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RESUMO

AYUPE, Tiago de Hollanda, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, setembro de 2014.
Compatibilidade dos fungos nematéfagosArthrobotrys robusta e Duddingtonia
flagrans no controle biolégico dos nematoides gastrintestinais de bezerros.
Orientador: Jackson Victor de Araujo. Coorientador: Fabio Ribeiro Braga.

Em todo o mundo, as parasitoses gastrintestinais em ruminantes causadas por
nematoidesgeram perdas econdmicas muitas vezes nao visiveis ou quantificadas na
producdo animal. Dessa forma, a utilizacdo de fungos nematéfagos associados, no
controle bioldgico, pode ser uma alternativa eficaz e vantajosa para melhorar os
resultados de tratamentos com fungos isoladamente e potencializar o controle dos
nematoides que parasitam bovind3 objetivo do presente trabalho foi avaliar a
compatibilidade entre os fungos nematéfagos do grupo dos predaatmesbotrys

robusta (isolado 131) eDuddingtonia flagrans (isolado AC001) em laboratério e a agédo
conjunta destesa reducdo ambiental de formas infectantes de nematoides parasitos
gastrintestinais de bovinos jovens Holandés-Zebu. Primeiramente, a presenca de
compatibilidade entre sofungos A. robusta e D. flagrans in vitro foi verificada por

testes de confronto direto, de antibiose e de compostos volateis. Esses testes permitem
identificar a competicdo por espaco entre 0s organismos e a producdo de antibiéticos e
de compostos volateis por algum desses fundds.teste de confrontacdo direta,

robusta colonizou aproximadamente 2/3 da placa, o que sugere competicdo por espaco
e, portanto, antagonismo. No teste de antibiose, nenhum fungo produziu antibiéticos
sobre o meio de cultura, o que resultou na auséncia de halo de inibicdo da cultura
subsequentemente semeada na mesma placa. No teste de compostos volateis, o isoladc
de A. robusta reduziu (p<0,05) o crescimento Be flagrans. No ensaian vivo, cada

animal do grupo tratado (A) recebeu 2g/10 kg de peso vivo (PV) de péletes de alginato
de sédio com os isolados fungicos AC001 (0,2 g de micélio/10 kg de PV) e 131 (0,2 g
de micélio/10 kg de PVEom racdo comerciatluas vezes por semana durante 26
semanas, enquanto os animais do grupo controle (B) receberam somente ragé&o
comercial. Ao final do experimento, os animais do grupo A apresentaram em relacao
acs do grupo B os resultados: reducdo de 72,87% no numero de ovos por grama de
fezes (OPG) e de 6,07% no numero de larvas recuperadas das coproculturas

vii



respectivamente. Porém, o numero total de larvas (L3) recuperadas por quilograma de
matéria seca de pastagem foi semelhante (pp6rke os grupos tratado e controle ao

final do experimento.
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ABSTRACT

AYUPE, Tiago de Hollanda, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, September, 2014.
The compatibility of nematophagous fungiArthrobotrys robusta and Duddingtonia
flagrans fungi in the biological control of gastrointestinal nematodes of calves
Adviser: Jackson Victor de Araujo. Co-adviser: Fabio Ribeiro Braga.

Worldwide, gastrointestinal parasites in ruminants caused by nematodes produce
economic losses often not visible or quantified for livestock produclimus, the use of
associated nematophagous fungi, as a form of biological control, can be an effective
and advantageous alternative to improve the results of treatments using only fungi and
to enhance the control of nematodes that parasitize cattle. The purpose of this study was
to evaluate the compatibility between nematophagous fungi from the predator group
Arthrobotrys robusta (isolate 131) andDuddingtonia flagrans (isolate ACO00) under
laboratory conditions and the joint action of these fungi in the environmental reduction
of infective forms of gastrointestinal nematodes on young Hol&ghn- cattle. Firstly,

we detected thimn vitro compatibility betweerd. robusta andD. flagrans through direct
confrontation, antibiosis and volatile compounds testiigese tests allow the
identification of the existence of competition for space between the organisms and the
production of volatile compouds and antibiotics for some of these fimgilirect
comparison test, thé\. robusta colonized approximately 2/3 of the plate, which
suggests that there is competition for space between them and thus a form of
antagonismin antibiosis test, the production of antibiotics on culture medium by any
fungus was not observed, which resulted in the absence of inhibition zone of fungus
subsequently sown in the same plate. In the volatile compoundA.testusta reduced

(p <0.05) the growth ob. flagrans. On thein vivo test each animal in the treated group

(A) received 2 g 10 kg body weight (BW of sodium alginate pellets containing the
fungal isolates AC001 (0.2 g mycelium / B§ of BW) and 131 (0.2 g mycelium / 10 kg

of BW) with commercial ration twice a week for 26 weekdereas animals in the
control group (B) received only commercial feed. At the end of the experiment, the
animals of group A compared to group dhowed the following results/2.8®6

reduction in the average number of eggs per gram of feces) (&RIG6.07% of the
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average number of larvae recovered of coproculture, respectively. However, there was
no difference (p 0.05) of the total number of larvae (L3) recovered per kilogram of dry

grassland between the treated and control groups at the end of the experiment.



INTRODUCAO GERAL

No Brasil, a bovinocultura € um dos principais destaques do agronego6cio no
cenario mundial. O pais possui o segundo maior rebanho do mundo, com
aproximadamente 200 milhdes de cabecas e € lider nas exportagdes, comercializando
1.800 mil toneladas de carne em mais de 180 paises. Além disso, ocupa a quinta posi¢ao
mundial em producdo e consumo de leite. O valor bruto da producdo das cadeias
produtivas de carne e leite, estimado em R$ 67 bilhdes, e a presenca dessa atividade em
todos os estados brasileiros, com geracdo de empregos e de renda, ewddencia
importancia econémica e social da bovinocultura no nosso pais (ANUALPEC, 2014;
BRASIL, 2014; MAPA, 2014

O clima tropical e a extenséo territorial do Brasil contribuem para esse resultado,
pois permitem a criacdo da maioria do gado em pastagens. Da mesma forma, o controle
da sanidade animal e da seguranca alimentar colaboraram para que o Pais atendesse a:
exigéncias de mercados rigorosos e conquistasse espaco no cenario mundial (SANTOS
et al., 2009; FERRAZ, FELICIO, 2010; MAPA, 2014)ss sistema de criacdo s a
condi¢cdes climaticas podem determinar o comportamento de pastejo, o estado
fisiologico, as infestacdes prévias e as reinfec¢des dos animais, além da infestacdo das
pastagens pelos parasitos (WALLER, 2005; DIAS et al.,, 206#lmintoses
gastrintestinais estédo relacionadas com o numero e espécies de larvas as quais o animal
€ exposto, e a quantidade de parasitos que se estabelecem em seu trato gastrintestinal
(CAMPOQOS, 2006).

