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Resumo

ALDRIGHI, Isabel da Rocha. Acé&o ovicida de Purpureocillium lilacinum aplicado
a solo contaminado com ovos de Toxocara canis. 2017. 32f.Trabalho de
Conclusédo de Curso (Licenciatura em Ciéncias Biologicas) — Curso de Ciéncias
Biol6gicas Licenciatura, Instituto de Biologia, Universidade Federal de Pelotas,
Pelotas, 2017.

Toxocara spp. € um nematéide que acomete cdes, humanos e outros mamiferos. E
uma doenca zoonética amplamente estudada. Sua ocorréncia € associada a alta
incidéncia de Toxocara canis em cées, bem como a contaminagdo ambiental do solo
com ovos do parasito. Métodos que empregam o controle biolégico com fungos
nematofagos podem ser utilizados de forma integrada a outras medidas de controle.
Nesta perspectiva, o estudo verificou a acao ovicida in vitro de Purpureocillium
lilacinum aplicado em solo contaminado com ovos de T. canis. Para os testes foi
utiizado um isolado fangico pertencente a micoteca do laboratério de micologia
oriundos da Embrapa CENARGEN. Os ovos do parasito foram obtidos de fezes de
caes jovens naturalmente parasitados. Os ensaios experimentais foram divididos em
dois grupos com cinco replicatas e trés repeticbes. No grupo tratado 200 gr. de solo
previamente autoclavado recebeu 300 ovos de T. canis e 10 mL de suspensao de
conidios (108/mL) de P. lilacinum. No grupo controle 200 gr. de solo recebeu 300
ovos do parasito e 10 mL de agua destilada estéril. Ambos os grupos foram
incubados em estufa com fotoperiodo de 12 horas, a 25°C e umidade relativa de
85%.No 28° dia, 100 ovos de cada grupo foram recuperados pela técnica de
Caldewal e submetidos ao teste de viabilidade celular com azul de tripan 0,4%.Na
avaliacdo microscépica observou-se que 0s Ovos que apresentavam rupturas nas
membranas, estavam impregnados com azul de Tripan, enquanto que 0s ovos que
nao apresentavam rupturas, ou seja, com membrana intacta, nao foram corados.
Evidenciou-se que no grupo controle houve predominancia de ovos embrionados
viaveis, enquanto no grupo tratado observou-se maior quantidade de ovos inviaveis,
independentemente de estarem ou ndo embrionados. Os resultados deste estudo
evidenciam significativa reducdo da viabilidade dos ovos de T.canis quando
expostos ao fungo P. lilacinum aplicado ao solo.

Palavras-chave: Controle Bioldgico; Fungos Nematofagos;Parasito; Toxocariase



Abstract

ALDRIGHI, lIsabel da Rocha. Ovicida lactivity of Purpureocillium lilacinum
applied to soil contaminated with Toxocara canis eggs. 2017. 32f. Trabalho de
Conclusédo de Curso (Licenciatura em Ciéncias Bioldgicas) — Curso de Ciéncias
Biol6gicas Licenciatura, Instituto de Biologia, Universidade Federal de Pelotas,
Pelotas, 2017.

Toxocara spp. is a nematode that affects dogs, humans and other mammals. It is a
zoonotic disease widely studied. Its occurrence is associated with a high incidence of
Toxocara canis in dogs, as well as environmental contamination of the soil with
parasite eggs. Methods that employ biological control with nematophagous fungi can
be used in an integrated way with other control measures. In this perspective, the
present study verified the in vitro ovicida lactivity of Purpureocillium lilacinum applied
to soil contaminated with T.canis eggs. For the tests, a fungal isolate belonging to the
mycology laboratory was used. The parasite eggs were obtained from feces of
naturally parasitized young dogs. The experimental trials were divided into two
groups with five replicates and three repetitions. In the treated group the previously
autoclaved soil received 300 eggs of T. canis and 10 mL of P. lilacinum conidia
suspension (10%/mL). In the control group the soil received 300 eggs of T. canis and
10 mL of sterile distilled water. Both groups were incubated in a 12-hour photoperiod
at 25°C and 85% relative humidity. On the 28th day, 100 eggs from each group were
recovered by the Caldewal technique and submitted to the cell viability test with 0.4%
trypan blue. In the microscopy evaluation was observed that the eggs that presented
ruptures in the membranes were impregnated with trypan blue, whereas the eggs
with intact membrane were not stained. It was evidenced that in the control group
there was a predominance of viable embryonated eggs, whereas in the treated group
a greater amount of nonviable embryonated or not embryonatedeggs were observed.
The results of this study show a significant reduction in the viability of T. canis eggs
when exposed to P. lilacinum fungus applied to the soil.

