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RESUMO

CARVALHO, Lorendane Millena, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa,
marco de 2018. Fungo nematéfago Arthrobotrys musiformis como
controlador biolégico de nematoides de equinos. Orientador: Jackson
Victor de Araujo.

Arthrobotrys musiformis € um fungo formador de armadilhas do tipo redes
adesivas tridimensionais, capazes de capturar e predar larvas infectantes (L3)
de nematoides. Nos equinos, os nematoides gastrintestinais podem levar a
condigbes patoldgicas que interferem no desenvolvimento corporal e podem,
inclusive, levar os animais a ébito. Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi
avaliar a eficacia do fungo nematéfago Arthrobotrys musiformis (isolado A144)
no controle de L3 de nematoides estrongilideos que acometem equinos.
Inicialmente foi analisado a capacidade do isolado A144 de passar pelo trato
gastrintestinal de equinos e manter a sua atividade predatéria sobre larvas
infectantes de ciatostomineos. Coletas de fezes foram feitas 12h, 24, 36, 48 e
72h ap6s a administracdo de péletes contendo micélio fungico. Os péletes
recuperados na ultima coleta foram colocados em placas de Petri contendo
meio 4gar-agar 2% para germinarem, e larvas infectantes de ciatostomineos
foram adicionadas, para avaliar a atividade do fungo sobre essas.
Paralelamente, placas contendo o isolado A144 crescido a partir de colonias
mantidas em laboratorio também receberam L3 de ciatostomineos e ao final
de sete dias de interagéo, foram obtidos os percentuais de reducao de 96.61%
e 96.18% dos grupos contendo o fungo mantido em laboratério e o fungo
recuperados dos péletes, respectivamente, demonstrando que o fungo é
capaz de passar pelo trato gastrintestinal de equinos e manter a sua
capacidade predatoria. Diferentes doses de conidios do isolado A144 foram
avaliadas em placas, em coproculturas e em bolos fecais depositados em
pastagem e o que se observou é que a reducao de L3 nas dosagens de
conidios testadas apresentou pouca variagcdo entre elas, mas todas
apresentaram diferenca estatisticamente significativa quando comparadas ao
grupo controle. As doses iniciais de esporos avaliadas neste trabalho no
foram determinantes na capacidade do isolado A144 em reduzir o nUmero de
larvas infectantes de estrongilideos, tanto em condicdes controladas, quanto



em condi¢gées a campo. O isolado A144 do fungo nematéfago Arthrobotrys
musiformis é capaz de manter sua viabilidade ap6s passagem pelo trato
gastrintestinal de equinos e predar larvas infectantes de estrongilideos. Os
resultados encontrados indicam que o fungo Arthrobotrys musiformis (isolado
A144) é uma alternativa para o controle das fases de vida livre dos

estrongilideos nematoides de equinos.



ABSTRACT

CARVALHO, Lorendane Millena, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa,
March, 2018. Nematophagous fungus Arthrobotrys musiformis as a
biological controller of equine nematodes. Adviser: Jackson Victor de
Araujo.

Arthrobotrys musiformis is a trap-forming fungus of three-dimensional
adhesive nets, capable of capturing and predating infective (L3) nematode
larvae. In horses, gastrointestinal nematodes can cause pathological
conditions that interfere with body development and can even cause death.
The objective of this work was to evaluate the efficacy of the nematophagous
fungus Arthrobotrys musiformis (isolate A144) in the control of L3 of strongylid
nematodes of horses. Initially, the ability of the isolate A144to pass through
the gastrointestinal tract of horses and to maintain its predatory activity on
infective Cyathostomin larvae was analyzed. The mycelium of the fungus was
incorporated into pellets of sodium alginate and administered orally, in a single
dose, to horses. Fecal collections were performed 12h, 24, 36, 48 and 72h
after administration of pellets. Pellets recovered in the last collection were
placed in Petri dishes containing 2% agar-agar medium to germinate, and
infective larvae of cyathostomins were added to evaluate fungus activity on
them. In parallel, plaques containing the A144 isolate grown from colonies kept
in the laboratory also received L3 from cyathostomins and at the end of seven
days of interaction, reduction rates of 96.61% and 96.18% of the L3 in group
containing the fungus were kept in the laboratory and the fungus recovered
from the pellets, respectively, demonstrating that the fungus is able to pass
through the gastrointestinal tract of horses and maintain its predatory capacity.
Different doses of conidia of isolate A144 were evaluated in plaques,
coprocultures and fecal pats deposited on pasture and was observed that the
reduction of L3 in the dosages of conidia tested showed little variation among
them, but all presented a statistically significant difference when compared to
the control group. The initial doses of spores evaluated in this work were not
determinant in the ability of isolate A144 to reduce the number of infectious
larvae of strongyles under both controlled and field conditions. The A144
isolate of the nematophagous fungus Arthrobotrys musiformis is able to

Xi



maintain its viability after passage through the gastrointestinal tract of horses
and predate infectious larvae of strongyles. The results indicate that the fungus
Arthrobotrys musiformis (isolate A144) is an alternative to the control of free

life stages of equine nematodes strongyles.
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1. INTRODUGCAO GERAL

A criagdo de equinos no Brasil tem uma importante participacdo na
economia do pais, seja pelos empregos diretos que essa gera, seja pelos
empregos indiretos gerados nas industrias de medicamentos, insumos, etc

(CNA, 2004).

Estima-se que o numero de equinos no Brasil gire em torno de 5
milhées de animais, 0 que permite o pais ocupar a 42 posicédo no ranking dos
paises com maiores rebanhos equinos no mundo, atrds somente de Estados
Unidos, China e México. Dentre os estados brasileiros, Minas Gerais detém
aproximadamente 14% do total de animais do pais (IBGE, 2013; MAPA,

2016).

O complexo do agronegécio cavalo no brasil movimenta
aproximadamente 54 milhdes de reais somente com o segmento de
medicamentos veterinarios (CNA, 2004). De acordo com dados do sindicato
nacional da industria de produtos para a saude animal (SINDAN, 2014), os
antiparasitarios representam 25% do total de produtos veterinarios

comercializados no Brasil.

Com relacao as parasitoses, essas representam um problema de
distribuicdo mundial, ao qual ndo se pode atribuir somente os prejuizos
financeiros, mas também as perdas decorrentes aos danos causados a saude
dos animais. Dente os nematoides de equinos, 0s pequenos e grandes
estrongilideos apresentam grande importancia em fungéao da prevaléncia de

infecgdes por esses parasitos, os quais podem gerar condigdes patoldgicas,



retardo no desenvolvimento corporal e até a morte de animais severamente

infectados (BUZZATI, et al., 2017).

Para contornar esse problema, a conduta mais comum dos
proprietarios e criadores de equinos é recorrer ao uso de produtos quimicos
antiparasitarios. Contudo, essa alternativa muitas vezes tem apresentado
resultados insatisfatorios, uma vez que a ocorréncia de desenvolvimento de
resisténcia, por parte dos parasitos, aos antiparasitarios disponiveis
comercialmente, tem sido relatada com frequéncia em diversos paises,

incluindo o Brasil (KAPLAN, 2004; MOLENTO, 2005).

A resisténcia as bases antiparasitarias € um evento no qual observa-se
a perda da eficiéncia de uma determinada droga contra parasitos (eficiéncia
inferior a 95%), quando essa droga é utilizada em condicées semelhantes
apdés um determinado periodo de tempo (CONDER & CAMPBELL (1995 apud
MOLENTO, 2005)). Para tentar contornar esse problema, a pesquisa e 0
desenvolvimento de métodos alternativos de controle parasitario faz-se
necessario para auxiliar o controle quimico, na tentativa de retardar o

desenvolvimento da resisténcia aos antiparasitarios (MOLENTO, et al., 2013).