As infeccbes por nematoides parasitos gastrintestinais constitui um sério
problema, na producao animal, devido posjuizos econdémicos. Isto inclui o retardo
na producdo, custos com tratamentos profilatico e curativo e a morte dos animais. Os
custos do controle dessas doencas séo significativos nos paises desenvolvidos. Naqueles
em desenvolvimento, causam prejuizos pela restricdo a criacdo de animais com reduzida
susceptibilidade as parasitoses, porém com baixas performances produtivas. As racas de

animais com melhores indices produtivos, quase sempre criadas nos paises



desenvolvidos, raramente se sobressaem em condigdes com grande disponibilidade de
parasitos durante todo and@TA et al., 2003, VAN DIJK et al., 2010).

Cooperia e Haemonchus séo os géneros de nematoides parasitos gastrintestinais
mais prevalentes em bovinos, no sudeste do Brasil, seguidos pelo género
Oesophagostomum, conforme verificado por Luns (2013).

A anemia resultante da hemorragia da mucosa provocada pela fixacdo dos
vermes e pelo seu habito hematofagoa principal enfermidade provocada por
Haemonchus. Algumas espécies dos génerGesoperia, durante a penetracdo na
superficie epitelial do intestino delgado, podem romper a mucosa causando perda de
proteinas plasmaticas e atrofia das vilosidades, reduzindo a superficie de absorcéo de
nutrientes e liquidos. Nematoides do gén@esophagostomum migram profundamente
na mucosa do intestino, provocando uma resposta inflamatoria com formacao de
nédulos, podendo levar a quadros de colite ulcerativa, levando na fase final da doenca
ao desenvolvimento de anemia e hipoalbuminemia, devido a perda proteica e
extravasamento de sangue através da mucosa lesada (CAMPOS, 2006). Na regiao
sudeste do Brasil, o indice de mortalidade devido as helmintoses em bezerros é de 5% a
10%, principalmente, em rebanho leiteiro (SILVA, LIMA, 2009).

Animais com desempenho aceitaveis dependem do controle destas infeccdes
com anti-helminticos de largo espectro, que eliminam a carga parasitaria, e de produtos
com atividade persistente que impedem o estabelecimento de larvas infectantes (L3)
ingeridas apos o tratamento (SUTHERLAND, LEATHWICK, 2011). Contudo, esses
produtos podem deixar residuos na carne e no leite e causar impacto ambiental
(FLOATE, 2006; MARTINEZ, LUMARET, 2006; MENDOZASE-GUIVES,
TORRES-ACOSTA, 201 Além disso, o emprego indiscriminado e em larga escala de
arti-helminticos representa um problema mundial devidoesisténcia,inclusive
multipla causada pela utilizacdo de diferentes bases sobre uma populacdo de parasitos
(MEJIA et al., 2003; MERTZ et al., 2005; MELLO et al., 2006). A resisténcia aos
antiparasitarios esta redefinindo os métodos de controle dos nematoides, incluindo o uso
dos anti-helminticos. Tratamentos baseados na epidemiologia, eliminacdo de
vermifugagdes desnecessarias e uso continuo de uma mesma classe de anti-helmintico,
além da rotacdo de compostos quimicos séo praticas recomendadas. Assim, algumas

alternativas, ndo quimicas, comor@acdo de pastagem, definicdo de cruzamentos



raciais, selecdo de animais geneticamente resistentes as infec¢cdes por parasitos e o
aumento da imunidade pela nutricdo adequada séo préaticas de manejo importantes para
programas integrados e sustentaveis de controle de parasitos (MOTA et al., 2003;
KAPLAN, VIDYASHANKAR, 2012).

Antagonistas naturais de helmintos, incluindo protozoérios, bactérias, virus,
acaos, fungos e besouros, podem atuar no controle biolégico (GRONVOLD et al.,
1996), mas os fungos nematofagos tém mostrado maior potencial (DIAS et al., 2007,
VAN OOIJ, 2011; WARD et al., 2012). Estes fungos séao divididos em trés grupos:
endoparasitas, predadores e ovicidas ou fungos oportunistas. Os fungos endoparasita
produzem conidi6foros com esporos que, uma vez ingeridos, se desenvolvem em hifas
responsaveis pela absorcdo do contetdo interno do nematoide. Os oportunistas ou
ovicidas podem colonizar o conteudo dos ovos e das larvas em desenvolvimento
(FRASSY et al., 2010; DALLEMOLE-GIARETTA et al., 2012.). Suas hifas penetram
na casca do ovo através dos pequenos poros. Ao atravessar a camada vitelinica e mover-
se através das camadas adjacentes de quitina e de lipidios as hifas aumentam de
tamanho. Como consequéncia desse processo, a camada vitelinica é dividida, a de
quitina se torna vacuolizada e a lipidica torna-se dispersa provocando alteracdes na
permeabilidade da casca. Hifas enddégenas emergem do ovo e produzem conidioéforos
que atuam como uma fonte de conidios. Além disso, como saprdfitas, ndo dependem da
presenca dos parasitas no solo, o que facilita seu cultivo em laboratério (BRAGA,
ARAUJO, 2014)

Fungos predadores sdo os mais utilizados no controle bioldgico de nematoides
que parasitam o gado. Esses fungos produzem estrutufasneende anéis constritores
e nao constritores, hifas, botdes e redes tridimensionais adesivas ao longo do micélio
com a funcéo de capturar os nematoides. Dessa forma, as hifas conseguem penetrar na
cuticula do nematoide, se desenvolvem e digerem os conteldos internos dos parasitos.
Além disso, apresentam maior potencial para industrializacdo (BRAGA, ARAUJO,
2014). Alguns destes organismos, como os fuldgtis obotrys robusta e Duddingtonia
flagrans podem suportar a passagem pelo trato gastrintestinal dos ruminantes apés
administracdo oral, e uma vez nas fezes podem germinar, colonizar o bolo fecal e
capturar as larvas de parasitas antes que elas migrem para a pastagem (RODRIGUES et
al., 2001; ARAUJO& RIBEIRO, 2003; MOTA et al., 2003)Esses fungos tém



capacidade de reduzir o desenvolvimento das larvas de um grande niumero de helmintos
nas fezes sem impacto negativo sobre nematoidesilvo e ao meio ambiente
(BRAGA, ARAUJO, 2014).Contudo, a compatibilidade entre os diversos grupos de
fungos nematdfagos é pouco conhecida (ARAUJO et al.,; ZRAUJO et al., 2006
TAVELA et al., 2013.

