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RESUMO

SILVEIRA, Wendeo Ferreira da, M.Sc. Universidade Federal de Vigosa, julho de
2013. Associacdo de fungos nematéfagos dos géneros Duddingtonia,
Monacrosporium e Arthrobotrys no controle bioldégico de nematoides
gastrintestinais de pequenos ruminantes. Orientador: Jackson Victor de Aradujo.
Co-orientador: Fabio Ribeiro Braga.

As nematodioses gastrintestinais causadas principalmente pelos géneros:
Trichostrongylus spp., Cooperia spp., Oesophagostomum spp, Strongyloides spp e
Haemonchus spp. sdo um entrave para a criagcdo de pequenos ruminantes (caprinos
e ovinos). O controle destes parasitos tem sido realizado com drogas anti-
helminticas, porém ha muitos relatos do aparecimento de resisténcia. Nesse
contexto, a utilizacdo de fungos nematofagos, surge como uma alternativa viavel no
combate aos nematoides gastrointestinais. Os isolados de fungos nematéfagos
Duddigtonia flagrans (AC001), Monacrosporium thaumasium (NF34), Arthrobotrys
robusta (131) e A. conoides (140) foram utilizados de forma associada (AC001+I31) e
(NF34+140) com o objetivo de avaliar in vitro a viabilidade da associa¢cdo de fungos
nematofagos apds a passagem pelo trato gastrintestinal de caprinos. Para tal, foram
utilizadas associacdes de fungos nematéfagos acima na concentracdo de 1x10°
conidios e clamidésporos/ kg de peso vivo (PV), administrado em dose Unica por via
oral. Posteriormente foi avaliada a viabilidade das associacdes dos isolados fungicos
(ACO01 + 131) e (NF34 + 140) em péletes de matriz de alginato de sodio no controle
biol6gico de nematoides de ovinos criados a campo. Neste sentido, foram avaliados
0 numero de larvas infectantes de nematoides gastrintestinais recuperadas nas
pastagens nas distancias de 0 a 20 cm do bolo fecal e de 20 a 40 cm do bolo fecal,
contagem do numero de ovos por grama de fezes (OPG) nos grupos tratados e
controle, prevaléncia dos géneros de estrongilideos recuperados nas coproculturas,
hematocrito e contagem de proteinas totais no sangue. Estruturas fungicas
associadas foram capazes de passar pelo trato gastrintestinal de caprinos e reduzir
0 numero de Larvas infectantes (L3) de nematoides gastrintestinais in vitro. Para a
associacao entre os isolados AC001 e 131, houve diferencas entre o grupo tratado e
controle nos horarios de 12h (P< 0,01) e 48h (P< 0,05), com percentagem de
reducdo L3 nematoides gastrintestinais de 53% e 68% respectivamente. J& para a
associacado entre os isolados NF34 e 140, diferencas (P< 0,01) foram observadas

nos tempos de 24, 48 e 72 horas, com percentagem de reducédo de larvas de 56%,
VI



61% e 48% respectivamente. A associagao entre os isolados AC001 e 131 em matriz
de alginato de sédio nédo foi capaz de reduzir a contagem de ovos por grama de
fezes (OPG) de ovinos criados a campo. Por outro lado, a associacdo entre os
isolados NF34 e 140 nas mesmas condicbes demonstrou diferenca (P< 0,01) no
OPG em relacdo ao grupo controle. Houve diferenca (P< 0,05) entre o nimero de L3
recuperadas na distancia de 0-20 cm do bolo fecal, com maior prevaléncia dos
géneros  Haemonchus  ssp., Cooperia  spp., Trichostrongylus  spp.e
Oesophagostomum spp. Os resultados demonstraram que as associacdes dos
isolados de fungos nematofagos AC001+I31 e NF34+140 podem ser utilizadas como
forma de controle biol6gico de nematoides gastrintestinais de pequenos ruminantes

tanto em condic@es laboratoriais quanto a campo.
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Abstract

SILVEIRA, Wendeo Ferreira da, M.Sc. Universidade Federal de Vicosa, July 2013.
Association of Nematophagous fungi of Duddingtonia, Monacrosporium and
Arthrobotrys genus in the biological control of gastrointestinal nematodes of
small ruminants. Adviser: Jackson Victor de Araujo. Co-advisers: Fabio Ribeiro
Braga.

The gastrointestinal nematodes caused mainly by the genus: Trichostrongylus spp.,
Cooperia spp., Oesophagostomum spp, Strongyloides spp and Haemonchus spp.
are a deadlock to raise small ruminants (caprine and ovine). The control of these
parasites has been done by anti-helminthic drugs, however there are many reports
about the occurrence of resistance. In this context, the use of nematophagous fungi,
come as a viable alternative in the fight against gastrointestinal nematodes. The
isolated of nematophagous fungi of the genus Duddigtonia flagrans (AC001),
Monacrosporium thaumasium (NF34), Arthrobotrys robusta (131) and A. conoides
(140) were used in an associated form (AC001+I31) and (NF34+140) aiming to
evaluate in vitro the viability of association of nematophagous fungi after passing
through the gastrointestinal tract of goats. In order to do so, it was used association
of nematophagous fungi above the concentration of 1x10° conidium and
chlamidospore / kg of live weight (LW), given in a single dose. And after, evaluate the
viability of the associations of fungi isolated (AC0O01 + 131) and (NF34 + 140) in pellet
matrix of sodium alginate in the biological control of nematodes of sheeps under field
conditions. Therefore, were evaluated number of infective larvae recovered in
distances 0-20 cm and 20-40 cm from the fecal matter, Egg counts per gram of
faeces (EPG), in groups treated and control, prevalence of genus strongyilis
recovered in fecal cultures, hematocrit and total protein count in the blood.

Fungi structures associated were capable of passing through the gastrointestinal
tract of goats and reduce the number of infected larvae (L3) of gastrointestinal
nematodes in vitro. For the association among the isolates AC001 and 131, there
were differences between the treated group and the control of the interval of 12h
(P< 0,01) and 48h (P< 0,05), L3 percentage of reduction in gastrointestinal
nematodes of 53% and 68% respectively. On the other hand, the association of the
isolates NF34 and 140), differences (P < 0,01) were observed in the interval of 24, 48
and 72 hours, with percentage reduction of larvae of 56%, 61% and 48% respectively.

The association among the isolated AC001 and 131 in matrix of sodium alginate was
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not able to reduce the counting of eggs by grams of feces (EPG) of sheeps under
fields conditions. On the other hand, the association among the isolates NF34 and
140 in the same conditions showed a difference (P< 0,01) in EPG compared to the
control group. There was a difference (P< 0,05) between the number of L3 recovered
in the distance of 0-20 cm from fecal pats, with a higher predominance of the genus
Haemonchus ssp., Cooperia spp., Trichostrongylus spp.and Oesophagostomum spp.
The results showed that the associations of the isolated of nematophagous fungi
ACO001+I131 and NF34+140 can be used as a way of biological control of
gastrointestinal nematodes of small ruminants at lab conditions as well as field

conditions.



1. INTRODUCAO

A criacdo de ruminantes € uma atividade relevante para o Brasil. Os bovinos,
caprinos e ovinos representam uma das principais fontes de proteinas consumidas
pela populacdo. Em contrapartida, as nematodioses gastrintestinais tém sido um
entrave a producdo desses animais, principalmente os destinados ao consumo, e
tem sido referenciadas como um sério obstaculo a sua criacdo (Araujo et al., 1996;
Amarante, 2009).

O controle quimico, por meio da utilizacdo de produtos anti-helminticos
corresponde a estratégia mais utilizada pelos produtores de todo o mundo. Esse
modelo de controle tem acdo sobre as formas parasitarias dos nematoides e
nenhum sobre as formas de vida livre, 0 que nao diminui as recidivas infecgdes, de
modo que em longo prazo favorece a selegcéo de cepas de nematoides resistentes a
estes produtos (Bartley et al., 2003; Skuce et al., 2010; Skresby et al., 2010; Kenyon
et al., 2013)

Dessa forma, medidas alternativas que possam ajudar no controle das fases
de vida livre tém sido cada vez mais entendidas como importantes, e nesse sentido,
uma delas € a utilizacdo de fungos nematofagos que tem se mostrado eficazes na
descontaminacdo ambiental e com isso diminuindo as recidivas das infeccdes
helminticas que causam danos a criacdo de animais domésticos de producédo e em
especial de ovinos e caprinos (Araujo et al., 2007; 2008; Braga et al., 2011).

Fungos nematéfagos dos grupos predadores e em especial 0s géneros
Duddingtonia, Monacrosporium e Arthrobotrys tem sido utilizados com sucesso no
controle de nematoides dos animais domésticos em condi¢cdes laboratoriais (Esteves
et al., 2009; Soares et al., 2012, Braga et al., 2013). Do mesmo modo, em condi¢des
naturais a utilizacdo de formulagdes contendo massa micelial desses fungos tem
mostrado ser uma ferramenta interessante a ser empregada no controle estratégico
da verminose como um todo (Silva et al., 2009; Silva et al., 2010).

O sucesso do controle biolégico a campo se deu a partir da incorporagao dos
fungos em pélete de matriz de alginato de sodio (Araujo et al., 2000), tal
incorporagcdo promoveu vantagens que Vviabilizaram pesquisas em condi¢des
ambientais. Dentre as vantagens podemos citar: garante protecdo aos isolados

fangicos durante a passagem pelo trato gastrintestinal dos animais, podem ser



mantidos por longos periodos de tempo em baixas temperaturas, além de ter baixo
custo de producao (Araujo e Sampaio, 2001).

