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RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar a atividade predatéria do fungo Duddingtonia flagrans contra larvas
infectantes (L;) de nematoides gastrintestinais na pastagem e no bolo fecal de equinos, em um periodo de
21 dias. O delineamento experimental foi inteiramente ao acaso, com trés grupos tratados (G1, G2 e G3) ¢
um controle (C), com oito animais/grupo. Os tratados receberam 1,5x10%; 3x10° e 6x10° clamiddsporos
de D. flagrans/kg'peso vivo animal, G1, G2 e G3, respectivamente, durante 21 dias, com administragio a
cada trés dias. Foram delimitadas 36 4reas de 1m” cada, equivalendo a repeti¢des em triplicata para cada
grupo. As fezes foram coletadas dos animais nos dias 0 (D0), 15 (D15) e 30 (D30 = sete dias apos a
ultima administracdo dos tratamentos) e depositadas nessas areas de pastagem. O numero de larvas
presentes nos bolos fecais e na pastagem foi avaliado ap6s 14 e 21 dias de cada etapa de deposicdo. A
avalia¢do da atividade predatoria de D. flagrans na pastagem e nos bolos fecais demonstrou que a redugio
do ntimero de L; nos bolos fecais foi acompanhada pelo aumento da variavel na pastagem. Néo se
constatou diferenga significativa entre os grupos avaliados em decorréncia da temperatura média
registrada durante o periodo. As avaliagdes realizadas em um curto periodo podem ser insuficientes para a
avaliagdo do efeito do fungo.
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ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the predatory activity of the fungus Duddingtonia flagrans against
infective larvae (L3) of gastrointestinal nematodes of horses in the pasture and dung patch during a
period of 21 days. The experimental design was completely randomized, with three groups treated (G1,
G2 and G3) and a control (C), with eight animals/group. The treated animals received G1: 1.5x10°; G2:
3x10° and G3: 6x10° chlamydospores of D. flagrans/kg body weight during 21 days. The experiment ran
in the environment using 36 areas of 1 m? delimited on pasture, where stool samples were distributed for
each group, in triplicates. Feces were collected from the animals at days 0 (D0), 15 (D15) and 30 (D30)
and deposited on the pasture areas. After 14 and 21 days of each deposition step , the number of L
present in dung and pasture was evaluated. The number of L3 in the dung was accompanied by increase
of the same variable in the pasture. The evaluation recorded in a short period may be insufficient to
evaluate fungus development.
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Duddingtonia flagrans no controle...

INTRODUCAO

Antiparasitarios comerciais sdo,
tradicionalmente, usados como o unico método
de controle das parasitoses gastrintestinais em
equinos. Porém, na maioria das vezes, o uso
desses produtos ocorre de maneira indevida,
indiscriminada e sem a associagdo de estratégias
auxiliares de controle (Molento, 2005).
Mundialmente, a situagdo atual é de resisténcia a
maior parte das classes de antiparasitarios
disponiveis, principalmente em relagdo ao
controle parasitario em equinos (Nielsen et al.,
2014) no qual muitas vezes a resisténcia ocorre
frente a todas as classes anti-helminticas
disponiveis (Canever et al., 2013). Diante desse
contexto, torna-se fundamental a mudanca da
concepgdo de cura total das parasitoses.

A base de um programa de manejo sanitdrio
integrado para controle de doengas parasitarias
deve ser focada em estratégias de gestdo,
buscando-se reduzir o uso de anti-helminticos, a
selecdo de parasitas resistentes ¢ também a
liberacdo de produtos quimicos no ambiente
(Molento 2009; Kaplan e Vidyashankar, 2012).
A integra¢do de medidas para reduzir o numero
de larvas infectantes nas pastagens pode
promover a redugdo da reinfecgdo dos animais e,
consequentemente, o uso de anti-helminticos
(Braga et al., 2009). Neste aspecto, o controle
bioldégico empregando o fungo Duddingtonia
flagrans destaca-se como uma alternativa
promissora, podendo promover sinergismo com
o controle parasitario convencional e/ou reduzir a
dependéncia aos anti-helminticos (Braga et al.,
2010).