Key words: Biological Control, Nematophagous Fungi, Parasite, Toxocariase
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1 Introducéo

A presente pesquisa tem por proposito trazer a tona questdes atinentes ao
controle biolégico de parasitos de importancia médica e veterinaria. Neste contexto,
os fungos nemat6fagos presentes no ecossistema desempenham importante papel
como agentes naturais controladores de parasitos. Sera avaliado o potencial ovicida
do fungo Purpureocillium lilacinum(previamente Paecilomyces lilacinus)sobre ovos
de Toxocara canis. As informacdes postas na sequéncia tem por intuito descrever as
acOes praticadas com o fim de atender a proposta final para a qualificacdo do
projeto.

Primeiramente, destaca-se que a alta incidéncia de T.canis em céaes,bem
como a contaminacdo do solo com ovos deste parasito, aliada a resisténcia dos
ovos no solo, contribuem para a ampla distribuicdo geogréfica do parasito.T.canis é
um parasito pertencente ao filo Nematoda, classe Secernentea, familia Anisakidae,
género Toxocara e espécie T. canis, tendo como seu hospedeiro definitivo, os caes.
A doenca proveniente da presenca de T. canis acomete o intestino delgado desses
animais, se origina pela ingestdo de ovos embrionados do ambiente pelos mesmos
(NEVES et al., 2005).

Segundo Abe;Oselka (1991) uma fémea adulta de Toxocara spp. pode
produzir até 200.000 ovos por dia. Os ovos quando liberados no ambiente ndo séo
embrionados, portanto ndo infectantes. No entanto, para se tornarem infectantes,
apos cairem no solo, precisam de um periodo de incubacédo (duas a seis semanas),
além de condicOes favoraveis de temperatura (de 15C° a 35°C) e umidade (acima de
85%).

No homem, T. canis causa a toxocarose ou toxocariase que resulta da
ingestdo acidental de ovos embrionados presentes no solo. Conforme descrito por
Lescano (1991), estudos apontam que ha contamina¢géo em diferentes tipos e niveis
de solo, evidenciando o carater cosmopolita desta zoonose. A contaminag&do por
ovos embrionados em solo de pracas e areas publicas estdo presente mormente em
criancas. Porém, outro risco significativo de infeccao, principalmente em adultos, € o
consumo de carne mal cozida de hospedeiros paraténicos.

Humanos e outros mamiferos (bovinos, ovinos e suinos), quando infectados,
sdo hospedeiros paraténicos, uma vez que nao hao desenvolvimento completo do

ciclo do helminto. No homem, ndo ha o desenvolvimento do parasito adulto no
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intestino com eliminac&o de ovos para o0 meio externo. As manifestacées clinicas de
toxocariase em humanos pode variar de casos assintomaticos até infeccdes
sistémicas, dependendo do numero de larvas infectantes, da frequéncia e local da
reinfeccdo e da resposta do sitema imunologico do hospedeiro (PAWLOWSKI,
2001).

Ainda assim, é preciso atentar-se para o fato de que, em seres humanos,as
larvas podem sobreviver por longos periodos, migrando para tecidos e 6érgéos,
permanecendo encistadas e viaveis, determinado a larva migrans visceral ou larva
migrans ocular (TAYLOR et al., 1987).

A maioria dos métodos de controle e tratamento de doencgas parasitarias
utilizam controle quimico. No entanto, o tratamento quimico deixa residuos toxicos
aos animais e ao ambiente. Segundo Grgonvold et al. (1996) a busca por produtos
gue ndo agridam o meio ambiente ea procura por métodos que utilizamo controle
biologico apresenta inumeras vantagens entre elas: facil aplicacdo, boa dispersao
ambiental, baixo custo, efeito prolongado, diminuicdo do aparecimento de resisténcia
e possibilidade de associacdo com outras metodologias, além de ndo deixar
residuos e ndo apresentarem toxicidade aos animais e ambiente.

Perante os inumeros problemas ocasionados pelo controle quimico, em
especial os efeitos nocivos que acometem a saude humana e o ambiente,é
imprescindivel o desenvolvimento de métodos alternativos de controle. Neste
contexto, a utilizacdo do controle biolégico € uma alternativa que contribui
positivamente para o controle de parasitos de importancia médica e veterinaria sem

causar prejuizos e contaminagao ambiental.

Para Cook; Godfrey (1983), dentre os micro-organismos selecionados como
antagonistas estdo as bactérias e fungos, os quais devem possuir especificidade de
acao, alta capacidade reprodutiva e suportar as condicbes ambientais no local em
gue o controle é realizado. Os fungos utilizados no controle biolégico possuem acéo
direta sobre seu antagbnico, atuando por meio de antibiose, parasitismo,
competicdo, predacao ou hipoviruléncia. Adicionalmente, mostram-se eficientes na
reducdo das populacfes dos parasitos, tanto em condi¢cfes de laboratério, como a
campo (LARSEN, 1999).

