RAUL RIO RIBEIRO

ATIVIDADE PREDATORIA SOBRE LARVASDE

TRICHOSTRONGILIDEOSDE

|SOLADOS FUNGICOSDO

GENERO Monacrosporium APOS A PASSAGEM PELO TRATO
GASTRINTESTINAL DE BOVINOS

Tese apresentada a Universidade Federal de
Vigosa, como parte das exigéncias do
Programa de P6s-Graduacdo em Medicina
Veterindria, para a obtencdo do titulo de
“Magister Scientiag”.

VICOSA
MINAS GERAIS - BRASIL

2003



Ficha catalogr &fica preparada pela Secéo de Catalogacéo e
Classificacdo da Biblioteca Central da UFV

T
Ribeiro, Raul Rio, 1976-

R484a Atividade predatéria sobre larvas de trichostrongilideos

2003 de isolados fungicos do género Monacrosporium apés a

passagem pelo trato gastrintestinal de bovinos/ Raul Rio
Ribeiro. — Vigosa: UFV, 2003
46p. : il.

Orientador: Jackson Victor de Araljo
Dissertacéo (mestrado) — Universidade Federal de
Vigosa

1. Bovino - Doencas - Controle biolégico. 2. Fungos ne-
matofagos no controle biol6gico. 3. Nematdides em bovi-
nos. 3. Monacrosporium. |I. Universidade Federal de Vicgo-
sa. Il. Titulo.

CDD 19.ed. 636.20896
CDD 20.ed. 636.20896




RAUL RIO RIBEIRO

ATIVIDADE PREDATORIA SOBRE LARVASDE
TRICHOSTRONGILIDEOSDE ISOLADOS FUNGICOS DO GENERO
Monacrosporium APOS A PASSAGEM PELO TRATO
GASTRINTESTINAL DE BOVINOS

Tese apresentada a Universidade
Federal de Vicosa, como parte das
exigéncias do Programa de Pos-
Graduagéo em Medicina Veterinaria,
para a obtencdo do titulo de

“Magister Scientiag”.
APROVADA: 27 defevereiro de 2003.
Prof. Joaguin Hérnan Patarroyo Prof. Marcos Pezzi Guimaraes
(Conselheiro)
Prof. Walter dos Santos Lima Prof. Robert Weingart Barreto

Prof. Jackson Victor de Araljo
(Orientador)



A Deus

Aos meus pais José Maria Rio Roda e
Vitalia Ribeiro Rodrigues, pelo
amor incondicional, pelos nobres
ensinamentos formadores de carater
e por suas histdrias de vida

Aos meus irmaos Joselito e
Rafael pela grandiosa
cumplicidade que caracteriza o
nosso convivio

Aos meus amigos pelas
alegrias

"...curar por vezes, aliviar com frequéncia,
confortar sempre."
Edward Trudeau



AGRADECIMENTO

Aos meus amigos Jackson Victor, Guilherme Cadinelli, Roberta
Alessandra, Guilherme Donagemma, Oldair Vinhas, Everton Takahara e Artur
Kanadani pela inestimavel solidariedade, pelos inimeros conselhos e
inesqueciveis momentos partilhados.

Aos meus amigos Weverton Marcos, Pablo Fabricio, Richard Filgueiras,
André Furtado, Pedro Richardson, Leidy Zulis, Neilor Batista, Luis Neno e
Tadashi Kaneko por participarem da minha vida.

A Juliana De Luca pela compreenséo, dedicacio e amor.

A minha tia Guiomar Ribeiro e meus primos Paula Vanessa e Marcius
José, por acompanharem as minhas caminhadas.

Aos funcionarios do laboratorio de Parasitologia, Waldir Soares e José
Geraldo, pela contribui¢do no desenvolvimento deste trabalho.

Aos Professores Joaquin Hernan Patarroyo e Marlene Vargas, pela
representacao digna do ensino.

A cidade de Vicosa, pelos prazeres sociais e culturais proporcionados.

A Universidade Federal de Vigosa, pela estrutura disponibilizada.

A todos os funcionarios do Departamento de Veterindria da

Universidade Federal de Vicosa.



A Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior

(CAPEYS), pelo apoio financeiro.



BIOGRAFIA

RAUL RIO RIBEIRO, filho de Vitélia Ribeiro Rodrigues e José Maria
Rio Roda, nasceu em 25 de fevereiro de 1976, em Santos, S&o Paulo.

Iniciou o curso de Medicina Veterinaria na Universidade Federal de
Pelotas em 1995, onde desenvolveu trabalho de iniciacdo cientifica no
laboratério de Histologia do Departamento de Biologia durante a sua
permanéncia na instituicdo. No segundo semestre de 1996, foi transferido para
a Universidade Federal de Vicosa, Minas Gerais, onde concluiu o curso em
janeiro de 2000. Durante a graduacdo em Vigosa, foi bolsista de iniciagdo
cientifica pelo Laboratorio de Parasitologia Veterindria e pelo Setor de
Cirurgia Veterinéria.

Ingressou no curso de Mestrado em Medicina Veterinaria pelo
Departamento de Veterinaria da Universidade Federal de Vigosa em agosto de

2001.



INDICE

Pagina
RESUMO ...t vii
ABSTRACT ..ottt sre e sreenes IX
1. INTRODUGAO ..ottt 1
2. REVISAO DE LITERATURA . ......coovieeieeeeeeee e 4
3. OBJETIVOS GERALIS.......ooeteee ettt 12
4. MATERIAL E METODOS........cooveviieveeeeeeeeeeeereseriess s 13
4.1, OrQANISIMOS. .. .eeiveeitieiieesiiestieate e teesbe e teesteeste e beesseesreesreesnaesneeenes 13
411 FUNQOS. .ottt 13
4.1.2. NEMALOIUES. ....coviieeeiecieeie ettt 14
4.1.3. ANIMAIS...cueiiiieii e e e ee e e sreesreesrneas 14
4.2. Delineamento Experimental..........cccoccevveiiiiiniin i 15
4.3. ENSaios EXPErIMENTAIS........ccveiieiieiieiie e se et sree s 15
4.3.1. EXPErimento “A”........coveiieiecie e 15
4.3.2. EXPErimento “B”.......cccooiiiiiiiiiiesieseesee e 17
4.4, ANalise EStatiStiCa.........ccoovviieiiiicieiece e 19
5. RESULTADOS E DISCUSSAO .....c..covvrvriieeiesieeesesese s, 20
5.1, EXPEIIMENTO “A” ettt 20
5.2, EXPEIIMENTO “B...cceviiiececcee ettt 26
6. CONCLUSOES GERAIS.......coivriiieiiesississiseiseiee s 33
7. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS........ccocoiveeereieesvererereres e, 34
8. APENDICE ...ttt 44

Vi



RESUMO

RIBEIRO, Raul Rio, M.S., Universidade Federal de Vigosa, fevereiro
de 2003. Atividade predatdria sobre larvas de trichostrongilideos
de isolados fungicos do género Monacrosporium apos a
passagem pelo trato gastrintestinal de bovinos. Orientador:
Jackson Victor de Aradjo. Conselheiros: Joaquin Hernan
Patarroyo Salcedo e Paulo Roberto Cecon.

