os nematdides e o que
causa maior impacto econdmico, encontrado em 75% a 100% dos exames de contagem
de ovos por grama de fezes — (OPG). Estudos realizados por Leal (2012) revelam que
mais de 80% da carga parasitaria dos ovinos Sd0 compostos por esse parasita,
corroborando com os resultados obtidos.

Em relacdo a obtencdo dos dados climaticos em uma pesquisa que envolva o

controle biologico, estes sdo de extrema relevancia, na medida em que a atividade que
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vai ser estudada e avaliada ocorre no ambiente, e esta inteiramente exposta a todos
fatores externos (adversos). A meteorologia interfere diretamente tanto na
eclodibilidade dos ovos dos nematoides, como na atividade nematofagica do fungo.
Braga (1986) define que o indice de precipitacdo pluviométrica é o principal fator pelo
aumento das infecgdes parasitarias, pois o déficit hidrico, assim como seu excesso,
prejudica significativamente o desenvolvimento de larvas infectantes no pasto, e o
processo de translacdo que € a taxa de contaminacdo dos animais com larvas infectantes
(L3) apresenta variagdes decorrentes do clima. Roberts; O’Sullivan. (1950), corroboram
e relatam que o indice regular de precipitagdo pluvial é extremamente necessario para a
migracdo de larvas para a pastagem.

No presente trabalho, tanto nos dias de deposi¢do das fezes no campo (D2, D4 e
D6), como nos dias de coleta de pastagem (2DAI, 4DAI e 6DAI) ndo houve amplitudes
elou alteragbes que interferissem nos resultados, pois o indice de precipitacdo
pluviométrica, a umidade e a temperatura média, permaneceram constantes por todo
esse periodo. A umidade relativa do ar foi de 82%, a temperatura média 22°C. Os dois
primeiros dias que choveram foram responsaveis pela umidade do solo durante o
periodo experimental, aliado a taxa de umidade relativa do ar, que se manteve favoravel
para suprir a caréncia de agua, facilitar a eclosdo dos ovos e a atividade flngica.
Urquhart et al. (1998), salientam que em tempos secos, 0 microclima das fezes ou da
superficie do solo pode ter umidade suficiente para permitir o desenvolvimento das
larvas. Segundo Carneiro; Amarante (2008), o microclima nas pastagens é de
fundamental importancia para o desenvolvimento e para a sobrevivéncia dos estagios de
vida livre dos nematdides, sendo que as pastagens altas propiciam um ambiente mais
favoravel para a sobrevivéncia do nematdide Haemonchus contortus do que as

forragens mantidas baixas.

CONCLUSAO

Os clamidosporos do isolado autdctone de D. flagrans foram capazes de
atravessar o trato gastrintestinal de ovinos nas diferentes concentragdes administradas e
realizar sua atividade nematicida nas larvas infectantes de ovinos, tanto nos cultivos de
campo quanto nos cultivos da estufa, sendo que o género predominante de larvas

infectantes presentes no estudo foi Haemonchus spp.
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Tabela 1: Valores do dia zero de Graus Famacha, hematdcrito e OPG dos oito ovinos.
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Graus Hematdcrito
Brinco OPG
FAMACHA + (DP)

Grupo | (1) 3 220+1 5.100
Grupo | (2) 3 220+1,5 4.800
Grupo 11 (3) 3 19,3+1,5 5.100
Grupo 11 (4) 4 17,3+0,57 8.300
Grupo 111 (5) 3 18,6 + 1,52 9.800
Grupo 111 (6) 4 17,3+1,52 14.500
Grupo VI (7) 2 24,3 +0,57 2.300
Grupo VI (8) 3 22,6 +1,15 3.800
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Figura 1. Recuperacdo total didria de clamiddsporos do isolado de Duddingtonia
flagrans no volume do conteudo fecal dos oito ovinos durante o periodo de
seis dias (média dos  grupos).

