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RESUMO

As perdas produtivas relacionadas com as nematodioses gastrintestinais em
pequenos ruminantes, sdo alarmantes no mundo inteiro e os prejuizos econdémicos
causados sdo estimados em milhdes de dolares. Embora existam diversas formas
de controle para amenizar as infecgbes, o uso de anti-helminticos é o mais
tradicionalmente utilizado. As consequéncias geradas pelo controle quimico, vém
estimulando pesquisas com métodos alternativos: fitoterapicos, tratamento seletivo,
selecdo genética de hospedeiros e o controle biolégico. O fungo nematdfago
Duddingtonia flagrans, um controlador biol6gico, tem sido estudado como predador
de larvas de nematoides gastrintestinais. A hipotese é que o controle com o fungo
cause uma diminuicdo na quantidade dos nematoides nas pastagens, reduzindo a
taxa de contaminagdo dos animais e seus potenciais efeitos deletérios. O objetivo
desse trabalho foi testar a atividade de D. flagrans contra nematoides gastrintestinais
de ovinos. Foram realizados quatro experimentos: 1- In Vitro: onde fezes dos
animais foram expostas a diferentes concentragdes do fungo, em placas de petri,
sob condi¢bes laboratoriais, sem a interferéncia de fatores adversos; 2- In Vivo: foi
determinada a sobrevivéncia de D. flagrans apdés administracdo oral e passagem
pelo transito gastrintestinal dos animais; 3- Foi observada a captura e infec¢céo de H.
contortus pelo fungo D. flagrans e 4- D. flagrans no ambiente: onde determinou-se a
eficacia do isolado em pastagem artificialmente contaminada com fezes de ovinos
doadores. Os resultados confirmaram, em parte, a hipétese da atividade fungica
como controlador bioldgico. Nos experimentos in vitro e in vivo, houve reducéo
significativa do numero de larvas em relagdo aos grupos controles (p<0,001),
embora no quarto trabalho, a redugcdo de larvas nas pastagens tenha sido
inconsistente devido a diversidade de variaveis ocorridas no periodo experimental. E
importante conhecer a biologia do D. flagrans, como a capacidade de multiplicagdo
no ambiente e suas estruturas predatérias para determinar as possibilidades de
implementacdo desse controle. Por meio dessas analises, pdde-se atestar a eficacia
nos experimentos 1 e 2 desse promissor método de controle.

Palavras-Chave: Duddingtonia flagrans. Nematdides gastrintestinais. Controle
biologico. Pequenos ruminantes.



ABSTRACT

The productive losses related to gastrointestinal nematodioses in small ruminants,
not only in Brazil, are alarming in the entire world, are alarming and the caused
economic damages are estimated as millions of dollars. Although diverse forms exist
to reduce the infections, the use of anti-helmitics is the most traditionally used. The
consequences caused by chemical control, have been stimulating researches with
alternative methods: phytotherapics, host genetic selection, selective treatment and
biological control. The nematophagous fungi Duddingtonia flagrans, a biological
controller, has been studied as a predator of larvae of gastrointestinal nematodes.
The hypothesis is that the control with the use of the fungi reduces the amount of
nematodes in the pastures, reducing the animals’ contamination tax and its potential
deleterious effect. The objective of this work was to test the activity of the fungi in
sheep against gastrointestinal nematodes of sheep. Four experiments had been
carried through: 1- In Vitro, in which excrements of the animals had been exposed to
the fungi, in plates of petri, under laboratorial conditions, without the interference of
adverse factors. 2- In Vivo, in which the efficacy of the D. flagrans on gastrointestinal
nematodes had been determined with oral administration to the animals. 3- The
infection and capture of H. contortus by the fungi D. flagrans was observed and 4- D.
flagrans on the environment: to determinate the efficacy of the isolated into artificially
infected grazing with feces from donator sheep. The results had confirmed, in part,
the hypothesis of fungal activity as a biological controller. In the in vitro and in vivo
experiments, the number of larvae had significant reduction in relation to the control
groups (p< 0.001), even though in the forth study, the reduction of pastures larvae
has been inconsistent given the diversity of variable taking place in the period of the
experiment. It is important to know the D. flagrans biology, as his multiplying capacity
on the environment and his predators structures to determinate the implementation
possibilities to this way of control. By means of these analyses, the efficacy of this
promising control method in the experiments 1 and 2 could be confirmed.

Key-Words: Duddingtonia flagrans. Gastrointestinal nematodes. Nematophagous
fungi. Biological control. Small ruminants.
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1 INTRODUCAO GERAL

O conhecimento do grau de viruléncia dos parasitos, assim como sua
prevaléncia e seu ciclo evolutivo em um rebanho, sédo requerimentos importantes
para estabelecer o manejo que melhor se adeque & propriedade. O néo
discernimento dos aspectos epidemiolégicos dos parasitos, fez com que o uso de
anti-helminticos com amplo espectro de agéo fosse utilizado sem a devida cautela.
Frente ao descontrole, o uso constante e errdbneo desses medicamentos,
estabeleceu uma série de consequéncias indesejaveis, como ecotoxidade,
resisténcia dos parasitas frente as diferentes classes de anti-helminticos, dentre
outras (MOLENTO, 2004). Medidas profildticas baseadas em pesquisas podem
diminuir a frequéncia de tratamentos quimicos em uma propriedade e, se ainda
associadas a outras formas de controle, reduzir a dependéncia desses tratamentos
(BARGER, 1999).

Devido a essa problematica em relacdo ao controle parasitario em que se
encontra ndo somente o Brasil, mas o mundo inteiro, faz-se necesséaria a busca
urgente de solugdes estratégicas para controlar as nematodioses gastrintestinais de
pequenos ruminantes. Para tanto, diversas opgoes estdo sendo estudadas, dentre
elas o controle bilolégico com o uso de fungos nematéfagos. Esses fungos séo
relatados por pesquisadores como microorganismos capazes de diminuir a
populacdo de parasitas, atuando nas formas de vida livre dos mesmos, ndo sendo
patégenos quando administrados aos animais (LARSEN, 1999).

Em paises como a Dinamarca, Suécia, Franca e Argentina, o uso desse tipo
de controle tem se tornado uma boa alternativa de pesquisa para amenizar 0S riscos
com perdas e/ou diminuicdo na producdo de animais. No Brasil, pesquisas com
fungos nematdfagos foram pioneiras com ARAUJO et al. (1992) e CHARLES et al.
(19934, 1993b).

Segundo ARAUJO et al. (1998), o controle parasitario com fungos
nematé6fagos parece ser promissor para animais em pastejo que estdo em constante
infeccdo. O mecanismo de acdo dos fungos difere dos anti-helminticos em relagédo
aos estadios parasitarios. O sitio de agdo das drogas ocorre no hospedeiro com
capacidade de eliminar grande parte da populacdo adulta de helmintos, enquanto
que a acédo do controle biolégico é em ovos e larvas dos helmintos, sendo portanto,
fora de seu organismo (WALLER, 1998).
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1.1 OBJETIVO GERAL

Pesquisar a atividade do fungo nemat6fago Duddingtonia flagrans contra

nematodides gastrintestinais de ovinos.

1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Realizar testes in vitro para obtencdo da eficacia da atividade nematéfaga do
fungo contra larvas de nematdides de pequenos ruminantes;

2. Analisar a eficacia do fungo através de sua viabilidade apds passagem pelo
trato gastrintestinal dos animais;

3. Avaliar a cinética de captura e infeccdo de larvas infectantes de
trichostrongilideos pelo fungo D. flagrans;

4. Analisar a eficacia do fungo no meio ambiente e fezes contendo larvas de

nematoéides de pequenos ruminantes da regido metropolitana de Curitiba.
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2 ASPECTOS GERAIS DAS NEMATODIOSES GASTRINTESTINAIS DE OVINOS

2.1 SITUACAO ATUAL DAS NEMATODIOSES

O Brasil possui 16.239.455 ovinos, sendo a regido sul detentora de 4.603.241
cabecas e o estado do Parana possuidor de um total de 532.091 dessas (11,55%),
com maior énfase para a producéo de animais tipo carne (IBGE, 2007).

Embora a demanda por produtos de ovinos venha crescendo, h4 entraves
que dificultam o pleno desenvolvimento, um dos principais, as infec¢cbes por
endoparasitas. WAGHORN et al. (2003), relatam o parasitismo ser um fator limitante
nos sistemas de produgdo de animais criados a campo no mundo e 0 mesmo ocorre
nos estados do Brasil, como Minas Gerais, Sdo Paulo, Rio de Janeiro e Parana
(SANTOS et al., 2003). No Brasil, as larvas infectantes das principais espécies de
nematodides, estdo disponiveis nas pastagens praticamente durante o ano todo,
servindo de fonte de infec¢do continua para os animais (LIMA, 1989). GIRAO et al.
(1992), associam as altas perdas econdmicas na ovinocultura ao parasitismo
gastrintestinal, enquanto que TORINA et al. (2004), estimam essas perdas mundiais
anuais em milhées de dolares. Segundo MCLEOD (1995), a estimativa feita na
Australia € que o prejuizo causado por helmintos possa chegar a AUS$222
milhdes/ano para a industria ovina.

As consequéncias das helmintoses gastrintestinais estdo relacionadas ao
ndmero e espécies de larvas a que o animal é exposto assim como a quantidade de
parasitos que se estabelecem em seu trato gastrintestinal. Por outro lado, o grau de
infeccado adquirido pelos animais € dependente de uma série de fatores que muitas
vezes se interrelacionam, e estes incluem efeitos diretos e indiretos de condi¢des
climaticas que podem determinar a taxa de contaminagdo da pastagem,
comportamento de pastejo dos animais, infecgdes prévias e estado fisiolégico dos
mesmos (WALLER, 2005).

Entretanto, assim como o uso de drogas quimicas variam de acordo com a
localidade (sua eficicia pode ser maior em uma localidade do que em outro e esse
fator vai depender da presséo de selecdo dos parasitos existentes no rebanho),
existem técnicas estratégicas para o controle das verminoses para aumentar a

produtividade e diminuir o nivel de mortalidade dos animais. Esse fato € decorrente
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do desequilibrio populacional de parasitos, causados por alteragdes do ambiente ou
de manejo errbneo. Portanto, existem variagdes nos esquemas de tratamentos
profilaticos, variando de uma regido para outra, de acordo com o0s sistemas de
criagdo (PADILHA, 1996a), sendo de fundamental importancia o conhecimento
desses requerimentos para uma implementacdo do controle prasitario. Os
tratamentos periédicos com antiparasitarios nos animais sdo realizados sempre nas
mesmas épocas do ano, ndo respeitando a epidemiologia dos parasitas, e ainda
aliados a rapida rotagdo de compostos quimicos, contribuem para o grande
problema em que se encontra a atual situagdo parasitaria (MOLENTO, 2000).
SOTOMAIOR e SOCCOL (1998), ainda ressaltam que 0 manejo com a superlotagéao
na criacdo de ovinos contribua para o alto indice de larvas nas pastagens e seja
uma fonte de constante contaminagéao.

Embora os anti-helminticos desempenhem um importante papel no controle
desses organismos, as limitagdes sdo muito grandes: residuos em sub-produtos
animais (PADILHA, 1996b), efeitos téxicos a organismos ndo alvos no meio
ambiente (STRONG et al, 1996) e resisténcia parasitaria (KAPLAN, 2004;
MOLENTO, 2004). Ademais, embora existindo varios métodos de controle, o
quimico, através do uso de anti-helminticos, ainda € o mais amplamente utilizado
(JACKSON, 2004). Segundo o Sindicato Nacional da Industria de Produtos para
Saude Animal (SINDAN, 2006), o mercado internacional de produtos veterinérios é
de aproximadamente 15 bilhdes de dolares, sendo que 27% destes sao gastos com
compostos antiparasitarios e calcula-se que no Brasil, o volume comercializado
possa a chegar 600 milhdes de dolares, dos quais 29% séo destinados a aquisi¢cao

de parasiticidas.

2.2 CICLO BIOLOGICO DOS NEMATOIDES GASTRINTESTINAIS

O ciclo de vida dos nematdides gastrintestinais de ovinos é direto, sem
migracéo corporal e pode ser dividido em fase parasitaria e fase de vida livre (Figura
2.1). Os parasitas adultos localizam-se em algum segmento do sistema
gastroentérico, onde copulam e liberam ovos nas pastagens contidos nas fezes.
Posteriormente, ocorre a eclosdo das larvas, com subsequentes mudas, que séo 0s

desenvolvimentos das larvas de primeiro estadio (L,) até larvas infectantes (Ls),
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entre cinco a quatorze dias, infectando entédo seus hospedeiros de forma passiva por
via oral (URQUHART et al., 1998). As larvas de primeiro e segundo estadios (L1 e
L,), alimentam-se de bactérias e outros materiais organicos dentro das fezes. Estes
dois estadios ndo sao protegidos e sao vulneraveis as condigcbes microclimaticas
adversas dentro do bolo fecal (LEVINE, 1963). As Lz retém a cuticula da fase L..
Essa bainha larval é relativamente resistente as condigcbes adversas do microclima
no bolo fecal e as condi¢cdes climaticas locais. As condicdes de clima que
influenciam o nivel de Ls; no pasto incluem umidade relativa, pluviosidade e
temperatura (KRECEK et al., 1992). Sob circunstancias ideais, o desenvolvimento
do ovo a L3 pode acontecer dentro de até uma semana. A L3 ndo se alimenta e
requer um meio de umidade tal, como a chuva ou o orvalho pesado para migrar para
fora do bolo fecal (HSU; LEVINE, 1997).
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FIGURA 2.1 — DIAGRAMA DO CICLO BIOLOGICO DOS NEMATOIDES GASTRINTESTINAIS DE
RUMINANTES INDICANDO AS FASES DOS PARASITOS E SUA LOCALIZACAO.
FONTE: MORAES, 2002.
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As L3 ao abandonarem a massa fecal, migram horizontal e verticalmente nas
pastagens, por meio das quais podem alcancar a parte da vegetacdo que serd
ingerida pelo hospedeiro, e assim dar continuidade ao seu ciclo evolutivo (CASTRO
et al., 2002), migrando até 40 cm do bolo fecal (SOULSBY, 1965).

A epidemiologia do local € de extrema importancia para o ciclo evolutivo
completo das larvas. URQUHART et al. (1998), ressaltam como os elementos mais
importantes para o desenvolvimento larval do ambiente externo: a temperatura
(6tima entre 18° a 26° C), e a umidade (ideal a 100%), salientando que em tempos
secos, 0 microclima das fezes ou da superficie do solo pode ter umidade suficiente
para permitir o desenvolvimento das larvas. Segundo AMARANTE e BARBOSA
(1995), em periodos quentes e com alta pluviosidade comuns na primavera e verao,
a contagem de larvas no pasto tende a diminuir, com o carreamento das mesmas da
pastagem para o solo. Nesse periodo, ha um crescimento das pastagens, que
dispersa mais facilmente as larvas, uma vez que € aumentada a matéria seca por
area. MOTA et al. (2003), preconizam ndo somente o conhecimento sobre as
exigéncias climéticas para a ecloséo das larvas, como também a disponibilidade e a
viabilidade das mesmas no ambiente, a detec¢cao de fontes de infec¢do e o sistema
de producdo, para que possa ser estabelecido um conhecimento epidemiolégico e
um controle efetivo dos parasitas.

O tempo gasto para o desenvolvimento desde a infeccdo no animal até os
parasitos adultos maduros produzirem ovos, € denominado periodo pré-patente,
sendo sua duracdo dependente de cada espécie de nematdide. O periodo € de duas
a trés semanas tanto para Haemonchus sp. como para Trichostrongylus sp.
(TAYLOR et al., 2007), sendo esses, 0s nematodides mais prevalentes em todas as
regibes do Brasil, juntamente com Strongyloides spp., Cooperia spp. e
Oesophagostomum columbianum (AMARANTE et al., 1997; RAMOS, et al., 2004).

2.2.1 Nematodides de maior importancia econdmica

Os nematdides de maior patogenicidade e que causam maior impacto
econbmico ndo somente em ovinos como também em caprinos sdo: Haemonchus
contortus, parasita do abomaso e Trichostrongylus colubriformis, parasita do

intestino delgado. Embora o H. contortus seja o parasito de maior importancia na
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ovinocultura, encontrado em 75% a 100% dos exames de contagem de ovos por
grama de fezes (MORTENSEN et al.,, 2003), AMARANTE (2004) o destaca em
primeiro lugar na ordem de prevaléncia e de patogenicidade em todo o territorio
nacional. Ocupando em segundo lugar, a espécie T. colubriformis, muito embora, as
infecgcbes serem mistas e comum o parasitismo de H. contortus e T. colubriformis
estar associado a Cooperia spp., Oesophagostomum spp. e Strongyloides
papillosus.

A acdo expoliativa dos parasitos € verificada pelo baixo aproveitamento
nutricional, reducdo da conversdo alimentar, reduzido ganho ponderal, déficit na
producéo de carne, 1a e leite (VLASSOF et al, 2001), custos com tratamentos
profilaticos e curativos e, em casos extremos, morte dos animais (MACRAE, 1993).
Ainda, SYKES e COOP (1976, 1977) e ECHEVARRIA, (1988), ressaltam que a
perda de peso em cordeiros pode variar entre 20% e 60%, devido a essa categoria

ser uma das mais susceptiveis.

2.2.1.1 Taxonomia e morfologia dos nematéides de maior importancia econémica

Taxonomicamente esses nematoides encontram-se no Filo Nematoda, Classe
Secernentea, Ordem  Strongylida, @ Subordem  Strongylina,  Superfamilia
Trichostrongyloidea, Familia  Trichostrongylidae, Género Haemonchus e
Trichostrongylus, Espécie Haemonchus contortus, Trichostrongylus colubriformis
(URQUHART et al., 1998).

A locomocgdo dos trichostrongilideos, assim chamados por constituirem a
Familia Trichostrongylidae, é efetuada por movimentos ondulantes de contragéo e
relaxamento musculares. Morfologicamente sdo pequenos, de forma cilindrica. O
liquido presente na cavidade do corpo do nematdide € o que mantém a alta pressao
responsavel pela sua turgidez e sua forma. Tém sistema digestério completo, ou
seja, com presenca de boca e anus. As fémeas possuem ovario, oviduto e Utero.
Todas as espécies na jungcdo do Utero com a vagina, possuem 0 ovoejector, que
auxilia a postura dos ovos (URQUHART et al., 1998). Os machos possuem bolsa
copulatéria bem desenvolvida e dois espiculos geralmente iguais, aos quais sdo

usados para diferenciagdo entre as espécies.
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O ciclo de vida é direto e usualmente ndo fazem migracdes para outros

orgaos que nao de eleigdo sendo o estadio infectivo L3 (TAYLOR et al., 2007).

