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Resumo

FILHO, Fernando de Souza Maia. Atividade ovicida de fungos isolados do solo
no sul do Brasil sobre ovos de Toxocara canis. 2012. 57f. Dissertacdo (Mestrado)
- Programa de Pdés-Graduacdo em Parasitologia. Universidade Federal de Pelotas,
Pelotas.

As altas prevaléncias de Toxocara canis em cdes associada a frequente
contaminacao ambiental e a resisténcia dos ovos no solo, incrementam a exposi¢céo
do homem a este parasito. Além disso, as dificuldades de implantacdo de medidas
de controle e desinfeccao, aliadas aos problemas inerentes ao controle quimic
justificam a necessidade de medidas alternativas que auxiliem no controle d:
parasitoses transmitidas pelo solo. Dentre essas medidas, destaca-se a utilizagéo de
fungos nemato6fagos. O presente estudo objetivou avaliar a atividade ovicida in vitro
de fungos isolados a partir de solos coletados em areas publicas do municipio de
Pelotas, RS, Brasil. Amostras de solo de dez locais foram semeadas em agar agua
2% com antibidticos e incubadas a 25°C por 21 dias. A atividade ovicida dos
isolados fungicos obtidos foi testada in vitro, em cinco repeti¢des para cada isolado
analisado. Um mL de uma suspensdo de ovos embrionados de Toxocara canis (1(
ovos) foi vertido sobre as culturas fungicas crescidas em agar agua por 10 dias. El
intervalos de 7, 14 e 21 dias, 100 ovos eram retirados de cada placa e avaliados em
microscopia oOptica. A partir do solo foram isolados Acremonium spp., Aspergillus
spp., Bipolaris spp., Fusarium spp., Gliocladium spp, Mucor spp.e Trichoderma spp.
Nesta ordem, efeito ovicida tipo 3 significativo foi observado em Trichoderma spp.,
Fusarium complexo solani e Acremonium spp.. Trichoderma spp apresentou efeito
ovicida ao 14° dia de interacdo fungo-ovo. Os demais géneros fungicos testados
apresentaram efeito tipo 2. Os resultados obtidos demonstram a presenca de fungos
nematofagos parasitos de ovos em solos da regido sul do Brasil e evidenciam a
atividade ovicida do género Trichoderma spp. e Fusarium complexo solani sobre
ovos de T. canis.

Palavras-chave: Toxocariase, Nematoda, Zoonose, Controle Biolégico, Trichoderma
spp.



Abstract

FILHO, Fernando de Souza Maia. Ovicide activity of isolated fungi in soil on
Toxocara canis eggs. 2012. 57f. Dissertacdo (Mestrado) - Programa de POs-
Graduacao em Parasitologia. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

The high prevalence of Toxocara canis in dogs, associated with environmental
contamination and the resistance of eggs in the soil increase the exposure of
humans front of the parasite. Moreover, the difficulties of implementation of control
measures and disinfection, allied to the problems inherent to chemical control,
justifying the need for alternative measures that assist in controlling parasitost
transmitted by the soil. Among these measures, we highlight the use
nematophagous fungi.This study had the objective of evaluating the activity of in vit
ovicide of isolated fungi based on soil collected in public places in the city of Pelota
RS, Brazil. Samples of soil from ten localities were sowed in agar water 2% wi
antibiotics and incubated at 25°C for 21 days. The ovicide activity of the fung
isolates obtained was tested in vitro in five repetitions for each analyzed insulator. A
mL of an embryonated egg suspension of Toxocara canis (10° eggs) was poured
over the fungal cultures grown in agar water for 10 days. At intervals of 7, 14 and 21
days, 100 eggs were removed from each plaque and evaluated in optical microscopy.
Acremonium spp., Aspergillus spp., Bipolaris spp., Fusarium spp., Gliocladium sj
Mucor spp. and Trichoderma spp. were isolated from the soil. In this order
significant ovicidal type 3 effect was observed in Trichoderma spp., Fusarnum
complex solani and Acremonium spp.. Trichoderma spp. presented an ovicidal effect
on the 14™ day of fungus-egg interaction. The other fungal genera tested presented a
type 2 effect. The results obtained showed the presence of nematophagous fungi
parasites of eggs in soil in the Southern region of Brazil and demonstrated the
ovicidal activity of Trichoderma spp. and Fusarium complex solani on T. canis eggs.

Key Words: Toxocariasis, Nematoda, Zoonosis, Biological Control, Trichoderma
spp.
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1. Introducéo

A toxocariase visceral, também denominada sindrome larva migrans visceral
(LMV), é uma zoonose parasitaria resultante da migracéo e persisténcia de larvas de
helmintos em hospedeiros ndo habituais (BEAVER, 1969). Vérias espécies de
helmintos podem causar a LMV, porém Toxocara canis € 0 nematdide mais
frequentemente associado a doenca (DESPOMMIER, 2003). A alta prevaléncia
deste parasito em cédes e gatos, associada a frequente contaminagdo ambiental e a
resisténcia dos ovos no solo, incrementam a exposicdo humana a toxocariase,
tornando esta enfermidade um problema de saude publica de distribuicdo mundial
(GORTARI et al., 2007). No homem, a doenca apresenta uma ampla variacdo de
apresentacdes clinicas, podendo manifestar-se sob trés formas: larva migrans
visceral, larva migrans ocular e a forma oculta ou subclinica (SANTAREM et al.,
2011). Dados de prevaléncia da toxocariase infantil em alguns paises demonstram
indices variaveis (DEUTZ et al.,, 2005; ROMANO et al., 2010; ESPINOZA et al.,
2010, STENSVOLD et al., 2011 ). No Brasil, estudos tém relatado prevaléncias que
variam desde 8,7% a 54,8% (FIGUEIREDO et al.,, 2005, TEIXEIRA et al., 2006,
CARVALHO; ROCHA, 2011, SANTAREM et al., 2011).

Segundo Barriga, (1988) o controle da populacdo canina, a educacdo da
populacdo sobre o potencial zoonético de T. canis e a limitagdo do acesso de
animais as areas de lazer constituem medidas essenciais para a prevencao da
toxocariase. Entretanto, a dificuldade de implantacdo dessas medidas, aliada a alta
resisténcia dos ovos no ambiente, as dificuldades de desinfec¢cdo e os problemas
inerentes ao controle quimico, justificam a necessidade de medidas alternativas que
auxiliem na descontaminacdo do solo, ja que o mesmo constitui-se em uma das

principais fontes de infec¢cado aos hospedeiros suscetiveis.

Pesquisadores de varias partes do mundo buscam medidas alternativas para o
controle de endoparasitoses de animais domésticos, visando a diminuicdo do
emprego de quimioterapicos e, consequentemente, a reducdo dos niveis de
poluentes no ambiente e nos produtos de origem animal (MOTA et al., 2003). Dentre
as diversas metodologias que tém sido testadas com a intencdo de melhorar esse

controle, sugere-se o controle biolégico, como uma alternativa viavel e promissora
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que reduz as infec¢gbes causadas por helmintos parasitos gastrintestinais, e cuja
acdo se da por meio de organismos vivos que atuam como antagonistas naturais no
ambiente (ARAUJO et al., 2004b). Desta forma, é crescente o uso de fungos
nematofagos, presentes no ecossistema e cuja acdo é direcionada ao parasitismo
dos ovos e larvas de vida livre dos geohelmintos (BRAGA et al., 2007). Entretanto, a
busca por fungos adaptados as condi¢des regionais sdo necessarias, ja que para a
escolha de um possivel agente de controle deve-se levar em consideracdo a
capacidade de adaptacdo do fungo ao local que sera utilizado, mais do que a
facilidade de isolamento e/ou manutencdo em condi¢cdes de laboratério (GRAY,
1988; GRONVOLD, 1996; GORTARI et al., 2007).

