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RESUMO

LELIS, Rosane Teixeira, Universidade Federal de Vigosa, fevereiro de 2014.
Controle biolégico de Echinostoma Paraensei pelo fungo nematéfago
Pochonia chlamydosporia. Orientador: Jackson Victor de Araujo. Co-
orientador: Fabio Ribeiro Braga.

Echinostoma paraensei € um trematoide do género Echinostoma que pode
causar a equinostomiase em humanos. Os objetivos desse trabalho foram
avaliar a atividade ovicida dos isolados VC1 e VC4 do fungo nematdéfago
Pochonia chlamydosporia em meio solido agar- agua 2% sobre ovos de
Echinostoma paraensei, selecionando o isolado mais eficaz (ensaio A); avaliar
o efeito ovicida (destruicdo dos ovos) do isolado mais eficaz em meios de
cultura agar suplementados (ensaio B) e avaliar a capacidade ovicida do
extrato bruto enzimatico do melhor isolado sobre ovos de E. paraensei (ensaio
C). Mil ovos de E. paraensei (ensaio A) foram colocados em placas de Petri
contendo agar-agua 2% (AA 2%) com um isolado do fungo P. chlamydosporia
crescido (VC1 ou VC4) durante 10 dias, e sem fungo como controle. Seis
repeticdes foram feitas para ambos o grupo tratado e controle. Apds 15 dias,
cerca de cem ovos foram retirados de cada placa e classificados de acordo
com os seguintes parametros: tipo 1, efeito fisioldégico sem prejuizo morfolégico
a casca do ovo, onde hifas sdo observadas aderidas a casca; tipo 2, efeito litico
com alteragdo morfolégica da casca e embrido do ovo, com penetragdo de
hifas através da casca; e tipo 3 efeito litico com alteragdo morfolégica do
embrido e da casca, além de penetracao de hifas e colonizagao interna do ovo.
No ensaio B, ovos de E. paraensei foram colocados em placas de Petri com
diferentes meios de cultura agar suplementados: agar-quitina 2% (AQ 2%),
corn-meal-agar 2% (CMA 2%), agar-agua 2% (AA 2%) e agar- amido 2%
(SSA 2%) com o isolado VC4 (o mais eficaz), no grupo controle ndo foram
utilizados fungos. Seis repeticdes foram feitas para cada tratamento. Depois de
25 dias, cem ovos foram retirados de cada placa e o efeito ovicida foi avaliado
de acordo com os parametros ja citados. No ensaio C, mil ovos de E. paraensei
foram vertidos para placas de Petri com 5ml de extrato bruto do isolado VC4

constituindo o grupo tratado. O grupo controle tinha 1.000 ovos em 10 ml de



agua destilada nas placas de Petri. Cada tratamento foi constituido por seis
repeticoes. Apos 7 dias, foram contados o numero total de ovos de E.
paraensei presentes em cada placa dos grupos tratado e controle de acordo
com a metodologia descrita por Mukhtar e Pervaz. No ensaio A, foi observado
que n&o houve diferenga (p>0,05) na atividade ovicida entre os isolados
testados, contudo, o maior percentual para a atividade ovicida (efeito do tipo 3)
foi demonstrado pelo isolado VC4. No ensaio B, o meio de cultura agar- amido
2% (SSA 2%) apresentou os melhores resultados para a destruigdo dos ovos
ao final de 25 dias de interagdo, com um percentual de 46.6%. No ensaio C, o
extrato bruto de VC4 demonstrou ser eficaz na destruicdo dos ovos de E.
paraensei ao final de 7 dias com um percentual de reducdo de 53%. Os
resultados dos ensaios experimentais in vitro A, B e C demonstraram que P.
chlamydosporia (VC1 e VC4) influenciou de forma negativa sobre os ovos de E.
paraensei, e assim pode ser considerado como um potencial candidato a

controlador biologico desse helminto.
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ABSTRACT

LELIS, Rosane Teixeira, Universidade Federal de Vigosa, February, 2014.
Biological control of Echinostoma Paraensei by nematophagous fungus
Pochonia chlamydosporia. Adviser: Jackson Victor Araujo. Co-advisor: Fabio
Ribeiro Braga.