2.2.1.2 Haemonchus contortus

A espécie H. contortus parasita 0 abomaso de pequenos ruminantes. As
fémeas apresentam de 18 a 30 mm e os machos de 10 a 20 mm (UENG;
GONCGCALVES, 1994). Possuem lanceta bucal (Figura 2.2), e em ambos 0s sexos, ha
presenca de papilas cervicais na regido anterior do nematéide. O macho apresenta
bolsa copulatéria com um lobo dorsal assimétrico e espiculos em ganchos (Figura
2.3). Os espiculos séo 6rgéos de sensibilidade e de fixacdo dos dois sexos durante
a copula. Abrem o conduto vaginal feminino para nele penetrar o liquido espermético
lancado pelo canal ejaculador (FORTES, 2004). As fémeas possuem ovarios
brancos que se enrolam em espiral ao redor do intestino repleto de sangue
(LICHTENFELS, et al, 1994), apresentando processo vulvar (LE JAMBRE;
WHITLOCK, 1968).

A carga parasitaria em um animal com hemoncose é controlada pela relagdo
da quantidade de larvas ingeridas e pela mortalidade dos parasitas adultos,
ocorrendo, portanto, um equilibrio dindmico entre a taxa de ingestdo de larvas e a
taxa de mortalidade e reposigcdo, dos parasitas adultos (SMITH, 1988). Esse
processo regulatério é valido para o parasito H. contortus, pois nem todos o0s
tricostrongilideos tém a populagdo parasitaria regulada por esse processo (BARGER
et al., 1985).

A viruléncia de H. contortus esté relacionada a hematofagia. A lanceta bucal é
responsavel ndo somente por sugar o sangue, como também por langar uma
substancia anticoagulante capaz de impedir a formagéo da rede de fibrina no local
que estava sendo sugado. Cada verme pode remover cerca de 0,05 ml de sangue
ao dia por ingestao e por perda pelas lesdes da regido do abomaso do hospedeiro.
Exemplificando, um ovino com 5.000 H. contortus pode perder cerca de 250 ml ao
dia. Em casos hiperagudos, pode ocorrer morte subita por gastrite hemorragica
(TAYLOR et al.,, 2007). Tém-se observado, em decorréncia deste parasitismo,
alteragbes na concentracdo de proteinas séricas (ABBOTT et al., 1988; RAHMAM,

1991); como volume globular total (VG), volume corpuscular médio (VCM) e
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concentracao de hemoglobina corpuscular média (CHCM), (ALTAIF et al., 1980;
RAHMAM; COLLINS, 1991; WALLACE et al.,, 1996; WANYANGU et al., 1997;
HOSTE; CHARTIER, 1998). Devido a essas alteragcbes nos constituintes
plasmaticos, destaca-se a diminuicdo da concentracdo de proteina sérica total e, por
consequéncia, hipoalbuminemia com desenvolvimento de edema particularmente na
face (edema sub-mandibular), (HOLMES, 1985).

FIGURA 2.2 - LANCETA BUCAL (PARTE FIGURA 2.3 — BOLSA COPULATORIA

ANTERIOR) DE Haemonchus contortus (PARTE POSTERIOR) DE Haemonchus
FONTE: URQUHART et al., 1998. contortus

FONTE: URQUHART et al., 1998.

2.2.1.3 Trichostrongylus colubriformis

T. colubriformis parasita o intestino delgado. As fémeas medem de 5 a 12 mm
e 0s machos, 4 a8 mm (UENO; GONCALVES, 1994).

O parasito faz atrofia nas vilosidades do intestino delgado, causa reducéo na
absorcdo de nutrientes e, por consequéncia, diarréia e debilidade. A anemia nédo é
primaria como na hemoncose, e sim, caso houver, secundéria a ma absorcéo
nutricional. Na infec¢cdo por Trichostrongylus sp., o animal diminui gradativamente a

producédo de carne, leite, 1&, entra em reproducgdo tardiamente, dentre outros sinais
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clinicos, embora as taxas de mortalidade e morbidade n&o sejam tdo elevadas como
na hemoncose (CHARLES, 1992).

2.2.1.4 Distribuicdo das nematodioses gastrintestinais em ovinos

A distribuicdo dos parasitos durante todo o ano € dependente dos aspectos
ambientais. Segundo um estudo realizado no planalto Catarinense, RAMOS et al.
(2004), verificaram que a espécie H. contortus, predomina no final da primavera até
o inicio do inverno, com maiores intensidades no verao, influenciada principalmente
pelas temperaturas médias acima de 15°C e precipitagdo pluviométrica com mais de
50mm3, enquanto que as espécies T. axei e T. colubriformis predominam no outono
até o final do inverno, devido & maior adaptacdo as baixas temperaturas e pela
menor concorréncia com H. contortus. Portanto, o conhecimento da época do ano
em que as larvas ocorrem em maior ou menor nimero nas pastagens, constitui um
dado essencial para o entendimento da dindmica populacional dos parasitas em
uma dada regido assim como no estabelecimento de medidas de controle
estratégico, j& que o fato mais importante que influencia a carga parasitaria dos
animais, € o numero de larvas infectantes ingeridas da pastagem diariamente
(BARGER, 1999).

Também deve ser levado em consideracdo que, independentemente da
estacionalidade dos parasitas, esses néao se distribuem de maneira uniforme em um
rebanho, mesmo que seus hospedeiros sejam de mesma raga e idade. O nimero de
parasitas geralmente apresenta uma distribuicdo binomial negativa, ou seja, a
maioria dos hospedeiros alberga poucos parasitas, enquanto que poucos animais
albergam a maior propor¢do da populagéo total dos mesmos (AMARANTE et al.,
1998; STEAR et al., 1998). ROCHA et al. (2007), em uma pesquisa, ressaltaram a
importancia da identificacdo de animais susceptiveis em um rebanho, pois esses séo
responsaveis por grande parte da contaminacdo de uma pastagem e, uma vez
identificados, devem ser removidos do rebanho.

Entretanto, animais parasitados nem sempre significam animais doentes. A
grande maioria encontra-se em boas condi¢des de saude e isto ocorre pelo fato dos
hospedeiros terem mecanismos imunoldgicos que permitam manter a populacéo de

endoparasitos sob controle (AMARANTE, 2005), sendo denominados animais
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resilientes. Segundo CASTELLS (2002), resiliéncia é a habilidade do animal de
manter niveis produtivos aceitaveis apesar da infeccdo parasitaria. Os animais
resilientes tém a capacidade de manter a sua produgéo de forma independente do
grau de infecgdo parasitéria.

A aquisicdo de imunidade contra nematoides é controlada geneticamente,
variando entre diferentes ragas, assim como em animais da mesma racga (STEAR;
MURRAY, 1994). ROCHA et al. (2004) avaliaram ovelhas lle de France e Santa
Inés, ambas no periodo periparto e lactagdo, em resposta as infeccdes naturais por
nematoéides gastrintestinais. As ovelhas Santa Inés apresentaram melhores valores
de volume globular, nivel de proteina, requerendo portanto, menores doses de anti-
helmintico. Portanto, o controle bioldgico propde estabelecer uma situagdo em que
0s animais em regime de pasto sejam expostos a um baixo nivel de larvas
infectantes e que ndo causem danos, mas assegurem o0 desenvolvimento da
imunidade natural adquirida (THAMSBORG et al., 1999).

A taxa de infeccdo ainda depende da densidade animal, estado nutricional
dos animais, assim como a categoria em que se encontram (PADILHA; MENDOZA-
DE-GIVES, 1996).

2.2.1.5 Métodos de controle das nematodioses gastrintestinais e a resisténcia anti-
helmintica (RA)

Sao utilizadas diversas formas para controlar as endoparasitoses de
ruminantes, embora o uso de anti-helminticos seja o mais amplamente utilizado
(JACKSON, 2004). Entretanto, a tecnologia quimica tem trazido sérias
consequéncias e um fato preocupante mundial, que é a resisténcia anti-helmintica
(RA) (KAPLAN, 2004). A RA foi registrada pela primeira vez em 1964, nos Estados
Unidos, por DRUDGE et al. (1964), quando avaliaram a eficicia de diversos anti-
helminticos em ovinos. Observaram que uma cepa de H. contortus foi resistente ao
tratamento com tiabendazole na dosagem de 44mg/Kg, enquanto outras espécies de
parasitas gastrintestinais foram eliminadas com o mesmo tratamento. No Brasil, o
primeiro relato ocorreu em ovinos, no estado do Rio Grande do Sul (DOS SANTOS;
GONCALVES, 1967), embora MELO et al. (1998) e BEVILAQUA e MELO (1999),

demonstraram que esse problema esta disseminado por todas as regides.
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Segundo CONDER e CAMPBELL (1995), a resisténcia ocorre quando um
principio ativo ndo consegue manter a mesma eficacia contra os parasitos, sendo
este utilizado nas mesmas condi¢cdes, depois de determinado periodo. O
desenvolvimento da resisténcia as drogas é devido a selecdo de alelos de um ou
mais genes (PRICHARD, 1990b; BLACKHALL et al.,, 1998). Sob o aspecto
farmacoldgico, a resisténcia € caracterizada por uma reducado no potencial da droga
que, normalmente é efetiva contra uma populacdo de parasitos (SANGSTER, 1996),
tendo portanto, a capacidade em sobreviver aos tratamentos nas doses terapéuticas
recomendadas, devido a hereditariedade (TAYLOR; HUNT, 1989). A RA ocorre
geralmente em areas com verfes chuvosos, onde o nematdide H. contortus €&
endémico (WALLER et al., 1995). Na Africa do Sul, a RA devido a esse helminto,
esta impossibilitando a criagéo comercial de ovinos (VAN WYK et al., 1999).

Segundo PRICHARD (1990a), os trés grandes grupos de produtos utilizados
sdo: levamisole e seus analogos (morantel e pirantel), lactonas macrociclicas
(avermectinas e milbemicinas) e os benzimidazoles (tiabendazole), sendo os ultimos
e 0 grupo das avermectinas, os mais frequentemente utilizados na Ultima década
(SUAREZ, 2002). Entretanto, MOLENTO (2004) e THOMAZ-SOCCOL et al. (1996),
relataram ineficiéncia em diversos principios ativos, incluindo um dos grupos
quimicos mais modernos, que sdo os representantes da familia das lactonas
macrociclicas. RAMALHO et al. (2008), em uma pesquisa com rebanho ovino no
noroeste do Parand, verificaram que o parasita H. contortus apresentou 90,84% de
resisténcia frente aos testes de eficacia ao levamisole e 100% ao closantel e a
moxidectina, demonstrando a grande presséo de sele¢cdo que os parasitos foram
impostos aos tratamentos demasiadamente constantes com antiparasitarios.

VAN WYK et al. (1997a) e SANGSTER (1999), dentre outros, ja relataram a
resisténcia anti-helmintica multipla (RAM) no mundo inteiro. ECHEVARRIA et al.
(1996) e MOLENTO et al. (2004), atribuiram o estado da resisténcia dos parasitos a
diversos fatores como: tratamentos supressivos, uso continuo da mesma base
quimica do composto por longos periodos (mais de um ano), doses superiores as
recomendadas pelo fabricante, descaso a categoria em que se encontra o animal
ocasionando dosagens incorretas, dentre outros.

Os métodos de manejo sdo 0s principais responsaveis para a ocorréncia da
resisténcia anti-helmintica. A criagdo conjunta de caprinos e ovinos é um dos

principais fatores da emergéncia de cepas de nematdides gastrintestinais resistentes
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(PRICHARD, 1990a), aumentando a taxa de Ilotacdo de pastagens e,
consequentemente, sua contaminagéo por helmintos. Segundo COLES et al. (1994),
populacdes resistentes, selecionadas e desenvolvidas em caprinos, podem ser
transferidas para ovinos e vice-versa. MOLENTO (2000), relata que 65% dos
produtores utilizam antiparasitarios de forma profilatica e 32% dos mesmos, esperam
a ocorréncia de sinais clinicos dos animais para realizagdo do tratamento. A
frequéncia entre tratamentos apresenta bastante amplitude, podendo os produtores
utilizar essas drogas entre quatro até vinte e quatro vezes ao ano. MORAES (2002),
constatou essa utilizacdo de medicamentos administrado aos animais com carater
supressivo, a cada 15 dias. MOLENTO (2000), ressalta que essas atitudes,
favorecem a selegc@o de parasitas, além da realizagdo de rotagéo rapida de bases
quimicas durante o mesmo periodo. CUNHA FILHO (1999), ainda enfatiza que o
principal fator da resisténcia é a eliminagdo dos nematoides sensiveis da populacdo
(refugia).

A expresséo refugia consiste na populacéo de larvas que néo tiveram contato
com nenhum tipo de antiparasitario. Segundo VAN WYK (2001), a populacdo em
refugia é de fundamental importancia para retardar o aparecimento da resisténcia.

Devido as adversidades expostas para controlar as infecgbes pelas
nematodioses gastrintestinais de ovinos, formas de controle tém sido amplamente

pesquisadas contra essa enfermidade.

2.3 CONTROLE BIOLOGICO E OUTRAS FORMAS DE CONTROLE DE
NEMATOIDES GASTRINTESTINAIS DE RUMINANTES

Devido aos inUmeros problemas listados anteriormente que o uso de drogas
tem causado, outras formas de controle ndo-quimicas tém sido pesquisadas com o
objetivo de contribuir para a contencéo parasitaria, sendo menos prejudiciais aos
animais e ao meio ambiente.

Portanto, propostas para controlar as infecgbes por nematéides estdo sendo
intensificadamente estudadas, como: 1) vacinas (KNOX; SMITH, 2001), 2) sele¢ao
genética dos hospedeiros (GASBARRE; MILLER, 1999), 3) técnicas de tratamento

seletivo como Famacha (MOLENTO, 2004), 4) plantas detentoras de taninos
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(ATHANASIADOU et al., 2001), 5) utilizagdo de controladores bioldgicos (GILL; LE
JAMBRE, 1996).

1) As vacinas devem incorporar componentes que gerem resposta imune
natural consistindo no reconhecimento de antigenos, na inducdo da resposta e na
ativagdo dos mecanismos de defesa contra o parasita (MEEUSEN; PIEDRAFITA,
2003).

2) A selecdo genética tem sido aplicada principalmente na ovinocultura
(BAKER et al., 2003). MORRIS et al. (2004), selecionaram cordeiros resilientes com
base em ganho de peso e frequéncia de tratamentos anti-helminticos requerida
quando expostos a pastagem contaminada, o que resultou em incremento de
resiliéncia ao rebanho.

3) O método Famacha tem por objetivo diminuir os tratamentos
antiparasitarios por meio da inspecdo da coloracdo da conjuntiva dos animais.
Consiste num guia manual com graus de 1 a 5, aos quais estédo relacionados 0s
graus de hematdcrito e quanto maior o grau famacha, maior a urgéncia de
tratamento. E uma estratégia de controle na ovinocaprinocultura e tem ag&o apenas
no parasita H. contortus (VAN WYK et al., 1997D).

4) Embora o uso de plantas seja usado no combate das nematodioses de
ruminantes, esta alternativa € baseada sem comprovagdo cientifica de seus
beneficios, havendo, entretanto, a possibilidade de intoxicagdo aguda ou crdnica
(CABARET et al., 2002). Entre as plantas ricas em metabdlitos secundarios
denominados taninos, a mais pesquisada é a Fabacea (HOSTE et al., 2006). Os
taninos podem exercer agdo anti-helmintica direta, ao interferir no ciclo natural dos
nematoéides, ou indireta, ao proteger a proteina ingerida da degradag&o ruminal, o
que dificulta a determinacdo do seu real efeito antiparasitario (KETZIS et al., 2006).
Esses autores ainda ressaltam possiveis efeitos negativos que podem causar na
performance dos animais, provocados por fatores antinutricionais do fitoterapico.

5) Os controladores bioldgicos sdo microorganismos que agem nas formas de
vida livre dos parasitas presentes no ambiente (GILL; LE JAMBRE, 1996) e visam
complementar os meétodos tradicionais utilizados, assumindo que toda e qualquer
populagdo é regulada por antagonistas de forma espontdnea na natureza, na
auséncia desses, uma populacdo poderia aumentar indiscriminadamente. Sendo
assim, o termo controle biolégico define-se como um método ecoldgico que visa

diminuir a populacdo parasitaria ou conserva-la em niveis ndo prejudiciais, com a
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utilizagdo de antagonistas naturais vivos disponiveis no ambiente (GR@NVOLD et
al., 1996a). As formas mais utilizadas como controle biol6gico s@o bactérias
(STIRLING, 1985), artrépodes (LEHMAN; REID, 1993) e fungos nematofagos
(BARRON, 1977).

Segundo LARSEN (1999), o melhor local para a atividade dos fungos
nematéfagos para atuacdo como controladores biologicos € o bolo fecal, onde a
grande maioria dos nematodides de importancia para os animais de rebanho passa
desde os estéadios de ovo até a forma infectante, antes de migrar para a pastagem.
A habilidade dos esporos do fungo em germinarem e capturarem as larvas antes
que elas migrem para fora do bolo fecal é vital para o controle biolégico (FAEDO et
al., 1997).

A utilizagdo do controle biolégico com fungos nematéfagos baseia-se na
reducdo de larvas infectantes na pastagem. Portanto, técnicas que objetivam
diminuir a contaminagdo da pastagem, significam um grande avanc¢o no controle das
helmintoses, reduzindo o uso de anti-helminticos (CASTRO et al., 2002). PADILHA e
MENDOZA-DE-GIVES (1996), corroboram com a afirmacdo de que a redugéo do
ndmero de larvas infectantes seja um dos principais objetivos no controle das
verminoses. Essa redugéo pode se dar por meio da higienizac&o das pastagens com
a ingestdo passiva de larvas, pois a forragem é o maior veiculo de transmissdo das
nematodioses aos animais (CASTRO et al., 2002).

BORBA (1995), obteve redugdo na contaminagcdo da pastagem, quando
alternou o pastejo entre bovinos e ovinos no estado do Rio Grande do Sul, devido a
especificidade parasitaria dos nematodides enquanto AMARANTE (2004), verificou
gue pastagens com baixa contaminacdo por larvas infectantes beneficiam
principalmente as categorias mais susceptiveis, como animais jovens e fémeas no
periparto.

