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1. INTRODUCAO

As parasitoses gastrintestinais constituem um importante fator responsavel por perdas
na pecuaria representado, principalmente, por retardo na producdo, custos com tratamento e

prevencdo e até mortalidade no plantel (Macrae, 1993; Mota et al. 2003).

O conhecimento sobre a epidemiologia dos parasitos e suas interagdes com os
hospedeiros em um determinado ambiente e sistema de producdo sdo os requisitos mais
importantes para estabelecer um controle efetivo. A falta destas informagbes pode levar a
utilizacdo inadequada de anti-helminticos devido a possibilidade de rdpido desenvolvimento
de resisténcia e conseqiiente aumento no numero de casos clinicos e perdas econémicas

(Araujo et al., 2004b).

O emprego de fungos nematofagos tem apresentado uma oportunidade de controle
dos estagios de vida livre dos nematdides nas pastagens, reduzindo em grande parte as
reinfeccGes e contribuindo para o controle das parasitoses (Gronvold et al, 1996b; Larsen,

2000; Knox & Faedo, 2001; Waller et al, 2004; Graminha et al. 2005).



Os problemas relacionados a resisténcia aos anti-helminticos e sua ecotoxicidade
enfatizam a necessidade de serem implementados programas integrados de controle
parasitdrio, que assegurem salde e seguranca aos organismos vivos, por meio de tratamentos
estratégicos baseados na epidemiologia, eliminacdo de vermifugacGes desnecessarias,
utilizacdo de pastoreio alternado e higienizacdo de pastagens. Além disso, deve ser evitado o
uso continuado de uma mesma classe de anti-helmintico, assim como a rapida rotacdo de
compostos e a utilizacdo de doses inferiores as recomendadas devido a maior propensdo ao
desenvolvimento de resisténcia e a menor eficiéncia observada pela prdtica dessas medidas
(Mota et al., 2003). Além disso, segundo Pefia et al. (2002), o problema de resisténcia estd

presente em todas as classes anti-helminticas usadas para controle de nematdides.

Atualmente, pesquisadores de todo mundo buscam medidas alternativas para o
controle das endoparasitoses dos bovinos, visando a diminuicdo do emprego de
guimioterapicos com o objetivo de reduzir os niveis de poluicdo no ambiente e de residuos nos

produtos de origem animal (Alves, 1986).

Outros fatores importantes a serem considerados dizem respeito ao atual processo
de globalizagdo econO6mica e ao conseqliente aumento de disputas pelos mercados
consumidores. Esses fatores tém levado gradualmente a exigéncia de produtos de melhor
qualidade, livres de residuos quimicos, tanto nos produtos a serem consumidos, como
também no ambiente em que sdo produzidos, ditando em muitas situagGes, o sucesso ou ndo
no momento da comercializacdo. Portanto, pode-se afirmar que existe a necessidade de
desenvolvimento de medidas de controle das helmintoses alternativas ao emprego macico de
guimioterapicos, que até o momento despontam como meio de controle realmente eficaz

(Graminha, 2004).



2. REVISAO DE LITERATURA

No sudeste do Brasil, Cooperia e Haemonchus sao os géneros mais prevalentes de
nematdides gastrintestinais de bovinos, seguido pelo género Oesophagostomum (Guimaraes,

1971 e 1977; Leite et al., 1981; Furlong et al, 1985, Araujo et al., 1998).

Honer (1991) afirmou que no Brasil existem condi¢des para a sobrevivéncia das larvas
de nematdides nas pastagens, mesmo em dreas mais secas ou chuvosas, pois, durante todo o
ano, o bolo fecal funciona como um reservatério de larvas. Segundo Amarante et al. (1996) e
Castro et al. (2002), os movimentos das larvas de abandono das massas fecais sdo feitos em

trajetdrias de migra¢des horizontais e verticais, onde, por meio destas migra¢des, as mesmas



podem alcancar a parte da vegetacdo que serd ingerida pelo hospedeiro, e assim, dar

continuidade ao seu ciclo evolutivo.

O uso, quase que exclusivo, de tratamentos anti-helminticos tem resultado em
populacdes de nematdides que tém desenvolvido resisténcia a multiplas classes de anti-
helminticos quimicos, e isto tem contribuido para que as pastagens estejam na maioria das

vezes contaminadas por nematdides (Sangster, 1999; Coles, 2005).

Deve-se considerar ainda que o controle quimico apresente desvantagens, como o alto
custo de aquisicdo de farmacos pelo produtor, a possibilidade de ocorréncia de residuos
guimicos no ambiente e nos produtos de origem animal, além das dificuldades técnicas e
econdmicas para o desenvolvimento de novas moléculas (Anderson et al., 1977; Anderson &

Lord, 1979; Conder & Campbell, 1995; Graminha, 2004).

O uso de fungos nematdfagos no controle bioldgico de helmintos parasitos de animais
pode reduzir a contaminagdo das pastagens, atuando diretamente no ambiente, Hashmi &

Connan (1989) e Wolstrup et al. (1994).

Os fungos nematdéfagos atuam na fase de vida livre dos parasitos e uma maneira para
que eles sejam dispersos no bolo fecal seria pela sua ingestdo. Assim, o fungo seria
disseminado juntamente ao bolo e onde ocorre o desenvolvimento de ovos e larvas de
nematdides. Para que o fungo chegue ao bolo fecal, ele também deve resistir ao estresse da
passagem pelo trato gastrintestinal, e assim chegar vidvel as fezes para predar nematdides

(Larsen et al. 1992).

Dessa forma, a passagem de fungos pelo trato gastrintestinal de animais domésticos e
a avaliacdo da eficacia dos isolados apds a passagem se constitui na metodologia empregada

em diversos estudos (Larsen et al. 1992).



A selecdio de microorganismos para o controle biolégico deve considerar
caracteristicas essenciais para obtencao de resultados positivos no controle biolégico, dentre
as quais se destacam: especificidade de acdo, alta capacidade reprodutiva e tolerancia as
condicbes ambientais onde o controle ocorre. Deve se levar, também, em consideracdo a
capacidade de producdo do agente de controle em escala industrial e periodo de validade e

gue seja seguro e efetivo no controle do organismo alvo (Grgnvold et al. 1996b).

Os fungos predadores nematdfagos sdao os organismos antagonistas mais pesquisados,
pois tém mostrado serem capazes de reduzir efetivamente populacdes de nematdides em
condicbes de laboratdrio e de campo (Larsen, 1999). A formacdo de armadilhas, ao longo de
suas hifas, ocorre em resposta a presenca do nematdide ou de suas excretas, ou pode ser
desencadeado por compostos bioldgicos ou, ainda, é induzida por condi¢cbes de estresse

fisiolégico, como na escassez de nutrientes e agua (Balan & Gerber, 1972).

No solo, onde prevalecem condi¢Ges nutricionais estressantes para o desenvolvimento
dos fungos, a habilidade em predar nematdides propicia a estes tipos de microorganismos
vantagens adicionais de sobrevivéncia. Algumas espécies desenvolvem estruturas de captura
como resultado de estimulos externos, enquanto outras as desenvolvem espontaneamente,

sendo as mais dependentes de nematdides como fonte de nutrientes (Mota et al., 2003).

Fungos nematofagos podem ser caracterizados como predadores, endoparasitas de
nematdides e oportunistas ou parasitos de ovos (Nordbring-Hertz, 1988). Eles sdo
cosmopolitas, ocorrendo em solos naturais, solos agricultaveis e em todos os tipos de matéria
organica em decomposicdo (Bird & Herd, 1994). Eles tém atraido a atencdo de pesquisadores
desde quando sua fungdo como predador de nematdides foi reconhecida pela primeira vez por

Zopf, em 1888 (Nordbring-Hertz, 1988).

A grande maioria de fungos nematdéfagos é mitospodrica e sdo classificados na divisdo

Deuteromycetes, classe Hyphomycetes, ordem Hyphomycetales e familia Moliniaceae.



Apresentam micélio septado e bem desenvolvido, reproduzem-se agamicamente por esporos

exogenos, que sao formados sobre ramificagdes do micélio (Dreschsler, 1937).

Algumas espécies estdo sendo reconhecidas como pertencentes ao filo Ascomycota

porque foi observado estagios de reproducdo sexuada destes fungos (Griffin, 1994).