Echinostoma paraensei is a trematode of the genus Echinostoma that can
cause echinostomiasis in humans. The aims of this study were to evaluate the
ovicidal activity of the isolates VC1 and VC4 of the nematophagous fungus
Pochonia chlamydosporia on solid medium containing 2% water-agar(2% WA)
on eggs of E. paraensei, selecting the most efficient isolate (assay A), evaluate
the ovicidal effect (destruction of eggs) of most effective isolate on
supplemented agar culture media (assay B), and to evaluate the ovicidal
capacity of crude enzymatic extract of most effective isolate on E. paraensei
eggs (assay C). One thousand eggs of E. paraensei (assay A) were placed in
Petri dishes containing 2% WA with one isolate of fungus P. chlamydosporia
(VC1 or VC4) grown for 10 days, and without fungus as control. Both the
treated and control group consisted of six replicates. After 15 days,
approximately one hundred eggs were removed from each dish and classified
according to the following parameters: type 1 effect, physiological effect without
morphological damage to eggshell, where hyphae are observed attached to the
shell; type 2 effect, Iytic effect with morphological alteration of embryo and egg
shell with hyphal penetration through the shell; and type 3 effect, lytic effect with
morphological alteration of embryo and eggshell, in addition to hyphal
penetration and internal egg colonization. In assay B, E. paraensei eggs were
placed in Petri dishes with different supplemented agar culture media: 2%
chitin- agar (2% AC), 2% corn-meal-agar (2% CMA), 2% WA and 2% starch-
agar (2% SSA) with isolate VC4 (the most effective); in control group were not
used fungus. Each treatment consisted of six replicates. After 25 days, one
hundred eggs were removed from each dish and the ovicidal effect was
evaluated according to the parameters already mentioned. In assay C, one
thousand E. paraensei eggs were poured into Petri dishes with 5 ml of isolate

VC4 crude extract constituting the treated group. The control group contained

vii



one thousand eggs in 10 ml of distilled water in Petri dishes. Each treatment
consisted of six replicates. After 7 days, the total number of E. paraensei eggs
present on each dish of the treated and control groups were counted according
to the methodology described by Mukhtar and Pervaz. In assay A, there was no
difference (p > 0.05) in ovicidal activity among the tested isolates; however, the
highest percentage for ovicidal activity (type 3 effect) was demonstrated by the
isolate VC4. In assay B, the culture medium starch—agar showed the best
results for the destruction of the eggs at the end of 25 days of interaction, with a
percentage of 46.6%. In assay C, the crude extract of VC4 was effective in the
destruction of E. paraensei eggs at the end of 7 days, with a percentage
reduction of 53%. Results of in vitro experimental assay A, B and C have shown
that P. chlamydosporia (VC1 and VC4) had negative influence on the E.
paraensei eggs, and thus can be considered as a potential candidate for the

biological control of this helminth.
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1- INTRODUGAO

Os humanos sao acometidos por numerosas zoonoses parasitarias de
origem alimentar, sendo a grande maioria causada por helmintos (Acha &
Szyfres, 2003). As parasitoses causadas por trematodides continuam sendo um
problema de saude publica, apesar das mudangas nos habitos alimentares em
todo o mundo, as alteragdes nas praticas sociais e agricolas, educagéo para a
saude, a industrializagdo, a alteragdo ambiental e anti-helminticos de largo
espectro, ainda sao persistentemente endémicas em algumas partes do mundo
(Fried et al., 2004).

No passado, estas helmintoses limitavam-se apenas as areas restritas
do planeta, caracterizadas por baixo desenvolvimento econdémico ou com
habitos alimentares especificos. Entretanto, nas Uultimas décadas, estas
enfermidades expandiram-se por diversas regides em virtude da globalizag&o
que permitiu um maior fluxo de alimentos e pessoas entre diferentes paises e
causou a incorporacgéo da culinaria tradicional de algumas culturas no cotidiano
de outras (Chai et al., 2005).

A equinostomiase € causada por trematdides do género Echinostoma,
que acomete o intestino de varios animais selvagens e domeésticos e, também,
os seres humanos. A contaminacédo ocorre pela a ingestdo de carne crua ou
mal cozida de molusco, peixe ou anfibios contendo metacercarias encistadas.
Seus sintomas envolvem anemia, diarreia, dor abdominal entre outros (Graczyk
& Fried, 1998).

Varias espécies de Echinostoma estdo associadas a equinostomiase,
uma delas é Echinostoma paraensei, uma espécie brasileira de Echinostoma,
que foi descrita por Lie e Basch (1967), encontrada naturalmente infectando
Biommphalaria glabrata, seu hospedeiro intermediario. Possui como
hospedeiro definitivo natural o roedor silvestre semi-aquatico Nectomys
squamipes (Maldonado et al., 2001b).

Considerando que E. paraensei € uma espécie com potencial zoondtico,
capaz de infectar os seres humanos e animais selvagens (Tunholi et al., 2011),
deve-se criar medidas que possam ser usadas para seu possivel controle.