Dentre os métodos alternativos para o controle das parasitoses
gastrintestinais, o controle biolégico, por meio da utilizagdo de fungos
nematéfagos, destaca-se em funcdo dos resultados apresentados em
pesquisas realizadas em diversos paises. Sua acao esta baseada na reducao
das formas parasitarias infectantes presentes no ambiente (ovos ou larvas) as
quais sao destruidas pelos fungos, propiciando, assim, um ambiente menos

contaminado para a criacdo animal (BRAGA & ARAUJO, 2014).



O modo de agado dos fungos nematdfagos esta baseando na acao
enzimatica associada a uma acao fisica de captura e/ou invasdo, com
posterior destruicdo dos ovos ou larvas. Os fungos utilizados para o controle
biolégico sédo inofensivos para o meio ambiente, uma vez que sao saprofitas,
de origem do solo. Assim, ndo ha uma introducao de organismos estranhos e

nocivos ao microambiente (MOTA et al., 2003)

Os géneros de fungos nematéfagos mais estudados no controle
bioldgico de parasitos de interesse veterinario no Brasil sdo: Duddingtonia,
Monacrosporium, Arthrobotrys e Pochonia, sendo o0s trés primeiros
conhecidos por sua acao predatéria sobre larvas e o ultimo com agéo sobre

ovos de helmintos (BRAGA & ARAUJO, 2014).

O género Arthrobotrys ja foi amplamente estudado em diversos paises,
em funcdo do potencial das espécies pertencentes a esse género
apresentarem potencial de predacao de larvas de fitonematdides e também
de larvas infectantes de nematoides parasitos de animais. Com relacédo a
utilizacdo desses fungos contra larvas de parasitos de interesse veterinario,
as espécies A. robusta, A. conoides, A. cladodes, A. oligospora, e A.
musiformis ja demostraram resultados positivos em pesquisas realizadas no
Brasil (GOMES et al., 2000; GRAMINHA et al., 2005; BRAGA et al., 2009;

MACIEL et al., 2009).

A presente tese € resultado de pesquisas que visaram avaliar a
possibilidade de ampliacdo das op¢des de controle bioldgico de nematoides

parasitos de equinos, por meio da utilizagdo de fungos nematéfagos.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. A criacao de equinos no Brasil e no mundo

O primeiro registro oficial do cavalo no Brasil data de 1549 (CNA, 2004).
A utilizag&do dos equinos vem modificando-se ao longo dos anos e hoje nota-
se que a sua importancia vai além da locomo¢ao humana em meio rural,
sendo esses animais utilizados, também, em atividades de esporte e lazer

(MAPA, 2016).

No Brasil, a populagédo de equinos gira em torno de 5 milhdes de
animais O complexo agronegoécio cavalo apresenta grande importancia
econdémica no Brasil no que se refere a geracdo de empregos (cerca de 3
milhdes de empregos diretos e indiretos) além da movimentacao de cerca de

16 bilhdes de reais anuais (MAPA, 2016).

Dados divulgados pelo SINDAN (Sindicato Nacional da Industria de
Produtos para Saude Animal), indicam que no ano de 2014, a industria
farmacéutica veterinaria no Brasil obteve um faturamento préximo a R$ 4,5
milhées de reais, sendo que a classe de antiparasitarios representou 25%
deste total. Os medicamentos para equideos representam um total de 2,1%
do faturamento. No contexto mundial, a industria farmacéutica veterinaria

movimentou aproximadamente $ 23,9 bilhdes de doélares nesse mesmo ano.

2.2. O problema da verminose na equideocultura e a resisténcia

parasitaria

De acordo com Molento (2005), a fauna parasitaria que infectam os

equinos € extensa e podemos destacar nessa, 0s pequenos estrongilideos,



também denominados ciatostomineos (mais de 40 espécies), os grandes
estrongilideos (Strongylus vulgaris, S. equinus, S. edentatus), Oxyuris equi,
Trichostrongylus axei, Gasterophilus spp., Habronema spp., Dictyocaulus
arnfield, Anoplocephala spp., Strongyloides westeri e Parascaris equorum,

sendo esses dois ultimos muito comuns em animais mais jovens.

Dentre todos os parasitos citados, os grandes e 0s pequenos
estrongilideos sdo apontados como os mais prevalentes, e apresentam
importancia na criagcao de equideos em todo o mundo, uma vez que podem
afetar o desenvolvimento e desempenho desses animais, podendo, inclusive,
ocasionar graves disturbios gastrointestinais, tais como célicas (OGBOURNE,

1978; TAVASSOLI et al., 2010).

Conder & Campbell (1995 apud MOLENTO, 2005) definem a
resisténcia parasitaria como um evento no qual observa-se a perda da
eficiéncia de uma droga contra parasitos, se utilizada em condigdes
semelhantes apds um determinado periodo de tempo. Segundo esses
autores, o fendbmeno da resisténcia pode ser confirmado quando se verifica
uma eficacia inferior a 95% de reducdo da carga parasitaria por uma droga

que antes apresentava resultados superiores a essa porcentagem.

Para que este fenbmeno ocorra, faz-se necessdria, na populagdo
parasitaria, a presenca de exemplares que apresentem o gene que confere a
resisténcia para a droga utilizada. Assim, ha persisténcia da populagéo
resistente apds o tratamento parasitario, o que ira contribuir para a mudanca
do perfil genético da populagédo, a qual passara a ser predominantemente

formada por individuos ndo susceptiveis aquela droga utilizada anteriormente.



O intervalo de tempo necessario para observar-se o inicio desse fenébmeno
depende nao sé da espécie do parasito e da classe do antiparasitario, mas

também da frequéncia do tratamento nos animais (MOLENTO, 2005).

O surgimento da resisténcia parasitaria € inevitavel mas pode ser
retardado com praticas adequadas no manejo dos animais. Sangster (1999)
cita a necessidade de estratégias de controle que evitem a terapéutica por
bases quimicas para se reduzir a pressao de selecdo a resisténcia nas
populacdes de parasitos. Assim, sao imprescindiveis métodos alternativos de
controle parasitario, que permitam reduzir a frequéncia da utilizagcdo de
antiparasitarios quimicos, aumentando sua vida Uutil, e protelando o

surgimento da resisténcia parasitaria (MOLENTO et al., 2013).

2.3. Controle biologico e fungos nematofagos

Controle biolégico € um termo utilizado para definir a utilizacao de
antagonistas de ocorréncia natural na reducao de populacdes prejudiciais a
uma atividade de interesse, como a producdo agricola ou animal
(GRONVOLD, 1996). A maioria dos estudos sobre controle biol6gico de
nematoides de animais domésticos envolve o uso de fungos nematéfagos

(MENDOZA-DE-GIVES, 1999).

De acordo com Barron (1977), os fungos predadores de nematoides
sao divididos em trés grupos, denominados predadores, endoparasitas e
parasitos de ovos (ovicidas ou oportunistas). Esses fungos sdo comumente
encontrados em matéria organica em decomposicdo e solos agricolas

(SAXENA & MITTAL 1995).



A maior parte desses fungos sao dependentes de estruturas em hifas
especificas, das quais depende a viruléncia da cepa fungica, caracterizada
pela capacidade do fungo de invadir um hospedeiro. Essas estruturas
permitem a captura e apreensao do nematoide de forma mecanica ou por

adesdo (NORDBRING-HERTZ, 2004).

A taxonomia desses fungos baseia-se nas estruturas de captura (que
apreendem os nematoides), os quais sao produzidos ao longo das hifas
(Qliveira, et al., 2002). De acordo com a velocidade do crescimento micelial,
Cooke (1963) agrupou os fungos predadores em: fungos de crescimento
rapido, composto pelos formadores de redes e pelos produtores de nddulos
adesivos, e os fungos de crescimento mais lento, representados pelos

formadores de anéis constritores.