Assim, a associacdo de isolados fangicos pode ocasionar um sinergismo, e a

potencializacdo de suas ac¢fes ou reduzir falhas com o uso de um unico isolado.

OBJETIVOS

Objetivo geral

e Avaliar a compatibilidade entre os fungos nematéfa@ydbrobotrys robusta
(isolado 131) e Duddingtonia flagrans (isolado AC001) em condi¢cbes
laboratoriais e a acdo conjunta desses fungos na reducdo das nematodioses

gastrintestinais de boviso

Obijetivos especificos

e Verificar a compatibilidade entre os fung&ghrobotrys robusta (isolado 131) e
Duddingtonia flagrans (isolado AC001) com os testes de confrontacao direta,
antibiose e de compostos volateis em laboratorio;

e Avaliar as reducdes das contagens de ovos de nematoides por grama de fezes
(OPG) e do numero de larvas infectantes (L3) recuperadas das coproculturas;

e Realizar a contagem de larvas infectantes (L3) por quilograma de matéria seca

recuperadas da pastagem nos grupos tratado e controle.
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CAPITULO 1

COMPATIBILIDADE ENTRE OS FUNGOS NEMATOFAGOS Arthrobotrys
robusta E Duddingtonia flagrans EM CONDICOES LABORATORIAIS

RESUMO

O uso combinado de fungos nematdfagos representa uma alternativa que podera
maximizar o controle dos nematoides gastrintestinais de bovinos. Entretanto, para um
resultado de sucesso, torna-se necessaria a selecéo de isolados fungicos eficientes e nac
antagonicos. Assim, os isolados fangicos I31Adthrobotrys robusta e AC001 de
Duddingtonia flagrans foram submetidos aos testes de confrontag&o direta, de antibiose

e de compostos volateis para a verificagdo da compatibilidade entre ahobteste de
confrontacdo diretay A. robusta colonizou aproximadamente 2/3 da placa de Petri, o

gue sugere competicdo por espaco entre eles e, portanto, antagdwisteste de
antibiose, nenhum fungo apresentou producdo de antibiéticos no meio de cultura,
resultando na auséncia de halo de inibicdo da cultura subsequentemente semeada na
mesma placaNo teste de compostos volateis, o isoladAdeobusta reduziu (p<0,05)

o crescimento dé. flagrans. Assim, em principio, os dois fungos ndo mostraram

aptidao para uso conjunto na mesma formulacdo para o controle bioldgico.

Palavras-chave: Arthrobotrys robusta; antibiose; compostos volateiBuddingtonia

flagrans; fungos helmintéfagos.



ASSESSMENT OF COMPATIBILITY BETWEEN NEMATOPHAGOUS FUNGI
Arthrobotrys robusta AND Duddingtonia flagransIN LABORATORIAL
CONDITIONS

ABSTRACT

The use of combined helmintophagous fungi represents a promising alternative that
could maximize the control of cattle gastrointestinal nenestoHiowever, for a
successful result, a selection of efficient isolated fungal and not antagonic is necessary.
Thus, the fungic isolateg\rthrobotrys robusta (I131) and Duddingtonia flagrans
(AC001) were submitted to tests of direct confrontation, antibiosis and volatile were
checked for the compatibility between both of théma direct comparison test, the

robusta colonized approximately two thirds of the Petri plate, which suggests that
there is competition for space between them and therefore a form of antagonism.
antibiosis test, the production of antibiotics on culture medium by any fungus was not
observed, which resulted in the lack of inhibition zone of the subsequently fungus
sown in the same plate. In the volatile compoundsAestbusta reduced (p<0.05) the
growth of D. flagrans. Thus, this study demonstrated that, originally, the two fungi in

guestion were not fit to be used together in the same formulation in biological controls

Keywords: Arthrobotrys robusta; antibiosis volatile compounds;Duddingtonia

flagrans; helmintophagous fungi



1. INTRODUCAO

Fungos nematoéfagos sao utilizados no controle biolégico de pragas e ¢doencas
como os fitonematoides, que causam perdas econdmicas mundiais (SIKORA,
FERNANDEZ, 2005), nematoides gastrintestinais parasitos de animais domeésticos
destinados a producdo (MENDOZA DE GUIVES et al., 20D6AS et al., 2007
ASSIS et al., 2012) e também os nematoides potencialmente zoonéticos (BRAGA et al.,
2011; ARAUJO et al., 201ZFERNANDES et al., 2012). O controle biolégico desses
patdgenos em plantas e animais tem sido estudado (FREITAS, CARNEIRO, 2000;
BRAGA et al., 2009; BRAGA et al., 2010nasa maioria das abordagens tem sido
baseada no uso de um Unico antagonista contra o(s) nematoide(s) SiRIEPUI,
SHAUKAT, 2002).

A presenca de mais de um agente de biocontrole é considerada um dos
principais fatores que contribuem para a presenca de solos supressivos a doencas
(FERREIRA et al., 2008). Todavia, na maioria dos casos onde o controle biol6gico
ocorra naturalmente, o resultado pode ser consequéncia da mistura de antagonistas,
muito mais do que a alta populacdo de apenas um deles (SIDDIQUI, SHAUKAT
2003). Contudo, caracteristicas como a compatibilidade entre os isolados, € necessaria
para que estes organismos sejam utilizados no controle biolégico de pragas e doencas
(ARAUJO et al., 2004). A utilizagcdo de mais de um fungo nematéfago, conjuntamente,
pode minimizar possiveis falhas na administracdo ou mesmo potencializar suas acoes
como agentes biocontroladores (DALLA PRIA, 1996). No entanto, mecanismos de
controle biolégico como a capacidade de produzir substancias com efeito fungicida,
podem variar entre espécies e isolados da mesma espécie durante a vida dos
antagonistas. Dessa forma, é importante conhecer as caracteristicas desses agentes par
aumentar a efetividade do biocontrole e torna-lo viavel (MARTINS-CORDER, MELO,
1988).