No inicio do século XX, na Franca, estudos iniciais utilizando fungos nematdfagos
como controladores bioldgicos de parasitos gastrintestinais de animais foram realizados. Foi
observada a acdo de fungos predadores sobre larvas infectantes de Strongyloides papilosus e
Bunostomum phlebotomum em condicOes laboratoriais e de campo (Descaseaux, 1939;

Descaseaux & Capelle, 1939; Roubaud & Descaseaux, 1941).

Na década de setenta, foram retomados ensaios com diferentes espécies de fungos
no combate a diversas espécies de nematdides parasitos de animais domésticos, onde esta

interacdo foi observada em placas de Petri preenchidas com meio de cultura (Pandey, 1973).

Num estudo in vitro, a espécie Duddingtonia flagrans foi capaz de produzir
armadilhas e clamiddsporos (esporos de resisténcia). Sua taxa de crescimento, em presenca de
larvas infectantes (L3) de Ostertagia ostertagi também chamou a atencdo de pesquisadores

pela espécie, indicando a promissora agente no controle biolégico (Grgnvold et al., 1996b).

Para que um fungo nematdfago possa ser empregado como agente de controle
bioldgico de nematdides é necessario que ele seja habil em capturar nematdides e que resista

a passagem gastrintestinal (Waller et al., 1994).

As espécies de fungos predadores variam em sua capacidade de capturar os
nematdides. Sdo os organismos mais estudados e que apresentam maior potencial de
comercializar, principalmente pela facilidade de cultivo e isolamento em laboratério (Gronvold

et al., 1996a).



Os fungos predadores formam armadilhas produzidas, a intervalos, ao longo das
hifas. Em cultura pura, muitos desses fungos nao formam armadilhas. A formacdo dessas
estruturas é a resposta a presenca de nematdides ou de substancia deles derivadas. Também
sdo induzidas por condicdes adversas de cultivo, como escassez de dgua e/ou de nutrientes
(Balan & Gerber, 1972). A diferenciacdo da hifa pode ocorrer em 24 horas e numerosas

estruturas de captura podem ser produzidas (Pramer, 1964).

Apds a captura, independente da armadilha utilizada, o fungo penetra e se
desenvolve no interior do nematéide, consumindo o seu conteudo e lancando para o meio

externo as suas estruturas vegetativas e reprodutivas (Barron, 1977; Gray, 1987).

No Brasil, estudos com bovinos, em condicGes experimentais de campo,
demonstraram que a administracdo oral de conidios do fungo nematdfago, Arthrobotys
robusta, duas vezes por semana, durante quatro meses foi capaz de reduzir o OPG (ovos por
grama de fezes) e a quantidade de vermes em animais tracadores infectados naturalmente

com nematadides gastrintestinais (Araujo et al., 1998).

O fungo D. flagrans tem alta capacidade de atravessar o trato gastrintestinal de
ruminantes, e isto pode ser devido a sua caracteristica de produzir grande numero de
clamiddsporos de parede espessa (Larsen et al., 1991a; Gronvold et al., 1993a; Bird & Herd,

1995; Nansen et al., 1995; Larsen, 1999).

Para ser util no controle de parasitos, um agente de controle biolégico como o fungo
nematdfago D. flagrans deve ser capaz de reduzir substancialmente o nivel de contaminagao
de pastagens. Além disso, um efetivo agente de biocontrole deve ser ativo contra uma gama

de parasitos (Waghorn et al., 2003).

Em trabalhos desenvolvidos por Wolstrup et al. (1994) e Larsen et al. (1995), o

emprego do fungo nematdfago D. flagrans ndo apenas reduziu a infectividade das pastagens e



a carga parasitaria nos animais, no final da estacdao de pastagem, como também preveniu o

aparecimento de sinais clinicos de gastroenterite vermindtica.

Em experimento in vitro, o fungo predador D. flagrans apresentou uma taxa de
crescimento entre 15 e 60 mm por semana em temperaturas entre 20° e 30 °C. A presenca de
nematdides induziu o fungo a produzir armadilhas. A taxa de formacdo de armadilhas em D.
flagrans é ativa a 30°C, produzindo 700 a 800 armadilhas por cm” em dois dias, quando
induzida por 20 nematdides por centimetro quadrado em agar. Durante o processo de
envelhecimento, até certo limite, aumenta o niumero de clamiddsporos produzidos. O tempo
para alcancar a maxima concentracdo de clamiddsporos coincide com o tempo para perda do

potencial de inducdo de formacdo de armadilhas (Gronvold et al., 1996a).

O género Duddingtonia é caracterizado por produzir varios conidios na extremidade
dos conidiéforos (Cooke & Godfrey, 1964; Van Oorschot, 1985; Grgnvold et al, 1993b). Os
conidios apresentam formato entre eliptico e ovdide apresentando um septo mediano.
Predam nematdides por meio de hifas adesivas. Produzem conidios com morfologia de 25-50

pm de comprimento por 10-15 um de largura (Cooke & Godfrey, 1964).

Administrada como esporo (clamidésporo) a ovinos e bovinos, o fungo predador D.
flagrans tem demonstrado habilidade em reduzir eficientemente (acima de 90%) o

desenvolvimento larval de um grande nimero de nematdides em fezes (Larsen, 1999).

A administracdo diaria, por quatro meses de clamiddsporos de D. flagrans
administrados em graos de cevada aos ovinos criados em sistema extensivo foi responsavel
pela conseqliente reducdao de Nematodirus spathiger, Nematodirus battus, Ostertagia spp. e

Trichostrongylus spp. (Githigia et al. 1997).



Apds a passagem pelo trato gastrintestinal e ser eliminado junto as fezes no meio
ambiente, o fungo coloniza o bolo fecal, estabelece contato com as larvas eclodidas e produz

armadilhas sobre essas, levando-as, posteriormente a morte (Graminha, 2004).

Assim, a passagem de fungos pelo trato gastrintestinal de animais domésticos e a
avaliacdo da eficdcia dos isolados apds a passagem tem sido o foco de diversos estudos. (Mota

et al., 2003).

Reducdo significativa do niumero de larvas infectantes (L3) nas pastagens de bovinos,
caprinos e ovinos alimentados com fungo D. flagrans foram obtidas em estudos realizados por
Larsen et al. (1992), Grgnvold et al. (1993b), Wolstrup et al. (1994), Larsen et al. (1995), Larsen
et al. (1996), Githigia et al. (1997), Faedo et al. (1997), Faedo et al. (1998), Larsen et al. (1998)
e Mendonga de Gives et al. (1998), Fernandez et al. (1999), Pefia et al. (2002), Chandrawathani
et al. (2002), Dimander et al. (2003), Fontenot et al. (2003), Waghorn et al. (2003), Paraud &
Chartier (2003), Chartier & Pors (2003), Wright et al. (2003), Chandrawathani et al. (2003),

Waller et al. (2004), Terrill et al. (2004), Chandrawathani et al. (2004) e Burke et al. (2005).

Em experimentos com diversos isolados de Duddingtonia flagrans também ha relatos
de maior ganho de peso do grupo tratado com esse fungo nematdfago em relacdo ao grupo
controle por Wolstrup et al. (1994), Githigia et al. (1997), Knox & Faedo, 2001; Fontenot et al.

(2003), Waller et al. (2004).

O desenvolvimento de formulagdes flngicas para uso no controle bioldgico é um dos
principais passos para a producdao comercial desses microorganismos. Mas, devem-se
considerar os fatores econdmicos. Desse modo, pesquisas que visam produzir material fungico
de maneira economicamente vidvel sdo extremamente necessdrias e € um passo importante

para viabilizar a produgdo comercial de fungos nematéfagos (Mota et al. 2003).



Algumas formulagdes comerciais destinadas ao controle de fitonematdides ja foram
desenvolvidas baseadas nesta forma de producdo. Os produtos Royal 300 e Royal 350 foram
desenvolvidos na Francga, baseados no cultivo de fungos do género Arthrobotrys em graos de
centeio. Entretanto, por desempenho inconsistente e problemas de controle de qualidade,
foram pouco utilizados e atualmente ja foram retirados do mercado (Cayrol et al. 1978; Cayrol

& Frankowski, 1979).

