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Resumo

Objetivou-se avaliar a eficacia in vitro do filtrado e extrato etandlico de isolados de Aspergillus terreus, na inibi¢ao da eclodibilidade (IE) e do
desenvolvimento larval (IDL) de Haemonchus contortus. Para a avaliagdo da IE, apds 72 horas de incubag@o com filtrado (1, 2, 3,01 e 4.02
mg/ ml), e extrato etanolico (17,31, 34,62, 51,93 e 69,25 mg/ ml), foram quantificados ovos ndo embrionados, larvados e larvas infectantes de
primeiro estagio (L1). Utilizou-se agua destilada estéril como controle negativo e 15 mg/ml de fosfato de levamisol como controle positivo.
Para a IDL foi utilizado o método adaptado de coprocultura quantitativa. Apos sete dias de incubagdo das fezes com diferentes concentragdes
dos filtrados dos fungos, as larvas infectantes foram coletadas e quantificadas, obtendo-se o niimero de larvas desenvolvidas por grama de fezes
(LDGP). Foram utilizados como controles 15 mg/m¢{ de ivermectina ou agua destilada. Na IE, o extrato etanolico de Aspergillus terreus, na
concentrac@o de 69,25 mg/m{, apresentou eficacia de 100%. Quanto ao IDL, concentragdes iguais ou superiores a 34,62 mg/ m{ apresentaram
resultados semelhantes ao controle positivo (levamisol). Em bovinos, o extrato etandlico apresentou eficiéncia de 100% em todos os niveis
testados sobre diversos géneros de parasitas gastrointestinais. Conclui-se que os filtrados e extratos etandlicos dos fungos avaliados neste
trabalho apresentam potencial para o controle alternativo de parasitos intestinais.

Palavras-chave: Aspergillus terréus. Controle Alternativo. Ovinocultura. Bovinocultura.

Abstract

The objective of this study was to evaluate the in vitro efficacy of the filtrate and ethanol extract of Aspergillus terreus isolates in inhibiting the
hatchability (IE) and larval development (IDL) of Haemonchus contortus. For the evaluation of IE, after 72 hours of incubation with filtrate
(1, 2, 3.01 and 4.02 mg/ m€) and ethanol extract (17.31, 34.62, 51.93 and 69.25 mg/ m€), non-embryonic eggs, larvae and infective first stage
larvae (L1) were quantified. Sterile distilled water was used as a negative control and 15 mg/m{ of levamisole phosphate as a positive control.
For IDL, the adapted method of quantitative stool culture was used. After seven days of incubation of feces with different concentrations of
fungal filtrates, the infecting larvae were collected and quantified, obtaining the number of larvae developed per gram of feces (LDGP). 15
mg/ml of ivermectin or distilled water were used as controls. In IE, the ethanol extract of Aspergillus terreus, at a concentration of 69.25
mg/m¢t, showed 100% efficacy. As for the IDL, concentrations equal to or greater than 34.62 mg/m{ presented results similar to the positive
control (levamisol). In cattle, the ethanol extract showed 100% efficiency at all levels tested on different genera of gastrointestinal parasites.
1t is concluded that the ethanol filtrates and extracts of the fungi evaluated in this paper have potential for the alternative control of intestinal
parasites.

Keywords: Aspergillus terreus. Alternative Control. Sheep Farming. Cattle Farming.

1 Introducio eminente, ambas as criagdes tém apresentado problemas
sanitarios relacionados as parasitoses ocasionadas por
nematddeos gastrointestinais (CHARLIER er al., 2020).

