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RESUMO
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Nos ultimos anos vem crescendo a busca por méaltiraativos para o combate a
parasitas gastrintestinais e, nesse contexto, darod®nbiologico realizado pelo fungo
Duddingtonia flagrans destaca-se. Neste trabalho, analisamos a podadeli de a
temperatura influenciar a atividade nematofagicddéagranscontra o parasita de ovinos
Haemonchus contortudJtilizou-se 04 ovelhas, sendo duas parasitadas Hocontortuse
duas isentas de parasitas. Uma das ovelhas detg#aasrecebeu, durante 03 dias
consecutivos, antes da coleta, 1 R dl@midésporos dB. flagrans liofilizados, em capsulas
gelatinosas. Apos coleta das fezes com auxilicadesscoletores, as fezes foram misturadas,
resultando amostras com fungo e sem fungo (coitrGkeda amostra foi incubada em sete
diferentes temperaturas (5, 10, 15, 20, 25, 30 &C35durante 21 dias. Apoés foi realizada a
recuperacao e contagem larval. A melhor tempergtara acdo do fungo foi a de 30°C. Nao
foram recuperadas larvas na temperatura de 5 @tk da temperatura de 10 °C, a acao do
fungo foi detectada, porém ndo houve diferencaifgigtiva na percentagem de reducao
larval entre as temperaturas, significando quesagurca de larvas parece ser o principal fator
a influenciar sua acdo nematofagica. Pode-se dompgle a temperatura ndo parece ser um
fator limitante no controle biologico déaemonchus contortuge ovinos realizado pelo fungo
Duddingtonia flagrans Mesmo em temperaturas mais baixas, o liofilizdéd. flagrans
reduziu o niumero de larvés contortusdemonstrando, mais uma vez, a potencialidade dessa
espécie no controle bioldgico, mesmo em condi¢@esiceais para 0 seu desenvolvimento e
das larvas, podendo ser utilizado em climas maenas) como no Estado do Rio Grande do
Sul.

Palavras-chaveduddingtonia flagransHaemonchus contortusemperatura, controle

biolégico



ABSTRACT

INFLUENCE OF TEMPERATURE ON BIOLOGICAL CONTROL
ACTIVITY OF THE FUNGUS Duddingtonia flagransAGAINST
Haemonchus contortusN SHEEP

In recent years has increased the search for atteen methods to combat
gastrointestinal parasites, and in this contexdlolgical control achieved by the fungus
Duddingtonia flagransdraws attention. In this study, we analyze thesiigy of the
temperature have influence on the nematophagivitgctif D. flagransagainst the parasites
Haemonchus contortusf sheep. We used four sheep, two parasitized Mitbontortusand
two dewormed. One dewormed sheep received, foe tboasecutive days before collection
of feces, 1 x 1Dchlamydospores db. flagrans lyophilized, in gelatin capsules. After feces
collection, with the aid of collectors bags, theeres mixed, resulting in samples with
(fungus) and without fungus (control). Each samplas incubated at seven different
temperatures (5, 10, 15, 20, 25, 30 and 35 ° CRfodays. After the incubation period
recovery and counting of larvae was performed. bést temperature for fungus action was
30 ° C. No larvae were recovered at 5 °C. FromC,e fungus action was detected, but
there was no significant difference in the percgataf larval reduction between the
temperatures, demonstrating that the presencevadaeems to be the main factor affecting
its nematophagic action. It can be concluded thattemperature does not seem to be a
limiting factor in the action ofDuddingtonia flagransused for biological control of
Haemonchus contortug&ven at lower temperatures, the lyophiliZ2dflagransreduced the
number ofH. contortuslarvae, showing, once again, the potentiality luk tspecies in
biological control, even in non-ideal conditionsr ftheir development and the larvae

development, so that it can be used in colder ¢égyas in Rio Grande do Sul state.

Keywords:Duddingtonia flagransHaemonchus contortugemperature, biological control
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1. INTRODUCAO

Segundo dados da Confederacdo Nacional da Agnmeul{CNA), o PIB do
agronegocio movimenta 27% da economia brasilespeé&ificamente falando da pecuaria, a
regido Sul retne cerca de 18% dos bovinos e ma&@d%edos ovinos criados no Brasil, sendo
0 Rio Grande do Sul o primeiro produtor brasiled® ovinos (IBGE, 2006). A pecuaria
intensiva também é bastante desenvolvida na regjifioque detém o segundo ranking na
producdo brasileira de leite. Assim, cuidados comjualidade e organizacdo do setor

pecuarista sdo imprescindiveis.

Entre os fatores que interferem no desenvolvim@hoo da atividade pecuéria, o
parasitismo gastrintestinal ocupa um lugar de desta MACRAE, 1993). Os parasitas
gastrintestinais causam doencas e podem matar, tahez 0 Seu principal impacto
econdmico é na reducdo do crescimento dos joverdeicos (COOP et al 1977). A
severidade da doenca e a perda de producao depeadetensidade da infecgéo, imunidade
do hospedeiro e de seatatusnutricional (COOP & KYRIAZAKIS, 2001; STEAR et al.
2003). O conhecimento sobre a disponibilidade deatano ambiente, deteccédo de fontes de
infec¢d@o, conhecimento sobre as exigéncias cliampara ecloséo de ovos, viabilidade larval
e o sistema de producdo sdo os requisitos maigtampes no estabelecimento de um sistema
de controle efetivo do parasitismo (MOTA et, #003). Quando estas informacbes séo
desconsideradas, o parasitismo aumenta e acarf@tantes patologias, as quais interferem
no ganho de peso, ingestdo de alimentos e utitizalgh matéria seca, retardo na idade
reprodutiva, decréscimo na capacidade reprodutivaodalidade em animais seriamente
afetados (CHARLES, 1992).

Diversos programas de controle vém sendo desedeslvcom o objetivo de
minimizar os efeitos adversos das endoparasitdsese eles, os que tém enfocado a
diminuicdo de larvas infectantes na pastagem ardwéuso de compostos anti-helminticos,
que por sua vez, diminui a populacédo de parasdasnimais adultos. Entretanto, apesar dos
compostos anti-helminticos serem utilizados coma wlais principais ferramentas, seu uso
possui algumas limitacdes tais como: residuos dgadrem produtos animais (PADILHA,
1996), efeitos toxicos em organismos nao alvos e mmbiente (STRONG et al., 1996) e a
resisténcia anti-helmintica (FAO, 2003 e KAPLAND2Z),
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Com o intuito de desenvolver outros métodos paraimmzar o uso de anti-
helminticos nas estratégias de controle dos nemasdde ruminantes, especialmente em
sistemas de producdo em pastoreio continuo, oateriiolégico parece ser uma realidade,
oferecendo uma alternativa eficiente e segura dacé® da populacdo de larvas infectantes

de nematbédeos gastrintestinais nas pastagens (LRRED9; MOTA et al., 2003).