Recentemente, formula¢des a base de alginato de sédio tém sido avaliadas
experimentalmente no controle de nematdides parasitos de animais por alguns laboratérios
de pesquisa. Esta formulacdo tem demonstrado bons resultados em condicées laboratoriais e

a campo (Araujo & Sampaio, 2000; Araujo et al. 2000; Alves et al. 2003; Araujo et al. 2004a).

O fornecimento de material fungico incorporado em blocos de suplementos minerais
contendo clamiddsporos do fungo D. flagrans tem obtido resultados positivos (Waller &
Faedo, 1996). O obstaculo a este tipo de formulagdo se concentra na obtencdo dos
clamiddsporos em grandes quantidades, pelo seu cultivo em graos de cereais: cara e de dificil

controle de qualidade (Stirling et al. 1998).

Em relacdo ao impacto ambiental no uso de fungos nematdéfagos, experimentos com o
emprego de fungos nematdfagos em animais criados em pastagens relatam que ndo ocorre

mudanca na constituicdo da fauna natural de nematdides do solo (Yeates & King, 1997).

Persmark et al. (1996), num experimento a campo com animais tratados com diversos
fungos nematdfagos, monitoraram a presenca desses no solo, eles concluiram que eles estdo

onde ha maior quantidade de matéria organica.

Segundo Cooke & Godfrey (1964), Gray (1985), Shepherd (1995) e Faedo et al (2002), o

solo é um ambiente propicio a germinacdo de fungos nematdéfagos e onde ha matéria organica



em maior quantidade, a probabilidade de ocorrer a proliferacdao desses fungos é maior. Assim,

as fezes se constitui um meio propicio para desenvolvimento fungico.



3. OBIJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Utilizar a formulacdo contendo o fungo Duddingtonia flagrans em matriz de alginato

de sddio (péletes) no controle das nematodioses gastrintestinais de bovinos a campo.

3.2. Objetivos especificos

Comparar duas técnicas para contagem de ovos por gramas de fezes de animais, ovos

por gramas de fezes (OPG) e Wisconsin modificado.

Identificar o isolado D. flagrans em fezes de bovinos nas pastagens apds plaqueamento

in vitro.

Verificar se peso, contagens de ovos por gramas de fezes e numero de larvas
recuperadas nas pastagens apresentam diferencas significativas entre os grupos de animais

controle e tratado com o fungo D. flagrans.



4. HIPOTESE

O fungo predador Duddingtonia flagrans ao ser administrado em péletes a um grupo
de bovinos causa diminuicdo no numero de larvas de helmintos nas pastagens de forma

significativa se comparada ao grupo controle (administragdo de péletes sem fungo).



5. MATERIAL E METODOS
5.1. Organismos
Panagrellus spp. (nematdide de vida livre), cedido pelo Departamento de
Fitopatologia da Universidade Federal de Vigosa e cultivado no laboratério de Parasitologia do
Departamento de Medicina Veterindria da Universidade Federal de Vigosa, foram mantidos em
placas de Petri com meio de aveia em flocos, umedecida e amassada. Esses nematdides foram
extraidos do meio de cultura através da imersdo de pequenas quantidades de aveia em agua

destilada (em temperatura ambiente) no funil de Baermann e coletados em tubos de hemdlise



apos seis horas de decantacdo para serem utilizados em placas de Petri para avaliacdo da

capacidade predatéria de D. flagrans sobre o nematdide, em agar-agua por 10 dias.

Os nematdides foram contados, utilizando microscépio dptico (objetiva de 10x),

tomando-se trés aliquotas de 10 pl, tirando a média e extrapolando para o volume total.

Um isolado brasileiro de 2004, de fungo predador da espécie Duddingtonia
flagrans (ACO001), oriundo da regido de Vigosa, Minas Gerais, cedido pelo
Departamento de Fitopatologia da Universidade Federal de Vicosa foi mantido a 4°C,
ao abrigo da luz e em tubos de ensaio contendo corn-meal-agar (2%). E uma parte foi
repicada para placas em meio agar-agua (2 %) onde o fungo cresceu por sete dias.

Para induzir a formacdo de micélio fungico, discos de cultura de aproximadamente 5
mm foram transferidos para frascos Erlenmeyer de 250 ml, contendo 150 ml de meio liquido
batata-dextrose, pH 6,5, sob agitacdo de 120 rpm, no escuro e em temperatura de 26°C, por
dez dias. Apds este periodo, a massa micelial cultivada foi retirada com a ajuda de uma alga de
platina e pesada em balanca de precisdo para ser empregada na confeccdo de péletes em

matriz de alginato de sédio para ser administrado para os animais.

5.2. Experimento in vivo

Os testes de controle bioldgico in vivo foram desenvolvidos em uma fazenda leiteira
tipica da regido, no Municipio de Vigosa, latitude 20°45°20”, longitude 42°52°40”, Estado de

Minas Gerais, no periodo de marco a setembro de 2005.

Nessa fazenda, dezesseis bezerros, mesticos holandés-zebu, de aproximadamente
um ano de idade foram divididos em dois grupos de oito animais (controle e tratado) e
separados em dois piquetes, considerando o peso e ovos por gramas de fezes obtidos pela

técnica de Gordon & Withlock (1939), modificada por Lima (1989).



Os dois piquetes, onde os animais foram separados, apresentaram areas
semelhantes (4 hectares cada) e as pastagens (Brachiaria decumbens) vinham sendo utilizadas
para pastagem de bovinos, de sorte que no inicio do experimento achavam-se naturalmente
infestadas por larvas de helmintos em intensidade equivalentes. Sendo que essa constatacao
foi obtida pelo diagndstico de larvas recuperadas das pastagens coletadas de acordo com o
preconizado por Raynaud & Gruner (1982) e processado, no laboratdrio, segunda a técnica

descrita por Lima (1989).

Todos os animais foram previamente vermifugados com albendazole a 10 % na dose
oral de 7,5 mg por quilo de peso vivo, quinze dias antes do inicio do experimento e ficaram

estabulados.

No grupo tratado, cada animal recebeu 20 gramas de péletes de alginato de sddio
contendo cerca de 1 grama de micélio do fungo Duddingtonia flagrans, duas vezes por
semana, as tercas e as sextas-feiras, por um periodo de vinte e oito semanas, a partir do
comego do més de margo de 2005. No grupo controle, os animais receberam 20 gramas de

péletes de alginato de sddio sem fungo.

Nessa fazenda, semanalmente, apds a introdugdo dos bezerros, houve coleta de
amostras de fezes de cada grupo diretamente do reto. Nessas amostras fecais, foram
determinadas as contagens de ovos por grama de fezes (OPG) ja citada e descrita, segundo a

técnica modificada de Gordon e Whitlock (1939) e como ja acima descrita por Lima (1989).

Nas mesmas amostras fecais, foi realizada a técnica de Wisconsin de Cox & Todd
(1962), modificada por Ito (1980), para determinagdo da contagem de ovos por grama de
fezes, na qual 3 g de fezes foram adicionadas a uma solugdo supersaturada de 1,25 gramas de
acucar por mililitros de agua, que foram coadas e centrifugadas a 1000 rpm durante 5 minutos.
Apds isso, deixou-se decantar o sobrenadante coberto por laminula por 4 minutos e colocado

sobre a lamina e a leitura foi realizada em microscdpio éptico, utilizando objetiva de 10 vezes.



Cerca de dez gramas de amostras de fezes foram coletadas dos animais para verificar
o crescimento de fungos. As fezes foram distribuidas em 4 placas contendo agar-agar 2%,
acrescidas de 1.000 Panagrellus spp. e colocadas em estufa a 25°C, durante dez dias e

observadas de trés em trés dias para que fosse observado o aparecimento de forma flngicas.

Paralelamente ao exame de OPG (Gordon & Whitlock) e Wisconsin modificado,
foram realizadas as coproculturas, em que 20 g de fezes dos animais foram misturadas com
vermiculita fragmentada e umedecida, e levadas a estufa a 26°C, durante quatorze dias,
obtendo assim larvas de nematdides parasitos gastrintestinais. Estas larvas foram identificadas

de acordo com os critérios estabelecidos por Keith (1953).

Em cada piquete, nos dois grupos de animais, foram coletadas duas amostras de
pastagem de cerca de 600 gramas cada, em ziguezague, em pontos eqlidistantes em todo
piquete, alternados de até 20 cm do bolo fecal e entre 20 e 40 cm distante do bolo fecal de
acordo com Raynaud & Gruner (1982). De cada amostra, foram coletadas para utilizar em
torno de 500 g de pastagem, de onde se recuperaram as larvas de nematdides parasitos de
bovinos, segundo técnica descrita por Lima (1989). Posteriormente, as larvas foram contadas e

identificadas segundo Keith (1953).