As helmintoses gastrointestinais estdo associadas a redugao

A criagdo de ovinos e bovinos ¢ amplamente praticada
nos paises tropicais e contribui para a produgao sustentavel de
carne, de leite e de peles (OLIVEIRA et al., 2021). A grande

N o i ) A o no desenvolvimento e desempenho dos animais, sendo
extensdo territorial e clima favoravel tém contribuido para o

. i o Haemonchus spp. o nematddeo com maior relevancia,
Brasil apresentar crescente elevagdo da producdo de ovinos

(ROBERTO et al., 2018). A bovinocultura brasileira, por sua

em virtude da elevada prevaléncia em regides tropicais e
subtropicais e patogenia das infeccdes (MENDES er al.,

vez, ocupa posi¢do de destaque no agronegdcio mundial,
possuindo rebanho de aproximadamente 1 bilhdo de cabegas,
contribuindo para crescimento significativo nos ultimos anos,
destacando-se a produgdo e venda de carne e leite (USDA,
2021).

Entretanto, ainda que tenham apresentado crescimento
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2020; PINILLA et al., 2018). Desse modo, ¢ indispensavel
a elabora¢do e aplicabilidade de métodos estratégicos de
controle, visando reduzir os impactos desses helmintos
(SZWEC et al., 2021).

Altas taxas de infestagdo por Haemonchus spp. ocasionam
perdas econdmicas em criagdes de ovinos e bovinos, visto
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que animais acometidos apresentam perda de apetite, redugao
no ganho de peso, e como consequéncia quadros severos
de anemia, resultando em morte (STORILLO, 2016). O
uso de alternativas para reduzir a prevaléncia de helmintos
tem sido pautado em pesquisas realizadas em diferentes
Continentes (BAPTISTA et al., 2020). Nesse sentido, destaca-
se a utilizacdo de fungos oriundos do sulco ruminal, visto
que possuem agdes anti-helminticas, e como consequéncia
poderiam reduzir infec¢des desses parasitos (VIEIRA et al.,
2016).

A utilizagdo de fungos do género Aspergillus sp. tem
sido promissora no controle de helmintos em criagdes de
ruminantes (KHATTAK et al., 2018). Esses bioagentes
poderiam complementar a agdo de anti-helminticos
comerciais, reduzindo a selegdo de nematddeos resistentes
(AVRAMENKO et al., 2020; SALGADO; SANTOS,
2016). Além disso, diminuem os riscos de contaminagao aos
produtos de origem animal e meio ambiente (AMADUCCI et
al., 2016). Sendo assim, objetivou-se com o presente estudo
avaliar a eficacia de filtrado e extrato etanolico de Aspergillus
sp. sobre a inibi¢do da eclodibilidade e do desenvolvimento

larval de Haemonchus sp. proveniente de ovinos e bovinos.

2 Material e Métodos

Os experimentos foram conduzidos no Norte do Estado
de Minas Gerais, Brasil (16°44°06” S e 43°51°43” O). Os
procedimentos com os ovinos foram realizados de acordo
com o Comité de Etica em Experimentagio Animal da
Universidade Federal de Minas Gerais (CETEA-UFMGQG) e
aprovado por este Comité sob o protocolo 042/2008.

2.1 Obtencio e identificacdo molecular do isolado fingico

O fungo Aspergillus terreus foi isolado, da ampola retal
de ovino adulto e criado em pastagens tropicais (FREITAS,
2012) e sequenciado de acordo com a metodologia proposta
por Rosa et al. (2009). A extragdo do DNA total dos micro-
organismos foi realizada de acordo com Rosa et al. (2009).
O isolado fingico foi crescido durante sete dias em agar
Sabouraud e a extragdo do DNA foi realizada segundo
metodologia descrita por Rosa et al. (2009). O material
genético obtido foi submetido a rea¢do de cadeia polimerase,
sendo os indicadores ITS1 (TCCGTAGGTGAACCTGCGG)
e ITS4 (TCCTCCGCTTATTGATATGC) utilizados para
amplificar a regidao ITS do rDNA, conforme descrito por
White et al. (1990).