Considerando a importancia do T. canis na saude publica e os problemas
inerentes ao controle e prevencao da toxocariase, torna-se nitida a necessidade de
estudos que visem minimizar a taxa de infeccdo deste parasito no ambiente. Desta

forma, elaborou-se este estudo, cujos objetivos foram:

- isolar e identificar os fungos a partir de solos coletados em areas publicas no

municipio de Pelotas, RS;
- pesquisar a presenca de fungos com atividade sobre ovos de T. canis;

- avaliar a atividade in vitro dos fungos isolados.



2. Revisao de Literatura

2.1 Toxocara canis

Toxocara canis (Werner, 1782) é um parasito pertencente ao filo Nematoda,
classe Secernentea, familia Anisakidae, género Toxocara e espécie T. canis (Neves
et al., 2005).

A fémea adulta do T. canis mede entre 6-18 cm e o macho entre 4-10 cm.
Dimorfismo sexual € nitido, sendo que os machos tém a extremidade posterior
recurvada no sentido ventral. Na extremidade anterior, observam-se asas cefélicas
estreitas. Parasitos adultos vivem, em média, quatro meses e, em cerca de seis
meses, quase todos sdo eliminados espontaneamente pelo hospedeiro (ABE &
OSELKA, 1991). A fémea produz até 200.000 ovos por dia. Como a carga
parasitaria no animal infectado pode alcancar até varias centenas de parasitos, 0s
hospedeiros podem contaminar o ambiente com milhdes de ovos por dia
(GLICKMAN & SCHANTZ, 1981).

Os ovos sdo muito resistentes a fatores adversos, podendo permanecer viaveis
por tempo prolongado no solo. Esses ovos possuem trés camadas: a mais externa, a
camada mamilonada; a central, composta de proteina e quitina, e a camada interna,
predominantemente lipidica. Esta ultima funciona como principal barreira contra a
permeabilidade do ovo. Os ovos nas fezes ndo sao embrionados e, portanto, nédo
sao infectantes (ABE & OSELKA, 1991). Para que haja o embrionamento s&o
necessarias condicdes adequadas de temperatura (15°C a 35°C) e umidade (acima
de 85%), sendo que, nessas condi¢des, 85% dos ovos tornam-se infectantes no
periodo de duas a cinco semanas. Ha relato demonstrando que existem duas mudas
dentro do ovo e, assim, a larva infectante é aquela de terceiro estagio (ARAUJO,
1972).
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2.1.2 Ciclo biolégico

T. canis € um nematddeo, cujo principal hospedeiro definitivo € o céo. Esse
parasito pode apresentar duas formas de migracdo: a hepato-tragueal e a somatica.
Na primeira, o céo ingere ovos embrionados presentes no solo contendo larvas
infectantes (SOULSBY, 1982). O céo ao ingerir o ovo embrionado, libera as larvas
no estdmago e intestino delgado. Estas larvas, medindo 20uX400u, penetram na
mucosa intestinal, invadem a corrente linfatica ou sanguinea e alcancam o figado em
24 horas. Posteriormente, atingem o coracdo e os pulmdes, através do sistema
vascular. O acometimento pulmonar acontece apos trés a cinco dias da infeccédo.
Dos pulmdes, algumas larvas passam dos brdonquios para a traquéia e faringe,
sendo entdo deglutidas. Apos duas mudas, essas larvas tornam-se adultos na luz
intestinal, iniciando, entdo, a postura de ovos. Estes ovos aparecem nas fezes
quatro a cinco semanas apos a infeccdo (ABE & OSELKA, 1991; GLICKMAN &
SCHANTZ, 1981).

Na migracdo somatica ha o transporte das larvas pelo sistema porta, mas
quando as mesmas chegam aos pulmdes retornam ao coragcdo e migram para 0s
tecidos e 6rgdos do hospedeiro permanecendo encistadas (SOULSBY, 1982). Em
fémeas gestantes, no terco final de gestacao, as larvas séo liberadas dos tecidos,
provavelmente por influéncias hormonais, migrando para a placenta e/ou glandulas
mamarias, ocasionando assim, a infeccdo neonatal de filhotes pelas vias

transplacentéaria e transmamaria (BARRIGA, 1991).

Os céaes também podem ingerir as larvas infectantes em hipobiose dos tecidos
de hospedeiros paraténicos. Nestes animais, ap0s ingestdo dos ovos embrionados,
ocorre migragdo soméatica e as larvas permanecem em hipobiose sem concluir o
ciclo (MAGNAVAL et al.,, 2001). Quando os cées ingerem as larvas presentes nos

tecidos desses hospedeiros, o ciclo do parasito se completa (NIEC, 1980).
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2.1.3 Toxocariase

A toxocariase tem sido apontada como importante zoonose, em paises
desenvolvidos e em desenvolvimento (SCHANTZ, 1989). Magnaval et al. (2001)

consideram-na como a mais prevalente helmintiase em paises industrializados.

Em alguns paises, como Austria, Malasia, Peru e Dinamarca, os indices da
toxocariase variam de 2,4% a 44% (DEUTZ et al., 2005; ROMANO et al., 2010;
ESPINOZA et al., 2010; STENSVOLD et al., 2011 ). Ja no Brasil, estudos relatam
prevaléncias que variam desde 8,7% (TEIXEIRA et al., 2006) a 54,8%
(FIGUEIREDO et al., 2005; CARVALHO & ROCHA, 2011; SANTAREM et al., 2011).

T. canis é considerado um dos agentes de maior impacto causando parasitoses
em nivel mundiais, cuja prevaléncia pode chegar até 81% da populacdo de cées
(SOULSBY, 1982). Os cdes jovens sao O0s principais responsaveis pela
contaminacdo do ambiente, podendo albergar varias fémeas com capacidade de
produzir, em média, mais de 200.000 ovos/dia cada uma (SCHANTZ & GLICKMAN,
1983; REY, 1992). Desta forma, o cao atua como principal fonte de infec¢cédo, sendo
responsavel pela manutencdo da contaminacdo ambiental (MAGNAVAL et al.,
2001) de pracas (GUIMARAES et al., 2005), areias de praias (SCAINI et al., 2003),
locais de recreacdao infantil (OLIVEIRA et al., 2007) e pastagens (HUGHES, 1991).