Nesta perspectiva, o trabalho em questdo verificou a acdo do fungo

nematofago Purpureocillium lilacinum sobre ovos de T.canis presentes no solo.



2.10bjetivo Geral

Verificar a acdo ovicida in vitro do fungo Purpureocillium lilacinum aplicado a

solo contaminado com ovos de Toxocara canis.

2.2 Objetivos Especificos

- Avaliar acapacidade de interacdo do fungo nematéfago P. lilacinum com ovos néo

embrionados de T. canis presentes em solo previamente contaminado;

- Classificar a atividade ovicida do fungo P. lilacinum apés interacéo fungo-ovo;

-Avaliar a viabilidade dos ovos de T.canis ap0s a interacdo com o fungo.



3 Revisao de Literatura

Estudos de ambito mundial apontam T. canis como um importante agente
zoondtico, sendo considerado um dos mais comuns parasitos descritos na
populacdo canina, podendo sua prevaléncia atingir até 81%,conforme descrito por
Santarén et al. (1998). No Brasil, as pesquisas apontam prevaléncias que variam
desde 8,7% a 54,8% (FIGUEIREDO et al.,, 2005; SCHOENARDIE et al.,, 2013;
PEDROSO et al., 2015).

Kimura (2016) reforca que existem mais de 200 zoonoses que Sao causas
importantes de morbidade e mortalidade em grupos vulneraveis como criangas,
idosos e trabalhadores envolvidos com saude publica e medicina veterinaria. Para o
autor, a ocorréncia de doengas parasitarias em solos de localidades publicas é
atribuida ao parasitismo por T. canis. Os resultados de seus estudos evidenciaram
alta incidéncia de T. canis em solos de parques e pracas de localidades publicas,
uma vez que mais de 60% das amostras analisadas demonstraram a presenca
deste parasito.

Chieffi; Muller (1976) e Rey (1992) ressaltaram que a prevaléncia de parasitismo
por T.canis acomete os cédes em todas as fases de sua vida, entretanto sua maior
incidéncia ocorre notadamente em animais jovens, devido a baixa resisténcia
imunoldgica, bem como, a infeccdo neonatal de filhotes pelas vias transplacentaria e
transmamaria (BARRIGA, 1991). Desta forma os cédes sdo apontados como 0s
principais responsaveis pela contaminagcdo ambiental.

Os resultados de Moura et al. (2013), realizado em areas publicas de Pelotas,RS,
Brasil, demonstraram um relevante indice de contaminacéo parasitaria.Segundo 0s
pesquisadores,a contaminagcdo com ovos de T.canis alcancaram o segundo maior
indice de positividade, reforcando os estudos prévios sobre a alta incidéncia de T.
canis em parques e pracas publicas.

Complementando as pesquisas que abordam a incidéncia de T. canis em cées,
ha também aquelas que tratam da viabilidade dos ovos deste parasito no ambiente.
Na visdo de Bourdeau (1986) e Abe; Oselka (1991), os ovos de T. canis,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

permanecem viaveis no ambiente por um longo periodo devido a consisténcia de
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sua cuticula externa, expondo a populacdo humana e outros animais ao risco de
infeccdo e ao desenvolvimento da doenca.

Segundo Soulsby (1982) o ciclo biolégico de T. canis no hospedeiro definitivo
pode apresentar duas formas de migracdo: a hepato-traqueal e a somatica. Na
migracdo hepato-traqueal o cdo ingere ovos embrionados presentes no solo, libera
as larvas no estdbmago e no intestino delgado; as larvas penetram a mucosa
intestinal, invadem a corrente sanguinea ou linfatica, chegando ao figado, coracéo e
os pulmdes. Dos pulmdes as larvas penetram até os brénquios e passam para
traqueia e faringe, sendo deglutidas; ap6s duas mudas, tornam-se adultas iniciando
a postura dos ovos. Na migracao somatica as larvas séo transportadas pelo sistema
porta, apos chegarem aos pulmdes retornam ao cora¢cdo migrando para os tecidos e
orgaos permanecendo encistadas.

Em seres humanos, segundo Beaver et al. (1952), ocorre a sindrome migrans
visceral. Nesta infeccéo, as larvas de T. canisno intestino humano eclodem e migram
para varios orgaos, dentre eles figado, pulméo, coracado e sistema nervoso central.
Podem ocorrer distlrbios respiratérios como tosse persistente e asma, ha
registros de alteracfes neurologicas, incluindo convulsées, meningoencefalite e
epilepsia, sendo também relatados casos de pancreatite e miocardite. Na
sindrome larva migrans ocular estima-se que mais de 700 pessoas séao infectadas
por ano, sendo descritos varios casos deperda parcial de viséo.