JACKSON e MILLER (2006), acreditam que a utilizagdo de formas de controle
biolégico com o uso de fungos nematdfagos agindo contra as nematodioses
gastrintestinais, pode representar uma promissora alternativa, pois diminuiria 0s
efeitos deletérios nos animais, no meio ambiente e no homem, causado pelo uso
exclusivo de anti-helminticos. WALLER (1998), considera que estes
microorganismos sejam uma importante alternativa a ser empregada em
formulacbes biologicas para o controle de infec¢des parasitarias em ruminantes,

podendo ser incluidos como forma auxiliar em programas de manejo sanitario.
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2.4 FUNGOS NEMATOFAGOS

Os fungos nematdfagos estdo classificados na divisdo Deuteromycetes,
classe Hyphomycetes, ordem Hyphomycetales e familia Moliniaceae. Apresentam
micélio septado e bem desenvolvido, reproduzem-se agamicamente por esporos
formados sobre ramificacbes do micélio (DRESCHSLER, 1937). Entretanto,
GRIFFIN (1994), observou estadios de reproducdo sexuada em algumas espécies
destes fungos, e por esse motivo, algumas espécies pertencem ao filo Ascomycota.

Muitos fungos predadores de nematodides foram isolados e identificados
durante o final do século dezenove (ZOPF, 1888), embora os estudos iniciais com
fungos nemat6fagos como controladores bioldégicos de nematdides gastrintestinais
tenham sido realizados na Franga, entre 1939 e 1942 (SOPRUNOV, 1966). Os
franceses R. CAPELLE, J. DESCAZEAUX, R. DESCHIENS, e E. ROUBAUD,
demonstraram haver atividade de Arthrobotrys oligospora, Monacrosporium
bembicodes, Monacrosporium ellipsosporum sobre larvas de nematéides parasitas
de bovinos, ovinos, equinos, jumentos, macacos dentre outros animais
(SOPRUNOV, 1966). Além disto, desenvolveram métodos de cultivo, armazenagem
e secagem de esporos desses fungos (DESCHIENS, 1939); bem como investigaram
a possibilidade do conidio passar pelo trato digestério e do fungo néo ter efeito
patolégico para o animal (DESCHIENS, 1941; DESCAZEAUX e CAPELLE, 1939).

No Brasil, pesquisas com fungos nematéfagos foram pioneiras com ARAUJO
et al. (1992), e CHARLES, et al. (1993a,b). Foi demonstrado que Monacrosporium
ellipsosporum e Arthrobotrys spp. foram eficazes no controle de larvas de
Haemonchus placei em condi¢cdes laboratoriais, e que havia variagbes na
capacidade predatéria de diferentes isolados dentro da mesma espécie de
Arthrobotrys (ARAUJO et al., 1992, 1993), Além disto, a eficacia de A. oligospora
para reduzir L; de Cyathostomineos era dependente da dose de esporo contida nas
fezes, e que o mesmo isolado, quando comparado a D. flagrans, apreendia nimero
maior de Lz de trichostrongilideos em menor tempo e com menor nimero de esporos
(CHARLES et al., 1993a, 1993b).
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2.4.1 Géneros de fungos nemato6fagos

Até 1964, a maioria dos fungos era classificada como pertencentes aos
géneros Arthrobotrys, Dactylaria, Dactylella e Trichothecium. Posteriormente, varios
novos géneros foram descritos, incluindo Duddingtonia, Monacrosporium,
Genicularia e Dactylariopsis (GRAY, 1987). Atualmente sdo aceitos 0s géneros
Arthrobotrys, Dactylaria, Dactylella, Duddingtonia, Lactydina, Monacrosporium e
Trichothecium (RUBNER, 1996). Apesar do grande ndimero de espécies de fungos
estarem catalogadas em mais de 150 espécies (BARRON, 1977), a maioria dos
estudos tém sido com as espécies Duddingtonia flagrans e Arthrobotrys oligospora
(LARSEN, 1999, 2006).

2.4.2 Locais de isolamento dos fungos nematofagos

Segundo GRAY (1987), os fungos nematéfagos sdo geofilicos. Vivem na
matéria organica do solo (BARRON, 1977) e podem ser isolados de fezes de
animais. SANTOS et al. (1998), obtiveram dois isolados no estado do Ceara de D.
flagrans, um em fezes bovinas e outro em fezes caprinas. O padréo de colonizag&o

dos fungos é influenciado pelas condicBes climaticas (FERNANDEZ et al., 1999),

ambientais e por competidores da fauna e flora coproéfila (GOMES, 1998).

2.4.3 Biologia dos fungos nematofagos

Os fungos nematdfagos podem apresentar esporos em diferentes tamanhos,
coloragdes, formas e resisténcia no ambiente. A grande maioria apresenta esporos
secos, emergindo de estruturas de frutificacdo (conidioforos), essenciais na
dispersé@o aérea dos conidios. Crescem verticalmente, em diregdo perpendicular ao
substrato o qual o isolado foi mantido. Algumas espécies como A. oligospora e A.
robusta, produzem conidioéforos que apresentam cachos de conidios (Figura 2.4), em
toda a estrutura do conidiéforo. As estruturas denominadas clamidésporos também

podem ser produzidas como esporos de parede espessa e diferenciadas a partir das
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hifas que podem aparecer em condi¢Oes de estresse extremo, podendo dar origem a
hifas, conidi6foros e conidios (BARRON, 1977).

conidios

red

i conididforo

f& Armadilha T

Nematdide aprisionado
estagio adiantado infecgao

Nematdide aprisiunadu
estagio inicial infeccao Hifa vegetativa

FIGURA 2.4 - FUNGO NEMATOFAGO Arthrobotrys oligospora COM SUAS ESTRUTURAS
PREDATORIAS.
FONTE: ADAPTADO DE BARRON, 1977.

2.4.4 Grupos dos fungos nematofagos

Existem trés grupos de fungos nemato6fagos: predadores, endoparasitas e
ovicidas. O grupo dos predadores produz armadilhas, que apés apreenderem o
nematodide, penetram suas hifas em sua cuticula ocorrendo a digestdo de seu
contelido interno. J& o grupo dos endoparasitas, infecta os nematoides por meio de
esporos, que podem aderir & cuticula ou necessitam ser ingeridos. Os ovicidas
penetram suas hifas a casca do ovo por meio de poros presentes na camada
vitelinica, alterando a permeabilidade da casca e expandindo seu volume,
colonizando assim o contetido do ovo (MORGAN-JONES; RODRIGUEZ-KABANA,
1988).

Os fungos endoparasitas se desenvolvem internamente nos nematoides apos
acao germinativa de esporos que os infectam por adesdo a parede corporal ou por
ingestdo. Apdés o desenvolvimento do fungo dentro do nematdide, na maioria das
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espécies somente hifas reprodutivas (tubo de evacuacéo e conidiéforo) saem por meio
da parede corporal para o exterior. Os esporos geralmente sdo pequenos e quando
longos, sdo muito finos e com pouca reserva energética (BARRON, 1977).

Os fungos predadores produzem um extensivo sistema de hifas no meio
ambiente e a intervalos, ao longo da hifa, séo formadas armadilhas que capturam os
nematéides mecanicamente ou por adesao (BARRON, 1977). As armadilhas séo
divididas em: hifas adesivas ndo modificadas ou n&o diferenciadas, ramificacdes hifais
anastomosadas formando redes adesivas tridimensionais, ramificagcdes adesivas que
algumas vezes formam redes simples e na maioria das vezes bidimensionais, ndédulos

adesivos , anéis constritores e anéis ndo constritores (Figura 2.5).

FIGURA 2.5 - ORGAOS DE CAPTURA DE FUNGOS NEMATOFAGOS PREDADORES:
A, B, C) BOTOES ADESIVOS
D) HIFAS ADESIVAS;
E) ANEIS NAO-CONSTRITORES;
F) HIFA ADESIVA BIDIMENSIONAL;
G) HIFA ADESIVA TRIDIMENSIONAL;
H) ANEIS CONSTRITORES
FONTE: ADAPTADO DE BARRON, 1977.
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Os fungos nematofagos predadores sdo 0s organismos antagonistas de
nematdides mais pesquisados, pois tém mostrado serem capazes de reduzir
efetivamente populacbes de nematdides em condicbes de laboratério e a campo,
sendo sua utilizacdo pesquisada nos udltimos anos e demonstrada como uma
alternativa viavel no controle de estadios pré-parasitarios de diversas espécies de
nematoéides gastrintestinais de ruminantes (LARSEN, 1999). Sdo também capazes
de invadir e consumir nematoides quando ja em decomposi¢cdo, embora 0 processo
ocorra numa velocidade muito menor que a invasdo em nematdides vivos
(NORDBRING-HERTZ; STALHAMMAR-CARLEMALM, 1978).

NANSEN et al. (1988), observaram que quanto maior a motilidade dos
nematoéides no bolo fecal, maior o estimulo ao fungo para a produgdo de armadilhas.
Além disso, essas armadilhas podem ocorrer em resposta a diversos fatores, tais
como, além da presenca de nematdides, substancias por eles liberadas, condicdes
adversas de cultivo e escassez de agua e ou nutrientes (JANSSON; NORDBRING-
HERTZ, 1980). O fungo predador do género Arthrobotrys possui capacidade de
produzir armadilhas frente a nematoides de vida livre como Panagrellus redivivus ou
Turbatrix aceti, embora sendo classificado por COOKE e GODFREY (1964), como

nematdéfago facultativo.

2.4.5 Estruturas de administragéo do fungo

A administragdo do fungo aos animais pode ser realizada ndo somente
atraves de clamidésporos, mas também por massas miceliais e conidios.

Conidios e micélios de A. robusta e A. conoides também foram capazes de
atravessar o trato gastrintestinal de bovinos. ARAUJO et al. (1996, 1999)
comprovaram a recuperagcdo dessas estruturas nas fezes desses animais,
diminuindo a populagdo de Haemonchus placei quando comparado ao grupo
controle. Embora tais estruturas possam ser capazes de atravessar o trato
gastrintestinal dos animais, existe uma supremacia dos clamidésporos na
manutenc¢do da atividade nematofaga. Portanto, deriva desta qualidade a escolha de
D. flagrans, como aquele fungo mais promissor para controle biologico dos

nematoides gastrintestinais dos animais de producéo.
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2.4.6 Formas de administracdo fungica

Existem diversas formas de fornecimento de material fangico aos animais,
mas ressalta-se que a melhor via para a administracdo de um isolado é a oral. A
incorporagdo desse material em blocos de suplementos minerais, tem sido
estudado e difundido na Australia. Formula¢des minerais contendo clamidésporos do
fungo D. flagrans tém obtido resultados positivos (WALLER; FAEDO, 1996). O maior
empecilho dessa formulagdo estd na obtencdo de grandes quantidades
clamidosporos pelo seu cultivo em gréos de cereais, ficando a produgdo cara e
dificultando o controle de qualidade do produto final (STIRLING et al., 1998).

Dispositivos intra-ruminais com liberagédo controlada de clamidésporos de D.
flagrans, por periodos prolongados foram testados por WALLER et al. (2001b). Os
pesquisadores observaram esporos viaveis nas fezes de ovinos que receberam os
dispositivos com este mecanismo.

A formulagdo também pode ser adquirida adicionando o inéculo fungico a
diferentes cereais como milho, sorgo, cevada, arroz dentre outros (SANTOS, 2000),
ou ainda micélio na forma de péletes em base de alginato de sodio (ARAUJO et al.,
1999).

Embora existam varias as formas de administracdo de fungos nematofagos
aos animais, além do custo como nos suplementos minerais, também deve ser
levado em conta a vida de prateleira desse método de controle, pois esse fator é um
percalgo para o avanco das pesquisas. Na formulagdo de péletes, foi observada a
sobrevivéncia dos fungos a temperatura de 4°C por até 40 meses, e a temperatura
ambiente por até 4 meses (STIRLING; MANI, 1995). Enquanto que (C. P. SANTOS,
comunicagao pessoal), manteve por dois anos isolados de fungos predadores e
endoparasitas em frascos contendo solo estéril a uma temperatura de -20°C, sendo

que apos esse periodo, somente D. flagrans possuia viabilidade.

2.4.7 Duddingtonia flagrans

Duddingtonia flagrans foi anteriormente descrito como Tricothecium flagrans

(DUDDINGTON, 1950) e, posteriormente, Arthrobotrys flagrans. DUDDINGTON

(1950), observou que suas formas assim como seu desenvolvimento era diferente
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do género Arthrobotrys. Em Tricothecium flagrans n&o haviam presentes
aglomerados de conidios formando correntes de anéis que o género Arthrobotrys
continham. Portanto, o género passou a ser denominado Duddingtonia, e a espécie,
ficou determinada como Duddingtonia flagrans (COOKE, 1969).

No meio de cultura corn meal 4gar (CMA), as coldnias do fungo D. flagrans
possuem coloragédo de branca a rosada. O micélio € composto por hifas septadas e
claras, com pequeno crescimento aéreo. Os conidioforos sao septados, eretos, retos
e alongados com varios crescimentos subapicais (COOKE, 1969). Os conidios séo
produzidos na extremidade dos conidi6foros com um septo mediano, possuindo
morfologia de 25-50 um de comprimento por 10-15 ym de largura (COOKE;
GODFREY, 1964).

Os conidios de D. flagrans apresentam um formato entre eliptico e ovdide.
Depois do primeiro conidio ser formado (a), um novo ponto de crescimento aparece
em seu lado ou levemente abaixo, sendo o segundo conidio ali formado (b), sendo
esse processo repetido varias vezes, formando cachos de conidios (c) (Figura 2.6)
(COOKE, 1969).

FIGURA 2.6 - REPRESENTACAO ESQUEMATICA DE CONIDIOFOROS E CONIDIOS EM VARIOS
ESTADIOS DE DESENVOLVIMENTO COM CLAMIDOSPOROS INTERCALADOS
(SETA) DE Duddingtonia flagrans.
FONTE: COOKE, 1969.
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2.4.8 Atividade nematocida dos fungos nematéfagos predadores

WALLER et al. (2001a) afirmam que a habilidade do fungo em atravessar o
trato gastrintestinal do animal, € pré-requisito indispensavel para o uso estratégico
desses organismos como controladores bioldgicos nas nematodioses gastrintestinais
de ovinos.

LARSEN (1999) salienta que a sobrevivéncia a resistir a passagem pelo trato
gastrintestinal selecione a espécie de fungo a ser utilizada. Ap6s passagem, sem
alteragdes, o fungo desenvolver-se-a nas fezes, juntamente com as larvas de todos
os estadios, podendo entdo atingi-las. Isso significa que clamidésporos ou conidios
ao passarem pelo trato digestorio, produzem estruturas em formas de anéis
constritores e ndo constritores, hifas e redes adesivas tridimensionais que capturam
e destréem as fases pré-parasitarias de varias espécies de nematodides (LARSEN,
2000).

A penetracdo do fungo no nematoide, ocorre primeiramente pela aderéncia do
fungo por uma substancia fibrilar adesiva, rica em fosfatase acida, que degrada a
cuticula do nematéide (JANSSON; NORDBRING-HERTZ, 1988). O aprisionamento
do nematoide nestas redes € seguido pela penetracdo das hifas na cuticula do
nematéide com digesté@o de seu contetdo interno e degradagdo mecéanica (MOTA et
al., 2003; VEENHUIS et al., 1985). Apdés a hifa colonizar o corpo do nematdide, ela
emerge contra a superficie da cuticula do nematoide, produzindo o micélio e

posteriormente os esporos (BARRON, 1977).

2.4.9 Vantagens do uso de fungos nematéfagos

D. flagrans apresenta alta capacidade de produzir clamidésporos além de
possuir parede mais espessa e resistente comparados com outras espécies de
fungos predadores de nematdides tendo, portanto, atraido muito a atengéo e sido
foco de grande numero de pesquisas para o controle dos nematoides de diversos
animais (WOLSTRUP et al., 1994; LARSEN et al., 1995; NANSEN et al., 1996;
BAUDENA, et al., 2000; FAEDO et al., 2002; FONTENOT, et al, 2003;
CHANDRAWATHANI, et al., 2004), tendo se mostrado superior a sobrevivéncia a
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passagem pelo trato gastrintestinal de ruminantes adversa a sobrevivéncia do fungo,
por este conferir estruturas de resisténcia (clamidésporos).

WALLER (1998) considera que os fungos sejam uma importante alternativa a
ser empregada em formulag¢des biolégicas para o controle de infec¢des parasitérias,
podendo ser incluidos como forma auxiliar em programas de manejo sanitario.
LARSEN (1999), ainda descreve os fungos nematdfagos como possuidores de
caracteristicas desejaveis, como alta atividade reprodutiva, ciclo de vida curto,
producéo de esporos para aumentar sua resisténcia dentro e fora dos animais,
manutencdo em fase saprofitica na auséncia do hospedeiro e, principalmente, por
ndo serem patdgenos para 0s animais. Entretanto, & imprescindivel que nédo haja
efeitos nocivos com a utilizacdo massal e com a comercializacdo destes fungos
(FAEDO et al., 1998). Pesquisas realizadas com concentragbes para controle
bioloégico, ndo causaram nenhum impacto ambiental significativo (LARSEN, 2002).
Ademais, FAEDO et al. (2002) e WALLER et al. (2004) demonstraram que ndo ha
efeito negativo no ambiente ou invertebrados néo-patogénicos ao redor das fezes de

animais que receberam D. flagrans na dieta.

2.4.10 Fatores determinantes para o emprego de fungos nematé6fagos

Segundo GR@NVOLD et al. (1996a,b) e GOMES, (1998), os fatores
determinantes para um agente ser empregado comercialmente incluem:

a) capacidade de suportar o transito gastrintestinal dos animiais;

b) colonizar o bolo fecal e agir de sobre as larvas infectantes;

c) ser produzido em larga escala;

d) possuir capacidade de sobreviver ao periodo de armazenamento;

e) possuir especificidade de agao;

f) possuir alta capacidade reprodutiva;

g) suportar as condigdes ambientais;

h) oferecer seguranga para produtores, consumidores, animais tratados e ao

meio ambiente;
i) ser efetivo no controle do organismo alvo.
O controle biolégico com fungos nematéfagos, embora ndo seja de carater

inédito, pesquisas com esse agente vém sendo realizadas a fim de novos métodos
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de controle serem implementados. Diferentes formas de controle s&o interessantes
serem pesquisadas e exploradas, a fim de se aliar aos produtos tradicionais de

mercado, para que a ovinocultura ndo venha sucumbir em futuro préximo.