Os 500 gramas de pastagem, que serviram para a realizacdo deste método, foram
colocados em uma estufa de secagem a 100°C, por trés dias, para se obter a matéria seca. Os
dados obtidos foram transformados em ndmero de larvas por kg de matéria seca. Foram
registrados, diariamente, os dados meteoroldgicos, colhidos em estacdo especializada na
regido de Vigosa-MG, referentes as médias das temperaturas maxima, média e minima

mensais, a umidade relativa do ar e as precipitagGes pluviais mensais.

5.3. Analises estatisticas



Utilizou-se delineamento inteiramente casualizado. Foram comparadas as curvas
referentes as contagens de ovos por gramas de fezes (obtidos pelas técnicas de Gordon &
Whitlock modificado por Lima e pela técnica de Wisconsin de Cox & Todd, modificada por Ito),
das coproculturas e larvas recuperadas das pastagens dos grupos de animais em cada pasto,
durante os sete meses de experimento. Para andlise estatistica dos dados de OPG, Wisconsin
modificado, coprocultura e nimero de larvas recuperadas das pastagens, esses dados foram
transformados para log x+1. Os resultados foram interpretados estatisticamente por meio de
andlise de variancia (teste F) a 1 e 5% de probabilidade e de regressao linear. As médias dos
fatores quantitativos foram comparadas pelo teste de Tukey em nivel de 1 e 5% de

probabilidade.

Os dados de peso também foram analisados e os resultados interpretados
estatisticamente por meio de andlise de variancia (teste F) a 1 e 5 % de probabilidade e de
regressao linear e as médias foram comparadas pelo teste de Tukey em nivel de 1 e 5 % de

probabilidade.






6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1. Ovos por gramas de fezes (OPG), técnica de Gordon & Whitlock (1939) modificada por

Lima (1989)

Os valores médios mensais de OPG, obtidos pela técnica de Gordon & Whitlock, (1939)
modificada por Lima (1989) sdo apresentados no grafico 1. Esses valores nos animais do grupo
tratado diferiram dos valores do grupo controle (P<0,05) nos meses de maio, junho, julho e
agosto com respectiva reducdo percentual de 35, 46, 36 e 30 % do grupo tratado em relacao
ao controle, sendo que no ultimo més (setembro) houve uma redugdo de 26 %, alem disso, os
animais do grupo tratado apresentaram menor média mensal durante quase todo o periodo

experimental.

No inicio do experimento esses valores estavam baixos possivelmente porque os
animais foram vermifugados e estavam estabulados. A redug¢dao na contagem de ovos por
gramas de fezes no grupo tratado em relagdo ao grupo controle deveu-se possivelmente a
aplicagdo do fungo nematéfago Duddingtonia flagrans e ainda deve se considerar que essa

reducdo foi adquirida apds trés meses de tratamento com o fungo.

No més de junho, ocorreu um pico nesses valores. Esse periodo corresponde aquele
em que os animais tém menor disponibilidade de alimento, devido ao periodo de baixos niveis
de precipitacdo, estando os animais mais vulnerdveis as verminoses, somado as cargas de
larvas acumuladas nas pastagens, o que contribuiu para aumentar a possibilidade dos animais
se reinfestarem ao pastejo. Esses fatores possivelmente contribuem para explicar o fato de
essas contagens ter se apresentado mais altas nesse periodo, tanto para o grupo tratado,

quanto para o grupo controle.
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Gréfico 1 - Valores médios mensais das contagens de ovos de helmintos da superfamilia
Strongyloidea por gramas de fezes obtidos pela técnica de Gordon & Whitlock,
1939, modificada por Lima, 1989 (OPG), de bezerros do grupo controle e do
grupo tratado com o fungo nematéfago Duddingtonia flagrans, coletados no

periodo de margo a setembro de 2005, em Vicosa, Minas Gerais.

Nos meses subseqlientes, é observada uma queda desses valores para os dois grupos.
O aumento no nivel de precipitacdo (grafico 10, pagina 35) e o desenvolvimento dos animais
em relagdo a aquisicdo de imunidade na expulsdo de nematdides podem explicar essas

reducgdes.



Em trabalhos anteriores, com o fungo D. flagrans em ruminantes e eqliinos foi
observado valores médios mensais de contagem de ovos por gramas para os animais do grupo
tratado menores que os animais do grupo controle em experimentos com fungos nematéfagos
em Larsen et al. (1991b; 1992; 1995 e 1996), Grgnvold et al (1993b), Wolstrup et al. (1994),
Wright et al. (1997), Fernandez et al. (1999b), Knox & Faedo (2001), Wright et al. (2003),
Fontenot et al. (2003) Waghorn et al. (2003), Paraud et al. (2004), Chandrawathani et al.

(2004) e Burke et al. (2005).



6.2. Obtencdo de contagem de ovos por gramas de fezes pela técnica de Wisconsin de Cox &

Todd (1962) modificada por Ito (1980)

120 -

110

100

90

80

70

60

OoPG

50

40

30

20

10

0

mar/05

A
//

//

)/

/

—e— controle

—8—tratado

abr/05 mai/05 jun/05 jul/os ago/05 set/05

Gréfico 2 - Valores médios mensais das contagens de ovos de helmintos da superfamilia

Strongyloidea por gramas de fezes de bezerros dos grupos controle e tratado
com o fungo nematdéfago D. flagrans obtidos pela técnica de Wisconsin de Cox &
Todd (1962), modificada por Ito (1980), coletados no periodo de margco a

setembro de 2005, em Vigosa, Minas Gerais.



Os valores médios mensais apresentados no grafico 2 sdo as contagens de ovos por
gramas de fezes obtidas pela técnica de Wisconsin de Cox & Todd (1962), modificada por Ito

(1980).

Nos meses de junho e agosto houve diferenca (P<0,05), tendo o grupo tratado a
menor média mensal durante os cinco Ultimos meses com redugdo percentual nos valores de
contagem de ovos por gramas de fezes de 26 % em maio, 58 % em junho, 47% em julho, 51 %
no més de agosto e 25 % em setembro em relagdo ao grupo controle. Mesmo ndo havendo
reducdo significativa no més de setembro, houve uma considerdvel diminuicdo desse valor no

grupo tratado em relagdo ao controle.

As contagens de ovos por gramas de fezes obtidas por essa técnica (Wisconsin) e por
Gordon & Whitlock modificados apresentaram coeficiente de correlacdo positiva (0,99), ou
seja, as variagdes cresceram no mesmo sentido, o que diferiu foi o valor absoluto das médias e
o coeficiente de variacdo que foram cerca de dez vezes maiores nos dados obtidos por Gordon
& Whitlock. Possivelmente, porque, enquanto na técnica de Gordon & Whitlock modificada é
estimada por uma aliquota multiplicada pelo fator centesimal, a de Wisconsin modificada
pressupde que todos os ovos contidos numa quantidade de fezes sejam detectados e

contados.

A diferenca encontrada pode ser explicada pelo fato de haver possibilidade de erro;
por Gordon & Whitlock quanto a aliquota ser Unica e em Wisconsin, por existir grande
possibilidade de parte dos ovos contidos na amostra ndo se concentrarem na lamina, mas é
necessario salientar que umas essas duas técnicas sdo satisfatdrias para quantificar o indice de

infestacdo em nivel de rebanho.

6.3. Coprocultura das amostras coletadas dos animais



Os valores médios mensais do OPG (obtidos através da técnica de Gordon & Whitlock,
1939, modificada por Lima, 1989) obtidos das participacdes percentuais das larvas infectantes
(L3), apds coprocultura, sdo apresentados no grafico 3 e os obtidos por Wisconsin modificado

estdo no grafico 4.

O género Cooperia foi o mais prevalente e esse fato pode ser explicado por ser as
fémeas desse género bastante proliferas e as médias mensais de temperatura mais amenas

(grafico 10) favorecer populacbes desse género (Costa et al., 1974).
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Gréfico 3 — Valores médios mensais das contagens de ovos de helmintos da superfamilia
Strongyloidea recuperados de cultura fecal por gramas de fezes obtidos pela
técnica de Gordon & Whitlock, 1939, modificada por Lima, 1989 (OPG), de
bezerros dos grupos controle e tratado com o fungo nematdfago D. flagrans,

coletados no periodo de margo a setembro de 2005, em Vigosa, Minas Gerais.