Dentre os mecanismos que podem ser empregados no controle de T. canis,
esta o uso de micro-organismos antagonistas naturais, controladores biologicos. O
controle biologico tem como principio manter o equilibrio do ecossistema do solo,
impedindo que o crescimento de uma populacdo de determinados microrganismos
seja favorecida (LYSEK et al., 1982).

Do ponto de vista ecolégico o controle biolégico é a acdo de parasitoides,
predadores e patdégenos que mantém a densidade populacional de outros
organismos numa média mais baixa do que ocorreria em sua auséncia (DeBACH,
1964; VAN DEN BOSCH et al. 1982).

Grgonvold et al. (1996) aponta o controle biologico como um método que
utiliza inimigos naturais (parasito, parasitoide, predador ou patégeno) a fim de
diminuir ou manter as populaces em niveis ndo prejudiciais, neste sentido, o
controle bioldgico utilizando fungos nematéfagos surge como uma alternativa

promissora no controle de T.canis.
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A esse respeito, Faedo et al. (2002) elucida que, para que um fungo seja
efetivo como controlador biolégico, esse devera estar presente e ativo nas fezes, no
solo e no ambiente ao mesmo tempo que as formas pré-parasitarias, neste caso em
especial, do parasito T. canis.

Seguindo tal linha de pensamento, Barron (1977) afirma que os fungos
nematofagos tém alta capacidade reprodutiva, bem como aptiddo em suportar
condi¢cdes ambientais diversas.

Mota et al. (2003), destaca que mais de 150 espécies de fungos nematéfagos
ja foram catalogadas. Os fungos nematéfagos sdo conhecidos tanto pela sua
capacidade de destruir helmintos, como por sua caracteristica ovicida. E relevante
informar que os fungos nematéfagos séo classificados como antagonistas naturais,
pois sdo capazes de promover a captura, morte ou mesmo destruicdo de larvas e
ovos de helmintos. Tal situagédo atribuida a estes fungos permite que os mesmos
contribuam na minimizagdo dos problemas relacionados a resisténcia, a
contaminacdo ambiental e a diminuicdo das sucessiveis infec¢ces por hospedeiros.

Conforme descrito por Mota et al. (2003) e Araujo et al. (2004) os fungos
nematofagos sao divididos em trés grupos: a) Fungos que capturam os nematoides
com armadilhas (predadores): estes fungos produzem estruturas em forma de anéis
constritores e nao constritores, hifas, botbes e redes tridimensionais adesivas ao
longo do micélio. b) Fungos endoparasitas que se desenvolvem no interior do corpo
do nematodeo, sendo o esporo a forma infectante. A infec¢do inicia-se com a
adesdo do esporo a cuticula do nematédeo (esporo adesivo) ou através da ingestao.
Em seguida, o esporo germina, penetra na cavidade do corpo onde produz o talo
infeccioso que cresce e absorve o conteldo corporal do nematédeo. c) Fungos
parasitos de ovos de nematdides (ovicidas): estes fungos ndo produzem hifas
vegetativas fora do corpo do hospedeiro, mas hifas férteis ou conidiéforos contendo
esporos. Suas hifas penetram a casca do ovo, através de pequenos poros existentes
na camada vitelinica, causando alteracéo na permeabilidade da casca e expandindo
seu volume.Os fungos ovicidas penetram na membrana dos ovos de nematéides
através de uma estrutura especializada, que é formada a partir do contato com a
cuticula do ovo. Apé6s a penetracdo, as hifas aumentam o tamanho rompendo a
membrana vitelinica, quitinosa e lipidica, ocasionando o rompimento da membrana
vitelinica, a vacuolizacdo da membrana quitinosa e a dispersdao da membrana

lipidica, ocorrendo a penetracdo e a colonizacao no interior do ovo.
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O género Purpureocillium lilacinum é uma das espécies mais estudadas do
género devido sua atividade nematicida. Pertence ao reino Fungi, filo Ascomycota,
classe Sordariomycetes, ordem Hypocreales, familia Ophiocordycipitaceae, é um
anamorfo do ascomiceto que apresenta conididforos ramificados em grupos de
bifurcacdes irregulares. Caracteriza-se por apresentar conidios separados das
fidlides formando correntes. Os conidi6foros possuem cerca de 600 um de
comprimento e desenvolvem grupos de correntes laterais (DOMSCH, et al., 1980).

(Figura 1).