2.4.11 Producéo do fungo

D. flagrans, isolado por SANTOS et al. (1998), no estado do Ceard esta
depositado no Centro Nacional de Pesquisa de Recursos Genéticos e Biotecnologia,
Cenargen/Embrapa, sob numero: CG 768. O produto fangico é produzido em escala
para pesquisas no Laboratério de Biologia Celular e Tecidual da Universidade
Estadual do Norte Fluminense. A metodologia consiste no cultivo do fungo em
garrafas de Roux contendo milho triturado como meio para crescimento, a uma
temperatura entre 23 e 27°C na auséncia de luz por 21 dias. Posteriormente, o
material é retirado das garrafas sendo acondicionado em camadas finas (3-4 cm) em
caixas plasticas para secagem em estufa a 25°C. Apos secagem, o cultivo de milho
e fungo é homogeneizado e retirado amostragens de 10 gramas. Para cada
amostra, é realizada uma masseracao do produto em grau e pistilo, adicionando 100
mL de agua destilada. A suspensdo é filtrada em uma peneira com malha de 100
micras de abertura. A amostra é homogeneizada e retirada uma aliquota para
contagem na camara de Neubauer. Esta contagem é realizada apenas nos
qguadrantes maiores da camara. Da contagem, obtém-se o niumero de clamidésporos
por mL, onde posteriormente faz-se a correlagdo entre o volume utilizado e o peso,
para obtencdo da quantidade de clamidésporos por grama (SANTOS, C. P.
comunicagao pessoal).

Para a realizagcdo de cada pesquisa, é quantificado o numero de
clamidésporos por grama de milho. Para a realizacdo desse trabalho, a
quantificacao final foi de 1.925.000 clamidésporos por grama de milho. A imagem da
Céamara de Neubauer contendo os clamidosporos (Figura 2.7), foi obtida com uso do
microscopio Zeiss Axiophoto acoplado a uma camera fotografica digital Canon de

resolucdo de 10.2 Megapixels e processadas pelo programa Axiovision.



FIGURA 2.7 — CONTAGEM DE CLAMIDOSPOROS PELA CAMARA DE NEUBAUER.
A: CLAMIDOSPOROS
B: RESIDUOS DE SUBSTRATO DE CRESCIMENTO
FONTE: SANTOS, C. P. (2008).
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3 EFICACIA IN VITRO DO FUNGO Duddingtonia flagrans CONTRA LARVAS DE
NEMATOIDES GASTRINTESTINAIS DE OVINOS

RESUMO

Os trabalhos in vitro relacionados a predagdo de fungos nematéfagos em
nematdides sao restritos, contudo, constituem uma importante alternativa a ser
testada para o conhecimento prévio da viabilidade do mesmo quando realizado in
vivo. O objetivo deste trabalho foi determinar a efichcia do fungo nemat6fago
Duddingtonia flagrans em teste in vitro contra nematoides gastrintestinais presentes
em fezes de ovelhas naturalmente infectadas. Amostras fecais (10g) com ovos por
grama de fezes (OPG) acima de 1000 foram selecionadas, homogeneizadas e
semeadas em placas de Petri, sendo posteriormente inoculado D. flagrans em nove
doses: 0,0; 0,05; 0,1; 0,2; 0,4; 0,8; 1,6; 3,2 e 6,49 (Ensaio 1). As dosagens foram
obtidas a partir do célculo do peso médio dos animais (40 kg), multiplicado pela
qguantidade em gramas de milho (substrato fungico contendo 350 mil clamidésporos),
dividido pela média de fezes eliminadas pelos animais diariamente (1,200 kg) e
multiplicado pela quantidade de fezes em cada placa. Estas foram incubadas com
fungo a 28°C e 80% de umidade por 14 dias. Apos esse periodo, as larvas foram
recuperadas pela técnica de Baermann, identificadas e quantificadas. Todos os
testes foram realizados em triplicata. O experimento foi realizado com doses
adicionais de 0,00625; 0,0125 e 0,025g (Ensaio 2). Os resultados revelaram uma
correlagcdo negativa entre concentracdo fungica e nimero de larvas, em ambos 0s
ensaios. No ensaio 1, por meio da correlagdo por postos de Spearman, obteve-se
valor de R= 0,626, significativo a 1% de probabilidade (p<0,001). No segundo ensaio
foi aplicada a mesma correlagéo, e o valor obtido foi de R=0,855, significativo a 1%
de probabilidade (p<0,001), demonstrando que a reducéo de larvas foi significativa
na presenca de D. flagrans. A dosagem de fungo utilizada em ensaios in vitro
baseados em célculos in vivo, foi otimizada para aprimorar uma dose padrdo a ser
administrada aos animais. D. flagrans demonstrou ser o método mais efetivo de
controle bioldgico no combate ao grande problema que s&o as endoparasitoses de
pequenos ruminantes.

Palavras-chave: Duddingtonia flagrans. Ovinos. Nematoides.
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ABSTRACT

The in vitro works related to the nematophagous fungus predation in nematodes are
restricted, even though they constitute an important alternative to be tested as a
previously known to the viability of it when carried through in vivo. The objective of
this work was to determine the effectiveness of the nematophagous fungi
Duddingtonia flagrans using an in vitro assay against gastrointestinal parasites
present in naturally infected sheep’s feces. Fecal samples (10g) with more than 1000
eggs per gram of feces (EPG) were selected, distributed in plates and inoculated with
D. flagrans in nine doses: 0.0, 0.05, 0.1, 0.2, 0.4, 0.8, 1.6, 3.2 and 6.4g (Assay 1).
The dosages had been calculated by the animal average weight, multiplied for the
corn’'s grams quantity (fungi’'s substratum with 350 thousand chlamydospores),
divided by the daily average of feces produced per animal (1.2 Kg), and multiplied for
the amount of excrements in each plate. These were incubated with fungi at 28°C
and 80% of humidity for 14 days. After this, the larvae were recovered by means of
the Baermann’s technique, identified and quantified. All the assays were performed
in triplicates. The experiment was carried through with additional doses of 0.00625,
0.0125, 0.025g (Assay 2). The results had disclosed to a negative correlation
between fungal concentration and number of larvae, in both assays. In assay 1,
value of R=0.626 was obtained by means of Spearman’s correlation, significant at a
1% of probability (p< 0.001). In as the assay the same correlation was applied, and
the value obtained was 0.855, significant at a 1% of probability (p< 0.001),
demonstrating that the reduction of larvae was significant in the presence of D.
flagrans. The fungus dosage used in in vitro assays based in in vivo calculations,
was optimized to improve a standart dosage to be administered to the animals. D.
flagrans demonstred to be the most effective method of biological control against the
big problem that are the endoparasitosis on small ruminants.

Key Words: Duddingtonia flagrans. Sheep. Nematodes.
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3.1 INTRODUCAO

Estudos in vitro tém demonstrado a capacidade do fungo Duddingtonia
flagrans em predar nematoides e reduzir do nimero das larvas nos estadios de vida
livre dos mesmos (LARSEN, 1999, 2002).

GR@NVOLD et al. (1996a), demonstraram a capacidade de D. flagrans em
produzir armadilhas e clamidésporos em presenca de larvas infectantes de
Teladorsagia ostertagi, chamando atencdo de pesquisadores como um possivel
controlador biolégico de nematdides gastrintestinais de ruminantes. GRNVOLD et
al. (1996b), demonstraram que o fungo apresentou uma taxa de crescimento entre
15 e 60 mm por semana em temperaturas entre 20° e 30°C, sendo a producéo de
suas armadilhas induzida pela simples presengca de nematdides com seus
movimentos vigorosos, com suas excretas, tensdo de gas carbonico local, dentre
outros fatores que provocam essa inducéo de armadilhas. A temperatura de 30°C,
produziu de 700 a 800 armadilhas por cm?, em dois dias, na presenca de 20
nematoéides por centimetro quadrado. Segundo BARRON (1977), ap6s a captura dos
nematodides, as hifas penetram sua cuticula, colonizando o interior do corpo
emergindo novamente na superficie da cuticula do nematoide, produzindo esporos e
ramos miceliais.

Foi observado o comportamento predatério de D. flagrans por meio de
constricoes e inser¢des de suas hifas em larvas infectantes de Ostertagia ostertagi
(FERNANDEZ et al., 1999), Trichostrongylus sp. (FAEDO et al., 1997), Nematodirus
sp. (GITHIGIA et al., 1997), em cultivos fecais.

Estudos in vitro com outros géneros de fungos nemat6fagos também foram
realizados tendo obtido sucesso, embora D. flagrans tenha se mostrado mais
promissor. ARAUJO et al. (1992), avaliaram a atividade de um isolado de
Monacrosporium ellypsosporum sobre larvas de Haemonchus placei, observando
uma alta eficacia no controle das larvas infectantes. Arthrobotrys robusta predou
uma percentagem elevada de 92,33% do nematodide H. contortus em sete dias de
interacdo (MENDOZA-DE-GIVES et al., 1992).

O objetivo deste trabalho foi determinar a eficacia do fungo nematéfago D.
flagrans, em testes in vitro, em diferentes concentragbes, contra nematoides
gastrintestinais presentes em fezes de ovinos naturalmente infectados e programar

um intervalo entre os tratamentos como controlador biol4gico.
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3.2 MATERIAL E METODOS

Foram realizados dois ensaios, nos quais foi utilizada a dosagem de 350.000
clamidésporos do fungo D. flagrans e 20 unidades experimentais da espécie Ovis
domesticus, fémeas, mesticas, de pesos variados e com idade entre 1 e 2 anos,
naturalmente infectadas por nematdides gastrintestinais de propriedade da
Universidade Federal do Parana, UFPR.

Os animais se alimentavam de silagem, concentrado de milho além da
pastagem, dispunham de &gua ad libitum, e n&o receberam tratamentos
antiparasitarios. Todavia, estes foram avaliados clinicamente pelo Método Famacha
(MOLENTO et al., 2004) e condigéo corporal. Os animais foram tratados somente
entre os intervalos dos experimentos, dois meses anteriores aos eventos, com
Moxidectina a 0,2% (Cydectin®, Fort Dodge), de acordo com a dose recomendada
pelo fabricante: 1 mL para cada 10 quilogramas de peso corporal.

O ensaio 1 consistiu de fezes de animais com contagem de ovos por grama
de fezes (OPG), segundo Técnica de GORDON e WITHLOCK (1939), acima de

1000. O ensaio 2, com fezes de animais com OPG acima de 800.

3.2.1 Ensaio 1

Para esse ensaio, amostras de 10 gramas de fezes foram misturadas e
aleatoriamente semeadas em placas de Petri de 10 cm de diametro, sob discos de
papel absorvente utilizados em laboratério, acrescido de substrato fangico
(composto de milho e clamidésporos de D. flagrans), em nove doses distintas: 0,0;
0,05; 0,1; 0,2; 0,4, 0,8; 1,6; 3,2 e 6,49, sendo essas doses correspondentes
respectivamente a 0,0 (grupo controle), 292.000, 584.000, 1.168.000, 2.336.000,
4.672.000, 9.344.000, 18.688.000 e 37.376.000 clamiddsporos/quilograma/peso
vivo. Essas doses foram calculadas a partir da média do peso dos animais (40 kg)
multiplicado por 0,18 gramas do substrato fungico. O valor obtido foi dividido pela
quantidade de fezes eliminadas por esses animais ao dia (aproximadamente 1,2kg).
O valor obtido foi multiplicado por 10, que foi a quantidade de fezes, em gramas,
inoculada em cada placa. Os testes foram realizados em triplicata para cada uma

das doses. As placas foram incubadas & 28°C e umidade relativa do ar de 80% por
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14 dias. Apés esse periodo, foi realizada a Técnica de Baermann (CORT et al.,
1922) para recuperacdo e identificacdo dos géneros das larvas Ls; (UENO;
GONCALVES, 1998), as quais, posteriormente foram acondicionadas em tubos com
volume total de 1 mL, obtendo-se trés tubos de cada concentracdo de fungo e

controles, totalizando 27 tubos de 1 mL cada (Figura 3.1).
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FIGURA 3.1 - TUBOS DE ENSAIO CONTENDO 1 mL DE LARVAS INFECTANTES
PROVENIENTES DA RECUPERACAO DAS L; PELA TECNICA DE BAERMANN
APOS REALIZAGAO DO ENSAIO 1.

3.2.2 Ensaio 2

Para o ensaio 2, o procedimento adotado foi semelhante ao ensaio 1,
contudo, ap0s resultados preliminares, trés valores abaixo da menor concentracéo
também foram incluidos (0,00625; 0,0125 e 0,025g) correspondendo a 36.500,
73.000 e 146.000 clamidésporos/quilograma/peso vivo, respectivamente.

3.2.2.1 Obtencgéo do numero de larvas

Para a contagem das larvas em ambos ensaios foi realizada a deposi¢céo de
100 yL em lamina de vidro e observagdo em microscopio Optico para contagem e
identificacdo das mesmas. O resultado foi multiplicado por dez. Ao final, obteve-se
trés valores do numero de larvas para cada concentracao, obtendo-se uma média do

numero de larvas em 1 mL.
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3.2.3 Andlise Estatistica

Para a andlise estatistica, foi utilizado o programa estatistico SPSS verséao 17
e o Assistat versdo 7,5. A relagcéo entre as concentragdes fungicas e a contagem de
larvas foi avaliada por meio da correlagdo de postos de Spearman e pelo teste de
Tukey a 95% de probabilidade (p<0,05). Foi determinada a linha de tendéncia
avaliando a diminuicdo do ndmero de larvas em fungdo da concentragdo do fungo,
utilizando o programa Microsoft Excel® e célculo de regresséo (R?). Para ambos 0s

ensaios foi considerado um nivel p<0,05% de significancia.

3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.3.1 Anélise do Ensaio 1

A média de OPG dos animais experimentais no ensaio 1 foi 11.658
demonstrando intensa carga parasitaria. Na avaliacdo dos animais pelo método
Famacha a média foi 3,4, o que significou anemia clinica.

As percentagens dos géneros encontrados nas coproculturas antes dos
tratamentos no ensaio 1 foi de: 46,9; 43,9; 3,3; 3,3; e 1,6% para Trichostrongylus
sp., Haemonchus sp., Cooperia sp., Bunostomum sp. e Chabertia sp.,
respectivamente. Enquanto que apdés a adicdo do fungo as percentagens
encontradas de nematoéides foram: 76,4; 19,0; 2,2; 1,5 e 0,9% de Trichostrongylus
sp, Haemonchus sp., Cooperia sp., Chabertia sp. e Bunostomum sp.,
respectivamente. MORAES et al. (1998) e OLIVEIRA et al. (1999) constataram que
T. colubriformis apresenta maior prevaléncia que o H. contortus em algumas regioes
do Parania. Ainda de acordo com os resultados, ARAUJO et al. (2004),
demonstraram que D. flagrans ndo € seletivo para um determinado género,
corroborando com os resultados obtidos.

A Tabela 3.1 demonstra alto valor da média de larvas obtidas nos grupos
controles em relacdo aos tratamentos. A partir do aumento da concentragdo fungica,
€ evidenciada a diminuicdo dos valores das médias de larvas entre 0s mesmos,

apesar dessa diminui¢do nao ter sido constante em todos os tratamentos. A primeira



66

dose fangica (0,05 g) demonstrou ser eficiente para ser utilizada como método de
controle de larvas, visto a grande discrepancia de valores entre a média da referente
concentracdo de D. flagrans e a média do grupo controle, onde o percentual de
reducao foi de 99,07%.

TABELA 3.1 - MEDIA E DESVIO PADRAO (DP) DO NUMERO TOTAL DE LARVAS OBTIDAS A
PARTIR DAS COPROCULTURAS REALIZADAS NO ENSAIO 1 DOS ANIMAIS COM
OPG ACIMA DE 1000

0,00 0,05y 0,10g 0,20y 0,40g 0,80g 1,60y 3,20 6,409

N 3 3 3 3 3 3 3 3 3
Média 3120,0 10,0 23,3 26,7 233 3.3 6,7 0,0 3.3
D. P. 2650,0 17,3 153 11,5 208 5,8 5,8 0,0 5,8

A diminuicdo larval, também pode ser observada no Gréfico 3.1, que na
primeira dosagem fungica, as linhas de tendéncia decrescem sensivelmente,
formando um padréo linear de regresséo de larvas com o aumento das dosagens.
Apesar das linhas de tendéncia terem estimado a diminuicdo das larvas
recuperadas, pode-se dizer que a correlacao foi perfeita apenas entre as dosagens
fungicas entre 0,05g a 0,2g, embora nas dosagens subsequentes, também ter
havido uma redugdo significativa. Esses resultados tornam-se de importante
conhecimento, ndo somente para a obtengéo da eficicia do fungo como controlador
bioldgico, mas como também para evitar a administracdo desnecessaria do produto.

A Tabela 3.2 reafirma os resultados demonstrados na tabela anterior. Nesta,
foi obtida uma correlacdo negativa de 0,626, significativo ao nivel de 1% (p<0,001),
confirmando que quanto maior a concentragéo fungica utilizada, menor a quantidade
de larvas recuperadas através das coproculturas, determinando que houve uma
reducdo significativa das mesmas. MENDOZA-DE-GIVES et al. (1992, 1994),
testaram in vitro, isolados do fungo nematéfago predador Arthrobotrys sobre L; de H.
contortus de ovinos e também obtiveram reducgé&o significativa de larvas comparadas

as placas tratadas com as placas de grupo controle.
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TABELA 3.2 - TESTE DE CORRELAGCAO DE SPEARMAN DO ENSAIO 1, PARA AVALIA(;AO DA
RELACAO ENTRE QUANTIDADE DE LARVAS OBTIDAS E ADICAO FUNGICA EM
DIFERENTES DOSES

Concentracéo Em 1mL
Correlacéo -0,626"
p-valor <0,001
N Total 27

O Grafico 3.1 também corrobora o aumento da concentracdo fungica a
diminuicdo de larvas, quando demonstra que ndo somente a primeira dosagem
estipulada de 292.000 clamiddsporos foi eficiente na atividade predatoria de larvas
por D. flagrans, como também as trés dosagens inferiores utilizadas e igualmente
com valores de grande amplitude em relag&o ao grupo controle.

As linhas de tendéncia do Gréfico 3.1, geradas a partir de cada uma das trés
contagens de 1 mL de larvas, nos onze tratamentos de fungo propostos, reafirmam a
premissa de que quanto maior a dosagem flngica utilizada, maior é a atividade
predatéria de D. flagrans sobre larvas de nematoides gastrintestinais. Na primeira
contagem, obteve-se um valor de 66%, sendo um valor de consideravel confianca
nessa primeira etapa. J4 nas outras contagens, as percentagens foram similares
entre elas e menores (30%), também com significado de confian¢a, embora menor,

devido as variabilidades inerentes e decorrentes de qualquer contagem.
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GRAFICO 3.1 — MEDIA DAS TRIPLICATAS E TRIPLICATAS DA CONTAGEM DE LARVAS
RECUPERADAS DAS COPROCULTURAS DE NEMATOIDES GASTRINTESTINAIS
DE OVINOS CULTIVADAS NA PRESENCA DE Duddingtonia flagrans EM
DIFERENTES DOSES (g) DO ENSAIO 1. LINHA DE REGRESSAO DOS DADOS,
INCLUINDO EQUACOES E VALORES DE R

3.3.2 Anélise do Ensaio 2

No segundo ensaio a média do OPG dos animais foi de 9.560, também
demonstrando alta carga parasitaria enquanto que a média da avaliacdo pelo
método Famacha foi de 3,6 (anemia clinica).