O termo controle biologico se aplica a utilizac@amhtagonistas naturais disponiveis
no ambiente, diminuindo a um limiar sub-clinico eomomicamente aceitavel numa
populacdo, de um agente causador de perdas prasluiey atividade pecuaria ou agricola
(GR@NVOLD et al., 1996a). Desta forma, o uso deagaespécies de fungos nematéfagos
gue atacam as formas larvarias dos parasitas nagpas tem sido muito estudado como
alternativa de controle biolégico dos nematodeos rdminantes (WALLER, 1998;
SAUMELL & FERNANDEZ, 2000).

Esses fungos destruidores de nematoides estdogzatas em mais de 150 espécies
(BARRON, 1977). A maioria dos fungos nematéfagoanerclassificados na divisdo
Deuteromycetes, classe Hyphomycetes, ordem Hyphetalgs e familia Moliniaceae.
Apresentam miceélio septado e bem desenvolvidopdeindo-se agamicamente por esporos
exdgenos que sado formados sobre ramificacdes ddion{DRECHSLER, 1937). Até 1964, a
maioria dos fungos era classificada como perteesesmds géneraosrthrobotrys Dactylaria,
Dactyella e Trichothecium Posteriormente, varios novos géneros foram desciincluindo
Duddingtonia Monacrosporium Genicularia e Dactylariopsis (GRAY, 1987). Ha duas
décadas, estagios de reproducdo sexuada destess fiorgm observados para algumas
espécies que estdo sendo reconhecidas como peteEne® filo Ascomycota (GRIFFIN,
1994). Eles produzem estruturas em forma de armgistritores e ndo constritores, hifas,
botdes e redes tridimensionais adesivas ao longoiciio. O aprisionamento na armadilha é
seguido pela penetracdo das hifas na cuticula shatdede. Dentro do nematoide, ocorre o
crescimento das hifas e a digestdo dos conteudtessnas (MORGAN-JONES &
RODRIGUEZ-KABANA, 1988).

Os fungos desenvolvem sua acéo sobre os pardaiseguinte maneira: uma vez que
ele e as larvas dos parasitos se encontram nas deseanimais, ocorre seu crescimento e
comeca o desenvolvimento do sistema hifal na fadmaede. Como as larvas apresentam
grande motilidade, terminam fixadas na rede e semda fonte de nutricdo para o fungo.
Como consequéncia, 0 numero de larvas na maté&a & reduz e, portanto, também

diminui a quantidade de larvas infectantes no pasto
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Atualmente,Duddingtonia flagrangem se estabelecido como o candidato ideal. A
razdo para isto é que, por ser um predador altareditiente devido a formacao de redes
tridimensionais, elgroduz abundante quantidade de esporos de resssi{@midosporos)
que suportam a passagem através do trato gadinatetos animais (LARSEN et al., 1991 e
LARSEN et al., 1992). Isto permite que o fungo possr dosado e administrado aos animais,
para logo aparecer nas fezes e ali exercer suapaeédadora sobre as larvas dos parasitas.
Apesar disso, os trabalhos realizados a campoegéudar os efeitos dos fungos nematofagos

contra parasitas de ruminantes sob condi¢des atf@a relativamente escassos.

As temperaturas médias anuais do Rio Grande dadla@ingo do ano séo inferiores a
20°C, ja o regime de chuvas é caracterizado pacesdjue superam a marca dos 1500 mm
anuais. Por outro lado, as temperaturas oscilarparmos dias entre 10 e 25°C, bem como 0s
indices pluviométricos previstos para um (01) np@slem ser distribuidos em alguns dias.
(ATLAS SOCIOECONOMICO RIO GRANDE DO SUL, 2008). GR®WOLD et al. (1996b)
percebeu qu®. flagransse desenvolve melhor entre 20 a 25°C e um indipéquhétrico
entre 15 e 60 mm por semana. Isto pode signifioar ajtemperatura e a umidade também

influenciam a atividade predatéria deste fungo rniéfago.

Ainda, nos ultimos anos tém aumentado a demandappmiutos agropecuarios
“limpos” ou “orgénicos”, isto €, produtos criada®e cultivados com auséncia ou baixo uso
de substancias quimicas. Esse tipo de produto eguépo surgiu devido a publicidade
negativa, inferindo que essas substancias podeeraefeitos nocivos sobre a saude humana
e/ou desenvolver resisténcia em patdégenos, queoijaddtectada ha algumas décadas
(PRICHARD, 1990), bem como residuos de drogas how@atos (PADILHA, 1996) e sua
acdo em organismos néo alvo (BIRD & HERD, 1995;ESIAS, 1998).

Na Suécia, existe uma politica governamental denaki a producdo organica, onde
se procura chegar ao nivel de 20% dos produtopegudrios (DIMANDER et al., 2003).
Com isto, os padrfes estabelecidos para a produg@mica proibem o uso profilatico de
drogas, incluindo ai os anti-helminticos. Desta&ran surgem duas opg¢des para a criagcdo de

animais de carne: o manejo racional e o contrakgico.

No Brasil foi criada a Lei n°® 10.831, de 23 de delz® de 2003, que dispde sobre a
agricultura organica, demonstrando o aumento naort@pcia do cultivo de produtos
organicos e organizando este tipo de atividadeaim p
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No que diz respeito ao controle biolégico de péaasyastrintestinais de ruminantes,
ainda ha a necessidade de mais estudos que venifigueficacia dessa forma de controle
parasitario, principalmente os que analisam efeilles varidveis ambientais, como a

temperatura que, sabidamente, influencia a predacéo

Assim, estudos sobre a influéncia das condi¢cdesatiias do Rio Grande do Sul na
acao nematofagica de flagransséo necessérios para termos parametros de utdizksie

tipo de controle biologico para endoparasitas deosv
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2. REVISAO DA LITERATURA
2.1.Haemonchus contortus

O nematéideHaemonchus contortus um parasita hematofago que habita o abomaso
de ovinos e caprinos, sendo responsavel por estiggesdas nesses animais, principalmente
em regides tropicais (FOREYT, 2005).

Este tricostrongilideo é classificado taxonomicameno Filo Nemathelminthes,
Classe Nematoda, Ordem Strongylida, Superfamiliach®@strongyloidea, Familia

Trichostrongylidae, Génettdaemonchug EspécieHaemonchus contorty&udolf, 1803)

Existem varias espécies conhecidas pertencentegraroHaemonchussendo as
mais comungi. contortusH. placeie H. similis(URQUHART et al, 1998).

H. contortusé a espécie dominante em termos de intensidakiéededo em pequenos
ruminantes (ACHI et al., 2003), pois estes aninmagstram-se altamente susceptiveis, com
alta taxa de estabelecimento da infec¢do e grategdo de ovos pelas fémeas (JACQUIET
et al., 1998), em comparacdo com outras espeéciesrdrantes.