O produto foi quantificado em NanoDrop 1000ND
(NanoDrop Technologies) e ajustado para 100 ng ul-1 para
ser utilizado em reagdes de sequenciamento. As sequéncias
encontradas foram analisadas pelo BLASTn v. 2.215 de
BLAST 2.0 disponivel no National Center for Biotechnology
Information (NCBI) (ALTSCHUL et al., 1997). Foi
considerada a similaridade de >99% para isolado do fungo
da mesma espécie. As sequéncias dos nucleotideos foram
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depositadas no GenBank, com niimeros de acesso: MT355642
(Aspergillus terreus, isolate O45M1).  Posteriormente, o
fungo foi conservado em método descrito por Castellani

(1967).
2.2 Preparo do filtrado e extrato flingico

Para a obtengdo do extrato etandlico dos isolados, foram
preparados cinco discos de aproximadamente 5 mm de
diametro das culturas fungicas, cultivadas previamente em
placas contendo Agar Sabouraud sélido (Agar Sabouraud
Dextrosado, Prodimol Biotecnologia, MG, Brasil), e foram
transferidos para Erlenmeyers, contendo Sabouraud liquido,
sem extrato de leveduras. Posteriormente, foram incubados
em termo shaker a 30° C e 150 rpm, durante sete dias. Os
cultivos foram filtrados duas vezes em papel Whatman n° 1
e em membrana milipore de 0,22 um de abertura, utilizando
bomba a vacuo. O liquido obtido de cada cultura, denominado
filtrado fingico, foi utilizado imediatamente para os testes
parasitoldgicos. Para obtengdo do filtrado a massa fingica foi
congelada a -4 °C.

Adicionou-se 100 me de alcool etilico P.A. (99,5° GL.)
para cada 50 gramas de massa fungica triturada. A mistura
foi homogeneizada e transferida para um béquer vedado com
papel filme, incubado em banho-maria a 40 °C por 90 minutos.
Posteriormente, foram promovidas duas filtragdes a quente em
papel Whatman n°1. Decorrido o tempo de extragdo, o volume
total dos extratos obtidos foi transferido para placas de Petri,
desidratado em estufa com circulacdo for¢ada de ara 40 ° C +
5 por trés dias e armazenado em freezer a -4 °C.

Determinou-se a matéria seca (MS) de subamostras
dos filtrados e dos extratos etandlico a 105 °C conforme
Association of Official Analytical Chemists (AOAC, 1990),
para calculo das concentragdes testadas (CUNNIF, 2000).

2.3 Coleta de fezes e exames parasitologicos

Foram utilizados trés ovinos machos, castrados e criados
em baias com mono infec¢do de Haemonchus contortus e com
valores superiores a 1500 ovos por grama de fezes (OPG).
Foram também coletadas amostras de fezes diretamente da
ampola retal de trés bezerros mesticos (Nelores x Holandés)
com aproximadamente sete meses e, naturalmente, infectados
por nematddeos gastrointestinais. Um pool das amostras
fecais foi utilizado para os testes, com OPG médio de 1250.

As contaminagdes desses animais foram quantificadas
com base na metodologia proposta por Ueno ¢ Gongalves
(1998), utilizando dois gramas de fezes coletadas diretamente
da ampola retal dos ovinos e bovinos. Promoveu-se flutuagéo
dos ovos com adi¢do de solugdo hipersaturada de cloreto de
sodio (NaCl). A quantificagdo foi realizada em camara de
McMaster com auxilio de microscdpio Optico em objetiva de
10x. Para a recuperagdo das larvas infectantes, foi utilizada a
técnica de coprocultura, segundo Ueno e Gongalves (1998) e
as larvas infectantes foram identificadas, segundo chave de
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Keith (1953).
2.4 Eficacia do extrato etanolico inibicao da eclodibilidade

Para verificar a eficacia dos fungos sobre a eclodibilidade
das larvas, utilizou-se filtrado e extrato etandlico de fungos
nas concentragdes finais em matéria seca/m{ descritas no
Quadro 1. Para o controle positivo foram utilizados 15 mg/m¢e
de fosfato de levamisol (Protall VP ®, Vallée, Minas Gerais,
Brasil) e agua destilada estéril como controle negativo. Foram
realizadas quatro repeticdes, em delineamento inteiramente
casualizado.