Contudo, estas formulacdes séo utilizadas de forma isolada e ndo existem
relatos na literatura da associacdo desses fungos em péletes de matriz de alginato

de sddio a serem administrados a pequenos ruminantes como objeto de estudo.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Situagao da Caprinovinocultura

A criacdo de ovinos e caprinos € uma atividade que vem ganhando grande
importancia no cenario socioeconémico e que nos ultimos anos vem crescendo e se
desenvolvendo no estado de Minas Gerais. Porém, muitos sdo 0s entraves que
dificultam o desenvolvimento do setor, como pouca procura do consumidor,
autovalor dos derivados, sazonalidade na producdo de leite, necessidades de
pesquisas cientificas especializadas, caréncia de profissionais especializados,
dificuldades em diagndésticos para controle sanitario (auséncia de manejo integrado)
e desconhecimento da situacao soroepidemioldgica do rebanho (Cepa, 2007).

Apesar da reducao do numero de ovinos e caprinos no mundo, a producéo de
carne aumentou. O tamanho do rebanho ndo estd diretamente relacionado com a
maior producdo de carne. Diferencas no sistema de criagdo e nivel tecnolégico
podem garantir maior producéo de carne e derivados com menor nimero de animais
(Holanda Junior et al., 2004; Guimaraes, 2006).

Apesar das dificuldades, a demanda por consumo de carne de ovinos e
caprinos esta estimulando a producdo no Brasil. A valorizacdo destes animais no
mercado nacional € maior que a de outros seguimentos como bovinos e suinos
(FarmPoint, 2011).

O Brasil com sua grande dimensao territorial apresenta condicbes ambientais
variadas e favoraveis ao desenvolvimento de diversas racas, porém o numero de
cabecas de ovinos (17,6 milhdes) e caprinos (9,3 milhdes) ainda € muito pequeno
guando comparado ao dos bovinos (212, 798 milhdes) (IBGE, 2012). A maior parte
das racas de ovinos criados no pais sdo animais deslanados, destinados a producéo
de leite, carne e pele, situada nas regides tropicais, sendo a regido nordeste a que

possui 0 maior efetivo, seguida da regido sul apresentando clima temperado com
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destaque aos ovinos de ragas laneiras e mistas que possibilitam também a producéo
de carne.

O sudeste representa o quarto maior efetivo de ovinos do pais, sendo o
estado de Minas Gerais responsavel por apenas 1,3% do total de ovinos do Brasil
(IBGE, 2010).

A ovinocultura esta presente em praticamente todos os continentes. A ampla
difusdo da espécie ovina se deve principalmente ao seu poder de adaptacdo aos
diferentes climas, relevos e vegetacdes. Paises como a China, Austrélia, india, Ird e
Sudéo, concentram a maioria dos rebanhos ovinos (ANCO, 2009), em contrapartida,
a criacdo de outros seguimentos como a bovinocultura, criacdo de aves e
caprinocultura sdo menos desenvolvidos (Guimaraes, 2006).

Os caprinos estdo agrupados em maior nimero na regido nordeste, o que
corresponde a quase 91% do rebanho nacional. Estes animais s&o de grande
importancia econdmica e cultural para essa regido, uma vez que apresentam
demandas energéticas inferiores aos grandes ruminantes e rusticidade caracteristica
gue os possibilita viver em condicbes diferenciadas de outros animais (Holanda
Junior e Araujo, 2004).

As nematodioses gastrintestinais ocupam lugar de destaque entre os fatores
que inviabilizam o desenvolvimento pleno da atividade pecuéria. Os prejuizos estédo
relacionados ao retardo na producéo, custos com tratamentos profilaticos e curativos
€ em casos extremos com a morte de animais (Amarante, 2005, Taylor et al., 2007).

Nesse contexto, 0s nematoides gastrintestinais sdo 0s responsaveis na
maioria das vezes por causarem danos diretos e indiretos aos pequenos ruminantes,
destacando-se os géneros Haemonchus spp., Cooperia spp., Trichostrongylus spp.
e Oesophagostomum spp., dentre outros (Urquhart et al., 1998).

2.2. Helmintos parasitos gastrintestinais de ruminantes

Devido a facilidade de percepcdo, as ectoparasitoses chamam mais a
atencdo dos produtores do que as helmintoses gastrintestinais (Delagado, 2009).
Por outro lado, parasitos gastrintestinais acometem ovinos e caprinos durante toda a
vida, sendo os seus efeitos mais evidentes em animais jovens, pois estes ainda néao

desenvolveram resisténcia imunolégica (Amarante, 2004; Amarante et al., 2009).



Estes parasitos sédo frequentes em todos os sistemas de criacdo de
ruminantes sendo responsavel por perdas econdmicas decorrentes da debilidade do
animal parasitado como anemia e hipoproteinemia, anorexia e perda de peso,
reducdo na producédo de carne e leite e em alguns casos até a morte devido a carga
parasitaria, além de altos custos com medidas de controle (Waller e Larsen 1993;
Amarante, 2004).

De acordo com Lima (1989), as larvas infectantes das principais espécies de
nematoides parasitos estdo disponiveis nas pastagens praticamente durante o ano
todo, servindo de fonte de infec¢do continua para os animais tornando impossivel
sua eliminag&@o nos animais em regime de pastoreio.

Em relacdo a este fato, os principais nematéides encontrados em ovinos e
caprinos correspondem aos géneros Trichostrongylus spp., Cooperia spp.,
Oesophagostomum spp. Strongyloides spp. e Haemonchus spp (Gastaldil 1999,
Melo et al., 2003, Quadros, 2004). Helmintos parasitos gastrintestinais pertencentes
a superfamilia Strongiloidea podem parasitar o abomaso e/ou intestino. S&o
amplamente estuados em todo o mundo devido os danos causados a pecuaria. Os
hébitos alimentares (hematofagismo) desses parasitos promovem escarificagdes no
epitélio e alteracbes na mucosa (acdo mecéanica). Também estdo relacionados a
processos inflamatorios (Urquhart et al., 1998; Taylor et al., 2007).

2.3 Ciclo biolégico dos nematoides parasitos gastrintestinais de ruminantes

O ciclo biolégico dos nematdides gastrintestinais de ovinos e caprinos é
direto, sem migracao corporal e pode ser dividido em fase parasitaria e fase de vida
livre. As fémeas dos parasitos realizam diariamente a postura de centenas de ovos
gue atingem o meio ambiente junto com as fezes. No bolo fecal, na presenca de
umidade (75 a 85% quando eliminado), aeracdo e temperatura adequada (20°C a
30°C) em um periodo de 24 a 48 horas ocorre a eclosdo dos ovos liberando larvas
de primeiro estadio (L1), que posteriormente se desenvolve em larva de segundo
estadio (L2). Essas formas larvais habitam obrigatoriamente o bolo fecal, onde
obtém as condi¢cdes necessarias a sobrevivéncia, temperatura, umidade e oxigénio.
Alimentam-se de microrganismos (fungos e bactérias); posteriormente transformam-
se em larvas de terceiro estadio (L3), infectantes (Andersen et al., 1968; Amarante et
al., 1996; Fortes, 2004)



As L3 possuem maior capacidade de resisténcia as condicbes ambientais,
pois retém a cuticula da fase L2, apresentando assim dupla cuticula. Sob
circunstancias ideais, o desenvolvimento do ovo a L3 pode acontecer dentro de até
uma semana. As larvas L3 ndo se alimentam, sobrevivem de reservas armazenadas
durante as fases de L1 e L2 (Taylor et al., 2010; Monteiro, 2011)

Com o ressecamento do bolo fecal, as larvas sdo forcadas a deixa-lo e
migram para a pastagem préxima a ele, podendo migrar até 40 cm do bolo fecal
(Soulsby, 1965, Couto et al., 2009). Nas pastagens, podem movimentar-se na
posicdo horizontal e vertical, onde nos momentos de temperaturas mais amenas
alcancam a ponta das folhas que compdem a vegetacéo, podendo ser ingerido pelo
hospedeiro dando continuidade ao ciclo (Castro et al., 2002).

A duracdo do periodo pré-patente depende de cada espécie de nematoide
parasito, segundo Taylor et al, (2010), sendo de duas a trés semanas tanto para
Haemonchus spp. como para Trichostrongylus spp.. Apos a ingestdo das larvas
infectantes (L3) durante o pastoreio, as larvas alcancam o rumem, passam em
seguida para o0 abomaso, penetrando na mucosa, onde atinge o quarto estadio (L4)
apos 48 horas. A partir da L4 este nematoide alimenta-se de sangue trazendo
potencial risco de anemia ao hospedeiro (Santa Rosa, 1996). As larvas de quarto
estadio retornam ao lume do abomaso e mudam para larvas de quinto estadio (L5),
em seguida atinge o estadio adulto, diferenciado em macho e fémea. Em alguns
casos especificos como Haemonchus spp., as fémeas podem produzir diariamente
grandes quantidades de ovos que variam de 5000 a 10000 ovos por dia (Ueno e

Gongalves, 1998) que sdo lancados no ambiente junto as fezes.

2.4 Estratégias de controle dos nematoides gastrintestinais

As estratégias de controle podem ser baseadas na utilizagcdo de produtos
quimicos, realizados com medicamentos anti-helminticos. Contudo, essas drogas
nao tém sido totalmente eficazes, uma vez que deve-se atentar para o problema
iminente da resisténcia parasitaria que tem sido observada, ndo somente no Brasil,
(Amarante, 2004; Araujo et al., 2007, Skrebsky et al., 2010) mas também em todo o
mundo (Chartier et al., 1998; Papadopoulos, 2008; Torres-Acosta et al., 2012).