O ciclo evolutivo deH. contortus é direto e a fase pré-parasitaria € tipica de
tricostrongilideos. Os ovos sao eliminados nassfezem condicdes ideais (18 a 26°C e 80 a
100% umidade) se desenvolvem no pasto em tercestagie infectante (L3) em
aproximadamente 5 dias. Em condi¢gbes frias o debamento pode ser retardado por
semanas ou meses. A temperatura 6tima para a s@hreia das larvas é de 18 a 26°C
(ONYAH & ARSLAN, 2005). Em baixas temperaturas asvas sobrevivem por longos
periodos devido ao seu baixo metabolismo e resemnvagéticas. A umidade € também um
fator importante para a sobrevivéncia da larva, cemdicdes secas, como no semi-arido
brasileiro, as larvas nao sobrevivem (AROSEMENA akt 1999). A irrigacdo pode
influenciar na disponibilidade de L3, sendo encmds em grande numero em pastagens
irrigadas durante o verdo com temperaturas em wer@1°C (KRECEK et al., 1991). Apos a
ingestdo e o desencapsulamento no rimen, as kofrasn duas mudas. Exatamente antes da
muda final eles desenvolvem a lanceta perfurantelltgs permite a obtencédo do sangue dos
vasos da mucosa do abomaso, local de fixacdo dmsifsar Quando adultos, movem-se
livremente na superficie da mucosa. O periodo ptéape é de duas a trés semanas em

ovinos e quatro semanas em bovinos (FOREYT, 2005).

A patogenia causada pbt. contortusé essencialmente de uma anemia hemorragica
aguda, devido ao habito hematéfago do parasitaTERER & RHOADS, 1998), levando a
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um severo comprometimento do animal e a grandeaperconémicas (SANGSTER et al.,
1999). Cada parasita remove cerca de 0,05 mL dgueago dia, tanto pela ingestdo, como
pela perda por leses, de tal modo que um ovino5@BOH. contortuspode perder cerca de
250 mL ao dia (URQUHART et al, 1998).

Na hemoncose aguda, a anemia torna-se evidenta dercuas semanas apos a
infeccdo e se caracteriza pela diminuicdo dramatigaogressiva do volume globular. A
necropsia, podem estar presentes 2.000 a 20.0@8itparna mucosa abomasal, que exibe
numerosas pequenas lesbes hemorragicas. Menos emteiram infeccdes macicas de até
30.000 parasitas, ovinos aparentemente sadios poelermorte subita por grave gastrite
hemorragica intensa, fendmeno conhecido como hewsertiperaguda.

Ainda, e ndo menos importante, pode desenvolveltsante periodos de seca
prolongada, quando a reinfeccéo € insignificante apasto torna-se deficiente de nutrientes,
a chamada hemoncose cronica. Nesse caso, a copdrdede sangue por pequenas cargas
persistentes de varias centenas de parasitas @estdi para produzir sintomas clinicos
associados principalmente a perda de peso, fraguigegeténcia do que a anemia acentuada
(BOWMAN, 2006).

O impacto da patogenia da hemoncose sobre o hogpedde ainda ser afetado pela
dieta oferecida aos animais, aqueles que tém dpsthges em proteina, apresentam sinais
clinicos mais pronunciados, apesar de apresermnga parasitaria semelhante aqueles que tém
uma dieta rica em proteina (ABBOTT et al., 198@)tgnto a doenca pode ser intensificada
devido a baixa qualidade alimentar dos animais (@QNBY & URQUHART, 1975).

A distribuicdo deH. contortusé mundial, porém sua epidemiologia é diferenceala
compararmos regides tropicais e subtropicais corgidee temperadas. Como o
desenvolvimento larval do parasita ocorre de maneieal em temperaturas relativamente
altas, a hemoncose € considerada uma doenca desogi clima quente. Contudo, a
frequéncia e a gravidade dos surtos da doenca depeamplamente das chuvas, devido a
necessidade de uma umidade relativamente alta (HRQT et al, 1998).

Além das condicbes climaticas, o aparecimento daoheose clinica parece ser
favorecido pelo elevado niamero de ovos liberadasfezes pelas fémeas e pela provavel
incapacidade dos hospedeiros desenvolverem imumiddduirida eficaz contra o parasita,
fazendo com que haja contaminagéo continua do (fe®REYT, 2005).
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Outro fator muito importante para a epidemiologiahg#moncose é a capacidade das
larvas deH. contortuspossuirem fase histiotrofica, fenébmeno no quabast permanecem
inibidas ao invés de amadurecerem sexualmente. fBs8meno ocorre devido a condi¢des
ambientais adversas e evita a producao de ovomeutavelmente ndo se desenvolveriam na
pastagens em tais condi¢cdes. Assim, o acumulordaslanibidas frequentemente coincide
com o inicio das condi¢cdes frias de outono/inveemo locais de clima temperado ou

condicBes muito secas nos tropicos ou subtropldBOQUHART et al., 1998).

No Brasil, véarios levantamentos tém sido realizadodim de determinar os
nematoides gastrintestinais de ovinos e caprin@ntr® os parasitas encontrados, o mais
prevalente éH. contortus seja na regiao nordeste (AROSEMENA et al., 1$¥9ARLES,
1989; CHARLES, 1995; COSTA & VIEIRA, 1984; SILVAt al., 2003), na regido sudeste
(AMARANTE, et al., 2004), na regiao sul (RAMOS ¢ét 2004) ou na regidao norte (BRAGA
& GIRARDI, 1991). Além disso,H. contortus € o maior responsavel pelo rapido
desenvolvimento da resisténcia em nematodides deepeg ruminantes (SANGSTER, 2001),
sendo o mais prevalente e de maior intensidadeocpulg;des parasitarias resistentes a anti-
helminticos em regibes do nordeste brasileiro (CHAR et al., 1989; VIEIRA &
CAVALCANTE, 1999), na regidao sul do Brasil (FARIAS al., 1997) e na América Latina
(WALLER et al., 1996).

2.2. Controle Biolégico

Grgnvold et al. (1996) definem o termo “controlel®gico” como sendo a aplicacao e
utilizagdo de antagonistas naturais disponiveisambiente e que possam diminuir a um
limiar aceitavel determinada populacdo de certmtggagressor que esteja causando perdas
produtivas, tanto na pecuaria como na agriculiMeapratica, o controle bioloégico ndo atuara
sobre estagios internos dos parasitas; mas coac@dmtsuas acdoes sobre os hospedeiros
intermediérios paraténicos, vetores e estagiosilRme vida livre, diminuindo a fonte de
infecgéo para os hospedeiros finais.

A administracdo de fungos nematofagos aos aninmigesticos é considerada uma
proposta promissora, pois o emprego desses furggnsse apresentado como uma boa
oportunidade de controle dos estagios de vida thae nematdides nas pastagens, reduzindo
em grande parte as reinfestacbes e contribuinda pasua profilaxia (BARGER, 1999;
MOTA et al., 2003).
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Segundo Freitas et.gR006), os mecanismos de controle biolégico sparasitismo,
a predacédo, a competicdo e a antibiose. Como degraanutencdo dos sistemas bioldgicos,
toda populacdo é regulada por antagonistas. Esteegso ocorre espontaneamente na
natureza e nao € dependente da interferéncia derhor8uas vantagens incluem a facil
aplicacdo, boa dispersdo ambiental, menor cuskifoeprolongado que podera afetar
populacdes subsequentes de parasitas, diminuicdpattecimento de resisténcia e associagao
com outras drogas sem deixarem residuos ou camgeidade tanto nos animais quanto no

ambiente.