As percentagens dos géneros de larvas encontradas nas coproculturas antes
da adigéo dos tratamentos no Ensaio 2 foi de: 73,9% de Trichostrongylus sp., 22,7%
de Haemonchus sp., 3,0% de Bunostomum sp., 0,3% de Chabertia sp. e 0,1% de
Cooperia sp., enquanto que apds a adicdo do fungo as percentagens encontradas
de nematoides foram: 50,8% de Haemonchus sp., 37,7% de Trichostrongylus sp.,
7,2% de Bunostomum sp. e 1,8% tanto para Cooperia sp. como para Chabertia sp.
Esses dados sugerem a auséncia de especificidade do agente em concordancia
com os dados obtidos por ARAUJO et al., (2004). A ocorréncia da grande variag&o
do percentual de larvas entre amostragens pode ser unicamente devido a variagao
individual dos animais (SOULSBY, 1965).
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A Tabela 3.3 corrobora com os resultados e discussbes anteriores, que
concentracdes de clamidésporos com valores abaixo do valor determinado (0,059),
também foram capazes de diminuir o niumero de larvas, comparados ao controle,
mesmo embora a dose de 0,025g tendo obitido um valor discrepante em relagdo as

duas dosagens inferiores.

TABELA 3.3 - MEDIA E DESVIO PADRAO (DP) DO NUMERO TOTAL DE LARVAS OBTIDAS A
PARTIR DAS COPROCULTURAS REALIZADAS NO ENSAIO 2 DOS ANIMAIS COM
OPG ACIMA DE 800

0 0,00625 0,0125 0,025 0,05 01 02 04 08 16 32 64

N 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3
Média 2426,7 50,0 130,0 253,3 30,0 26,7 26,7 30,0 6,7 00 33 00
D. P. 585,3 26,5 86,6 3350 17,3 11,5 58 265 115 0,0 58 0,0

Em ambos os ensaios, a partir da dosagem 0,8g, correspondente a 4.672.000
clamidosporos, houve diminuicdo estatisticamente significativa (p<0,001), do nimero
de larvas em relacdo as concentragfes anteriores, indo ao encontro do trabalho de
MENDOZA-DE-GIVES et al. (1998). Esses autores observaram reducao de 88% no
ndmero de larvas infectantes de H. contortus em coproculturas de ovinos apdés
administracdo oral de 11.350.000 clamidésporos de D. flagrans. Entretanto, assim
como no ensaio 1, a dosagem de 0,05 g também demonstrou eficiéncia na
diminuicdo de larvas, embora em dosagens menores, o mesmo tenha ocorrido,
quando comparados ao grupo controle. A dose de 0,05 g de substrato fangico
(correspondentes & 292.000 clamidoésporos), pode ser o marco inicial para
determinagdo da quantidade fdngica administrada ao animal e/ou pesquisada,
mesmo nao tendo ocorrido a erradicacado de larvas no presente estudo. Ademais,
n&o se preconiza o exterminio dos parasitas, mas sim, manté-los a um nivel em que
nao prejudique a produgéo animal (MOLENTO, 2004; VAN WYK, 2001).

A Tabela 3.4 demonstra uma correla¢do negativa, significativa ao nivel de 1%
de probabilidade, realimentando os dados anteriormente obtidos de fungéo inversa
entre concentragdo fungica e nimero de larvas. A correlagcdo no segundo ensaio foi

maior que a obtida no primeiro, embora ambas tenham sido significativas.
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TABELA 3.4 - TESTE DE CORRELAGAO DE SPEARMAN DO ENSAIO 2, PARA AVALIA(;AO DA
RELACAO ENTRE QUANTIDADE DE LARVAS OBTIDAS E ADICAO FUNGICA EM
DIFERENTES DOSES

Concentracéo Em 1 mL
Correlagéo -0,855"
p-valor <0,001
N Total 36

Em relacdo ao Gréfico 3.2, também foi altamente significativa a diferenca
encontrada no namero de larvas do grupo controle quando comparada aos grupos
com diferentes dosagens de D. flagrans, mesmo a partir da primeira dose estipulada
que foi 0,05 g, correspondentes a 292.000 clamiddsporos.

Embora os coeficientes de determinagdo do Gréafico 3.2 das equacdes das
contagens tenham obtido resultados com valores baixos, foram similares em todas
as contagens, dando uma maior seguranca em relacdo ao numero de larvas
presentes recuperadas. Outras dosagens fungicas foram utilizadas por outros
autores, embora maiores, também obtendo excelentes percentuais de reducgdes,
levando em consideragédo que em trabalhos in vitro, como os presentes realizados,
necessitaram de dosagens bem menores de fungo, pois os clamidésporos nao
ultrapassaram pelos mesmos obstaculos como em experimentos in vivo.
CHANDRAWATANI et al. (2002), na Malasia, testaram D. flagrans com a
administragdo de 9.000.000 de clamidésporos, observando redugfes de até 90% no
namero de larvas infectantes nas coproculturas onde havia predominio de larvas de
H. contortus. Em uma pesquisa de MENDOZA-DE-GIVES et al. (1998), com ovinos,
a reducdo foi de 88% no numero de larvas infectantes da mesma espécie de
nematoéide apos a administracéo oral de 11.350.000 clamidésporos de D. flagrans.

Diante dos trabalhos expostos, fica evidente que a dosagem fangica ao ser
administrada aos animais deve ser superior as utilizadas em testes in vitro, devido
as adversidades encontradas pelos clamidosporos, desde a ingestdo dos mesmos
pelos animais até sua eliminagcdo, como pH ruminal, peristaltismo intestinal,
competicdo com a microbiota, dentre outros fatores relevantes. LARSEN (1999),
ratifica que as conclusdes de estudos em condi¢des laboratoriais sdo favoraveis
para a utilizacdo de fungos como controladores de larvas de nematoides de animais
domésticos. Diante da satisfatoriedade dos dados obtidos, propfe-se essas

dosagens e esses calculos desse trabalho, para um estudo in vivo, para testar, a
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suficiéncia e a eficiéncia do fungo frente as adversidades que os clamidésporos

suportariam, citadas anteriormente.
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GRAFICO 3.2 — MEDIA DAS TRIPLICATAS E TRIPLICATAS DA CONTAGEM DE LARVAS

RECUPERADAS DAS COPROCULTURAS DE NEMATOIDES GASTRINTESTINAIS
DE OVINOS CULTIVADAS NA PRESENCA DE Duddingtonia flagrans EM
DIFERENTES DOSES (g) DO ENSAIO 2. LINHA DE REGRESSAO DOS DADOS,
INCLUINDO EQUACOES E VALORES DE R

A tabela 3.5 demonstra os percentuais de reducdo dos dois ensaios,

comparativamente. A partir dos valores obtidos por essa tabela, pode-se observar

uma reducao significativa de larvas entre tratamentos e grupos controles. Os valores

comprovam por outro teste a diminuicdo de larvas a partir do aumento da

concentracgao fangica.

Embora numericamente tenha havido maiores percentuais de redugdo de

larvas com o aumento da dose flangica, estatisticamente esses percentuais de

reducdo foram considerados efetivamente iguais, 0 que da subsidios ao pesquisador

determinar a dose a ser administrada aos animais.
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TABELA 3.5- CONTAGEM E PERCENTUAL DE REDUCAO (DESVIO PADRAO) DO NUMERO DE
LARVAS DE NEMATOIDES DE OVINOS NOS ENSAIOS 1 E 2, EM DIFERENTES
DOSES DE Duddingtonia flagrans (CLAMIDOSPOROS POR QUILOGRAMA DE
PESO VIVO EM OVINOS - CLAM/KG/PV)

Larvas (DP) Redugcéo (%) Larvas (DP) Redugcéo (%)
Cla./Kg/PV
Ensaio 1 Ensaio 2
0.0 3120,0 a (2650,3) 2426,7 a (523,6)
36.500
(0.00625 q) 50,0 b (23,7) 97,94
73.000
00125 130,0 b (77.5) 94,73
146.000
0025 9) 253,3 b (299,6) 89,73
292'0%‘; (0,05 26,7b (15,5) 99,07 30,0 b (15,5) 98,79
584.000 23,3 b (13,7) 99,17 26,7 b (10,3) 98,92
(019)
1.168.000
26,7 b (10,3 99,07 26,7b (5,2 98,92
029 (109 52)
2:336.000 23,3 b (18,6) 99,18 30,0 b (23,7) 98,79
(0,49)
4.672.000
33 b (5,2 99,98 6,7 b (10,3 99,73
Bas (52) (103)
9.344.000
6,7 b (5,2 99,77 0,0b (0,0 100
(169) 62 (0,0)
18.688.000
0,0 b (0,0 100 33b (5,2 99,87
) 00) 5.2)
37.376.000
33b (58 100 0,0b (0,0 100
(6.4 0) (5.8) (0,0

As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de
Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade
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3.4 CONCLUSOES

- Embora tenha havido comprovagédo de diminuicdo do nimero de larvas a
medida do aumento do numero de clamidosporos, a determinagdo da dose de
substrato fangico administrada aos animais deve ser levada em consideragédo para
haver otimizagdo do produto. Nesse estudo in vitro, apesar de todas as dosagens
terem demonstrado eficicia, a dosagem de 0,05 g (correspondente a 292.000
clamidosporos) foi considerada eleita para uso por obter uma estavel correlacdo
positiva entre custo e beneficios em ambos os ensaios;

- O teste in vitro correlacionado a dose oral baseada no peso vivo do animal,
pode ser uma metodologia util a ser empregada para triagem ao teste in vivo, ja que
pode oferecer, de modo simplificado, um forte indicativo de eficicia predatoéria do

isolado testado.
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4 EXPERIMENTO IN VIVO: ANALISE DA EFICACIA DO ISOLADO Duddingtonia
flagrans EM DIFERENTES CONCENTRAGCOES APOS PASSAGEM PELO
TRATO DIGESTORIO DE OVINOS

RESUMO

Os resultados obtidos sobre um isolado fangico em relacdo a sua eficacia ao
transitar pelo trato gastrintestinal de um animal séo de fundamental importancia para
sua utilizagdo como controlador biolégico. O objetivo deste trabalho foi determinar a
eficacia do isolado Duddingtonia flagrans, em trés concentracfes distintas, apos
passagem pelo trato digestdrio de ovinos naturalmente infectados por nematéides
gastrintestinais. Oito ovelhas (n=2/grupo), receberam as seguintes dosagens
fungicas: 350.000, 700.000 e 1.000.000 de clamid6sporos/kg/PV. O quarto grupo,
controle, recebeu apenas substrato. Por um periodo de dez dias, foram colhidas
fezes dos animais por meio de bolsas coletoras, uma vez ao dia. No primeiro e no
segundo dia, foi determinada a contagem média de ovos por grama de fezes (OPG)
e identificacdo de larvas por meio de coprocultura. O fungo foi administrado por via
oral no 3° 4° e 5° dias, de acordo com o0 peso dos animais. Os cinco dias
subsequentes (6° ao 10°) consistiram na colheita de fezes, exames de OPG e
coprocultura. Apés esse periodo, foi administrado novamente a mesma dosagem de
clamidosporos aos mesmos animais, assim como colheita de fezes, exames de OPG
e coproculturas, em intervalos semanais, durante trés semanas (dias 14, 21, 28).
Para todas as colheitas, as fezes de cada grupo foram misturadas, padronizadas em
um peso total de 10g e semeadas em placas de petri, para cada um dos quatro
tratamentos em duas temperaturas distintas: uma considerada ideal para a atividade
predatéria do fungo: 28°C e 80% de umidade e outra em uma temperatura
considerada menos ideal para realizacdo das armadilhas de D. flagrans: média de
15°C e 60% de umidade. Foram realizadas triplicatas em cada grupo e em cada
temperatura. Apos 14 dias, o material das placas foi processado pela Técnica de
Baermann para recuperacdo das larvas. Nas analises realizadas para o fator
temperatura, os dados revelaram que ndo houve diferenca estatisticamente
significativa, com p-valor de 0,728. Entretanto, foi observado percentual de redugéo
de larvas nas diferentes concentragfes fungicas. Quando os clamiddsporos foram
administrados em dias consecutivos, houve significancia estatistica (p=0,017),
enquanto que a administragdo do fungo em dias alternados, ndo houve diferenca
estatistica (p=0,769). Os cinco dias subsequentes & administracédo fangica, também
obtiveram percentuais de reducédo de larvas, comprovando a eliminacdo de D.
flagrans nas fezes dos animais. Embora as duas menores concentracdes fungicas
administradas tenham tido menor percentual de redu¢cdo comparadas a maior, todas
demonstraram serem efetivas na reducdo da carga de nematdides gastrintestinais
de ovinos.

Palavras-chave: Duddingtonia flagrans. Nematdéides gastrintestinais. Ovinos.



78

ABSTRACT

An isolated fungi’'s obtained result related to its traffic through gastrointestinal tract
passage on an animal are of basic importance for its utilization as a biological
controller. The objective of this work was to determinate the efficacy isolated
Duddingtonia flagrans, in three distinct concentrations, after going through the
digestive tract of sheep naturally infected with gastrointestinal nematodes. Eight
sheep (n=2/group), had received the following fungal dosage: 350.000, 700.000 and
1.000.000 of chlamydospores/kg/BW. The forth group, the control, received only
substratum. On a period of ten days, excrements of these animals had been
collected by means of collector bags once a day. In the first and the second day, the
mean counting of egg per gram of feces (EPG) was determined and the larvae
identification by means of coproculture. The fungi was administered by oral mean in
the 3°, 4° and 5° days, according to the animals weight. The five subsequent days (6°
until 10°) had consisted of feces collection, EPG exams and coproculture. After this
period, the same chlamydospore dosage was administered to the same animals, as
was the feces collection, the EPG exams and the coprocultures, in weekly intervals,
during three weeks (days 14, 21 and 28). For all the collects, the excrements of each
group were mixed, standardized to a weight of 10g and sown in plates of petri, for
each one of the four treatment in two distinct temperatures: one considered ideal for
the fungus predating activity: 28°C and 80% of humidity and another in a temperature
considered less ideal for the establishment of traps of D. flagrans: average of 15°C
and 60% of humidity. Triplicates were made for each group and each temperature.
After 14 days, the material of the plates was processed by the Technique of
Baermann for larvae recovery. In the carried through analyses for the temperature
factors, the data had disclosed non significant statistical difference with a 0.728 p-
value. However, a larvae reduction percentage was observed in the different fungi
concentrations. When the chlamydospores were administered in consecutive days
there were statistical significance (p=0.017), while the administration of the fungi in
alternate days there were no statistical difference (0.769). The 5 days subsequents
the fungal administration also obtained larvae reduction percentage, proving the D.
flagrans elimination in the animal feces. Although the two smaller fungal
concentrations administered had had a smaller reduction percentage compared to
the biggest, all of them showed effectiveness on the reduction of gastrointestinal
nematodes presence in sheep.

Key- words: Duddingtonia flagrans. Gastrointestinal nematodes. Sheep.
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4.1 INTRODUCAO

No Brasil, grande parte da ovinocultura ainda é realizada em regime de pasto
total ou parcial, o que leva a constantes infecgbes por larvas presentes nas
pastagens (ANUALPEC, 2003). Os métodos quimicos tém sido amplamente
utilizados, mas devido a crescente tendéncia do mercado consumidor, por produtos
livres de residuos quimicos e que ndo causem danos ao meio ambiente (SUAREZ,
2002), torna-se emergente o uso de alternativas para controlar o parasitismo
gastrintestinal de ovinos. O uso de fungos nemat6fagos como controladores
bioldgicos tem demonstrado uma viavel e promissora alternativa para o controle das
nematodioses gastrintestinais ndo somente desses animais, mas de todos o0s
animais domésticos (LARSEN, 2000, ARAUJO et al., 2004).

Para a utilizagdo de fungos, a forma mais pratica € a administracdo oral, na
forma de micélio, conidios ou clamidésporos. Apds a passagem do material fingico
pelo do trato gastrintestinal, ocorre a colonizacdo no bolo fecal e a predagdo e
destruicdo das larvas infectantes dos nematdides, embora alguns isolados fangicos
ndo resistam a passagem pelo trato gastrintestinal dos animais (LARSEN et al.,
1992). Esse processo ocorre devido a destruicdo das suas estruturas fungicas
durante o processo digestorio (HASHMI; CONNAN, 1989). WALLER et al. (1994),
demonstraram que fragmentos de micélio de fungos dos géneros Arthrobotrys e
Monacrosporium foram incapazes de sobreviver a incubagdo em liquido ruminal a
39° C.

Segundo FAEDO et al. (1997), a maior espessura da parede celular dos
clamidoésporos comparada com a dos conidios, faz com que os clamidésporos
suportem melhor a passagem pelo trato gastrintestinal dos animais, tendo maiores
condi¢gdes de ndo serem destruidos pelo mesmo e serem eliminados juntamente
com as fezes. FAEDO et al. (1998), ressalta que experimentos realizados por
diversos pesquisadores, tém demonstrado que clamidésporos de Duddingtonia
flagrans pode sobreviver ao atravessar o trato gastrintestinal dos animais sendo
eficaz, fazendo apreensdes através de armadilhas em larvas presentes nas fezes.

A capacidade dos fungos predadores em combater os nematdides pode ser
avaliada através da recuperacdo das Lz nos cultivos fecais por meio do percentual
de reducdo d as larvas presentes, o qual indica a eficacia do fungo como controlador

biologico (FONTENOT et al.,, 2003). Diversos autores renomados obtiveram
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resultados em suas pesquisas como a via oral seja a melhor para a atuagéo fungica,
embora durante o transito pelo trato gastrintestinal de ruminantes, a ingesta seja
submetida a agcbes mecanicas, microbianas e quimicas, adversas a sobrevivéncia do
fungo (RIBEIRO, 1997).

A dosagem de esporos requeridos para se obter um controle adequado,
depende da espécie do animal. PENA et al. (2002), determinaram uma dosagem até
estabelecer uma dose alvo e relataram que as dosagens de 2.5 x 10* a 5 x 10°
esporos/kg/PV fornecidos diariamente, foram eficazes para controlar estagios
larvares de Haemonchus contortus em fezes de ovinos. A redugéo de larvas nessas
dosagens foi de 76,6 a 100%.

O objetivo desse trabalho foi verificar a eficacia de D. flagrans em diferentes
dosagens ap6s administracdo oral nos animais, com a finalidade de determinar um
intervalo: a cada 24 horas, a cada 48 ou 72 horas, e em dias alternados, entre os

tratamentos como controlador bioldgico de nematdides gastrintestinais de ovinos.