No gréfico 4, ha as mesmas proporcdes de valores para géneros esbocados no grafico
3, porque a coprocultura fornece os mesmos valores para as duas técnicas de contagem de

ovos por gramas de fezes e constitui-se de forma qualitativa.
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Grafico 4 — Valores médios mensais da contagem de ovos de nematodides por grama de fezes
obtidas pela técnica de Wisconsin de Cox & Todd, 1962, modificada por Ito, 1980
(Wisconsin modificado), recuperados da coprocultura dos bezerros dos grupos
controle e tratado com o fungo nematdfago D. flagrans, coletados no periodo de

mar¢o a setembro de 2005, em Vigcosa, Minas Gerais.

Ha na tabela 1 os valores percentuais de cada género recuperados apds coprocultura.
N3o houve diferenca (P<0,05) entre os géneros nos grupos controle e tratado. Foram

encontrados nas culturas de fezes os géneros Cooperia spp. (21,38 %), Haemonchus spp.



(43,65 %) e Oesophagostomum spp. (34,97 %). Os valores médios do numero de larvas
recuperadas da coprocultura dos animais do grupo controle e do grupo tratado nao diferem

em nenhum dos trés géneros.

Tabela 1 — Valores médios do niumero de larvas recuperadas da coprocultura dos animais do
grupo controle e do grupo tratado com o fungo nematéfago D. flagrans, coletadas

no periodo de marcgo a setembro de 2005, em Vigosa, Minas Gerais.

Tratamento Larvas Médias
Controle Cooperia spp. 20,74a
Tratado Cooperia spp. . 20,02a
Controle Haemonchus spp. 42,65a
Tratado Haemonchus spp. 44,853
Controle Oesophagostomum spp. 36,61a
Tratado Oesophagostomum spp. 35,13a

As médias seguidas de pelo menos uma mesma letra na coluna ndo diferem entre si em nivel de 5 % de

probabilidade pelo teste de Tukey.

6.4. Pastagem

6.4.1. Amostras até 20 cm do bolo fecal



As contagens de larvas infectantes (Ls) por kg de matéria seca recuperadas das
pastagens coletadas até 20 centimetros de distancia do bolo fecal apresentaram o género
Cooperia como o mais prevalente em ambas as pastagens e diferiram daqueles encontrados
para os géneros Haemonchus e Oesophagostomum (P<0,01) e essa diferenca foi maior nos

meses de junho, julho e agosto, periodo de menor pluviosidade.
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Grafico 5 — Contagem mensal das larvas infectantes (L3) de nematdides por kg de matéria seca
de pastagem obtidas nos pastos dos grupos controle e tratado com o fungo
nematdfago D. flagrans, em amostras adquiridas até 20 cm de distancia do bolo
fecal, coletados no periodo de margo a setembro de 2005, em Vigosa, Minas

Gerais.



Esses resultados, provavelmente, refletem a maior resisténcia de estdgios de vida livre
de Cooperia spp. as variagdes climaticas, condicdes secas e maior capacidade migratdria

dessas larvas (Reinecke & Monoson, 1960).

Houve diferenca significativa (P < 0,01) no nimero de larvas infectantes (L3) entre as
pastagens dos grupos controle e tratado nos meses de abril, julho, agosto e setembro em coletas
até 20 cm de distancia do bolo fecal, no grupo tratado em relagdo ao controle com redugdo
percentual respectiva de 53, 71, 65 e 85 %. O fungo nematdfago D. flagrans apresentou
provavelmente capacidade em reduzir o nimero de larvas recuperadas nas pastagens apds um
més de aplicacdo de péletes contendo o fungo ao grupo tratado. As médias mensais da
contagem de larvas infectantes (L3) recuperadas das pastagens sempre foram menores no grupo
tratado. Mesmo nos meses em que ndo houve diferenca a 1% de significancia (maio e junho)
houve diferenca a 5 % de significancia, com redugdo percentual no nimero de larvas

recuperadas de 40 e 29 %, respectivamente, no grupo tratado em relagdo ao controle.

6.4.2. Amostras coletadas entre 20 e 40 cm do bolo fecal

No gréfico 6, também ha maior prevaléncia de larvas infectantes (L3) do género
Cooperia recuperadas em ambas as pastagens dos grupos controle e tratado. As médias
mensais do numero de larvas infectantes (L3) para o género Cooperia foram maiores
significativamente (P < 0,05) em relacdo aos géneros Haemonchus e Oesophagostomum. No

final do experimento, as contagens de larvas infectantes (L3) foram menores.

Apesar de nao ter havido diferencas significativas a 5 % entre os valores de larvas
infectantes coletadas no s grupos controle e tratado, houve reducdo percentual nos meses de

julho (33 %), agosto (145 %) e setembro (25 %). E esse fato esta relacionado a redugdo de



estdgios de vida livre de nematdides, possivelmente ligados a acdo de predacdao do fungo

nematdfago a larvas no bolo fecal.

Entre 20 e 40 cm de distancia do bolo fecal, a migracdo de larvas infectantes constituiu

menos de 20 % das larvas que vieram do bolo fecal. Assim, tanto no grupo controle quanto no

tratado, os animais seriam desafiados com uma carga de larvas infectantes muito menor se

pastassem apenas apds 20 cm de distancia do bolo fecal, acontece que sob uma densidade

populacional maior e com as pastagens um pouco mais degradadas, principalmente, na época

seca, 0s animais ndo tém muita escolha e estdo sujeitos a pastarem em qualquer ponto nas

pastagens, considerando também que a contaminacdo das pastagens é maior, apresentando

risco maior de infectarem por uma carga parasitaria maior e apresentando maiores perdas

produtivas e doencas.
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Grafico6— Contagem mensal de larvas infectantes (L3) de nematdides por kg de matéria
seca de pastagem obtidas nos pastos dos grupos controle e tratado com o fungo
nematdfago D. flagrans, em amostras adquiridas entre 20 e 40 cm de distancia
do bolo fecal, coletados no periodo de marco a setembro de 2005, em Vigosa,

Minas Gerais.

6.4.3. Analise geral

As contagens de larvas infectantes (L3) totais recuperadas da pastagem do grupo
controle até 20 cm de distancia do bolo fecal foi maior (P < 0,01) que as médias das outras
amostras (do grupo tratado até 20 cm e dos grupos controle e tratado entre 20 e 40 cm de
distancia do bolo fecal). Isso se deve ao fato de grande parte das larvas infectantes ndo se
distanciarem mais que 20 cm do bolo fecal na pastagem e essa diferenca entre os grupos
controle e tratado (até 20 cm) possivelmente porque a aplicacdo do fungo nematdfago

contribuiu para redugdo do niumero de larvas nas pastagens.

Essa diferenca observada a diferentes distancias dos bolos fecais permite inferir que
uma densidade populacional menor nas pastagens seria importante para diminuicdo da
probabilidade dos animais se reinfectarem. Esses fatos permitem deduzir que a associacdo de
aplicacdo do fungo nematodfago D. flagrans e uma menor densidade populacional
possivelmente contribuiriam para uma sensivel diminuicdo no valor da carga reinfectante de

larvas infectantes.

O periodo de maiores médias do numero de larvas infectantes foi do més de maio até
o més de julho. No inicio do experimento, houve aumento das contagens de larvas até o més
de julho, apds isso, ocorreu diminuicdo no nimero de larvas infectantes recuperadas de julho
até setembro. Em setembro, sdo observadas as menores contagens de larvas nas amostras de

pastagens do grupo tratado e entre 20 e 40 cm de distancia do bolo fecal no grupo controle.



Em todos os meses houve diferencas significativas (P<0,01) entre nimero de larvas de
amostras de pastagens coletadas entre 20 e 40 cm de distancia do bolo fecal em relagao as

amostras coletadas até 20 cm de distancia do bolo fecal na pastagem do grupo controle.