Quadro 1 - Concentragao (mg/m¢t) do filtrado e extrato etanolico
do fungo Aspergillus terréusna inibi¢ao da eclodibilidade

Filtrado do Cultivo Extrato Etandlico
1,00 17,31
2,00 34,62
3,01 51,93
4,02 69,25

Fonte: dados da pesquisa.

Os ovos do nematédeo foram recuperados, conforme
Bizimenyera et al. (2006). Maceraram-se aproximadamente
100 gramas de fezes, seguindo-se homogeneizagao, lavagem e
filtragdes em tamises com malhas de 106, 53 e 20 mm. Os ovos
retidos no tamis de 20 mm foram coletados e centrifugados
a 2.000 rpm durante seis minutos. O sobrenadante foi
descartado, os ovos foram ressuspendidos com solucao
salina hipersupersaturada e centrifugou-se a 2.000 rpm por
seis minutos. O sobrenadante foi lavado com agua destilada
estéril em tamis de 20 mm, até a retirada da solu¢do salina.
A concentragdo de ovos foi estimada com a contagem em
microscopio optico de trés sub- aliquotas de 50 pl da solugao.
Padronizou-se a concentra¢do de 100 ovos em 100 pl de agua
destilada estéril.

No teste de inibi¢ao da eclodibilidade foi utilizada a
metodologia adaptada de Coles et al. (1992). Em placas
de microtitulagdo do tipo ELISA com 96 pogos, foram
adionados 100 ptde solugdo com aproximadamente 100 ovos
e incorporou-se volume igual das solugdes dos filtrados e
extratos etandlicos, bem como os controles positivo (fosfato
de levamisol) ou negativo (agua estéril e agar Sabouraud).
As amostras foram homogeneizadas e cobertas com filme
pléstico com orificios para aeracdo.

Os cultivos foram mantidos em estufa BOD a 28 °C por
72 horas. Apds esse periodo, acrescentou-se 100 pl de formol
a 10% (v/v) com a finalidade de inibir o desenvolvimento
das larvas e o crescimento de fungos. Os materiais foram
armazenados sob refrigeragdo a + 4 °C para posterior
quantificacdo e diferencia¢do de ovos ndo embrionados, ovos
larvados e larvas de primeiro estagio (L1). Para a leitura em
microscopio Optico, com objetiva de 10x, utilizou-se camara
de Sedgewick.

As contagens foram transformadas em valores relativos
referentes ao nimero inicial de ovos. Os resultados foram
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submetidos a analise de varidncia (ANOVA) e comparados
nos testes de Duncan e Tukey (p<0,05), no pacote estatistico
SAEG 9.1 (2007). A formula adaptada de Coles et al. (1992)
foi empregada para determinar a eficacia de redugdo da
eclodibilidade: %Eficacia = 100 x (1 - larvas L1 / niimero

inicial de ovos).

2.5 Eficacia do filtrado sobre a inibi¢ao do desenvolvimento
larval

O teste de inibi¢ao do desenvolvimento larval foi realizado,
segundo Nery et al. (2010) adaptado de Borges (2003). O
filtrado de Aspergillus terreus foi utilizado nas concentragdes
finais 0,33 a 1,34 mg/m(. Como controle positivo foram
usadas 16 pg/mlde ivermectina (Ranger LA®, Vallée, MG,
Brasil) e agua destilada estéril como controle negativo.

Foram realizados dois experimentos em delineamento
inteiramente casualizado, com quatro repetigdes. Fezes
frescas coletadas diretamente da ampola retal dos ovinos
e bezerros foram transportadas, imediatamente, em caixas
isotérmicas ao laboratdrio de Parasitologia Animal do ICA/
UFMG. As amostras das fezes dos trés animais, de cada
espécie de ruminante, foram homogeneizadas e dois gramas
foram distribuidos aleatoriamente em copos plasticos livres de
contaminagdo parasitaria.