Como parte do seu ciclo de vida ocorre no ambiente, propde-se medidas que



possam interferir no seu desenvolvimento. Assim, sugere-se o controle
biolégico como uma alternativa promissora que reduz as infecgbes causadas
por helmintos parasitos gastrintestinais, e cuja agdo se da por meio de
organismos vivos que atuam como antagonistas naturais no ambiente (Araujo
et al., 2004).

Entre esses antagonistas estdo os fungos nematéfagos capazes de
promover a captura, a morte ou até mesmo a destruicao de helmintos (Braga et
al., 2007), destacando-se o fungo ovicida Pochonia chlamydosporia, que tem
sido utilizada com sucesso sobre ovos de helmintos parasitos de animais e
humanos (Braga et al.,2010b; Lysek et al., 1976; Braga et al., 2008a, b).

Desta forma, o objetivo desse trabalho foi avaliar a agao in vitro do fungo

ovicida P. chlamydosporia sobre ovos de E. paraensei.


http://www.sciencedirect.com.sci-hub.org/science/article/pii/S0014489408003251#bib20

2 - REVISAO DE LITERATURA

2.1 Equinostomiase - Echinostoma paraensei

A equinostomiase é uma parasitose causada por trematodides do género
Echinostoma, podendo infectar animais selvagens e domésticos e, também, os
seres humanos, logo, representam um importante agente de infecc¢ao intestinal
de interesse médico e veterinario (Fried & Graczyk, 2000). E relacionada a pelo
menos dezesseis espécies de Echinostomatideos, sendo endémica na China,
Taiwan, india, Coréia, Malasia, Filipinas e Indonésia (Fried et al., 2004).

A infeccdo ocorre pela ingestdo de metacercarias encistadas em
alimentos crus ou mal cozidos, como moluscos, peixes, crustaceos e anfibios,
que constituem uma parte substancial da dieta em areas endémicas (Graczyk
& Fried, 1998; Fried et al., 2004).

Em muitos paises, a equinostomiase é agravada por fatores soécio-
econdmicos como a pobreza, a desnutricdo, aumento do mercado livre-
alimentar, falta de inspecdo alimentar, saneamento, outras helmintoses,
declinio nas condi¢gdes econdbmicas (Ujiie, 1963; Carney, 1991) e um pobre
conhecimento sobre infecgbes por trematdides pelas autoridades de saude
publica (Dixon & Flohr, 1997). A equinostomiase em areas endémicas ocorre
focalmente e esta associada com praticas sbécio-culturais comuns
(Carney,1991).

Morfologicamente, os Echinostoma sao caracterizados por apresentarem
um ou dois colares compostos por grandes espinhos envolvendo a regiao oral
e interrompidos na face ventral, sdo pequenos, apresentam 3-10 mm de
comprimento e 1-3 mm de largura. O padrdo em que os espinhos se encontram
organizados e o tamanho destes é fundamental para se caracterizar o género e
até mesmo as espécies pertencentes a este género (Kostadinova & Gibson,
2000).

Os parasitos do género Echinostoma apresentam um complicado ciclo
de vida de sete geragbes (ovo, miracidio, esporocisto, rédia, cercaria,
metacercaria e adulto) envolvendo dois hospedeiros intermediarios € um

hospedeiro definitivo. O ciclo depende, quase em sua totalidade, da presenca
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de &agua para desenvolvimento dos estagios larvares. Os ovos nao
embrionados sao liberados junto com as fezes e entram em contato com a
agua. Apos um periodo meédio de dez dias, o ovo libera um miracideo que nada
e penetra ativamente em alguma parte mole do corpo do caramujo. Geralmente
no local da penetragcdo, o miracideo se transforma em esporocisto. Este migra
para a cavidade cardiaca ou aorta, depois de cerca de uma semana o
esporocisto produz a primeira geragao de rédia. Esta, por sua vez, ira produzir
novas geracoes de rédia (que podem ser varias). A primeira geragao de rédia
produz apenas rédia, mas da segunda geragdo em diante pode-se observar
tanto producédo de rédia como cercaria. Apdés migrarem para varias partes do
corpo do hospedeiro, as cercarias aumentam de tamanho e sao liberadas na
agua. O encistamento das cercarias ocorre na superficie ou dentro do segundo
hospedeiro intermediario. O segundo hospedeiro intermediario pode ser
caramujo ou outro invertebrado, e ainda alguns anfibios e peixes. A cercaria
encistada, agora conhecida como metacercaria, € ingerida pelo hospedeiro
definitivo, por exemplo humano, quando este consome um hospedeiro
intermediario contaminado. Uma vez dentro do organismo, a metacercaria se
desenvolve dando origem a adultos localizados em lugares especificos no tubo
digestivo do hospedeiro (Lie & Basch, 1967; Hsu et al., 1968; Lie & Nasemary,
1973; Lo, 1995; Fried & Huffman, 1996; Fried & Graczyk, 2000; Toledo et al.,
2000).