Entre as amostras de pastagem coletadas dos piquetes do grupo tratado até 20 cm e
aquelas coletadas entre 20 e 40 cm de distancia do bolo fecal dos grupos controle e tratado e
entre aquelas do controle e tratado coletadas entre 20 e 40 cm de distancia do bolo fecal
também ndo houve diferenca (P<0,05). Assim, em grupos de animais tratados com o fungo,
pode se inferir que se esses pastejarem proximos (até 20 cm de distancia) dos bolos fecais,
seja pelo fato das pastagens estarem degradadas ou pelo fato de maior densidade
populacional, o desafio em termos de nimero de larvas infectantes serd menor, isso ira

corresponder a um parasitismo menos intenso aos animais e menores perdas produtivas.
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Grafico 7 — Contagem de larvas de infectantes de nematdides por kg de matéria seca de
pastagem obtidas nos pastos dos grupos controle e tratado com o fungo
nematdfago D. flagrans, em amostras adquiridas até 20 cm e entre 20 e 40 cm
do bolo fecal, coletados no periodo de marco a setembro de 2005, em Vicosa,

Minas Gerais.

A aplicagdo do fungo, tendo como resultado a redugao do numero de larvas nas
pastagens contribuiria também para que os animais com menor carga parasitaria ndo
apresentassem os sinais clinicos de verminose gastrintestinais e assim, reducdo nos custos com
tratamento de quimioterdpicos e, além disso, possibilitaria mais uma ferramenta util para se
fazer o controle estratégico das verminoses gastrintestinais. Além de contribuir para pastagens
cada vez menos infectadas, e consequentemente, os animais jovens introduzidos nessa

pastagem seriam menos prejudicados.
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Gréfico 8 — Percentual de larvas infectantes de nematdides por kg de matéria seca de
pastagem obtidas nos pastos dos grupos controle e tratado com o fungo
nematdfago D. flagrans, em amostras adquiridas até 20 cm e entre 20 e 40 cm

do bolo fecal, coletados no periodo de margo a setembro de 2005, em Vigosa,
Minas Gerais.

O grafico 8 apresenta o percentual de larvas recuperadas nas pastagens. O género
Cooperia apresentou uma média de 59,96 %, Haemonchus foi o segundo mais prevalente,

26,48 % e Oesophagostomum prevaleceu 13,56 %, em média.

Ndo houve diferenca significativa (P<0,05) na prevaléncia de géneros entre as

amostras de pastagens, comparando os meses do experimento. Assim, ndo se pode inferir a



possibilidade do fungo D. flagrans ter favorecido a prevaléncia da fase de vida livre de um

género em relagdo ao outro.

Em Minas Gerais, Costa et al. (1970 e 1974), Guimardes (1971), Leite et al. (1981),
Furlong et al. (1985), Araudjo (1996), Gomes (1998), Alves (2004) e Araujo et al. (2004a),
encontraram maior prevaléncia de larvas infectantes de Cooperia spp. recuperadas das
pastagens, seguido em ordem decrescente de larvas de Haemonchus spp., Oesophagostomum

spp., Trichostrongylus spp. € Bunostomum spp.

O fato de que houve maior prevaléncia de larvas infectantes do género Cooperia na
estacdo de menores taxas mensais de precipitacdo pluvial é devida a maior resisténcia a
dessecacdo de larvas desse género, resultados similares foram observados em trabalhos de
Roberts et al. (1952), Reinecke (1960) e Mello (1977). De acordo com Roberts et al. (1952),
Costa et al. (1974), os estagios de vida livre de larvas do género Oesophagostomum e
Haemonchus sdo mais prejudicados com relacdo ao desenvolvimento do que os de Cooperia

em relagdo a quantidade de dgua presente no solo.

O uso de fungo nematéfago (Duddingtonia flagrans) nos animais do grupo tratado

reduziu a contaminagdo das pastagens atuando diretamente nas larvas infectantes (L3).

6.5. Peso dos animais

A administracdo de 20 gramas de péletes contendo cerca de 1 g de micélio de D.
flagrans, administrado duas vezes por semana, diminuiu a infestacdo da pastagem e
consequentemente contribuiu para uma menor carga parasitdria nos animais do grupo
tratado, o que permitiu melhor conversdo alimentar dos animais tratados com o fungo. Nos
meses de junho, julho e setembro a diferenca de ganho de peso foi significativa (5 %), com 21,

13 e 20 % de diferenca de ganho de peso dos animais do grupo tratado em relagdo aos do



controle. Além do ganho de peso, os animais do grupo tratado ndo apresentaram
anorexia e nem sinais clinicos de parasitismo por nematdides, enquanto que alguns animais do

grupo controle apresentaram anorexia, emaciac¢ao e até perda de peso.
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Grafico 9 — Média mensal de peso (kg) dos animais do grupo controle e do grupo tratado com
o fungo predador Duddingtonia flagrans, em Vigosa-MG, no periodo de margo a

setembro de 2005.

6.6. Correlagao entre as variaveis quantitativas

As regressdes entre os valores de ovos por gramas de fezes obtidos pelas técnicas de
Gordon & Whitlock (1939), modificada por Lima (1989) e de Cox & Todd (1962), modificada

por Ito (1980) foram realizadas separadamente entre os valores dos grupos controle e tratado.



Para o grupo controle, o coeficiente de correlagdo (r) foi igual 0,99 e para o tratado (r)
foi igual a 0,99. Considerando os gréficos 1 e 2, é demonstrado que os dados obtidos pelas duas
técnicas sdo proporcionalmente semelhantes, seguiram as mesmas tendéncias ao longo do
experimento e quase ndo houve divergéncias entre as curvas obtidas pelas duas técnicas de

contagem de ovos por gramas de fezes acima citadas.

As correlacBes analisadas para ovos por gramas de fezes obtidos pela técnica de Gordon
& Whitlock (1939), modificada por Lima (1989) e larvas infectantes (L3) recuperadas das
pastagens foram nos grupos controle de: r = 0,2115 (até 20 cm) e r = —0,0888 (entre 20 e 40 cm
e no tratado de: r = 0,2236 (até 20 cm) e r = - 0,03673 (entre 20 e 40 cm) e para ovos por
gramas de fezes obtidos pela técnica de Cox & Todd (1962), modificada por Ito (1980) e larvas

infectantes (L3) recuperadas das pastagens com valores nos grupos controle de: r = 0,3464 (até
20 cm) e r = - 0,02055 (entre 20 e 40 cm) e no tratado de: r = 0,1000 (até 20 cm) e r = 0,0845

(entre 20 e 40 cm).

N&o houve correlacdo significativa entre as contagens de ovos por gramas fezes e larvas
recuperadas nas pastagens, uma vez que as contagens de larvas nas pastagens sdo influenciadas
por fatores ambientais (Reinecke e Monoson, 1960) e ovos por gramas de fezes influenciadas
pela interagdo parasito-hospedeiro e nivel de infecgdo, ou seja, essas grandezas sdo

influenciadas por grandezas diferentes.

6.7. Parametros climaticos

Os niveis de precipitagado pluvial foram considerados regulares para o desenvolvimento
de larvas infectantes (L3). Houve viabilidade para crescimento flngico e larval durante todo o

periodo experimental.

Estudos realizados por Aradjo & Belém (1994), Aradjo (1994), na mesma regido,

avaliaram que em todas as estacBes do ano as condicdes ambientais sdo favoraveis ao



desenvolvimento de ovos e larvas de nematdides causadores de parasitoses gastrintestinais no
meio ambiente. Lima et al. (1997) relataram que as larvas de nematoides possuem condigdes de
umidade no bolo fecal para se desenvolver e mesmo uma baixa taxa de precipitacdo permite que

as larvas migrem do bolo fecal para as pastagens.

No presente estudo, o uso do agente de controle biolégico ocorreu num periodo seco,
época em que 0s bezerros da regido passam por um periodo critico porque ha maior decorréncia
de larvas infectantes e menor disponibilidade de alimento nas pastagens, em virtude das
péssimas condicOes das pastagens segundo Melo & Bianchin (1977) e Furlong et al. (1985).
Sendo uma época em que a aplicagdo do fungo nematoéfago contribuiu significativamente para

controle de populagéo de larvas infectantes nas pastagens.
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Grafico 10 — Temperatura média mensal; minima, média e maxima, umidade relativa do ar (%)
e precipitacdo pluvial total mensal (mm3) registradas no periodo de marco a

setembro de 2005, em Vigosa, Minas Gerais.