Trés isolados de fungos predadores do género
Monacrosporium (M. sinense SF-53, M. appendiculatum CGI e M.
sinense SF-139) foram avaliados in vivo quanto a capacidade de
suportar a passagem pelo trato gastrintestinal de bezerros sem
perda da habilidade para predar larvas infectantes de Cooperia sp.
e Haemonchus sp. Os isolados SF-53 e CGI foram administrados
por via oral, separadamente aos bezerros, na forma de micélio
fresco em dose Unica de 100 g. Amostras fecais coletadas 12, 18,
24, 48, 72 e 96 horas apdés os tratamentos foram alocadas em
placas de Petri com 5 cm de diametro, adicionadas de 750 larvas
infectantes de Cooperia sp. e Haemonchus sp. Ao final do
experimento, estruturas reprodutivas (conidios) de ambos isolados
foram visualizadas em todos os tempos estudados. Houve reducgao
significativa do numero médio de larvas de nematdides
recuperadas das placas de Petri quando comparado com 0 grupo
controle. Tais evidéncias confirmam o transito destes fungos pelo

trato digestivo dos bezerros sem perda da viabilidade predatéria.
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N&o existem evidéncias de que o isolado SF-139 tenha passado
pelo trato gastrintestinal do bezerro apds administracdo oral, na

forma de micélio fresco, em dose Unica de 87 g.
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ABSTRACT

RIBEIRO, Raul Rio, M.S., Universidade Federal de Vigosa, February
2003. Predatory activity of isolates fungi of the genus
Monacrosporium on trichostrongylids larvae after passage
through the gastrointestinal tract of bovine. Adviser: Jackson
Victor de Aradjo. Committee Members: Joaquin Hernan Patarroyo
Salcedo and Paulo Roberto Cecon.

Three isolates of predators fungi of the genus Monacrosporium (M.
sinense SF-53, M. appendiculatum CGI and M. sinense SF-139) were
evaluated in vivo regarding the capacity of supporting passage through the
gastrointestinal tract of calves without losing the ability to entrap infective
Cooperia sp. and Haemonchus sp. larvae. The isolates SF-53 and CGI were
managed orally, separately to the calves, fresh mycelium form at dose only of
100 g. Collected fecal Samples 12, 18, 24, 48, 72 and 96 hours after the
treatments were allocated in Petri dishes with 5-cm diameter, added of 750
infective Cooperia sp. and Haemonchus sp. larvae. At the end of the
experiment, reproductive structures (conidia) from both isolates were
visualized in every the studied times. There was significant reduction of the
average number of nematodes larvae recovered of the Petri dishes when
compared with the control group. Such evidences confirm the transit of these
fungi by the digestive tract of the calves without loss of the predatory viability.
There are no evidences that the isolated SF-139 has passed by the
gastrointestinal tract of calf after oral administration, fresh mycelium form at

dose only of 87 g.



1. INTRODUCAO

O Brasil é inegavelmente uma poténcia agropecuéria, as suas
dimensdes continentais, 0s seus abundantes recursos hidricos, o clima
favoravel ao longo de todo 0 ano e os determinantes fatos histéricos que
incluiram a atividade rural no perfil econdmico nacional, contribuiram de
forma significativa para a estruturagéo desta realidade. Atualmente o setor
agropecuario responde por 33% da economia nacional, possuindo, portanto,
grande responsabilidade na estabilidade financeira do pais. Com as relactes
mundiais globalizadas, eficiéncia produtiva passou a ser sinbnimo de
sobrevivéncia profissiona em qualquer ramo de producdo neste novo
milénio.

Diminuicdo da producdo animal, gastos excessivos com
medicamentos profilaticos e curativos e morte de animais seriamente
afetados, s algumas das perdas atribuidas & verminose (GOMES, 1998). E
dificil determinar os reais danos econdémicos gerados pelas helmintoses
gastrintestinais. Os animais jovens representam a categoria mais sensivel,
porém a maioria dos animais acometidos estabel ece uma forma sub-clinica
de apresentacdo (VERCRUYSSE e DORNY, 1999) que afeta a
produtividade do rebanho.

Desde que o conhecimento cientifico permitiu a compreensdo dos
efeitos negativos das helmintoses sobre os animais, em particular das
nematodioses gastrintestinais, que os laboratérios empenharam-se em
desenvolver compostos quimicos com especifica acdo anti-helmintica. Os
anti-helminticos seguem atuando h& muitos anos, como método barato e
efetivo de reducéo das perdas produtivas dos animais de pastagem causadas
por parasitas internos (WAGHORN et al., 2002), constituindo-se também,
através da larga variedade de produtos disponiveis, como a base dos

programas de controle dos parasitas de ruminantes (LANUSSE, 1996). Este



tipo de controle tem sido realizado com aplicactes estratégicas das drogas,
visando a reducéo da contaminagdo das pastagens (BRUNDSON, 1980).
Entretanto, numerosas séo as razdes para o desenvolvimento de medidas
alternativas para o controle das helmintoses. A expressao “organic farming”
agrega o conceito de criagcdo animal sustentéavel bem proxima da producéo
agricola (THAMSBORG et al., 1999), enfatizando atitudes profiléticas ndo-
quimicas sobre os procedimentos terapéuticos. Esta tendéncia de mercado
crescente provém de uma demanda consumidora diferenciada e de
fazendeiros com admiravel visdo empresarial. Além disso, a experiéncia
demonstrou que os compostos anti-helminticos oferecem apenas uma
solucédo provisoria para as infecgdes parasitarias, pois ndo diminuem o risco
de reinfeccéo dos animais, que continuam sendo mantidos em pastagens
contaminadas (STEFFAN e FIEL, 1994). Outros inconvenientes associados
a0 uso destes compostos relacionam-se a crescente e global resisténcia de
populacbes de parasitas (WALLER, 1997), a ocorréncia de residuos
guimicos nos alimentos (GRENVOLD et al., 1996; PADILHA, 1996) e aos
seus indesgjavels efeitos eco-toxicos (McKELLAR, 1997, THOMPSON,
1999).

As pesquisas dternativas para o controle das helmintoses de
ruminantes concentram-se hoje no desenvolvimento de vacinas (EMERY,
1996; MEEUSEN, 1996), no manegjo das pastagens, na compreensdo da
dieta como elemento influenciador da farmacocinética dos anti-helminticos
e do estabelecimento de nematdides (ALI e HENNESSY, 1993;
HENNESSY, 1993; HENNESSY et a., 1994; PETKEVICIUS et a., 1995,
1996), na selecdo de animais geneticamente resistentes aos parasitas
(WOOLASTON e BAKER, 1996) e no controle biolégico (ARAUJO et al.,
1996, 1998; GRONVOLD et a., 1993).

O controle biologico descreve situagdes em que 0 homem utiliza

agentes antagonistas naturais na tentativa de reduzir uma populagéo de



pragas causadora de perdas para a producdo de plantas e animas
(GR@NVOLD et al., 1996). No passado, diversos antagonistas naturais dos
nematdides, entre eles minhocas, bactérias, virus, protozoarios, besouros,
acaros e fungos, foram descritos como controladores biolégicos em
potencial. Apesar desta vasta gama de opcdes 0 inimigo natural que mais
causou admiragdo e, portanto, avangos consistentes nas pesquisas, foram os
fungos nematdfagos. Estes organismos pertencem a um grupo heterogéneo
de microfungos caracterizados pela sua habilidade de capturar e utilizar
nematéides como fonte principal de nutrientes ou ainda apenas como
suplementacdo para a sua existéncia saprofita (WALLER e FAEDO, 1996).
A respeito do seu efeito sobre os nematdides parasitas de bovinos,
numerosos trabalhos ja demonstraram que os fungos nematéfagos séo
capazes de reduzir o nimero de larvas infectivas nas pastagens, por
conseguinte, 0 numero de nematoides estabel ecidos nos animais criados em
campo.

Um requisito essencial para que qualquer isolado fungico nematofago
sgja possivelmente explorado como um controlador biologico dos
nematdéides parasitas de ruminantes, € que ele possua a habilidade de
suportar a passagem pelo trato gastrintestinal dos ruminantes apés
administracdo oral e uma vez presente nas fezes sga capaz de germinar,
colonizar o bolo fecal e capturar as larvas de parasitas recém eclodidas dos

0VOs antes que elas migrem para a pastagem.