Os géneroPuddingtonia e Arthrobotrys, produtores de armadilhas e enzimas

gue degradam a cuticula dos nematoides se destacam entre os fungos nematéfagos
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(YANG et al., 2011 BRAGA et al., 2012). A comprovacado da eficacia desses fungos,
avaliados isoladamente (MENDOZBE-GUIVES et al.,, 1992; FERREIRA et al.,
2012; BRAGA et al., 2014) e testes feitos associando isolados fungicos (ARAUJO et
al., 2006), indicam que novas avaliacbes devem ser realizadas em condi¢cdes
laboratoriais ein vivo para confirmar os potenciais desses agentes biocontroladores
associados. A compatibilidade entre os génBnaddingtonia spp. eArthrobotrys spp.
ainda é desconhecida e nao existem relatos que mencionem sinergismo, na atividade
predatéria entre eles laboratorio. Fatores como o teor de matéria organica, pHeumidad
e troca de gases podem afetar a interacdo entre esses organismos e nos lesultados
vitro. (MONTEIRO, 2013).

O presente trabalho objetivou estudar a compatibilidade entre os fungos

Arthrobotrys robusta e Duddingtonia flagrans, em condic¢des laboratoriais.

2. MATERIAIS E METODOS
2.1 Local do experimento

Os ensaios foram conduzidos no Laboratério de Controle Biol6gico de
Fitonematoides (Instituto de Biotecnologia Aplicada a Agropecuaria - BIOAGRO) do
Departamento de Fitopatologia da Universidade Federal de Vigosa (UFV), Minas
Gerais, Brasil.

Dois fungos predadoreB. flagrans (isolado AC001) &\. robusta (isolado 131)
foram utilizados. Esses fungos, do solo brasileiro, foram mantidos em meio Corn Meal

Agar (CMA2%) no laboratorio de parasitologia da UFV.

2.2 Ensaio
2.2.1 Teste de antagonismo em confrontacéo direta

Um disco de cultura contendo o isolado AC001 e um disco do isolado 131 foram
colocados em posi¢des opostas em placas de Petri de 9 cm de diametro contendo 0 meio

de cultura Batata Dextrose Agar 2% (BDA). &gslacas foram incubadas por 10 dias a
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26°C na auséncia de luz e apds esse periodo foram avaliadas com uma escala de notas
(BELL et al., 1982): 1€donizacdo completa da placa dor flagrans, 2- colonizagéao

de 2/3 da placa pobD. flagrans, 3- colonizacdo de 50% da placa por fungo; 4-
colonizacédo de 2/3 da placa pelo funyorobusta; 5- colonizacdo completa da placa

pelo fungoA. robusta. O experimento teve cinco repeticoes.

2.2.2 Teste de Antibiose

Suspensdes contendo estruturas dos fulyoBagrans e A. robusta foram
obtidas de colénias cultivadas em BDA, durante 10 dias, a 25°C, na concentracdo de 10
e 10 clamiddsporos e conidios por mL respectivamente.

Placas de Petri de 9 cm de diametro contendo o meio BDA 2% foram cobertas
assepticamente com membrana de celulose. Em seguida, discos de cultuba com
flagrans e A. robusta foram colocados nos centros das placas, sobre a membrana de
celulose. Esss placas foram incubadas por oito dias, a 26°C, no escuro. ApGs esse
periodo, as colbnias foram delimitadas com caneta de tinta permanente para possibilitar
a verificacdo da formacdo do halo de inibicdo. As membranas de celulose, com as
colénias, foram removidas das placas. aSgslacas foram invertidas e 1 mL de
cloroférmio foi adicionado na sua parte inferior, para eliminar residuos estruturais dos
fungos. Apés a evaporacdo do cloroformio, as placas foram mantidas na posicao
original e deixadas por 30 minutos sob irradiacdo direta de luz ultravioleta, no interior
da camara de fluxo laminar. Em seguida, uma suspenséo contendo estruturas do fungo
A. robusta foi adicionada sobre a superficie do meio de cultura onde anteriormente foi
cultivado D. flagrans. Este procedimento foi repetido para o furigoflagrans onde
anteriormente foi cultivadé. robusta. A suspensao foi espalhada uniformemente sobre
0 meio com auxilio da alca de Drigalsky. As placas foram mantidas a 26°C, na auséncia
de luz. Apds 10 dias de incubacédo, foi avaliada a formacdo do halo de inibicdo
(Martins-Corder & Melo, 1988).

2.2.3 Teste de compostos volateis

12



O efeito de metabdlitos volateis foi avaliado com metodologia de Bharat et al.
(1980). Duas tampas de placas de Petri com 9 cm de diametro foram posicionadas uma
sobre a outra, apés meio BDA 2 % ter sido vertido em cada uma delas. Um disco com
micélio deD. flagrans foi colocado na superficie da tampa inferior e, na supéior,
robusta. A. robusta foi também testado na tampa inferidd eflagrans na superior,
ambas na forma de discos de cultura. As placas foram vedadas lateralmantelas
a 25°C, por cinco dias no escuro. Os diametros de cada col6nia foram medidos em
centimetros para o calculo da area, e posteriormente os dados foram submetidos a
andlise de variancia e ao teste de Tukey ao nivel de significancia de 5 % e os graus de
liberdade dos tratamentos desdobrados em contrastes ortogonais. O delineamento foi

inteiramente casualizado, com quatro repeticdes.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Duas aliquotas de fungos da mesma espécie, cultivados em uma mesma placa,
apresentaram crescimento homogéneo no teste de confrontacéo direta, o que confirma a
nao interferéncia de um fungo sobre o outro (Figura 1 - A @¥m no teste coni\.
robusta e D. flagrans, o primeiro fungocolonizou aproximadamente 2/3 da placa,
equivalente a nota 4, o que sugere competicao entre eles e, portanto, algum antagonismo

(Figura 1 -B). Contudo, ndo houve evidéncia de hiperparasitismo, sem crescimento de

uma colonia sobre a outra.