4.2 MATERIAL E METODOS

4.2.1 Unidades Experimentais

Para o experimento in vivo foram utilizados oito ovinos (Ovis domesticus),
fémeas, mesticas, de pesos variados, com idade entre 1 e 2 anos, naturalmente
infectados por nematoides gastrintestinais, de propriedade da Universidade Federal
do Paranéa, UFPR.

Os animais se alimentavam de silagem, concentrado de milho além da
pastagem, e dispunham de &gua ad libitum, também n&o receberam tratamentos
antiparasitarios, todavia, estes foram avaliados clinicamente para o Método
Famacha (MOLENTO et al., 2004), condigéo corporal e tratados somente entre 0s
intervalos dos experimentos, dois meses anteriores aos eventos, com Moxidectina
0,2% (Cydectin®, Fort Dodge), de acordo com a dose recomendada pelo fabricante:

1 mL para cada 10 quilogramas de peso corporal.
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4.2.2 Delineamento Experimental

4.2.2.1 Quantidade administrada aos grupos tratados com fungo e quantidade

administrada ao grupo tratado com milho.

A metodologia para administragcdo nos animais consistiu: Grupo 1: 350 mil
clamidésporos por quilograma de peso vivo (PO), ao qual correspondeu a 0,18
gramas do substrato fangico. Grupo 2: 700.000 clamidosporos por quilograma de
peso vivo (PO) correspondente a 0,36 gramas do substrato, Grupo 3: 1.000.000 de
clamidésporos por quilograma de peso vivo (PO), referentes a 0,52 gramas, e Grupo
4: controle, onde né&o foi administrado fungo, somente o substrato milho (PO).

A dose fangica e de milho foi dependente do grupo de animais (n=2/grupo)
(Tabela 4.1), aos quais foram sorteados aleatoriamente, tendo o peso vivo do animal

como parametro, avaliado em balanca digital.

TABELA 4.1 - QUANTIDADE DE CLAMIDOSPOROS DE Duddingtonia flagrans ADMINISTRADOS
AOS OVINOS, DE ACORDO COM SEU PESO VIVO E SEU GRUPO EXPERIMENTAL

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4
Peso (Kg): 24,0 20,0 25 a7
Substr. Fung (g): 4,32 7,2 13 *16,6
Peso (Kg): 475 495 50 59,5
Substr. Fung (g): 8,55 17,82 23 *21

* substrato milho

4.2.2.2 Método de colheita de fezes

Para a colheita de fezes, foram colocadas bolsas coletoras (Figura 4.1)
nesses animais, com orificios na parte de baixo da bolsa para eliminagédo de urina.
As bolsas foram confeccionadas em nylon e sob medida para um maior conforto. O
aparato foi colocado nos animais por um periodo de 10 horas durante os dias

necessarios para cada experimentacdo realizada. Esse periodo foi estipulado a
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partir de uma média de tempo de transito gastrintestinal, desde a ingestao alimentar

até sua excrecao.

FIGURA 4.1 — OVINOS COM BOLSAS COLETORAS PARA COLHEITA DE FEZES.

4.2.2.3 Administracéo fungica e colheita de fezes

As bolsas coletoras foram colocadas nos animais no periodo da manha e
retiradas no periodo da tarde, durante dez dias consecutivos para colheita de fezes
para realizacdo de exames de OPG e coproculturas. Os dez dias consistiram em
dois dias de colheita de fezes anteriores aos tratamentos com D. flagrans, trés dias
de tratamentos com a administracdo de D. flagrans assim como cinco dias apos
administragcdo do presente fungo, para determinar os percentuais de reducéo,
correlacionando os dois dias em que ndo houveram administracdo do fungo e com
0s cinco dias posteriores que também nao foram realizadas as administracées.

As colheitas de fezes para os exames de OPG e coproculturas,
permaneceram até a quarta semana poés-tratamento, isto é, dias 14, 21 e 28. Esse
método foi planejado a fim de poder se observar a infeccao parasitaria do animal, a
partir das administragcdes fungicas, anterior ao tratamento, nos dias de tratamento,

até a 4° semana pos-tratamento.
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4.2.2.4 Andlise comparativa entre temperaturas

O objetivo de comparar as amostras colhidas contendo fungo e cultivando-as
sob temperaturas diferentes, foi demonstrar a viabilidade de implementagdo do
fungo, em um local com condi¢gBes climaticas diferentes de onde o mesmo foi
isolado.

As amostras de fezes continham o peso de 10 gramas, as quais foram
semeadas em placas de Petri contendo um didmetro de 10 cm, sob disco de papel
absorvente de laboratorio. Os testes foram realizados em triplicata para cada animal
para os trés grupos de fungo existentes e controle, somando, portanto, 24 amostras,
as quais foram incubadas em estufa BOD a temperatura de 28°C, considerada esta,
ideal para a atividade do fungo (GR@NVOLD et al., 1996). O mesmo procedimento
foi realizado, obtendo-se mais 24 amostras, as quais foram mantidas no ambiente,
com média de temperatura de 15°C (Tabela 4.2), perfazendo um total diario de 48
placas e um total de 480 placas ao final dos 10 dias consecutivos. A mesma
metodologia foi usada para as colheitas dos dias 14, 21 e 28 ap6s Ultima
administragdo fungica. Todas as amostras foram mantidas nessas condi¢des
(estufa/ambiente) por 14 dias, periodo suficiente para eclosdo e mudas das larvas,

assim como para avaliar a atividade predatoria do fungo.

TABELA 4.2 - TEMPERATURAS MAXIMAS E MINIMAS DOS 13 DIAS DE COLHEITAS

Dias Temp. Minima (ambiente) °C Temp. Maxima °C
1 14 28
2 11 28
3 12 28
4 12 28
5 13 28
6 17 28
7 19 28
8 17 28
9 15 28
10 14 28
12 sem. 15 28
22 sem. 16 28

32 sem. 15 28
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4.2.3 Andlise Estatistica

Para comparacdo entre os dias que foram administrados fungo
consecutivamente com os dias de administracdo alternada, foi utilizado o programa
MiniTab® 15.1.0., com p<0,05. Para obtencéo da eficacia nos diferentes niveis de
concentracdo do isolado de D. flagrans, foi realizado o percentual de redugéo do
ndamero de L; recuperadas dos cultivos fecais, calculado de acordo com a equacéo
de MENDOZA-DE-GIVES et al. (1999):

% redugéoz[N° meédio de L3 do controle - N° médio de L3 do grupo tratado Jx 100

N° médio de L; do controle

Também foi determinada linha de tendéncia avaliando a diminuicdo do
namero de larvas em fungéo da concentracdo do fungo e da temperatura, utilizando

o programa Microsoft Excel® e célculo de regresséo (R?).

4.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

As Tabelas 4.3 e 4.4, demonstram os valores obtidos de OPG dos animais
durante todo o periodo experimental. Segundo AMARANTE et al. (1996), a
contagem de ovos por gramas de fezes constitui um parametro que permite avaliar
os niveis de infec¢cdo dos animais e o de contaminag&o das pastagens por larvas de

nematoéides gastrintestinais.

TABELA 4.3 — DADOS DESCRITIVOS DA MEDIA DE OVOS POR GRAMA DE FEZES, DOS
ANIMAIS EXPERIMENTAIS DURANTE O PERIODO DE ADMINISTRACAO DE
Duddingtonia flagrans

Dias de colheita de fezes 3ab 14 21 28
OPG - Grupo de 350.000 clam. 13.100 8.300 7.500 9000
OPG — Grupo de 700.000 clam. 12.300 7.900 7.700 8.100
OPG - Grupo de 1.000.000 clam. 13.600 13.100 10.000 6.600

OPG - Grupo Controle 12.000 9.600 6.900 6.000
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TABELA 4.4 —- DADOS DESCRITIVOS DA MEDIA DE OVOS POR GRAMA DE FEZES, DOS
ANIMAIS EXPERIMENTAIS DURANTE O PERIODO EM QUE NAO RECEBERAM
Duddingtonia flagrans

Dias de colheita de fezes la2 6al0

OPG 14.612 10.200

Diante dos resultados das Tabelas 4.5 e 4.6, pdode-se observar que a
administracdo diaria do fungo foi mais eficaz do que a administragdo em dias
isolados. Entre os dias 3 a 5, que foram os trés dias consecutivos que 0s animais
receberam clamidésporos, houve um percentual de efichAcia em quaisquer dos
tratamentos administrados, assim como em ambas temperaturas analisadas. O
percentual de reducdo em dias isolados, so foi obtido na maior dosagem fungica e
ndo em todas as administragfes, concluindo que a administragdo diaria do fungo
pode requerer uma menor dose de administracdo e ainda manter niveis satisfatorios
de eficicia do fungo contra larvas de nematoides gastrintestinais de ovinos.

Para analise de comparacgéo dos dias de administracdo fungica, o p-valor na
analise de variancia, para os dias consecutivos foi 0,017, enquanto que em dias
alternados o p-valor foi de 0,769. Esses resultados vao ao encontro de TERRIL et al.
(2004), que observaram que o fornecimento diario (20 dias de observacgdes) do
presente fungo obtinha maiores redugbes larvais: 48,99%, do que tratamentos
intermitentes com D. flagrans: 34,54% a cada 2 dias e 26,15% a cada 3 dias.
CHANDRAWATHANI et al. (2003), na Malasia, também obtiveram eficacia no
tratamento diario de ovinos com D. flagrans na redug@o de L;. Nos exames de
OPG’s, os animais que receberam tratamento, obtiveram valores de até 500 ovos
por grama, enquanto que os que nao recebiam chegavam a niveis que excediam a
3000 ovos por grama de fezes. Nos Estados Unidos, FONTENOT et al. (2003),
relataram uma reducdo de larvas infectantes na pastagem e em culturas fecais apés
administragdo diaria de D. flagrans, superior a 80%.

CRUZ et al. (2004), compararam dois isolados de D. flagrans a outros dois
isolados brasileiros de Arthrobotrys sp. (A. oligospora e de A.musiformis). Em
condicbes semelhantes, apenas os isolados de D. flagrans reduziram
significativamente o nimero de L3 nos cultivos fecais, sendo os indices superiores a
90%, comprovando a eficiéncia de D. flagrans apds passagem pelo trato digestoério

de ovinos.
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TABELA 4.5 —- PERCENTUAL MEDIO DE'REDU(;AO DE LARVAS INFECTANTES OBTIDAS DAS
COPROCULTRAS EXTRAIDAS DA ESTUFA (28°C) A PARTIR DA ADMINISTRACAO
DE D. flagrans A OVINOS

Dias de administracao flingica 3ab 14 21 28
Tratamento de 350.000 clam. 30 0 0 0
Tratamento de 700.000 clam. 12,53 0 0 0

Tratamento de 1.000.000 clam. 50,5 94,84 0 0

TABELA 4.6 — PERCENTUAL MEDIO DE REDUGAO DE LARVAS INFECTANTES OBTIDAS DAS
COPROCULTRAS SOB A TEMPERATURA MEDIA DE 15°C, A PARTIR DA
ADMINISTRACAO DE D. flagrans A OVINOS

Dias de administracao flingica 3ab 14 21 28
Tratamento de 350.000 clam. 43,79 0 0 0
Tratamento de 700.000 clam. 14,3 0 0 0

Tratamento de 1.000.000 clam. 70,79 87,5 51,83 0

Os valores obtidos das Tabelas 4.7 e 4.8, demonstraram que houve redugao
de larvas nos dias em que ndo houve administracdo fungica, corroborando com
LARSEN et al. (1998), que isolaram fungos de fezes de ovinos a partir da décima
segunda hora apdés a administracdo oral de clamidosporos de D. flagrans. As
reducgdes identificadas nas tabelas citadas foram significativas e se interrelacionam
ao serem comparadas sob temperaturas distintas, demonstrando que esse efeito
nao teve interferéncia na reducdo de larvas. OJEDA-ROBERTOS et al. (2008),
quantificou clamidoésporos por grama de fezes (CPG) por meio de camara de
McMaster ap6s administragdo de clamidésporos por via oral. Os autores observaram
a excrecdo do fungo 24 horas pos-administracdo, e que esses esporos nas fezes
permaneceram presentes durante 5-6 dias apds a administracdo da Ultima
dosagem, indo ao encontro dos resultados obtidos por esse trabalho.

A qualidade da ingesta do animal é muito importante e deve ser considerado,
pois é diretamente proporcional & sua digestdo. RIBEIRO (1997), destaca que o
trnsito dos alimentos desde a sua ingestéo até a eliminagéo nas fezes pelo reto tem
uma duracdo variavel, de acordo com o que foi consumido pelo animal. Um feno de
baixa qualidade de fibras tende a ter um transito mais lento que forragens de melhor
qualidade. O transito total entre ingestdo e eliminacdo é rapido para alguns
alimentos (média de 15 horas), podendo durar dois dias ou mais para outros.
Portanto, uma das hipéteses de eliminagdo do fungo em dias de ndo administracao,

pode ser resultado da qualidade da alimentagéo dos ovinos. Portanto, a alimentag&o
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do animal é de extrema importancia para poder se determinar o horario de colheita

de fezes a fim de ser observada a eliminag&o do fungo.

TABELA 4.7 — PERCENTUAL MEDIO DE 'REDU(;AO DE LARVAS INFECTANTES OBTIDAS DAS
COPROCULTRAS, EXTRAIDAS DA ESTUFA (28°C), NOS DIAS POS-
ADMINISTRACAO DE D. flagrans A OVINOS

Dias de administracao fingica 6al0
Grupo de 350.000 clam. 56,7
Grupo de 700.000 clam. 0
Grupo de 1.000.000 clam. 51,35

TABELA 4.8 —- PERCENTUAL MEDIO DE REDUGAO DE LARVAS INFECTANTES OBTIDAS DAS
COPROCULTRAS SOB A TEMPERATURA (MEDIA DE 15°C), NOS DIAS POS-
ADMINISTRACAO DE D. flagrans A OVINOS

Dias de administragéo fungica 6al0
Grupo de 350.000 clam. 53,47
Grupo de 700.000 clam. 8,09
Grupo de 1.000.000 clam. 4777

Em relacdo a atividade do fungo frente as temperaturas testadas, os dados
revelaram a partir da andlise de variancia um p-valor 0,728, demonstrando nao ter
havido diferenca estatisticamente significativa para este fator. Em determinados
dias, a quantidade de larvas era maior em temperatura considerada ideal, porém,
sob as mesmas condi¢bes, a quantidade de larvas era maior em dias frios, ou
considerados menos ideais para a atividade (anelamento) do fungo as larvas.

O Gréfico 4.1 ratifica o resultado da analise de variancia das temperaturas ao
demonstrar ndo ter havido uma simetria entre temperatura e apreenséo de larvas,
embora tenha demonstrado uma diminuigdo na contagem das mesmas ao longo dos
dias. GRGNVOLD et al. (1996), observou grande quantidade de armadilhas feitas
pelo fungo na temperatura de 20-30°C em apenas 2 dias, e poucas armadilhas na
temperatura de 10°C em 10 dias, o que significa que em temperaturas mais
elevadas, a agdo nematocida do fungo é mais rédpida com maior eficacia.

A linha de tendéncia do Grafico 4.1, demonstra ter havido uma regressao
linear dos dados para concentragdo do fungo e diminuigdo das larvas, a partir das
equacdes y= - 56,487x% -161,03x +12278 e R? = 0,6061 (28°C) e y= -152,25x° +
1629,5x + 4951,5 e R? = 0,7097 (15°C).

Diante das declividades das linhas de tendéncia do Grafico 4.1, pode-se

predizer que a linha sob analises em estufa, foi menos constante que a linha sob
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analises em dias com menor temperatura. Pelos coeficientes de determinacao (RZ),
pbde-se demonstrar que nesse experimento, houve uma predagdo menor, embora
sutil, em temperaturas mais amenas do que em temperaturas mais elevadas,
embora GR@NVOLD et al. (1996), afirmem maior atividade predatoria do fungo sob

maiores te mperaturas.

y = -56,487x2 - 161,03x + 12278

18000 -
R? = 0,6061

16000 +

14000 -| y = -152,25x2 + 1629,5x + 4951,5
R? = 0,7097
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GRAFICO 4.1 - VALORES MEDIOS DE LARVAS INFECTANTES DE NEMATOIDES
GASTRINTESTINAIS DE OVINOS RECUPERADAS DE COPROCULTURAS EM
TEMPERATURAS DISTINTAS: 28°C (ESTUFA) E 15°C (FRIO), LINHA DE
REGRESSAO DOS DADOS, INCLUINDO EQUAGAO E VALOR DE R’.

Os Graficos quadraticos 4.2, 4.3 e 4.4 ilustram os valores obtidos das larvas
recuperadas de cada uma das trés unidades de leitura de larvas que compuseram a
triplicata realizada no experimento, respectivamente. Da média desses, obteve-se o
Gréfico 1, anteriormente j& explicitado e descrito.

Em todos os Graficos subsequentes, as linhas de tendéncia demonstraram
que ocorreu uma diminuicdo de larvas a medida em que foi aumentada a
concentracgao fangica, seguindo o padréo inicial do trabalho.

Observou-se que a concentragdo de larvas infectantes recuperadas nas trés
amostragens (unidades) foram similares, podendo entéo, estimar mais precisamente
a atividade predatoria do fungo nas diferentes dosagens administradas. D. flagrans

foi efetivo constantemente diante dos testes efetuados.
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Os coeficientes de determinagéo (R?) obtidos, se assemelham. Nos Graficos
4.2 e 4.3, o referido coeficiente demonstrou-se um pouco mais elevado, obtendo
portanto, um resultado de atividade do fungo maior sob temperatura de 28°C. J4 no
Gréfico 4.4, ocorreu o inverso, assim como no Gréafico 4.1, de médias, com maior
atividade fangica sob temperatura média de 15°C. Isso reafirma que a temperatura
nao foi fator influente na atividade predatdria sobre larvas infectantes por D. flagrans.
Também, o desvio padrdo dos -coeficientes correspondentes as respectivas

temperaturas (28°C e 15°C), de cada grafico, foi baixo.