Vientiel Ila‘rﬁ'é?'-' -8l
biranichlnigl

Figura 1:Caracteristicas micromorfolégicas de Purpureocilium lilacinum.Visualiza-se
coniddforos ramificados e fidlides que originam conidios em cadeias. Azul de algodao.
Objetiva 40x. Fonte-https://www.unknown2a-may05.gi

P.lilacinum, previamente conhecido como Paecilomyces lilacinus, segundo
Medrano et al. (2015) é um fungo filamentoso, saprofito, comumente encontrado em
solos agricolas. Seu desenvolvimento é favorecido em temperaturas entre 15 e
30C°, com 6timo crescimento em temperaturas entre 25 e 30C°. Possui uma ampla
adaptacdo aopH do solo tornando-se um 6timo competidor. Quando aplicado no solo
e em condi¢cdes ambientais favoraveis o fungo se estabelece, cresce e dissemina-se
rapidamente e, em curto periodo de tempo, pode ser utilizado como agente de
biocontrole sem ocasionar qualquer perigo a animais e seres humanos, nao
interferindo no crescimento de organismos edaficos.

No Brasil, pesquisas realizadas por Aradjo et al. (1995) com isolados de
varios géneros de fungos nematofagos, entre eles Acremonium spp., Aspergillus
spp., Chrysosporium spp., Fusarium spp., Humicola spp., Mortierella spp., Mucor

spp., Paecilomyces spp., Penicilium spp., Pochonia spp. eMonacrosporium spp.,
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demonstraram que estes fungos apresentam potencial ovicida sobre ovos de
helmintos.

Similarmente, Maia Filho et al. (2013) ao avaliarem o efeito ovicida de
diferentes fungos isolados de solo do municipio de Pelotas/RS,demonstraram a acéo
ovicida de Trichoderma spp., complexo Fusarium solani e Acremonium spp. sobre
ovos de Toxocara canis. Em outro estudo, Maia-Filho (2016) avaliou a infectividade
de ovos embrionados de T. canis em animais experimentais previamente expostos
aos fungos nemato6fagos Trichoderma virens e P. lilacinum, os resultados do estudo
evidenciaram que os fungos foram capazes de reduzir a infeccdo experimental,
sendo considerados promissores agentes de biocontrole de Toxocara canis.

Entretanto, apesar da importancia dos resultados obtidos em testes in vitro,
bem como, com animais experimentais, estudos avaliando o grau de interacdo do
fungo com o ovo de T. canis em seu habitat natural sdo inexistentes. Desta forma,
nesta pesquisa avaliou-se a interacdo de P. lilacinum aplicado a solo contaminado

com ovos de T. canis.



4. Materiais e Métodos

4.1. Local: O estudo foi realizado no Laboratorio de Micologia, Departamento de
Microbiologia e Parasitologia, Prédio 18, Sala 14. Campus Universitario UFPel -

Capao do Leao, s/n° no periodo de marco de 2016 a dezembro de 2017.

4.2. Isolados fungicos e preparacdo dos inéculos: O isolado fungico de P.
lilacinum utilizado na pesquisa pertence a micoteca do Laboratério de Micologia,
Instituto de Biologia, Departamento de Microbiologia e Parasitologia, Universidade
Federal de Pelotas, oriundos da Embrapa CENARGEN. A cultura fungica foi mantida
em tubos de ensaio contendo agar batata (PDA) a 4°C. Imediatamente antes da
realizacdo dos experimentos o isolado fungico foi subcultivado para placas de Petri
contendo PDA e incubados a 25°C, durante dez dias.

Para a preparacdo do inoculo, uma placa de Petri com a cultura fungica foi
inundada com 10 mL de agua destilada estéril adicionado de uma gota de Tween 20
e os conidios fungicos foram raspados com auxilio de lamina de bisturi esterilizada,
o inoculo foi transferido para um tubo de falcon e agitados no Vortex VX — 28, foram
realizadas diluicdes seriadas, para obter 10° conidios/mL. Esses conidios foram
contados em camara de Newbauer, para a confirmacdo dos conidios utilizou-se o
espectrofotdmetro, transmitancia de 19% - 530nm.

Para testar a viabilidade da suspenséo, foi semeada uma aliquota de 100uL do
inoculo em placa de Petri contendo meio PDA, incubada em estufa a 25°C durante

dez dias.