Posteriormente, 2 mt€ de cada concentracdo do filtrado
e os respectivos controles foram adicionados as fezes.
Apb6s homogeneizagdo, os cultivos foram mantidos em
temperatura ambiente por uma hora. Em todos os cultivos
foram adicionados dois gramas de vermiculita industrial
fragmentada para a aeragdo e dois m{ de agua destilada para
a umidificagdo, seguindo-se a homogeneizagdo dos materiais
(NERY et al., 2010). Cada recipiente foi coberto com plastico
filme, com pequenos orificios para aeragdo dos cultivos e
armazenado em cubas plasticas revestidas com toalha de
papel umedecida diariamente. Os materiais foram incubados
em estufa BOD, a 28 °C durante sete dias.

Apds esse periodo, removeu-se o papel filme e adicionou-
se agua destilada estéril até a borda do copo. Apds a
homogeneizacao, cada cultivo foi coberto com atampa de placa
de Petri estéril e, depois de 60 minutos, esse cultivo foi virado
bruscamente. Em seguida, adicionou-se aproximadamente 20
m{ de agua destilada a placa para permitir a migragdo das
larvas infectantes para fora do copo. Apds duas horas, essas
foram coletadas e armazenadas em tubos de ensaio, contendo
1 mC de formol 10% (v/v) sob refrigeragdo a 4 °C, para
preservagao até a contagem.

O numero de larvas desenvolvidas por grama de fezes
(LDGP) foi quantificado em camara de Sedgewick, no
microscopio Optico com a objetiva de 10x. A porcentagem de
eficacia na inibi¢do do desenvolvimento larval foi calculada
conforme a formula adaptada de Borges (2003): %Eficacia
=100 - [(LDPG do grupo tratado / LDPG do grupo controle
negativo) x 100].

Os valores de LDPG foram transformados em Log  (x +
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10) e submetidos @ ANOVA e as médias comparadas pelos
testes de Duncan e Tukey com 5% de significancia, utilizando-
se o pacote estatistico SAEG 9.1 (2007). Para estimar as
concentragdes letais (CL) capazes de inibir 50% (CL,,) € 90%
(CL,,) do desenvolvimento larval do nematodeo, empregou-
se a analise de regressdo probit, nesse mesmo programa

estatistico.

3 Resultados e Discussao

Para o nematddeo H. contortus de ovinos, constatou-se
que o filtrado do cultivo do fungo promoveu redugido na média
de larvas L1 eclodidas para todas as concentragdes avaliadas.
Especificamente, na concentragao 4,02 mg/ m¢{, observou-se
eficacia de 88,15%, (Quadro 2). Para o extrato etandlico desse
fungo, concentragdes iguais ou superiores a 34,62 mg/ md,

promoveram eficacias superiores a 80,49%, (Quadro 3).

Quadro 2 - Eficacia do filtrado de Aspergillus terreus sobre a
eclodibilidade de ovos de Haemonchus contortus de ovinos

Tratamentos Ovos nao Ovos Larvas | Eficacia
(mg/ m{) | Embrionados | Larvados | (L1) (%)
1,00 7,25 1,75 25,00b | 34,44
2,00 5,25 2,00 22,75b | 27,16
3,01 6,75 13,00 32,75b | 42,86
4,02 5,25 19,25 4,00a | 88,15
Agua estéril 0,25 0,00 |74,75¢ -
Levamisol 28,75 43,75 0,00 a | 100,00
C.V. 31,86

Nota:Médias seguidas pela mesma letra sdo similares estatisticamente
pelo teste de Duncan a 5% (p < 0,05). C.V.: Coeficiente de variacao (%).
Fonte: dados da pesquisa.