Entre as vias de transmissao da toxocariase humana, a principal é a ingestédo de
solo contaminado com ovos contendo a larva L3 (SCHANTZ, 1989), especialmente
a populacao infantil, por ter menor cuidado no contato com os cées, associado aos
habitos de geofagia e onicofagia (FAN et al., 2004; FIGUEIREDO et al., 2005;
CHIODO et al., 2006). O homem, além de se infectar com ovos larvados (SCHANTZ
; GLICKMAN, 1978), também pode adquirir a infeccdo ao ingerir carne crua ou mal
cozida de hospedeiros paraténicos (SALEM; SCHANTZ, 1992, FAN et al., 2004;
MORIMATSU et al., 2006). Apos serem infectados por larvas de T. canis, seres
humanos e outros animais comportam-se como hospedeiros paraténicos, nao
permitindo o desenvolvimento completo do helminto. As larvas, contudo, podem
sobreviver por longos periodos no organismo humano, realizando migracdes por
orgaos e tecidos, onde permanecem encistadas e viaveis, podendo determinar
manifestagbes clinicas diversas, que caracterizam a sindrome da larva migrans

visceral, larva migrans ocular e toxocariase oculta (TAYLOR et al., 1987).
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As manifestacdes da toxocariase humana s&o variaveis em gravidade e
dependem do numero de larvas ingeridas, frequéncia da infeccdo, intensidade da
resposta imunoldgica do hospedeiro, duracdo da infeccdo, presenca de larvas em
locais criticos e de, possivelmente, outros fatores ainda ndo estudados (SCHANTZ,
1989).

Na forma ocular, existem casos de endoftalmite (PARK et al.,, 2000),
estrabismo e uveite (AZAR et al., 2004). Estima-se que, por ano, mais de 700

pessoas infectadas por Toxocara spp. tém perda parcial de visdo (CDC, 2008).

Na larva migrans visceral as larvas no intestino do homem eclodem e migram
pela via linfatica ou circulacdo porta para diversos 6rgaos, principalmente figado e
pulmdes; e, ocasionalmente, coracdo e sistema nervoso central, originando a
sindrome da larva migrans visceral (BEAVER et al., 1952), ou afetando o globo

ocular e gerando a sindrome larva migrans ocular (ZINKHAM, 1978).

Na forma visceral, podem ocorrer distirbios respiratérios como tosse
persistente e asma (TONELLI, 2005), efusdo pleural (ASHWATH et al., 2004) e
dermatopatias, como prurido, urticaria, eczema (GAVIGNET et al., 2008) e
abcessos piogénicos (RAYES et al, 2001). Ha registros de alteracBes
neurolégicas, incluindo convulsdes (MOREIRA-SILVA et al., 2004),
meningoencefalite (VIDAL et al., 2003) e epilepsia (BACHLI et al., 2004).
Também foi relatado hepatomegalia (ALTCHEH et al., 2003), pancreatite
(D’ONOFRIO et al., 2006), miocardite (ABE et al., 2002) e ascite (CHIRA et al.,
2005).

2.1.4 Contaminagéao do solo

Os ovos de T. canis desenvolvem-se melhor em solos de tipo argiloso,
principalmente quando ndo ha exposicdo permanente ou direta a luz solar, que

exerce efeito deletério sobre as larvas (LESCANO, 1991).

Estudos realizados em vérias partes do mundo indicam a contaminagdo em
diferentes tipos de solo e em diferentes niveis, 0 que serve para ratificar o carater
cosmopolita desta zoonose. Levantamentos da contaminacdo de solos de areas de
recreacado infantil, pracas e locais publicos, areia de praias, e pracas de conjuntos

habitacionais por T. canis e/ou Toxocara spp em diferentes Estados do Brasil,
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demonstram indices de contaminacdo que variam de 16,2 a 60% (CHIEFFI e
MULLER, 1976; ALCANTARA-NEVES et al., 1989; CASEIRO, 1996; SANTAREM et
al., 1998; LIMA et al., 2005; SANTAREM et al., 2008; TAVARES et al., 2008; SILVA
et al., 2009; GALLINA et al.,, 2011). Similarmente, os indices em outros Paises
demonstram variacdes de 54 a 75% (DUMENIGO & GALVEZ, 1995; ABE &
YASUKAWA, 1997; OGE & OGE, 2000; FERRE & DORCHIES, 2000; GIACOMMETI
et al., 2000; DE YBANEZ et al., 2001; POLO-TERAN et al., 2007).

2.2 Controle biolégico

Segundo Grgonvold et al. (1996), o controle bioldégico descreve situacdes em
que um antagonista (parasito, parasitéide, predador ou patégeno) € aplicado no
ambiente para diminuir populacdes de pragas (parasitos) para densidades
subclinicas ou manter as populacdes destes em niveis ndo prejudiciais. Ndo atua
diretamente sobre os estagios parasitarios no hospedeiro, mas concentra suas
acOes sobre hospedeiros intermediarios, paraténicos, vetores de estagios larvais, e
fases de vida livre, diminuindo as fontes de infecgéo para os hospedeiros.

De acordo com Freitas et al., (2006) os mecanismos de controle biolégico sdo o
parasitismo, a predacdo, a competicdo e a anabiose. Como regra de manutencao
dos sistemas biolégicos, toda populacéo é regulada por antagonistas. Este processo
ocorre espontaneamente na natureza e nado € dependente da interferéncia do
homem. Suas vantagens incluem: facil aplicagdo, boa dispersdo ambiental, menor
custo, efeito prolongado (poderd afetar populagdes subsequentes de parasitos),
diminuicdo do aparecimento de resisténcia e possibilidade de associacdo com outras
metodologias. Além disso, n&o deixam residuos e ndo sao toxicos aos animais e ao

ambiente.

O método mais comum de controle de helmintos é através do uso de anti-
helminticos. No entanto, esse método apresenta desvantagens como presenca de
residuos na carne e no leite, risco de impacto ambiental, além do desenvolvimento
de resisténcia dos parasitos (WALLER & FAEDO, 1993; SUAREZ, 2002).

Tomando por base as desvantagens apresentadas pelo controle quimico e com
o intuito de aprimorar os programas de controle parasitario, Aradjo et al., (2004b)

afirmam que os programas de controle devem ser baseados em informacdes sobre a
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disponibilidade de larvas no ambiente, deteccdo de fontes de infeccao,
conhecimento sobre as exigéncias climaticas para eclosao de ovos, viabilidade larval
e uso de drogas anti-helminticas. Todavia, na falta dessas informacdes, podera
ocorrer utilizacdo inadequada de tratamentos com anti-helminticos causando o

aparecimento de resisténcia.

Os microorganismos selecionados para atuarem como antagonistas naturais
devem ter alta capacidade reprodutiva e suportar as condi¢des ambientais no local
em que o controle é realizado. Assim, a selecdo de um agente que possa ser
empregado comercialmente como controlador biolégico de  parasitos
gastrointestinais estd baseada na capacidade de producdo do antagonista em
escala industrial, nos custos relacionados a esta produ¢éo, na competitividade com
as drogas tradicionais estabelecidas no mercado e no tempo de sobrevivéncia do
organismo em formulacdes comerciais. Deve-se atentar para que as formulacdes
oferecam seguranca para os produtores, consumidores, animais tratados, ao meio
ambiente e finalmente, que seja efetivo no controle do organismo alvo (MOTA et al.,
2003).