4.3. Obtencédo dos ovos de Toxocara canis: Para obtencdo doparasito T. Canis
houve a colaboracdo de integrantes da comunidade do Bairro Areal, Pelotas, RS.
Em frascos coletores estéreis, as fezes de cées jovens parasitados foram coletadas
e imediatamente encaminhadas ao laboratério. As amostras de fezes foram
submetidas alavagem e as fémeas do parasito foram separadas. Os ovos foram
obtidos por meio de histerectomia, conforme descrito por Maia Filho et al. (2013).
Apo6s obtencéo, os ovos foram acondicionados em uma solugdo de formalina 2%,
sulfato de estreptomicina 0,05% e cloranfenicol 0,01% e mantidos em refrigeracao

até a utilizacao.
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4.4. Ensaios experimentais: Os ensaios experimentais foram divididos em dois
grupos conforme descrito a seguir:

- Grupo T1 (solo com ovos de T.canis exposto ao fungo P. lilacinum, avaliado no 28°
dia de exposi¢éo fungo-ovo).

-Grupo C1 (controle - solo adicionado de ovos de T.canis sem interagcdo com fungo,
avaliado no 28° dia de incubacéo).

Para os ensaios, dois quilogramos de solo foram coletados no Campus Capéo do
Ledo/UFPel, sendo acondicionados em sacos plasticos, imediatamente
transportados ao laboratério e autoclavados em temperaturade 121°C por 15
minutos. Caixas tipo gerbox receberam 200 gr. do solo e a esse solo foi adicionado
um volume de 2mL de solugdo contendo 300 ovos ndo embrionados deT. canis
(obtidos conforme descrito no item 4.3), sendo imediatamente misturados ao solo.
Nas caixas referentes aos tratamentos T1 foi adicionado um volume de 10 mL de
suspensdo contendo aproximadamente 10°® conidios/mL do fungo, preparados
conforme descrito no item 4.2. O grupo controle (C1) recebeu a solucdo contendo
aproximadamnte 300ovos de T. canise adicionado de 5 mL de agua destilada estéril.
As caixas foram incubadas em estufa com fotoperiodo de 12 horas, a 25°C e
umidade relativa de 85%. Semanalmente, as caixas eram inspecionadas e borrifava-
seaproximadamente 2mL de agua destilada estéril para manter a umidade do solo.
No 28° dia, foi removida uma aliquota de 100 gr. de solo de cada caixae realizada a
recuperacdo de 100 ovos de T. canis empregando a técnica de flotacdo
supersaturada de dicromato de sddio (d=1,35) (técnica de Caldewal), adaptada por
Gallina (2011).Posteriormente, os ovos recuperados foram corados com azul de
Tripan 0,4% (AT), conforme descrito por Ciarmela et al. (2005) e Martins (2014) para
avaliacdo da viabilidade.Os experimentos foram realizados em cinco replicatas e trés

repeticoes.

4.5. Avaliacédo da presenca do fungo no solo: Apo6s a autoclavacao do solo, uma
aliquota de 25gr. de solo foi diluida em 250 mL de agua peptonada estéril 0,1% e
submetida a diluicées seriadas até 10® conidios/mL. Uma aliquota de 1mL de cada
diluicdo foi plaqueada pelo método de espalhamento em superficie com alga de
Drigalski em placas de Petri contendo agar PDA. A mesma metodologia foi realizada

no solo do grupo T1 aos 28 dias de tratamento. Todas as placas ficaram incubadas
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em estufa bacterioldgica a 25°C, durante dez dias, sendo posteriormente submetidas

a contagem de unidades formadoras de colonias (UFC)/ mL.

4.6. Anadlise Estatitica:O deliamento experimental utilizado foi inteiramente
casualizado com trés repeticdes e cinco replicatas. Os dados foram submetidos
aanalise de variancia (p<0,05) e as médias comparadas pelo teste de Tukey a 5%

de probabilidade, utilizando-se o software SigmaPlot 12.0.



5.Resultados

Na avaliacdo da presenca do fungo P. lilacinum percebeu-se em
microscopia que as amostras submetidas a contagem de unidades formadoras de
colénias, formaram colbnias fungicas, evidenciando um significativo crescimento
fungico em solo autoclavado. Os resultados sobre o efeito ovicida baseado nos
parametros estabelecidos por Lysek et al. (1978) que determina o efeito tipo 1 (efeito
litico,n&o0 traz prejuizo morfolégico a casca, na qual séo visualizadas hifas aderidas
na casca do ovo); efeito tipo 2 (efeito litico, com alteragdo morfoldgica da casca e
embrido do ovo, porém sem penetracdo das hifas através da casca) e efeito tipo 3
(efeito litico com alteracdo morfolégica da casca e embrido do ovo, com penetracéo
de hifas e colonizacéo interna do ovo), ndo foram evidenciados neste estudo, tal fato
se deu devido a técnica de recuperacdo dos ovos de T. canis, intitulada Técnica de
Caldewal. Este método de recuperacdo de ovos utiliza solugdo clorada em uma das
suas etapas, 0 que ocasionou a retirada das hifas aderidas a casca do ovo,
impossibilitando a visulalizacdo dos efeitosliticos sobre os ovos.

