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RESUMO

As helmintoses gastrintestinais ocupam lugar de destaque dentre os fatores
que interferem na cadeia produtiva de pequenos ruminantes. Dentre as
alternativas promissoras de controle, destaca-se a utilizacdo de fungos
nematofagos. A presente dissertacdo de mestrado € composta por dois
capitulos, em que o primeiro € uma revisao de literatura relacionada ao tema
controle biolégico por fungos nematéfagos; e o segundo é um artigo cientifico
que objetivou avaliar a eficiéncia de isolados do fungo Arthrobotrys cladodes
(CG 719) no controle biolégico de nematddeos gastrintestinais de ovinos. No
ensaio in vitro (experimento 1), foram utilizadas 30 placas de Petri divididos em
dois grupos: tratado e controle. O grupo tratado foi composto por 15 placas,
onde em cada placa foram difundidos 10 péletes e 2000 larvas infectantes de
ovinos. No experimento 2, foram formados dois grupos (tratado e controle) com
seis ovinos cada. Os animais do grupo tratado receberam 10g da formulag&o
peletizada com o fungo e a partir de 12, 24, 36, 48, 60 e 72 horas ap0s
administracdo, foram obtidas as fezes dos animais. Constatou-se no ensaio in
vitro reducéo larval de 72,3%, apés sete dias de interacdo das larvas com o0s
fungos. No ensaio A, houve reducéo larval significativa (p<0,01), apresentando
reducdo de 83,5%. No ensaio B, observou-se diferenca estatisticamente
significativa (p<0,01) do ndamero de larvas recuperadas a partir das
coproculturas, com reducéo de 72,4%. Concluiu-se que A. cladodes peletizado
em matriz de alginato de soédio foi capaz de predar larvas e sobreviver a
passagem pelo trato gastrintestinal de ovinos.

Palavras-chave: A. cladodes, controle bioldgico, pequenos ruminantes
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ABSTRACT

Gastrointestinal helminths occupy a prominent place among the factors that
interfere in the small ruminant productive chain. Among the promising control
alternatives, the use of nematophagous fungi stands out. The present master's
dissertation consists of two chapters, in which the first is a literature review
related to the biological control theme by nematophagous fungi; and the second
is a scientific article that aimed to evaluate the efficiency of isolates of the
fungus Arthrobotrys cladodes (CG 719) in the biological control of
gastrointestinal nematodes in sheep. In the in vitro test (experiment 1), 30 Petri
dishes were used, divided into two groups: treated and control. The treated
group consisted of 15 plates, where 10 pellets and 2000 infective sheep larvae
were spread on each plate. In experiment 2, two groups were formed (treated
and control) with six sheep each. The animals in the treated group received 10g
of the formulation pelleted with the fungus and after 12, 24, 36, 48, 60 and 72
hours after administration, the animals feces were obtained. Larval reduction of
72.3% was found in the in vitro test, after seven days of interaction of the larvae
with the fungi. In test A, there was a significant larval reduction (p <0.01), with a
reduction of 83.5%. In trial B, there was a statistically significant difference (p
<0.01) in the number of larvae recovered from cocultures, with a reduction of
72.4%. It was concluded that A. cladodes pelleted in a sodium alginate matrix
was able to prey on larvae and survive the passage through the gastrointestinal

tract of sheep.

Keywords: A. cladodes, biological control, small ruminants
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1. INTRODUCAO GERAL

A criacdo de ovinos é uma atividade de grande importancia econémica
e social, principalmente nas regides semiaridas brasileiras (FERREIRA et al.,
2019). No entanto, as helmintoses gastrintestinais constituem em uma das
principais limitacbes na cadeia produtiva de pequenos ruminantes, sendo
responsaveis por perda de peso, crescimento retardado, reducdo do consumo
de alimentos, queda da producdo de leite, baixa fertilidade e até mesmo
ocasionando mortalidade nos animais (LIMA et al., 2010; COUTINHO et al.,
2015).

A utilizacdo inadequada dos farmacos anti-helminticos vem
contribuindo para o desenvolvimento da resisténcia parasitaria (SALGADO;
SANTOS, 2016). O crescimento de populacdes de helmintos resistentes as
principais bases de drogas anti-helminticas, como avermectinas, imidotiazois e
benzimidazois (BZs), vem agindo negativamente na cadeia produtiva de
ruminantes no mundo todo (FORTES; MOLENTO, 2013).

Dentre os métodos alternativos para o controle das helmintoses
gastrintestinais, destaca-se o controle biologico através da utilizacdo de fungos
nematéfagos sendo responsaveis pela reducdo das formas parasitarias
infectantes presentes no ambiente (ovos ou larvas) (BRAGA; ARAUJO, 2014).
Estes fungos sdo excretados juntamente com as fezes para o meio ambiente e
produzem estruturas especializadas capazes de capturar e destruir 0s
nematodeos (ARAUJO et al., 2007).

O mecanismo de acdo dos fungos nematéfagos baseia-se na acéo
enzimatica juntamente a uma acdo fisica de captura e, posteriormente, a
destruicdo dos ovos ou larvas. Os fungos usados como controladores
biolégicos ndo causam danos ao meio ambiente, jA que sdo saprdfitas, de
origem do solo. Desta forma, ndo ha uma insercédo de organismos estranhos e
maléficos ao meio ambiente (MOTA et al., 2003).

Estudos realizados no Semiarido nordestino, utilizando os fungos
Duddingtonia flagrans e Monacrosporium thaumasium administrados por via
oral sobre helmintos de pequenos ruminantes, demonstraram resultados
promissores, em que 0s animais que receberam os fungos obtiveram menores

cargas parasitarias, melhores indices de volume globular, maiores taxas de
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ganho de peso e maior reducdo de parasitos nas pastagens (VILELA et al.,
2012; VILELA et al., 2013; VILELA et al., 2016).