S&o conhecidos trés principais grupos de organismos antagonistas de
nematddeos, que diferem entre si de acordo com seu modo de a¢do. Os predadores
sdo organismos que predam nematdides e utilizam partes de seu corpo como
nutrientes. Algumas espécies de predadores podem ser polifagas, consumindo um
grande numero de espécies de presas e outras olifagas, sendo, portanto, mais
especificas. Um segundo grupo é composto por parasitos, que crescem juntamente
com seus hospedeiros, obtendo deles 0s nutrientes necessarios para seu
desenvolvimento e multiplicacdo. Em contraste com os predadores, estes
organismos sao capazes de completar seu ciclo e aumentar sua biomassa em um
anico nematoéide. O terceiro grupo de antagonistas contém um variado niamero de
organismos que influenciam a sobrevivéncia dos nematdides por competicao,

espaco fisico, ou producdo de substancias toxicas aos mesmos (STIRLING, 1991).

A maioria dos estudos com fungos sobre o controle biolégico das helmintoses
tem envolvido a utlizagdo de fungos nematéfagos predadores sobre larvas
infectantes de helmintos gastrointestinais (WALLER et al., 1994; MENDOZA-DE-
GIVES et al., 1999).
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A administracdo de fungos nematéfagos aos animais domeésticos é considerada
uma alternativa no controle dos estagios de vida livre dos nematdides nas
pastagens, reduzindo as re-infestacbes e contribuindo para a sua profilaxia
(BARGER, 1999; MOTA et al.,, 2003). A habilidade dos fungos nematdfagos em
colonizar a rizosfera tem sido apontada como uma caracteristica importante de um
agente de biocontrole (PEARSSON et al., 1995). O sucesso para o estabelecimento
desses fungos no solo dependera basicamente de uma fonte nutricional que possa

Ihes garantir vantagens competitivas na microbiota existente (KERRY et al., 1984).

Segundo Faedo et al., (2002) para que um fungo seja efetivo como controlador
biologico, esse devera estar presente e ativo nas fezes, no solo e ambiente ao

mesmo tempo que as formas pré-parasitarias.

O controle biolégico sobre ovos de helmintos € uma alternativa muito promissora
e que vem se destacando atualmente. Além disso, fungos que impedem a evolucdo
de ovos provavelmente sdo mais promissores como agentes de biocontrole, pois
guando comparados aos fungos predadores e endoparasitas, seu efeito na reducao
de uma populacdo de helmintos serd mais acentuado (CIARMELA et al., 2002;
BRAGA et al., 2007).

A aplicacdo de fungos no biocontrole de helmintos parasitos gastrointestinais
vem auxiliar o controle quimico. Ela deveria ser feita ndo sé em condi¢cdes em que
ocorrer previsdo de maior infestacdo de pastagens por ovos e larvas, mas também
guando houver melhores condi¢cdes para o crescimento dos fungos no meio
ambiente. Essas ac¢bOes previnem, com isso, 0 parasitismo clinico e a perda de
produtividade, fornecendo uma quantidade de larvas suficientes aos animais para
provocar o desenvolvimento de uma imunidade adquirida naturalmente (WALLER &
FAEDO, 1993; GRAMINHA et al., 2004).

2.3 Fungos nematofagos

A primeira descricdo de um fungo predando nematdides foi feita em 1888 por
Zopf (GRAY, 1988). Entretanto Jansson & Poinar (1986) relataram o encontro de
uma peca de ambar de milhdes de anos contendo um fungo predador de um

nematodide do género Oligaphelenchoides atrebora.
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Na literatura cita-se uma grande abundancia de antagonistas naturais dos
helmintos, entre eles protozoérios, bactérias, virus, &caros, besouros e fungos.
Dentre eles, os fungos nematofagos tém demonstrando bons resultados como
agentes de biocontrole, podendo ser encontrados nos ambientes mais distintos
(KERRY, 2000; RIBEIRO, 2003). Pesquisas demonstram que esses fungos estao
presentes em solos (DIAS et al., 1995), fezes frescas coletadas diretamente do reto
de animais (MANUELLI et al., 1999; SAUMELL et al., 2000), ou bolos fecais em
decomposicao (MAHONEY & STRONGMAN, 1994; SAUMELL & PADILHA, 2000).
Ao avaliar a presenca de fungos nematéfagos em solos, Gortari et al., (2007) na
Argentina; Araujo (1995) e Braga et al. (2009a) no Brasil, isolaram varios géneros
fungicos, entre eles Acremonium spp., Aspergillus spp., Chrysosporium spp.,
Fusarium spp., Humicola spp, Mortierella spp., Mucor spp, Paecilomyces spp,
Penicilium spp., Pochonia spp. e Monacrosporium spp., 0S quais apresentaram

alguma atividade sobre ovos de helmintos.

A maioria das espécies de fungos utilizadas no controle biolégico era classificada
como fungos imperfeitos (reproducdo assexuada), divisdo Deuteromycetes, classe
Hyphomycetes, ordem Hyphomicetales e familia Moliniaceae. Todavia, ao se
identificar a reproducdo sexuada ou perfeita em algumas espécies permitiu a
reclassificacdo para o filo Ascomycota (GRIFFIN, 1994; MOTA et al., 2003).

De acordo com Barron (1977) e Mota et al., (2003), mais de 150 espécies de
fungos nematéfagos ja foram catalogados. Esses fungos também sédo conhecidos
como fungos destruidores de helmintos, mas por apresentarem caracteristicas
ovicidas podem também predar ovos de helmintos. Comportando-se como
antagonistas naturais, sdo capazes de promover a captura, morte ou mesmo
destruicdo, contribuindo para que os problemas relacionados a resisténcia e
ecotoxicidade sejam minimizados. Entretanto, a utilizacdo desses agentes de
controle ndo excluem a necessidade da empregabilidade de programas integrados
de controle parasitario, selecdo de animais resistentes e confec¢cdo de vacinas
(ARAUJO et al., 1998).

Os fungos nematofagos séo divididos em trés grupos: endoparasitas, predadores
e oportunistas. Existe ainda um quarto grupo conhecido como fungos produtores de
metabdlitos toxicos, que embora pouco estudados, também sao classificados como
fungos nematdfagos (ARAUJO et al., 2004b).
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Segundo Mota et al. (2003) e Araujo et al. (2004a) fungos endoparasitas nao
produzem micélio extenso, mas séo capazes de infectar os nematoides através da
da liberacdo de conidios, que ao serem ingeridos, promovem o desenvolvimento de
hifas responséaveis pela absor¢cdo do conteudo interno do nematéide. Grande parte
dos fungos endoparasitas é parasito obrigatério e por isso possuem uma faixa
restrita de hospedeiros. Devido a esse fato, a sua utilizacdo e producao in vitro &
menor, além da producdo em escala industrial ser onerosa. Além disso, nao
possuem capacidade de crescimento no solo, o que o torna impossivel de ser
proposto como inoculo para o controle ambiental do nematdide-alvo (RIBEIRO,
2003). De acordo com Stirling & West (1991), a dependéncia de agua livre para a
atividade dos fungos endoparasitas € o principal fator de limitacdo para a sua

eficiéncia como controladores biol6gicos de organismos.