Existem diversas técnicas e métodos para minimizar ou quem sabe controlar

os danos causados pelo parasitismo nos animais e no ambiente, porém 0 sucesso
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do controle parasitario ndo depende somente de um esquema de tratamento eficaz,
mas da combinacgdo de préaticas de manejo que podem ser adotadas em diferentes
circunstancias (Monteiro, 2011). Métodos de controle baseados na nao utilizacéo de
produtos quimicos objetivam principalmente a reducdo da contaminacdo das
pastagens e consequentemente nos animais, deste modo o controle biolégico por
meio da utilizacdo de fungos nematéfagos tém se mostrado como uma alternativa

viavel e promissora.

2.4.1 Controle biolégico

O controle biolégico pode ser definido como um mecanismo pelo qual se
utiizam de antagonistas naturais, disponiveis no ambiente, para controlar ou
diminuir a um limiar aceitavel uma populacdo de organismos considerados nocivos
ou indesejados, tanto na pecuaria quanto na agricultura (Gronvold et al., 1996;
Lazarovits et al., 2007). Entre 0s numerosos organismos que atacam nematoides
destacam-se: bactérias, virus, acaros, besouros, fungos nematéfagos, nematoides
predadores dentre outros (Gaugler e Bilgrami, 2004).

De acordo com Verdejo (2005) os organismos com potencialidades para
atuarem como controladores bioldgicos devem cumprir algumas premissas, tais
como: ser virulento para o nematoide, ter rapida colonizacdo do solo, facilidade de
producdo, baixo custo de producdo e manutencdo, possuir caracteristicas que
permitam o armazenamento, garantir a inocuidade para os organismos do solo e dos
animais.

O controle biolégico utilizando fungos nematéfagos surge como uma
alternativa promissora no combate as helmintoses gastrintestinais de ruminantes. A
utilizacado de fungos nematofagos ndo busca abolir a utilizacdo de anti-helminticos,
mas, sim realizar o controle de maneira sinérgica (Larsen, 1999). O emprego destes
agentes antagonistas tem como objetivo diminuir a carga parasitaria dos animais
com a redugdo das formas infectantes de vida livre, reduzir os gastos com
tratamentos quimicos e consequentemente preservar a inocuidade do alimento,
além de garantir melhoras no bem estar animal (Aradjo et al., 2004; Braga et al.,
2011; Paz-Silva et al., 2011).



2.4.2 Fungos nematofagos

Segundo Dreschsler (1937) os fungos nematofagos apresentam micélio
septado e bem desenvolvido, reproduzem-se agamicamente por esporos, deste
modo estéo classificados na divisdo Deuteromycetes, classe Hyphomycetes, ordem
Hyphomycetales e familia Moliniaceae. Van Ooij, (2011) menciona existir cerca de
700 espécies desses fungos. Estadios de reproducédo sexuada de Arthrobotrys spp.
foram observados por Griffin (1994), passando posteriormente a pertencer ao filo
Ascomycota.

Fungos nematéfagos sdo cosmopolitas, ocorrendo em forma saprofita em
solos naturais ou agricultaveis e em todo tipo de matéria organica em decomposicao
(Silva et al., 2010). A atividade predadora destes fungos se da mediante a presenca
de ovos e larvas de helmintos. Braga et al. (2009) relatam que quanto maior o
namero de nematoides no ambiente, maior sera a proliferacdo de hifas e formacéao
de estruturas de captura produzidas por esses fungos.

Os fungos nematofagos podem ser classificados em quatro grupos:
endoparasitas, predadores, oportunistas (parasitos de ovos) e produtores de
metabdlitos toxicos (Araujo et al., 2004, Braga, 2008). Mencionam também que essa
divisdo equivale a sua morfologia e as caracteristicas funcionais que estao
associadas com a producdo de estruturas especializadas para a captura de
helmintos.

A maior parte dos estudos séo realizados com fungos predadores (Faedo et
al., 2002; Araujo et al., 2004; Braga et al., 2010, Paz-Silva et al., 2011; Assis et al.,
2012). O ciclo bioldgico dos fungos nematéfagos predadores € composto por duas
fases: 1) Uma fase saprofitica, na qual os fungos alimentam-se de matéria organica
do solo ou outros materiais em decomposicdo e 2) uma fase predadora, na qual
formam armadilhas para capturar nematoides dos quais se alimenta (Nordbring-
Hertz et al. 2006).

Fungos nematdéfagos predadores, podem produzir até seis tipos de
armadilhas, conforme a figura 1: 1) botbes adesivos nao diferenciados; 2)
ramificacbes de hifas que sofrem anastomose, formando redes adesivas
tridimensionais; 3) ramificacdes adesivas, onde em algumas vezes podem se unir
formando redes adesivas simples bidimensionais; 4) hifas adesivas; 5) anéis

constritores; 6) anéis ndo constritores.



Diferentes géneros de fungos nematéfagos podem produzir mais ou menos
armadilhas em velocidades variaveis. O género Arthrobotrys spp. produz pouco ou
nenhum clamiddsporo, porém seus conidios tem alta capacidade de germinacao
(Dackman e Nordbring-Hertz, 1992). Monacrosporium spp. produzem apenas um
conidio na extremidade do conidiéforo (Barron, 1977), o que torna sua dispersao e
colonizacdo do ambiente mais lenta. Géneros que possuem alta producdo de
conidios e clamiddésporos levam vantagem na disperséo e colonizacdo do ambiente,
consequentemente terdo maior sucesso como controlador de nematoides de vida
livre. O fungo nematéfago D. flagrans atende essa premissa (Mota et al., 2003;
Sanyal et al., 2004).
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Figura 1. Estruturas de captura produzidas por fungos nematéfagos predadores. Figura adaptada de
Barron, 1977.

ApoOs o aprisionamento, independente do tipo de armadinha, ocorrerd a
penetracdo das hifas na cuticula do nematoide, ganhando seu interior e
consequentemente, digestdo do conteudo interno (Larsen et al., 1999; Araudjo et al.,
2004). Estudos recentes indicam que a penetracdo e digestdo da cuticula do
nematoide se da por meio da liberacdo de enzimas hidroliticas (Proteases e
quitinases) logo apos a captura do nematoide (Lopez-Llorca et al., 2008, Esteves et
al., 2009, Braga et al., 2012, Soares et al., 2012).



2.4.3 Duddigtonia flagrans

Anteriormente, a espécie Duddingtonia flagrans havia sido descrita como
Tricothecium flagrans e Arthrobotrys flagrans. Duddington, (1950), observou que
tanto sua forma, quanto desenvolvimento eram diferentes do género Athobotrys e
gque ndo havia presenca de conidios dispostos de forma aglomerada formando
correntes de anéis para Tricothecium flagrans, deste modo a espécie passou a ser
chamada de Duddingtonia flagrans.

Este fungo, D. flagrans apresenta dois tipos de esporos: conidios com
paredes delgadas em conidiéforos eretos em numero limitado, apresentam formato
que pode variar de eliptico a ovoide com septo mediano (Mota et al., 2003), ou
clamidosporos (esporos de paredes grossas mais resistentes). Esses clamidosporos
sao estruturas altamente resistentes as condicfes adversas, capazes de passar pelo
trato gastrintestinal de ruminantes, germinar e colonizar as fezes, reduzindo entéo as
L3 nas pastagens (Faedo et al., 2002; Braga et al., 2009).

D. flagrans € a espécie de fungo mais estudada e que tem apresentado
melhor resultado no controle biolégico das helmintoses gastrintestinais de animais
domésticos (Araujo et al., 2004, Santurio et al., 2011; Braga et al., 2013)

2.4.4 Monacrosporium spp.

As espécies do género Monacrosporium spp. produzem apenas um conidio
em cada extremidade do conidiéforo (Barron, 1977). Possuem hifas vegetativas
septadas e ramificadas, conidiéforos eretos, hialinos e usualmente Unicos, os
conidios séo hialinos, fusiformes, com dois ou mais septos transversais, com uma
célula, geralmente a intermediaria, maior que as demais (Araljo e Ribeiro, 2003).
Podem utilizar redes tridimensionais cobertas com material adesivo para capturar
larvas de nematoides, ou nddulos adesivos, que sdo células redondas cobertas com
material adesivo e localizadas no apice de uma hifa.

Muitas espécies do género Monacrosporium spp. sdo capazes de produzir
armadilhas espontaneamente a partir de ramificacdes do micélio (Dijksterhuis et al.,
1994), no entanto, o potencial de predacdo pode ser maximizado na presenca de

nematoides ( Braga et al., 2010).



Logo ap6s o aprisionamento do nematoide pelas armadilhas ocorre
penetracdo da cuticula, e acredita-se que a liberagdo de serino-proteases possam
promover o rompimento da cuticula permitindo que as hifas ganhem o interior do

nematoide (Liang et al., 2011; Soares et al., 2012).

2.4.5 Arthrobotrys spp.

Fresenius, (1850) foi responsavel pelo isolamento e descricdo do primeiro
fungo nematoéfago, Arthrobotrys oligospora, sendo considerado um simples fungo
saprofita. O primeiro relato de captura de larvas de nematoides através de redes de
armadilhas aconteceu muito tempo depois por Zopf, (1888).

Segundo Ramirez, (2012) podem apresentar conidiéforos simples ou com
varias proliferacdes, apresentam conidios ovoides, possuem um septo ligeiramente
inferior a metade. Apresentam anéis e redes adesivas tridimensionais.

Estes fungos ndo sdo predadores exclusivos, na maior parte do tempo sao
saprofitos. No entanto a presenca de nematoéides induz a formacédo de armadilhas,
que caracteriza mudanca da fase saprofita para fase predadora (Nordbring-Hertz et
al., 2006).

A maioria dos géneros de Arthrobotrys spp. produz armadilhas em forma de
redes adesivas simples ou tridimensionais que promovem a adesao, imobilizacdo,
penetracdo e consequentemente destruicdo das larvas (Nordbring-Hertz, 2004;
Nordbring-Hertz et al., 2006) .