Os requerimentos mais importantes para o estabedath de um sistema de controle
efetivo das helmintoses gastrintestinais englobanmcipalmente, o conhecimento da
epidemiologia dos helmintos e suas interacfes caspddeiros em um determinado
ambiente. Contudo, na falta destas informacgdeserpodcorrer utilizacdo inadequada de
tratamentos com anti-helminticos causando aparetimée resisténcia (ARAUJO et..al
2004b). Os programas de controle parasitarios eefies devem estar baseados em
informacdes sobre a disponibilidade de larvas nbiamie, deteccdo de fontes de infeccéao,
conhecimento sobre as exigéncias climaticas pdoad&xde ovos, viabilidade larval e no uso

de drogas anti-helminticas sintéticas.

Waller (2005) menciona que o controle das helmegaggastrintestinais dos animais
domeésticos é feito principalmente por meio daza#géo de anti-helminticos que agirdo sobre
as formas parasitarias estabelecidas no hospedrém, este método apresenta algumas
desvantagens como a presenca de residuos na caméeige, risco de impacto ambiental,
além do desenvolvimento iminente de resisténcigoa@sitas. Isso se deve ao seu uso
continuado com multiplas classes quimicas que, aiaria das vezes, contribuem para que as
pastagens estejam contaminadas por nematoides (BRL& FAEDO, 1993; SUAREZ,
2002). Além disso, a selecdo de um agente que pessampregado comercialmente como
controlador biolégico de parasitas gastrintestiraisma proposta viavel que se baseia na
capacidade de producdo do antagonista em escalstriiadi nos custos relacionados a esta
producdo, na competitividade com as drogas trathsoestabelecidas no mercado e no
tempo de sobrevivéncia do organismo em formulacoeserciais, atentando-se para o fato
que as formulacbes oferecam seguranca para ostpresluconsumidores, animais tratados e

ao meio ambiente.

Segundo Gamarro e Castanys (1993), a resisténqgidrigid as classes quimicas de

anti-helminticos é atualmente um dos problemas grages enfrentados no tratamento das
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infecgBes helminticas. Garate et(@993) mencionam ainda que, devido a baixa mdedé

e a sua alta morbidade provocada pelas infeccOémirtieas, o seu interesse no
desenvolvimento de maiores pesquisas esta focaglsagapem seu controle e tratamento,
apesar de sua grande prevaléncia. Aléem disso, dugiio de vacinas continua sendo um

objetivo a longo prazo, pois muitos sao os fatbneisantes.

Dessa forma, os problemas relacionados a resiaténoecotoxicidade enfatizam
sempre a necessidade da implantacdo de progrategsaithos de controle parasitario, que
visem assegurar a saude dos organismos vivos eatebimenos contaminados (MOTA et
al., 2003). A maioria dos estudos sobre controle giotd das helmintoses tem envolvido
apenas utilizacdo de fungos nematdfagos predadswbee larvas infectantes (L3) de
helmintos parasitos gastrintestinais. Todavia, mtrote biolégico sobre ovos de helmintos €
uma alternativa muito promissora e que vem se castld atualmente. Além disso, fungos
que impedem a evolugcdo de ovos provavelmente s@® pnamissores como agentes de
biocontrole, pois quando comparados aos fungosadoeds e endoparasitas, seu efeito na
reducdo de uma populacdo de helmintos serd bem avarguado(WALLER et al., 1994;
MENDOZA-DE-GIVES et al, 1999).

A resisténcia a passagem pelo trato gastrintestinaha caracteristica importante em
fungos nematofagos, quando se deseja o desenvaoldnde formulagbes de uso oral que
permintam o controle de L3 no ambiente (ARAUdDal, 1999). Segundo Kerry (2000),
algumas espécies produzem clamidosporos e, porfaoderiam ser empregados no controle

das popula¢cdes de helmintos parasitas gastrirdaestin

A habilidade dos fungos nematéfagos em colonizaiz@sfera tem sido apontada
como uma caracteristica importante de um agentdodentrole (PEARSSON et al., 1995).
O sucesso para o estabelecimento desses fungatontependera basicamente de uma fonte
alimentar que possa |lhes garantir vantagens catiwpstna microbiota existente (KERRY et
al., 1984). Esses fungos sdo bastante comuns @% rsafurais e em todo o tipo de material
organico. Porém, sua atividade e quantidade no alglomas vezes sao incertas, ja que

necessitam de uma fonte primaria de nutricdo (JAFEEal., 1996).

Segundo Faedo et al. (2002b), para que um fungo efetivo como controlador
bioldgico, esse devera estar presente e ativoazas,fno solo e ambiente ao mesmo tempo
que as formas pré-parasitarias dos helmintos. Bwo dado, a baixa competitividade com
fungos saproéfitos no ambiente e a pequena proddedarmadilhas sédo alguns fatores

atribuidos como parte do insucesso de seu emp@dongo serd mais promissor em solo
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fértil do quem em fezes frescas (JUNIPER, 1957). iBso € necessaria uma selecdo de
fungos nematéfagos que possam atravessar o trstiinggstinal dos animais, mantendo suas

qualidades de crescimento e predacao nas fezesNBRED et al., 1996).

A aplicacdo de fungos no biocontrole de helmintasagitos gastrintestinais vem
auxiliar o controle quimico. Ela deveria ser fai#o s6 em condi¢cdes previstas para maior
infestacdo das pastagens, mas também quando hoelreres condi¢cbes para o crescimento
dos fungos no meio ambiente. Tais acdes previneparasitismo clinico e a perda de
produtividade, fornecendo uma quantidade de lasuéisientes aos animais para provocar o
desenvolvimento de uma imunidade adquirida natwalen ( WALLER & FAEDO, 1993;
GRAMINHA et al., 2004).

2.3. Fungos Nematéfagos

O primeiro fungo nematéfago a ser estudado fohrthrobotrys oligospora por
Frenesius, em 1852, que, por ventura, nessa €@mcpancebeu sua capacidade predatoéria, o
gue somente foi proposto por Zopf em 1888. Poutéoese conhecia sobre esses fungos, até
que em 1937 Drechsler publicou um extenso trabajte continha informacfes bem
detalhadas sobre algumas espécies que haviam sslyitds e mais 15 outras ainda
desconhecidas (MOTA et al., 2003).

Os trabalhos de Duddington, de 1950 a 1972, e Barpartir de 1969, contribuiram
para que fosse iniciado o desenvolvimento na aeeaahtrole bioldogico de helmintos,
referindo-se em especial ao isolamento e descrgdoovas espécies (GRAY, 1988). A
maioria das espécies de fungos descritas era amtiga classificada na classe Fungi
imperfecti (com reprodugcdo assexuada ou imperfeitan divisdo Deuteromycetes, classe
Hyphomycetes, ordem Hyphomicetales e familia Matieae. Mais recentemente, estagios de
reproducdo sexuada, foram verificados em algumaéces que estdo sendo reclassificadas

como pertencentes a classe Ascomycota (GRIFFIN}; IO TA et al, 2003).