O grupo dos predadores produz até seis tipos de armadilhas: hifas adesivas ndo
diferenciadas; ramificacdes de hifas que sofrem anastomose, formando redes
adesivas tridimensionais; ramificacbes adesivas, nodulos adesivos; anéis
constritores e anéis nao constritores. A hifa é usada como armadilha e a presa é
capturada por adesdo (MOTA et al. 2003). A forma de captura é realizada por meio
do desenvolvimento de um amplo sistema de hifas vegetativas e por estruturas de
captura dispostas ao longo destas. Algumas dessas estruturas de captura séo
dependentes de estimulos externos, como quantidade e presenca dos nematoides,
motilidade, producdo de substancias deles derivadas, estresse fisioldgico, e fatores
biolégicos como luminosidade, presenca de agua e estado nutricional do isolado
fangico predador, quando em cultivo em laboratério (ARAUJO et al., 2004b). Este
grupo de fungos é o mais estudado e apresenta maior potencial de comercializacao,
pela facilidade de isolamento e manutencdo em laboratorio (GRZONVOLD et al.,
1996).

Araujo et al. (1999) e Dimander et al. (2003) mencionam 0s géneros predadores
Duddingtonia e Monacrosporium como 0s mais estudados e utilizados no controle
biolégico de helmintos. Inimeras pesquisas tem demonstrado resultados
promissores com 0 uso desses fungos no controle de helmintos em animas
(RIBEIRO et al., 1999; MELO et al., 2003; JOBIM et al., 2008; BRAGA et al., 2007,
2008, 2009b)
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Os fungos oportunistas além de parasitarem ovos, cistos e fémeas de
fitonematdides e de helmintos em geral, sdo saprébios e, por essa razdo, nao
dependem da presenca do parasito no solo para a sua sobrevivéncia, sendo por isso
facilmente cultivados em laboratorio. Suas hifas penetram a casca do ovo através
dos pequenos poros existentes na camada vitelinica, causando alteragcdo na
permeabilidade da casca e expandindo seu volume. A hifa aumenta de tamanho ao
passar pela camada vitelinica e atravessa a camada quitinica e lipidica adjacente.
Como consequéncia do processo, a camada vitelinica se divide, a camada de quitina
vacuoliza e a camada de lipidios torna-se dispersa. Hifas endégenas emergem do
ovo e produzem conidioforos, funcionando como fonte de conidios. Estes tipos de
fungos colonizam o contetudo do ovo, ou ainda a larva em desenvolvimento no seu
interior (ARAUJO et al., 2004a; CIARMELA et al., 2002). La Mondia & Brodie, (1984)
afirmam que nos estagios iniciais de desenvolvimento dos ovos € mais facil a
penetracdo do fungo do que aqueles em estagios mais maduros, contendo formas

juvenis.

A classificacdo da atividade ovicida € estabelecida de acordo com 0s seguintes
parametros: efeito do tipo 1 (efeito litico sem prejuizo morfolégico a casca, na qual
sdo visualizadas as hifas aderidas a casca do ovo); efeito do tipo 2 (efeito litico com
alteracdo morfoldgica da casca e embrido do ovo, sem penetracao das hifas através
da casca); e efeito do tipo 3 (efeito litico com alteragcdo morfolégica da casca e
embrido do ovo, com penetracdo de hifas e colonizacao interna do ovo) (LYSEK &
NIGENDA, 1989; LYSEK & STERBA, 1991). Assim, a classificacdo de um fungo
COmo espécie ovicida somente acontece se este apresentar durante o processo de
infeccdo dos ovos o efeito do tipo 3 (LYSEK & CHALUPOVA, 1978; LYSEK et al.,
1982). Contudo, Rodriguez-Kébana et al., (1984) descrevem que numa mesma
espécie fungica poderdo ocorrer variagdes no que se refere a capacidade predatoria
de ovos, e sendo assim, diferencas entre biotipos serdo decisivas na determinacao
de sua acao. Essas diferencas foram demonstradas por alguns pesquisadores,
principalmente em isolados de Paecilomyces lilacinus parasitando ovos de
Meilodoyine incognita, onde em 12 isolados dessa espécie apenas cinco exemplares
mostraram acdo predatoéria de forma uniforme (CARNEIRO e GOMES, 1993).

Pochonia chlamydosporia (Verticillium chlamydosporium), Paecilomyces lilacinus

e Dactyella ovoparasitica sdo os principais representantes com significativa atividade
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ovicida (LYSEK & STERBA, 1991). Pesquisas envolvendo essas espécies fungicas
tém sido extensivamente desenvolvidas e mostram resultados promissores no
controle de T. canis (BASUALDO et al.,, 2000; CIARMELA et al., 2000; ARAUJO,
2008; BRAGA et al., 2008; BRAGA et al., 2009a; CARVALHO et al., 2010)

Alguns estudos tém sido desenvolvidos no intuito de esclarecer os possiveis
mecanismos ovicidas exercidos pelos fungos. Bittencourt et al., (1999) e Monteiro et
al., (1998) sugerem que a acédo ovicida de alguns fungos € decorrente da producéo
de metabdlitos toxicos que afetam diretamente o embrido em desenvolvimento e a
eclosao das larvas. J4 Kerry & Hidalgo, (2004) afirmam que a producdo de enzimas
quitinoliticas esta potencialmente envolvida no processo de infeccdo dos ovos.
Similarmente, Dackman et al. (1989), dizem que a habilidade de uma espécie para
parasitar ovos esta diretamente relacionada com sua atividade enzimatica litica,
podendo ser de natureza quitinolitica e proteolitica. J4, Basualdo et al., (2000)
acreditam que o mecanismo de atuacdo desses fungos contra os ovos de helmintos
esteja baseado na decomposi¢cdo enzimatica e biossintese de toxinas. Segundo
Araujo et al. (2004a), a hifa penetra no ovo através de pequenos poros existentes na
camada vitelinica da casca, provocando com isso uma alteracdo na sua
permeabilidade e, em consequéncia disso, uma expansdo em seu volume com
colonizagdo do conteudo do ovo. Alguns estudos ultra-estruturais em ovos e juvenis
de Meloidogyne arenaria demonstraram que o fungo ovicida penetra o ovo de forma
direta, através de pequenos poros existentes na sua camada vitelinica (FREIRE &
BRIDGE, 1985). Estas aberturas sdo produzidas pela pressdo das hifas

intumescidas, uma vez que em ovos de helmintos n&o existem aberturas naturais.