Fungos do género Arthrobotrys tém sido alvos de estudos devido ao seu
potencial como provaveis agentes controladores biolégicos de helmintos
gastrintestinais de variadas espécies de animais como bovinos, caprinos
equinos, caninos e ovinos (ARAUJO et al., 2000; MOTA et al., 2000; CASTRO
et al., 2003; BRAGA et al., 2009; FALBO et al., 2015). Entretanto, ndo foram
encontrados na literatura, estudos em que formulagdes peletizadas do fungo A.
cladodes tenha sido avaliado como método de controle das helmintoses
gastrintestinais de ovinos. Neste contexto, a realizacdo desse estudo
caracteriza-se pelo seu ineditismo em descrever a atuacao desse fungo sobre
nematddeos gastrintestinais de ovinos.

Esta dissertacdo é composta por dois capitulos: o primeiro consiste de
uma revisao de literatura acerca do tema controle biolégico através do uso de
fungos nemato6fagos. O segundo consta da parte experimental, constituido por
um artigo cientifico original que foi enviado a revista Biocontrol Science and
Technology, que descreveu a eficacia de isolados do fungo A. cladodes (CG

719) no controle biologico de nematédeos gastrintestinais de ovinos.
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2. Revisao de literatura

2.1 Parasitoses gastrintestinais em pequenos ruminantes

As helmintoses gastrintestinais configuram 0 maior e mais grave
problema que afeta a saude de caprinos e ovinos (AMARANTE, 2014).
Infeccbes causadas por variadas espécies de helmintos sdo frequentes e
acomete a sanidade dos animais. Em ruminantes, podem causar letargia,
perda de peso, diarréia, reducdo na producédo de leite e |&, além de causar
anemia, edema submandibular e ascite pelas espécies hematéfagas (TAYLOR,
2015).

Os parasitos que apresentam maior prevaléncia entre 0s pequenos
ruminantes sdo: Haemonchus contortus e Trichostrongylus axei, que parasitam
o abomaso; Trichostrongylus colubriformis e Cooperia sp, que se localizam no
intestino delgado; e Oesophagostomum columbianum, parasito do intestino
grosso (FONSECA et al., 2013). Na Regido Nordeste, 0os principais parasitos
gue causam sérios agravos sao H. contortus, T. colubriformis, Strongyloides
papillosus e O. columbianum (VIEIRA et al. 2014a; SOUZA NETO et al., 2017).

Haemonchus contortus € considerado a espécie mais patogénica para
ovinos e caprinos, principalmente no Nordeste, causando 0s maiores prejuizos
econdbmicos para a producdo de pequenos ruminantes (COSTA et al., 2011).
Além de ser o parasito mais prevalente, apresenta acentuada intensidade de
infeccdo e alto potencial bidtico. Tem agdo hematdfaga, ocasionando um
quadro clinico de severa anemia, podendo levar o animal a morte (VILELA et
al., 2012; VIEIRA et al., 2014b).

Os efeitos patogénicos causados pelas verminoses dependem da
guantidade e das espécies de helmintos a que 0s animais sdo expostos, bem
como do numero de larvas estabelecidas em seu trato gastrintestinal
(WALLER, 2005). No entanto, variados fatores influenciam no grau de infecgéo
nos animais, como a temperatura, precipitacdo pluviométrica, solo, tipo e
manejo da pastagem, espécie, raca, idade, estado fisioldgico e nutricional, e
manejo dos animais (RUAS; BERNE, 2001).
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2.2 Controle dos nematddeos gastrintestinais de pequenos ruminantes

O controle das nematodeoses através do uso de farmacos anti-
helminticos tem sido a medida mais comumente utilizada, porém, geralmente
sdo administrados de forma inadequada, ndo se levando em consideracao os
aspectos clinicos e epidemiolégicos do ambiente que interferem na quantidade
de parasitos e na reinfeccdo do rebanho (CEZAR et al., 2010). A resisténcia
consiste em um dos entraves no controle das parasitoses e, associada aos
prejuizos causados pelas verminoses, pode dificultar ou inviabilizar
economicamente a criacdo de pequenos ruminantes (DUARTE et al., 2012).

Dentre os principios ativos utilizados para o controle parasitario
destacam-se os grupos dos benzimidazéis (Albendazole, Fenbendazole e
Oxfendazole), milbemicinas (Moxidectina), avermectinas (Ilvermectina e
Doramenctina), imidazotiazoles (Cloridrato de levamisole) e dos salicilanilideos
(Closantel) (BORGES, 2003). Falhas neste tipo de controle constituem o
primeiro sinal do surgimento de resisténcia anti-helmintica (SANGSTER, 2001).

A resisténcia refere-se a habilidade de uma populacdo de parasitas em
sobreviver a doses de anti-helminticos que poderiam ser letais para populacdes
susceptiveis (VIEIRA, 2008). Além da perda da eficiéncia dos anti-helminticos,
existem os efeitos de residuos quimicos na carne, leite e no meio ambiente
(SALGADO; SANTOS, 2016). Diante do aumento da resisténcia nos rebanhos
houve a necessidade de identificar métodos de manejo que limitem o impacto
do problema (FALZON et al., 2014). Vérios relatos de resisténcia foram
descritos em pequenos ruminantes, no mundo (PAPADOPOULOS et al. 2012;
GEURDEN et al., 2014), no Brasil (VERiSSIMO et al.,, 2012; CINTRA et al.,
2016) e, inclusive no Semiarido paraibano (MELO et al., 2013; SILVA et al.
2018).

Algumas alternativas ao uso de drogas sdo praticas de manejo
importantes para programas integrados de controle dos nematdédeos
gastrintestinais, tendo como exemplos: rotacdo de pastagem, selecdo de
animais geneticamente resistentes, definicho de cruzamentos raciais,
adequada suplementacao nutricional dos animais (LEATHWICK et al., 2015) e
o controle bioldgico utilizando fungos nematofagos (BRAGA; ARAUJO, 2014),
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sendo este ultimo considerado um dos mais promissores (FERREIRA et al.,
2011; SILVA et al., 2011).