No Brasil, as primeiras pesquisas com fungos ndagé foram iniciadas com o
isolamento de algumas espécies a partir de helmiméectados (ALCANTARA &
AZEVEDO, 1981) e, a partir disso, muitos trabalbomprovando sua acdo como agentes de
biocontrole sobre helmintos e fitonematoides foraaizados com sucesso. Em estimo
vitro, Freire e Bridge (1985) demonstraram a capacigaddatéria de duas espécies de

fungos nematoides ovicidaBaecilomyces incognita Verticillium chlamydosporiunsobre
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ovos deMeloidogyne incognitaum fitonematoide, com taxas de infeccdo em tdm89,7 %
e 43, 7%, respectivamente.

Ferraz et al. (1992) e Maia e Ferraz (1993) derawsseguimento a alguns
levantamentos para a deteccdo de fungos nematogagalos brasileiros, encontranéo
lilacinus, conseguindo posteriormente o seu isolamentorab@atho de Pria (1992), estudou-
se o controle biolégico de fungos nematdfagos sditmmematdide, demontrando a
necessidade da combinacdo de isolados predadomgmraunistas. Santos et al. (1995)
utilizando conidios deA. oligosporae D. flagrans reduziram o numero de larvas de

ciatostomideos de equinos.

Araujo et al.(1992, 1993) desenvolveram trabalhos pioneiros rasiB utilizando
fezes de animais domeésticos, nas quais determinaragfieito antagbnico dos fungos
predadores do génedrthrobotryse Monacrosporiumsobre larvas délaemonchus placei
Araujo (1996) administrou dois milhées de conidlesum isolado dé. robusta por via oral,
duas vezes por semana, durante quatro meses ennrobezmturalmente infectados,
conseguindo resultados promissores na contagenvaie por grama de fezes (OPG) com
indices de reducédo em torno de 53, 81% e 70,45%dlecdo na recuperacdo de parasitas

durante a necropsia dos animais.

A partir de entdo, em ensaios preliminares Aratjal.e(1998) testaram a viabilidade
de um isolado d@&. robustaem helmintos parasitos de bovinos, observandorechacdo de
73,81% no OPG e 70,45% no namero de parasitaseegs na necropsia dos animais, nos

altimos trés meses de experimento.

Nos ultimos anos, outros trabalhos utilizando fungematofagos foram realizados e
os resultados ainda demonstram a viabilidade ddralenbiolégico frente as helmintoses
gastrintestinais dos animais domésticos. Com oalinabde Campos et al. (2004) foi
verificada a capacidade predatéria de fungos ndag® do génerdMonacrosporium
previamente submetidos a diferentes métodos demegsio, sobre larvas @moperiasp. e
Haemonchusp., observando que sua capacidade predatérifonatetada, possibilitando
com isso um conhecimento sobre meios alternatigoprdservacam vitro. Araujo et al
(2006b) testando a passagem do isolado funBicdlagrans em trato gastrintestinal de
caprinos, observaram uma reducdo significativa dmearo de larvas recuperadas de
Strongyloides papillosus H. contortusapds os tratamentos com esse isolado em relagdo ao

animais do grupo controle.
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2.4.Duddingtonia flagrans

O géneroDuddingtoniaé caracterizado por produzir varios conidios naeexidade
dos conidioforos (VAN OORSHOT, 1985). A presencahdtminto induz a formacao de
armadilhas. Durante o processo de envelhecimem@mia sua producdo de clamidosporos.
Estes conidios apresentam formato que pode vagialiptico a ovoide com septo mediano
(MOTA et al, 2003).D. flagrans é a espécie de fungo mais promissora empregada no
controle biolégico das helmintoses gastrintestigi@sanimais domésticos (LARSEN, 1999),
realiza predacdo de helmintos por meio de umatretimensional de hifas adesivas e produz
conidios com 25 — 50 um de comprimento por 10 —ub% de largura (COOKE &
GOODFREY, 1964; VAN OORSHOT, 1985). Seus esporateposer de dois tipos: conidios
com paredes delgadas em conidiéforos eretos emrodmetado, ou esporos com paredes
grossas mais resistentes — clamidésporos, inteiasleom hifas maduras (GR@NVOLD et
al., 1996), em condi¢cdes de crescimento desfavisr{&CHOLLER & RUBNER, 1994).
Faedo et al. (2000) mencionam dbe flagrans afeta predominantemente helmintos cujos
0oVvOs possuem estagio de desenvolvimento curto,po@sm sobreviver ocasionalmente por
longos periodos afetando também nematdides cumsaesiodem apos 12 — 16 semanas, pois

enquanto as larvas residem no ovo, esse fung@pande capturé-las.

De acordo com Sanyal et al. (2004) e Terril e{2004),D. flagrans é utilizado com
sucesso no controle biolégico de helmintoses gasstinais de animais domésticos devido a
grande producao de clamidosporos que sao altamesigtentes a condicdes adversas, o que
o torna um potencial controlador biolégico. SeguRdedo et al. (2002b), os clamidésporos
formados resistem a passagem pelo trato gastimdkeste ovinos (LARSEN et al., 1994;
LARSEN et al., 1998) e bovinos (LARSEN et al., 19920LSTRUP et al., 1994) e sao
capazes de germinar, colonizar o bolo fecal e poigoar a destruicdo das L3 infectantes que
estdo emergindo, determinando com isso uma inggumo ciclo de vida do parasito
(FERNANDEZ et al.,, 1997; FAEDO et al.,, 1998Administrado como clamidésporo a
ruminantesD. flagrans demonstra habilidade de reduzir eficientementan@ale 90%) o

desenvolvimento larval de um grande numero de Imédminas fezes (KAHN et al., 2007).

A partir dos trabalhos de Larsen et al. (1991 €)1,9%ue observaram a capacidade de
D. flagransde aparecer intacto nas fezes, comecou o desemarito de estudos a campo.
Vérios trabalhos tém demonstrado dueflagransé altamente eficaz para reduzir o nimero

de larvas na matéria fecal e, como consequéncipastagem. Estes trabalhos se baseiam na
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deposicao sobre a pastagem de matéria fecal qt&ntam nimero conhecido tanto de ovos
de nematdédeos como de clamiddsporos.

Mediante amostragens periddicas do pasto ao reodeposicdes fecais € possivel
estimar a reducdo de larvas devido a acao fung@a@omparar-se com fezes controles que
ndo contenham fungos. Assim, sob diferentes coedig@é estudo, a eficacia De flagrans
contra parasitos de bovinos tem sido de 74-85% (®RQLD et al, 1993), 83% (BIRD &
HERD, 1995), 55-64% e 78-94% (FERNANDEZ et al., 98)9 85%, 30-40% e 73-84%
(FERNANDEZ et al., 1999b; JOBIM et al., 2008).