Rosén et al. (1997) e Araujo et al. (2001) mencionaram a presenca de lectinas
citoplasmaticas de baixo peso molecular em A. oligospora (AOL) como um
mecanismo de reconhecimento durante a interagcdo fungo-nematoide. As lectinas
ligam-se a carboidratos especificos presentes na membrana dos nematdides
promovendo a adesdo. Grandes quantidades de lectinas sdo acumuladas nas
extremidades das hifas que crescem no interior do nematoide. Apés a destruicdo do
nematoide a lectina é transportada para outras partes do micélio, onde pode ser
degradada e promover o crescimento do fungo.

Yang et al. (2012) investigaram mecanismos que poderiam dar inicio a
mudanca da fase saprofita para a fase predadora do fungo nematofago Arthrobotrys
oligospora. Para isso, analisaram o genoma de A. oligospora e compararam com

fungos patogénicos e ndo patogénicos encontrando similaridade com ambos.
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Acredita-se que alteracbes nesses genes poderiam dar inicio ao processo de
mudanca nos habitos alimentares do fungo na presenca de nematoides.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar a associacdo de fungos nematofagos dos géneros Duddingtonia,

Mocacrosporium e Arthrobotrys no controle biolégico de nematoides gastrintestinais

de pequenos ruminantes.

3.2 Objetivos especificos

1.

3.

Avaliar a eficacia da associacdo dos isolados fungicos Duddingtonia
flagrans + Arthrobotrys robusta e Monacrosporium thaumasium +
Arthrobotys conoides na reducéo das L3 de nematoides gastrintestinais in

vitro.

Determinar se as associacfes de conidios e clamidésporos dos fungos
Duddingtonia flagrans, isolado AC001 + Arthrobotrys robusta, isolado 131 e
Mocacrosporium thaumasium, isolado NF34 + Arthrobotrys. conoides,
isolado 140, serdo capazes de suportar a passagem pelo trato
gastrintestinal de caprinos, desenvolverem nas fezes e capturar as larvas

infectantes (L3) de nematoides gastrintestinais em condicdes laboratoriais.

Avaliar a eficacia e viabilidade da associacdo dos isolados fangicos
Duddungtonia flagrans + Arthrobotrys robusta e Monacrosporium
thaumasium + Arthrobotrys conoides em péletes de Matriz Alginato de
Sadio, na reducao da contagem de ovos por grama de fezes (OPG) e no

numero de L3 de ovinos a campo.
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Capitulo 1

Viabilidade da associacado de fungos nematéfagos apds a passagem pelo trato
gastrintestinal de caprinos estabulados
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4.1 Resumo

Os isolados de fungos nematéfagos Duddigtonia flagrans (AC001), Monacrosporium
thaumasium (NF34), Arthobotrys robusta (131) e A.conoides (140) foram utilizados de
forma associada (AC001+I31) e (NF34+I40) no controle biolégico de nematdides
gastrintestinais de caprinos. Foram realizados dois ensaios. O ensaio A, teve o
objetivo avaliar as associa¢bes de fungos predadores em Agar-agua 2% para
verificar sua capacidade de predacédo de forma associada. No ensaio B, foi avaliada
a viabilidade da associacdo de fungos nematéfagos (1x10° conidios e
clamidosporos/ Kg de peso vivo) apdés a passagem pelo trato gastrintestinal de
caprinos estabulados. No ensaio A, foram observadas diferencas (P<0.01) entre os
grupos tratados com as associacdes dos isolados AC001 + 131, NF34+140 e o
controle com reducdo do numero de L3 de 93% e 98% respectivamente. J& no
ensaio B, estruturas fungicas associadas foram capazes de passar pelo trato
gastrintestinal de caprinos e reduzir o numero de larvas infectantes de nematoides.
A associacao entre os isolados AC001 e 131, apresentou diferencas entre o niamero
de L3 recuperadas no grupo tratado e controle nos tempos de 12h (P< 0.01) e 48h
(P< 0.05), com reducédo de 42,8% e 73,8% respectivamente. J4 para a associagdo
entre (NF34+140), diferencas (P < 0.01) foram observadas nos tempos de 24, 48 e
72 horas, com percentagem de reducdo de larvas de 56%, 61% e 48%
respectivamente. As associacdes de fungos nematéfagos demonstraram ser
capazes de reduzir de L3 de nematdides, esse resultado é importante para futuras
pesquisas a campo.

Palavras-chave: Associacdo de fungos nematéfagos, Duddigntonia, Monacrosporium
Arthobotrys
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4.2 Introducao

As pesquisas envolvendo organismos antagonistas que podem complementar
0 controle quimico devem ser cada vez mais exploradas. Nesse sentido, deve-se
reconhecer que a aplicabilidade do controle bioloégico € uma realidade que tem por
objetivo atuar justamente na fase de vida livre dos nematbides parasitos
gastrintestinais de animais e humanos, e dessa forma a diminuir a recidiva das
infecgdes (Mello et al., 2013; Tavela et al., 2013).

Por outro lado, o controle das nematodioses, independente do nivel de
conhecimento ou condicdo econdmica tem sido realizado por meio de aplicagdes de
produtos quimicos, conhecidos como anti-helminticos que ndo estdo obtendo o
resultado esperado e havendo a necessidade de interacdo entre o controle quimico
e o controle biolégico (Gronvold et al., 1996 a). Outro ponto importante € reconhecer
0 problema das verminoses de uma forma geral e mais globalizada e nesse sentido,
o controle biolégico pode vir a ser uma ferramenta futura no combate a fome no
mundo, gerando pesquisas biosustentaveis (FAO, 2007).

Desta forma, a criacdo de pequenos ruminantes possui uma grande
importancia social, por atuar como uma alternativa viavel de fonte de renda para
pequenas e médias propriedades rurais, pois possibilita 0 aproveitamento de areas
inadequadas para criacdo de outras espécies animais ou cultivo de lavoura, tanto
pelo seu tamanho quanto pela topografia acidentada (Ribeiro, 1997, Quadros, 2005;
Ahid et al., 2008). Relata-se ainda que as nematodioses gastrintestinais tém sido
um sério entrave na criacdo de animais destinados ao consumo humano e
consequentemente provocando o aparecimento da resisténcia dos parasitos, uma

vez que as medidas de controle quimico ndo tem se mostrado eficazes no controle
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de parasitoses dos animais domésticos (Mota et al., 2003; Kaplan, 2004; Sanyal et
al., 2008; Molento et al., 2013).

A utilizacao de fungos nematéfagos como possiveis controladores biolégicos
de nematdides de animais foi o primeiro “passo” como um modelo experimental
(Pandey, 1973; Lysek, 1976; Braga et al., 2007), que a partir dos ultimos 5 anos vem
sendo testado em geohelmintos (Carvalho et al., 2009; Maciel et al., 2010; Silva et
al., 2011; Fernandes et al., 2012; Mello et al., 2013). Contudo, um grande obstaculo
a administracdo destes organismos seria qual a melhor forma e qual a melhor dose
a ser administrada aos animais. Partindo-se dessa premissa € que se realiza o
controle biolégico classico, ou seja, do tipo a inundar o ambiente (Larsen 1999;
Araujo et al., 2004; Silva et al., 2009).

Algumas pesquisas tém demonstrado que a administracdo oral destes
organismos “encapsulados” em matriz de alginato de sddio é bastante eficaz quando
utilizados duas vezes por semana em animais criados a campo (Dias et al., 2007;
Silva et al., 2010; Assis et al., 2013), contudo, ainda néo foi avaliado sua eficacia de
forma associada. Nesse ambito ha poucos relatos na literatura que discrimina a
atividade predatodria in vitro a partir das associa¢des de distintos grupos de fungos
(Tavela et al., 2012; Tavela et al., 2013).

O objetivo do presente trabalho foi avaliar in vitro a capacidade predatoria das
associacbes de fungos nematdfagos isolados AC001 + 131 e NF34 + 140, em
seguida avaliar a viabilidade das associacbes apds a passagem pelo trato

gastrintestinal de caprinos estabulados. .
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4.3 Material e Métodos

4.3.1 Obtencdo de conidios e clamidésporos

Foram utilizados os isolados fungicos, Duddingtonia flagrans (ACO001),
Monacrosporium thaumasium (NF34), Arthrobotrys robusta (131) e Arthrobotrys
conoides (140) pertencentes ao Laboratoério de Parasitologia da Universidade Federal
de Vicosa, Minas Gerais, 0s quais sdo mantidos em tubos de ensaio a 4° C contendo
Corn-Meal-Agar 2% e no escuro. A seguir, discos de cultura de 4 mm de diametro
foram extraidos de cada isolado fungico das diferentes espécies e repicados em
placas de Petri de 9,0 cm de didmetro contendo 20 ml de Batata-Dextrose-Agar 2%
com 5 repeticbes e mantidos a 25° C, no escuro e durante 10 dias. Apds o
crescimento dos isolados, as placas foram umedecidas com agua destilada e feitas
raspagens da superficie com espatula de aco depositando cada conteddo em

recipientes separados.

4.3.2 Animais

Foram utilizados 6 caprinos machos da raga pardo alpino com idade entre 12
e 18 meses, pertencentes ao Departamento de Medicina Veterinaria da
Universidade Federal de Vigcosa, 0s animais desde nascidos cresceram em piso de
cimento. Durante o periodo experimental, os animais foram alimentados com capim
Elefante (Pennisetum purpureum) picado, racdo comercial para caprinos (RAC-

caprinos® Rac¢des Agrarias - Brasil) e agua ad libitum.