2.3 Classificagcdo dos fungos nematéfagos

Os fungos nematofagos sao classificados como Deuteromycetes, classe
Hyphomycetes, ordem Hyphomycetales e familia Moliniaceae. Possuem
micélio septado e bem desenvolvido, além de reproducdo agamicamente por
esporos exogenos, que sdo formados sobre ramificacbes do micélio
(DRESCHLER, 1937). No entanto, estagios de reproducdo sexuada foram
observados em algumas espécies destes fungos, que passaram a ser
reconhecidos como pertencentes ao filo Ascomycota (GRIFFIN, 1994). Estes
fungos sédo divididos em trés grupos principais: endoparasitas, oportunistas e
predadores (BRAGA; ARAUJO, 2014).

Os fungos endoparasitas infectam os nematédeos através de esporos,
que os infectam por adesao a parede corporal ou por ingestao pelo nematddeo.
Apos a infeccao, ocorre a germinacado do esporo que se difunde pela cavidade
corpGrea do nematddeo, crescendo e absorvendo o seu contelddo. Apos se
desenvolverem internamente nos nematédeos a maior parte das espécies ndo
desenvolve hifas externas, apenas hifas reprodutivas (tubo de evacuacédo e
conidiéforo) deslocam-se para 0 meio exterior através da parede corporal
(BARRON, 1977). A maioria destes fungos sao parasitos obrigatorios e
possuem uma quantidade limitada de hospedeiros, sendo de dificil cultivo in
vitro e, desta forma, apresentam pouca praticidade de serem usados em
programas de controle biolégico de nematdédeos (WALLER; LARSEN, 1993).
S&o pertencentes a este grupo Drechmeria coniospora, Hirsutella rhossoliensis,
Haptoglossa dickii e Catenaria anguillulae (NORDBRING-HERTZ et al., 2006).

Os fungos oportunistas ou ovicidas sdo responsaveis por formar hifas
que penetram a casca do ovo do helminto através de poros presentes na
camada vitelinica, ocasionando alteragdo da permeabilidade da casca e
aumentando seu volume, facilitando a penetragdo. A colonizagdo ocorre
quando hifas enddgenas emergem do ovo e formam conidiéforos, que
funcionam como fonte de conidios, que posteriormente, irdo colonizar o

conteddo do ovo ou a larva em desenvolvimento (MORGAN-JONES;
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RODRIGUES-KABANA, 1987). O uso destes fungos se torna inviavel em
certos parasitos, pois na maioria dos nematdédeos, 0s ovos apOs serem
eliminados para o ambiente se desenvolvem e eclodem em cerca de 12-24
horas (PADILHA, 1996). Dentre os fungos ovicidas, 0s principais s&o
representados pelas espécies Pochonia chlamydosporia, Paecilomyces
lilacinus e Dactyella ovoparasitica (LYSEK; STERBA, 1991).

Os fungos predadores sédo os antagonistas naturais de helmintos
gastrintestinais mais estudados, pois reduzem popula¢des de nematdédeos em
laboratorio e sdo eficazes sobre nematddeos presentes no meio ambiente
(ARAUJO; GUIMARAES, 2002). A sua atuacdo concentra-se no bolo fecal
contra larvas de nematddeos de vida livre (BRAGA et al., 2009). Dentre os
predadores, os mais estudados sdo pertencentes aos géneros Arthrobotrys,
Duddingtonia e Monacrosporium, devido a efichcia demonstrada no controle
bioldgico de diferentes parasitos (LARSEN, 2000).

Estes fungos sao capazes de produzir diferentes tipos de armadilhas, ao
longo das suas hifas que capturam os nematdédeos mecanicamente ou por
adesdo, tais como: hifas adesivas ndo modificadas ou nédo diferenciadas,
ramificacfes hifais anastomosadas formando redes adesivas tridimensionais,
ramificacbes adesivas que algumas vezes formam redes simples e na maioria
das vezes bidimensionais, n6dulos adesivos, anéis constritores e anéis nao
constritores (BRAGA; ARAUJO, 2014) (Figura 1).

O processo de captura dos nematddeos pelos fungos inicia-se com a
liberacdo de compostos quimioatrativos pelo micélio e armadilhas dos fungos,
que podem ser atrativos para os nematdédeos (WU et al., 2013). A adesédo do
fungo ao nematddeo ocorre através da interacdo de proteinas presentes nos
fungos com os carboidratos presentes na cuticula do nematédeo
(NORDBRING-HERTZ; MATTIASSON, 1979). A penetracdo do fungo no
nematdédeo envolve a liberacdo de enzimas hidroliticas que solubilizam as
macromoléculas da cuticula do nematddeo que juntamente com a pressao
mecanica ocasionada pelo fungo consegue penetrar, degradar e digerir
completamente o nematdédeo (NORDBRING-HERTZ et al., 2006).
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Figura 1. Armadilhas de captura dos fungos nematéfagos predadores. A), B) e
C) Botbes adesivos. D) Hifas adesivas. E) Anéis nao constritores. F) Hifa
adesiva bidimensional. G) Hifa adesiva tridimensional. H) Anéis constritores
(Fonte: BARRON, 1977).

A administracdo oral de material fungico consiste na forma mais prética
de fornecimento aos animais (ARAUJO et al.,1999), sendo a sobrevivéncia do
fungo a passagem pelo trato gastrintestinal do hospedeiro animal uma
caracteristica fundamental. Desta forma, apds percorrer o trato digestivo, os
fungos séo eliminados juntamente com as fezes para o meio ambiente (CRUZ
et al., 2008).