Quadro 3 -
etanolico de Aspergillus terreus sobre a eclodibilidade de ovos de

Eficacia de diferentes concentragdes do extrato

Haemonchus contortus em ovinos

Tratamentos | Ovos nao Ovos Larvas | Eficacia
(mg/ m{) |Embrionados | Larvades | (L1) (%)
17,31 6,25 53,00 137,25b| 31,51
34,62 12,50 146,25 38,75a | 80,49
51,93 38,00 133,75 0,50 a 99,78
69,25 27,00 109,5 0,00 a 100
Agua estéril 3,25 1,25 169,50 ¢ -
Levamisol 42,25 112,5 0,00 a 100
C.V. 38,37

Nota:Médias seguidas pela mesma letra sdo similares estatisticamente
pelo teste de Duncan a 5% (p < 0,05). C.V.: Coeficiente de variagdo (%).

Fonte: dados da pesquisa.

No presente estudo, verificou-se aumento da eficacia
de inibicdo da eclodibilidade em fun¢do do aumento da
concentragdo do filtrado e do extrato etandlico, indicando
resposta dose-dependente. As CL, e CL, foram estimadas
em 2,34 e 10,50 mg/m¢{ para o filtrado, e 21,88 e 37,87 mg/

m{ para o extrato etandlico, respectivamente (Figuras 1 e 2).
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Figura 1 - Probabilidade de eclosdo de larvas de Haemonchus
contortus de ovinos em func¢do das concentragdes do filtrado de

Aspergillus terreus
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Fonte: dados da pesquisa.

Figura 2 - Probabilidade de eclosdo de larvas de Haemonchus

contortus de ovinos em fungdo das concentragdes do extrato
s (T
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Fonte: dados da pesquisa.

Em estudo realizado por Vieira et al. (2016), avaliou-
se a eficacia in vitro de extratos aquosos e etanolicos de
Paecilomyces lilacinus e Trichoderma longibrachiatum
isolados do trato digestorio de ovinos sobre a incubagdo de
ovos e desenvolvimento larval de Haemonchus contortus.
Neste estudo, constatou-se que o extrato aquoso de P
lilacinus (1,96 mg/m¢) e o extrato etanolico de (1,90 mg/m¢)
inibiram completamente os ovos. Adicionalmente, o extrato
aquoso de 7. longibrachiatum na concentra¢do de 1,90 mg/
ml apresentou eficacia de 92,88% na inibi¢do do crescimento
larval.

Em outra pesquisa, avaliou-se o potencial inibitério do
fungo A. niger isolado de fezes de ovinos sobre a inibi¢do
de eclodibilidade em ovos, morte larval e morte em adultos
de nematodeos da espécie H. contortus (KHATTAK et al.,
2018). Os resultados obtidos corroboram com aqueles do
presento estudo, visto que o filtrado do cultivo de A. niger
também promoveu inibigdo significativa sobre a eclosdo de
ovos nao embrionados, mortalidade efetiva sobre as larvas
(100%), entretanto, ndo houve eficacia para mortalidade em
adultos do parasita (KHATTAK et al., 2018).

Para nematddeos de bovinos, o filtrado de A. terreus,
quando testado sobre a eclodibilidade dos ovos, inibiu
completamente a eclosdo (Quadro 4). As concentra¢des
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17,31 e 34,62 mg/m¢l possibilitaram o desenvolvimento dos
ovos até a fase de ovos larvados, entretanto. ndo permitindo
o completo desenvolvimento dos embrides (Quadro 4).
Nas amostras obtidas dos bezerros avaliados foi constatada
infeccdo mista por nematddeos gastrointestinais, sendo que
os géneros identificados foram Trichostrongylus (37,75%),
Cooperia (28,57%), Haemonchus (24,50%), Bunostomum
(6,12%) e Oesophagostomum (3,06%). Esses resultados
indicam o potencial do filtrado do fungo em inibir a
eclodibilidade de diferentes nematddeos contribuindo para o
controle de infecgdes mistas nos rebanhos.