6. CONCLUSOES

Pelos resultados positivos obtidos com o emprego de péletes de alginato de sédio com
o fungo nematéfago D. flagrans conclui-se que essa medida é efetiva no controle de
nematodioses gastrintestinais e podera ser uma ferramenta Util para incremento no manejo

integrado.
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9. ANEXOS

9.1. Encapsulamento de microorganismos

Segundo Melo e Sanhueza (1995), a formulacdo do tipo granulado encapsulado

(pélete) do fungo nematéfago que mantém atividade antagdnica em nivel de campo, pode ser

obtida através do seguinte protocolo:

a)

c)

f)

g)

Pesar 5 g de caulim ou bentonita esterilizados a 120°C por 1 hora e adicionar a este 25 mL
de suspens3o de conidios (10°/ mL) de Duddingtonia flagrans.

Preparar uma solugdo de alginato de sdédio a 1% (utilizar 4gua destilada, previamente
aquecida a 60°C).

Adicionar 75 ml da solugdo de alginato de sédio a mistura e agitar com um bastdo de
vidro.

Misturar os ingredientes suavemente numa chapa de aquecimento com agitagao.

Gotejar a mistura, sob agitacdo, sobre uma solu¢do de cloreto de calcio (0,25M). Para
homogeneizar o tamanho das gotas e, portanto, dos granulos, serdo usadas pipetas de
diametro semelhantes a uma bomba peristaltica.

Decorridos 5 a 20 minutos, os péletes serdo separados da solucdo através de filtracdo com
funil de Buchner.

A secagem dos péletes é feita em estufa a 35°C, com circulagdo de ar.



h) Para determinar a viabilidade dos esporos encapsulados, plaquear aproximadamente 20
péletes em meio BDA 2% com gentamicina 1%. Incubar as culturas a 25°C por 24 horas e

contar o numero de péletes germinados.

Tabela 2 — Analise de variancia do nimero de ovos por gramas de fezes (OPG), obtidos pela
técnica de Gordon & Withlock (1939), modificada por Lima (1989), encontrados
nos animais dos grupos controle e tratado com o fungo nematéfago D. flagrans,

coletados no periodo de marco a setembro de 2005, em Vigosa, Minas Gerais.

Fonte de variagao G.L. s.Q. Q.M. F
Tratamento 1 2,3537 2,3537 2,3537"*
Residuo 430 460,5831 1,0711

Total 431 462,9368 1,0710

CV =88,89 %

n.s. = ndo significativo em nivel de 5 % de probabilidade.

G.L. = graus de liberdade.



S.Q. = soma dos quadrados.

Q.M. = quadrado médio.

F = teste F.

Tabela 3 — Valores médios mensais das contagens de ovos por gramas de fezes (OPG) obtidos
pela técnica de Gordon & Withlock (1939), modificada por Lima (1989), nos
animais do grupo controle e do grupo tratado com o fungo nematdfago D.
flagrans, coletadas no periodo de marco a setembro de 2005, em Vicosa, Minas

Gerais.

Tempo

Grupos Mar. Abr. Mai. Jun. Jul. Ago. Set.

Controle 0,13a 1,69a 2,65a 2,89a 2,46a 2,63a 2,53a

Tratado 0,15a 1,80a 2,42b 2,68b 2,29b 2,24b 2,47a

As médias seguidas de pelo menos uma mesma letra na coluna ndo diferem entre si em nivel de 5 % de
probabilidade pelo teste de Tukey.

Tabela 4 — Analise de varidancia do niumero de ovos por gramas obtidos pela técnica de

Wisconsin de Cox & Todd (1962), modificado por Ito (1980), encontrados nos



animais dos grupos controle e tratado com o fungo nematéfago D. flagrans,

coletados no periodo de margo a setembro de 2005, em Vigosa, Minas Gerais.

Fontes de variacao G.L S.Q. Q.M. F.
Tratamento 1 0,8121 0,8121 1,5439"*
Residuo 430 226,1847 0,5260

Total 431 226,9968 0,5268

CV = 66,28

n.s. = ndo significativo em nivel de 5 % de probabilidade.

Tabela 5 — Valores médios mensais das contagens de ovos por gramas de fezes, obtidos pelo
método Wisconsin de Cox & Todd (1962), modificado por Ito (1980), nos animais
do grupo controle e do grupo tratado com o fungo nematéfago D. flagrans,

coletadas no periodo de margo a setembro de 2005, em Vicosa, Minas Gerais.

Tempo
Grupos Mar. Abr. Mai. Jun. Jul. Ago. Set.
Controle 0,03a 0,91b 1,69a 1,83a 1,34a 1,34a 1,64a

Tratado 0,13a 1,19a 1,56a 1,33b 1,30a 1,20b 1,57a




As médias seguidas de pelo menos uma mesma letra na coluna nao diferem entre si em nivel de 5 % de
probabilidade pelo teste de Tukey.

Tabela 6 — Valores médios mensais das contagens de ovos por gramas de fezes (OPG)
recuperados na coprocultura dos animais dos grupos controle e tratado com o
fungo nematdfago D. flagrans, coletadas no periodo de margo a setembro de

2005, em Vigosa, Minas Gerais.

Controle Tratado
Meses Cooperia Haemonchus Oesophagostomum Cooperia Haemonchus
Oesophagostomum
Margo 7,3909a 3,3253a 1,8081b 8,8494a 5,0826a 1,5586b
Abril 69,9708a 81,9968a 17,4143b 86,7693a 64,8230a 28,0063b

Maio 45,0587b  160,6309b 59,0333a 38,5349b  151,3832a  49,8018b

Junho  46,9023b  140,2453a 101,4763a 51,0728b  120,9034a  95,9524a

Julho  12,8239b  136,3032a 96,5964a 5,1498b 121,8786a 101,8516a

Agosto  13,4022c 83,4553b 166,25264a 21,5895b  115,1437a  93,5436a

Setembro 1,1595c 68,5616b 181,0393a 4,0939c 79,1008b  163,9952a




As médias seguidas de pelo menos uma mesma letra na coluna ndo diferem entre si em nivel de 5 % de

probabilidade pelo teste de Tukey.

Tabela 7 — Valores médios mensais das contagens de ovos por gramas de fezes, obtidos pelo

método Wisconsin de Cox & Todd (1962), modificado por Ito (1980), recuperados
na coprocultura dos animais dos grupos controle e tratado com o fungo
nematodfago D. flagrans, coletadas no periodo de margo a setembro de 2005, em

Vigosa, Minas Gerais.

Margo

Abril

Maio

Junho

Julho

Agosto

Controle Tratado
Meses  Cooperia Haemonchus Oesophagostomum  Cooperia Haemonchus
Oesophagostomum

2,5836a 1,1607b 0,6309c 3,0447a 1,4156b 0,7696¢
23,7491a  28,0487a 5,9562b 25,2899a  22,0943a 9,5442b
15,2254b 58,2699a  21,4000b 13,2194b  51,9156a 17,0832b
15,6081b 46,6706a  33,7718a 17,3160b  40,9915a 32,5424a
4,6609b 49,5292a  35,0959a 1,7611b 41,6788a 34,8301a
4,5255b 28,2022a 56,1822a 7,3242b 39,0623a 31,7314a

Setembro 1,0676c¢ 23,1632b 63,6773a 1,3992c 26,9728b 55,9179a




As médias seguidas de pelo menos uma mesma letra na coluna ndo diferem entre si em nivel de 5 % de
probabilidade pelo teste de Tukey.

Tabela 8 — Andlise de variancia do numero de larvas infectantes da Superfamilia Strongyloidea
recuperadas das pastagens nos grupos controle e tratado com o fungo
nematdfago D. flagrans, coletadas em amostras de pasto até 20 cm e entre 20
a 40 cm de distancia do bolo fecal, realizadas no periodo de margo a setembro

de 2005, em Vicosa, Minas Gerais.

Fontes de variacdo G.L s.Q. Q.M. F.
Tratamento 3 8,7371 2,1924 22,0971**
Residuo 104 13,7046 0,1318

Total 107 22,4417 0,2097

CV =16,74

** = significativo em nivel de 1 % de probabilidade.

Tabela 9 — Valores médios mensais das contagens do numero de larvas infectantes da
Superfamilia Strongyloidea recuperadas das pastagens nos grupo controle e
tratado com o fungo nematdéfago D. flagrans, coletadas em amostras de pastagem
até 20 cm e entre 20 a 40 cm de distancia do bolo fecal, realizadas no periodo de

mar¢o a setembro de 2005, em Vigosa, Minas Gerais.