Alguns autores separaram a doenga em dois ciclos de vida, o ciclo
humano e o ciclo selvagem (que tem potencial zoonético), devido a ampla
dispersdo pela Asia e a variabilidade de espécies causadoras. No ciclo
selvagem, os roedores sdo os hospedeiros mais comuns desta parasitose,
sendo o homem acometido ocasionalmente. Outros mamiferos, como caes e
gatos, também podem servir como hospedeiro para Echinostoma, bem como
aves (galinha e patos) e cobras terrestres que se alimentam de animais. O ciclo
humano ocorre quando o homem é o hospedeiro definitivo e ele mesmo
contamina e adquire a doenga a partir de alimentos contaminados com
metacercarias, sendo que, esse ciclo ocorre em areas endémicas (Neto et al.,
2008; Belding, 1964; Carney et al., 1980; Bundy et al., 1991).



Dados de morbidade e mortalidade por equinostomiase sao dificeis de
serem obtidos, principalmente, porque seus sintomas sdo semelhantes aos de
outras helmintoses intestinais (Chai & Lee, 1990). Os sintomas clinicos estédo
relacionados a carga parasitaria (Bandyopathy & Nandy, 1986; Chai et
al., 1994 ). Para infeccbes moderadas os sintomas sdo tonturas, dor de
cabeca, dor de estdbmago, ligeira anemia e fezes moles (Chattopadyay et
al., 1990; Bundy et al., 1991; Anonymous,1995b). Infecgbes pesadas estédo
associadas com a eosinofilia, dor abdominal, diarréia aquosa profusa, anemia,
edema e anorexia (Chattopadyay et al., 1990 ;
Anonymous, 1995b ). Echinostoma danificam a mucosa intestinal, provocando
extensas erosdes intestinais e duodenais e inflamacgdes catarrais (Anonymous,
1995b).

No Brasil, os ovos de Equinostoma spp. foram vistos em fezes de um
corpo humano parcialmente mumificado entre 600 e 1200 anos atras (Sianto et
al., 2005). Contudo, recentemente, nenhum caso de infecgcdo humana tem sido
relatado, embora tenham sido encontrados infectando animais de interesse
comercial, tais como patos, caes, porcos e galinhas e também em roedores e
aves selvagens, indicando um grande potencial zoonético (Maldonado &
Lanfredi, 2008).

Echinostoma paraensei foi descrito no Brasil a partir de Biomphalaria
glabrata naturalmente infectada e coletada na cidade de Belo Horizonte, no
estado de Minas Gerais. Seu ciclo biolégico foi desenvolvido em laboratério
utilizando-se roedores como hospedeiros definitivos (Lie & Basch, 1967).
Maldonado et al.(2001b) isolaram E. paraensei a partir do roedor silvestre
Nectomys squamipes proveniente do municipio de Sumidouro, Estado do Rio
de Janeiro, sendo este, portanto, considerado o hospedeiro definitivo natural do
parasito (Maldonado et al., 2006). Como todos os Echinostomatideos, esta
espécie apresenta um potencial zoondtico (Carney, 1991; Tangtrongchitr &
Monzon, 1991; Graczyk & Fried, 1998). Ultimamente E. paraensei tem sido
utilizado como modelo experimental em varios estudos sobre a relacdo
parasita-hospedeiro (Maldonado et al., 2001c; Pinheiro et al., 2009; Tunholi-
Alves et al., 2011; Garcia et al ., 2011).
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O ciclo biolégico de E. paraensei foi reestudado, confirmando-se sua
compatibilidade apenas para mamiferos (Mesocricetus auratus, Mus musculus,
Rattus norvegicus e N. squamipes) e sua incompatibilidade para se
desenvolver em aves. Além disso, foi observada a sua compatibilidade com os
moluscos Lymnaea collumela, Physa marmorata e Biomphalaria glabrata
(Maldonado et al., 2001a).

O diagnéstico da equinostomiase é feito encontrando ovos néo
embrionados caracteristicos em amostras fecais. Como o ovo varia de tamanho
entre as espécies de Echinostoma (Bandyopathy & Nandy, 1986), a
identificacdo das espécies pode ser feita com base na morfologia de vermes
adultos apdés o tratamento anti-helmintico (Graczyk & Fried, 1994,1995;
Graczyk, 1997). Uma das principais caracteristicas que separam
E. paraensei de outros Echinostoma €& o pequeno tamanho das espinhas
dorsais do colar em relacdo as das lombadas laterais e de canto (Lie &
Basch, 1967; Kostadinova e Gibson, 2000).