2.4. Arthrobotrys musiformis

O género Arthrobotrys foi descrito por Corda, em 1839, (DRECHSLER,
1937). Van Oorschot (1985), avaliou o género e reconheceu 27 espécies e 5
variedades. Os exemplares deste género apresentam um modo de acao
sobre as larvas, baseado na formacao de armadilhas do tipo redes adesivas
tridimensionais, através das quais os fungos capturam suas presas

(BARRON, 1977).

Com relacao a utilizacao desses fungos contra larvas de parasitos de
interesse veterinario, as espécies A. robusta, A. conoides, A. cladodes, A.
oligospora e A. musiformis ja demostraram resultados positivos em pesquisas

realizadas no Brasil e em outros paises (BIRD & HERD, 1995; MOTA,



BEVILAQUA & ARAUJO, 2000; ESLAMI, 2005; ARAUJO, 2010; CARVALHO,

BRAGA & ARAUJO, 2011; SILVEIRA, et al., 2017a; SILVEIRA et al., 2017b).

A espécie Arthrobotrys musiformis é formadora de redes adesivas,
seus conidios apresentam morfologia ligeiramente curva, com presenca de

um septo e dimensdes de 20-41 x 7-14 um (OLIVEIRA et al., 2002).

O modo de acdo do A. musiformis segue o padrdao dos fungos
predadores, com uma agao mecanica seguida de uma agao enzimatica. Com
relacdo a esses mecanismos, Nordbring-Hertz, Jansson e Tunlid (2006)
descreveram a predacao de nematdides pelo género Arthrobotrys iniciando
com a atragéo do parasito por componentes produzidos pelo micélio fungico,
seguido pela captura, atraves das armadilhas (redes adesivas
tridimensionais), com posterior adesdo. Essa adesédo seria facilitada por
fibrilas extracelulares presentes nas armadilhas do fungo, provavelmente para
facilitar a ancoragem e invasao fungica ao parasito. Em seguida, ocorre a
penetragdo no nematdide, a qual é facilitada pela acdo de enzimas
extracelulares hidroliticas e serino-proteases, produzidas pelo fungo. As
primeiras solubilizam macromoléculas, enquanto as proteases sdo capazes
de solubilizar a cuticula do parasito. Apdés a penetracdo, o conteudo do
nematdide é digerido através da acao de goticulas lipidicas que se acumulam

em suas hifas troficas, e também pela ag&o de lectinas no citoplasma.
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3. OBJETIVOS

3.1.Objetivo geral

Avaliar a eficacia do fungo nemato6fago Arthrobotrys musiformis no controle de

larvas infectantes (L3) de nematoides estrongilideos que acometem equinos.

3.2.Objetivos especificos

3.2.1. Avaliar a atividade predatéria do fungo Arthrobotrys musiformis
sobre L3 de estrongilideos, em condi¢des laboratoriais

3.2.2. Avaliar a atividade predatéria do fungo A. musiformis sobre L3
de estrongilideos, apds passagem pelo trato gastrintestinal de
equinos, em péletes a base de alginato de sédio

3.2.3. Avaliar a acao de diferentes doses de conidios do fungo A.
musiformis na reducdo de L3 de estrongilideos em fezes de

equinos
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4. HIPOTESES

4.1.0 fungo Arthrobotrys musiformis sera capaz de predar as larvas

infectantes de estrongilideos em condi¢des laboratoriais.

4.2.0 fungo A. musiformis mantera sua capacidade predatéria apds a

passagem pelo trato gastrintestinal de equinos.

4.3. Diferentes doses de conidios de A. musiformis terado distintas eficacias

na redugao de larvas de estrongilideos.
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5. Capitulo 1

Fungo nematoéfago Arthrobotrys musiformis como controlador
bioldgico de larvas infectantes de ciatostomineos de equinos

Resumo

A grande variedade de géneros de nematoides que infectam equinos
ja apresenta resisténcia as bases quimicas antiparasitarias disponiveis na
atualidade e esse fato reforca a necessidade de implementacao de métodos
alternativos para o controle desses parasitos. O objetivo desse trabalho foi
avaliar a atividade do fungo nematofago Arthrobotrys musiformis sobre larvas
infectantes (L3) de ciatostomineos, antes e apds a passagem pelo trato
gastrintestinal de equinos. No primeiro, foi analisado a agdo do fungo A.
musiformis sobre as L3 em placas. Apoés sete dias de interacao, foi observado
um percentual de 96.61% de reducao das larvas por acdo do fungo. No
segundo experimento, foi avaliado a capacidade do A. musiformis de resistir
a passagem pelo trato gastrointestinal de equinos sem perda da viabilidade
em predar L3. O micélio do fungo foi incorporado a uma matriz de alginato de
sédio para a produgao de péletes, os quais foram fornecidos via oral para os
animais. Foram recuperados péletes nas fezes dos animais até 72 horas apds
a administracdo aos animais, os quais foram colocados em placas contendo
meio agar-agua 2%, para avaliar o crescimento do fungo a partir dos péletes.
O fungo foi capaz de manter sua viabilidade e sua capacidade de predacao
das L3 n&o foi alterada, o que demonstrou o potencial do isolado A144 do
fungo nematoéfago Arthrobotrys musiformis de ser utilizado como controlador

biolégico de L3 de ciatostomineos.
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Palavras-chave: nematoides, fungo nemato6fago, péletes
1. Introducao

Nos equinos, a grande variedade de géneros de parasitos que infectam
esses animais ja apresenta resisténcia as bases atualmente disponiveis

comercialmente (MOLENTO, et al., 2009).

Com relacdo aos ciatostomineos (Nematoda, Strongylida), a
necessidade de implementacdo de métodos alternativos para o controle
desses parasitos ja havia sido destacada (Bjern et al., 1991) e a ineficacia de
bases das trés maiores classes de antiparasitarios utilizadas (benzimidazéis,
tetraidropirimidinas e avermectinas) vem sendo relatada em muitos paises
(KAPLAN et al. 2004; TRAVERSA et al., 2012; CANEVER, et al. 2013;

PEREGRINE et al. 2014).

O uso de estratégias para o controle parasitario que reduzam a
necessidade de terapéutica por bases quimicas é indispensavel para se
reduzir a pressao de selecao a resisténcia nas populacdes de parasitos
(SANGSTER, 1999). Assim, boas praticas de manejo bem como o
desenvolvimento de métodos alternativos de controle de parasitos sao

imprescindiveis (MOLENTO, 2005; PAYNE et al., 2013).

Dentre as formas de controle alternativo das parasitoses dos animais
domésticos, os fungos nematéfagos destacam-se pelos resultados
apresentados em trabalhos realizados por todo o mundo (MENDOZA DE
GIVES, 1999; PAZ-SILVA et al., 2011; BRAGA & ARAUJO, 2014;
HERNANDEZ et al., 2016). Esses organismos sdo potenciais componentes

de programas estratégicos de controle integrado, os quais seriam utilizados
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em conjunto com outras praticas, como 0 manejo das pastagens e a
alternancia das bases quimicas utilizadas (FERNANDEZ et al., 1997; BRAGA

E ARAUJO, 2014).