Ciarmela et al. (2000), demonstraram 0 quao promissor é esse grupo para ser
empregado no controle biolégico de helmintos, principalmente porque reduzem em
cerca de 70 a 90% os niveis de ovos viaveis no solo. Muitas vezes o0 que impede
sua plena eficacia é a estratégia desenvolvida pelos parasitos. A maioria desses
helmintos parasitos gastrointestinais produz ovos que rapidamente darédo origem a
larvas, dificultando o processo de interagdo com o0s ovos (JANSSON &
NORDBRING-HERTZ, 1988).
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Abstract:

This study had the objective of evaluating the activity of in vitro ovicide of isolated
fungi based on soil contaminated with Toxocara spp. in public places in the city of
Pelotas, RS, Brazil. Samples of soil from ten localities were sowed in agar water 2%
with antibiotics and incubated at 25°C for 21 days. The ovicide activity of the fungal
isolates obtained was tested in vitro in five repetitions for each analyzed insulator. An
mL of an embryonated egg suspension of Toxocara canis (10° eggs) was poured
over the fungal cultures grown in agar water for 10 days. At intervals of 7, 14 and 21
days, 100 eggs were removed from each plague and evaluated in optical microscopy.
Acremonium spp., Aspergillus spp., Bipolaris spp., Fusarium spp., Gliocladium spp.,
Mucor spp. and Trichoderma spp were isolated from the soil. In this order, a
significant ovicidal type 3 effect was observed in Trichoderma spp., Fusarium
complex solani and Acremonium spp. Trichoderma spp. presented an ovicidal effect
on the 14™ day of fungus-egg interaction. The other fungal genera tested presented a
type 2 effect. The results obtained showed the presence of nematophagous fungi
parasites of eggs in soil in the Southern region of Brazil and demonstrated the

ovicidal activity of Trichoderma spp. and Fusarium complex solani on T. canis eggs.

Key Words: Toxocariasis, Nematoda, Egg fungal parasites, Soil, Biological control,

Trichoderma spp.



4.1. Introduction

Visceral toxocariasis, also called syndrome of visceral migrans larva (VML), is a
parasitic zoonosis, a result of the migration and persistence of helminthic larva in
uncommon hosts (Beauver, 1969). Several species of helminthes can cause VML,
however, Toxocara canis is the most frequent nematode associated to the disease
(Despommier, 2003). The high prevalence of this parasite in dogs and cats,
associated to the frequent contamination of the environment and the resistance of
the eggs in the soil, increase human exposure to toxocariasis, making this disease a
problem of public health of a world distribution (Gortari et al., 2007). Prevalence data
of child toxocariasis in some countries demonstrate quite variable indexes (Romano
et al., 2010; Sharif et al., 2010; Espinoza et al., 2011; Stensvold et al., 2011). In
Brazil, studies have reported a prevalence that varies from 8.7% (Teixeira et al.,
2006) to 54.8% (Figueiredo et al., 2005; Carvalho and Rocha, 2011; Santarém et al.,
2011).

According to Barriga (1988) the control of the canine population, the education of
the population about the zoonotic potential of T. canis and the limitation of the
access of animals to leisure areas constitute essential measures to prevent
toxocariasis. Nevertheless, the difficulty in implementing these measures, joined to a
high resistance of the eggs in the environment, the difficulties of disinfection, and the
problems inherent to chemical control justify the need of alternative measures that
would help in the decontamination of the soil, as it constitutes one of the main
sources of infection of susceptible hosts. The use of nematophagous fungi, natural
enemies present in the ecosystem, and the action of which is directed to the
parasitism of the eggs and larvae of free life of the geohelminthes are increasing
(Braga et al., 2007). These fungi live in the organic matter of the soil, where they
develop parasitoid or predator relations with the nematodes, being classified as
ovicide, endoparasites, or predators (Graminha et al., 2005). The parasitoid fungi of
eggs do not depend on the presence of nematodes in the soil for their survival. Due
to this characteristic, they establish themselves easier than the predator fungi
(Ferreira et al., 2008). Their ovicide activity is characterized by the penetration of
hyphae in the egg shell, through the pores of the vitelline layer, which causes
alteration in the permeability of the shell and the expansion of its volume (Mota et al.,
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2003). Among these fungi Pochonia chlamydosporia and Paecilomyces lilacinus
stand out and are extensively studied in relation to their ovicidal activity on T. canis
(Aradjo et al., 1995; Gortari et al.,, 2007; Carvalho et al., 2010; and Frassy et al.,
2010). However, the search for fungi adapted to the regional conditions is necessary,
since the research on autochthonous fungi, with a nematophagous potential is
important to the biological control. To choose a possible control agent, the capacity of
adaptation of the fungus to the locality that will be used, must be taken into
consideration, more so than the facility of isolation and/or maintenance in laboratory
conditions (Gray, 1983; Gronvold, 1996; Gortari et al., 2007).

Faced with this, it becomes important to evaluate the ovicidal activity of isolated
fungi based on the soil of public localities in the municipality of Pelotas, RS, Brazil on

T. canis eggs.



4.2. Materials and methods

4.2.1. Collection of soil samples: Soil was collected in public areas in the
municipality of Pelotas, State of Rio Grande do Sul, Brazil. The municipality is
located at latitude 31° 46'19"S and longitude 52° 20'33"O. It is seven meters above
sea level, has a subtropical climate, damp, with an annual average of 17.5°C, 1,379
mm of rain per year and a relative humidity of the air of 80% per year
(http://pt.wikipedia.org/wiki/Pelotas#Clima). The areas selected for the collection (10
localities; 3 equidistant places per locality) were based on previous work performed
in the region, and which had presented contamination by Toxocara spp. eggs
(Tavares et al., 2008; Gallina et al., 2011). Samples of approximately 500 grams of
soil were obtained at a depth of 10cm, ignoring dead leaves and residual of the top
layer. After the collection, the samples were packed in plastic bags, duly identified,
and immediately transported to the Mycology Laboratory of the Biology

Institute/UFPel for processing.

4.2.2. Isolation of fungi from the soil: The technique for the isolation of fungi was
based on Duddington (1955), adapted for the research on fungi with ovicidal activity,
described by Gortari et al. (2007). The surface of the agar water culture medium at
2%, with the addition of streptomycin (5 mg/1L) and chloramphenicol (5mg/1L) was
inoculated with one mL of a suspension of T. canis eggs (approximately 10° eggs)
and immediately pulverized with 0,5 grams of the soil, in the form of a cross. The
plaques were incubated at 25°C and observed daily for 21 days. After fungal growth,
new culture plates were placed into Petri dishes containing potato dextrose agar
(PDA). The identification of the fungi was based on macro and micro morphological
characteristics (Domsch et al.,1995; De Hoog et al., 2000) and determined up to the
lowest taxonomic level possible. After the identification, the cultures were maintained

in test tubes containing corn-meal-agar (CMA) at room temperature.

4.2.3. Collection of T. canis eggs: Firstly, young dogs with parasites were treated
with pamoato of pyrantel (12,5 mg/Kg, by mouth). The specimen of parasites

recovered were washed in isotonic saline solution with PBS 0.15M, pH 7.2 for
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identification and sexing. The eggs were obtained directly from the uterine tubes of
the adult females and washed 10 times per centrifugation, in distilled sterile water, at
1.000 rpm per 5 minutes. Afterwards, they were incubated at 25°C, for 14 days in a
solution containing formalin at 0.05%, streptomycin sulphate at 0.05%, and
chloramphenicol at 0.01%. Following this period, the process of washing with distilled
water was repeated as described above.