O tratamento da equinostomiase pode ser por mebendazol (Cross et al.,
1976), albendazol (Cross, 1984), praziquantel, ou niclosamida (Anonymus,
1995b). O controle de equinostomiase humana via bloqueio ou a interrupgao do
ciclo de vida pode ser alcangada através de diagndstico apropriado, seguido
por tratamento farmacolégico e prevengdo da reinfeccdo (Graczyk &
Fried, 1998).

2.2. Controle Biolégico

O termo controle bioldgico se define como a utilizagdo de antagonistas
naturais disponiveis no ambiente, para controlar uma populacdo de um agente
causador de perdas produtivas na atividade pecuaria ou agricola (Gronvold et
al., 1996).

Na pratica, o controle biolégico ndo atua como o controle quimico sobre
estagios internos de parasitos, mas sim, sobre os hospedeiros intermediarios,
paraténicos, vetores e estagios larvais de vida livre, diminuindo a fonte de
infeccdo para os hospedeiros finais, e também causam menos efeitos

negativos no ambiente que os métodos quimicos (Mota et al., 2003). De acordo

6


http://www.springerlink.com.sci-hub.org/content/gk2e7e270yn25hv9/fulltext.html#N593
http://www.springerlink.com.sci-hub.org/content/gk2e7e270yn25hv9/fulltext.html#N587
http://www.springerlink.com.sci-hub.org/content/q667urua3cjk8tkm/fulltext.html#CR39

com Gronvold et al. (1996), os microorganismos para serem selecionados
como antagonistas naturais, eles devem possuir especificidade de acgao, alta
capacidade reprodutiva e suportar as condi¢des ambientais no local em que o
controle é realizado.

Varios agentes sdo relatados como antagonistas naturais dos helmintos
como os protozoarios, bactérias, virus, acaros, besouros e fungos (Mota et al.,
2003). Destes, os fungos nematdéfagos constituem-se os principais
antagonistas naturais dos nematoides nos solos contaminados. Estes fungos
tém demonstrado bons resultados como agentes de biocontrole no combate a
diversas espécies de parasitos de animais domésticos, podendo ser
encontrados nos ambientes mais distintos, sendo capazes de apreender e
digerir as formas livres dos nematoides (Larsen, 1999; Kerry, 2000; Ribeiro,
2003).

2.3. Fungos nematéfagos

Sd0 assim chamados devido a sua capacidade de infectar e se
alimentar de nematdides, através do desenvolvimento de d&rgaos
especializados na captura e destruicdo dos nematoides (Barron, 1977). No
entanto, estudos vém demostrando a grande capacidade desses fungos agirem
em todas as classes de helmintos, com isso, eles devem n&o s6 ser chamados
de nematoéfagos, mas também helmintéfagos (Braga & Araujo, 2014).

Eles sdo amplamente distribuidos e podem ser encontrados em uma
grande diversidade de espécies, bem como em diferentes ecossistemas, como
em solos naturais e agricolas e em todos os tipos de matéria organica em
decomposicao (Gray, 1983). Capturam e utilizam o nematdide como fonte
principal de nutrientes ou ainda apenas como suplementagcdo para sua
existéncia saprofitica (Waller & Faedo, 1996). Sua agao esta concentrada no
ambiente fecal e direcionada ao combate dos ovos e das larvas de vida livre
dos geohelminto (Braga et al., 2007). Sao isolados do solo e de fezes novas ou
velhas de animais (Gronvold et al., 1996). Sdo organismos que apresentam
micélio septado e bem desenvolvido, reproduzem-se agamicamente por

esporos exdégenos formados sobre ramifica¢cdes das hifas (Drechsler, 1937).
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Os fungos nematofagos estdo catalogados em cerca de 700 espécies
(Van Ooij, 2011). De acordo com a sua morfologia e caracteristicas funcionais
associadas a producdo de estruturas especializadas para a captura de
nematoides, eles podem ser divididos em trés grupos: fungos predadores
fungos endoparasitas e fungos ovicida ou oportunistas (parasitas de ovos)
(Nordbring-Hertz, 1988).