Em funcéo da grande variedade de géneros e espécies de fungos com
capacidade de destruir ovos e/ou predar larvas de nematoides, faz-se
importante avaliar a agdo desses organismos em diferentes condicoes de
interagcdo e desafios relacionados tanto a fatores bibticos quanto abiédticos.
Dessa forma, o objetivo deste trabalho, foi avaliar a acdo do fungo predador
Arthrobotrys musiformis (isolado A144) sobre larvas infectantes de
ciatostomineos, a sua capacidade de resistir a passagem pelo trato
gastrintestinal de equinos, mantendo sua viabilidade, e avaliar a influéncia da

dose inicial de conidios na destruicéo de larvas infectantes de ciatostomineos.
2. Material e métodos
2.1 Fungos e péletes contendo micélio

O isolado A144, do fungo A. musiformis, foi recuperado de tubos de
ensaio contendo meio Corn Meal Agar a 2% (CMA 2%), os quais sdo mantidos
em geladeira, a 2°C, no escuro, no laboratério de parasitologia veterinaria da
Universidade Federal de Vigosa. Discos de cultura de cerca de 5mm de
diametro foram retirados dos tubos e transferidos para placas de Petri de 90
x 15 mm, contendo aproximadamente 20mL de meio de cultivo Batata
Dextrose Agar a 4% (BDA 4%), para verificacao da pureza da colénia fungica.
Em seguida, o isolado foi transferido para placas de Petri de 90 x15 mm

contendo aproximadamente 20 mL do meio Agar-Agua a 2% (AA 2%) e
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mantidos em estufa BOD, no escuro, a temperatura de 26°C, por dez dias,

para crescimento.

Para a producéo de micélio fungico, discos de cultura (cerca de 5 mm
de didmetro) do isolado testado foram tranferidos para frascos de 250 mL de
Erlenmeyer com 150 mL de meio liquido GPY (glucose, petona de soja e
extrato de levedura), e incubados sob agitacdo de 120 g em escuro a 26°C,
durante 10 dias. A seguir, o conteudo de cada frasco foi filtrado, para
recuperacao do micélio fungico e posterior producao dos péletes, utilizando
alginato de sodio, de acordo com a técnica descrita de Walker e Connick

(1983).
2.2 Larvas de ciatostomineos

Para a obtencao de larvas infectantes (L3) de ciatostomineos, foram
coletadas fezes de equinos adultos, diretamente da ampola retal. Esses
animais sdo provenientes do departamento de Veterinaria da Universidade
Federal de Vigosa. O material foi submetido a contagem de ovos por gramas
de fezes (OPG), pela técnica descrita por Gordon e Whitlock (1939),
modificada por Lima (1989), e entao foram realizadas cultura de fezes, as
quais foram incubadas a 25°C, por 14 dias. Ao final deste periodo, foi realizado
o método de Baermann (Ueno e Gongalves, 1998), para recuperacao das
larvas eclodidas. Para remover detritos, as L3 foram limpas utilizando lengo
de papel para laboratério (Kimwpes® disposable wipers, Sigma-Aldrich)
acoplado a tubos de ensaio, invertidos em calice, contendo agua a 42°C,

adaptando a metodologia descrita por Barcante et al. (2003). Apds duas
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horas, as L3 limpas e viaveis foram recuperadas do fundo do célice, com

auxilio de uma pipeta de plastico.

2.3 Capacidade de sobrevivéncia e manutencao da atividade predatéria
do fungo A. musiformis apds passagem pelo trato gastrintestinal de

equinos

Dez éguas da raca Breta, com idade média de 24 meses, peso corporal
médio de 270kg, foram vermifugadas com ivermectina e praziquantel por via
oral (lver Gel Composto, Ourofino®, Brasil) antes da administracdo dos
fungos. Quinze dias ap6s o tratamento com o anti-helmintico, os animais
foram divididos aleatoriamente em dois grupos (tratado e controle), com 5
animais cada. No grupo tratado, os animais receberam dose unica de 100
gramas de péletes a base de alginato de sodio contendo micélio fungico do
isolado A144, com umidade padronizada em 30%, em dose unica. No grupo

controle, os animais receberam péletes sem micélio fungico.

Foram realizadas coletas de fezes, direto da ampola retal dos animais,
nos horarios de 12h, 24h, 36h, 48h, e 72h ap6s a administracdo das doses

experimentais, para avaliar a recuperacao de péletes nas fezes.

Os péletes recuperados foram colocados no centro de placas de Petri
de 55 x 15 mm contendo aproximadamente 10mL de AA 2%, para avaliar o
crescimento do fungo a partir desses, sendo doze réplicas por horario. Nas
placas contendo os péletes recuperados apdés 72h da administracdo aos
animais, foram adicionadas 1000 L3 de ciatostomineos, para avaliar a
manutenc¢ao da capacidade de predacgao do isolado apds passagem pelo trato

gastrintestinal dos animais.
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2.4 Acao in vitro do fungo Arthrobotrys musiformis sobre L3 de

ciatostomineos

O ensaio experimental foi divido em trés grupos, com 12 repeticdes
cada, sendo dois grupos tratados € um grupo controle. Um grupo tratado foi
formado com placas de Petri de 55 x 15 mm, contendo o isolado A144 crescido
em meio AA 2% (aproximadamente 10 mL por placa), a partir de repiques de
tubos mantidos em laboratério. O outro grupo tratado foi formado por placas
de Petri com o isolado A144 crescido a partir de péletes recuperados nas
fezes dos animais, no ultimo horario de coleta (72h) do teste de passagem.
Os grupos controle consistiram de 12 placas cada, contendo apenas 0 meio
AA 2%. Em cada placa, o repique inicial foi retirado e foram adicionados 180puL
de solucdo aquosa contendo 1000 larvas de terceiro estadio (L3) de
ciatostomineos. Em seguida, as placas foram seladas com Parafilm M® e

colocadas em estufa BOD, a 262C, no escuro.

Durante o periodo de incubacéo, foram realizadas leituras diarias das
placas, para a observacdo da formagcdo de armadilhas e predacgéo de larvas
pelo fungo. Para isso, campos aleatérios em cada placa foram avaliados com
auxilio de microscopio de luz, na objetiva de 10x. Ao final do periodo de sete
dias, o material contido nas placas foi utilizado para a recuperacgéo das larvas

nao predadas, pelo método de Baermann, e posterior quantificagao.
2.5 Analises estatisticas

Os percentuais de reducao de larvas nas placas dos grupos tratados

em relacao aos controles nos foram feitos por meio da seguinte equacgao:

% reducao= (média de L3 recuperadas no controle - média de L3 recuperadas no tratado)

Média de L3 recuperadas no controle 20

x100



As variaveis foram submetidas aos testes de normalidade e
homocedasticidade e, posteriormente, a analise de variancia. As médias das
variaveis foram comparadas utilizando o teste de Tukey, adotando-se os

niveis de 1% e 5% de probabilidade (SAEG, 1999).

3. Resultados

A média de larvas recuperadas ao final de 7 dias de interacdo com o
fungo esta apresentada na figura 1. Foi obtido um percentual de reducgéo de
96.61% das larvas do grupo tratado em relacdo ao controle. O fungo A.
musiformis foi capaz de predar as L3 de ciatostomineos. Nas primeiras 24h
de interacao, ja foi observada a presenca de armadilhas formadas pelo fungo

nas placas e as primeiras L3 sendo capturadas (Figura 3).
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Figura 1: Médias e desvios-padrao (I) do numero de larvas infectantes (L3) de
ciatostomineos nédo predadas ao final de sete dias de interagdo com o fungo
nematofagos Arthrobotrys musiformis (isolado A144), recuperadas pelo método de
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Baermann-Moraes. O asterisco (*) indica diferenca estatistica (p<0.01) dos grupos
tratados em comparagéo ao grupo controle, demonstrado pelo teste de Tukey.

A144: fungo crescido a partir de tubos mantidos em laboratorio.

A144 (72h): fungo crescido a partir de péletes de alginato de sédio contendo o isolado
A144 e recuperados de fezes de equinos 72 horas apos a ingestdo desses pelos
animais.

Controle: 1000 L3 de ciatostomineos em placas contendo agar-agar, sem presencga
de fungos.