2. REVISAO DE LITERATURA

Os fungos nemat6fagos sdo organismos de distribuicdo cosmopolita,
passiveis de serem encontrados nos ambientes mais distintos, do tropico ao
atico (KERRY, 1984), presente nas plantas, no esterco e no solo
(HASHMI e CONNAN, 1989). Existem no momento aproximadamente
200 especies de fungos nematéfagos conhecidos. De acordo com a sua
morfologia e caracteristicas funcionais associadas a producdo de estruturas
especializadas para a captura de nematoides, eles podem ser divididos em
trés grupos, a saber: fungos parasitas de ovos (NORDBRING-HERTZ,
1988), fungos endoparasitas e fungos predadores (BARRON, 1977a).

LYSEK e NIGENDA (1989), sugerem que os fungos parasitas de
ovos sgjam agrupados com base no seu modo de acdo. Sabe-se que uma
parte destes fungos utiliza metabdlitos préprios que atuam negativamente
sobre o embrido, sem alterar o aspecto morfolégico da parede do ovo, e
outro grupo atua penetrando ativamente nos ovos, através das suas hifas,
atingindo o embrido. Estes microorganismos podem atuar de forma
significativa no combate de parasitas de animais que possuam um longo
periodo de desenvolvimento e/ou durabilidade no ambiente sob o estéagio de
ovo.

Os fungos endoparasitas desenvolvem um infimo sistema de hifas,
sobrevivendo no ambiente praticamente sob a forma de esporos. Quando
estas formas de resisténcia aderem a cuticula do parasita ou sdo ingeridos
por ele, 0 processo de infeccdo do nematdide esta instaurado (WALLER e
FAEDO, 1996). E patente a caréncia intelectual existente no que se refere a
metodologias préticas para o cultivo deste grupo de fungos no ambito
laboratorial, assim, reduzem-se de forma significativa as pretensdes de uma
exploracdo comercial em escalaindustrial.

Os fungos nematofagos predadores sdo capazes de desenvolver



estruturas especializadas, denominadas armadilhas, ao longo de suas hifas
gue permitem o aprisionamento e morte das larvas de nematdides. GRAY
(1988) relatou a existéncia de seis tipos de armadilha: hifas adesivas néo-
modificadas, redes adesivas tridimensionais, ramificacOes adesivas,
formando redes simples ou bidimensionais; nodulos adesivos, anéis
constritores; e anéis nado-constritores. A formacdo destas estruturas
responde a presenca de nematoides ou substancias por ele excretadas, a
substéncias de origem biologica, ou ainda a condigbes adversas de
ambiente, como restricdo a agua e nutrientes (BALAN e GERBER, 1972).
A diferenciacdo da hifa para a producéo das armadilhas ocorre dentro de 24
horas apés o contato do nematéide com o fungo (PRAMER, 1964), e
independentemente da armadilha utilizada para a captura, o fungo penetra e
se desenvolve no interior do parasita, consumindo o seu conteudo e
lancando para 0 meio externo as suas estruturas vegetativas e reprodutivas
(BARRON, 1977; GRAY, 1987).

O processo de penetracdo da hifa no nematdide € considerado
complexo e envolve proteinas e polimeros de superficie do fungo (TUNLID
et a., 1991). O nematGide € mantido aderido a armadilha através de uma
substancia fibrilar adesiva. Estudos de microscopia eletronica evidenciaram
a presenca de organelas eletrondensas localizadas nas imediacbes das
armadilhas, responsaveis pela producdo de substéncias adesivas e pelo
transporte de enzimas liticas, associadas possivelmente no processo de
penetracdo e digestdo do nematdide, (DOWSETT e REID, 1977,
DOWSETT et a., 1977; NORDBRING-GERTZ e STAHLAMMAR-
CARLEMALM, 1978; VEENHUIS et 4d. 1985ab; ARAUJO e
PATARROY O, 1995). Acdes mecanicas estdo aparentemente presentes nas
etapas finais de penetracéo da cuticula (VEENHUIS, et al., 1985a).

Dentre as espécies de fungos antagonistas, os predadores apesar de

manifestarem variagdo em sua capacidade de capturar nematdide, sdo 0s



mais estudados e agueles que apresentam maor potencia de
comercidlizagdo, visto serem facilmente isolados e cultivados em
laboratério (ARAUJO, 1999).

O género Monacrosporium foi primeiramente descrito por Oudermans
em 1885. As suas especies produzem apenas um conidio em cada
extremidade do conidiéforo (SUBRAMANIAN, 1963), possuem hifas
vegetativas septadas e ramificadas, conidioforos eretos, hialinos e
usualmente unicos, os conidios sdo hialinos, fusiformes, com dois ou mais
septos transversais, com uma célula, geralmente a intermediéria, maior que
as demais. Realizam a captura de nematoides através de nddulos adesivos,
gue sdo células redondas cobertas com material adesivo e localizadas no
gpice de uma hifa ndo adesiva e/ou em redes tridimensionais, também
cobertas com material adesivo (BARRON, 1977).

Fresenius em (1850) foi responsavel pelo isolamento e descricdo do
primeiro fungo nemat6fago, Arthrobotrys oligospora, naguela época foi
considerado pelo pesquisador como um simples fungo saprofita. Em 1870,
Woronin, observou que este fungo era capaz de formar uma rede
tridimensional a partir das hifas. Somente em 1888, Zopf observou a
captura de nematdides vivos pelo fungo A. oligospora através da sua rede
de armadilhas.

DRESCHLER (1937) contribuiu imensamente para o estudo destes
microorganismos quando publicou um trabalho detalhado sobre as espécies
de fungos nematofagos ja conhecidas incluindo outras 15 espécies nunca
antes descritas. COOKE e GODFREY (1964) formularam uma chave de
classificacdo reconhecendo quase todos os fungos nemat6fagos predadores
como hipomicetos dos géneros Arthrobotrys Corda, Dactylaria Saccardo,
Dactylella Grove e Trichothecium Link. Diversos novos géneros foram
criados mais tarde, entre eles Duddingtonia Cooke, Monacrosporium
Oudem, Genicularia Rifai & Cooke e Dactylariopsis Mekhtieva (GRAY,



1987).

Os ensaios pioneiros do efeito antagonista de fungos nematofagos
para o controle de parasitos gastrintestinais de animais foram realizados na
Franca por DESCAZEAUX (1939ab), DESCAZEAUX e CAPELLE
(1939), DESCHIENS (1939a,b e 1941), ROUBAUD e DESCAZEAUX
(1939) e ROUBAUD e DESCHIENS (1939 e 1941). Estes pesquisadores
avaliaram a atvidade predatoria dos fungos A. oligospora,
Monacrosporium  ellipsosporum,  Monacrosporium  bembicoides e
Dactylaria brochopagas sobre larvas de Strongyloides papillosus e
Bunostomum sp. em condi¢bes de laboratorio. PARNELL e GORDON
(1963) utilizaram um fungo predador do género Acrostalagmus para avaliar
0 Sseu comportamento contra larvas de Haemonchus contortus. PANDEY
(1973), trabalhando em condicdes de laboratério, avaliou o efeito
antagonico de diversos fungos predadores dos géneros Arthrobotrys,
Dactylaria, Monacrosporium e Trichothecium sobre larvas infectantes (L 3)
de Ostertagia ostertagi e Trichostrongylus axei. A reducédo da populacéo de
larvas de Cooperia spp. e O. ostertagi in vitro foi creditada a agéo de A.
oligospora (GRZNVOLD et al., 1985; GRENVOLD, 1989). HASHMI e
CONNAN (1989) utilizaram fungos predadores com sucesso, ao
administrarem oito milhdes de conidios de A. oligospora, por via oral, duas
vezes por semana durante trés meses, a bezerros infectados com O.
ostertagi e Cooperia oncophora. Como resultados, observaram uma menor
carga parasitdria, maior ganho de peso e menor numero de larvas
infectantes nas pastagens, quando comparado ao grupo controle. Ovinos
foram tratados oralmente com 500 g de Duddingtonia flagrans, havendo
assim reducdo do numero de larvas recuperadas das coproculturas, quando
comparado ao grupo controle (PELOILLE, 1991). SANTOS (1996),
avaliando fungos nematofagos em condicdes de estufa, evidenciou que