No controle de nematoides de equinos, diversos
estudos ja relataram eficacia de D. flagrans (Bird
e Herd, 1994; Larsen et al., 1996; Madeira de
Carvalho et al., 2007; Braga et al., 2009; Araujo
et al.,, 2010; Braga et al., 2010; Braga et al.,
2011; Paz-Silva et al., 2011; Tavela et al., 2013;
Buzatti et al., 2015). A espécie se destaca pela
capacidade de produzir grande quantidade de
clamidoésporos, estruturas reprodutivas com
parede espessa e altamente resistente, que, se
ingeridos, percorrem o trato gastrintestinal dos
animais e permanecem viaveis quando nas fezes.
Em condicdes ideais de temperatura e umidade,
logo apds sua excrecdo, inicia-se a colonizagdo
das fezes pelo fungo (Larsen et al., 1999). No
bolo fecal, o desenvolvimento do fungo ¢
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estimulado pelo contato com um nimero
crescente de L; e também por nematoides de vida
livre. Com a colonizagdo, os clamidésporos
podem atingir a pastagem, sendo frequente sua
ingestdo juntamente com o pasto (Paz e Silva et
al., 2011).

A agdo de D. flagrans ¢é concentrada no ambiente
fecal e direcionada ao combate das larvas de vida
livre dos nematoides (Castro et al., 2003). Dessa
forma, o fungo podera ser aplicado como forma
de reduzir a presengca de L; nas pastagens e,
consequentemente, a reinfec¢do dos animais,
promovendo a profilaxia das endoparasitoses
(Mota et al., 2003). Entretanto, as condigdes
climaticas podem afetar diretamente o
desenvolvimento e a atividade predatoria do
fungo, e sua eficacia pode ser prejudicada
quando utilizado sob condi¢des desfavoraveis
(Larsen et al., 1999).. Além de testes in vitro, em
condigdes ideias de temperatura e umidade,
avaliacdes no meio ambiente também se tornam
imprescindiveis.

Este estudo teve por objetivo avaliar a atividade
de D. flagrans contra L; de nematoides
gastrintestinais na pastagem e no bolo fecal de
equinos, durante 21 dias, na cidade de Curitiba,
Parana.

MATERIAL E METODOS

Foi utilizado D. flagrans, isolado CG 768,
processado no Laboratério de Biologia Celular e
Tecidual da Universidade Estadual do Norte
Fluminense — Darcy Ribeiro, Campos de
Goytacazes, RJ. Empregou-se milho triturado
como meio para crescimento, a uma temperatura
entre 23 e 27°C, na auséncia de luz por 21 dias.
Posteriormente, o material foi secado em estufa a
25°C. Apos secagem, retiraram-se amostras de
10 gramas e adicionaram-se 100mL de &4gua
destilada. O material foi homogeneizado, filtrado
e, em seguida, realizou-se contagem de
clamidésporos  utilizando-se ~ c@mara  de
Neubauer, em triplicata. Foi determinado o
numero de clamidésporos/mL e posteriormente
associaram-se o volume e o peso utilizados para
obten¢do do numero de clamiddsporos por grama
de milho triturado.

A etapa seguinte foi desenvolvida no Regimento

de Policia Montada Coronel Dulcidio do Estado
do Parand, localizado em Curitiba, PR, de
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fevereiro a margo de 2013. Foram utilizados 32
cavalos adultos, machos e fémeas, mantidos em
baias individuais durante todo o periodo
experimental. A sele¢do dos animais, assim
como a formagdo dos grupos, baseou-se na
contagem de ovos por grama de fezes (OPQ),
com valores homogéneos dessa variavel entre os
grupos. O delineamento experimental foi
inteiramente ao acaso, com trés grupos tratados
(G1, G2 e G3) ¢ um controle (C), com oito
animais/grupo. Os tratados receberam 1,5x10;
3x10° e 6x10° clamidésporos de D. flagrans/kg”
'peso vivo animal, respectivamente, G1, G2 e
G3, respectivamente. Os grupos tratados
receberam o fungo associado ao milho triturado,
juntamente com 300g de aveia em graos, € o
grupo controle recebeu somente a aveia. Em
ambos, a administragdo foi em cochos
individuais, entre sete e oito horas da manha.