Eixo X: Dias de avaliacdo para recuperacao de clamiddsporos
Eixo Y: Quantificacdo de clamidésporos

ETurno | =Turno Il

40,00%
35,00% —mm
30,00% -
25,00% -
20,00% -
15,00% - —
10,00% - —
5,00% - —
0,00% T T T )

Grupo | Grupo Il Grupo 1l Grupo IV

Figura 2 — Percentuais de larvas recuperadas provenientes das fezes do 2 DAAF, dos

turnos | e Il, apés cultura em estufa BOD, por 14 dias.
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Figura 3 — Percentuais de larvas recuperadas provenientes das fezes do 4 DAAF, dos

turnos I e 11, apos cultura em estufa BOD, por 14 dias.
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Figura 4 — Percentuais de larvas recuperadas provenientes das fezes do 6 DAAF, dos

turnos I e 11, apds cultura em estufa BOD, por 14 dias.
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Figura 5 — Quantidade total de larvas recuperadas na estufa dos grupos tratados e
controle do 2 DAAF, 4 DAAF e 6 DAAF

*Letras diferentes no mesmo dia, indicam diferenca significativa (p<0,05).
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Figura 6 - Quantidade total de larvas recuperadas nas parcelas de campo dos grupos
tratados e controle do 2 DAAF, 4 DAAF e 6 DAAF.

*Letras diferentes no mesmo dia, indicam diferenca significativa (p<0,05)
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Figura 7 — Percentuais de larvas recuperadas das parcelas de campo oriundas das fezes
depositadas no dia 2 DAAF e dos turnos | e Il, apds 14 dias (2 DAI).
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Figura 8 — Percentuais de larvas recuperadas das parcelas de campo oriundas das fezes
depositadas no dia 4 DAAF e dos turnos | e Il, ap6s 14 dias (4 DAI).
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Figura 9 — Percentuais de larvas recuperadas das parcelas de campo oriundas das fezes
depositadas no dia 6 DAAF e dos turnos | e Il, apds 14 dias (6 DAI).
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Figura 10 - Percentuais de larvas recuperadas oriundas dos dois gramas de fezes

depositadas no campo e cultivadas em estufa do 2 DAAF.
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Figura 11 - Percentuais de larvas recuperadas oriundas dos dois gramas de fezes

depositadas no campo e cultivadas em estufa do 4 DAAF.
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Figura 12 - Percentuais de larvas recuperadas oriundas dos dois gramas de fezes
depositadas no campo e cultivadas em estufa do 6 DAAF.



80

= Gl Gl = Gl == GIV

60

*
50 A

. /. T~ A
A ——
) C 5 \B

0 D2 D4 D6

Figura 13 - Quantidade total de larvas recuperadas nas fezes residuais do campo (2
gramas) dos grupos tratados e controle do 2 DAAF, 4 DAAF e 6 DAAF.

*Letras diferentes no mesmo dia, indicam diferenca significativa (p<0,05).



4 CONCLUSOES GERAIS

Fungos geofilicos isolados no Rio Grande do Sul apresentam potencial
nematofagico para o controle de vermes gastrintestinais de ovinos;

O isolado autdctone de D. flagrans demonstrou viabilidade ao atravessar o
ambiente indspito do trato gastrintestinal de ovinos, assim como demonstrou seu
potencial germinativo e a capacidade de predar larvas infectantes tanto em ambiente
controlado como em adverso.

Como perspectivas, considera-se como potencial, a existéncia de fungos
geofilicos autoctones do Rio Grande do Sul, na realizacdo de novos estudos para a
adaptacao da tecnologia de controle bioldgico com organismos fungicos para auxiliar

nas estratégias de controles da verminose ovina.
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APENDICE A - Nematdide Panagrellus redivivus sendo predado por fungo
nematéfago em placa de Petri
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Observacdo realizada em microscépio esteroscépio 400X As setas indicam a
presenca das armadilhas (redes adesivas) realizadas pelo fungo. Laboratério de
Micologia/UFPel
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APENDICE B - Nematdides Panagrellus redivivus sendo predado por fungo
nematéfago em placa de Petri
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Observacdo realizada em microscépio esteroscopio 400X. As setas indicam a
presenca das armadilhas (redes adesivas) realizadas pelo fungo. Laboratério de
Micologia/UFPel



APENDICE C - Administrac&o oral do fungo nematéfago D. flagrans em ovino

Faculdade de Veterinaria/lUFPel
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APENDICE D - Demonstrac&o de ovino utilizando a fralda geriatrica

Fralda geriatrica em ovino para obtengdo de fezes (periodo de 8 horas), contendo
clamidésporos do fungo Duddingtonia flagrans. Faculdade de Veterinaria/UFPel