Todavia, para a avaliacdo da viabilidade dos ovos empregou-se o indicador
de viabilidade Azul de Tripan (AT), onde as células viaveis com membrana intacta
agem excluindo o AT, enquanto as células danificadas apresentam-se impregnadas
de AT.Os resultados do presente estudo evidenciaram em microscopia O6tica a
ruptura das membranas do ovo embrionado de T.canis, ocorrendo a liberacdo das
larvas, e a impregnacao pelo azul de Tripan. Na figura 2 evidencia-se que 0s 0vos
expostos ao P. lilacinum e que apresentavam rupturas nas membranas (ovos
inviaveis), estavam impregnados com AT (Fig. 2 A e B), enquanto que os ovos do
grupo controle que apresentavam a membrana intacta (ovos vidveis) nao foram

corados com o AT (Fig. 2 C e D).
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Figura 2 — Ovos de Toxocara canis submetidos a avaliacdo de viabilidade com azul de Tripan (AT).
(A) Ovo ndo embrionado impregnado com AT e ruptura da casca do ovo (grupo tratado), (B) Ovo
embrionado rompido com larva impregnada pelo AT (larva inviavel) (grupo tratado. (C) Ovo néo
embrionado ndo impregnado com AT (grupo controle). (D)Ovo embrionado ndo impregnado pelo AT
(grupo controle). Objetiva 100 X.

Os resultados do efeito ovicida de P. lilacinum aplicado a solo previamente
contaminado com ovos de T. canis estdo demonstrados na Tabela 1. Evidenciou-se
efeito ovicida significativo na interacdo entre o fungo e os ovos de T. canis
(p<0,001). Ao avaliar-se a viabilidade dos ovos, no grupo controle observou-se
predominéncia de ovos embrionados e viaveis (ndo impregnados pelo AT)(P<0,05),
enquanto no grupo tratado, evidenciou-se grande quantidade de ovos néo
embrionados e inviaveis (impregnados pelo AT) (P<0,05) (Tabela 2; Figura 3).Ovos

embrionados viaveis e inviaveis, bem como ovos nao embrionados viaveis e
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invidveis diferiram entre os grupos tratado e controle (P<0,05). Adicionalmente, no
grupo tratado observou-se que tanto os ovos de T. canis embrionados como 0s nao
embrionados  apresentavam-se  inviaveis pelo  efeito litco de @ P.
lilacinum(P>0,05)(Tabela 2; Figura 3).

Tabela 1: Atividade ovicida de Purpureocillium lilacinum em solo contaminado com ovos de Toxocara
canis.

Fontes de variacao GL SQ QM F P
Grupo controle — C1 3 470,253 156,751 4,939 0,013*
Tratamento 1 1,82E-09 1,82E-09 5,73E-11 1,000
Grupo tratado — T1 3 9801,853 3267,284 102,944 <0,001**
Residuo 16 507,813 31,738

Total 23 10779,920 468,692

GL= Grau de liberdade;SQ= soma dos quadrados;QM=Quadrado Médio;F= Teste de Fisher;P= Nivel
de probabilidade;Residuo=erro experimental.
*signifcativo ao nivel de 5% de probabilidade.**significativo ao nivel de 1% de probabilidade.

Tabela 2: Média de ovos de Toxocara canis embrionados viaveis e inviaveis, ndo embrionados
viaveis e inviaveis expostos ao fungo Purpureocillium lilacinum.

Ovos de Toxocaracanis

Grupos Embrionados  Embrionados N&o embrionados N&o embrionados Média
viaveis inviaveis viaveis inviaveis

Grupo controle — C1 58,33 Aa 3,67 Bc 32,0Ab 6,0 Bc 25,0

Grupo tratado — T1 3,54 Bb 37,73 Aa 9,53 Bb 49,2 Aa 25,0

Média 30,93 20,7 20,76 27,6 -

CV (%) 22,53

Médias seguidas por letras mailsculasiguais na coluna e mindsculasna linha ndo diferem entre s
peloteste de Tukey (P<0,05).
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® c/fungo = controle

embrionados embrionados n- n-embrionados n-embrionados
viaveis viaveis viaveis n-viaveis

Figura 3: Ovos de Toxocara canis embrionados vidveis e invidveis, ndo embrionados viaveis e

invidveis expostos ao fungo Purpureocillium lilacinum.