Os tratamentos foram administrados a partir do
dia 0 até o dia 21, a cada trés dias (dia 0/DO; dia
3/D3; dia 6/D6; dia 9/D9; dia 12/D12; dia
15/D15; dia 18/D18; dia 21/D21). Amostras
fecais foram coletadas nos dias D0, D15 ¢ D30
(sete dias ap6s a administragio do ultimo
tratamento = D21). Apds cada coleta, as fezes
foram separadas por grupo e homogeneizadas,
buscando-se obter 1,5kg/grupo/repeticdo em
cada coleta. Apds pesagem e identificagdo, as
amostras foram manualmente depositadas na
pastagem (em triplicata) para eclosdo dos ovos
(no DO, todos os grupos apresentavam OPG
semelhante) e desenvolvimento das formas
larvas dos nematoides. Para cada fase de coleta e
deposicao das fezes (DO; D15; D30), foram
realizadas duas avaliag¢des, aos 14 (D+14) ¢ aos
21 (D+21) dias apds a colocagdo das amostras
nas dareas correspondentes. As avaliacdes
consistiram em contagem de L; na pastagem e
nos bolos fecais correspondentes a cada grupo,
por avaliag@o.

Uma area de pastagem do Campus de Ciéncias
Agrarias da Universidade Federal do Parana,
localizada no bairro Cabral, em Curitiba, PR, foi
avaliada, mensurada e cercada. O pasto foi
rogado até alcancar aproximadamente 15cm de
altura. Realizou-se lavagem de pasto (Molento,
2001) prévia para se avaliar a presenga de L;. No
local, foram delimitadas 36 areas de 1m’ cada,
para a distribuicdo de repeticdes em triplicata
para cada grupo. Os grupos foram distribuidos ao
acaso entre as areas; essa etapa durou 51 dias.
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Porgdes de pastagem foram obtidas cerca de 80%
proximas (até 20cm) e 20% distantes (20cm —
Im) dos bolos fecais, mas posteriormente foram
reunidas e homogeneizadas a fim de se obter
uma Unica amostra de cada repeticdo. A
contagem de larvas por kg de matéria seca (MS)
foi realizada conforme técnica de lavagem de
pasto descrita por Molento (2001). Para
determina¢do do numero de L3 nos bolos fecais,
procedeu-se a técnica de Baermann (Cort et al.,
1922). Em cada avaliagdo, por¢des dos bolos
fecais foram removidas e, para realizagdo da
técnica, padronizou-se a utilizacdo de 20g de
fezes de cada amostra. Uma porg¢do de cada bolo
fecal foi separada para determinacdo da MS. O
resultado foi determinado como o ntimero de
larvas por kg/MS.

Dados climaticos correspondentes ao periodo
experimental foram solicitados ao Sistema
Meteorologico do  Parana  (SIMEPAR),
localizado em Curitiba, PR. Foram considerados:
temperatura ambiental maxima, média ¢ minima;
precipitacdo (mm) e umidade relativa do ar. Os
registros foram obtidos com periodicidade diaria,
relativos ao periodo de primeiro de fevereiro a 30
de abril de 2013. Primeiramente foram
analisadas as variagdes didrias, e apos
calcularam-se médias mensais para cada uma das
varidveis.