Ao colonizar as fezes, os fungos entram em contato com as larvas e
produzem armadilhas que as levam a morte, reduzindo a quantidade de larvas
infectantes e evitando a reinfeccdo dos animais (SILVA et al., 2009). Varios
fatores estimulam a formacé&o de armadilhas, ao longo de suas hifas, como a
presenca da larva, o contato com suas excretas, compostos bioldgicos ou até
mesmo por condi¢cdes adversas, ocasionado pela escassez de nutrientes e
agua (MOTA et al., 2003).
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2.4 Controle bioldgico por fungos nematofagos

Dentre os métodos alternativos de controle as verminoses destaca-se o
controle bioldgico, possibilitando a diminuicdo do uso de anti-helminticos, além
de minimizar os efeitos negativos no meio ambiente quando comparado ao
método quimico (FONTENOT et al., 2003). O controle bioldgico consiste na
utilizacdo de antagonistas naturais encontrados no meio ambiente a fim de
reduzir, a um limiar subclinico e consideravelmente econdémico, a populacdo de
um agente responsavel por perdas produtivas para os hospedeiros finais
(GR@NVOLD et al., 1996).

Diversos antagonistas naturais de nematddeos foram descritos, entre
eles: virus, bactérias, amebas, nematddeos, fungos, vermes de vida livre,
anelideos e artropodes (GR@NVOLD et al.,, 1996). No entanto, apenas a
utilizacdo de fungos nematdfagos tem sido reconhecida como um controle
alternativo eficiente, jA& que as demais alternativas sdo pouco estudadas
(MOLENTO et al., 2013). Na prética, estes antagonistas ndo agem sobre os
estagios parasitarios no hospedeiro, mas as suas atuacdes aplicam-se sobre
os hospedeiros intermediarios, paraténicos, vetores e estagios larvais de vida
livre, reduzindo a fonte de infecgdo para os hospedeiros finais (ARAUJO et al.,
2006; FERRAZ et al., 2010).

Os fungos nematéfagos sdo cosmopolitas e podem ser encontrados em
solos naturais e agricolas, e em qualquer ambiente que contenha matéria
organica em decomposicao, locais também favoraveis ao desenvolvimento de
nematdédeos (CARVALHO et al., 2007). No ambiente, esses fungos apresentam
uma caracteristica biolégica muito importante, sendo responsaveis por reciclar
carbono, nitrogénio e outros elementos que se originam da degradacédo do
nematodeo (VAN OOIJ, 2011).

Estes fungos ocupam variados nichos no solo (rizosfera), vivendo como
parasitas obrigatorios, alimentando-se de uma diversidade de helmintos de vida
livre; ou vivendo como sapréfitos, nutrindo-se de matéria organica (LARSEN et
al., 1997). A mudanca da fase saprofitica para a fase parasitaria ocorre através
da diferenciacdo morfolégica com a producéo das armadilhas, apos capturar os

nematodeos os fungos destroem o0 seu conteudo interno. Essa condicdo é
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afetada por fatores bidticos e abibticos e possibilita vantagem nutricional para
os fungos no solo (NORDBRING-HERTZ et al., 2006).

Os fungos apresentam particularidades desejaveis para serem utilizados
como uma alternativa sustentavel de controle, tais como: atividade reprodutiva
elevada, ciclo de vida reduzido, formacdo de esporos dentro e fora dos
animais, manutencdo em fase saprofitica na auséncia do hospedeiro, néo
serem patogénicos para os animais (LARSEN, 1999), além de ndo causarem
danos ao meio ambiente (JACKSON; MILLER, 2006).

2.5 Género Arthrobotrys

O género Arthrobotrys foi descrito pela primeira vez por Corda no Século
XIX e tem sido considerado como o género ‘classico’ (BRAGA; ARAUJO,
2014). Este género reune um grande numero de espécies de fungos
nematdéfagos, cujas espécies formam conidios blasticos de até trés septos, com
formato ovodide, proliferando-se na extremidade dos conidi6foros. Ha
abundéancia na formacédo de conidiéforos e no processo de conidiogénese,
iniciado de forma simpodial (ZHANG et al. 1996).

Todas as espécies do género Arthrobotrys, na presenca de nematédeos
de vida livre, sdo capazes de produzir armadilhas (ARAUJO et al., 2004). A
maior parte das espécies do género produz armadilhas do tipo rede adesiva,
consistindo de um dnico anel ou uma rede tridimensional totalmente
desenvolvida, seguindo uma sequéncia de mecanismos, tais como: atracao,
adesao, imobilizacdo, penetracado e destruicdo dos nematdédeos (NORDBRING-
HERTZ et al., 2006).

As espécies A. robusta, A. conoides, A. cladodes, A. oligospora e A.
musiformis pertencentes a esse (género demonstraram capacidade de
destruicdo sobre larvas infectantes parasitos de diversas espécies de animais
(ARAUJO et al., 1998; MOTA et al., 2000; ESLAMI et al., 2005; BRAGA et al.,
2009; MACIEL et al., 2009).
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2.6 Controle biolégico por Arthrobotrys cladodes

O fungo A. cladodes apresenta conidioforos eretos de até 300um de
comprimento, em que 0s arranjos podem conter até 28 conidios. Os conidios
apresentam medidas de 20-25um x 5-7,5um, podendo ser alongados
obovéides a alongados-elipsoidais, 0 septo pode esta presente no meio ou
proximo ao meio (OLIVEIRA et al., 2018a).

Este fungo tem apresentado resultados promissores no controle de
variados parasitos, tanto em condi¢des laboratoriais quanto de campo. Estudos
in vitro demonstraram alta capacidade predatoria deste fungo sobre larvas
infectantes de Ancylostoma spp., onde observaram uma reducdo de 71,3%
(CARVALHO et al., 2009). Paula et al. (2013) observaram apés sete dias de
experimento uma diminuicdo de 84,7% de larvas de primeiro estadio de
Angyostrongylus cantonensis. A atuacdo de A. cladodes sobre larvas de
Libyostrongylus douglassii um parasito de avestruzes foi reportada pela
primeira vez por Braga et al. (2013) que observaram uma redugé&o de 89,2% na
média de larvas predadas pelo fungo.