somente o0 isolado pertencente ao género Monacrosporium, demonstrou



habilidade para o controle do fitonematéide Meloidogyne incognita. Um
isolado de M. ellipsosporum foi eficiente no controle de larvas infectantes
de Haemonchus placei, sob condicbes de laboratério (ARAUJO et 4.,
1992). MENDONZA-DE-GIVES et a. (1992 e 1994) testaram em
laboratorio a atividade de isolados do género Arthrobotrys na presenca de
larvas infectantes de H. contortus e Nacobus aberrans. ARAUJO et al.
(1993 e 1994) avaliaram a predacdo de H. placei por isolados de
Arthrobotrys sp. SANTOS et a. (1995) obtiveram reducdo do nimero de
larvas de ciatostomineos em fezes de equinos utilizando conidios de A.
oligospora e D. flagrans. O efeito ovicida dos fungos nematofagos
Paecylomyces lilacinus, Arthrobotrys robusta e Arthrobotrys conoides foi
testado com ovos embrionados de Toxocara canis (ARAUJO et al., 1995b).
ARAUJO (1996) administrou por via ora dois milhdes de conidios de um
isolado de A. robusta a bezeros infectados naturamente e
experimentalmente. As aplicagdes foram realizadas duas vezes por semana,
durante um periodo de trinta dias. Os resultados demostraram uma reducéo
de 53,81% no OPG (P<0,05) e 70,45% nas culturas de fezes (P<0,05),
guando comparadas ao grupo ndo tratado. Um trabalho realizado in vitro
(GOMES et a., 1999), evidenciou que a maioria dos nove isolados de
Monacrosporium testados demonstrou afinidade predatéria preferencial
para os nematoides de vida livre, depois para os fitonematoides e por ultimo
para 0s nematdides gastrintestinais de bovinos. MOTA et a. (2000)
constataram que um isolado de Monacrosporium thaumasium foi mais
eficaz na predacdo de larvas de H. contortus, em condi¢des de laboratério,
guando comparado a um isolado de A. conoides. M. thaumasium mostrou-se
vidvel por mais de 16 semanas de estocagem, quando conservado sob a
forma de pellets de aginato de sodio sem parafina a 4°C (ARAUJO et 4.,
2000). Um tratamento utilizando a combinagdo entre D. flagrans,

Monacrosporium gephyropagum e Harposporium helicoides promoveu



reducdo de 93% no numero de larvas recuperadas de Ostertagia
circumcincta em fezes de ovelhas (WAGHORN et al., 2002). CIARMELA
et a. (2002) isolaram e identificaram dois isolados fungicos de areas
publicas da Argentina, submetendo-os a uma interacéo biol égica com ovos
de T. canisin vitro. Sob estas condicdes, o isolado Fusarium pallidoroseum
exibiu uma alta atividade ovicida, ao passo que o isolado Mucor hiemalis
n&o produziu efeito antagonico.

O grande acervo de resultados positivos presentes nos trabalhos
publicados respalda o entendimento de que os fungos predadores s&o
excelentes biocontroladores dos parasitos gastrintestinais de bovinos,
porém, para que estes microorganismos possam ser incluidos como francos
candidatos ao processo futuro de producéo industrial e comercializagéo,
eles devem preencher as expectativas exploratorias empresariais de um
sistema de producéo, por exemplo, apresentarem uma atividade predatéria
competente, exigéncias simples de estocagem, uma taxa de crescimento
laboratorial satisfatoria, aceitabilidade de associagdo com outros isolados
para a realizagcdo de formulagbes conjuntas, entre outros. Contudo, como a
proposta do controle biolégico de nematdides parasitas de animais
concentra-se na reducéo preventiva das formas infectivas disponiveis nas
pastagens, a condicdo basica que pressupde toda e qualquer etapa de
selecdo de isolados predadores € a avaliagdo da capacidade destes
microorganismos de suportar o transito pelo trato gastrintestinal dos
ruminantes, quando administrado sob a forma de conidio, micélio ou
clamidosporos, preservando a sua habilidade predatéria nas fezes. Isto
porque a forma mais apropriada para a administracdo dos fungos aos
animais e pelavia oral, através de suplementos alimentares, apresentacéo in
natura ou mecanismos de liberacdo lenta, propiciando enfim um intimo
contato, ocorrido nas fezes, entre as larvas de parasitas recém eclodidas dos

ovos e o fungo predador. Enorme énfase tem sido dada pelos pesquisadores



para a selecdo de isolados fungicos portadores desta qualidade.
DESCAZEAUX e CAPELLE (1939) forneceram conidios e micélio de A.
oligospora e Duddingtonia bembicodes em cultura de farel os para cavalos e
cobaios. Ao final do experimento constataram que estes isolados n&o
passaram pelo trato digestivo das espécies pesquisadas. Entretanto,
SOPRUNOQV (1958) trabalhando com A. oligospora obteve sucesso em sua
passagem pelo trato digestivo de asininos, sem que houvesse perda da
atividade predatoria. Conidios de A. oligospora também foram encontrados
nas fezes de bovinos apos sua administragéo oral (HASHMI e CONNAN,
1989). D. flagrans mostrou-se capaz de suportar a adversidade do trato
aimentar de ovelhas quando fornecido pela via oral (PELOILLE, 1991).
Diferentes linhagens do fungo D. flagrans foram isolados por pesquisadores
envolvidos em um programa dinamarqués para selecdo de fungos habeis na
passagem pelo sistema digestivo de bovinos, posteriormente, as linhagens
mais promissoras foram utilizadas em experimentos com bezerros
(WOLSTRUP et al., 1994; LARSEN et a., 1996a), cavalos (LARSEN et
al., 1996b) e suinos (NANSEN et al., 1996), apresentando excelentes
resultados. Quando foram testados trés isolados do género Arthrobotrys
(um de Arthrobotrys musiformis e dois de A. robusta), somente um dos
representantes da espécie A. robusta sobreviveu a passagem através do trato
gastrintestinal dos bezerros, exibindo logo apos, efeito antagbnico frente as
larvas infectantes de H. placei (ARAUJO et a., 1996). D. flagrans foi
considerado superior ao Arthrobotrys spp. quando avaliados em sua
capacidade de sobreviver a passagem pelo trato digestivo de ovelhas
(FAEDO et al., 1997). ARAUJO et al. (1999) testaram a passagem de trés
isolados de fungos predadores (um de M. ellypsosporum um de M.
thaumasium e um de Monacrosporium sinense) e observaram que somente
0 isolado de M. thaumasium passou pelo trato gastrintestinal de bezerros

sem perder a sua habilidade predatoria.
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O mercado agricola ja dispbe de formulacbes comerciais, a base de
fungos predadores, destinadas ao controle de fitonematdides. A preparacéo
comercial baseada no fungo A. robusta foi comercializada com o nome de
Royal® 300 e propunha-se a0 controle do fitonematéide de cogumelo
Ditylenchus myceliophagous. O produto Roya® 350, por sua vez, continha
o fungo Arthrobotrys superba, e foi desenvolvido para o controle de
fitonematdides do genéro Meloidogyne spp. em tomateiro. Atual mente estes
produtos ndo estdo sendo mais comercializados. Nematus® contém o fungo
A. conoides, esta apresentacdo quando avaliada em ambito nacional,
demonstrou eficiéncia no combate do M. incognita (DIAS e FERRAZ,
1994; FERRAZ e SANTOS, 1995). Pesguisas permitiram o
desenvolvimento de uma formulagdo contendo o fungo P. lilacinus,
denominada Bioact®, manufaturada nas Filipinas e recomendada para o
controle de Meloidogyne spp. em tomateiro, Globodera rotochiensis em
batata, Radopholus similis, em bananeira, Rotylenchulus reniformis em
abacaxi e Pratylenchus spp. em milho (KERRY, 1989).