25000 1 y = -7,189x7 - 948,56x + 14826

R? = 0,5989
20000 -

y = -117,35x% + 967,76x + 7369,2
R? = 0,5623
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GRAFICO 4.2 — VALORES DA PRIMEIRA UNIDADE DA TRIPLICATA DE LARVAS INFECTANTES
DE NEMATOIDES GASTRINTESTINAIS DE OVINOS RECUPERADAS DE
COPROCULTURAS EM TEMPERATURAS DISTINTAS: 28°C (ESTUFA) E 15°C
(FRIC%), LINHA DE REGRESSAO DOS DADOS, INCLUINDO EQUAGAO E VALOR
DER".
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DER".
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4.4 CONCLUSOES

- Duddingtonia flagrans demonstrou ser capaz de suportar o estresse do trato
gastrintestinal dos animais como pH, peristaltismo, fermentacgéo e, de acordo com o0s
resultados obtidos, houve redugcédo de larvas nas concentragdes utilizadas quando
comparados aos achados do grupo controle;

- A administragdo fangica em periodos consecutivos teve uma maior eficacia
ao predar larvas gastrintestinais de ovinos, quando comparadas a administragées do

fungo em dias isolados.
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5 CINETICA DE CAPTURA E INFECCAO DE LARVAS INFECTANTES DE
NEMATOIDES TRICHOSTRONGILIDEOS PELO FUNGO Duddingtonia

flagrans

RESUMO

A visualizag&o da interacdo do nematdide com o fungo em diferentes momentos de
atividade de Duddingtonia flagrans, é de fundamental importancia em uma pesquisa,
pois objetiva constatar e comprovar as hipoteses do trabalho. Para observacdo da
captura dos trichostrongilideos pelo fungo nemato6fago, larvas infectantes com
movimentos vigorosos foram selecionadas e inoculadas em placas de petri contendo
o fungo D. flagrans e meio &gar-agua como substrato. As placas foram
posteriormente monitoradas sob microscépio 6ptico em horérios distintos: 12, 32, 42,
52 102, 158 202 e 252 hora. Os resultados demonstraram que quanto maior o tempo
de contato fisico do nematdide com o fungo, maior a propor¢cao de destruicdo das
larvas pelas hifas fangicas, as quais invadiram o corpo do nematdide completamente
na 252 hora. J& nos primeiros momentos de contato fisico entre ambos, observou-se
gue a presenca das larvas com seus movimentos sigmoides, suas excretas, dentre
outros fatores, fizeram com que o fungo construisse armadilhas em forma de botdes
e redes adesivas, anéis constritores e nao-constritores, a fim de capturar os
nematoéides trichostrongilideos. Em todos os momentos de observacdo da cinética
de captura, a 52 hora de interagéo foi crucial para a larva, pois as armadilhas de D.
flagrans lesaram a cuticula externa do nematoide, ocorrendo um descolamento do
seu corpo. Essa estrutura do nematdide € imprescindivel tanto para a infecgdo no
animal, como para sua sobrevivéncia no ambiente, portanto, admite-se que, a partir
desse momento, mesmo as larvas permancendo vivas e ativas nos horarios de
observacgdes subsequentes, na 52 hora, a larva perdeu seu poder infectante. Na 152
hora de interacéo, foi observado que apesar da grande invasividade de hifas
fungicas pelo corpo do nematoide, a larva ainda permaneceu viva, com movimentos
ativos, entretanto sequer, nenhuma viabilidade de continuidade de seu ciclo
evolutivo. Portanto, embora os resultados dos horarios em que ocorreram a
destruicdo total do nematodide pelo fungo sejam de extrema relevancia para o
conhecimento dos momentos de penetracdo das hifas no corpo do nematoide,
conclui-se que ndo sdo necessarios tempos exacerbados de interacdo para que a
larva perca sua viabilidade, o que evidencia a grande capacidade de D. flagrans
como predador de nematdides.

Palavras-chave: Momentos de interacdo. Nematodides. Armadilhas.
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ABSTRACT

The visualization of the interaction of nematode with fungi at different moments of
activity of Duddingtonia flagrans, has a great importance in a research, therefore
objective to evidence and to prove the hypotheses of the work. To observe the
capture of the trichostrongilideos for nematophagous fungi, infecting larvae with
vigorous movements had been selected and inoculated in petri plates containing
fungi D. flagrans and agar-water mean as substratum. After that, the plates had been
monitored under optic microscope in distinct hours: 12, 32 42 52 102 152 202 and
252 hour. The results had demonstrated that the bigger the time of physical contact of
nematode with fungi, the greater the ratio of destruction of the larvae by fungal
hyphas, which had completely invaded the body of nematodes in 252 hour. Already at
the first moments of physical contact between both, it was observed that the
presence of the larvae with its sigmoids movements, its excrements, amongst other
factors, had made the fungi build traps in form of buttons and adhesive nets,
constricting rings and non-constricting, in order to capture trichostrongilid nematodes.
In all the moments of observation of the kinetic of the capture, 52 interaction hour was
crucial for the larvae, therefore the traps of D. flagrans had injured external cuticle of
nematode, occurring a deattachement of its body. This structure of nematode is
essential in such a way for the infection in the animal, as for its survival in the
environment, therefore, it admits that, from this moment, exactly the alive and active
larvae remained in the schedules of subsequentes observation, in the 5 hour, the
larvae lost its infecting power. In 152 interaction hour, was observed that although the
great invasivity of fungal hyphas on the body of nematode, the larvae still remained
alive, with active movements, however at least, without viability of continuity of its
evolutive cycle. Therefore, even so the results of the hours when they had occurred
the total destruction of nematode for fungi are of extreme relevance for the
knowledge of the moments of penetration of hyphas in the body of nematode,
conclude that they are not necessary e times of interaction so that the larvae loses its
viability, showing evidences of the great capacity of D. flagrans as predator of
nematodes.

Key - Words: Interaction moments. Nematodes. Traps.
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5.1 INTRODUCAO

As estruturas de predacgdo dos fungos nematofagos sao importantes dados a
serem constituidos e catalogados, pois reflete na pratica o que ocorre natural e
fisiologicamente no bolo fecal dos animais. Segundo COOKE; GODFREY (1964),
FAEDO et al. (2002), o solo é um excelente ambiente & proliferacdo de fungos
nematéfagos, e onde houver matéria organica em devida proporgdo, a probabilidade
€ ainda maior de ocorrer essa proliferacdo. Portanto, as fezes constituem um meio
rico para a germinagao fungica.

As espécies de fungos nematéfagos predadores variam em sua capacidade
de capturar nematéides (GR@NVOLD et al., 1996). Produzem armadilhas ao longo
de suas hifas, embora muitos desses fungos ndo as produzam em cultura pura. A
diferenciagédo das hifas podem ocorrer em 24 horas e numerosas estruturas de
captura podem ser produzidas (PRAMER, 1964). A formacdo de armadilhas era
atribuida apenas as hifas, mas recentemente, DACKMAN e NORDBRING-HERTZ
(1992), relataram que a formacdo de armadilhas também pode ser atribuida aos
esporos. A formacdo dessas redes estruturais ocorre em resposta a presenga de
nematodides ou de substancias deles derivadas e também em condi¢des adversas de
cultivo, como escassez de agua e/ou nutrientes (BALAN; GERBER, 1972). No
ambiente, onde predominam condi¢cdes estressantes para o desenvolvimento
fungico, a habilidade em predar nematéides os propiciam vantagens adicionais de
sobrevivéncia. Algumas espécies de fungos nematdfagos, desenvolvem essas
estruturas de captura como resultado a estimulos externos, como citados pelos
autores BALAN e GERBER, (1972). Outras, apenas as desenvolvem
espontaneamente, sendo as mais dependentes de nematdides como fonte de
nutrientes (MOTA et al, 2003). Essas estruturas predatorias do fungo séo

responsaveis pela sua atividade nematocida.

Portanto, informagdes ilustrativas que elucidem o que ocorre no percurso de

uma pesquisa, séo de extrema importancia para o entendimento final do trabalho.
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5.2 MATERIAL E METODOS

Para permitir a interacdo do fungo nematofago D. flagrans com larvas
infectantes de H. contortus, nematdides gastrintestinais de ovinos em placas de Petri
contendo o meio agar-dgua 2% foram cultivadas, sendo posteriormente fixadas em
glutaraldeido a 2,5%, paraformaldeido a 4%, cloreto de calcio a 5 mM em tampao
cacodilato de s6dio a 0,1 M, pH 7,2.

O monitoramento das intera¢des ocorreu durante 1, 3, 4, 5, 10, 15, 20 e 25

horas, com microscépio optico sob aumento de 40x e registro fotografico.

5.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Em relacdo aos resultados morfolégicos do nematdide H. contortus apés
adicdo do fungo nematdfago D. flagrans, estes foram proporcionais ao tempo de
interagdo entre ambos.

A Figura 5.1 é representada pela presencga de esporos de D. flagrans na placa
de petri, enquanto que a figura 5.2 demonstra a presenga de armadilhas adesivas
tridimensionais em resposta a presenca de D. flagrans. Com apenas uma hora de
interacdo do fungo, foram observados anéis constritores no nematéide (Figura 5.3),
0 mesmo ocorrendo com trés horas de interagdo com maior nimero de redes
adesivas ao longo do nematoide (Figura 5.4). Na quarta hora de interacdo (Figura
5.5), o nematdide ainda encontrava-se com movimentos sigmoides vigorosos apesar
da presenca das redes adesivas. Com 5 horas de interagdo, houve um
descolamento parcial da cuticula da porcdo anterior da larva infectante (Figura 5.6).
Mesmo esta estando viva e mantendo suas estruturas intactas internas, a dificuldade
da sua sobrevivéncia no ambiente, torna-se completamente comprometida pela
perda de parte de sua protegéo, diminuindo em grandes proporc¢des as chances de
infectar um animal. Com 10 horas de interag&o entre fungo e nematdide, este ainda
encontra-se vivo (Figura 5.7). Entretanto, com 15 horas de interagéo (Figura 5.8), a
regido de penetracdo demonstrou alteracdo das células de H. contortus. A hifa
penetrou a cuticula do nematodide na regido anterior de seu corpo demonstrando
aparéncia amorfa, embora a regiéo posterior ainda permanecesse intacta. J& com 20

horas de interacdo, houve completa ocupacéo das hifas pelo corpo do nematdide
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(Figura 5.9). Na vigésima quinta hora, o mesmo encontrava-se completamente
destruido, estando suas estruturas amorfas, sem potencial infectivo (Figura 5.10).

NANSEN et al. (1986), compararam a atividade predatéria do isolado
Arthrobotrys oligospora sobre larvas infectantes do trichostrongilideo Cooperia
oncophora (L3) e de nematdides de vida livre Rhabditis wohlgemuthi e Panagrellus
redivivus. As larvas de Cooperia permaneceram ativas por até 20 horas apds serem
capturadas nas armadilhas, enquanto os nematbéides de vida livre foram
rapidamente invadidos e destruidos pelo fungo. Esse fato é devido as larvas
infectantes possuirem dupla cuticula remanecentes da muda anterior.

O ponto chave para o discernimento de quando o nematdide ndo esta mais
viavel para infectar os animais, ndo € o momento em que as hifas do fungo invadem
seu corpo e este encontra-se sem mobilidade, mas sim, 0 momento em que 0
nematdide sofra alguma alteracdo morfolégica direta. A cuticula externa,
responsavel pela manutencdo da viabilidade do nematbide, caso injuriada,
prejudicaria ndo somente sua sobrevivéncia no ambiente como também sua

infecg@o no hospedeiro.
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FIGURA 5.2 — ARMADILHAS ADESIVAS (SETAS)

FIGURA 5.1- ESPOROS DE Duddingtonia S
flagrans IDENTIFICADOS POR SETAS DE Duddingtonia flagrans EM RESPOSTA A
PRESENCA DE NEMATOIDES GASTRINTESTINAIS

DE OVINOS

FIGURA 5.4 - 3 HORAS*

FIGURA 5.5 - 4 HORAS* FIGURA 5.6 - 5 HORAS*
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FIGURA 5.9 - 20 HORAS* FIGURA 5.10 - 25 HORAS*

* :Tempo de contato fisico do nematdide Haemonchus contortus aderido & superficie
do fungo D. flagrans por meio de substéncias fibrilares adesivas.

Setas: Indicam as constri¢fes realizadas por D. flagrans em presenca do nematdide.

Figuras: aumento 40x.

5.4 CONCLUSOES

- O fungo nematéfago Duddingtonia flagrans demonstrou ser efetivo no
controle de larvas de nematdides gastrintestinais de ovinos, sendo comprovado
pelas imagens obtidas;

- Haemonchus contortus, nematoéide de maior patogenicidade em pequenos
ruminantes, foi completamente destruido pelo referente fungo, sendo portanto,

aprovado seu uso como controlador bioldgico.
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6 EFICACIA DO ISOLADO Duddingtonia flagrans SOBRE LARVAS DE
NEMATOIDES GASTRINTESTINAIS DE OVINOS NO MEIO AMBIENTE

RESUMO

A diminuigc&o de larvas infectantes na pastagem a niveis seguros aos animais € de
extrema importancia para reduzir o grau de infecgédo e possibilitar a manutencédo da
producdo. Portanto, o presente trabalho objetivou analisar a eficacia do fungo
nematéfago Duddingtonia flagrans sobre larvas gastrintestinais no meio ambiente,
obtidas de fezes de ovinos naturalmente infectados e semeadas em pastagens
naturais. Foram administrados clamidésporos fungico em associa¢cdo com graos de
milho para 8 animais, sendo a dosagem correspondente ao peso vivo, em quatro
concentragdes distintas: 350.000 clamidésporos/kg/PV, 700.000
clamidosporos/kg/PV, 1.000.000 clamidésporos/kg/PV, e grupo controle, que so
recebeu milho. Os animais (n=2) foram sorteados aleatoriamente para obtencgéo de
ovos de helmintos. As fezes dos animais foram recuperadas por meio de bolsas
coletoras e misturadas de acordo com seu grupo, sendo posteriormente semeado
um quilograma de fezes para cada area de 1m?, perfazendo um total de 12 &reas (4
tratamentos x 3 repeti¢cdes). Apds 14 dias, foram colhidas duas amostras (Al e A2)
de pastagens de uma area de 15 cm? e a cada dois dias, até o dia 24 pos-
tratamento. A amostra Al foi processada pela Técnica de Baermann para
recuperacdo das larvas, enquanto A2 foi enviada para estufa de secagem, a 65°C,
durante 72 horas, para determinacdo da matéria seca. Os dados obtidos foram
transformados em numero de larvas por quilograma de matéria seca
(n/kg/MS/grupo). Nos resultados obtidos, ndo houve variacdo significativa nas
diferentes doses e periodos do experimento. Devido a grande variagdo climéatica em
gue a pesquisa foi realizada, ndo se pode atestar a acdo nematocida de
Duddingtonia flagrans no meio ambiente contra larvas de helmintos em ovinos.
Trabalhos futuros devem determinar a viabilidade de D. flagrans em diferentes
estacdes climaticas.

Palavras- chave: Duddingtonia flagrans. Nematdides gastrintestinais. Ovinos.
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ABSTRACT

The reduction of infective larvae in the pasture into safe levels to the animals is of
extreme importance for to reduce the infection degree and to enable the maintenance
of the production. Therefore, the present work objectified to analyze the effectiveness
of the nematophagous fungus Duddingtonia flagrans on gastrointestinal larvae in the
environment, obtained from feces of naturally infected sheep and sown in natural
pastures. Fungal chlamydospores were administered in association with maize
grains to 8 animals, being the dosage correspondent to the BW (bodyweight), in four
distinct concentrations: 350.000 chlamydospores/kg/BW, 700.000
chlamydospores/kg/BW, 1.000.000 chlamydospores/kg/BW, and control group, that
received only maize. The animals (n=2) had been drafted randomly for acquisition of
helmints’ eggs. The feces of the animals had been recouped by means of collecting
bags and mixed in accordance to its group, being then sown as one kilogram of
excrements for each area of 1m?, to make up a total of 12 areas (4 treatments x 3
repetitions). After 14 days, two samples (Al and A2) of pastures of an area of 15 cm?
e to each two days, until day 24 post-cure. The Al sample was processed for the
Technique of Baermann for recovery of the larvae, while A2 was sent for drying
greenhouse, 65°C, during 72 hours, for determination of the dry substance. The
gotten data had been transformed into number of larvae for kilogram of dry
substance (n/kg/MS/group). In the gotten results, it did not have significant variation
in the different doses and periods of the experiment. Had the great climatic variation
where the research was carried through, if it cannot certify the nematocid action of
Duddingtonia flagrans in the environment against larvae of helmints in sheep. Future
works must determine the viability of D. flagrans in different climatic seasons.

Key- words: Duddingtonia flagrans. Gastrointestinal nematodes. Sheep.
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6.1 INTRODUCAO

O Parana se destaca pela produgéo destinada a carne, com um sistema de
criagdo intensivo ou semi-intensivo (SOCCOL et al., 1999). Segundo a FAO (2004),
embora tenha havido redu¢&o do numero total de ovinos no Brasil entre o periodo de
1994 e 2003, SOCCOL et al. (1999), constataram que no Paran& a espécie ovina
apresentou 0 maior crescimento entre os animais explorados zootecnicamente.

AMARANTE (2004) ressalta que na pratica, 100% dos ruminantes domésticos
sdo portadores de pelo menos uma espécie de endoparasitose. Entretanto, a
infeccdo por nematdides gastrintestinais adquirida pelos animais assim como a
probabilidade do nematoide infecta-los sdo dependentes de muitos fatores. Segundo
WALLER (2005), o numero de espécies de larvas em que 0s animais so expostos e
a quantidade que se estabelecem em seu trato gastrintestinal, sdo determinantes
para que haja determinado grau de infecg@o. Ainda ha fatores que muitas vezes se
interrelacionam. Estes incluem os efeitos diretos e indiretos de condi¢cbes climaticas
que podem influenciar a taxa de contaminacdo da pastagem, infec¢des prévias,
comportamento de pastejo dos animais, além do seu estado fisioldgico.

Os nematodides de ruminantes, durante a fase de vida livre, sofrem uma série
de eventos para terem condigcbes de parasitar o animal, como clima, tipo de
vegetacao, manejo, estratégias de tratamentos, além de fatores ligados aos animais
como idade, estado nutricional e resisténcia inata ou adquirida (LEVINE, 1963).
BRAGA (1986) corrobora e ainda ressalta que o indice pluviométrico é o principal
fator pelo aumento das infec¢des parasitarias, pois o déficit hidrico, assim como seu
excesso, prejudica significativamente o desenvolvimento de larvas infectantes no
pasto, na medida em que o processo de translagdo, que é a taxa de contaminacao
dos animais com parasitas infectantes (Ls), apresenta variacbes decorrentes do
clima.

Diante das condigbes exigidas para o0 estabelecimento do parasitismo
gastrintestinal, os resultados de estudos com fungos nematéfagos tém demonstrado
uma boa alternativa para diminuir o grau de infestacdo das fases de vida livre de
nematodioses de pequenos ruminantes (LARSEN, 1999).

O crescimento rapido do fungo assim como a producdo de seu micélio, sdo

importantes fatores para a disseminagdo e sobrevivéncia do mesmo em condi¢des
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ambientais, embora o crescimento micelial fangico ndo esteja relacionado com a
capacidade de um isolado em predar nematoides (DACKMAN et al., 1987).