Figura 1. Crescimento conjunto das col6nias Daddingtonia flagrans (x) e Arthrobotrys
robusta (y). A - D. flagransvs. D. flagrans; B - D. flagrans vs. A. robusta; C - A. robusta vs. A.
robusta.
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Os requerimentos nutricionais, dos fungos do géAettarobotrys spp., como:
carbono, nitrogénio e vitaminas podem indicar suas condi¢cdes de desenvolvimento em
diversos ambientes. Varios meios de cultura tém sido utilizados para avaliar o
crescimento desses fungos em meios naturais ou sintéticos em condi¢cdes adequadas de
temperatura e pH (CARDOSO et al.,, 2009). O funfhrobotrys. oligospora
demonstrou capacidade de inibir o crescimento ou competir por recursos alimentares
com outros fungos predadores, além de crescer e matar nematdides mais rapidamente
gue outros fungos cultivados em meio soélido, o que pode explicar o fato de ser o fungo
predador mais comumente encontrado no mundo (ANDALO et al., 2008). Dessa forma,
as condicOes do presente teste, possivelmente, favoreceram o crescimfemtibasa
comparado ab. flagrans.

A producdo de metabdlitos toxicos pelos funBodlagrans e A. robusta ndo é
conhecida, por isto, foi importante mostrar que ndo produzem compostos capazes de
inibir um ao outro emapicacdo conjunta.slso foi verificado pelan&d& producdo de
antibioticos pelos fungos no meio de cultura, o que resultou na auséncia de halo de
inibicdo da cultura subsequentemente semeada na mesma placa.

O isolado déA. robusta reduziu o crescimento d2. flagrans sugerindo a acao
de antibioticos volateis na inibicdo do crescimento micelial. Por outroDadiagrans
nao reduziu o crescimento Aerobusta (Tabela 1).

Tabela 1.Valores médios e desvio padréo (+) da area (cm?) de crescimento micelial, em tampas
de placas de Petri, dos fundosddingtonia flagrans (tampa superior) v@rthrobotrys robusta

(tampa inferior) evice-versaguando comparados aos tratameimofagrans vs. D. flagrans e

A. robusta vs. A. robusta respectivamente.

Duddingtonia flagrans Arthraobotrys robusta
(tampa superior) (tampa superior)
Tratamentos Area (cn) Tratamentos Area (crm)
D. flagrans A. robusta
vs. 28,50 +6,01 vs. 57,61"%+1,10
A. robusta D. flagrans
D. flagrans A. robusta
VS. 34,98+0,52 VS. 57,06+1,28
D. flagrans A. robusta
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CV (%) 21,09 1,91

ns: nao significativo pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade
* significativo pelo teste a 5% de probabilidade

CV: Coeficiente de Variacao

4. CONCLUSAO

Os isolados d@rthobotrys robusta (I131) e deDuddingtonia flagrans (AC001)
mostraram, preliminarmente, incompatibilidade quando avaliados em conjunto. O
primeiro apresentou desenvolvimento superior ou inibiu o crescimento do segundo. A

associacao desses fungos em futuras formulacdes, podem ser de utilizacdo limitada.
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CAPITULO 2

ASSOCIACAO DOS FUNGOSArthrobotrys robusta E Duddingtonia flagrans NO
CONTROLE DE NEMATOIDES DE BEZERROS MESTICOS NO SUDESTE
DO BRASIL

RESUMO

A associacao de dois fungos helmintéfagogddingtonia flagrans (isolado AC001) e
Arthrobotrys robusta (isolado 131), foi avaliada no controle de nematoides
gastrintestinais de bovinos a campo. Dois grupos de dez bezerros, mesticos Holandés-
Zebu, com aproximadamente 15 meses de idade, foram mantidos em piquetes de
Brachiaria decumbens, de fevereiro a agosto de 2012 em Vigosa, Minas Gerais, sudeste
do Brasil. Cada animal do grupo tratado (A) recebeu 2 g/10 kg de peso vivo (PV) de
péletes de alginato de sodio contendo os isolados fungicos AC001 (0,2 g de micélio/10
kg de PV) e 131 (0,2 g de micélio/10 kg de RM)mn racdo comercialuas vezes por
semana durante 26 semanas, enquanto os animais do grupo controle (B) receberam
somente racdo comercial. Ao final do experimento, o grupo A em relagcdo ao grupo B
apresentou os resultadasducao de 72,8% do numero de ovos por grama de fezes
(OPG) e de 9,19 % do numero de larvas recuperadas das coproculturas. O numero de
larvas infectantes recuperadas por quilograma de matéria seca de pastagem entre 0s
grupos foi semelhante (p>0,05). Assim, os funBoglagrans (AC001) e A. robusta

(131) ndo mostraram eficacia para controlar os helmintos parasitos de bovinos. Contudo,
a associacao desses isolados fungicos e entre outros potencialmente eficazes no controle
biologico das helmintoses gastrintestinais de bovinos a campo devem ser melhor

estudadas.
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ASSOCIATION OF THE Arthrobotrysrobusta AND Duddingtonia flagrans
FUNGI TO CONTROL NEMATODE OF CROSSBRED CALVES IN
SOUTHEASTERN BRAZIL

ABSTRACT

Dois grupos de dez bezerros, mesticos Holandés-Zebu, com aproximadamente 15 meses
de idade, foram mantidos em piquetesBdachiaria decumbens, de fevereiro a agosto

de 2012 em Vigosa, Minas Gerais, sudeste do Brasil. Cada animal do grupo tratado (A)
recebeu 2 g/10 kg de peso vivo (PV) de péletes de alginato de sddio contendo os
isolados fungicos AC001 (0,2 g de micélio/10 kg de PV) e 131 (0,2 g de micélig/10 k

de PV)com racdo comercialuas vezes por semana durante 26 semanas, enquanto os
animais do grupo controle (B) receberam somente racdo caimeka final do
experimento, o grupo A em relacdo ao grupo B apresentou os resultados: reducéo de
72,87% do numero de ovos por grama de fezes (OPG) e de 9,19 % do numero de larvas
recuperadas das coproculsirad numero de larvas infectantes recuperadas por
quilograma de matéria seca de pastagem entre os grupos foi semelhante (p>0,05).
Assim, os fungo®. flagrans (AC001) e A. robusta (I131) ndo mostraram eficacia para
controlar os helmintos parasitos de bovinos. Contudo, a associacdo desses isolados
fungicos e entre outros potencialmente eficazes no controle bioldgico das helmintoses

gastrintestinais de bovinos a campo devem ser melhor estudadas.