Apesar do conhecimento cientifico ja adquirido sobre o controle
bioldgico e os resultados experimentais favoraveis obtidos com a utilizacéo
de fungos nematGfagos como antagonistas dos parasitas de animais
domésticos, nenhum produto comercial a base de fungo destinado ao
controle de nematdides parasitas de animais foi desenvolvido. Este
pioneirismo industrial sera alcancado em breve com a integracdo dos
interesses financeiros empresariais ao conhecimento cientifico proveniente

dos grupos de pesquisas dispersos no mundo.
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3. OBJETIVOSGERAIS

> Avaiar a passagem de trés isolados fuangicos do género
Monacrosporium (Monacrosporium appendiculatum CGI, M. sinense
SF-53 e M. sinense SF-139) pelo trato gastrintestinal de bezerros, apos
administracdo oral.

» Avdliar a atividade predatoria destes i solados fungicos, apos a passagem
pelo trato gastrintestina de bezerros, frente a larvas infectantes de

Cooperia sp. e Haemonchus sp.
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4. MATERIAL E METODOS
4.1. Organismos
4.1.1. Fungos

Os trés isolados de fungos predadores utilizados no experimento, SF-
53 (M. sinense), SF-139 (M. sinense) e CGI (M. appendiculatum), foram
mantidos no laboratério a 4°C no escuro e em tubos de cultivo contendo o
meio de cultura corn-mea-agar (CMA). Repicagens para estocagem e
preservacdo dos isolados fungicos ocorreram ao longo do trabalho com
periodicidade bimestral.

A producdo da massa micelial foi obtida separadamente para cada
isolado, transferindo-se inicialmente fragmentos do meio de cultura
contendo micélio, proveniente dos tubos de cultura, para placas de Petri de
9 cm de diametro, preenchidas com 20 mL de CMA, assim foram mantidas
no escuro a 26°C durante 7 dias. Apds o cumprimento deste periodo, discos
de meio de cultura com 4 mm de didmetro contendo os isolados foram
transferidos das placas para frascos de Erlenmeyer contendo 150 mL de
meio liquido composto por glicose, peptona e extrato de levedura (GPY), e
assim permaneceram em agitacdo de 120 rpm no escuro e em temperatura
de 26°C, durante 10 dias. A massa micelial produzida foi extraida com o
auxilio de um funil de Buchner, o excesso de umidade foi eliminado atraves
da prensagem manual do material fungico em folha de papel de filtro.
Posteriormente a massa micelial fresca foi pesada em balanca de ata

preci séo.
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4.1.2. Nematoides

Larvas infectantes (L3) de nematoides (Cooperia sp. e Haemonchus
sp.) foram obtidas das fezes de bezerros mesticos holandés X zebu, criados
em campo e naturalmente infectados, através de coprocultura e posterior
técnica de Baermann.

Para obtencdo de parasitos livres de bactérias fecais e fungos, eles
foram lavados 10 vezes com agua destilada por centrifugacdo a 1000 rpm,
durante 5 minutos, desprezando sempre ao final de cada centrifugacéo o
sobrenadante. Posteriormente, os nematdides permaneceram estocados em
solucdo contendo 0,05% de sulfato de estreptomicina, 0,05% de
cloranfenicol e 0,05% de anfotericina B (ARAUJO, 1996).

A determinacdo do nimero de nematdides por mL de solucéo foi
alcancada através da contagem de cinco aliquotas de 20 pL, com o auxilio
de um microscopio Optico em objetiva de 10 x, obtendo-se uma média entre
elas e extrapolando o resultado para o volume final total. Por fim, 300
larvas da amostra total foram identificadas segundo critério estabelecido por
KEITH (1953).

4.1.3. Animais

A avadliacdo da passagem dos isolados fungicos pelo trato
gastrintestinal de bezerros foi realizada utilizando-se cinco bezerros machos
criados em campo, mesticos holandés X zebu, com 10 meses de idade e de
aproximadamente 150 kg de peso vivo. Estes animais foram separados
através de sorteio em 2 ensaios experimentais, identificados como
experimento "A" (contendo 3 animais) e experimento "B" (contendo 2

animais).
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4.2. Delineamento experimental

O presente trabalho é congtituido por dois ensaios experimentais,
denominados experimento "A" e experimento "B".

O experimento "A" foi composto por um esguema de parcelas
subdivididas, tendo nas parcelas os tratamentos (fungo M. Snense SF-53,
fungo M. appendiculatum CGI e Controle) e nas subparcelas os tempos em
horas (horario de coleta das fezes) no delineamento inteiramente
casualizado com 3 repeticoes.

O experimento "B" foi composto por um esguema de parcelas
subdivididas, tendo nas parcelas os tratamentos (fungo M. sinense SF-139 e
controle) e nas subparcelas os tempos em horas (horario de coleta das fezes)
no delineamento inteiramente casualizado com 3 repeticdes para as placas e

5 repeti¢cdes para as coproculturas.

4.3. Ensaios experimentais

4.3.1. Experimento “ A”

Os trés animais utilizados no experimento “A” receberam um
tratamento anti-helmintico prévio de ivermectin (IVOMECA - Meria Salde
Animal Ltda) na dose de 200 pg/kg de peso vivo, foram confinados e
separados a0 acaso. ApoOs 21 dias os animais receberam ragdo especial
autoclavada composta por 1 kg de milho triturado e 3 kg de capim
Pennisetum purpureum durante 5 dias antes e 5 dias depois da data
determinada para a realizacéo dos tratamentos.

Tratamento 1 (SF-53) - O bezerro recebeu um preparado fangico,
administrado por via oral com o auxilio de uma sonda, composto de 600

mL de &gua potéavel e 100 g de micélio fresco do isolado de M. sinense SF-
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53. O preparado foi homogeneizado utilizando-se um liquidificador
domeéstico Arnod em 12 sessoes breves de rotagcdo no modo “pulsar”.

Tratamento 2 (CGI) - O bezerro recebeu um preparado fangico,
administrado por via ora com o auxilio de uma sonda, composto de 600
mL de agua potavel e 100 g de micélio fresco do isolado de M.
appendiculatum CGI. O preparado foi homogeneizado utilizando-se um
liqUidificador doméstico Arnod em 12 sessdes breves de rotacdo no modo
“pulsar”.

Tratamento 3 (CONTROLE) - O bezerro recebeu um volume de 600
mL de &gua potavel administrado por viaoral com o auxilio de uma sonda.