Os resultados de contagem de larvas obtidas da
pastagem e dos bolos fecais foram submetidos ao
teste de normalidade de Lilliefors. Como a
normalidade ndo foi comprovada, aplicou-se o
teste estatistico ndo paramétrico de Kruskal-
Wallis, para comparagdo dos quatro grupos (C,
G1, G2, G3) em cada avaliagdo. O teste de
Friedman foi utilizado para avaliar diferencas
entre as avaliagdes. A correlagdo entre a
contagem de L; por kg/MS nos bolos fecais e na
pastagem foi verificada pelo teste de Spearman.
Todas as analises utilizaram o software R (R
Core Team, 2013).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Conforme Mota et al. (2003), algumas
caracteristicas sdo fundamentais para que um
fungo seja selecionado como candidato para uso
no controle bioléogico de  nematoides.
Primeiramente, deve sobreviver a passagem pelo
trato gastrintestinal dos animais e, quando
eliminado nas fezes, deve ser capaz de
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desenvolver-se e capturar as formas imaturas de
parasitas presentes no bolo fecal. Assim, além de
avaliar a atividade predatéria de um fungo em
condi¢des ambientais controladas, como ocorre
na coprocultura, deve-se também testa-lo frente a
condicdes ambientais naturais, como na
pastagem e no bolo fecal.
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Na avaliag¢do da atividade de D.flagrans frente a
L; na pastagem (Fig.1), os grupos tratados
demonstraram-se semelhantes (P>0,05) entre si e
também em relagdo ao grupo controle,
considerando 21 dias de permanéncia das fezes
na pastagem. Enquanto ao avaliar-se cada dia de
amostragem o D30+21 revelou diferenca
(P<0,05) entre os grupos C e Gl, apresentando
este menor numero de L;.
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Figura 1. Nimero médio de Li/kg recuperadas da pastagem apos deposicdo artificial de bolos fecais de
equinos tratados com diferentes doses de clamidosporos de Duddingtonia flagrans. G1: 1,5x10°, G2:
3x10° ¢ G3: 6x10° clamidésporos por kg de peso vivo. Asterisco (*) indica avaliagio com diferenca

(P<0,05) entre os grupos pelo teste de Kruskal-Wallis.

A contagem de L; nos bolos fecais de todos os
grupos foi semelhante (P>0,05) em cada
avaliacdo e também no decorrer de todas as
mensuragdes realizadas (Fig. 2). Os dados de L;
no bolo fecal e na pastagem demonstraram
correlagdo negativa (P<0,05) ao longo do
periodo experimental, indicando que o aumento
do ntimero de L; na pastagem foi acompanhado
pela diminui¢do dessa mesma variavel nas fezes.
Foi interessante observar que existe grande
presenca de larvas no bolo fecal mesmo apos
duas a trés semanas apos sua deposicao. Isto
pode implicar a contaminagdo constante da area
de pastagem para os animais ¢ o possivel
beneficio do fungo, uma vez que ele tenha
condigdes de crescer e apreender as larvas,
reduzindo a taxa de desafio larvar.
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Estudos de maior duragdo ja foram
desenvolvidos a fim de testar a atividade de
D.flagrans frente a fatores ambientais e as
variaveis climaticas. Para tal, fezes dos animais
que receberam o fungo na dieta foram
artificialmente ~ depositadas na  pastagem,
semelhante ao realizado no presente estudo. Em
experimentos transcorridos durante cerca de
quatro meses, Fernandez et al. (1997, 1999)
avaliaram a atividade de D.flagrans na redugdo
de formas larvares de nematoides de equinos na
pastagem, obtendo percentuais de reducdo larval
de até 95% e 99,4%, respectivamente. Baudena
et al.(2000), em 12 meses de avaliagdes,
observaram que D. flagrans promoveu redugdo
significativa no numero de L; a partir do segundo
més de uso.
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Figura 2. Numero médio de Ls/kg recuperadas de bolos fecais de equinos artificialmente depositados no
pasto apos tratamento com clamidésporos de Duddingtonia flagrans. G1: 1,5x10°, G2: 3x10° ¢ G3: 6x10°

clamidésporos por kg™ de peso vivo.