The combining of two helmintophagous fun@uddingtonia flagrans (AC001) and
Arthrobotrys robusta (I31), was assessed in control of gastrointestinal nematodes of
field cattle. Two groups of ten calves, crossbred Holstein-Zebu, with approximately 18
months of age, were kept in paddocksBrachiaria decumbens from February to
August 2012 in Vigcosa, Minas Gerais State, in southeastern Brazil. Each animal in the

treated group (A) received 2 g / 10 kg body weight (BW) of sodium alginate pellets
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containing the fungal ACO001 (0.2 g mycelium / 10 kg of BW) and 131 (0.2 g mycelium

/ 10 kg of BW) with commercial ration twice a week for 26 weeks, while the animals in
the control group (B) received only commercial feed. At the end of the experiment,
group A compared to group B showed the following results: 72.87% reduction in the
average number of eggs per gram of feces (EPG) and 9.19% of the average number of
larvae recovered from coprocultures. However, there was no difference (p>0.05) in the
number of infective larvae recovered per kilogram of pasture dry matter between the
groups. Thus, this result showed that treatment using fini@grans (AC001) andA.
robusta (I131) was not effective for controlling helminth parasitescattle. However,

other experiments should be conducted with @issociation between fungal isolates and
other potentially effective in the biological control of gastrointestinal helminths of field

cattle.
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1. INTRODUCAO

Infecgcbes por nematoides constituem um sério problema, com perdas na
producdo animal, muitas vezes nao visiveis ou quantificadas (MOTA et al., 2003).
Esses organismos causam prejuizos na criacdo de ruminantes (principalmente a animais
jovens) devido ao déficit produtivo proveniente de infec¢ges subclinicas ou clinicas,
custos com tratamentos profilaticos e curativos e a mortalidade de animais (FORBES et
al., 2002; PERRI et al., 2011). O conhecimento da epidemiologia dos parasitos e suas
interacbes com o0s hospedeiros em um determinado ambiente e sistema produtivo é o
requerimento mais importante no estabelecimento de um sistema de controle efetivo. A
falta dessas informacdes pode levar a utilizacdo inadequada de tratamentos anti-
helminticos, relacionada ao rapido desenvolvimento de resisténcia e traduzida em
aumentos de casos clinicos e de perdas produtivas (ARAUJO et al., 2006).

O controle das infec¢des por parasitos gastrintesténd@prescindivel e tem
sido realizado, principalmente, com anti-helminticos na produgcdo de bovinos. O
emprego indiscriminado e em larga escala desses quimicos aumenta os problemas com
resisténcia (KAPLAN, 2004), inclusive multipla (MEJIA et al., 2003) pela utilizacdo de
diferentes bases sobre uma populacdo de parasitos (COLES, 2002; MELLO et al.,
2006). Residuos na carne e no leite e a agressdo ambiental sdo consequéncias
indesejaveis da aplicacdo dos quimioterapicos no rebahRA{JO et al., 2004;
FLOATE, 2006; MENDOZABPE-GUIVES, TORRES-ACOSTA, 2012). Além disso, 0
ciclo bioldgico é dividido em duas fases, uma parasitaria e outra de vida livre. Esses
fatos revelam a necessidade de estudos com formas alternativas de controle que podem
reduzir a dependéncia das bases quimicas, e a utilizacdo dos fungos nemat6fagos é
promissora (DIAS et al., 2007; JOBIM et al., 2008; ASSIS et al., 2012).

Nematoides gastrintestinais podem passar pelo trato gastrintestinal dos bovinos
apos a sua administracao oral, colonizar o bolo fecal e capturar as larvas infectantes dos
nematoides antes que elas migrem para a pastagem (PAZ-SILVA et al., 2011; FITZ-

ARANDA, 2013; ARIAS et al, 2013).0s fungos D. flagrans (AC001l) e
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Monacrosporium thaumasium (NF34) associados em péletes de alginato de sdédio
mostraram sinergismo na atividade predatoria sobre larvas infectantes de
ciathostomineos apos passagem pelo trato gastrintestinal de cavalos (TAVELA et al.,
2013). Formulacdes a base de alginato de sédio com fungos pred@sorsido
utilizada a campo, mas a compatibilidade entre os fubgfiagrans e A. robusta apos
passagem pelo trato gastrintestinal de bezerros é pouco conhecida.

O objetivo desse trabalho foi avaliar a acdo conjunta dos fungos nematfagos
robusta (isolado 131) eD. flagrans (isolado ACO001) na reducdo dos nematoides

gastrintestinais de bovinos.

2. MATERIAIS E METODOS
2.1 Fungos

Osfungos predadore®. flagrans (AC001) eA. robusta (131) foram utilizados.

Esses fungos, provenientes do solo brasileiro, foram mantidos em meio Corn Meal Agar
(CMA 2 %) no Laboratorio de Parasitologia da Universidade Federal de Vicosa, Estado

de Minas Gerais Brasil. Discos de cultura (5 mm de diametro) dos isolados testados
foram tranferidos para frascos Erlenmeyer de 250 mL contendo 150 mL de meio liquido

Batata Dextrose (Difco), pH 6,5 e incubados sob agitacdo de 120 rpm no escuro a 26 °C
durante 10 dias para a producédo de micélio fungico. Em seguida, os micélios foram

peletizados com alginato de sédio (WALKER, CONNICK, 1983).

2.2 Animais

O experimento foi realizado na regido de Vigosa, Minas Gerais, sudeste do
Brasil, (atitude 20°45°20" e longitude 42°52°40"), de fevereiro a agosto de 2012. Vinte
bezerros mesticos Holandés-Zebu, com idade média de 15 meses e peso médio de 150
kg, vermifugados com ivermectina 3,5 % Vet Brdhd®,70 mg/kg PV) foram
utilizados. Sessenta dias apés o tratamento com o anti-helmintico, os animais foram
divididos aleatoriamente em dois grupos (A e B) com dez animais cada em dois
piquetes com 5,0 hectares @&eachiaria decumbens com histérico de pastejo por

animais naturalmente infectados por nematoéides parasitos gastrintestinais de Bovinos.
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ensaio experimental seguiu procedimentos recomendados pelas normas estabelecidas

pelo Comité d Etica(Protocolo 46/2013), da Universidade Federal de Vigosa.