A maioria das espécies dos fungos nematofagos esta inserida no grupo
dos predadores de nematdides. Estes fungos produzem um extenso sistema de
hifas, ao longo das quais sdo formadas armadilhas, que capturam e retém
nematoides vivos (Barron, 1977). O aprisionamento por armadilha é seguido
pela penetragdo das hifas na cuticula do nematdéide, e logo depois ocorre o
crescimento das hifas no interior nematdide e a digestdo dos conteudos
internos (Nordbring-Hertz, 2006). As hifas vegetativas sao diferenciadas em
seis estruturas de captura (armadilhas): hifas adesivas nao diferenciadas;
ramificacbes de hifas que sofrem anastomose, formando redes adesivas
tridimensionais; ramificacbes adesivas, onde em algumas vezes podem se unir
formando redes adesivas simples bidimensionais; nodulos adesivos; anéis
constritores e anéis nao constritores (Gray,1987), a mais encontrado em fungos
predadores séo as redes adesivas (Mota et al., 2003).

No grupo dos endoparasitos, os fungos infectam os nematodides através
de esporos, que, uma vez ingeridos, desenvolvem hifas responsaveis pela
absorcao do conteudo interno do nematdide. Nao ha desenvolvimento de hifas
vegetativas fora do corpo do hospedeiro, mas somente hifas férteis ou
conidioforos contendo esporos (Mota et al., 2003; Araujo et al., 2004).

No grupo dos ovicidas, os fungos parasitam ovos, cistos, helmintos e
fémeas de fitonematoides. Eles penetram os ovos através de hifas vegetativas,
por acado mecanica, associado ou nao a liberacdo de exoenzimas, como
quitinase e protease (Nordbring-Hertz, 1988).

De acordo com Morgan-Jones e Rodriguez-Kabana (1988), a acao
desses fungos € baseada na formagao de hifas que penetram a casca do ovo
através dos pequenos poros existentes na camada vitelinica, causando
alteracdo na permeabilidade da casca e expandindo seu volume. A hifa

aumenta de tamanho ao passar pela camada vitelinica e atravessa a camada
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adjacente quitinica e lipidica. Como resultado desse processo, a camada
vitelinica se divide, a camada de quitina se torna vacuolizada e a camada de
lipidios se torna dispersa. Hifas enddégenas emergem do ovo e produzem
conidioforos, funcionando como fonte de conidios. Estes fungos colonizam o
conteudo do ovo, ou ainda a larva em desenvolvimento no seu interior. Neste
grupo, destacam-se as espécies Verticillium chlamydosporium, atualmente,
denominada Pochonia chlamydosporia devido as observagbes e analises
filogenéticas das subunidades do rRNA e por apresentar producédo de
clamidésporos (Gams & Zaire, 2001), Paecilomyces lilacinus e Dactyella
ovoparasitica (Lysek & Sterba, 1991). Dentre essas, a espécie P.

chamydosporia € a mais estudada (Zare & Gams, 2004).

2.3.1. Pochonia chlamydosporia

O fungo P. chlamydosporia foi relatado pela primeira vez em 1974
parasitando o fitonematoéide, Heterodera schachtii, por Wilcox e Tribe, no Reino
Unido. A partir de entdo, vem sendo estudado agindo sobre ovos, cistos e
fémeas de fitonematoides (Kerry, 2000; Hidalgo et al., 2000; Verdejo-lucas et
al., 2003, Monfort et al., 2005) e também em ovos de helmintos parasitos
gastrintestinais (Lysek, 1976; Braga et al., 2008a; Araujo et al.,2009).

Sao encontrados no solo em varias regides do mundo, podendo ser
isolados diretamente do solo ou de ovos e cistos de fitonematoides (Zare &
Gams, 2004; Sun et al., 2006). Apresenta um rapido crescimento, produzindo
colénias com 15-40 um de didmetro. Possui varios formatos de conidios,
variando de eliptico, globoso e algumas vezes bacilar, possui conidiéforo
pequeno e hifas diferenciadas, que em algumas situagbes podem ser eretas,
clamidésporos com paredes espessas e morfologia tridimensional (Gams &
Zaire, 2001).

Segundo Lysek & Sterba (1991), a acdo do fungo é baseada na
formagao apressorial, desenvolvido a partir de hifas indiferenciadas, que
permite a colonizagcdo da superficie do ovo e a penetracdo € por acdo
mecanica e enzimatica, caracterizando um efeito tipo 3 (destruicdo de ovos)

(Lysek, 1976, 1978). O apressorio € a primeira estrutura mecéanica formada por

9



fungos ovicidas, permitindo a aderéncia a superficie do hospedeiro e
proporcionando forga mecanica para a penetracdo do ovo (Lysek et al., 1982).
A atividade enzimatica € provocada pela agao da enzima protease-serino-
alcalina (VCP1), que esta envolvida no inicio do processo de infecgéo, ela é
responsavel pela remogdo da membrana vitelina da casca do ovo (Segers et
al., 1994). De acordo Kerry (2000) as enzimas hidroliticas, proteases e
quitinases sdo responsaveis pelo enfraquecimento da camada vitelinica e
também pela remog¢ao da camada mais externa e degradacgéo da quitina.