Oliveira et al. (2018a) observaram em teste in vitro que 0 numero de
larvas de parasitas gastrintestinais de bovinos foi reduzido em 68,7% pelo
fungo A. cladodes. Vieira et al. (2019), em condic¢des laboratoriais, observaram
que A. cladodes reduziu 81,73% de larvas infectantes de nematddeos de
bovinos. Em ovinos, Eslami et al. (2005) constataram uma diminuicdo de
63,27% no numero de larvas recuperadas de H. contortus ao adicionarem 8000
conidios do fungo nas fezes de ovinos.

Em estudo realizado a campo em bovinos, Oliveira et al. (2018b)
demonstraram que este fungo administrado em matriz de alginato de saédio,
duas vezes por semana, reduziu 59% das larvas recuperadas na pastagem.

A espécie A. cladodes possui alta capacidade de producéo de conidios,
além de produzir clamidésporo (OLIVEIRA et al., 2018a). Desta forma, ao
selecionar um fungo nemato6fago, deve-se levar em conta que as espécies que
apresentam alta producdo de conidios e clamidésporos levam vantagem na
dispersdo e colonizacdo do ambiente, em consequéncia terdo maior éxito no
controle biologico de nematédeos (ANAN’KO; TEPLYAKOVA, 2011; SILVA et
al., 2015).
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Efeito predatério do fungo Arthrobotrys cladodes sobre

nematodeos gastrintestinais de ovinos

RESUMO

O uso de fungos nematofagos tem se destacado como uma alternativa
promissora no controle biolégico de nematdédeos gastrintestinais parasitos de
animais. Objetivou-se avaliar a eficiéncia de isolados do fungo Arthrobotrys
cladodes (CG 719) in vitro e apds a passagem pelo trato gastrintestinal de
ovinos. O estudo foi composto por dois experimentos: no experimento 1, foi
avaliado a capacidade predatoria in vitro de A. cladodes sobre nematédeos
gastrintestinais de ovinos, para isso 2000 larvas infectantes de nematddeos
gastrintestinais de ovinos foram difundidas sobre placas de Petri contendo os
fungos crescidos em superficie de agar-dgua. No experimento 2, foram
formados dois grupos (tratado e controle) com seis ovinos cada. No grupo
tratado, cada animal recebeu a dose Unica de 10g da formulacdo peletizada
com o fungo. As amostras fecais foram coletadas a partir de 12, 24, 36, 48, 60
e 72 horas apos a administracdo da formulacdo fungica. No experimento 1,
observou-se reducéo larval de 72,3% apoés sete dias de interacdo das larvas
com os fungos. No experimento 2, em ambos 0s ensaios experimentais, houve
diferenca significativa (p<0,01) sobre a reducéo larval. No ensaio A, este fungo
foi capaz de atravessar o trato gastrintestinal de ovinos, com reducéo larval de
83,5%. No ensaio B, houve reducdo de larvas recuperadas a partir das
coproculturas de 72,4%. Concluiu-se que a formulagdo peletizada de A.
cladodes foi eficaz sobre nematddeos gastrintestinais e apos a passagem pelo

trato gastrintestinal de ovinos.

Palavras-chave: fungos nematofagos, helmintoses de ovinos,

ovinocaprinocultura
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Predatory effect of the fungus Arthrobotrys cladodes on gastrointestinal

nematodes of sheep

ABSTRACT

The use of nematophagous fungi has stood out as a promising alternative in the
biological control of gastrointestinal nematodes parasites of animals. The
objective was to evaluate the efficiency of isolates of the fungus Arthrobotrys
cladodes (CG 719) in vitro and after passing through the gastrointestinal tract of
sheep. The study consisted of two experiments: in experiment 1, the in vitro
predatory capacity of A. cladodes on gastrointestinal nematodes of sheep was
evaluated. For this purpose, 2000 infective larvae of gastrointestinal nematodes
from sheep were spread on Petri dishes containing the fungi grown on an agar-
water surface. In experiment 2, two groups were formed (treated and control)
with six sheep each. In the treated group, each animal received a single 10g
dose of the formulation pelleted with the fungus. Fecal samples were collected
from 12, 24, 36, 48, 60 and 72 hours after administration of the fungal
formulation. In experiment 1, a larval reduction of 72.3% was observed after
seven days of interaction of the larvae with the fungi. In experiment 2, in both
experimental tests, there was a significant difference (p <0.01) on the larval
reduction. In test A, this fungus was able to cross the gastrointestinal tract of
sheep, with a larval reduction of 83.5%. In trial B, there was a reduction of
72.4% in larvae recovered from cocultures. It was concluded that the pelleted
formulation of A. cladodes was effective on gastrointestinal nematodes and
after passing through the gastrointestinal tract of sheep.

Keywords: nematophagous fungi, sheep helminths, sheep and goats
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1. INTRODUCAO

A exploragdo de ovinos no Nordeste brasileiro constitui-se em uma
atividade de grande relevancia socioecondmica, devido a elevada capacidade
de adaptacdo desta espécie aos ecossistemas locais e a alta aceitacdo de
seus produtos e subprodutos no comércio (BARBOSA; XAVIER, 2019). As
doencas ocasionadas por helmintos gastrintestinais consistem em um dos
principais obstaculos enfrentados pelos criadores de ovinos, acarretando
perdas produtivas e econdbmicas (SCZESNY-MORAES et al., 2010;
COUTINHO et al., 2015; AQUINO et al., 2016).

O controle de nematddeos gastrintestinais tem sido realizado através do
uso de farmacos anti-helminticos, no entanto, o controle quimico esta perdendo
sua eficacia devido o desenvolvimento de resisténcia as principais bases
quimicas comercializadas (BATISTA et al., 2016; SILVA et al., 2018a). Em
contrapartida, métodos complementares de controle, como o uso de fungos
nematéfagos, tem demonstrado eficiéncia e seguranca na reducdo da
disponibilidade de formas de vida livre dos parasitos nas pastagens (LUNS, et
al., 2018; VILELA et al., 2019).