Na avaliacdo da capacidade de sobrevivéncia e manutencdo da
viabilidade do fungo apés passagem pelo trato gastrointestinal de equinos,
foram recuperados péletes nas fezes dos animais em todos os horarios de
coleta. Foi observado o crescimento do fungo em todas as placas contendo
os péletes recuperados. Com relagdo a avaliacdo da capacidade predatoria
do A. musiformis recuperado de péletes coletados apos 72h da administracao
aos animais, foi observado que o fungo manteve sua capacidade de predacéo
de larvas de ciatostomineos. A média de larvas recuperadas apos sete dias
de interacdo com o fungo esta representada na figura 1. Para este grupo

experimental, o percentual de redugao de larvas foi de 96.18%.

4. Discussao

O uso de fungos nematéfagos como controladores biol6gicos de formas
infectantes (ovos ou larvas) de parasitos de interesse veterinario tem se
destacado entre as formas alternativas de controle. Essa metodologia
apresenta a vantagem de reduzir a carga parasitaria ambiental (reduzindo,
assim, a ocorréncia de reinfec¢gdes nos animais), sendo uma alternativa
interessante do ponto de vista veterinario, pois reduz a frequéncia da
necessidade do controle quimico, além de ser melhor sob o ponto de vista

ambiental, uma vez que nao langa residuos quimicos no meio ambiente.
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Com relagdo a atividade predatoria in vitro da espécie A. musiformis
sobre nematoides da superfamilia Strongyloidea, os resultados obtidos neste
trabalho corroboram com os resultados obtidos por Graminha et al. (2001),
que observaram uma redugao de 94.44% de larvas de Haemochus contortus,

apds um periodo de sete dias de interacao.

Fungos do género Arthrobotrys tem sido utilizados no controle biolégico
dos nematoides de animais ao longo dos ultimos anos, apresentando
resultados que credenciam esses organismos como uma alternativa viavel e
eficaz. Avaliando a interacdo do fungo A. robusta com larvas de
ciatostomineos, em condi¢des laboratoriais, Braga et al. (2009) relataram uma

reducao de 85% dessas, apds um periodo de 5 dias de interacéo.

Os ciatostomineos apresentam uma grande importancia nas criagdes
de equinos por serem frequentes as infec¢gdes por parasitos deste amplo
grupo de nematoides. Os prejuizos causados a saude dos animais séo
notérios, principalmente em casos de infec¢des por altas cargas parasitarias
(CANEVER et al. 2013). Os relatos de reducao da eficacia dos antiparasitarios
contra os ciatostomineos vém reforcando a necessidade de pesquisas por

alternativas de controle que possam auxiliar o controle quimico tradicional.

Os fungos nematofagos tem sido amplamente estudados para o
controle das parasitoses dos animais domeésticos. Com relagdo aos
ciatostomineos, os fungos Monacrosporium thaumasium, Duddingtonia
flagrans, Arthrobotrys robusta e Pochonia clamydosporia ja demostraram sua

capacidade de destruicdo de ovos e predacdo de larvas infectantes em
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condices laboratoriais e a campo (TAVELA 2010; BRAGA 2011; PAZ-SILVA

etal. 2011; TAVELA 2013).

Graminha et al. (2005) avaliaram a capacidade das espécies A.
musiformis e A. conoides de resistirem a passagem pelo trato gastrintestinal
de ovinos pela administracdo conidios em solugcdo aquosa e conidios
encapsulados em alginato de sédio e farinha de aveia e demostraram a
recuperacao da primeira espécie nos intervalos de 12, 16 e 20h apds a
administracdo, além da manutencdo da capacidade de predacdo de

nematdides. O mesmo n&o ocorreu para o A. conoides.

Em comparacao com outros fungos nematéfagos, o isolado da espécie
A. musiformis, utilizado no presente trabalho, apresentou percentual de
destruicdo de larvas de ciatostomineos semelhante ao D. flagrans (97.5%), e
superior ao percentual de reducdo apresentados pelas espécies A. robusta
(85%) e M. thaumasium (72.5%) (BRAGA et al., 2009). Essa diferenca pode
indicar uma maior adaptacao das espécies A. musiformis e D. flagrans na
predacgéo das larvas desses parasitos. Os resultados apresentados pelo fungo
A. musiformis abrem uma nova possiblidade de controle biolégico em criacdes
de equinos. A manutencdo da atividade do fungo apds a passagem pelo
organismo dos animais (sem prejuizos a sua capacidade predatéria) é mais

um fator a ser destacado sobre essa espécie fungica.

Conclusao

O fungo nemato6fago Arthrobotrys musiformis € capaz de predar larvas
infectantes de ciatostomineos, além de sobreviver a passagem pelo trato

gastrintestinal de cavalos. Essas caracteristicas fazem dessa espécie fungica
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um potencial organismo a ser utilizado como controlador bioldgico, sendo um

controle alternativo das parasitoses de equinos.
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Capitulo 2

Avaliacao da influéncia da dose de esporos do fungo nematoéfago
Arthrobotrys musiformis na reducao de larvas infectantes de
estrongilideos em fezes de equinos

Resumo

Foram avaliadas as taxas de reducéo de larvas infectantes (L3) de
nematoides estrongilideos em fezes de equinos que receberam diferentes
concentragdes de conidios do fungo nematéfago Arthrobotrys musiformis
(isolado A144). Dois testes foram realizados, sendo que no primeiro, cinco
concentracdes diferentes de conidios/grama de fezes foram testadas, sendo
elas: 100/g (T1), 1000/g (T2), 2000/g (T3), 10.000/g (T4) e 15.000/g (T5). Os
conidios foram misturados a fezes de equinos com valor médio de ovos por
grama de fezes (OPG) de 6400, adicionados a recipientes plasticos e
mantidos em temperatura ambiente, protegidas da luz solar, por 15 dias. Ao
final desse periodo as larvas nao predadas que permaneceram no material
foram recuperadas. Todas as concentracbes testadas apresentaram
diferenca estatistica quando comparadas ao grupo controle (sem adicao de
esporos). Quando comparados 0s cinco grupos tratados, apenas o T1 diferiu
estatisticamente dos demais, apresentado uma taxa de reducdo das L3
menor. No segundo teste, bolos fecais de 250 gramas, com OPG médio de
1500 receberam trés diferentes dosagens de conidios do isolado A144:
2.5x10%, 1.25x10° e 2.5x105. Os bolos fecais foram depositados e mantidos
por 15 dias em um piquete de Tifton 85 (Cynodon spp.). Ao final desse
periodo, o material foi recolhido, e realizou-se a técnica de Baermann-Moraes

para recuperar as larvas ainda viaveis. Foi observado que todas as trés
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concentracdes testadas foram capazes de reduzir as larvas presentes nas
fezes e diferiram estatisticamente do grupo controle. Contudo, ndo houve
diferenca estatistica entre os grupos tratados. Esses resultados indicam que
esporos do fungo A. musiformis apresentam potencial para serem espregados
no controle das formas de vida livre do principal grupo de nematéides

parasitos de equinos.

Palavras-chave: conidios, nematoides, controle bioldgico.

1. Introducao

Nematoides estrongilideos apresentam grande importancia na criagcao
de equideos em todo o mundo, em funcdo de serem 0s parasitos mais
comumente encontrados infectando esses animais (Couto et al., 2009). A
ampla distribuicdo desse vasto grupo de nematoides se deve a diversos
fatores, dentre os quais pode-se destacar erros nas estratégias de controle
parasitario, manejo incorreto dos animais e a falta de critério na administracao
de anti-helminticos, o que acelerou o processo de resisténcia dos parasitos

as bases utilizadas (KAPLAN 2002, MOLENTO, 2005).

Dentre as opgdes de controle alternativo das parasitoses animais, 0s
fungos nematéfagos sédo organismos amplamente estudados, sendo os
géneros Duddingtonia, Arthrobotrys e Monacrosporium bem caracterizados
quanto a capacidade de predarem larvas infectantes de nematoides (BRAGA

& ARAUJO, 2014).