Quadro 4 - Eficicia de diferentes concentragdes do extrato
etanodlico de Aspergillus terreus sobre a eclodibilidade de
nematddeos gastrointestinais de bovinos

Tratamentos | Ovos ndo Ovos | Larvas| Eficacia
(mg/ml) | embrionados | Larvados | (L1) (%)
17,31 31,04b 0,98d Oa 100
34,62 71,24d 0,56b Oa 100
51.83 100,00e Oa Oa 100
69,25 100,00e Oa Oa 100
Levamisol 54,49¢ 0,74c Oa 100
Agua estéril 2,80° 0a 97,19¢
C.V. 64,40
Nota:Médias seguidas pela mesma letra sdo similares estatisticamente

pelo teste de Duncan a 5% (p < 0,05). C.V.: Coeficiente de varia¢ao (%).
Fonte: dados da pesquisa.

O efeito da suplementagdo do fungo Duddingtonia
flagrans sobre o controle de nematoides gastrointestinais
de bovinos mesticos Holandés x Zebu criados em
pastagens de Brachiaria decumbens durante os meses de
mar¢o a setembro. Nesse estudo, verificou-se que animais
suplementados com D. flagrans apresentaram contagem
média mensal de ovos por grama de fezes (OPG) 31%
menor quando comparado ao grupo controle. As pastagens
ocupadas pelo grupo tratado apresentaram menor contagem
de larvas infectantes de nematoides, demonstrando potencial
deste fungo no controle dos estagios de vida livre deste
parasita (DIAS et al., 2007). Resultados similares foram
reportados por Campos et al., (2007), que ao avaliarem a
utilizagdo de pellets contendo indculo de Monacrosporium
sinense em situagdo similar ao estudo anterior, propiciaram
observar redugdo de 21% na média final do OPG dos animais
tratados, quando comparados ao grupo controle.

O uso de fungos nematdéfagos em associagdo tem
apresentado eficacia significativa para o controle de parasitas
gastrointestinais em bovinos. Em pesquisa realizada por
Oliveira et al. (2021), foi avaliada a atividade nematicida
conjunta dos isolados dos fungos Monacrosporium sinense
e Pochonia chlamydosporia sobre larvas infectantes
de parasitas bovinos (Haemonchus sp., Cooperia sp. e
Oesophagostomum sp). Ao término do estudo, observou-se
que a agdo sinérgica dos fungos apresenta eficacia (98,90%)
para o controle bioldgico de larvas infectantes dos parasitas
estudados.
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Fungos do género Aspergillus produzem diferentes
metabolitos bioativos (TAKAHASHI, 2008), o que os torna
bem-sucedidos quanto ao controle de nematddeos parasitas
(NORDBRING-HERTZ et al., 2011).
Zuckerman et al. (1994), o filtrado de isolado de Aspergillus

De acordo com

niger, contendo acido citrico, acido oxalico e moléculas
indeterminadas maiores que 800MW como componentes
nematicidas, apresentou eficacia na redug@o de populagdes
do fitonematddeo Rotylenchulus renijbrmis, em estufa.

Determinadas espécies de fungos apresentam potencial
inibitério frente a nematoides e efeito ovicida através da
metabolizacdo de toxinas (SOARES et al., 2018). A acdo
de fungos nematdfagos ocorre ap6s o contato desses com a
cuticula do nematoide ou casca do ovo, ocorrendo penetragao
seguida de digestdo do contetdo, resultando em formagao
de nova biomassa fingica dentro e, posteriormente, fora
do nematoide. As enzimas envolvidas neste processo sao
proteases e quitinases (BRAGA et al., 2015; SOARES et al.,
2014).

Proteases e quitinases diferentes foram identificadas a
partir de fungos nematofagos (YANG et al., 2013). Enzimas
como lipases, proteases, a-amilases, hidrolases, quitinases,
exoglucanases e endoglucanases do tipo B3- glucanases (B8-1,3
e 3-1,6) e celulases (B-1,4- d-glucosidas) foram encontradas
em extratos de fungos do género Aspergillus e Trichoderma
(BENNETT, 1998; JIANG; AN, 2000; MEYER, 2008; DE
MARCO et al., 2000).