Estes fungos sdo administrados, geralmente, a alimentacéo dos animais,
que serdo excretados juntamente com o material fecal para o ambiente, onde
atuardo na fase de vida livre dos parasitas (SILVA et al., 2014). Para chegar
viavel as fezes para predar os nematdédeos, os fungos devem sobreviver a
passagem pelo trato gastrintestinal (LARSEN et al., 1992). Ao colonizar o bolo
fecal, os fungos entram em contato com as larvas eclodidas e produzem
armadilnas que as levam a morte (BRAGA; ARAUJO, 2014), reduzindo a
guantidade de larvas infectantes e evitando a reinfeccdo dos animais
(SILVEIRA et al., 2017; VILELA et al., 2018).

Foi descrita a acdo de conidios de A. cladodes in vitro sobre
Haemonchus contortus de ovinos (ESLAMI et al., 2005). No entanto, pesquisas
sobre a atividade predatéria desse fungo, administrado em péletes de matriz de
alginato de sédio e avaliado no controle biol6gico de nematédeos de ovinos
apos passagem pelo trato gastrintestinal ndo foram realizadas.

Reforga-se a importancia de estudos que comprovem a viabilidade de

fungos nematdfagos promissores para o controle bioldgico de parasitos. Assim,
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este trabalho teve como objetivo avaliar a acdo do fungo A. cladodes sobre
larvas de nematddeos gastrintestinais in vitro e apds passagem pelo trato

gastrintestinal de ovinos.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Local de realizag&o dos ensaios experimentais

Os ensaios experimentais foram conduzidos na Fazenda Experimental e
no Laboratério de Parasitologia Veterinaria - LPV, do Instituto Federal da

Paraiba - IFPB, campus Sousa - PB.

2.2 Parecer do comité de ética no uso de animais

O Comité de Etica no Uso de Animais do IFPB, campus Sousa — PB, sob
namero de protocolo CEP/CEUA 23000.000618.2019-93, aprovou este estudo.

2.3 Isolados fungicos e preparo dos péletes

Isolados do fungo A. cladodes (isolado CG 719), obtidos de solos da
Zona da Mata do Estado de Minas Gerais — Brasil foram mantidos em
temperatura de 4°C ao abrigo de luz, em tubos de cultivo contendo corn-meal-
agar 2% (CMA 2%), na micoteca do Departamento de Veterinaria da
Universidade Federal de Vigcosa. Amostras do fungo foram retiradas dos tubos
de cultivo e repicados para placas de Petri de 9 cm de diametros contendo
meio agar-agua 2% (AA 2%) onde cresceram durante sete dias.

Para a obtencdo do micélio fangico, foram transferidos fragmentos de
agar de aproximadamente 5 mm contendo micélio e esporos do fungo para
frascos Erlenmeyer de 250mL, contendo 150mL de meio liquido GPY (glicose,
peptona de soja e extrato de levedura), pH 6,5, sob agitagédo de 120 rpm, no
escuro, na temperatura de 26°C por 21 dias.

Apos este periodo, o micélio foi removido para peletizacdo em matriz de
alginato de sédio, como descrito por Walker e Connick (1983) e modificado por

Araujo et al. (2010), como demonstrado a seguir: foi autoclavada a mistura
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solucéo de alginato de sddio (25g de alginato de sédio + 1L de agua destilada)
e, posteriormente, o micélio fangico foi retirado do meio GPY, coado e pesado
em balanca analitica, em que foram utilizados 17g de micélio/ 1L de solucdo de
alginato de sodio. Adicionou-se 60g de bentonita/ 1L de alginato de sddio,
homogeneizando-se em liquidificador industrial por dois minutos. Acrescentou-
se 0 micélio fungico a mistura, sendo homogeneizado por no maximo 30
segundos. Em um Becker, misturou-se 55g de Cloreto de Célcio Anidro
Purissimo em 1L de agua destilada. A mistura foi colocada no liquidificador
para gotejar na solucdo de Cloreto de Calcio, que estava em agitador
magnético. A secagem dos péletes foi realizada em estufa BOD por trés dias, a
temperatura de 30 °C. ApGs perder umidade por esse periodo, obteve-se o
valor 0,2g de micélio/ 1g de pélete (20% de micélio fungico nos péletes em

matriz de alginato de sédio).

2.4 Larvas infectantes de nemat6deos gastrintestinais de ovinos

Coproculturas foram realizadas de acordo com Roberts e O’sullivan
(1950) a partir de amostras fecais de ovinos naturalmente infectados por
nematddeos gastrintestinais. Posteriormente, seguiram-se as recomendacdes
do Método de Baermann (WILLCOX; COURA, 1989) para a recuperacao das

larvas infectantes (L3).

2.5 Experimento 1

Foi avaliada a eficacia in vitro de A. cladodes (CG 719) sobre as L3 de
nematddeos gastrintestinais de ovinos. Os ensaios de predacdo foram
realizados em superficies de 30 placas de Petri de 9 cm de diametro contendo
AA 2%, divididos em dois grupos: tratado e controle. O grupo tratado foi
composto por 15 placas, onde em cada placa foram distribuidos 10 péletes. O
grupo controle foi composto por 15 placas sem a adigdo dos péletes. As placas
foram mantidas em estufa BOD a 25°C, e o crescimento de colbnias foi
observado durante dez dias. ApoOs este periodo, em cada placa foram
difundidas 2000 L3, sendo as placas incubadas em estufa BOD, a 25°C, no

eScuro.
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Foram realizadas leituras diarias durante sete dias, onde as placas
foram observadas ao microscopio Optico (aumento de 100x), escolhendo
aleatoriamente 10 campos por placa, sendo determinado o niumero de L3 livre
de predacédo por fungos, obtendo a média de L3 por placa.

No sétimo dia, as L3 foram retiradas das superficies das placas através
de espatula metalica e lavagem com 1mL de agua, sendo recuperadas pelo

método de Baermann.