Amostras fecais foram coletadas diretamente do reto de cada animal
as 12, 18, 24, 48, 72 e 96 horas apbs a administracédo oral. Dois gramas de
fezes foram removidos individuamente destas amostras homogeneizadas e
colocadas em placas de Petri com 5 cm de diametro contendo agar-agua a
2%. Sobre a superficie destas placas foram gotejados 750 uL de solucdo,
contendo 750 larvas infectantes de nematGides (Cooperia sp. e
Haemonchus sp.). Posteriormente foram conservadas em estufa a 25°C e no
escuro durante 16 dias. Apos 24 horas da colocagdo do material fecal nas
placas utilizou-se microscopio Optico para pesquisa diaria de estruturas
reprodutivas (conidiéforos e conidios), com caracteristicas morfol dgicas
condizentes com o isolado testado, analisadas com a chave proposta por
LIU e ZHANG (1994). Ao final, as larvas infectantes de nematoides foram
recuperadas em tubos de hemalise com auxilio do aparelho de Baermann
ap6s 12 horas e 4gua a 42°C.

Uma pipeta de Pasteur acoplada a uma bomba de vacuo permitiu a
drenagem cuidadosa do volume contido nos tubos de hemdlise até um valor
padrdo de 1 ml. Este volume foi posteriormente distribuido na sua
totalidade em diversas |aminas de vidro para a contagem das larvas

infectantes de nematdides gastrintestinais recuperadas, utilizando-se um
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microscopio Optico em objetiva de 10 x.

Os ensaios realizados foram repetidos trés vezes.

4.3.2. Experimento “B”

A intensidade do parasitismo, naturalmente adquirido, nos animais do
experimento “B” foi avaliada através da contagem de ovos por grama de
fezes (OPG) segundo técnica modificada de GORDON e WHITLOCK
(1939), descrita por LIMA (1989), realizada com 2 g de fezes coletadas
diretamente do reto de cada animal, adicionadas e homogeneizadas a uma
solucdo saturada de NaCl e agua (14,5 mL de agua de torneira e 14,5 mL de
solugdo saturada de NaCl), contida em um copo Griffin. Posteriormente
este conteldo foi transferido para outro copo Griffin através de uma
peneira com malhas de pléstico de 1 mm?. Esta solugo foi homogeneizada
e destinada, com o auxilio de pipeta, a preencher a cBmara de McMaster,
apos 3 minutos realizou-se a leitura em microscopio Optico com objetiva de
10 x.

Os animais selecionados foram confinados e aeatoriamente
separados, receberam racdo especial autoclavada composta por 1 kg de
milho triturado e 3 kg de capim Pennisetum purpureum durante 5 dias antes
e 5 dias depois do inicio do experimento.

Tratamento 1 (SF-139) — O bezerro recebeu um preparado fangico,
administrado por via oral com o auxilio de uma sonda, composto de 600
mL de agua potavel e 87 g de micélio fresco do isolado de M. sinense SF-
139. O preparado foi homogeneizado utilizando-se um liquidificador
domeéstico Arnod em 12 sessoes breves de rotagcdo no modo “pulsar”.

Tratamento 2 (CONTROLE) — O bezerro recebeu um volume de 600
mL de agua potavel administrado por viaoral com o auxilio de uma sonda.

Fezes foram coletadas diretamente do reto de cada animal as 12, 18,
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24, 48, 72 e 96 horas depois da administracdo oral. Apls serem
homogeneizadas individualmente, aliquotas foram extraidas para a
realizacdo das coproculturas e das placas. Para as coproculturas
misturaram-se 10 g de fezes a 10 g de serragem autoclavada, este contelido
foi umedecido e acondicionado em copos plasticos de 300 mL cobertos com
papel aluminio perfurado. Para o preparo das placas, espaharam-se 2 g de
fezes em placas de Petri com 5 cm de diametro preenchidas com agar-agua
2%.

As culturas de fezes permaneceram durante 16 dias em estufa a 26°C
ao abrigo da luz, as larvas infectantes de nematoides foram recuperadas em
tubos de hemdlise com auxilio do aparelho de Baermann em 12 horas com
dgua inicialmente a 42°C. As placas foram conservadas em estufa a 25°C e
no escuro durante 16 dias, apos 24 horas da colocacdo do material fecal,
utilizou-se microscopio optico, em objetivade 10 x , para pesquisa diaria de
estruturas reprodutivas (conidiéforos e conidios), com caracteristicas
morfologicas condizentes com o isolado testado, analisadas pela chave de
classificagdo de LIU e ZHANG (1994). Ao fina, as larvas infectantes de
nematéides foram recuperadas em tubos de hemdlise com auxilio do
aparelho de Baermann em 12 horas com agua inicialmente a 42°C.

Uma pipeta de Pasteur acoplada a uma bomba de vacuo permitiu a
drenagem do volume contido nos tubos de hemalise até um valor padréo de
1 mL. Este volume foi posteriormente distribuido na sua totalidade em
diversas laminas de vidro para a contagem das larvas infectantes vivas de
nematéides gastrintestinais recuperadas, utilizando-se um microscépio
Optico em objetiva de 10 x. A identificacdo e proporcdo das larvas
recuperadas foram obtidas pela observacdo e contagem de 300 larvas
amostradas por tempo, segundo critério estabelecido por KEITH (1953).

Os ensaios foram repetidos cinco vezes para cultura de fezes e trés

vezes para montagem das placas.
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4.4. Andlise estatistica

Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia e de
regressao. Para o fator qualitativo, as médias foram comparadas utilizando-
se o teste de Tukey em nivel de 5% de probabilidade.

Para o fator quantitativo, os modelos foram escolhidos baseados na
significancia dos coeficientes de regressdo, utilizando-se o teste t e
adotando-se 0 nivel de até 5% de probabilidade no coeficiente de
determinagéo e no fendmeno em estudo.

Todas as analises estetisticas foram realizadas com o auxilio do
programa computacional "Sistema de Andlises Edtatisticas e Genéticas'
(SAEG), desenvolvido pela Universidade Federal de Vigosa.
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5. RESULTADOSE DISCUSSAO

5.1. Experimento “A”

Os isolados de fungos predadores testados, M. Snense (SF-139) e M.
appendiculatum (CGI), foram capazes de suportar as condi¢cdes adversas
impostas durante o transito pelo trato gastrintestinal dos bezerros.

Conidios foram primeiramente visualizados, ao 14° dia de observag&o,
nas placas dos tempos 12, 18, 24 e 48 horas para o isolado CGl e do tempo
12 horas para o isolado SF-53. A presenca de conidios em todos os tempos
testados foi acancada pelo isolado M. appendiculatum ao 15° dia de
avaliacdo, neste momento, o fungo M. sinense era passivel de confirmacéo
apenas nos tempos 12, 18 e 24 horas, manifestando-se nos demais tempos,
somente, ao 16° dia.

N&o foi detectada a presenca de fungos nematofagos nas placas
pertencentes ao tratamento controle.

O tempo médio necessario para a passagem de material fungico pelo
sistema digestivo dos ruminantes € muito variavel. WALLER et al. (1994)
registraram o periodo de 24 horas, trabalhando com ovinos. MELO et al.
(2003) encontraram o fungo M. thaumasium em placas confeccionadas com
fezes de caprinos coletadas 21 e 24 horas apds ainoculacdio. ARAUJO et al.
(1999) administraram por via oral a bezerros micélio e conidios de dois
isolados de A. robusta, um isolado de A. conoides, um isolado de M.
ellypsosporum e um isolado de M. thaumasium. Os autores relataram a
observacdo dos fungos nas placas de Petri preenchidas com fezes
amostradas as 15, 18, 21, 24, 48, 72, 96 e 110 horas apés o fornecimento
oral. O presente estudo demonstrou que os isolados SF-53 e CGI foram
capazes de atravessar o0 sistema digestivo de bezerros em 12 horas, sendo

eliminados por estes até 96 horas ap6s administracdo oral.
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Neste experimento, os isolados SF-53 e CGI mantiveram a capacidade
de predar larvas infectantes de Cooperia sp. € Haemonchus sp. apés
atravessarem o trato gastrintestinal de bezerros. Esta habilidade predatoria
ja havia sido comprovada por GOMES et a. (1999), ao perceberem um
comportamento patogénico semelhante dos isolados, aqui testados, frente a
larvas infectantes de Cooperia punctata durante 7 dias de estudo. Quando
estes fungos foram testados com larvas infectantes de H. placel, o isolado
SF-53 exibiu uma patogenicidade ligeiramente superior ao isolado CGl.