O presente trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica e Uso de Animais em

experimentos (CEUA) da Universidade Federal de Vigosa.
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4.3.3 Ensaios experimentais

O trabalho foi realizado em duas etapas distintas denominadas de A e B. No
ensaio A, testou-se em Agar-Agua 2% a atividade predatéria das associacbes dos
isolados de fungos nematéfagos AC001 + 131 e NF34 + 140 no intervalo de 7 dias. O
ensaio B, avaliou a passagem e viabilidade de estruturas fungicas na dose de
inoculacdo de 1x 10° conidios e clamidésporos/kg de peso vivo (PV) das

associagOes acima pelo trato gastrintestinal de caprinos estabulados.

4.3.4 Obtencao de larvas Infectantes (L3) de nematdides gastrintestinais

As larvas foram obtidas a partir de coproculturas de fezes de caprinos
contaminados. A coproculturas foi confeccionada com 20g de fezes dos animais
misturadas a vermiculita e mantidas em camara de demanda de oxigénio (BOD) por
12 dias. Apdés esse periodo foi realizada a recuperacdo das larvas infectantes (L3)
por meio da técnica do funil de Baermann, seguido pela identificacdo seguindo os
critérios de Keith (1953).

4.3.5 Ensaio A

No presente ensaio, testou-se em placas de Petri a atividade predatoria das
associacfes de fungos acima descrita no intervalo de 7 dias. Discos de cultura de
aproximadamente 5 mm de diametro contendo micélio e conidios dos isolados
ACO001 + 131 e NF34 + 140 foram colocados em placas de Petri de 9 cm, contendo
meio Agar-Agua 2%, a uma distancia de aproximadamente 1,0 cm da borda, com 6
repeticoes cada e grupo tratado controle (sem fungo). As culturas associadas foram
incubadas em estufa BOD por 10 dias a 25° C, e no escuro. Ao término deste
periodo, 1000 L3 de nematdides parasitos gastrintestinais foram adicionadas nas

placas dos grupos tratados e controle. Novamente foram levadas a estufa BOD, nas

mesmas condi¢cdes por 7 dias. A seguir realizou-se a recuperacdo das larvas néo
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predadas pela técnica do funil de Baermann e percentagem de reducéo calculada

conforme Mendoza-de-Gives et al. (1999).

5.3.6 Ensaio B

As associacfes dos fungos AC001 + 131 e NF34 + 140 foram testadas em
caprinos estabulados. Os grupos tratados constituiram cada um deles de 3 caprinos
que receberam aproximadamente 1x 10° conidios e clamidésporos/kg PV em dose
Gnica por via oral, das associa¢6es dos isolados (AC001 + 131) grupo tratado 1; e
dos isolados (NF34 + 140) grupo tratado 2. O grupo de animais controle recebeu
agua destilada. A seguir, nos intervalos de 12, 24, 48 e 72 horas apds a
administracdo foram coletadas fezes diretamente da ampola retal dos animais dos
grupos tratados e controle. As amostras de fezes foram distribuidas em placas de
Petri contendo o meio de cultura Agar-Agua 2%. Apds o crescimento e identificacdo
das estruturas fangicas dos isolados testados foram inoculadas aproximadamente
cerca de 1000 larvas infectantes (L3) de nematdides parasitos gastrintestinais de
caprinos e novamente mantidas em estufa BOD por 10 dias a 26°C e no escuro.
Diariamente as placas de Petri dos grupos experimentais foram observadas para a
comprovacéao da producao de armadilhas e atividade predatéria.

ApoOs o intervalo de 10 dias foram recuperadas das placas de Petri as larvas
nao predadas pelo método de Baermann, e contadas com auxilio de microscépio de
luz no aumento de 10X, para verificar a taxa de predagdo segundo

Mendoza-de-Gives et al. (1999)

4.3.6 Analise estatistica
O numero de L3 ndo predadas (ensaios A e B), recuperadas pela técnica de

funil de Baermann foram transformados em Log x+1, em seguida submetidos a
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analise de variancia (ANOVA) e avaliados pelo teste de Tukey a 1 e 5 % de
probabilidade. Foi utilizado o programa estatistico BioEstat 5.0 para as analises

estatisticas (Ayres et al., 2003).

4 .4 Resultados
4.4.1 Ensaio A

Os resultados da predacdo de L3 de nematdides gastrintestinais estao
representados na figura 1. Houve diferenca (P<0.01) entre os grupos tratados com
as associacoes do isolados AC001 + 131, NF34 + 140 e o controle com reducdo do
namero de L3 de 93% e 98% respectivamente.

400 -

L3 recuperdas

[ = N N W w
=] w Q %) Q 1%
(=] o o o o [==)

w
o
1

AC001+131 NF34+140 CONTROLE
Grupos

o

Figura 1: Medias e desvios padrédo (barras) de larvas infectantes (L3) ndo predadas de nematéides
gastrientestinais de caprinos recuperadas pelo método de Baermann apés 7 dias de tratamento com
as associaces dos fungos Duddingtonia flagrans isolado ACO001 a Arthrobotrys robusa isolado 131
(grupo 1), e Monacrosporium thaumasium isoldo NF34 a Arthrobotrys conoides isolado 140 (grupo 2)
e grupo controle (sem fungo).

* Demonstra diferenca (P<0,01) entre os grupos tratados com as associacdes fungicas e

grupo controle- Teste de Tukey a 1% de probabilidade.
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4.4.2 Ensaio B

Foi observada a comprovacdo da atividade predatoria das associacdes
utilizadas, por meio da producédo de armadilhas e de estruturas fungicas foi possivel
determinar a viabilidade da passagem dos fungos pelo aparelho gastrintestinal de
caprinos e a destruicdo de larvas. As duas modalidades de associacao fungicas dos
isolados AC001+131 e NF34+140 foram capazes de passar pelo trato gastrintestinal
dos caprinos e posteriormente, reduzir o numero de L3 de nematdides

gastrintestinais em placas de Petri no periodo de 10 dias (Fig. 2 e 3).

Figura 2: A-B, larvas infectantes (L3) (seta preta) e armadilha do fungo nemat6fago Duddingtinia
flagrans isolado AC001 (seta branca). C-D: larvas infectantes (L3) (seta preta) e armadilha do fungo
nematofago Arthrobotrys robusta isolado 131 (seta branca).
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Figura 3: A, larvas infectantes (L3) (seta preta) e armadilha do fungo nemat6fagos Monacrosporium
thaumasium isolado NF34 (seta branca) apés 5 dias de interacdo (B). C: Larva infectante (L3) (seta
preta) e armadilha do fungo nematéfagos Arthrobotrys conoides isolado 140 (seta branca) apés 5 dias
de interacéo (D).

Ao final do experimento houve menor recuperacdo de larvas nos grupos
tratados com as associacdes fungicas, comparando com o grupo controle. Para o
grupo tratado com os isolados AC001+131, diferencas foram observadas em relacao
ao grupo controle nos tempos de 12h (P< 0.01) e 48h (P< 0.05), com reducao do

namero de larvas recuperadas em 53 e 68% respectivamente (Tabela 1).
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Tempo (horas)

Tratamento 12 24 48 72
AC001+I31 49+76 A 24+35 A 17+ 37 4 68+ 75
Controle 104+ 94 B 87+ 97 A 65+ 84 B 65+ 70 A

Médias seguidas pela mesma letra mailscula na coluna nao diferem estatisticamente entre si a 5%
de probabilidade pelo teste de Tukey.

Tabela 1 - Média e desvio padrdo (x) do numero de larvas infectantes (L3) de nematdides
gastrintestinais ndo predados, recuperados pela técnica de Baermann de placas de Petri com fezes
de caprinos tratados com dose de inoculagdo de 1x 10° conidios e clamidosporos/kg de peso vivo
(PV) da associacéo de Duddingtonia flagrans isolado AC001 a Arthrobotrys robusa isolado 131 e

controle (sem fungo), amostradas nos tempos de 12, 24, 48 e 72 horas ap0s o tratamento.

Diferencas (P < 0.01) foram observadas no grupo tratado com os isolados
NF34+I40 para os tempos de 24, 48 e 72 horas, com percentagem de reducdo de
larvas de 56%, 61% e 48% respectivamente (Tabela 2).

Comparando os dois grupos tratados, diferenca (P< 0.01) também foi

observada nos tempos de 12, 24 e 48 horas.

34



Tempo (horas)

Tratamento 12 24 48 72
NF34+140 237+ 704 104 +110 A 153+ 147 A 119 #130 A
Controle 257+ 61 A 235 +106 B 232+ 978 228+ 808

Médias seguidas pela mesma letra mailiscula na coluna nao diferem estatisticamente entre si a 1%
de probabilidade pelo teste de Tukey.

Tabela 2 — Média e desvio padrdo () do nimero de larvas infectantes (L3) de nematdides
gastrintestinais ndo predados, recuperados pela técnica de Baermann de placas de Petri com fezes
de caprinos tratados com dose de inoculagdo de 1x 10° conidios e clamidosporos/kg de peso vivo
(PV) da associacdo de Monacrosporium thaumasium isoldo NF34 a Arthrobotrys conoides isolado 140

e controle (sem fungo), amostradas nos tempos de 12, 24, 48 e 72 horas apés o tratamento.

4.5 Discusséao

Foi observado que os fungos foram capazes de passar pelo trato
gastrintestinal dos caprinos e posteriormente, reduzir o nimero de L3 de nematdides
gastrintestinais em placas de Petri no periodo de 10 dias. Os fungos nematofagos
gue conseguem atravessar o aparelho gastrintestinal e posteriormente apresentar
atividade predatéria podem ser considerados como potenciais controladores
biolégicos e com premissas de producado industrial (Larsen, 1999; Araujo et al.,
2000; Mota et al., 2002). Durante os intervalos estudados a reduc¢do dos nematoides
foi maior para a associacdo dos isolados NF34 + 140, no entanto, deve ser
mencionado que a alta producdo de clamiddsporos foi melhor observada pela
espécie D. flagrans. Foi observado que os melhores tempos de reducdo percentual
do numero de L3 de nematdides gastrintestinais foram a partir do intervalo de 24
horas se estendendo até 72 horas, resultado semelhante aos de Tavela et al. (2013).