Tempo

Grupos Mar. Abr. Mai. Jun. Jul. Ago. Set.

Controle 2,9541a 3,1169a 3,3201a 3,1610a 3,3763a 3,0976a 3,0487a



Até 20 cm

Controle 2,3550b  2,7109b  2,4304c 2,6865b 2,6272b  2,6202b 2,1767b

Entre 20e 40 cm

Tratado 2,9195a  2,7649%b 3,1125a 3,1053a 2,8341b  2,5982b 2,1300b

Até 20 cm

Tratado 2,4901b  2,5005b 2,7968b  2,8405b  2,4842c 2,0419c 2,0280b

Entre 20 e 40 cm

Médias seguidas pela mesma letra nas linhas ndo diferem estatisticamente entre si em nivel de 1 % de

probabilidade pelo teste de Tukey com diferenga minima significativa = 0,3144.



Tabela 10 — Valores médios mensais dos numeros de larvas infectantes da superfamilia

Strongyloidea divididas em amostras de pastagem até 20 cm e entre 20 e 40 cm de

distancia do bolo fecal dos grupos controle e tratado com o fungo nematdéfago D.

flagrans, divididas por género, coletadas no periodo de marco a setembro de

2005, em Vigosa, Minas Gerais.

Até 20 cm Controle Tratado
Meses Cooperia Haemonchus Oesophagostomum Cooperia Haemonchus
Oesophagostomum

Margo 2,7655a  2,3398b 1,9219c¢ 2,6943a 2,4199b 1,7381c
Abril 2,9210a 2,4971b 1,8013c 4920a 2,2962a 1,8058¢
Maio 2,9492a  2,8733a 2,5676b 2,7605a 2,5618a 2,5253b
Junho 2,7926a 2,4860b 2,5064b 2,7307a 2,4464b 2,3313b
Julho 3,2596a  2,4745a 2,3041b 2,6886a 2,0270b 1,8644b
Agosto  3,0056a 2,1370b 1,8232c 2,4242a 1,8692b 1,2853c
Setembro 2,8084a  2,2250b 2,3286b 1,5839a 1,5272b 1,0133c
Entre 20 e 40 cm Controle Tratado




Meses

Cooperia Haemonchus Oesophagostomum Cooperia Haemonchus
Oesophagostomum

Margo 1,7820a 1,9010a 1,4423b 2,3531a 1,8649b 1,0021c

Abril 2,5589a 2,0327b 1,5346¢ 2,2690a 2,0489b 0,4720c

Maio 1,9437a 2,0060a 1,8000a 2,3189a 2,2880a 2,1811b

Junho 2,5282a 1,9812b 1,5738c 2,5721a 2,2403b 2,0320c

Julho 2,5126a 1,7890b 1,4352c 2,3517a 1,7288b 1,2301c
Agosto 2,4686a 1,9079b 1,0136¢ 1,7512a 1,2537b 1,0334c
Setembro 1,7536a 1,6343a 1,2642b 1,6827a 1,4337b 1,0419c

Médias seguidas pela mesma letra nas colunas ndo diferem estatisticamente entre si em nivel de 5 % de

probabilidade pelo teste de Tukey com diferenca minima de 0,2134

Tabela 11 — Valores médios do numero de larvas recuperadas dos pastos dos animais dos

grupos controle e tratado com o fungo nematdéfago D. flagrans, coletadas de 20

cm e entre 20 e 40 cm de distancia do bolo fecal, no periodo de margo a setembro

de 2005, em Vigosa, Minas Gerais.

Tratamento

Nematddeo

Médias




Controle 20 cm

Cooperia spp.

62,44a

Controle entre 20 e 40 cm Cooperia spp. 59,51a
Tratado 20 cm Cooperia spp. 59,00a
Tratado entre 20 e 40 cm Cooperia spp. 58,87a
Controle 20 cm Haemonchus spp. 23,59a
Controle entre 20 e 40 cm Haemonchus spp. 28,45a
Tratado 20 cm Haemonchus spp. 26,74a
Tratado entre 20 e 40 cm Haemonchus spp. 27,13a
Controle 20 cm Oesophagostomum spp. 13,97a
Controle entre 20 e 40 cm Oesophagostomum spp. 12,04a
Tratado 20 cm Oesophagostomum spp. 14,26a
Tratado entre 20 e 40 cm Oesophagostomum spp. 14,00a

As médias seguidas de pelo menos uma mesma letra na coluna ndo diferem entre si em nivel de 5 % de

probabilidade pelo teste de Tukey.

Tabela 12 — Analise de variancia das médias mensais de peso dos animais dos grupos controle

e tratado com o fungo nematdéfago D. flagrans, medidos durante o periodo de

mar¢o a setembro de 2005, em Vicosa, Minas Gerais.

Fontes de variagao G.L. s.Q. F.
Tratamento 9.417,2231 9.417,2231 4,2298*
Residuo 110 244.904,8512 2.226,4072



Total 111 254.322,0743 2.291,8986

Cv =36,95

* = significativo em nivel de 5 % de probabilidade.

Tabela 13 — Média de peso mensal (kg) dos animais dos grupos controle e tratado com o fungo
predador Duddingtonia flagrans, em Vigosa-MG, no periodo de mar¢o a

setembro de 2005.

Meses Grupo A DP CV (%) Grupo B DP CV (%)

Margo 124,63 39,14 22,15 126,25 45,45 34,76
Abril 123,30 38,18 31,88 138,63 45,40 32,76
Maio 123,62 40,71 33,44 149,63 52,00 35,87
Junho 129,25 41,78 38,33 156,13 46,01 31,35
Julho 138,62 51,63 37,99 160,25 40,69 31,73
Aonctn 117 19 AN NA AN R 1RRA 2R A2 NK W NA

Dv= desvio padrao

Cv= coeficiente de variagao

Tabela 14 — Valores médios mensais dos pesos dos animais dos grupos controle e tratado com
o fungo nematdfago D. flagrans, medidos durante o periodo de margo a setembro

de 2005, em Vigosa, Minas Gerais.



Tempo

Grupos Mar. Abr. Mai. Jun. Jul. Ago. Set.

Controle  124,62a 123,62a 123,62a 129,25a 138,62a 147,12a 145,62a

Tratado  126,25a 138,62a 149,62a 156,12b 156,25b  159,62a 174,37b

Médias seguidas pela mesma letra nas linhas ndo diferem estatisticamente entre si em nivel de 5 % de

probabilidade pelo teste de Tukey com diferenga minima de 17,65.

Tabela 15 — Valores dos coeficientes de correlagdo (r), no grupo controle, para ovos por gramas
de fezes (OPG) versus Wisconsin modificado (WM), ovos por gramas de fezes
(OPG) versus larvas recuperadas das pastagens e Wisconsin modificado versus
larvas recuperadas das pastagens (LRP), dos dados coletados no periodo de marco

a setembro de 2005, em Vicosa, Minas Gerais.

Varidveis Equagao r
OPG x WM OPG =-0,038082531 + 3,010809011*WM 0,997048137*
OPG x LRP OPG =-0,174215104 + 0,774554877*LRP 0,044723508™*

WM x LRP WM = - 0,694018153 + 0,458480167 *LRP 0,122419801™*



* = significativo em nivel de 5 % de probabilidade.

n.s. = ndo significativo em nivel de 5 % de probabilidade

Tabela 16 — Valores dos coeficientes de correlagdo (r), no grupo tratado com o fungo
nematéfago D. flagrans, para ovos por gramas de fezes (OPG) e Wisconsin
modificado (WM), ovos por gramas de fezes (OPG) versus larvas recuperadas das
pastagens e Wisconsin modificado versus larvas recuperadas das pastagens

(LRP), dos dados coletados no periodo de marco a setembro de 2005, em Vigosa,

Minas Gerais.
Variaveis Equacdo r
OPG x WM OPG =-0,022451128 + 2,968874705*WM 0,998237746*
OPG x LRP OPG = 3,39237375 -0,4437819* LRP 0,05149638™*
WM x LRP WM =0,613366001 + 0,051030037*LRP 0,007141176"™*%

* = significativo em nivel de 5 % de probabilidade.

n.s. = nao significativo em nivel de 5 % de probabilidade
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