A TABELA 1 exibe os valores medios do nimero de larvas
infectantes de Cooperia sp. e Haemonchus sp. recuperadas das placas de
Petri nos respectivos tempos e diferentes tratamentos avaliados neste
experimento. Observou-se que os Ultimos tempos avaliados (72 e 96 horas)
foram agueles que apresentaram 0s menores nimeros médios de larvas
infectantes recuperadas, significando uma maior atividade predatoria.
MOTA (2002) relatou que o pico de atividade predatoria dos isolados de A.
robusta e M. thaumasium submetidos a diferentes métodos de estocagem
ocorreu 24 horas depois da aplicacdo oral de 20 g de micélio.

Os periodos de maior eliminacdo fungica por parte dos animais
relacionam-se diretamente aos tempos de maior predacéo larval dentro de
um mesmo tratamento. O tipo e a quantidade de alimento fornecido durante
0 experimento, assm como, a dose de fungo testada, podem eventual mente
influenciar a dindmica de eliminagdo fungica. N&o existe atualmente
consenso sobre uma dose fungica ideal (FERNANDEZ et al., 1999). Neste
ensaio cientifico utilizaram-se 100 g de micélio fresco para cada isolado
testado, durante a producéo da massa micelial, o isolado CGI sobressaiu-se
comparado ao isolado SF-53 em caracteristicas desgjavels no processo
industrial de producéo, apresentando maior velocidade de crescimento em
meio liquido GPY e menor susceptibilidade a contaminagoes.

O fornecimento de até 500 g de gréos cereais sob 0s quais membros
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TABELA 1 - Valores médios do nimero de larvas infectantes de Cooperia sp. e
Haemonchus sp. recuperadas das placas de Petri preenchidas com fezes de
bezerros amostradas nos tempos 12, 18, 24, 48, 72 e 96 horas apds os tratamentos

com o isolado M. sinense (SF-53) e o isolado M.appendiculatum (CGI)

TEMPO (horas)
TRATAMENTO 12 18 24 438 72 96
SF-53 36,0b 26,0b 65,7a 24,3a 150b 140a
CaGl 101,3b 146,3a 450a 257a 257ab 120a

CONTROLE 278,7a 1533a 140,0a 111,0a 140,3a 90,7a

As médias seguidas de pelo menos uma mesma letra na coluna ndo diferem entre si ao
nivel de 5% de probabilidade pelo teste Tukey.
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do género Arthrobotrys foram cultivados, resultou na presenca dos fungos
nas fezes das ovelhas e na redugdo do numero de larvas infectantes
recuperadas das culturas de fezes (GRUNER et al., 1985; PELOILLE,
1991). Outros estudos (LARSEN et al., 1992; GRGNVOLD et a., 1993)
demonstraram reducdes significativas do numero de larvas infectantes
extraidas da cultura de fezes e de amostras de pastagens onde bezerros
foram mantidos, alimentados com 200 g de cereais contendo Arthrobotrys
spp. ou D. flagrans. WALLER et a. (2001) fornecendo diariamente a
ovelhas 5 g de gréos colonizados por D. flagrans eliminaram virtualmente o
numero de larvas das coproculturas.

A variacdo das curvas de recuperacao de larvas entre tratamentos
pode sofrer ainda a influéncia da afinidade predatdria dos fungos aos
nematdides testados. A solucéo de nematoides utilizada neste experimento
apresentou proporcdes larvais de 58% e 42% para Cooperia sp. e
Haemonchus sp. respectivamente. Uma vez que os isolados SF-53 e CGlI
apresentam comportamento patogénico parecido para 0s parasitas
utilizados, os resultados dos tratamentos presentes na TABELA 1 devem ter
sofrido pouca influéncia desse aspecto. GOMES et al. (2001) recordam, no
entanto, que os estudos in vitro podem superestimar o potencial dos
fungos, uma vez que as placas de Petri limitam as opgdes de escape dos
nematoi des.

Nota-se através das curvas de regressdo dispostas na FIGURA 1 que
os isolados fungicos (SF-53 e CGI) apresentaram comportamentos
semelhantes a0 longo do tempo, diferindo claramente do tratamento
controle através do intersticio gerado no grafico, entre as linhas de
tendéncias, representativo da acdo predatoria dos fungos. Contudo, é
possivel que a proximidade estatistica de dados exibida pelos tratamentos
fungicos (SF-53 e CGI) testados neste trabalho, derive do fato destes

isolados terem sido eliminados em quantidades pouco discrepantes para
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FIGURA 1- Estimativa média do nimero de larvas infectantes de Cooperia sp.
e Haemonchus sp. recuperadas das placas de Petri nos tratamentos com o
isolado M. sinense (SF-53), isolado M.appendiculatum (CGl) e CONTROLE

em fungdo do tempo.
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todos os tempos analisados e por possuirem semel hante atividade predatéria
paraas larvas testadas.

Conclui-se que os isolados de fungos predadores M. sinense (SF-53)
e M. appendiculatum (CGI) constituem opcoes igualmente eficientes para
posteriores testes de campo, no intuito de angariar maior conhecimento a
respeito destes microorganismos para empregalos, futuramente, no

controle biol6gico de nematoides gastrintestinais de ruminantes.
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5.2. Experimento “B”

No presente estudo ndo houve evidéncias de que o fungo predador M.
sinense (SF-139) tenha sido capaz de atravessar o trato gastrintestinal de
bezerros ap0s administracéo oral. As observacbes diarias das placas de
todos os tempos ndo notificaram a presenca de nenhuma estrutura
reprodutiva de caracteristica morfologica compativel com a do fungo
pesquisado.

N&o foi detectada a presenca de fungos nematdéfagos nas placas
pertencentes ao tratamento controle.

A habilidade deste isolado em predar larvas infectantes de Cooperia
sp. e Haemonchus sp. ja tinha sido comprovada por trabalhos anteriores
(GOMES €t d.,1999).

As TABELAS 2 e 3 compreendem os dados do numero medio de
larvas de Cooperia sp. e Haemonchus sp. recuperadas das coproculturas e
das placas respectivamente nos diferentes tratamentos em tempos distintos,
observa-se que apenas o tempo de 48 horas para as coproculturas
apresentou diferenca.

Os bezerros utilizados neste experimento apresentaram OPG meédio
idénticos de 1100, esta intensidade coincidente de parasitismo desgjada na
metodologia foi determinada pelo método modificado de GORDON e
WHITLOCK (1939) descrito por LIMA (1989), porém, como todo exame
microscopico quantitativo ele é incapaz de expressar a real infeccéo do
hospedeiro, prestando-se apenas para determinar a intensidade do
parasitismo (HOFFMANN, 1987). Além do nimero de parasitos existentes,
diversos outros fatores ainda influenciam a quantidade de ovos eliminados
nas fezes, como por exemplo: hora do dia da coleta, nutricdo e imunidade
animal, relacdo de parasitos machos e fémeas, idade do parasito e
patogenicidade das espécies de parasitos (HOFFMANN, 1987). Estas
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diversas variaveis explicam uma possivel eliminacdo de ovos inconstante
TABELA 2 - Vaores médios do nimero de larvas infectantes de Cooperia sp. e
Haemonchus sp. recuperadas das coproculturas realizadas com fezes de bezerros
amostradas nos tempos 12, 18, 24, 48, 72 e 96 horas ap0ds o tratamento com o
isolado M. sinense (SF-139).