Arthrobotrys musiformis é um fungo sapréfita com potencial para ser

empregado como controlador biol6gico de nematoides parasitos de animais,
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atuando sobre as formas de vida livre desses. Esta espécie ja demonstrou
atividade contra larvas infectantes (L3) de trichostrongilideos parasitos de
ovinos e também contra L3 de Ancylostoma spp. parasitos de caes, aléem dos
produtos extracelulares com potencial proteolitico (GRAMINHA et al., 2001,

MACIEL et al., 2009, ACEVEDO-RAMIREZ, et al., 2015; CAl et al., 2017)

Dentre as formas de utilizagdo dos fungos nematéfagos para o controle
biolégico de nematoides, o uso dos esporos (conidios e/ou clamiddsporos) é
uma alternativa para ser administrada por via oral aos animais, e a dose
necessaria, assim como as vias de incorporacao dessas estruturas fungicas
para o fornecimento através da alimentacdo, tem sido alvo de estudos
(CASILLAS-AGUIAR, et al., 2008; ARROYO et al, 2016; AGUILAR-

MARCELINO et al., 2016).

O objetivo do presente trabalho foi avaliar o efeito da adi¢ao de conidios
do fungo nematoéfago Arthrobotrys musiformis (isolado A144) em fezes de
equinos naturalmente parasitados por nematoides da superfamilia

Strongyloidea

2. Material e métodos

2.1 Fungo

O isolado A144, do fungo A. musiformis, foi recuperado de tubos de
ensaio contendo meio Corn Meal Agar a 2% (CMA 2%), os quais eram
mantidos em geladeira, a 2°C, no escuro, no laboratério de parasitologia
veterinaria da Universidade Federal de Vigosa. Discos de cultura de cerca de
5mm de diametro foram retirados dos tubos e transferidos para placas de Petri

de 90 x 15 mm, contendo aproximadamente 20mL de meio de cultivo Batata
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Dextrose Agar a 4% (BDA 4%), para verificagdo da pureza da colonia fingica.
Em seguida, o isolado foi transferido para placas de Petri de 90 x15 mm
contendo aproximadamente 20 mL do meio Agar-Agua a 2% (AA 2%) e
mantidos em estufa BOD, no escuro, a temperatura de 26°C, por dez dias,

para crescimento.
2.2 Conidios

Um repique de cerca de 9 mm de placas de petri contendo agar-agar
com o isolado fungico previamente crescido foi transferido para o centro de
placas de petri de 150 x 20mm, contendo aproximadamente 30 mL do meio
YPSSA (extrato de levedura, amido soluvel, agar) (DIAS & FERRAZ, 1993).
As placas foram lacradas com parafim®, e colocadas em estufas BOD, a
temperatura de 26°C, no escuro. Apoés 14 dias, a superficie das placas foi
raspada com auxilio de uma espatula, e o material obtido foi diluido em agua
destilada e filtrado em gaze quatro malhas. Aliquotas foram feitas para estimar

0 numero de conidios por mL da solucéo obtida.
2.3 Fezes de equinos

Fezes de equinos adultos foram coletadas diretamente da ampola retal
dos animais, seguindo todos os procedimentos éticos preconizados para a
utilizacao de animais em experimentacao. Esses animais s&o provenientes do
setor de equideocultura da Universidade Federal de Vigosa. O material foi
submetido a contagem de ovos por gramas de fezes (OPG) em camara de
McMaster, de acordo com metodologia descrita por Gordon e Withlock (1939),

modificada por Lima (1989).
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2.4 Analise da influéncia da concentracao de conidios no percentual de

reducao de larvas em placas de Petri

Foram formados quarto grupos experimentais, em placas de Petri de
55 x 15 mm, contendo aproximadamente 10mL de AA 2%, sendo trés grupos
tratados (contendo conidios do isolado A144) e um grupo controle (sem
fungo). Os grupos tratados foram divididos em: C1 (500 L3 de ciatostomineos
+ 1000 conidios), C10 (500 L3 de ciatostomineos + 10.000 conidios) e C30
(500 L3 de ciatostomineos + 30.000 conidios). O grupo controle consistiu em
apenas 500 L3 depositadas por placa. Para cada grupo experimental, foram
feitas 12 réplicas e as placas foram incubadas em estufa BOD, a 26°C e no

escuro.

Nos trés primeiros dias de incubagéo foram realizadas leituras diarias
de 10 campos por placa, utilizando microscopio de luz (Zeiss, Germany),
objetiva de 10x. Para as leituras, inicialmente eram determinadas as regides
onde se observava a presenca tanto de larvas quanto de estruturas fungicas,
e a partir dessas regides, 10 campos aleatérios eram observados para

quantificar as larvas presas em armadilhas do fungo A. musiformis.

Do quarto ao sexto dia de incubagéo, foram realizadas leituras diarias
nas mesmas condi¢des descritas acima, contudo, foi realizada a quantificagéo
das larvas ainda viaveis. Foram consideradas viaveis, as larvas que

apresentavam motilidade e ndo estavam presas a armadilhas fungicas.

2.5 Acao de diferentes concentracoes de conidios de A. musiformis em

coproculturas
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Para avaliar a acdo dos conidios do isolado A144 sobre larvas
infectantes (L3) de estrongilideos, foi feito um pool das fezes, e, entdo,
realizou-se a avaliacao do OPG da amostra, fazendo 5 repeticbes, o que
resultou em valor médio de 6400 ovos por grama de fezes. As fezes foram,
entdo, divididas e aliquotas de 20g, e colocadas, juntamente com 10g de
vermiculita, em copos plasticos. Foram montados 6 grupos experimentais,
com 12 repeticOes cada, sendo cinco grupos tratados, contendo propor¢cdes
crescentes de conidios por grama de fezes (TC1= 100 conidios/grama de
fezes, TC2= 1000 conidios/grama de fezes, TC3= 2000 conidios/grama de
fezes, TC4= 10.000 conidios/grama de fezes e TC5= 15.000 conidios/grama
de fezes) e um grupo controle (sem adicéo de conidios). Para se adicionar a
quantidade de conidios necessaria para o grupo T5, 15 ml da solugcao aquosa
contendo os esporos foi adicionada por amostra. Dessa forma, para evitar
possivel influéncia da diferenca de umidade, agua destilada foi adicionada nos
demais grupos, a fim de que todas as amostras recebessem um volume final
de 15ml de liquido. Ap6s a homogeneizagdo do material, os copos foram
parcialmente fechados com papel aluminio e em seguida, foram deixados em
temperatura ambiente por 14 dias. Apds o periodo de incubacao, foi realizado
o método de Baermann-Moraes para recuperacao e posterior quantificacao

das larvas ainda viaveis.

2.6 Acao de conidios em fezes depositadas em pastagem

Para avaliar a agdo dos conidios de A. musiformis em condi¢des
naturais, foi feito um poo/ homogéneo das fezes de equinos, com valor médio
de 1500 ovos por grama de fezes. As fezes foram divididas em 48 amostras

de 250 gramas, e foram depositadas em um piquete de Tifton 85 (Cynodon
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spp.), com area aproximada de 12m?, o qual foi cultivado exclusivamente para
este ensaio experimental, ndo havendo histérico de pastejo no mesmo. A
altura da pastagem no piquete foi padronizada em 20 cm, no inicio do
experimento, o qual foi conduzido durante 0 més de julho de 2017. Foram
formadas 16 fileiras, com trés amostras cada, e com distancia de 60 cm entre

elas. A distancia para as amostras da fileira seguinte também foi de 60 cm.