Almeida et al. (2012) testaram o mesmo fungo,
mas na redugdo de larvas infectantes de
endoparasitas de cavalos mantidos em pastagem
de campo nativo na regido Sul do Brasil. A
pesquisa transcorreu durante seis meses
(primavera-verdo), ¢ somente no ultimo més o
grupo tratado apresentou reducao significativa na
contagem de L;. Resultados superiores foram
obtidos por Madeira de Carvalho et al. (2007),
com equinos mantidos em sistema extensivo,
com percentuais de reducdo larval na pastagem
entre 50-70% durante o periodo corresponde a
primavera-verdo em Portugal.

Na Fig. 3, estdo expressas as médias
dos dados meteorologicos (SIMEPAR - Sistema
Meteorologico do Parand — Disponivel em
http://www.simepar.br/site), correspondentes ao
periodo experimental. A temperatura média foi
de 20,9; 19,3 e 17,7°C, para fevereiro, margo e
abril, respectivamente. A precipitagdo média foi
a variavel que apresentou maior redugdo: em
fevereiro foi de 6,7mm; em marco, de 4,0 mm,;
enquanto em abril foi de apenas 1,7mm. A
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umidade relativa do ar registrada foi de 83,6;
85,9 ¢ 80,7% para fevereiro, margco e abril,
respectivamente.

Conforme Stromberg (1997), temperatura e
umidade sdo fatores essenciais para 0
desenvolvimento de L; de nematoides. Alguns
pesquisadores observaram que a taxa de
migragdo de larvas para a pastagem foi reduzida
na presenca de baixos indices de precipitagdo
e/ou umidade relativa do ar e, como
consequéncia, ndo foi possivel avaliar a atividade
predatoria de D. flagrans (Larsen et al., 1996;
Fernandez et al., 1997; Baudena et al., 2000). Ja
Madeira de Carvalho et al. (2007) observaram
em seu estudo que a elevagdo de temperatura
associada com aumento da precipitacdo
promoveu maior migragdo das larvas para a
pastagem, elevando o crescimento fungico e,
consequentemente, aumentando a sua atividade
predatoria. Segundo Mota et al. (2003), o
desenvolvimento do fungo pode ser estimulado
pelo contato com um nimero crescente de L; e
também por nematoides de vida livre.
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Figura 3. Médias mensais de temperatura (°C) maxima, média e minima e precipitagdo (mm)
correspondentes ao periodo de fevereiro — abril de 2013 para Curitiba, PR, Brasil.

As variaveis ambientais também podem afetar
diretamente o desenvolvimento do fungo e dos
estddios  pré-parasiticos dos  nematoides
gastrintestinais de  equinos.  Duddingtonia
flagrans cresce melhor a temperatura entre 25 e
30°C, sendo 30°C a temperatura Otima de
desenvolvimento. Em temperaturas inferiores, a
taxa de crescimento ¢ mais lenta, ao passo que,
em temperaturas superiores, o fungo néo cresce
(Santos, 2000). Em estudo realizado por Santos
et al. (2001), foi observado que entre 25 e 30°C
D. flagrans reduziu acima de 90% de L; de
ciatostomineos. Os mesmos autores constataram
que 25°C foi a temperatura que proporcionou o
maior indice de desenvolvimento de ovos até Ls
desses parasitos. Dessa forma, a temperatura
maxima registrada neste estudo (Fig. 3) foi ideal
para o desenvolvimento dos estigios pré-
parasitarios, porém abaixo da indicada para o
otimo crescimento do fungo. As temperaturas
médias e minimas também se mantiveram
durante todo o periodo experimental abaixo do
intervalo adequado para o desenvolvimento do
fungo. Como D. flagrans tem uma taxa de
crescimento maior em temperaturas mais
elevadas, infere-se que o seu desenvolvimento
nao foi suficiente para causar uma reducdo
significativa na populacdo de larvas infectantes
no meio ambiente.

CONCLUSOES
As médias de temperatura (maxima, média e

minima) referentes ao periodo experimental
foram desfavoraveis ao 6timo desenvolvimento
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de D. flagrans, prejudicando sua atividade
predatoria no meio ambiente. As avaliagdes
realizadas em um curto periodo podem ser
insuficientes para a avaliacao do efeito do fungo.
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