Outro exemplo de composto sintetizado por fungos
nematofagos sdo as lectinas. Estas por sua vez sdo proteinas
que se unem com as moléculas de carboidratos e estdo
envolvidas nos processos intra e extracelulares de plantas
e fungos. O estudo sobre o efeito de lectinas obtidas a
partir do desenvolvimento dos fungos Coprinopsis cinerea
(CGL2), lectina de Aleuria aurantia (AAL), Aglutinina de
Marasmius oreades (MOA), e Laccaria bicolor (Lb-Tec2),
sobre os estagios larvais de Haemonchus contortus isolados
de ovinos foi avaliado. Ao término da pesquisa, os autores
observaram que as lectinas CGL2, AAL e MOA através da
capacidade ligante aos glicanos presentes no intestino dos
parasitas, apresentaram maior eficcia no efeito inibitério do
desenvolvimento larval (HEIM et al., 2015).

Nas coproculturas quantitativas de fezes de bovinos, o
filtrado de Aspergillus terreus promoveu redugdo da média
de larvas infectantes para todas as concentra¢des avaliadas
(p < 0,05), com eficacias iguais ou superiores a 60,63%,
demonstrando atividade sobre ovos e larvas do nematddeo,

mesmo em material fecal (Quadro 5).
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Quadro 5 - Eficacia do filtrado de Aspergillus terreus sobre o
desenvolvimento larval de Haemonchus contortus de ovinos em
coproculturas quantitativas

Tratamentos
(mg/g de LDGP Eficacia (%)
coprocultura)
0,33 39,00 b 60,63
0,67 32,00 b 67,40
1,00 27,00 b 73,07
1,34 26,00 b 74,00
Ivermectina 0,00 a 100
Agua estéril 99,00 ¢ -
C.V. 655,

Nota:Médias seguidas pela mesma letra sdo similares estatisticamente
pelo teste de Tukey a 5% (p < 0,05). LDGP: Larvas desenvolvidas por
grama de fezes. C.V.: Coeficiente de variagao (%).

Fonte: dados da pesquisa.

Espécies de Aspergillus niger e Aspergillus nidulans
apresentaram eficicia contra nematédeos juvenis de
Meloidogyne javanica. Entretanto, a atividade nematicida
foi aumentada quando filtrados de A. niger foram aplicados
em conjunto com inoculantes de Pseudomonas fluorescens
(SIDDIQUI et al., 2004).

Por outro lado, a utilizagdo de extrato hidroalcoolico
de cogumelos comestiveis dos géneros Pleurotus ostreatus
0152, Pleurotus cornucopiae 1330, Pleurotus ostreatus 1123,
Pleurotes eryngii 1992 e Lentinula edodes 401 apresentaram
eficacia para mortalidade de larvas infectantes de Haemonchus
contortus. Neste estudo, os géneros flungicos avaliados
apresentaram, respectivamente, as seguintes taxas de inibigao
para mortalidade 88, 88,5, 91, 93 ¢ 93,93%, ( p <0,05) (JOSE
COMANOS-PEREZ et al., 2021). Tais resultados sdo obtidos
em fungdo da ac¢do nematicida desta familia fungica, que
produz toxinas que imobilizam e retardam o desenvolvimento
de nematoides antes da infecgdo e digestao, além de alterarem
a permealidade da membrana celular (SATOU et al., 2008;
ROSADO et al., 2003).

4 Conclusao

O filtrado e extrato etanolico de A. terreus reduzem,
significativamente, a eclodibilidade de ovos e promovem
inibicdo do desenvolvimento larval H. contortus de ovinos. O
extrato etandlico € também efetivo para inibir a eclosdo de larvas
de diferentes géneros de helmintos gastrointestinais de bovinos.
Os metabolitos desse fungo apresentam potencial alternativo
para o controle integrado de nematddeos de ruminantes
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