Tem-se realizado estudos com animais em past@egquais foram administradas
diferentes doses fungicas. Larsen et al. (1995)sbia et al(1995) e Wolstrup et al. (1994)
demonstraram que o uso Beflagransresultou em reducéo da infectividade das pastagens
em consequéncia, uma diminuicdo da carga parasédquirida pelos animais em pastoreio.
Outros estudos compararam o efeito de diferentessdfiingicas e demonstraram que para
aplicar corretamente o controle bioldgico ndo sdmeeve-se ter em conta a dose fungica a
usar, mas também outros fatores, tais como nivelainde larvas nas pastagens e carga
parasitaria animal (FERNANDEZ et a1999c).

Em experimento para se determinar os efeitos doefomento deD. flagrans
crescidos em grédos de cevada a ovinos, observoedseao significativa na contagem do
namero de ovos por grama de fezes (KNOX & FAEDM120

Um aspecto muito importante no uso de fungos nda@id® é o impacto ambiental
que a presenca massiva destes nas fezes animasapodasionar. Yeates et al. (1997)
realizaram um estudo para determinar um possiwatoetle D. flagrans usado para o
controle de nematddeos de ovinos, sobre nematanie®ld. Os resultados mostraram que
nao houve mudanca na fauna nematodea do solcawaes concluiram que o uso do fungo
nao tem efeitos ambientais adversos. Fernandek €999a, b) estudaram se a presenca
massiva deD. flagrans afetava a degradacdo normal das fezes bovinas.o#rabtudos
indicaram uma caréncia de efeitos prejudiciais egratiacéo fecal quando o fungo foi usado
para combater estagios de vida livre @stertagia ostertagi Cooperia oncophorae

Dictyocaulus viviparus

A acao deD. flagrans foi avaliada em um experimento onde fezes de oaval
contendo ovos de nematddeos estrongilideos foratadas com fungos e incubadas em

diferentes temperaturas constantes (10°C, 15°@,2Z885°C e 30°C). Os resultados indicaram
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gue a temperatura 6tima de desenvolvimento do o astagio larval infectante (L3) foi de
25°C. A 10°C o numero de L3 recuperado foi pratieara zero. Entretanto, quando estes
cultivos foram incubados por um periodo adicional 4 dias a 27°C permitiram o
desenvolvimento até L3. A 25°C e 30°C os fungosiooaram reducdes acima de 90% no
namero de L3 (SANTOS et aR001).

Grgnvold et al. (1999), realizando traballitro com fezes de bovinos, estudaram
alguns fatores bioticos e abidticos que influenctaanescimento db. flagranse perceberam
que a producao de hifas € estimulada pela presEndavas, porém ele ndo as produz em
condi¢cdes anaerdbias. Ainda, perceberam que avdadmeia das hifas é mais prolongada na
temperatura de 10°C quando comparada com a so@neidvna temperatura de 20°C e 30°C.

A acdo da temperatura sobre a evolucdo de laryasta de ovos dédaemonchus
contortusfoi avaliada por Coyne & Smith (1992). Nesse ekpento os autores observaram
que a recuperagdo de larvas L3 é maior quando petatara varia entre 20 e 30°C com
umidade relativa de 100%. Ja Faedo et al. (200@arlgiram que, quando o fungo é
misturado com fezes de bovinos, a alta umidades(&i95%) inibe significativamente sua

atividade e com umidade mais baixa (68%) a ativeddmlfungo € maior.

Recentemente, Jobim et al. (2008) utilizaram qdadts padronizadas Be flagrans
em bovinos a campo para avaliar sua eficacia ndralenbiolégico de helmintos no
municipio de Julio de Castilhos (RS). Os trabaldemonstram uma reducdo de 57% na
contagem de ovos por grama de fezes (OPG) e aidad@tde larvas reduziu 77% na
pastagem quando comparado a um grupo controlest&nto, foi observado que com excesso
de umidade (periodo chuvoso) a acdo do fungo dinongue sugere uma dependéncia de sua

acao com fatores climaticos.

D. flagranstambémé eficiente na predacao e controle de L3 dos nedest@arasitas
Heligmosomoides polygyru§MORGAN-JONES et al., 1997)Dictyocaulus viviparus
(HENRIKSEN et al 1997), Strongylus vulgaris S. edentatufLARSEN et al, 1996),
Oesophagostomum dentatuHyostrongylus rubidiu§NANSEN et. al, 1996), Telatorsagia
circumcincta (PELOILLE, 1991), ciatostomideos de equinos (SANT@S al., 1995;
FERNANDEZ et al., 1997)Haemonchus contortudUAREZ & MENDOZA-DE-GIVES,
1998; MENDOZA-DE-GIVES et al1998; PENA et a) 2002; CHANDRAWATHANI et al,
2003; JOBIM et al., 2008)Trichostrongylussp., Nematodirus sp. (LARSEN et,al995;
GITHIGIA et al., 1997)Ostertagia circumcinct& Ostertagia ostertagiGR@ZNVOLD et al.,
1993).
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No solo,D. flagranspode ser encontrado até 30 cm da superficie.dgasidacao esta
diretamente ligada com a infiltracdo de seus cléaspdros na terra pela agua da chuva, e via
acdo de outros animais como minhocas e artropdld©X et al., 2002). Nas fezes do
hospedeiro e na pastagebn, flagransdemonstrou ser promissor na captura e formacao de
armadilhas para nematoéides (PENA et al., 2002; FEMOT et al., 2003; PARAUD et al.,
2007). Dias et al., (2007), trabalhando com formé@tapeletizada desse fungo em bovinos,
observaram niveis de reducdo do OPG (p<0,05) empa@pao ao grupo-controle

demonstrando sua viabilidade para controle de Inéb®iparasitos gastrintestinais.
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ABSTRACT

In recent years the search for alternative methodsombat gastrointestinal parasites has
increased, standing out the biological controhaigtiof the fungusDuddingtonia flagransin

this study, we analyze the possible influence ofgerature on the nematophagous activity of
D. flagransagainstHaemonchus contortus sheep. We used four sheep, two parasitized with
H. contortusand two dewormed. One dewormed sheep receivethfee consecutive days
before the collection of feces 1 x®1éhlamydospores db. flagranslyophilized in gelatin
capsules. After the feces were collected with fldeo& collectors bags, they were mixed and
resulted in samples with (fungus) and without fus§rontrol). Each sample was incubated at
seven different temperatures (5, 10, 15, 20, 28MD35 °C) for 21 days. After the incubation
period, larvae recovery and counting was perfornmiée best temperature for fungus action
was 30 ° C, while no larvae were recovered at 5AtA.0 °C, the fungus action was detected
but without significant difference in the percerdag larval reduction between temperatures,
demonstrating that the presence of larvae seembetahe main factor affecting its
nematophagous action. It can be concluded thatdemhpe does not seem to be a limiting
factor in the biological control activity obDuddingtonia flagransagainst Haemonchus
contortus Even at lower temperatures, the lyophiliZzdflagransreduced the number éf.
contortus larvae, showing once more their biological confpotential, even in non-ideal

conditions for fungus and larvae development, cemée used in colder climates.