Diante da tentativa de implementacdo do fungo nematéfago D. flagrans, o
objetivo deste trabalho foi analisar a sobrevivéncia e a eficacia do fungo no meio
ambiente da regido metropolitana de Curitiba contra parasitas de pequenos

ruminantes.

6.2 MATERIAL E METODOS

6.2.1 Local de execugéo

O experimento foi realizado nos meses de setembro e outubro de 2008, no
Setor de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal do Parana, localizada no
municipio de Curitiba, situado na latitude 25°24’ S, longitude 49°16' W e altitude de
934 m. O clima da regido, segundo a classificagdo de Kdppen (Cfb), corresponde a
um clima subtropical super umido, com verdo fresco, e geadas frequentes (média de
5 geadas/ano). A temperatura média anual é de 16,5 °C, com média do més mais
quente e mais frio de 20,1 e 12,0 °C, respectivamente. O més mais chuvoso €é
janeiro e o0 menos, agosto.

Os subsidios para a realizacdo desse trabalho como dados de precipitagdo
pluviométrica, temperaturas maxima e minima, assim como umidade relativa do ar,
foram coletados na estagdo meteoroldgica do municipio de Curitiba de acordo com o
SIMEPAR, e comparados com os dados de OPG, coproculturas e larvas
recuperadas na pastagem, para cada tratamento durante todo o periodo

experimental.

6.2.2 Dose fungica administrada aos animais

Foram utilizados quatro tratamentos: 350.000, 700.000, 1.000.000 de

clamidosporos/kg/PV e grupo controle. A metodologia para administracdo oral nos

animais desses tratamentos foi a seguinte: O grupo | recebeu a dosagem fungica de
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350 mil clamidésporos por quilograma de peso vivo, ao qual correspondeu a 0,18
gramas do substrato fangico. O grupo Il recebeu a dosagem de 700.000
clamidosporos, correspondente a 0,36 gramas do substrato, o grupo lll, recebeu
1.000.000 de clamidésporos, referente a 0,52 gramas, e o grupo IV, grupo controle,
onde néo foi administrado fungo, somente o substrato milho.

A dose foi dependente do peso individual dos animais (n=2/grupo), aos quais

foram sorteados aleatoriamente (Tabela 6.1).

TABELA 6.1 — QUANTIDADE DE CLAMIDOSPOROS de Duddingtonia flagrans ADMINISTRADOS
AOS OVINOS, DE ACORDO COM SEU PESO VIVO E SEU GRUPO EXPERIMENTAL

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4
Peso (Kg): 24,0 20,0 25 a7
Substr. Fung (g): 4,32 7,2 13 *16,6
Peso (Kg): 47,5 495 50 59,5
Substr. Fung (g): 8,55 17,82 23 *21

*substrato milho

Previamente ao experimento, o exame de ovos por grama de fezes (OPG) foi
realizado obtendo-se o valor de 157,5.

A alimentacdo dos animais consistia em silagem, concentrado de milho além
da pastagem, e dispunham de 4gua ad libitum, também n&o receberam tratamentos
antiparasitarios, todavia, estes foram avaliados clinicamente para o Método
Famacha (MOLENTO et al., 2004), condigéo corporal e tratados somente entre 0s
intervalos dos experimentos, dois meses anteriores aos eventos, com Moxidectina

0,2% (Cydectin®, Fort Dodge) 1 mL para cada 10 quilogramas de peso corporal.

6.2.3 Metodologia de contaminagéo da pastagem

Foi semeado 12 Kg de fezes dos quatro grupos de animais (3kg fezes/grupo)
em 12 areas de 1m?, (1Kg/grupo/area), em pastagem nativa com predominio de
Tifton-85 (Cynodon spp.), Azevém (Loliun multiflorum), Capim-Elefante (Pennisetum
sp.), Trevo-Branco (Trifolium repens) e Aveia (Avena sativa). Duas semanas apoés a

deposicdo dos bolos fecais, amostras aleatorias de todas as areas foram coletadas
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as 6 horas da manha (periodo de maior umidade e probabilidade de recuperacgéo de
larvas), por meio de cortes rasteiros da pastagem de uma sub-area de 15 cmz,
escolhidas aleatoriamente (Figura 6.1). As amostras foram acondicionadas em
sacos de tecido, de modo que as fibras se dispusessem horizontalmente,
organizadas e espacadas, sendo posteriormente suspensas em baldes plasticos,
contendo agua a 42°C, segundo a técnica de Baermann (CORT et al., 1922), onde
ficaram sedimentando por 24 horas, com o propésito das larvas presentes migrarem
desse material por termohidrotropismo para o fundo do balde. O sobrenadante foi
descartado e o sedimento ficou por mais 4 horas em copos de Hoffman. Apos esse
periodo, o material foi conservado em alcool 70% para identificacdo e quantificacdo
do numero de larvas (MOLENTO, 2001).

Juntamente a esse procedimento, amostras das pastagens de cada area
foram coletadas, com igual metodologia, e colocadas em estufa de secagem, a
65°C, durante 72 horas, para determinacdo da matéria seca. Os dados das
contagens foram transformados em numero de larvas por quilograma de matéria
seca (n/kg/MS/grupo) (MOLENTO; SANTOS, 2008 - LDP; Planilha ainda né&o
publicada).

A viabilidade do fungo foi avaliada, comparando a contagem de larvas

infectantes em cada area em intervalos de dois dias, durante 10 dias.

FIGURA 6.1 - CORTE DA PASTAGEM EM SUB-AREA DE 15 cm? PARA OBTENGCAO DE LARVAS
E QUANTIFICACAO DE MATERIA SECA
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6.2.4 Andlise Estatistica

Para os dados de pastagem foi aplicada Anédlise de Variancia para medidas
repetidas, considerando os cinco dias de colheita. Para os cinco periodos de tempo

a normalidade foi avaliada pelo teste de Kolmogorov-Smirnov.

6.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

O valor do exame de OPG foi significativamente baixo se comparado as
pesquisas anteriores. Uma das hipoteses para esse evento, pode estar relacionada
ao fendbmeno imunolégico de auto-cura dos animais (TAYLOR et al., 2007). Segundo
0S mesmos autores, em regides endémicas de hemoncose, frequentemente apos
um periodo de chuvas intensas que sutilmente aparecem seus valores baixos devido
os dados de colheita terem sido diarios e ndo mensais (Gréfico 6.1), as contagens
de ovos de vermes nas fezes de ovinos caem para niveis proximos a zero, em
virtude da eliminag&o da maior parte da carga de vermes adultos.

Entretanto, ndo pode ser descartado um periodo de seca que precedeu o
experimento que pbde ter contribuido para os baixos valores de OPG dos animais,
como segunda hipétese. Segundo URQUHART et al. (1998), a seca diminui a
probabilidade de eclosdo das larvas em desenvolvimento até larvas infectantes,
diminuindo portanto, a infecgdo dos animais. ROBERTS et al. (1952), relataram que
o indice regular de precipitagédo pluvial é extremamente necessario para a migracao
de larvas para a pastagem. J& WILLIAMS e MAYEW (1967), demonstraram que
limites de 50 mm? sdo requeridos para ecloséo das larvas e desenvolvimento das
mesmas nos pastos, fatos esses nao podendo ser descartados ao analisar o baixo

exame de OPG dos animais.



110

—#— Chuva (mnt) Umidade (%) =—de—T min (2C) =—+—T media (2C) T max (2C)

120

100

80

&0

40

20

L) T ) (N y T | Lo T oy Ty N 5 N IR 5 A = | o o o o o o o o O O O

e T R R = = T T T e T B R B e B

o o~ ™ m w0 ~ 00 o;m o — ™~ M g W w o~ 0o o —

™ ™ ™™ ™ ™ ™ i I ™~ m = O = = = = = = O —
Total de dias de experimento

GRAFICO 6.1 — CONDICOES CLIMATICAS DURANTE TODO O PERIODO EXPERIMENTAL

A Tabela 6.2, demonstra a contagem de L3/kg/MS, no decorrer dos dias por
tratamento. A primeira colheita de pasto correspondeu ao dia zero do experimento. A
pastagem estava isenta de fezes, porém com alta contaminac¢do por helmintos.
Entretanto, a analise estatistica ndo determinou uma tendéncia estabelecida,
mostrando que com o mesmo tratamento fangico, a contagem de larvas apresentou
grande variabilidade, sem comportamento definido.

Diante das analises obtidas, a maior diferenca, embora néo significativa, foi
no numero de larvas apenas na 3?2 colheita (dia 16 — Grafico 2), com p-valor=0,06
(analise por Kruskal-Wallis).

Nas demais avaliagdes, por uma analise ndo paramétrica dos dados e
comparando a variagdo da média de larvas em cada tratamento, ndo houve
diferenca significativa.

Uma das hipoteses de néo ter havido diferencas, pode estar relacionada a
colheita de fezes néo ter abrangido todo o periodo de eliminagdo do fungo. Em
caprinos, ARAUJO et al. (2006), demonstraram a passagem do fungo pelo trato
gastrintestinal e sua saida nas fezes em horarios bem variados e muitas vezes de
forma lenta, 14, 20 e 46 apOs administracdo fangica. Em experimentos com
terneiros, ARAUJO et al. (2000), isolaram fungos nas fezes desses animais no
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periodo entre 18 e 72 horas, principalmente na 182 hora. Embora o presente
experimento tenha sido com ovinos, existe a probabilidade de que no periodo que
essas colheitas foram realizadas, ndo tenha coincidido com o periodo 6timo de
eliminac&o do fungo. Portanto, ndo péde-se afirmar que nos horéarios de colheita n&o

tenha havido eliminacdo de clamidésporos nas fezes dos animais.

120000

—-e—- Trat 1. 350.000 clam

—a—Trat 2. 700.000 clam )
— e~ —Trat 3. 1.000.000 clam /
100000 - ---A--- Grupo controle /

80000 +

60000 -

L3/Kg/MS

40000 +

20000 -

Dia 0 Dia 14 Dia 16 Dia 18 Dia 20 Dia 22

Dias de colheita da pastagem

GRAFICO 6.2 — MEDIA DE LARVAS INFECTANTES POR QUILOGRAMA DE MATERIA SECA,
RECUPERADAS NA PASTAGEM INOCULADA COM D. flagrans.

Em relagdo ao fator tratamento, a Tabela 6.2 demonstra que ndo existiu
diferenca estatisticamente significativa. Portanto, a menor dosagem que foi de
350.000 clamidésporos néo diferiu da maior dosagem, 1.000.000 de clamiddsporos.
A média entre os tratamentos foi estatisticamente igual, considerando todos os
periodos de colheita. A andlise de variancia mostra que o p-valor da comparagdo do
contraste foi de 0,549, confirmando a equivaléncia entre os tratamentos em relagéo

as larvas recuperadas.
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TABELA 6.2 — ANALISE DE VARIANCIA COMPARANDO OS QUATRO TRATAMENTOS

Fonte Soma de Quadrados Gl Quadrado Médio F p-valor
Intercepto 1,916E10 1 1,916E10 49,500 <0,001
Tratamento 8,877E8 3 2,959E8 0,764 0,549
Erro 2,710E9 7 3,871E8

Os dados da Tabela 6.3 demonstram que nao houve diferenca
estatisticamente significativa para o tempo, podendo-se considerar as médias de
L3/kg/MS iguais em todos os periodos. O teste apresenta p-valor de 0,241, n&o
significativo. Da mesma forma, ndo houve interagdo entre tempo e temperatura,
definindo que o padrédo de variagdo ndo mudou ao longo do tempo, sendo p-valor
encontrado de 0,398.

TABELA 6.3 — ANALISE DE VARIANCIA COMPARANDO O FATOR DIAS (TEMPO) E

DIAS*TRATAMENTO
Fonte Somade Quadrados Gl Quadrado Médio F p-valor
Dias 1,100E10 4 2,750E9 1,460 0,241
Dias*Tratamento 2,485E10 12 2,070E9 1,100 0,398

O numero de larvas encontrado nas pastagens foi demasiadamente alto
(Tabela 4 — dia 0), o que n&o era esperado, com excegao do grupo IV—controle, pois
o0 OPG de todos os animais foi estimado como o0 menor de todas as
experimentagcdes e as colheitas dessas pastagens foram realizadas apos a
deposicéo dos bolos fecais dos animais. Todavia, a contagem de larvas do dia zero,
demonstrou contaminacdo do pasto, apesar do descanso em que este se
encontrava anterior ao experimento. SOUZA et al. (2000) determinaram o periodo
necessario de descanso da pastagem para ocorrer descontaminacdo por larvas de
nematodides gastrintestinais de ovinos em campos naturais: de 42 a 56 dias na
primavera e de 70 a 84 dias no verdo. JA GONCALVES e VIEIRA (1963), no Rio
Grande do Sul, realizaram estudos com larvas no pasto utilizando ovinos tragadores
e concluiram que durante o verdo a pastagem se desinfesta totalmente ao final de
dois meses, com temperatura alta (+ 25°C) e umidade relativa do ar em torno de
60%. Ja no inverno, larvas de Trichostrongylus axei e Ostertagia circumcincta ainda
sobreviveram com o descanso da pastagem por quatro meses. Entretanto, DONALD

et al. (1978), demonstraram que larvas de nematdides gastrintestinais de ovinos
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podem sobreviver nas pastagens por seis meses ou mais, sendo que o periodo
preciso depende muito das condi¢bes climaticas.

Devido a essa amplitude de variagBes climaticas, a grande variacdo na
contagem de larvas no decorrer dos dias, certamente teve como fator principal o
excesso de pluviosidade do periodo (Grafico 6.1), que além de ter aumentado a
contaminagdo da pastagem, facilitou a dissociagédo fisica do fungo ao bolo fecal,
limitando sua agdo. Essa dissocia¢do do fungo com as larvas, também tem como
consequéncia a pouca estimulagdo do fungo para formagdo de suas armadilhas
(MOTA et al., 2003). Contudo, o periodo de seca precedido ao experimento, ndo
pode ser omitido e é notéria e conclusiva a contaminacdo da pastagem antes do
periodo da seca, pois nesse periodo, seria impossivel a eclosdo da alta quantidade
de larvas presentes na pastagem.

A Tabela 6.4 relata a deficiéncia ao atestar a atividade do fungo nesse
periodo experimental. O dia 14, no tratamento 1, este apesar de ser a menor
concentracdo fangica, foi obtido uma redugéo apreciavel em relagdo ao namero de
larvas do grupo controle (tratamento 4). Entretanto, no mesmo dia 14, no tratamento
2, em que a concentracdo fungica € dose superior ao primeiro exemplo, esse total
de larvas também foi superior, o que n&o deveria ter ocorrido e assim,
sucessivamente, para poder atestar a eficacia do fungo. As percentagens também
deveriam ser reduzidas ao longo das colheitas, para analise do limite de tempo de
eficiéncia do fungo, embora isso ndo ocorreu, e sim, valores muito dispersos ao
longo do experimento. Aliado a isso, a instabilidade de valores brutos do total de
larvas em relagdo aos tratamentos e aos dias de colheita, fizeram com que fosse

dificil atestar com preciséo a eficacia do fungo na pastagem.
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TABELA 6.4 — PERCENTUAL DE REDl:lQAO DE LARVAS INFECTANTES NA PASTAGEM POR
QUILOGRAMA DE MATERIA SECA EM RELACAO AO PRIMEIRO DIA DE
COLHEITA (DIA ZERO), E SUCESSIVAMENTE, AO DIA ANTERIOR, ATE A ULTIMA

COLHEITA
Tratamentos
1 - 350.000 clam. Percentagem(%): Percentagem
2- 700.000 clam. Total de Larvas dia Zero - (%): colheita
3 —1.000.000 clam. — anterior
4 — controle
Dia zero - 74.391,98 - -
1 17.474,7 23,49 -
Dia 14 2 84.313,73 113,34 -
3 30.176,77 40,56 -
4 26.631,19 35,80 -
1 13.692,2 18,41 78,35
Dia 16 2 25.108,23 33,75 29,78
3 79.682,54 107,11 264,05
4 15.343,92 20,63 57,62
1 33.557,89 45,11 245,09
Dia 18 2 18.650,79 25,07 74,28
3 16.161,62 21,72 20,28
4 4,444,444 5,97 28,97
1 80.017,92 107,56 238,45
Dia 20 2 32.592,59 43,81 174,75
3 24.470,9 32,89 151,41
4 52.909,15 71,12 1190,46
1 53.580,25 72,02 66,96
Dia 22 2 54.141,41 72,78 166,12
3 10.8552,2 145,92 443,60
4 48.498,05 65,19 91,66

6.4 CONCLUSOES

- Os resultados demonstraram que n&o houve variagdo significativa nas
diferentes doses e periodos do experimento, sendo assim, ndo sendo possivel
confirmar a eficacia do fungo D. flagrans nesta etapa;

- Entretanto, nesse estudo, também foi impossivel afirmar sua ineficiéncia na
cidade de Curitiba, pois 0 mesmo foi avaliado em apenas um periodo de uma
estacdo do ano dessa cidade, sendo necessaria avaliagbes do ano inteiro. As
possibilidades desse controle bioldgico atuar satisfatoriamente na cidade de Curitiba,

sdo bastantes promissoras, na medida em que o local permite condi¢cdes para a
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sobrevivéncia e atividade do fungo, mesmo este ndo tendo sido isolado em

condi¢cdes ambientais como dessa cidade.
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CONCLUSOES GERAIS

- Nas pesquisas in vitro e in vivo, foram obtidas um coeficiente de correlagao
negativa entre a dose fungica e quantidade de larvas, comprovando a eficiéncia
nematéfaga de D. flagrans;

- Embora tenha demonstrado ser suficiente o numero de unidades
experimentais para comprovacao da eficacia nematocida do fungo, um “n” maior de
animais, poderia ter-se obtidos resultados que fossem ndo somente numérica, mas
também estatisticamente significativos;

- Todas as pesquisas cientificas sé@o realizadas somente com animais machos
devido a conformacdo anatdbmica que ndo permite, ou pelo menos limita, o contato
de fezes/urina. Nessa pesquisa, foram utilizadas estritamente ovinos fémeas, e os
resultados obtidos em relacéo a predacéo de larvas pelo fungo, foram semelhantes
ou superiores aos trabalhos realizados somente com machos;

- Esse fator se torna interessante quando se deseja implementar quaisquer
que sejam os métodos pesquisados, pois ndo somente machos usufruirdo dos
produtos testados. Portanto, esse trabalho, foi um marco inicial para comprovagao
de que certamente a urina, assim como outros fatores interfirirdo nos experimentos,

mas € necessario testa-los para poder atestar a sua viabilidade.