2.6 Experimento 2

Consistiu em dois ensaios in vitro: ensaio A, que avaliou a eficacia de A.
cladodes sobre L3 de nematddeos gastrintestinais, apds a passagem pelo trato
gastrintestinal de ovinos; e ensaio B, que avaliou a reducdo de L3 em

coproculturas.

2.6.1 Ensaio A

Foram utilizados 12 ovinos da raca Santa Inés, machos, com idade entre
seis e oito meses. Estes animais foram tratados previamente com o vermifugo
Cloridrato de Levamisole 5%, via oral, na dose de 1mL/ 10 kg de peso vivo,
durante trés dias consecutivos. Dez dias apds a ultima vermifugacdo, foram
realizadas trés contagens de Ovos Por Grama de fezes (OPG), de acordo com
Gordon e Whitlock (1939). ApGs a confirmacdo de OPG zero, os animais foram
divididos aleatoriamente em dois grupos (tratado e controle) com seis ovinos
cada.

Para o grupo tratado foi fornecida individualmente 10g de formulacao
peletizada com A. cladodes, em dose Unica. O grupo controle recebeu
individualmente 10g de péletes sem o fungo, em dose Unica. Foram obtidas as
amostras fecais dos animais nos intervalos de 12, 24, 36, 48, 60 e 72 horas
apos administracao.

As amostras fecais de cada grupo foram homogeneizadas, e 29 de fezes
foram adicionadas em placas de Petri de 5 cm de diametro, contendo AA 2%.
As placas foram armazenadas em estufa a 25°C, no escuro. Dez repeticdes

foram realizadas por horério, para cada grupo.
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Em cada placa, 1000 L3 de nematodeos gastrintestinais de ovinos foram
adicionadas. Diariamente as placas foram observadas para a verificacdo de
conidios e conidioforos tipicos do isolado testado. No 15° dia, as L3 né&o
predadas foram recuperadas a partir das placas de Petri através do método de
Baermann, obtendo a média de larvas ndo predadas por placa, sendo
quantificadas através de microscopio optico (aumento de 100x). A identificacédo
das larvas foi realizada segundo os critérios morfologicos preconizados por
Keith (1953).

2.6.2 Ensaio B

Concomitantemente ao ensaio A foram processadas amostras fecais dos
grupos para o preparo de coproculturas, sendo adicionada vermiculita
expandida e molhada. Foram realizadas doze repeticbes para cada grupo,
duas para cada periodo (12, 24, 36, 48, 60 e 72 horas). Em cada coprocultura
foram adicionadas 1000 L3 de nematddeos gastrintestinais de ovinos.

As coproculturas foram incubadas a 28°C durante oito dias. Apds esse
periodo, foi utilizado o método de Baermann para recuperacdo das larvas
infectantes e, posteriormente, foram quantificadas e identificadas ao
microscépio optico (aumento de 100x).

2.7 Andlise Estatistica
O percentual de reducéo de larvas do grupo tratado em relacdo ao
controle foi calculado de acordo com a equacao de Mendoza-De-Guives et al.,

(1999).

Reducéo (%) = (média de larvas do controle - média de larvas do tratamento) x100

Média de larvas do controle
Os dados obtidos foram avaliados através da analise de variancia (teste

F). As médias foram comparadas usando teste de Tukey com 1% de
probabilidade via software Biostat 5.0 (AYRES et al., 2007).
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3. RESULTADOS

No Experimento 1, foi observada reducdo de 72,3% de predacéo das
larvas do grupo tratado, apds sete dias de interacao das larvas com os fungos.
Notou-se a producdo espontanea de armadilhas produzidas pelo fungo, além
de larvas predadas (Figura 1).

Figura 1. Producdo de armadilhas e interacdo de Arthrobotrys cladodes com

larvas infectantes de nematddeos gastrintestinais de ovinos. A: hifas adesivas e
anel constrictor; B: rede tridimensional; C e D: predacao de larvas infectantes
por anéis constrictores (setas); E e F: predacao de larvas infectantes por redes
tridimensionais. Microscopia Optica (aumento de 100x).
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Observou-se predacao em todas as placas do grupo tratado a partir da
primeira leitura realizada 24 horas apds a exposicéo das larvas a A. cladodes.
A méaxima predacdo das larvas ocorreu no intervalo de 48 horas (63%) (Tabela
1). Esta predacéo foi visualizada em todas as placas do grupo tratado, j4 na

primeira leitura dos campos.

Tabela 1. Total de larvas infectantes recuperadas e percentual de reducéo
apos predacao por Arthobotrys cladodes semeado em placas de Petri contendo
AA 2% (Experimento 1).

Periodo de avaliacao

24h 48h 72h 96h 120h 144h 168h

Controle 795 782 751 369 281 212 215
A. cladodes 639 294 294 166 131 131 91
% Reducéo 20% 63% 61% 56% 54% 39% 58%

No Experimento 2, observou-se sobrevivéncia de A. cladodes apés
passagem pelo trato gastrintestinal de ovinos, mantendo sua capacidade
predatoria e exercendo efeito de reducéo sobre as L3.

No ensaio A, houve diferenga significativa (p<0,01) sobre a reducéo
larval desde o intervalo de 12 horas (Figura 2), cujo maior desempenho de

eficacia predatoria ocorreu as 48 horas (83,5%).

m Controle = A. cladodes
400

350
300 A
250

A
w A A
200
150
A
100 T . I-Dl:
50 T

A

_|>

4>

D

12h 24h 36h 48h 60h 72h

Controle 249 287 219,3 152,6 130 84

42



A. cladodes 108 135,6 71 25,3 48,3 29,6
% Redugéao 56,7% 71% 68% 83,5% 62,9% 65%

Figura 2. Total e percentual de reducédo de larvas infectantes predadas
em placas de Petri por Arthobotrys cladodes apds passagem pelo trato

gastrintestinal de ovinos (Experimento 2, Ensaio A).