4.2.4. In vitro activity of fungal isolates: The tested isolates were previously
peaked for Petri dishes containing PDA, incubated at 25°C for 10 days. Based on this
cultivation, disks of the culture of 4mm in diameter were transferred for Petri dishes
containing agar water at 2%. All the dishes remained incubated at 25°C for 10 days.
One mL of a suspension of embryonated T. canis eggs (10°/mL) were poured over
each one of the fungal cultures, as well as over the surface of the Petri dishes
containing only agar water medium at 2% (without fungus), becoming the control
group. Five repetitions were performed for each insulator analyzed. Previously, the
embryonated eggs had been analyzed morphologically in relation to their integrity, by
means of an optical microscopy, in an objective lense of 10x, following the criteria
described by Aradjo et al. (1995). At intervals of 7, 14 and 21 dias, 100 eggs were
removed from each dish, according to the technique described by Araudjo et al.
(1995), colored with Aman-blue at 1% and evaluated in microscopy of light, according
to the parameters established by Lysek et al. (1978). As a positive control, the fungus
Paecilomyces lilacinus (CG 193) was used, and as a negative control, Duddingtonia
flagrans (CG 768). These isolates were kindly provided by CENARGEN (National

Research Center for Genetic Resources and Biotechnology).
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4.2.5. Statistical Analysis: The data obtained were submitted to the non-parametric

Friedman test with a significance level of 1%.

4.3. Results

Based on the soil analyzed, fungi of the Aspergillus spp., Acremonium spp.,
Bipolaris spp., Fusarium complex oxysporum, Fusarium complex solani, Gliocladium
spp., Mucor spp. and Trichoderma spp. were isolated. All the fungal isolates showed
some degree of fungus-egg interaction. However, the isolates of Acremonium spp.,
Fusarium complex solani and Trichoderma spp. were the ones that presented a
significant ovicidal effect (type 3 effect) on the embryonated Toxocara canis eggs.
The results in average for the type 1, 2, and 3 effects at 7, 14, and 21 days for the
groups treated with the fungi Acremonium spp., Fusarium complex solani,
Trichoderma spp., and the control group are represented in Table 1. In the control
group, the presence of fungi was not found. The ovicidal activity of the isolate
Trichoderma spp. was observed on the 14™ day of interaction (Figure 1). In
Acremonium spp. and Fusarium complex solani the same effect was observed on the
21° day. In the remaining evaluated fungi, although they had not shown a significant
type 3 effect, the type 2 effect was observed on the 21% day in Aspergillus spp.
(55.2%), Bipolaris spp. (52.4%), Fusarium complex oxysporum (46.8%), Mucor spp.
(42.0%) and Gliocladium spp. (39.2%).
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Table 1 — Percentages and standard deviation of ovicide activity of the fungi
Acremonuim spp., Fusarium complex solani, Trichoderma spp. and control group, on

Toxocara canis eggs at 7, 14 and 21 days of fungus-egg interaction.

Effect at 7 days

Effect 1(%)* Effect 2 (%)** Effect 3 (%) ***
Acremonium spp. 27.4"+33 0"+0 0"+0
Fusarium complexo solani 52.0°+3,8 0"+0 0"+0
Trichoderma spp. 64.0° £ 2,6 10.6°+5,9 0.2"+0,4
Control 0°+0 0*+0 0*+0

Effects at 14 days

Effect 1 (%)* Effect 2 (%)** Effect 3 (%) ***
Acremonium spp. 49.0"+ 1.6 48~ +27 0*+0
Fusarium complexo solani 50.6°+1.5 7.00+2.0 0"+0
Trichoderma spp. 35.2°+3.9 41.2° + 6.4 34%+111
Control 0°+0 0°+0 00

Effects at 21 days

Effect 1 (%)* Effect 2 (%)™ Effect 3 (%) **
Acremonium spp. 51.6% +3,7 30.2%£3,0 1.8°+0.8
Fusarium complexo solani 49.0"+4,3 26.0"+35 46°+1.1
Trichoderma spp. 30.8°+3,6 53.4%+51 7.8°+13
Control 0°+0 0°+0 0°£0

Percentage followed by a different capital letter in the column statistically differs (P < 0,01) by the Friedman test.*Effect type 1, physiological, biochemical effect, without
morphological damage to the egg shell, on which hyphae can be observed adhered to the shell; **Effect type 2, lithic effect with alterations in the morphology of the shell and
embryo of the egg, without penetration of the hyphae through the shell; ***Effect type 3, lithic effect, with morphological alteration of the shell and the embryo, as well as

penetration of the hyphae and internal colonization of the egg.
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Figure 1 - Effect type 3 of the insulator Trichoderma spp. on Toxocara canis eggs on
the 14™ day of interaction. One can see the adherence of conidia and penetration of
hyphae in the cuticle with the destruction of the egg. Optical microscopy (object lense

40X).




4.4. Discussion

This study is the first in the research of parasitic fungi for eggs in soil in the
Southern region of Brazil. Seven genera of filament fungi were isolated, from soil with
high Toxocara spp. egg contamination. Trichoderma spp., Fusarium complex solani
and Acremonium spp. stood out for their promising ovicide activities. According to
Lysek (1978) a fungus with ovicide potential is that which demonstrates the largest
percentage of lithic effect, with morphological alteration of the shell and embryo, with
penetration of hyphae and internal colonization of the egg (type 3 effect). Within the
fungi evaluated, Trichoderma spp. stood out, as it presented a significant type 3
effect after the 14" day of fungus-egg interaction. This result is relevant, because
according to Overgaauw (1997) the T. canis eggs become infectious in around 2 to 6
weeks. Hence, the fungus could induce the eggs to inactivity and thus, reduce the
level of environmental contamination. Several studies have evaluated ovicidal action
of different fungi on T. canis eggs (Araujo et al., 1995, Carvalho et al., 2010;
Ciarmela et al. 2002; Gortari et al., 2007; Ciarmela et al., 2010; Frassy et al., 2010).
Only Ciarmela et al. (2010) evaluated the activity of Trichoderma harzianum. This
genus has been extensively researched in the biological control of innumerous
phytopathogenic fungi (Mafia et al., 2003; Ethur et al., 2005; Patricio et al., 2007) and
in the control of phytonematodes (Sharon et al., 2001, 2007; Ferreira et al., 2008).
Surveys have shown the capacity of parasitism of Trichoderma spp. on eggs of
different species of nematodes from the branches of Meloidogyne exigua (Ferreira et
al., 2008), M. incognita (Eapen et al., 2005; Santin, 2008), M. arenaria (Windham et
al.,, 1989) and M. javanica (Sharon et al., 2001, 2007). Mechanisms have been
suggested to explain the activity of Trichoderma spp. against phytopathogenic fungi
like: antibiosis, competition, micro paratisism and production of enzymes (chitinases,
glucanases and proteases). All these mechanisms, except competition, can
potentially be involved in the process of biological nematode control (Sharon et al.,
2001). Santin (2008), on assessing the potential of Trichoderma spp. on M. incognita
suggests that the mechanisms used by the fungus in the control of nematodes
consists of the production of inhibiting volatile metabolites and in the production of
lithic enzymes that degrade the chitin of the eggs. Morton et al. (2004) state that the
chitinolytical activity is probably the most relevant for the lesion on the sheath of the

egg. It is suggested that ovicide activity of the observed Trichoderma spp. on T. canis
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eggs in the current study can be due to some of the mechanisms mentioned afore.
However, research needs to be developed to determine the exact ovicide mechanism
used by the fungus. Though our results differ from Ciarmela et al. (2010), who state
that T. harzianum does not affect the viability of T. canis eggs, it is probable that this
divergence is due to the species of the Trichoderma evaluated. Moreover, Sharon et
al. (2007) verified differences in the capacity of the adherence of conidia and the
parasitism of three species of Trichoderma on eggs of M. javanica, reporting less

activity of T. harzianum.

