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1. INTRODUCAO

Ancylostoma caninum e Ancylostoma braziliense tem requerido consideravel
atencdo devido o seu potencial zoonotico que esta diretamente relacionado a
contaminacgao dos solos com fezes de animais parasitados (CARVALHO et al. 2009;
BRAGA et al. 2011). Estudos de prevaléncia realizados em diversos paises apontam
taxas consideraveis de contaminacdo ambiental por formas infectantes desses
parasitos (KATAGIRI; OLIVEIRA-SEQUEIRA, 2007; MAHDY et al. 2012).

Embora, o uso de anti-helminticos nos animais seja 0 método usual para
prevenir a contaminagdo ambiental por ovos e larvas de Ancylostoma spp., O
desenvolvimento de métodos alternativos para prevencdo e controle de
geohelmintos sdo cruciais para reduzir a contaminacdo ambiental por formas
infectantes de parasitos (CARVALHO et al. 2009). Neste contexto, os fungos
nematofagos tém sido amplamente empregados no controle biolégico devido a sua
capacidade em apreender e digerir as formas livres (HUANG et al. 2004).

Expressiva atividade enzimatica foi relatada quando culturas filtradas de P.
lilacinus e Trichoderma spp. foram utilizadas sobre fitonematoides (SHARON et al.
2007; SANTIN, 2008) e quando extrato bruto enzimatico de P. chlamydosporia e
Duddingtonia flagrans foi empregado em ovos e larvas de nematoides de animais
(BRAGA et al. 2010; 2011).

Contudo, extratos brutos enzimaticos dos fungos P. lilacinus e Trichoderma
spp. ainda ndo foram testados sobre ovos de geohelmintos que eclodem em curto
intervalo de tempo no ambiente, assim como Ancylostoma spp. O objetivo deste
trabalho foi avaliar a acéo in vitro de quatro diferentes preparacfes de extratos
fungicos de P. lilacinus, T. harzianum e T. virens sobre ovos de Ancylostoma spp.

2. METODOLOGIA

Isolados fungicos: Foram utilizados quatro isolados fungicos: P. lilacinus CG193 e
Trichoderma harzianum CG502, cedidos pelo Cenargen e P. lilacinus MICLABOO9 e
Trichoderma virens MICLAB 008 obtidos da micoteca do Laboratério de Micologia da
UFPel. Discos de 4mm de cultura de cada isolado fungico foram transferidos para



frascos tipo Erlenmeyer contendo 150 mL de meio minimo liquido. Os frascos foram
incubados a 28°C em agitador rotatério a 120 rpm, durante cinco dias.Producéo
dos extratos fungicos: extrato bruto, constituido pelo liquido sobrenadante; extrato
filtrado, obtido pela passagem do sobrenadante através de papel filtro Whatman n°1;
macerado bruto, obtido pela maceracdo do micélio em 3 banhos de nitrogénio
liguido até a obtencdo de um po, posteriormente ressuspendido ao meio liquido
sobrenadante; e macerado filtrado, obtido da mesma maneira que o macerado bruto,
porém, submetido a filtracdo em papel filtro Whatman n°1.

Amostras fecais: um pool de 500g de fezes frescas de cdes naturalmente
infectados, pertencentes ao canil municipal de Pelotas. As fezes foram diluidas e
maceradas em agua morna e filtradas em peneiras de reticulagbes de 1mm, 105um,
55um e 25um. O residuo da Ultima peneira foi lavado em agua destilada e a
suspensao centrifugada a 3000 rpm por 5 minutos, sendo o sobrenadante
desprezado e o precipitado suspendido em solucdo salina supersaturada e
novamente centrifugado nas mesmas condi¢cdes. Em sequéncia, o sobrenadante foi
fitrado em peneira de 25um e os ovos coletados por lavagem com &gua
destilada(Embrapa, 2009).

Ensaios experimentais: 0s ensaios in vitro consistiram em quatro tratamentos e um
grupo controle. Em placas de Petri foram vertidos 4 mL dos extratos flingicos. A
esse volume foi acrescido 1 mL de uma suspensdo contendo 10° ovos de
Ancylostoma spp. Nas placas correspondentes ao grupo controle verteu-se 1 mL de
uma suspenséo contendo 10° ovos de Ancylostoma spp acrescido de 4 mL de meio
minimo liquido. Todas as placas foram incubadas a 25°C, durante 24 horas. Cada
tratamento foi constituido de cinco repeticdes. Apds 24 horas, a leitura foi realizada
em lupa estereoscopica e considerou o numero total de larvas de Ancylostoma spp.
presentes nos grupos tratados e controle.

Andlise estatistica: Os dados foram submetidos ao teste ndo paramétrico de
Kruskal-Wallis. As analises foram efetuadas com auxilio do programa estatistico
SAS considerando uma probabilidade de 5%. Também foi calculado o percentual de
reducdo da média de larvas utilizando-se a equacado descrita por Braga et al. (2010;
2011).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Apbs 24 horas de interacdo observou-se que as diferentes formulacbes
fungicas avaliadas (EB, EF, MB e MF) de P. lilacinus CG193, P. lilacinus
MICLABO09, T. harzianum e T. virens foram capazes de reduzir, em algum
percentual, a eclodibilidade dos ovos de Ancylostoma spp. Quando analisado o
percentual de reducdo na eclosdo dos ovos de Ancylostoma spp. foi evidenciado
gque o maior valor de reducdo de eclodibilidade ocorreu quando utilizado MB,
observando-se um percentual de reducdo de 68,43% e 47,05% em P. lilacinus
MICLABOQO9 e CG193, respectivamente, e 56,43% em T. harzianum CG502. Apenas
no isolado T. virens o percentual de reducao do MB (52,25%) foi levemente inferior
ao MF (53,64%).

Embora os mecanismos de patogenicidade dos fungos nematéfagos nao
estejam completamente elucidados, evidéncias mostram que enzimas hidroliticas
extracelulares, incluindo proteases, colagenases e quitinases podem estar
envolvidas na penetracdo e digestdo da cuticula dos nematoides (HUANG et al.
2004).



Os resultados obtidos no presente estudo permitem sugerir que a atividade
ovicida dos fungos avaliados sobre ovos de Ancylostoma spp. foi decorrente da acao
de enzimas hidroliticas.

4. CONCLUSOES

O emprego de extratos brutos enzimaticos dos fungos P. lilacinus, T.
harzinum e T. virens reduz significativamente a eclosdo de ovos de Ancylostoma
spp. em 24 horas de exposi¢cdo, constituindo-se em promissores agentes de
biocontrole de ovos de geohelmintos no ambiente.
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