Lysek (1976) criou um método qualitativo para classificar a atividade
ovicida, esse método foi proposto sobre observacbes de ovos de Ascaris
lumbricoides, através de microscopia eletrbnica, e que atualmente foi
simplificada de acordo com os seguintes parametros: tipo 1, efeito litico sem
prejuizo morfolégico a casca do ovo, onde hifas sdo observadas aderidas a
casca; tipo 2, efeito litico com alteracao morfolégica da casca e embrido do
ovo, com penetragdo de hifas através da casca; e tipo 3, efeito litico com
alteracdo morfoldgica do embrido e da casca, além de penetracdo de hifas e
colonizagéo interna do ovo. Um fungo é caracterizado como ovicida se durante
o processo de infeccdo dos ovos apresentar o efeito do tipo 3 (Lysek &
Nigenda, 1989; Lysek & Sterba, 1991).

Estudos vém demonstrando a capacidade de destruicdo deste fungo
sobre ovos de varios géneros de geo-helmintos em condi¢des laboratoriais e a
campo, como em ovos de Ancylostoma sp (Braga et al.,2010b), Toxocara canis
(Frassy et al., 2010; Araujo et al., 2013),Taenia saginata (Araujo et
al.,2009), Fasciola hepatica (Braga et al., 2008a), Schistosoma mansoni (Braga
et al.,2008b), Ascaridia galli (Braga et al., 2012b) e Ascaris lumbricoides
(Braga et al., 2007 ).

Pesquisas recentes tém apontado para a busca de substancias
derivadas de fungos nematéfagos que tenham demonstrado atividade ovicida
ou larvicida. Testes realizados com extratos brutos derivados de fungos
nematofagos tém sido eficazes na redugdo da quantidade de larvas de
nematdides gastrointestinais e prevengdo da eclosdo dos ovos (Braga &

Araujo, 2014), uma vez que foi provado que os extratos brutos atuam com um
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“pool” de enzimas extracelulares de distintas classes como as proteases (Braga
et al., 2012a) e as quitinases (Esteves et al., 2009).

Os isolados fungicos de P. chlamydosporia tem comprovado que s&o
capazes de produzir extratos enzimaticos e que tém sido eficazes, podendo no
futuro ser utilizado como controlador biolégico de helmintos. O primeiro relato
da acao de extratos enzimaticos sobre ovos de um geo-helminto foi feito por
Braga et al. (2010b), que avaliaram in vitro a agao do extrato bruto enzimatico
de P. chlamydosporia (VC4) sobre ovos de Ancylostoma sp, observando um
percentual de redugéo de 76,8% na eclosdo dos ovos. Braga et al. (2010a)
também testaram o extrato sobre a eclosdo de ovos de Ciatostomineos e
observou um percentual de redugao de 72,8% na eclosao dos ovos e este foi 0
primeiro relato da atividade enzimatica do extrato bruto do fungo sobre
nematdides gastrintestinais de cavalos. E além disso, Braga et al., 2012b
testaram a acdo do extrato bruto dos isolados VC1 e VC4 sobre ovos de
Ascaridia galli observando um percentual de redugéo de 64,1%( VC1) e 56,5%
(VC4) na ecloséo dos ovos.

A procura por meios de cultura que proporcionem um rapido crescimento
e esporulagao dos fungos, maior disponibilidade de nutrientes, maior fonte C e
N, que sirvam como substrato para a maior producéo de atividades enzimaticas
e que tenham custo igual ou menor que os meios industrializados € o objetivo
de muitas pesquisas (Soares et al., 2008; Maciel et al., 2006; Silva et al., 2013).

O meio de cultura é o fator de maior influéncia no cultivo fungico, sendo
que a concentragdo de seus constituintes determina a qualidade e a
quantidade de crescimento e se a esporulagdo ou o crescimento vegetativo
serdo dominantes (Dhingra & Sinclair, 1995) e também pode proporcionar uma
maior capacidade ovicida, pois quanto mais rico for o meio de cultura maior a
disponibilidade de fontes de carbono e nitrogénio, aumentando dessa forma
sua capacidade ovicida (Braga et al., 2010a).