Foram formados quatro grupos experimentais, sendo trés grupos
tratados (TP1, TP2 e TP3), contendo diferentes doses iniciais de conidios e
um grupo controle (sem deposicao de conidios). A divisdo dos grupos no
piquete foi feita intercalando-se as fileiras dos quatro grupos experimentais no
piquete, seguindo a orientacao leste/oeste, de modo que todas as amostras
recebessem a mesma incidéncia de luz solar durante o dia. Cada grupo teve
quatro fileiras, com trés amostras fecais cada. As doses de conidios
depositadas nos grupos TP1, TP2 e TP3 foram 2.5x104, 1.25x10° e 2.5x10°
respectivamente. As fezes foram mantidas no piquete por 15 dias e, ao final
deste periodo, foram recolhidas e levadas ao laboratério para recuperacao
das larvas eclodidas, através do método de Baermann-Moraes, e posterior
quantificacdo. Ap6s a recuperacao das larvas, os volumes dos tubos foram
padronizados para 2mL, trés aliquotas de 100uL foram retiradas de cada tubo
e as larvas foram quantificadas, com auxilio de microscépio de luz, na objetiva
de 10x. As fezes foram completamente secas em estufa para possibilitar a
quantificagdo de matéria seca e estimar o nimero de L3 por grama de fezes

(LPG) dos quatro grupos.
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2.7 Analises estatisticas

Os percentuais de reducao de larvas dos grupos tratados em relacéao

aos controles nos foram feitos por meio da seguinte equacao:

% reducao= (média de L3 recuperadas no controle - média de L3 recuperadas no tratado)
x100

Média de L3 recuperadas no controle

As variaveis foram submetidas aos testes de normalidade e
homocedasticidade e, posteriormente, a analise de variancia. As médias das
variaveis foram comparadas utilizando o teste de Tukey, adotando-se os

niveis de 1% e 5% de probabilidade (SAEG, 1999).

3. Resultados

Com relacao as diferentes concentracdes de conidios, foi observado
que o numero de larvas predadas no primeiro dia de interacao diferiu
estatisticamente entre as 3 concentragdes testadas nos grupos tratados.
Entretanto, nos dias 2 e 3, quando comparados os grupos C10 e C30 nao
houve diferenca estatistica. As médias e desvios-padrao de larvas predadas
nos trés primeiros dias de interacdo estdo apresentadas na tabela 1 e as
médias e desvios-padrao das larvas nao predadas do quarto ao sexto dia de

incubacéao estao apresentadas na tabela 2.
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Tabela 1: Médias* e desvios-padrdo () de larvas infectantes (L3) de
ciatostomineos predadas durante trés dias de incubacdo com diferentes
concentragbes de conidios do fungo nematéfago Arthrobotrys musiformis
(isolado A144)

Tratamento
Periodo de incubacao
C1 C10 C30 Controle
1 dia 0.68A+0.94 1.46B+1.34 2.33°+1.32 0P +0
2 dias 242A+251 425B+264 48B+64 0°+0
3 dias 426*+3.35 5558+280 6.368 +4.54 0C 0

* medias das leituras de dez campos aleatérios por placa.

Médias seguidas por letras diferentes na mesma linha demonstraram diferenca
estatistica (p <0.01) pelo teste de Tukey.

Numero de L3/ numero de conidios por placa nos grupos experimentais: Cl1=
500/1000; C10= 500/ 10.000; C30= 500/ 30.000; controle= 500 L3 sem adigéao de
conidios.

Tabela 2: Médias* e desvios-padrdo () de larvas infectantes (L3) de
ciatostomineos ndo predadas do quarto ao sexto dia de incubacdo com
diferentes doses de conidios do fungo nematéfago Arthrobotrys musiformis
(isolado A144).

Tratamento
Periodo de incubacao
Ci Cc10 C30 Controle
4 dias 0.38*+1.35 0.26A+1.15 0.17A+0.66 3.81B+3.46
5 dias 0.19A+0.78 0.16A+0.61 0.13A+0.54 2.91B+2.71
6 dias 0.13A+0.48 0.06A+0.44 0.09"+0.40 3.778+2.79

* medias das leituras de dez campos aleatérios por placa.

Médias seguidas por letras diferentes na mesma linha demonstraram diferenca
estatistica (p <0.01) pelo teste de Tukey.

Numero de L3/ numero de conidios por placa nos grupos experimentais: Cl1=
500/1000; C10= 500/ 10.000; C30= 500/ 30.000; controle= 500 L3 sem adigcao de
conidios.
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Ao final de sete dias, nao foi observada diferenca estatistica entre as
médias de L3 recuperadas nas trés concentracdes de conidios testadas.
Contudo, houve diferengca estatistica quando os grupos tratados foram
comparados ao grupo controle (Figura 1). Os percentuais de reducao foram:
C1:82,4%, C10: 95,4% e C30: 96,3%. A germinacao dos conidios em placa,

a formacao de armadilhas e a captura de L3 estao apresentadas na figura 2.

140,0
120,0
100,0

80,0

60,0

L3 recuperadas

40,0
A

20,0
A A

0.0 I I
’ C1 C10 C30 Controle

MEDIA 15,2 3,9 3,2 86,4

Figura 1: Médias e desvios-padrao (I) do numero de larvas infectantes (L3) de
ciatostomineos ndo predadas ao final de 7 dias de interacdo com diferentes doses
de conidios do fungo nematéfago Arthrobotrys musiformis (isolado A144),
recuperadas pelo método de Baermann-Moraes. Letras diferentes demonstram
diferenca estatistica (p<0.01) os grupos tratados e o grupo controle, pelo teste de
Tukey.

(Numero de L3 de ciatostomineos/ numero de conidios de A. musiformis por grupo:
C1= 500/1000; C10: 500/10.000; C30: 500/30.000; Controle: 500 L3 de
ciatostomineos, sem adigao de conidios).
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Figura 2: Estruturas do fungo Arthrobotrys musiformis (isolado A144) e sua interacao
com larvas infectantes (L3) de ciatostomineos. (A) Conidio germinando. (B-C)
armadilhas do tipo rede adesiva tridimensional, formadas por diferenciagdo ao longo
das hifas do fungo. (D-E) Larvas de ciatostomineos capturadas pelas armadilhas do
fungo A. musiformis. Setas pretas indicam armadilhas formadas para captura de
larvas. Setas brancas indicam conidios do fungo.

As médias de larvas recuperadas das coproculturas adicionadas de
conidios estdo apresentadas na figura 3. A partir da concentragdo de 1000
conidios por grama de fezes (grupo TC2), nédo foi observada diferenca no
namero de larvas recuperadas entre os grupos tratados. Todas as
concentragdes de conidios testadas apresentaram diferenca estatistica
quando comparadas ao grupo controle. Os percentuais de redugado por

tratamento foram: TC1: 56,2%, TC2: 96,1%, TC3: 97,1%, TC4: 98% e TC5:
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96,9%. A temperatura média e umidade no periodo experimental foram de

26°C (minima 18°C e maxima 34°C) e 77%, respectivamente.
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600 {

400

L3 recuperadas

B B B B
200

0 I T = I
TC1 TC2 TC3 TC4 TC5 Controle
Médias 641 57 42 29 44 1464

Figura 3: Médias* e desvios-padrao (I) de larvas infectantes (L3) de estrongilideos
parasitos de equinos, recuperadas de coproculturas pelo método de Baremann-
Moares, apds 15 dias de interacdo com diferentes doses de conidios do fungo
nematofago Arthrobotrys musiformis. (Nimero de conidios por grama de fezes: TC1=
100/g; TC2= 1000/g; TC3= 2000/g; TC4= 10.000/g; TC5= 15.000/g; Controle= sem
adicao de conidios).