No ensaio B, observou-se diferenca estatisticamente significativa
(p<0,01) no numero de larvas recuperadas a partir do intervalo de 12 horas. A
maxima predacéo das larvas em coproculturas foi observada no intervalo de 24
horas (72,4%) (Figura 3). As coproculturas indicaram a presencga dos géneros
Haemonchus sp. (90%), Trichostrongylus sp. (6%) e Oesophagostomum sp.
(4%).
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12h 24h 36h 48h 60h 72h

Controle 538 930 484 468 470 285
A. cladodes 355 257 218 295 159 180
% Reducao 340% 724% 550% 37,0% 662% 36,8%

Figura 3. Total e percentual de reducéo de larvas infectantes predadas
em coproculturas por Arthobotrys cladodes apos passagem pelo trato

gastrintestinal de ovinos (Experimento 2, Ensaio B).
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4. DISCUSSAO

Este estudo foi o primeiro a avaliar a eficacia do fungo A. cladodes
contidos em péletes de matriz de alginato de sédio, no controle de nematddeos
gastrintestinais de ovinos. Arthrobotrys cladodes produz uma elevada
quantidade de conidios, além de produzir clamidésporos, sua atividade
nematéfaga é garantida através da formagéo de hifas adesivas tridimensionais
que promovem a adesdo, imobilizagdo, penetracdo e destruicdo dos
nematodeos (OLIVEIRA et al., 2018a).

No ensaio in vitro (Experimento 1), observou-se que as formulacdes
peletizadas contendo o micélio de A. cladodes demonstraram habilidade de
crescimento sobre as superficies das placas de Petri, sendo capazes de
produzir armadilhas e predar L3 de nematddeos gastrintestinais de ovinos,
apresentando reducdo larval de 72,3%. Resultados similares foram
encontrados por Vieira et al. (2019), ao reduzirem 81,73% de nematddeos de
bovinos, por acdo de A. cladodes. Oliveira et al. (2018a), também relataram
gue A. cladodes foi eficaz na reducédo de L3 de bovinos com reducao de 68,7%.

No decorrer dos sete dias de ensaio in vitro, foi observada reducao
progressiva do numero de larvas nas placas dos grupos controle. Esta
observacéo também foi feita por Araujo et al. (2006), que associaram este fato
a provavel migracéo destas larvas para o interior das placas, onde a umidade &
mais elevada.

As coproculturas demonstraram que 0 género mais prevalente foi
Haemonchus, seguido por Trichostrongylus e Oesophagostomum. Estes
resultados sdo semelhantes aos obtidos por Vieira et al. (2014) que
observaram, em estudo realizado no Semiarido do Estado da Paraiba, Brasil, a
maior prevaléncia do género Haemonchus em ovinos.

No Experimento 2, em ambos 0s ensaios experimentais, houve reducao
larval significativa (p<0,01) nos grupos contendo A. cladodes. Observou-se a
predacao larval a partir de 12 horas, com maior reducéo larval entre 24 e 48
horas, apds a passagem pelo trato gastrintestinal dos ovinos. Conforme Larsen
et al. (1998) e Oliveira et al. (2018a) no periodo de 24 horas ocorre a
eliminacdo da maior quantidade dos fungos no bolo fecal.
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No ensaio A, 0 pico de eficacia predatéria de larvas foi de 83,5%. Isso
demonstrou que a formulacdo peletizada contendo o micélio fungico de A.
cladodes foi eliminada com éxito nas fezes dos ovinos, resistindo a passagem
pelo trato gastrintestinal, mantendo sua atividade predatoria. Oliveira et al.
(2018a), também demonstraram que a formulacéo peletizada de A. cladodes foi
capaz de resistir ao estresse da passagem pelo trato gastrintestinal de bovinos,
reduzindo significativamente o nimero de nematdédeos nestes animais.

No ensaio B, observou-se o pico de predacéo larval em coproculturas de
72,4%. Resultados semelhantes foram encontrados por Araudjo et al. (1998),
qgue verificaram em bovinos uma reducédo de 73,81% na contagem de OPG e
70,45% na quantidade de helmintos nos animais tragadores, quando
administraram oralmente conidios de A. robusta. Oliveira et al. (2018b)
observaram que A. cladodes reduziu a infestacdo de larvas em bovinos na
pastagem, apresentando reducao de 59% de larvas recuperadas.

O presente estudo demonstrou que A. cladodes sobreviveu aos
processos de peletizacdo em alginato de sédio mantendo a sua viabilidade.
Estas formulacbes também possibilitaram resultados satisfatérios tanto em
condicGes laboratoriais quanto de campo, para o controle de nematddeos
parasitas de animais (BRAGA; ARAUJO, 2014).

A peletizacdo de fungos nematdfagos pode apresentar aplicabilidade
pratica, pois estes fungos podem ser conservados em estoque sob
refrigeracdo, o que aumenta sua potencialidade para serem utilizados no
biocontrole desses parasitos (SILVA et al., 2018b; COSTA et al., 2019). De
acordo com Araujo et al. (2000) a peletizacdo do micélio ndo interfere na
atividade predatéria do fungo e pode ser considerada uma alternativa

promissora no controle biolégico de nematodeos.

5. CONCLUSAO

Concluiu-se que o fungo A. cladodes peletizado em matriz de alginato de
soédio foi capaz de predar larvas de nematdédeos gastrintestinais in vitro e
sobreviver a passagem pelo trato gastrintestinal, mostrando-se promissor no

controle bioldgico de ovinos.
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CONCLUSAO GERAL

Concluiu-se que os fungos nematodfagos sdo uma alternativa eficiente
para o controle das helmintoses gastrintestinais de ovinos, em que o fungo A.
cladodes (CG 719) peletizado em matriz de alginato de sdédio, foi capaz de
reduzir larvas infectantes de nematddeos gastrintestinais em condicdes
laboratoriais e apos a passagem pelo trato gastrintestinal de ovinos.

Os resultados deste estudo demonstraram que A. cladodes pode ser
uma alternativa promissora para o controle biolégico dos nematdédeos

gastrintestinais de ovinos.
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