35



Para a associacao dos isolados AC001+131, foi possivel observar a presenca
de armadilhas e predacéo de larvas a partir das 12h em concordancia com trabalho
de Campos et al. (2009). Estes resultados podem ser comparados a uma série de
trabalhos que justificam a utilizacdo de fungos nematéfagos em testes de passagem
nos mesmos horarios (Aradjo e Ribeiro, 2003; Campos et al., 2009; Tavela et al.,
2013), no entanto, vale ressaltar que a maioria dos trabalhos utilizou apenas um
anico isolado fungico.

Em relacdo a comparacdo entre os isolados fungicos observou-se haver
diferenca entre a associacdo do grupo 1 (AC001 + 131) e do grupo 2 (NF34 + 140)
demonstrando que possivelmente poderiam ser utilizadas a campo com sucesso,
podendo atuar ndo somente no controle de nematdides de caprinos como também
de nematoides potencialmente zoonoéticos (Maciel et al.,, 2010; Fernandes et al.,
2012; Mello et a., 2013).

Nesse sentido, deve-se discutir que existe uma caréncia de trabalhos que
possam elucidar possiveis mecanismos de antagonismos entre os distintos grupos
de fungos e demais organismos do ambiente (Waller et al., 2007). Contudo, o que ja
estd a muito comprovado é a sua atividade inofensiva sobre demais organismos
presentes no ambiente (Gronvold et al., 2006 b).

Fungos nemato6fagos predadores tém sido utilizados com sucesso como
forma alternativa de controle de geohemintos e helmintos gastrintestinais de animais
domeésticos em condicbes ambientais (Paz-Silva et al., 2011; Braga et al., 2009;
Araujo e Ribeiro, 2003; Araujo et al.,, 2012) e de laboratorio (Silva et al., 2011 b;
Braga et al., 2012). O periodo de coleta de fezes do presente trabalho compreendeu

intervalos entre 12 a 72 h ap0s a administracdo das estruturas fangicas em
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conformidade com Araujo e Ribeiro, (2003), Campos et al. (2009) e Tavela et al.
(2013).

Os resultados das taxas de predacédo das associacOes fungicas dos isolados
ACO001+131 (93%) e NF34+I40 (98%) apresentadas no ensaio B indicam a
possibilidade de ndo haver antagonismo ou competicdo entre as diferentes espécies
de fungos nematofagos predadores, podendo essas associacdes serem utilizadas
em pesquisas sob condicBes ambientais no futuro.

No presente trabalho, as associacoes de D. flagras a A. robusta e M.
thaumasium a A. conoides demonstraram ser capazes de passar pelo trato
gastrintestinal de caprinos e reduzir L3 de nematéides parasitos gastrintestinais, e

tal resultado € interessante para o futuro das pesquisas a campo.
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Capitulo 2

Controle biolégico a campo dos nematoides parasitos gastrintestinais de

ovinos com fungos nematdfagos associados
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5.1 Resumo

Fungos nematéfagos tem sido usados com sucesso no controle das fases de vida
livre de nematoides gastrintestinais de pequenos ruminantes. O objetivo do presente
trabalho foi avaliar o controle biol6gico a campo das nematodioses de ovinos com
associacfes de fungos nematofagos em matriz de alginato de sédio. Quatro isolados
de fungos nematdéfagos foram utilizados: Duddigtonia flagrans (AC001),
Monacrosporium thaumasium (NF34), Arthrobotrys robusta (131) e A. conoides (140).
O tratamento consistiu da associagdo de massa micelial de cada fungo em matriz de
alginato de sodio: grupo 1 isolados (AC001 + 131), grupo 2 isolados (NF34+ 140) e
controle (sem fungo). Foram utilizados 3 grupos com 8 ovelhas da raca Santa Inés.
Cada animal foi tratado com aproximadamente 1g/10kg de peso vivo de péletes em
matriz de alginato de sodio contendo as associagfes citadas acima e o controle
recebeu pélete sem fungo, também foram avaliados a contagem de ovos por grama
de fezes (OPG), numero de larvas recuperadas das coproculturas e das pastagens e
hematdcrito dos animais no periodo de junho a novembro de 2012, totalizando 26
semanas. O grupo 2 associacdo dos isolados NF34+140 demonstrou diferenca
estatistica (P < 0.05) no OPG, comparado com o grupo controle (grupo 3) no mes de
outubro. Houve diferenca (P<0,05) entre o numero de larvas recuperadas na
distancia de 0-20 cm do bolo fecal nos pastos dos animais dos grupos tratados 1 e 2
em relacdo ao grupo controle. Nao houve diferenca (P>0,05) no volume globular (VG)
e contagem de proteinas plasmaticas dos animais tratados e controle durante o
periodo experimental. A associacdo de fungos (NF34+ 140) apresentou ser eficaz

guando administrada por via oral em ovinos naturalmente infectados.

Palavras-chave: Associacédo de fungos nematofagos, Duddingtonia, Monacrosporium,
Arthrobotrys
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5.2 Introducéao

Um dos grandes entraves na criagdo de ovinos sdo as nhematodioses
gastrintestinais, responsaveis por grandes perdas na producdo, devido as
espoliacbes causadas por nematdides parasitos gastrintestinais (Bricarello et al.,
2005; Amarante et al. 2011). Dentre as nematodioses, as principais doencas
helminticas observadas em ovinos sdo a haemoncose, a tricostrongilose, a
cooperiose e a oesofagostomose (Amarante, 2005). Nesse sentido, o controle das
nematodioses dos animais se faz necessario, e dessa forma, é entendido que tal
atividade exige uma série de medidas de manejo, controle e prevencdo, que na
maioria das vezes sao realizados de forma ineficiente (Silva et al., 2010).

O controle das helmintoses gastrintestinais com frequéncia é realizado por
meio de produtos quimicos anti-helminticos, os quais ndo tem atingido o resultado
esperado (Torres-Acosta et al., 2012). Aliado a este fato, é crescente a busca por
produtos de origem animal livres de contaminacdo e residuos quimicos pelos
consumidores, que estdo cada vez mais exigentes. Alternativas ao controle quimico
que apresentem baixa toxicidade para a populacdo consumidora de produtos de
origem animal, assim como baixo impacto ambiental devem ser priorizadas (Nicola
et al., 2012).

Uma alternativa viavel e promissora no combate as nematodioses
gastrintestinais de ovinos é a utilizacao de fungos nematéfagos (Mota et al., 2003,
Campos et al., 2008; Silva et al., 2009). Braga et al. (2009) e Vilela et al. (2013)
mencionam que o potencial de utilizacdo de tais fungos como controlador bioldgico
se da pela atuacdo na reducdo do numero de larvas infectantes disponiveis nas
pastagens. Contudo, o grande entrave a pesquisa cientifica é extrapolar os
resultados para a rotina de manejo e dessa forma, varias pesquisas tem objetivado
encontrar a melhor dose e ou mesmo a melhor formulagédo para a incorporagao
destes organismos em um sistema de manejo integrado (Araudjo et al., 2000; Araujo
e Sampaio, 2000). Um dos veiculos de inoculacdo desses fungos se da por sua
adicdo em matriz de alginato de sodio. Nesse contexto, a literatura € vasta em
resultados promissores de estudos realizados a campo (Vilela et al., 2012a, b). Os
géneros de fungos nematofagos Duddingtonia, Monacrosporium e Arthobotrys tém
sido testados como excelentes controladores de nematoides de ruminantes (Araudjo

et al., 2006; Araujo et al., 2007).
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Até o momento, ndo existem relatos de pesquisas envolvendo a utilizacdo da
associacdo dos fungos Duddingtonia flagrans, Arthrobotrys robusta,
Monacrosporium thaumasium e A. conoides no controle biolégico a campo das

nematodioses de ovinos sendo este o objetivo do presente estudo.

5.3 Material e Métodos
5.3.1 Organismos

Quatro isolados de fungos nematéfagos, sendo um de Duddingtonia flagrans
isolado AC001, um de Monacrosporium thaumasium (NF34), a um de Arthrobotrys
robusta (I31) e um de A. conoides (140) armazenados em meio de cultura a base de
Corn-Meal-Agar 2% na micoteca do Laboratério de Parasitologia do Departamento
de Medicina Veterinaria da Universidade Federal de Vicosa, Minas Gerais.

5.3.2 Producédo de massa micelial e confeccéo de péletes

Discos de cultura de aproximadamente 5 mm foram transferidos para frascos
Erlenmeyer de 250 ml, contendo 150 ml de meio liqguido GPY, pH 6,5, sob agitacéo
de 120 rpm, no escuro e mantidos em estufa BOD em temperatura de 26°C e, por
dez dias para induzir a formagdo de massa micelial dos fungos testados. A seguir,
realizou-se a pesagem e posterior filtracdo do micélio e procedeu-se a confeccédo de
péletes em matriz de alginato de sédio de acordo com Walker e Connick (1983) e

modificada por Lackey et al. (1993).
5.3.3 Dose de inoculacao

Apoés a obtencédo da massa micelial foram pesados 8,59 de cada isolado dos
fungos (ACO001, 131, NF34 e 140). A segquir, realizou-se a mistura das massas
miceliais e inoculacdo em matriz de alginato de sodio, totalizando 17g, conforme
metodologia descrita por Araujo et al. (2000). Ao final obteve-se um pélete associado

com as seguintes constituicdes: isolados (AC001+131) e (NF34+140).
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5.3.4 Local do experimento e Animais

O experimento foi realizado em uma fazenda na regidao de Coimbra, Minas
Gerais-Brasil, Latitude: 20°49'49" e longitude: 42°49'05". Foram utilizados 24, ovelhas
da raga Santa Inés, com idade entre 2 e 3 anos, divididos de acordo com a média de
peso. A seguir, esses animais foram previamente vermifugados com Farmazole®-
Fagra do Brasil (Albendazol 1,9%; 2 mL/10kg de peso vivo) para ovinos a quinze

dias antes do inicio do experimento.
5.3.5 Ensaio experimental

Foram formados 3 grupos com 8 animais cada que foram distribuidos em
piguetes contendo Brachiaria decumbens com prévio histérico de pastejo por
animais contaminados.

