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1. INTRODUGCAO

Os fungos nematoéfagos tém sido amplamente pesquisados como agentes de
biocontrole contra parasitas gastrintestinais de ruminantes. JACKSON; MILLER
(2006), acreditam que a utilizacdo de formas de controle biolégico com o uso
desses fungos, pode representar uma promissora alternativa, pois diminuiria os
efeitos deletérios nos animais, no meio ambiente e no homem, causado pelo uso
exclusivo de anti-helminticos.

Diversos estudos tém mostrado que a espessura da parede celular dos
clamidésporos de Duddingtonia flagrans é capaz de sobreviver a passagem pelo
trato gastrintestinal de ruminantes (FAEDO et al., 1997, LARSEN et al., 1998),
sendo que existem técnicas que determinam de forma qualitativa e quantitativa a
presencga ou auséncia dessas estruturas fungicas nas fezes de animais tratados.
Essa importante caracteristica de sobrevivéncia de D. flagrans é fundamental, na
medida em que se abre a possibilidade de explorar como esse fungo pode ser
incorporado para administragdo nos animais com consequente implementagcao
pratica. WALLER; FAEDO (1996), obtiveram resultados bastante positivos quando
adicionaram clamidésporos do fungo a formulagdes minerais. Ja WALLER et al.
(2001), observaram esporos viaveis nas fezes de ovinos que receberam
dispositivos intra-ruminais com liberagao controlada de clamidésporos do fungo
supracitado. A formulacdo também pode ser adquirida adicionando o indculo
fungico a diferentes cereais como milho, sorgo, cevada, arroz dentre outros
(SANTOS, 2000).

O presente trabalho teve por objetivo demonstrar a técnica de quantificacao
de clamiddsporos de D. flagrans tendo o cereal milho como substrato.

2. MATERIAL E METODOS

O fungo isolado foi proveniente da cidade de Bagé/RS, pela técnica de
espalhamento do solo (DUDDINGTON, 1955) e semeado no Laboratério de
Micologia da Universidade Federal de Pelotas, em Potato Dextrose Agar (PDA)
em placas de petri. Apds crescimento, quatro quadrados de 1cm? do fungo foram
transferidos para garrafas de Roux, previamente autoclavadas, contendo milho
triturado, tipo “canjiquinha”, como substrato para crescimento de clamiddsporos,
na quantidade de 107 gramas para cada 43 mL de agua destilada. As garrafas
foram acondicionadas em estufa durante 21 dias, a 26,0°C e 80% de umidade,
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sendo diariamente agitadas para inclusdo do fungo no milho. Apos o periodo, o
material foi retirado das garrafas, homogeneizado, para posterior contagem dos
clamidésporos produzidos pelo fungo. Uma aliquota de 10 gramas foi retirada e
macerada com gral e pistilo em 100 mL de agua destilada. A suspensao foi
filtrada em uma peneira contendo um tecido sintético com malha de trama de 100
micras. Apos homogeneizagao, foi preenchida uma Camara de Neubauer e a
contagem foi feita nos quadrantes maiores (extremidades), com auxilio de
microscopio optico. A contagem na camara foi de clamidésporos/mL ao qual se
fez a correlagdo entre o volume utilizado e os gramas para se obter a quantidade
de clamidosporos por grama (SANTOS et al., 2001). O valor final, define n&o so6 a
quantidade quanto concentragdes para administragdes nos animais.

3. RESULTADOS E DISCUSSOES

Foram observados na camara de Neubauer, além de clamiddsporos,
residuos de substrato de crescimento, sendo que a contagem final foi de
1.100.000 clamidésporos/grama obtendo-se éxito em relagdo ao elevado numero
de producgédo desses esporos tendo o milho como substrato. Segundo PENA et al.
(2002), doses diarias de um milhdo ou mais de clamiddsporos de D. flagrans por
quilo de peso vivo tém sido usadas em testes de campo, contudo, algumas
observagbes mostram que o nivel da dose pode ser menor para pequenos
ruminantes, corroborando alto valor para o encontrado. LARSEN et al. (1995) e
WALLER et al. (2001), relatam que pesquisas foram satisfatorias com producéo e
quantificacdo de fungos nematéfagos em substratos sélidos como graos de
cereais e o substrato colonizado sendo fornecido posteriormente para animais.
Essa técnica de utilizagdo desse microrganismo em substratos solidos é
denominada técnica de secagem e utiliza normalmente as formas de resisténcia
dos fungos (esporos), tendo como principio a redugdo da quantidade de agua,
sendo caracterizada por reduzir o metabolismo das células durante o periodo de
armazenamento (GRAMINHA et al., 2005).

Outros pesquisadores quantificaram clamidésporos de D. flagrans em
cereais com desfecho favoravel. JOBIM et al. (2006), obtiveram concentragéao de
1,6x10° clamiddsporos grama'1 de sorgo apds processo de fermentagdo a seco
em sorgo estéril, demonstrando crescimento do fungo nesse cereal. CRUZ et al.
(2008), também quantificaram clamidésporos de D. flagrans em cultivo de milho
em garrafas de Roux, ao qual administraram 700.000 clamiddsporos/Kg/peso
vivo, em ovinos. SANTURIO et al. (2009) também utilizaram cereal para
crescimento, ao qual colénias de D. flagrans cresceram sobre graos de arroz.

4. CONCLUSOES

A técnica para contagem de clamiddsporos mostrou-se eficiente, pois estes
se incorporaram ao milho como substrato, e ao final, puderam ser observados na
Camara de Neubauer e posteriormente contabilizados. Diante do valor numérico
obtido, péde ser demonstrado que esse método pode ser seguramente utilizado
para definir as concentragdes de fungo a serem administradas em animais.
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