2.3 Ensaio

Cada animal do grupo tratado (A) recebeu por via oral duas vezes na semana 10
g de péletes por 10 kg de peso vivo de cada fungo (0,2 g de micélio/ 10 kg de PV)
misturados em racdo comercial para bovinos, enquanto os animais do grupo controle
(B) receberam somente ragdo comercial (DIAS et al., 2007). Amostras fecais dos
animais dos dois grupos foram colhidas semanalmente diretamente da ampola retal para
a contagem de ovos por grama de fezes (OPG) e coproculturas (GORDON,
WHITLOCK, 1939).

As coproculturas foram feitas com, aproximadamente, 20 g de fezes misturadas
com vermiculita industrial autoclavada (NS Barbosa Ind. EpnEm seguida, foram
incubadas a 26°C, durante oito dias, para se obter larvas infectantes (L3) de nematoides
parasitos do trato gastrintestinal de bovinos. As larvas foram identificadas em nivel de
género (KEITH, 1953).

Amostras com 500 g de pastagens dos piquetes A e B foram coletadas de seis
pontos distintos em zigue-zague em intervalos de quinze dias para a recuperacao de
larvas infectantes da pastagem (AMARANTE et al., 1996). Posteriormente, as amostras
foram colocadas em estufa de secagem a 100°C durante trés dias para a determinacao da
quantidade de matéria seca. Diariamente, as médias mensais das temperaturas minima,
média e maxima, umidade relativa do ar e precipitacdo pluvial foram obtidas da estacéo

especializada na regido de Vigosa, Minas Gerais, Brasil.
2.4 Andlise dos dados

Os percentuais de reducdo do OPG e do numero de larvas recuperadas das
coproculturas de ambos os grupos foram analisados (MENDQEZSUIVES et al.,

1999) com a férmula:
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% Redugée (XC-XT) / XC x 100

Onde:

XC= Média do numero de ovos do grupo controle

XT= Média do numerale ovos do grupo tratado

XC= Média do numero de larvas recuperadas no grupo centrol

XT= Média do numero de larvas recuperadas no grupo tratado

Os numeros de ovos por grama de fezes (OPG) e de larvas infectantes (L3)
recuperadas das coproculturas e o de larvas (L3) recuperadas das pastagens dos grupos
tratado e controle, foram comparadas ao longo do periodo experimental. Os dados
foram transformados em log (x + 1) e submetidos & analise de variancia (ANOVA) e ao
teste de Tukey (5%) de probabilidade. As analises foram realizadas com o software
BioEstat 5.0.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O OPG do grupo tratado com a associacdo dos fubgfhagrans e A. robusta
(A) comparado ao grupo controle (B) mostrou reducao de (72,87 %). O OPG diferiu
entre os dois grupos ao final do teste (p<0,05). Esses resultados concordam com aqueles
de ensaios experimentais a campo com bovinos (ARAUJO et al, 2000; DIMANDER et
al., 2003; SILVA et al., 2014) em trabalhos, apenas, com o fonfiagrans. Os baixos
niveis de OPG em fevereiro podem resutla vermifugacéo prévia dos animais, pois
nos meses seguintes os animais ficaram expostos as condicdes ambientais que
permitiram repetidas reinfec¢des (Figura 2). O nivel de parasitismo foi maior até o final
do experimento (DIAS et al. 20D numero do OPG seguiu tendéncia semelhante nos
dois grupos durante o periodo experimental. Os animais dos grupos A e B apresentaram
maior OPG nos meses de abril e junho, possivelmente, pela elevacdo do indice

pluviométrico de margo a juni{giguras 1 e 2).
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Figura 1. Temperatura média mensal: minima, média e maxima (°C), umidade relativa do ar
(UR%) e pluviosidade (mm?3) no periodo de fevereiro a agosto de 2012 ena,\Egtado de
Minas Gerais, sudeste do Brasil.
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Figura 2. Médias mensais de ovos por grama de fezes (OPG) dos animais dos grupos controle e
tratado com a associacdo dos funBaddingtonia flagrans e Arthrobotrys robusta. Fevereiro a

agosto de 2012, Vicosa, Estado de Minas Gerais, sudeste do Brasil. * Diferenca (pstde05)

0s grupos controle e tratado.
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A recuperacédo de larvas infectantes (L3) de nematoides gastrintestinais no grupo
tratado teve uma reducao de (9,19%) nas coproculturas em comparagdo ao controle
(p<0,05) ao término do experimento (Tabela 1), semelhante a resultados encontrados
por Silva et al. (2013). Porém, diferem (p<0,05) nos meses de marc¢o e junho do numero
de L3 recuperadas (Figura 3). Os géneafa@monchus spp. (54,280) e (53,33%),
Cooperia spp. (39,36%) e (33,33%PDesophagostomum spp. (6,38 %) e (13,33%)
ocorreram nos grupos tratado e controle, respectivamente. Estes resultados estdo de
acordo com Dias et al. (2007), Assis et al. (2012), Luns (2013), trabalhando na regiao
sudeste do Brasil (Tabela 1). Também foi verificada diferenca (p<0,05) no nimero de
larvas (L3) dos géneradaemonchus spp. e Oesophagostomum spp. entre 0S grupos

tratado e controle quando avaliados ao final do experimento (Tabela 1).

70 B Grupo controle [ Grupo tratado

60 T

40 -

Numero de L3

20 A

10 A

0 T T T T T T T
fev. mar. abr. maio jun. jul. ago.

Meses

Figura 3. Média (+ DP) de larvas infectantes (L3) recuperadas das coproculturasudos gr
controle e tratado os fungos nematéfagoshrobotrys robusta e Duddingtonia flagrans.
Fevereiro a agosto de 2012, Vicosa, Estado de Minas Gerais, sudeste do Brasierc®ife
(p<0,05) entre os grupos controle e tratado.
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Tabela 1. Média de larvas infectantes dos génefiaemonchus spp. (Haem.)Cooperia spp
(Coop.) e Oesophagostomum spp. (Oeso.k (x DP) recuperadas das coproculturas dos grupos
tratado com a associacdo dos fungos nematéfégtsobotrys robusta e Duddingtonia
flagrans e controle. Fevereiro a agjo de 2012 em Vigosa, Estado de Minas Gerais, sudeste do
Brasil.