No grupo 1, cada animal foi tratado com aproximadamente 1 g/10kg de peso
vivo de péletes contendo os fungos associados dos isolados AC001le 131. No grupo
2 cada animal recebeu a mesma concentracdo de péletes, contendo os fungos dos
isolados NF34 e 140; e no grupo 3 os animais foram tratados com péletes sem fungo
(controle). Os péletes foram administrados 2 vezes por semana juntamente com a
racdo fornecida aos animais, durante 26 semanas, no periodo de junho a novembro
de 2012.

Semanalmente, apés a introducdo dos animais, foi realizada a coleta de
amostras de fezes diretamente da ampola retal de todos os animais tratados e
controle. A seguir, foi realizada a contagem de ovos por grama de fezes (OPG) de
acordo com a técnica descrita por Gordon e Whitlock (1939). A partir da verificagdo
das amostras de fezes foram confeccionadas as coproculturas que foram mantidas
em camara de demanda de oxigénio (BOD) por 12 dias a 26°C. ApGs esse periodo
foi realizada a recuperacao das larvas infectantes (L3) por meio da técnica do funil
de Baermann, e por conseguinte a sua identificagdo seguindo os critérios de Keith
(1953).

A cada 15 dias, foram coletadas nos 3 pigquetes amostras das pastagens
(aproximadamente 500 g), no sentido de formar um W no piquete, em pontos
equidistantes percorrendo todo o piquete, nas distancias entre 0 e 20 e 20 e 40 cm

do bolo fecal de acordo com Amarante et al., (2006).
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A cada 30 dias, foram coletadas amostras de sangue por puncédo da veia
jugular externa dos animais dos grupos tratados e controle em tubos vacutaiener®
contendo EDTA (acido etileno diamino tetracético). Em seguida foram determinados
o volume globular (VG) e a concentracdo de proteinas totais do soro, e as contagens
total e diferencial de leucdcitos, de acordo com Ferreira Neto et al. (1981).

Foram registrados, diariamente, os dados meteoroldgicos colhidos em
estacdo especializada no municipio de Vicosa - MG, referentes as temperaturas
maxima, média e minima mensais, umidade relativa do ar e as precipitacdes pluviais

mensais durante o periodo do experimento.
5.3.6 Analise dos dados

Os dados obtidos durante os meses do ensaio experimental referentes ao
OPG, recuperacdo de larvas das coproculturas e recuperacdo de larvas das
pastagens foram transformados para (log x+1) a seguir foi realizada analise de
variancia (ANOVA) e teste de Tukey ao nivel de 1 e 5 % de probabilidade. Os

doados referentes ao hematocrito (VG) e proteina total ndo foram transformados.

5.4 Resultados

A média do OPG dos animais dos grupos tratados e controle durante os
meses do experimento foram descritos na figura 1. Foi verificado diferenca (P<0.05)
entre os animais do grupo 2 (NF34+140) em relacdo aos animais do grupo 1
(AC001+I31) nos meses de agosto e setembro. As médias de OPG dos animais do
grupo 2 foram menores que o0s animais do grupo controle nos meses de julho,
30,43%; agosto 33,88%; setembro 53,75%, outubro 71,68% e novembro 9,91%.
N&o foi verificado diferenca no OPG dos animais do grupo tratado 1 em relagédo aos
do grupo controle (P>0.05).

Por outro lado, a associagao de fungos no grupo 2 (NF34+140) demonstrou

diferenca (P < 0.05) em relag&o ao grupo o controle no més de outubro.
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Figura 1: Médias mensais e desvio padrdo do numero de ovos por grama de fezes (OPG) dos
animais do grupo 1 tratado com associagdo fingica de AC001+I31 (barras pretas), grupo 2 NF34+140
(barras cinza) e grupo controle (barras brancas) no periodo de junho a novembro de 2012.

Médias com a mesma letra nas colunas dos grupos tratados com o fungo e grupo controle nao

diferiram estatisticamente uma das outras - Teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Em relacdo a recuperacéo de larvas infectantes nas coproculturas (Figuras 2,
A, B e C), diferencas (P<0,01) foram observadas entre componentes da Superfamilia
Strongyloidea, durante todo o experimento. Diferencas (P<0,05) foram observadas
entre as larvas recuperadas dos géneros Cooperia spp. e Oesophagostomum spp.
no grupo controle. No grupo 1 (AC001+I31) os géneros mais prevalentes foram
Haemonchus spp. (89,79%) seguido pelos géneros Cooperia spp. (7,85%),
Trichostrongylus spp. (2,09%) e Oesophagostomum spp.(0,27%). No grupo 2
(NF34+140), assim como no grupo 1, Haemonchus spp. (84,47%) foi o mais
prevalente, seguido pelos géneros Cooperia spp. (9,81%), Trichostrongylus spp.
(2,96%) e Oesophagostomum spp.(2,76%). Para o grupo controle (sem tratamento),
as prevaléncias dos géneros seguiu a mesma ordem do grupo 1 (AC001+I31) e 2
(NF34+140), no entanto, Haemonchus spp. apresentou (86,23%) de prevaléncia,
seguido pelos géneros Cooperia spp. (10,5%), Trichostrongylus spp. (2,10%) e
Oesophagostomum spp. (1,17%).
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Figuras 2: Média mensal e desvio padrdo de larvas de nematéides parasitos gastrintestinais
(Haemonchus spp., Cooperia spp., Trichostrongylus spp., Oesophagostomum spp.) recuperadas de
coproculturas dos animais do grupo 1 tratado com associacao de Duddigtonia flagrans (AC001) a
Arthrobotrys robusta (I131) (A); grupo 2 tratado com associagdo de Monacrosporium thaumasium
(NF34) a A. conoides (140) (B) e grupo controle (pélete sem fungo) (C) coletadas no periodo de junho

a novembro de 2012.
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Médias com a mesma letra nas colunas dos grupos tratados com o fungo e grupo controle ndo
diferiram estatisticamente uma das outras - Teste de Tukey al e 5% de probabilidade

Em relacdo ao numero de L3 recuperadas das pastagens, os resultados
foram apresentados na figura 3. Houve diferenca (P<0.05) entre o nimero de L3
recuperadas na distancia de 0-20 cm do bolo fecal nas pastagens dos animais dos
grupos tratados 1 (AC001+I31) e 2 (NF34+I40) em relacdo aos do grupo controle. As
médias de L3 recuperadas nas pastagens dos grupos tratados 1 e 2 foram reduzidas
nas distancias de 0-20 e 20-40cm centimetros do bolo fecal a partir de julho
apresentando reducado de 83% em julho (0-20 cm do bolo fecal) e em setembro ndo
foram encontradas L3 nas pastagens na distancia de 20-40 cm do bolo fecal dos
animais do grupo 1 (AC001+I31). Para o grupo 2 (NF34+I40), ocorreu reducao de
91% no meses de julho (0-20 cm do bolo fecal) e de 86% em agosto (20-40 cm do
bolo fecal). No més de novembro, no grupo 1 houve um percentual de 63.3% menor
no numero de larvas recuperadas em relacdo ao grupo controle. No mesmo més, no
piquete do grupo 2 demonstrou um percentual de 80,2% no numero de larvas
recuperadas em relacdo ao grupo controle. Contudo, ndo foi observada diferenca
(P>0,05) entre o numero de larvas recuperadas da distancia de 20-40 cm do bolo
fecal nos pastos dos animais dos grupos tratados (1 e 2) e controle.

Na comparacdo do volume globular (VG) dos animais dos grupos tratado e
controle; variagcdes discretas foram observadas durante o experimento, sem no
entanto apresentar diferenca (P>0,05). As medias de VG dos grupos tratados 1 e 2
foram de 32%, o controle apresentou VG de 33%. Na comparacdo total das
proteinas plasméticas, as médias dos grupos tratados com as duas associacdes e
controle mantiveram-se praticamente constantes durante todo o experimento, com
media de 8% para os animais dos grupos tratados 1 e 2 (AC001+131 e NF34+140) e

7,2 % para o controle.
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Figura 3. Média mensal do niumero de larvas infectantes de nematdides por Kg de pastagem seca
coletados dos grupos tratados com associc¢des fungicas e controle. Compara¢éo entre a asssociacao
de Duddingtonia flagrans (AC001) a Arthrobotrys robusta (I131) e controle nas distancias de 0 a 20 cm
(A) e de 20 a 40 cm bolo fecal (B).Comparacéo entre a associacdo de Monacrosporium thaumasium
(NF34) a A. conoides (140) e controle nas distancias de 0 a 20 cm (C) e de 20 a40cm do bolo fecal (D);

avaliados no periodo de junho a novembro de 2012.

As maiores médias para a temperatura maxima foram observadas nos ultimos
trés meses do experimento. Os dados climaticos apresentaram nos meses de
outubro e novembro as maiores médias de pluviosidade (89 mm® e 235 mm3)

respectivamente.