6. Discussao

Segundo Faedo et al. (2002), para que um fungo seja efetivo como
controlador bioldgico, esse devera estar presente e ativo nas fezes, no solo e no
ambiente. No presente estudo ao avaliar o crescimento deP. lilacinum no solo
previamente autoclavado, observou-se que houve crescimento fangico, reforcando
os estudos de Barron (1977) sobre a aptiddo dos fungos em suportar condi¢cdes
ambientais diversas. Adicionalmente, Medrano et al. (2015) destacam que P.
lilacinum é um fungo que quando aplicado no solo e em condicdes ambientes
favoraveis se estabelece, cresce e dissemina-se rapidamente.

As pesquisas realizadas por Araujo et al. (1995)com P. lilacinum, juntamente
com outros fungos nematdéfagos, apontam um significativo efeito ovicida sobre os
ovos de Toxocaraspp.Similarmente, estudos realizados por Basualdo et al. (2000);
Ciarmela et al. (2002); Gortari et al.(2007) e Carvalho et.(2010), reforcam os estudos
anteriores apontando os fungos ovicidas como um importante agente no controle
biologico de parasitos gastrointestinais.

Aradjo et al. (1995), constataram que a exposi¢do do ovo aos fungos no 14°
dia ndo causou a destruicdo dos ovos de T.canis. Desta forma, os pesquisadores
destacaram a necessidade de aumentar o tempo de exposi¢cdo dos ovos ao fungo
para que o efeito litico com alteracdo morfoldgica da casca e embrido do ovo, bem
como a penetragao de hifas e colonizagéo interna do ovo, que caracterizam o efeito
ovicida tipo 3 pudesse ocorrer.No presente trabalho evidenciou-se que o fungo P.
lilacinum apresentou significativa atividade ovicida sobre ovos de T. canis ao 28° dia
de exposicéo fungo-ovo, reforcando os estudos de Martins (2014), que aponta que
periodos mais longos de interacdo fungo-ovo correspondem a resultados de
parasitismo mais eficazes. Todavia, Maia Filho et al. (2013) ao avaliarem o efeito
ovicida de diferentes fungos de solo sobre ovos de T. canis, evidenciaram que 0s
efeitos liticos ocorreram a partir do 14° dia da exposigéo.

Um importante resultado observado na microscopia 6tica foi a ruptura da
membrana da casca do ovo embrionado de T.canis, ocorrendo a liberacdo das
larvas, concordando com os estudos de Martins (2014). Embora a ruptura da
membrana do ovo libere a larva, esta ndo € apta a sobreviver no ambiente devido a
composicdo de sua cuticula (BRUNASKA et al., 1995 apud MARTINS et al., 2014). A

ruptura do ovo pode ser explicada pelos estudos de Mota et al. (2003) e Aradujo et al.
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(2004) que relatam que os fungos ovicidas penetram na membrana dos ovos de
nematoides através de uma estrutura especializada, que é formada a partir do
contato com a cuticula do ovo, apés ha a penetracdo das hifas que aumentam de
tamanho rompendo as diferentes camadas do ovo.Por outro lado, estudos prévios
tém demonstrado que o mecanismo de infeccdo pelos fungos ovicidas além de
mecanico, pode também ser enzimatico ou ambos (BONANTS et al., 1995). Neste
sentido, a identificacdo de numerosas enzimas extracelulares em fungos
nematofagos, incluindo P. lilacinum, tem confirmado o envolvimento enziméatico
como um importante fator de viruléncia associado ao processo de infeccdo de ovos
de parasitos (HUANG et al., 2004).

No presente estudo, a exposi¢cdo dos ovos de T. canis ao fungo P. lilacinum
aplicado ao solo autoclavado causou significativo efeito litico, tanto de ovos
embrionados como ndo embrionados (P<0,05). Resultados similares foram relatados
por Martins (2014) ao avaliar a viabilidade in vitro de ovos de T. canis expostos a P.
lilacinum. Todavia, diferentemente do presente estudo, Martins (2014) desenvolveu
sua pesquisa cultivando o fungo em agar agua 2%. Adicionalmente, observou-se
gue o efeito litico do fungo foi superior, embora néo significativo, sobre os ovos nao
embrionados. Segundo Kerry (2001) apud Martins (2014), os ovos na sua fase inicial
de desenvolvimento embrionario estdo mais sucetiveis a acdo enzimatica dos
fungos.

Com esta pesquisa comprova-se que € possivel manter a acao litica de P.
lilacinum sobre ovos de T. canis quando aplicado a solo. Todavia, outros estudos
precisam ser desenvolvidos para avaliar a acdo do fungo em solos em condi¢cdes

naturais.



7 Conclusao

Concluiu-se com esse trabalho uma importante reducdo na viabilidade dos
ovos de T.canis quando expostos ao fungo Purpureocilium lilacinum aplicado ao

solo.
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