Grupo tratado Grupo controle

Haem. Coop. Oeso. Total Haem. Coop. Oeso. Total
Fevereiro 41 41 3 29 38 42 7 39
Marco 28 38 8 25 38 45 13 32
Abril 36 30 11 26 42 32 13 29
Maio 36 31 11 26 57 23 11 30
Junho 37 53 9 33 33 53 15 34
Julho 33 58 9 33 31 54 10 32
Agosto 51 37 6 31 48 30 12 30
Médias 37a 41c 8d 29A 41b 40c 12e 32B
D.P. 7 11 3 3 9 12 2 3

Médias seguidas de uma mesma letra por linha ndo diferem ao nivel de 5%faegiga pelo
teste de Tukey. Médias comparadas dos grupos tratado e controle dos mesmos géneros de
fungos (letras minUsculas) e médias totais (letras mailsculas).

O numero de larvas infectantes (L3), recuperadas por quilograma de matéria
seca (kg/ MS) de amostras de pastagem coletadas até 20 cm dos bolos fecais diferiu
(p<0,05) nos valores médios totais e do gémtaemonchus spp. de L3 entre os grupos
tratado e controle (Tabela 2.A). Esses resultados foram semelhantes tcabalho
realizado por Luns (2013). Porém, as coletadas de 20 a 40 cm dos bolos fecais
apresentaram diferencas (Tabela 2.B). O numero total de larvas recuperadgdisr k
na distancia de 0 a 20 cm dos bolos fecais no grupo tratado foi 36,21 % menor (p<0,05),
que o do grupo controle, demonstrando que os fungos atuaram na reducéo de larvas
infectantes. Larvas nos grupos tratado e controle, respectivamente, dos géneros de
nematoidesHaemonchus spp. (48,2%) e (44,95%), Cooperia spp. (38,97%) e
(43,33%),0esophagostomum spp. (12,1%) e (11,72%) foram também encontradas. A
quantidade de L3 desses géneros de nematdides nos piquetes dos grupos A e B foi
semelhante (p>0,05). Dessa forma, os fungos ndo atuaram de forma seletiva sobre as
larvas desses géneros, conforme verificado na regido sudeste do Brasil (ASSIS et al.,
2012).
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Tabela 2.Média de larvas infectantes (+ DP) dos génétaasmonchus (Haem.) spp.Cooperia
(Coop.) spp. @esophagostomum (Oeso.) spp. por quilograma (kg) de matéria seca (MS) de
pastagem obtidas de 0-20 cm (A) e 20-40 cm (B) de distancia dos bolos fecais, mamjada
0s bezerros tratados com a associacdo dos fungos nematéfabosbotrys robusta e
Duddingtonia. flagrans (grupo tratado) e sem fungos (grupo controle). Fevereiro a agosto de
2012 em Vicosa, Estado de Minas Gerais, sudeste do Brasil.

A
Pastagem obtidi Grupo controle Grupo tratado
de 0-20 cm dos
bolos fecais

Haem. Coop. Oeso. Total Haem. Coop. Oeso. Total
Fevereiro 17 11 0 9 37 25 25 29
Marco 150 117 50 106 129 139 31 100
Abril a7 50 10 36 107 89 54 83
Maio 72 38 7 39 56 50 6 37
Junho 38 100 13 50 129 70 15 71
Julho 5 7 1 4 35 73 3 37
Agosto 22 28 0 17 52 73 19 48
Médias 52a 53c l2d  37A 81b 78c 21d 58B
D.P. 49 43 18 35 42 35 17 27

Médias seguidas de, pelo menos, uma mesma letra por linha ndo diferem ede miv%elde
significAncia pelo teste de Tukey. As médias comparadas sao dos grupos tratado e controle p
géneros (letras mindsculas) e médias totais (letras mailusculas).

B
Pastagem obtide Grupo tratado Grupo controle
de 20-40 cm dos
bolos fecais

Haem. Coop. Oeso. Total Haem. Coop. Oeso. Total
Fevereiro 11 0 17 9 33 22 0 18
Marco 117 67 34 73 88 77 15 60
Abril 70 44 31 48 67 50 25 47
Maio 31 13 0 15 50 42 0 31
Junho 23 14 0 12 7 40 0 16
Julho 6 4 2 4 15 33 4 17
Agosto 15 11 0 9 47 39 16 34
Médias 41a  23b 1llc  25A 44a 45b 9¢c 33A
D.P. 40 24 15 26 28 17 10 17

Médias seguidas de, pelo menos, uma mesma letra por linha ndo diferem ede fiv%elde
significancia pelo teste de Tukey. As médias comparadas sao dos grupos tratado e controle p
géneros (letras mindsculas) e médias totais (letras mailsculas).

Temperaturas ideais para o desenvolvimento de nematdéides gastrintestinais estao

na faixa de 20° e 30°@’CONNOR et al., 2006). A temperatura média variou proxima
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a esses valores no periodo experimental. Mesmo em épocas secas, a umidade do bolo
fecal permite o desenvolvimento das larvas infectantes de nematoides gastrintestinais de
bovinos e baixos indices de precipitacdo sédo suficientes para permitir a migracao dessas
larvas para a pastagem (LIMA et al., 1985). A presenca de larvas nas pastagens foi
verificada durante todo o periodo experimental devido as condi¢cfes clin{&tmas

1). Reducgdes significativas de larvas L3 nas pastagens foram observadas fornecendo
fungos nematofagos, isoladamente, a bovinos (JOBIM et al. 2008; ASSIS et al. 2012).
Porém, o mesmo resultado ndo foi verificado utilizando os isolados AC001 e 131
associados, visto quaao houve diferenca (p>0,05) no numero total de L3 recuperadas
por quilograma de matéria seca de pastagem entre 0s grupos tratado e controle ao final

do experimento, em conformidade com Luns (2013).

4. CONCLUSAO

O tratamento de bezerrasesticos Holandés-Zebu no sudeste do Brasil com
massa micelial dos isolados fungidagobusta (131) e D. flagrans (AC001) associados
em péletes de alginato de sdédio por vinte e seis semanas reduziu (p<0,05) ®OPG e
namero de larvas infectantes recuperadas das coproculturas. Contudo, isto nao foi
verificado para a recuperacdo de L3 por quilograma de matéria seca das pastagens
Assim, os fungo®. flagrans e A. robusta ndo controlaram os helmintos parasitos de

bovinos.
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