5.5 Discusséo
A associacdo de fungos nematéfagos predadores, grupo 1 Duddingtonia

flagrans e Arthrobotrys robusta (AC001+131) e do grupo 2 Monacrosporium
thaumasium e A. conoides (NF34+140) n&o foi eficaz na redugéo da contagem de
ovos por grama de fezes (OPG) de ovinos criados a campo (P>0.05) em relacéo ao

controle.
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No entanto, a associacdo dos isolados (NF34 e 140) apresentou média de
OPG menor que o controle no periodo de julho a novembro. Destacando-se o més
de outubro (final experimental) na qual foi verificado OPG desse grupo 81,50%
menor que o0 controle. Esse fato demonstra que possivelmente ndo existiu
antagonismo significativo entre os isolados testados no grupo 2 e, nesse caso mais
estudos sdo necessarios.

Os resultados apresentados para o0 OPG demonstraram nao haver diferenca
(P>0,05) entre os animais tratados com as duas associac¢des. Ao longo das ultimas
décadas uma grande quantidade de trabalhos tem demonstrado que a utilizacao de
fungos a partir da formulacdo de alginato de sédio pode ser uma alternativa a mais
de controle dos nematodioses de pequenos ruminantes (Silva et al. 2009; Silva et
al., 2010; Vilela et al., 2012). Contudo, a associacdo de distintos fungos utilizados de
forma conjunta ainda é carente de pesquisas e nesse sentido o presente trabalho é
pioneiro.

Na figura 1, os autores demonstraram os resultados para a associa¢ao entre
os fungos e observa-se claramente que 0s animais do grupo 1 (AC001+ 131) ndo
apresentou menores médias em relacdo ao controle. Esse fato pode ser explicado
devido a algumas situagdes; (1) dosificacdo, este, possivelmente um fator a ser
amplamente estudado e que pode ter interferido diretamente nos resultados do
OPG,; (2) o isolado AC001 (Duddingtonia flagrans) produz um grande quantidade de
clamidésporos, mas, nesse caso especifico pode ter possivelmente ocorrido um
antagonismo entre os isolados e (3) a associacdo (NF34+ 140) que produziram
pouco ou nenhum clamidosporo e possuem caracteristicas semelhantes, o que pode
ter contribuido para seu melhor desempenho comparado a associacao entre AC001
e 131.

A dosagem utilizada em trabalhos anteriores sugere-se utilizar um Uunico
isolado fungico na concentracéo de (0,2g de micélio fungico/10 kg de peso vivo), ou
seja, 1g de péletes para cada 10 kg de peso vivo Araujo et al. (2000). Dessa forma,
os autores do presente trabalho chamam a atencao para o fato do fracionamento da
concentracdo de fungos, o que pode ter interferido nos resultados.

Estes resultados podem ser comparados em parte com o0s resultados de

Rocha et al. (2007) que mencionaram nenhuma eficacia do fungo D. flagrans no
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controle de nematdides de ovinos criados a campo. Naquele trabalho os autores
propuseram ser a dosificagdo um fator limitante a sua utilizag&o.

Nesse sentido, Tavela et al. (2013) utilizaram péletes de alginato de sddio
contendo os fungos D. flagrans e M. thaumasium associados separadamente e
administrados por via oral em equinos estabulados, mencionaram que o resultado foi
satisfatorio e com 80% de reducdo no numero de L3 de ciatostomineos recuperadas.
Contudo, resultados semelhantes negativos para a diminuicdo do OPG em animais
tratados com fungos nematofagos também foram observados por Faessler et al.
(2007) e Silva et al. (2010).

Resultados das recuperacgfes de L3 das coproculturas (figuras 2, A, Be C) e
das pastagens (figura 3) revelaram a ocorréncia dos nematdides Haemonchus spp;
Cooperia spp; Trichostrongylus spp; Oesophagostomun spp, durante todo o periodo
experimental. Estes resultados estdo de acordo com Dias et al. (2007), Silva et al.
(2009), Silva et al. (2010) e Assis et al. (2012) e demonstram que os nematoides
gastrintestinais mais prevalentes sdo 0s mais importantes por perdas econémicas
provocadas na ovinocultura brasileira.

Na figura 3 foi demonstrado que o niumero de L3/kg matéria seca na distancia
de 0-20 cm do bolo fecal possivelmente poderia estar relacionada a agéo predadora
das associacdes de fungos utilizadas, sugerindo que a associacao entre os isolados
testados pode ser uma boa alternativa para reduzir a contaminag¢do das pastagens.
Partindo-se dessa premissa, a maior recuperacao de larvas (0-20 cm) ocorreu no
inicio do experimento (junho) e pode ser atribuida a carga acumulada anterior ao
experimento.

Braga et al., (2009) mencionam que a permanéncia das formas infectantes
nas pastagens dependem de boas condi¢cdes atmosféricas, tais como a temperatura,
a unidade relativa do ar, e a precipitacéo pluvial. Na primeira metade do experimento
(jJunho, julho e agosto) foram observadas taxas de precipitacdo pluvial muito baixas
de 8,4; 0,2; e 5,5 mm® respectivamente. Posteriormente foi verificada alguma
oscilagdo com maior indice em novembro, 235 mm?3. Este fato pode justificar a maior
recuperacdo de L3 nas pastagens ao final do experimento, quando as condicdes
ambientais favoreceram seu desenvolvimento.

O alto namero de larvas recuperadas em junho pode ser atribuido a altas

cargas acumuladas em periodos anteriores ao experimento. Horner e Biachini (1987)
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mencionam que em periodos secos do ano o numero de larvas infectantes nas
pastagens tenderia a serem reduzidos devido as condi¢fes climaticas desfavoraveis
e que a populacdo de helmintos sobreviveria quase que exclusivamente dentro dos
hospedeiros e no periodo chuvoso ocorreria o contrario.

Foi verificado que os animais permaneceram parasitados durante todo o
periodo experimental.

A contaminacao das pastagens e consequentemente a recidiva das infeccbes
€ um fator aceitavel nesses animais (Amarante et al. 1992, Gennari et al., 2002;
Pinto et al. 2008). Todavia, ambos 0s grupos mostraram volume globular (VG) e
concentracdo de proteinas totais regulares para os valores de referencia
estabelecidos por Gonzéles et al. (2000).

Neste sentido, Vilela et al. (2012) demonstraram que o volume globular de
animais tratados com o fungo D. flagrans foi maior do que os outros grupos de
animais nao tratados. Naquele trabalho os autores propuseram que o grupo de
animais tratados demonstrou uma melhor resposta fisioldgica contra o parasitismo
gastrintestinal. Contudo, os resultados do presente trabalho, concordam com as
observacdes de Silva et al. (2010) que mencioanaram nao haver melhora no volume
globular de animais tratados com esse mesmo fungo.

Todavia, os autores do presente trabalho concordam que uma menor recidiva
de infec¢cdes por nematoides gastrintestinais esta diretamente relacionada com o
aspecto fisiologico de animais criados a campo e conseguentemente um melhor
padréo do volume globular.

A associacédo de D. flagrans (AC001) e A. robusta (I31) em condi¢cbes naturais
nao apresentou resultados significativos no controle de nematéides de ovinos, no
entanto, fatores limitantes, como descritos anteriormente podem ter sido
responsaveis por esse fato. Por outro lado, a associacdo dos fungos nematofagos M.
thaumasium (NF34) e A. conoides (140) em matriz de alginato de sdédio, na
concentracéo de 0,2g de micélio fungico/10 kg peso vivo, quando administrado duas
vezes por semana, mostrou-se eficaz no controle das nematodioses gastrintestinais
de ovinos.

Este foi o primeiro relato da associacédo de fungos nematéfagos em matriz de
alginato de sédio no controle de nematdides gastrintestinais de ovinos criados a

campo. Dessa forma, sugerem-se mais estudos que possam elucidar os
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mecanismos de antagonismo entre grupos de fungos e qual a melhor dose a ser
administrada em condi¢bes naturais. Todavia, pelo menos uma associacdo de

fungos apresentou ser interessante quando administrada por via oral em ovinos

naturalmente infectados.
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6. Conclusdes

As associa¢des dos fungos nematofagos Duddingtonia flagrans (AC001) a
Arthrobotrys robusta (I31) e Monacrosporium thaumasium (NF34) a Arthrobotrys
conoides (140) mostrara-se eficazes no controle biolégico de nematoides
gastrintestinais de pequenos ruminantes em condi¢des laboratoriais e ambientais.

Estruturas fungicas (conidios e clamiddsporos) das associacdes (AC001+I31)
e (NF34+140) na concentracdo de 1x10° conidios e clamidésporos/kg PV, foram
capazes de suportar a passagem pelo trato gastrintestinal de caprinos e reduzir o
namero de larvas infectantes de nematbides gastrintestinais em condi¢cbes
laboratoriais.

O tratamento com associacfes de fungos nematofagos (ACO001+I31 e
NF34+140) em pélete de matriz de alginato de sédio foram capazes de reduzir o
numero de larvas infectantes de nematoides gastrintestinais nas pastagens. A
associacdo entre os fungos nematéfagos Monacrosporium thaumasium (NF34) a
Arthrobotrys conoides (140) apresentaram resultados satisfatério na diminuicdo do
OPG dos animais tratados.

Associacdes entre os fungos predadores Duddingtonia flagrans (AC001) a
Arthrobotrys robusta (I31) e Monacrosporium thaumasium (NF34) a Arthrobotrys
conoides (140) podem ser utilizadas como forma alternativa de controle das fases de
vida livre de nematéides gastrintestinais de ovinos, reduzindo assim as recidivas das
infecgdes, contribuindo para melhoras no bem estar dos animais e diminuindo

gastos dos produtores com tratamento profilatico.
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