Keywords Duddingtonia flagransHaemonchus contortusemperature, biological control,

sheep



31

1. Introduction

Among the factors that affect the full developmenft the livestock industry,
gastrointestinal parasitism occupies a prominemicepl (Macrae, 1993). Several control
programs have been developed to minimize the ae\adfects of gastrointestinal parasitism,
some focused on the reduction of infective larvae masture using antihelminthics
compounds, reducing the population of parasitesadult animals. However, despite
antihelminthics compounds being the main toolag Bome limitations such as drugs residues
in animal products (Padilha, 1996), toxic effects mon-target environmental organisms
(Strong et al., 1996), and the antihelminthicsstasice (Fao, 2003; Kaplan, 2004).

To develop other methods to minimize the use ofhalmhinthics to control the
ruminant’s nematodes, especially in continuousiggagystems, biological control seems to
be an option to effectively and safely reduce theputation of infective larvae of
gastrointestinal nematodes in pastures (Larserf;1@6éta et al., 2003).

Several species of fungi have been studied as faltémlogical control agents, but
the Duddingtonia flagranspecies stood out, especially in Europe. Besidelsigh predation
efficiency thanks to the development of three-disi@mal nets, it produces large quantities of
resistant spores (chlamydospores) that help thgapasthrough the animal’'s gastrointestinal
tract (Larsen et al., 1991 and Larsen et al., 1982¢ording to Faedo et al. (2002), the
chlamydospores increased the resistance on thages$srough the gastrointestinal tract of
sheep (Larsen et al., 1994) and cattle (Larseh é082; Wolstrup et al., 1994), and are also
capable to germinate, colonize the feces, and aesiewer infectious L3, interrupting the
parasite life cycle (Fernandez et al. 1997; Faedalg 1998). When administered as
chlamydospores to ruminantS, flagransreduces by over 90% the larval development of
helminths in the stool (Kahn et al., 2007). Theeefiveness oD. flagransfor biological

control has been proved against several speciemneohatode parasites as follows:
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Heligmosomoides polygyry#organ-Jones et al., 199Djctyocaulus viviparugHenriksen
et al., 1997),Strongylus vulgarisS. edentatugLarsen et al., 1996)Qesophagostomum
dentatum Hyostrongylus rubidugNansen et. al., 1996)eladorsagia circumcinctéPeloille,
1991), equine cyathostomes (Santos et al. 1995jaRdez et al., 1997k aemonchus
contortus(Juarez & Mendoza-De-Gives, 1998; Mendoza-De-Gafteal. 1998; Pefa et al.,
2002; Chandrawathani et al., 2003; Jobim et alQ820Trichostrongylussp., Nematodirus
spp (Larsen et al. 1995; Githigia et al., 199@ktertagia circumcinctaand Ostertagia
ostertagi(Grgnvold et al., 1993).

Grgnvold et al. (1996) in vitro experiments desedilthatD. flagrans grow best
between 20-30 °C and rainfall amounts between 16w0per week. In another in vitro study
conducted with bovine feces, Grgnvold et al. (1988ied some biotic and abiotic factors
that influence the growth d. flagrans realizing that the production of hyphae is enleanc
by the presence of larvae, whereas the productioes dnot happen under anaerobic
conditions. Moreover, they realized that hyphae loanger at 10 °C compared to 20 °C and 30
°C conditions. However, in the warmer temperathgsae are produced faster than at 10 °C.

Since the sheep industry in Southern Brazil presaigh economic importance and
the region has annual mean temperature below 20fiCstudy aims to evaluate the influence
of temperature on the biological control activity mematophagous fungu3uddingtonia
flagrans lyophilized and administered in gelatin capsuéeginst L3 larvae diaemonchus

contortusin sheep.

2. Materials and methods

2.1.Samples preparation and lyophilizedflagransproduction
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TheD. flagranssamples, strain ARSEF 5701 (Collection of Entontlopgenic Fungal
Cultures) were obtained from tiMycology Research Laboratory (LAPEMij the Federal
University of Santa Maria (UFSM).

The samples were maintained in Petri dishes witihn@diameter containing 20 ml of
potato dextrose agar 2% (PDA 2%) at 25 °C.

The production of lyophilized chlamydospores uskéd technique described by

Santurio et al. (2009).

2.2. Characterization of animals

Four female adult sheep between 2 and 3 yearsnaldvaighing between 40 and 50
kg were used. The animals were kept on pasturavaitetad libitumand supplemented with
500 grams of sheep food per day.

The use of animals in the research was approvetthdythics and Animal Welfare
Committee of the UFSM under number 23081.01323@200

The four animals were naturally infected with themmatodeHaemonchus contortus
and other strongyles, which were eliminated witkriwectin 1% (Jofadel: Varginha /MG).
The subsequent reinfection bl contortuswas unnecessary since they were resistant to the
previous treatment. Two of the four sheep continnéetted withH. contortusto donate eggs
and two were completely dewormed using Moxidecth (Cydectin Injectable - Fort Dodge

Animal Health Ltd: Campinas/SP).

2.3. Experimental Design
2.3.1. Fungi Administratian One dewormed sheep received on a daily basis e th

consecutive days before the collection of feces rfantenance ration together with five
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gelatin capsules containing 2 x*1iyophilized chlamydospores db. flagrans totalizing
1x1C, while the others received the maintenance ratiop.

2.3.2. Fecal Samples\fter the fungus was administered, the feces efftur animals were
collected with a collecting bag of cotton. The & the two sheep infected witH.
contortuswere mixed homogeneously and then half of it wasethwith the ones of the
dewormed animal that had not receive chlamydospamesthe other half with the faeces of
the dewormed sheep that had received chlamydosmiregqual proportions, resulting in two
fecal samples groups:

- Control with H. contortuseggs and no chlamydospores;

- D. flagrans with H. contortuseggs and chlamydospores.

The feces with and without chlamydospores were thikel), and the resulting
sample containing about 5 x °l@hlamydospores was analyzed and incubated in the
laboratory.

The confirmation of the infection bi. contortuswas performed with the Gordon &
Whitlock (1939) technique modified by Lima (1988)determine the eggs per gram of feces
(EPG), and by fecal culture, where feces were mirea sawdust, humidified and incubated
for 14 days to grow at a constant temperature of@7After the incubation, the infective
larvae (L3) recovery was performed according toRleberts & O'Sullivan (1950) technique
to identify larvae.

In order to confirm the presence of chlamydospandbte feces the Ojeda-Roberts et
al. (2007) technique was used to count the chlaspai@s per gram of feces (CPG).

2.3.3. Analysis of the influence of temperaturefamgus activity The two feces groups
(control andD. flagrang were incubated at seven different temperatufgs10, 15, 20, 25,

30, and 35 ° C - during 21 days in plastic collectaf 100 ml containing approximately 10 g
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of each sample and 5 g of sawdust to simulatedheaenditions, and been moistened when
necessary. Five replicates were performed for &amperature and sample.
2.3.4. Larvae recovery and countingfter 21 days of incubation, the larval recovefyeach
sample was conducted according to Roberts & O&wlli(1950) technique. The liquid
obtained from larval recovery was stored in 50 mllcbn tubes. The tubes were centrifuged
and the supernatant removed leaving approximateh} @n each. Then, 1 ml of Lugol was
added to each tube to kill and color the larvaee3imate the number of larvae, five aliquots
of 50 ml from each tube were counted and the nurabdieisted to a 3ml volume.
2.4. Statistical Analysis

The Kruskal-Wallis test was used to analyze théu@mice of temperature on the
number of larvae recovered from fungus and corsaaiples, and on the percent reduction of
larvae (fungus activity). The Mann-Whitney test wagd to compare the number of larvae on
fungus and control samples at each temperaturetedls were conducted at a significance
level of 5% (p <0.05).