* Médias representadas por letras diferentes indicam diferenga estatistica (p< 0.01)
pelo teste de Tukey

Os grupos tratados com conidios nas fezes depositadas no piquete nao
apresentaram diferenca estatisticamente significante entre eles. Contudo,
todos os grupos tratados diferiram estatisticamente quando comparados ao
grupo controle. As médias das L3 recuperadas estdo apresentadas na figura
4. O numero de L3/g de matéria seca encontrado para os grupos TP1, TP2,
TP3 e controle foram 27.4, 30.4, 16.5 e 143.2 L/g MS, respectivamente, e 0s

percentuais de reducao foram: TP1: 61,5%, TP2: 59,6%, TP3: 74,3%.
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Figura 4: Médias™ e desvios-padrao (I) de larvas infectantes (L3) de estrongilideos
parasitos de equinos recuperadas, pelo método de Baremann-Moares, de bolos
fecais depositados em pastagem, apds interacao com diferentes doses de conidios
do fungo nematdéfago Arthrobotrys musiformis, durante um periodo de 15 dias.
(Numero de conidios por grama de fezes: TP1= 100/g; TP2= 500/g; TP3= 1000/g;
Controle= sem adicao de conidios).

* Médias representadas por letras diferentes indicam diferenga estatistica (p< 0.01)
pelo teste de Tukey.

4. Discussao

A proposta da utilizagdo de fungos nematéfagos como controladores
bioldgicos das formas de vida livre dos nematoides de interesse veterinario é
reforcada pela necessidade de alternativas para o controle parasitario, as
quais possam ser associadas ao controle convencional e, dessa forma,
desacelerar o processo de selecdo de organismos resistentes, mantendo as

bases quimicas efetivas por maior tempo.

Os esporos fungicos (conidios e clamiddsporos) sao estruturas que tem
sido utilizadas tanto em estudos in vitro como in vivo, através da administragdo

oral aos animais. Maciel et al. (2009) trabalhando com 12 espécies de fungos
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nematofagos, dentre eles a espécie Arthrobotrys musiformis, demonstraram,
em condi¢des laboratoriais, que a taxa de reducao de larvas infectantes de
Ancylostoma spp. foi dose-dependente, recuperando menos larvas vivas nos
tratamentos com maior concentragdo de conidios dos isolados fungicos. Paz-
Silva et al. (2011) obtiveram reducgdes de larvas infectantes de ciatostomineos
acima de 90%, utilizando clamidésporos de D. flagrans diretamente em

amostras de fezes de equinos depositadas no solo.

A acao dos conidios de A. musiformis demonstrou que essas estruturas
sao capazes de reduzir as larvas infectantes de estrongilideos parasitos de
equinos tanto em condicbes controladas quanto em condigdes a campo. As
concentracOes testadas neste trabalho apresentaram pouca variacdo nos
resultados finais. Esse fato pode indicar que o periodo de 15 dias é o bastante
para que os conidios do A. musiformis germinem e sejam capazes de
colonizar o bolo fecal o suficiente para reduzir as larvas ali presentes,

independente da dose inicial de esporos presentes nas fezes.

Esporos sédo estruturas fungicas que podem ser utilizadas para
producdo de formulagdes para biocontrole e outros produtos comerciais
contendo fungo. A utilizagdo de esporos fungicos para equinos é uma
proposta que vem ganhando atencdo da comunidade cientifica nos ultimos
anos, e tem sido alvo de pesquisas, principalmente quanto as dosagens
adequadas e suficientes para um controle efetivo da carga parasitéaria
ambiental, e também as formas de administracdo dessas estruturas aos

animais (BUZATTI et al., 2015, HERNANDEZ et al., 2016).
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Concentragdes de conidio nas fezes maiores do que as utilizadas neste
trabalho podem gerar uma colonizacao do bolo fecal em um tempo mais curto,
sendo este fato desejavel, uma vez que um maior niumero de larvas pode ser
capturado, antes que escapem desse controle, o qual é limitado ao bolo fecal,
e contamine as pastagens. Contudo, € necessario levar em conta o fato de
que a administracdo dos conidios por via oral pode gerar uma perda da
dosagem inicial administrada, a qual seria inerente ao processo natural da
digestdo. Nesse sentido, Krambeck (2015) avaliou a quantidade de
clamidosporos do fungo Duddingtonia flagrans eliminada por grama de fezes
(CPG), em diferentes horarios, apdés a administracdo de uma dosagem de
3,5x10% clamidésporos/kg peso para ovinos e o maior valor de CPG
encontrado foi de aproximadamente 110. Dessa forma, para se obter
concentragcdes muito elevadas de esporos nas fezes dos animais, a dosagem
de administragdo requerida talvez nao seja praticavel. Para a determinacao
de uma dosagem correta de administracdo aos animais, e obtencdo de um
valor de esporos suficiente para um controle efetivo das larvas no bolo fecal,
€ necessario a avaliacdo da cinética de eliminagdo dessas estruturas nas

fezes.
Conclusao

Conidios de Arthrobotrys musiformis demonstraram capacidade de
reduzir as larvas infectantes de estrongilideos parasitos de equinos tanto em
condi¢cbes controladas quanto em condicbes a campo. As concentragcdes
testadas neste trabalho apresentaram pouca variagdo nos resultados finais
entre os grupos tratados, mas todas diferiram estatisticamente quando foram

comparadas ao grupo controle. Esses resultados indicam que esporos do
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fungo A. musiformis apresentam potencial para serem espregados no controle
das formas de vida livre do principal grupo de nematdides parasitos de

equinos.
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6. CONCLUSOES GERAIS

O fungo nemato6fago Arthrobotrys musiformis (isolado A144) é capaz de
destruir larvas infectantes de estrongilideos nematoides de equinos. O micélio
incorporado a uma matriz de alginato de sddio foi capaz de resistir a
passagem pelo trato gastrintestinal de equinos e manter sua viabilidade, ndo
apresentado redugdo na capacidade de predar larvas infectantes de

ciatostomineos.

Os conidios do isolado A144 foram capazes de reduzir as larvas
infectantes de estrongilideos parasitos de equinos tanto em condi¢des
controladas quanto em condigdes a campo. As concentragdes testadas
apresentaram pouca variagdo nos resultados finais entre os grupos tratados,
mas todas diferiram estatisticamente quando foram comparadas ao grupo

controle

Os resultados encontrados indicam que o fungo Arthrobotrys musiformis
(isolado A144) € uma alternativa para o controle das fases de vida livre dos

estrongilideos nematoides de equinos.
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ANEXOS

CERTIFICADO

A Comissdo de Etica no Uso de Animais - CEUA/UFV certifica que
0 processo n° 65/2016, intitulado “Fungo nematéfago Arthrobortys
musiformis como controlador biologico de nematoides de equinos e sua
interacdo com antiparasitirios”, coordenado pelo Jackson Victor de
Aratijo do Departamento de Veterinaria, esta de acordo com a Legislagdo
vigente (Lei N° 11.794, de 08 de outubro de 2008), as Resolugdes
Normativas editadas pelo CONCEA/MCTI, a DBCA (Diretriz Brasileira de
Pratica para o Cuidado e a Utilizacdo de Animais para Fins Cientificos e
Didaticos) e as Diretrizes da Pratica de Eutanasia preconizadas pelo
CONCEA/MCT]I, portanto sendo aprovado definitivamente em 15/03/2018.

CERTIFICATE

The Ethic Committee in Animal Use/UFV certify that the process
number 65/2016, named “Nematophagous fungus Arthrobotrys
musiformis as a biological control of nematodes of horses and their
interaction with antiparasitic”, is in agreement with the a ctual Brazilian
legislation (Lei N° 11.794, 2008), Normative Resolutions edited by
CONCEA/MCTI, the DBCA (Brazilian Practice Guideline for the Care and
Use of Animals for Scientific Purposes and Teaching) and the Guidelines of
Practice the Euthanasia recommended by CONCEA/MCTI therefore being
definitive approved on March 15, 2018.

: Pro Atlma Clemente Alves Zuanon '
N/
’ Presidente
Comissdo de Etica no Uso de Animais — CEUA/UFV
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