TEMPO (horas)

TRATAMENTO 12 18 24 48 72 96

SF-139 559,6a 656,8a 907,0a 1471,2b 14580a 2063,2a

CONTROLE 421,8a 12250a 999,0a 3047,4a 16258a 25858a

As médias seguidas de pelo menos uma mesma letra na coluna ndo diferem entre si a0
nivel de 5% de probabilidade pelo teste Tukey.
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TABELA 3 - Vaores médios do nimero de larvas infectantes de Cooperia sp. e
Haemonchus sp. recuperadas das placas de Petri preenchidas com fezes de
bezerros amostradas nos tempos 12, 18, 24, 48, 72 e 96 horas apos o tratamento

com o isolado M. sinense (SF-139)

TEMPO (horas)
TRATAMENTO 12 18 24 48 72 96
SF-139 421,7a 746,7a 2873a 349,0a 3863a 518,7a
CONTROLE 198,0a 3653a 639,7a 7190a 514,0a 8990a

As médias seguidas de pelo menos uma mesma letra na coluna ndo diferem entre si ao
nivel de 5% de probabilidade pelo teste Tukey.
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por parte dos animais do experimento, que se refletiu mais tarde nos dados
de nimero de larvas infectantes recuperadas, permitindo até que ocorresse
uma diferenca, entre o animal tratado (SF-139) e o anima controle, no
tempo 48 horas das coproculturas (TABELA 2).

O isolado M. sinense (SF-139) j& havia sido avaliado por ARAUJO
et a. (1999), quando administrado por via oral a bezerros na forma de
conidios, em dose de 20x106, e na forma de micélio com presenca de
armadilha (100 g) e sem presenca de armadilha (100 g). Ao final do
trabalho, os autores constataram que o fungo ndo passou pelo sistema
digestivo dos animais. Muitos isolados fungicos sucumbem durante o
transito pelo trato alimentar dos ruminantes devido as severas condigoes
térmicas, enzimaticas e anaerdbias impostas a eles (GRENVOLD et a.,
1993; LARSEN et a., 1992, 1998). Os resultados contraditérios entre
isolados de uma mesma espécie de fungo com respeito a habilidade de
suportar a passagem pelo sistema digestivo podem ser explicados pela
existéncia de caracteristicas diferentes inerentes as linhagens testadas
(GRONVOLD et a., 1996). No presente trabalho, dois isolados da mesma
espécie (M. sinense) foram testados, o0 isolado SF-53 resistiu a passagem
pelo trato digestivo dos bezerros, diferentemente do isolado SF-139 que n&o
obteve éxito. Uma variabilidade genética entre as amostras, pode,
naturalmente, determinar caracteristicas fisicas importantes relacionadas a
capacidade de resisténcia. LARSEN (1999) credita os excelentes resultados
obtidos na passagem do fungo D. flagrans pelo sistema digestivo de
ruminantes a sua capacidade de produzir muitos esporos resistentes, de
parede espessa, conhecidos por clamidésporos. Esta capacidade justificou
também a sua melhor performance, quando comparado a fungos do género
Arthrobotrys que possuem conidios de parede fina (LARSEN et al., 1992;
GRONVOLD et a., 1993). Segundo LIU e ZHANG (1994), o fungo M.
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sinense € capaz de produzir clamidosporos, e apesar de existirem
dificuldades na tentativa de se desenvolverem metodologias eficientes para
a producéo massal destas estruturas (MOTA, 2002). Um trabalho visando
determinar as condices ideais para a producdo de clamiddsporos destes
fungos, seria de grande valor cientifico.

As curvas de regressao e suas respectivas equacdes com coeficientes
testados, dispostas nas FIGURAS 2 e 3, permitem evidenciar o

comportamento irregular dos tratamentos ao longo do tempo.
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Figura 2- Estimativa média do niUmero de larvas infectantes de Cooperia sp. e
Haemonchus sp. recuperadas das coproculturas nos tratamentos com o isolado
M. sinense (SF-139) e CONTROLE em fungdo do tempo.
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Figura 3- Estimativa média do nimero de larvas infectantes de Cooperia sp. e
Haemonchus sp. recuperadas das placas de Petri nos tratamentos com o
isolado M. sinense (SF-139) e CONTROLE em funcao do tempo.
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6. CONCLUSOESGERAIS

» Os isolados de fungos predadores, M. snense (SF-53) e M.
appendiculatum (CGl), suportam a passagem pelo trato gastrintestinal de
bezerros, apdés administracdo oral, germinando em amostras fecais
coletadas 12, 18, 24, 48, 72 e 96 horas apds os tratamentos.

» Os isolados de fungos predadores, M. snense (SF-53) e M.
appendiculatum (CGI), preservam a capacidade de predar larvas
infectantes dos géneros Cooperia sp. € Haemonchus sp., apos a passagem

pelo trato digestivo de ruminantes.

» Os isolados de fungos predadores, M. snense (SF-53) e M.
appendiculatum (CGlI), apresentam eficacia semelhante em predar larvas
infectantes dos géneros Cooperia sp. € Haemonchus sp., apos a passagem

pelo trato digestivo de ruminantes.

» O isolado de fungo predador M. sinense (SF-139) néo foi observado nas

fezes do bezerro apds administracdo oral naforma de micélio fresco.
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8. APENDICE

TABELA 4 — Resumo da andlise de variancia do numero de larvas infectantes
de Cooperia sp. e Haemonchus sp. recuperadas das placas de Petri
preenchidas com fezes de bezerros amostradas nos tempos 12, 18, 24, 48, 72 e
96 horas apds os tratamentos com o isolado M. sinense (SF-53) e o isolado

M.appendiculatum (CGl).

FONTES DE VARIAGAO GRAU LIBERDADE ~ J2ADRADO
TRATAMENTO 2 7327317+
“ERRO (A)™ 6 3611,056
HORARIOS 5 12668,30%*
HORARIO* TRATAMENTO 10 4961,23 "
RESIDUO 30 3354 144

S _ F ndo-significativo em nivel de 5% de probabilidade.
** _ F significativo em nivel de 1% de probabilidade.



TABELA 5 — Resumo da andlise de variancia do nimero de larvas infectantes

de Cooperia sp. e Haemonchus sp. recuperadas das coproculturas realizadas

com fezes amostradas nos tempos 12, 18, 24, 48, 72 e 96 horas apOs o

tratamento com o isolado M. sinense (SF-139).

FONTES DE VARIAGAO GRAU LIBERDADE SA%?)PORADO
TRATAMENTO ) ey
TERROVT 8 1381590
HORARIOS . N
HORARIO* TRATAMENTO c 016770 ¢
RESIDUO 40 143664.4

"5 _ F néo-significativo em nivel de 5% de probabilidade.
** - F dignificativo em nivel de 1% de probabilidade.
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TABELA 6 — Resumo da analise de variancia do niUmero de larvas infectantes
de Cooperia sp. e Haemonchus sp. recuperadas das placas de Petri
preenchidas com fezes amostradas nos tempos 12, 18, 24, 48, 72 e 96 horas

apos o tratamento com o isolado M. sinense (SF-139).

FONTES DE VARIACAO GRAU LIBERDADE SA%?DPORADO
TRATAMENTO 1 97760,44 "*
**ERRO (A)** 4 346983,6
HORARIOS 5 105359,0* *
HORARIO*TRATAMENTO 5 165677,8**
RESIDUO 20 20351,91

S _ F ndo-significativo em nivel de 5% de probabilidade.
** - F significativo em nivel de 1% de probabilidade.
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