TheD. flagranseffectiveness was determined by the percent remuof larvae from
the group with fungus over the control using theasmpn:

% Reduction = (Xc - Xf)/Xc x 100, where Xc is cavitgroup data and Xf is fungus
group data, and Xc must be greater (>) than Xfdiffdrent from zero (0), according to the

formula used by Terrill et al. (2004).

3. Results
3.1. EPG and CPG of tHe. flagransand control samples

The sample with the fungus had 800 eggs per graniecés (EPG) and 400
chlamydospores per gram of feces (CPG). The comsaohple showed 900 EPG and a

negative CPG, further confirmed by fecal culture.



36

3.2. Influence of temperature @n flagransnematophagous activity
As shown in Table 1, increasing temperature ine@alse percent reduction of larvae,
except at 20° C. However, there was no statisyiciginificant difference in percent reduction

of larvae between different temperatures. The marimeduction was at 30 ° C.

3.3. Influence of temperature in larvae recovery

No larva has been recovered at 5°C. The numbercoivered larvae increased as the
temperature increased, but statistically significtifierence for larvae recovered from fungus
samples was found only between 5°C and 25°C, 5%238AC, 10°C and 25°C, and 10°C and
30 °C temperatures. In the control samples, it hasen found statistically significant
difference only between 5°C and 25°C, 5°C and 3G2@J] 10°C and 30°C temperatures.
Figure 1 shows that in the sample wibmddingtonia flagranghe larvae number starts to
decrease at 25°C while in the control sample tineaéa number decreases at 30°C. The
average number of recovered larvae was higherarcdimtrol group than in the fungus one,

but there was statistically significant differerardy between 30°C and 35°C temperatures.

4. Discussion

Our results showed that lyophiliz&d flagranswas effective to reduce the number of
H. contortuslarvae even at lower temperatures and, as temperaicreases, the rate of
predation tends to increase, although no statisticagnificant difference between the
temperatures has been found, unlike the data fraraud et al. (2006). Grgnvold et al. (1999)
demonstrated that the production of hyphae wasradtbby the presence of larvae and that it
lives longer at 10°C than at 20°C and 30°C, bwas produced more rapidly at higher

temperatures.
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According to Onyah & Arslan (2005), the optimum marature for théd. contortus
larvae survival is between 18 and 26°C. Based snirtformation, we can infer that in our
data the temperature had a direct influence onfuhgus activity and/or the temperature
increase raised the larval motility which, in tustimulated the hyphal growth of the fungus
and, consequently, its nematophagous activity. [&tier reason seems to be the main factor
affecting the fungus activity, since there was matistically significant difference in the
percent reduction between temperatures. It camfeeréd that the fungus acts the same way
at different temperatures and that temperature dmésseem to limit the activity ob.
flagrans but the presence/absence of larvae.

Grgnvold et al. (1996) found that the maximum puaigiun of traps occurs at 30°C,
declining at higher temperatures (35 °© C and 4D D@ferently, Paraud et al. (2006) found a
100% predation rate dD. flagrans againstH. contortusat 21°C and 89% at 28°C. The
difference between the studies may be explainedhbyexperiments conditions and their
different larvae quantities, reinforcing our hypedis that temperature is not a determining
factor for theD. flagransactivity againstH. contortus but the larvae amount and thus the
stimulus.

The fact that the fungus reduced the larvae amewenh at lower temperatures
indicates that such biological control could alse bsed in colder regions. At lower
temperatures the development-bfcontortusis slower, but according to Grgnvold (1999) the
D. flagransalso lives longer. So when the temperature ineckabe larvae development was
accompanied by the fungus development, which cbaldiseful to control large amounts of
larvae that hatch in the spring after the wintepdijosis. In other words, the use Of
flagransfor biological control oH. contortusin sheep has a great potential, even in non-ideal

conditions for their development.
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Despite the absence of statistically significaffiedénce in percent reduction of larvae
in different temperatures, comparing the larvae @moecovered from thB. flagransand
control samples, there was statistically signiftcdifference in 30°C and 35°C temperatures,
which could be attributed to the fungus activitjreTlower fungus efficiency at 20°C - 14.4%
(see Table 1) - can be explained by the randonalldratching, as described by Onyah &
Arslan (2005), which may have led to lower larvatdiing and consequently lower stimulus
to the fungus, reducing its effectiveness. Morepwarcording to Schillhorn (1986), the
helminth eggs are not equally distributed in fecsd using the McMaster technique in
replicates generates an average EPG variation2tbtn 270% (Mes, 2003).

At the optimum temperature for fungal activity (30) according to Grgnvold et al.
(1996),D. flagransreduced the larvae by 74.5% with an administratibh x 10 lyophilized
chlamydospores for three consecutive days (arourd.® in the coproculture, as the feces
were mixed). The slight reduction found in our stwdmpared to Paraud et al. (2007) and
Pefia et al. (2002) results can be explained byadlesnguantity of eggs in feces (900 EPG) or
by the fact that in our experiment the chlamydospqrassed through the gastrointestinal tract
of sheep and, therefore, some chlamydospores wesgudted during the process. The
previously mentioned experiments had only manupbdiion of chlamydospores on stool.
Ojeda-Roberts et al. (2008) obtained a chlamydespoecovery rate between 6.2% and
12.3% when doses between 19.5 and 177.5 % chtamydospores/kg/body weight were
administered. Silva et al. (2009) administering¥BF chlamydospores per animal in gelatin
capsules obtained 30.13% chlamydospores in thes.fetbese results are promising
considering that only 1 x £@hlamydospores were administered in gelatin cagsiar three
consecutive days before the fecal samples wereatedl. It generates a positive evaluation of
this new kind ofD. flagransformulation, not only because it does not interferth their

effectiveness, but also because it is easier #msport and administrate to animals.
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Although the doses differed in biological control tlifferent species, it is necessary
to take into account the initial amount of larvaepmasture and in animals (Fernandez et al.,
1999) as well as climatic conditions (Eysker et @005). More studies are needed to
standardize the dosage of chlamydospores in acuoedaith the infection level of the herd,
since the larvae amount seems to be the main faffiecting nematophagous activity Df
flagrans.

In this study we could concluded that temperatwescot seem to be a limiting factor
in the biological control oHaemonchus contortus sheep using thBuddingtonia flagrans
fungus Even at lower temperatures, lyophiliz&l flagrans reduced the number dfl.
contortuslarvae in sheep, demonstrating once more its piatdar biological control, even in

non-ideal development conditions.
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