In Argentina, Ciarmela et al. (2002, 2010), on evaluating ovicide activity of
isolated fungi in soil of public localities in the city of La Plata, showed the activity of
Fusarium pallidoroseum, F. oxysporum, F. sulphureum and F. moniliforme on T.
canis eggs. In a similar study, Gortari et al. (2007) demonstrated the efficiency of
various fungal genera on eggs of the same parasite, amongst which: Acremonium,
Aspergillus, Fusarium, Mucor, Paecilomyces, and others. The ovicide effect by the
genus Fusarium in our study and in that of Ciarmela et al. (2002, 2010) and Gortari et
al. (2007) is indicative of the probable potential of these fungi as agents of biological

control of helminthic eggs and deserves larger in vitro investigations.

The result obtained from the isolate Acremonium spp., although significant, was
the one that presented a lesser percentage of type 3 effect (1.8%), when compared
to Trichoderma spp. and Fusarium complex solani. Reports describing ovicide activity
of this genus are rare. However, Gortari et al. (2007) demonstrated adversary action
in this fungus on Toxocara spp. eggs. The other genera evaluated, Aspergillus,
Bipolaris, Fusarium complex oxysporum, Gliocladium and Mucor presented type 2
effect, not considered ovicide, according to the parameters determined by Lysek
(1978).

Amongst the nematophagous fungi studied most, Paecilomyces lilacinus and
Pochonia chlamydosporia stand out for their ovicide activity. In vitro studies have
shown the efficiency of these fungi on embryonated T. canis eggs (Araujo et al.,
1995; Carvalho et al.,, 2010; Frassy et al., 2010), Taenia saginata (Braga et al.,
2008a), Fasciola hepatica eggs (Braga, 2008b), egg capsules of Dipylidium caninum
(Araujo et al., 2009) and Eurytrema coelomaticum eggs (Braga et al., 2009).
Although they are the species most cited as ovicides, Pochonia chlamydosporia and

Paecilomyces lilacinus were not isolated from soil in this study. This fact could have
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occurred due to the influence of biotic and abiotic factors, which affect the growth and
development of fungi in the environment (Gortari et al., 2007).

4.5. Conclusion

The results of this study demonstrate the presence of parasitic fungi of eggs in
soil in the Southern region of Brazil and show the ovicide activity of the genus
Fusarium complex solani and Trichoderma spp. on T. canis eggs.
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6. CONCLUSOES GERAIS

Os resultados obtidos demonstram a presenca de fungos com atividade ovicida
em solos da regido sul do Brasil (municipio de Pelotas, RS) sobre ovos de Toxocara
canis. No presente estudo foram isolados, identificados e testados 0s seguintes
fungos: Aspergillus spp., Acremonium spp., Bipolaris spp., Fusarium complexo
oxysporum, Fusarium complexo solani, Gliocladium spp., Mucor spp. e Trichoderma
spp. Todos os isolados demonstraram algum nivel de atividade sobre os ovos
embrionados de T. canis, porém, Acremonium spp., Fusarium complexo solani e
Trichoderma spp., demonstraram resultados significativos, evidenciando assim, uma

possivel utilizacdo destes no controle biolégico sobre ovos de T. canis.
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7.1. Anexo 2

Tabela ndo publicada

TABELA 2- Percentual de atividade ovicida e desvios padrdo dos fungos isolados do solo

sobre ovos de T. canis nos intervalos de 7, 14 e 21 dias.

Acremonium spp 7 dias 14 dias 21 dias p-valor
Efeito I* 27,4 (3,3) 49,0 (1,6) 51,6 (3,7) 0,015
Efeito I1** 0 (0) 4,8 (2,7) 30,2 (3,0) 0,007
Efeito [11*** 0 (0) 0 (0) 1,8(0,8) 0,007
Controle 0 0 0 0
Fusarium complexo solani 7 dias 14 dias 21 dias p-valor
Efeito I* 52,0 (3,8) 59,6 (1,5) 49,0 (4,3) 0,015
Efeito I1** 0 (0) 7,0 (2,0) 26,0 (3,5) 0,007
Efeito [11*** 0 (0) 0 (0) 4,6 (1,1) 0,007
Controle 0 0 0 0
Trichoderma spp. 7 dias 14 dias 21 dias p-valor
Efeito I* 64,0 (2,6) 35,2 (3,9) 30,8 (3,6) 0,007
Efeito 11** 10,6 (5,9) 41,2 (6,4) 53,4 (5,1) 0,007
Efeito [11*** 0,2 (0,4) 3,4(1,1) 7,8 (1,3) 0,007
Controle 0 0 0 0
Aspergillus fumigatus 7 dias 14 dias 21 dias p-valor

Efeito I* 61,4 (2,1) 36,4 (4,1) 30,4 (2,9) 0,007
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Efeito 11** 0,8 (1,1) 41,4 (3,5) 55,2 (2,4) 0,007
Efeito [1I*** 0 (0) 2,0(0,7) 3,0(0,7) 0,008
Controle 0 0 0 0
Aspergillus flavus 7 dias 14 dias 21 dias p-valor
Efeito I* 67,4 (1,8) 39,2 (2,6) 38,2 (2,5) 0,019
Efeito 11** 1,2 (2,2) 40,0 (2,9) 44,2 (2,8) 0,007
Efeito [11*** 0 (0) 0,6 (0,5) 2,0(0,7) 0,009
Controle 0 0 0 0
Fusarium complexo 7 dias 14 dias 21 dias p-valor
oxysporum
Efeito I* 57,4 (3,6) 59,6 (3,4) 46,8 (3,9) 0,008
Efeito 11** 0,4 (0,5) 7,8(2,3) 32,8 (3,4) 0,007
Efeito [11*** 0 (0) 0,2 (0,4) 4,8 (1,5) 0,009
Controle 0 0 0 0
Mucor spp. 7 dias 14 dias 21 dias p-valor
Efeito I* 33,2 4(,1) 42,0 (4,2) 37,2 (2,9) 0,007
Efeito 11** 11,2 (2,4) 34,6 (3,4) 42,0 (3,2) 0,007
Efeito [11*** 0 (0) 1,6 (0,5) 5,2 (0,8) 0,008
Controle 0 0 0 0
Gliocladium spp 7 dias 14 dias 21 dias p-valor
Efeito I* 55,6 (2,9) 49,0 (1,4) 42,2 (3,6) 0,007
Efeito |I** 12,6 (2,1) 26,8 (1,8) 39,2 (1,6) 0,007
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Efeito 1lI*+ 0 (0) 0,8(0,8) 2,0(0,7) 0,029

Controle 0 0 0 0

*Efeito do tipo |, efeito fisioldgico, bioquimico sem prejuizo morfolégico a casca do ovo, onde observa-se hifas aderidas a
casca; **Efeito do tipo II, efeito litico com alteragdo da morfologia da casca e embrido do ovo, sem penetracédo das hifas através
da casca; ***Efeito do tipo lll, efeito litico, com alteracdo morfolégica da casca e embrido, além da penetracdo de hifas e

colonizagao interna do ovo.