A exemplo disso, Carvalho et al. (2013) registraram a atividade ovicida
dos isolados VC1 e VC4 do fungo P. chlamydosporia sobre ovos de Parascaris
equorum quando crescidos em meio de cultura suplementados com quitina
(AC), amido (Agar AELA), milho (Agar CMA), batata (Agar BDA) e extrato de

levedura (Agar YPSSA), observaram que o melhor meio de cultura foi o AELA,
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onde, apds 21 dias, a porcentagem de destruicdo foi de 44,9%, quando
comparado com outros meios de cultura. Braga et al. (2012a) observaram que
este mesmo isolado fungico demonstrou atividade enzimatica positiva
(proteolitica, lipolitica e amilolitica) em &gar suplementado gelatina (GA),
caseina (CA), azeite (OOA) e amido (SSA) sobre ovos de Oxyuris equi. Esses
autores viram maior atividade ovicida quando crescido em meio de cultura a
base de amido, sugerindo ser uma alternativa para a utilizagdo de meios de

culturas de altos custos.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral:

Avaliar a agao in vitro do fungo ovicida Pochonia chlamydosporia

sobre ovos de Echinostoma paraensei.

3.2 Objetivos especificos:

e Avaliar a atividade ovicida dos isolados VC1 e VC4 do fungo
nematéfago P. chlamydosporia em meio sélido Agar- agua 2%

sobre ovos de E. paraensei, selecionando o isolado mais eficaz.

e Avaliar o efeito ovicida do isolado mais eficaz de P.
chlamydosporia em meios de cultura agar suplementados: agar-
quitina 2% (AQ 2%), corn-meal-agar 2% (CMA 2%), agar-agua
2% (AA 2%) e agar- amido 2% (SSA 2%) sobre ovos de E.
paraensei.

e Avaliar a capacidade ovicida do extrato bruto enzimatico do

melhor isolado de P. chlamydosporia sobre ovos de E. paraensei.
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Effect of the fungus Pochonia chlamydosporia on Echinostoma paraensei

(Trematoda: Echinostomatidae)
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Abstract

Echinostoma paraensei is a trematode of the genus Echinostoma that
causes echinostomiasis in humans. The objectives of this study were to:
evaluate the ovicidal activity of the nematophagous fungus Pochonia
chlamydosporia (VC1 and VC4) on a solid medium 2% water—agar (2% WA)
against E. paraensei eggs (assay A); evaluate ovicidal effect (destruction of
eggs) of the isolate VC4 in supplemented culture media (assay B); and evaluate
the ovicidal ability of the crude enzymatic extract (VC4) on E. paraensei eggs
(assay C). Eggs of E. paraensei (assay A) were placed in Petri dishes
containing 2% WA with an isolate of the fungus P. chlamydosporia (VC1 and
VC4) grown for 10 days, and without fungus as a control and evaluated
regarding their destruction. In assay B, eggs of E. paraensei were placed in
Petri dishes with different supplemented culture media and with VC4 isolate and
the destruction of eggs was examined at the end of 25 days of interaction. In
assay C, effects of the crude enzymatic extract of P. chlamydosporia (VC4) on
eggs were evaluated at the end of 7 days. In assay A, there was no difference
(p > 0.05) in ovicidal activity among the tested isolates (VC1 and VC4);
however, the highest percentage for ovicidal activity (type 3 effect) was
demonstrated by the isolate VC4. In assay B, the culture medium starch—agar
showed the best results for the destruction of the eggs, with a percentage of
46.6% at the end of the assay. In assay C, the crude extract of VC4 was
effective in the destruction of E. paraensei eggs, with a percentage reduction of
53%. The results of this study demonstrate that a rich culture medium with a
greater availability of carbon and nitrogen may interfere directly in the predatory

characteristics of ovicidal fungi.

Keywords: Nematophagous fungi, zoonosis, public health, Pochonia

chlamydosporia, Echinostoma paraensei.
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4.1 Introduction

Estimations indicate that about 40—50 million people worldwide could be
infected with some foodborne trematode, Echinostoma paraensei being among
these (Abdussalam et al., 1995; Lima dos Santos, 1995). The echinostomas
have a broad geographic distribution and can infect wildlife, domestic animals,
as well as humans, and so represent an important infective agent from medical
and veterinary standpoints (Fried and Graczyk, 2000). In humans they can
cause a zoonosis known as echinostomiasis, related to at least 16 species of
Echinostomatidae (Fried et al., 2004). Echinostoma paraensei presents a
biological cycle composed of seven stages of evolution: adult, egg, miracidium,
sporocyst, redia, cercaria and metacercaria, and three categories of hosts,
known as definitive host, first and second intermediate hosts (Fried & Graczyk,
2000; Lie & Bash, 1967). Non-fertilized eggs are released with the feces and
come in contact with water. At the end of the life cycle in the environment, the
metacercariae are ingested by the definitive host giving rise to adults located in
specific places in the digestive tract of the host (Fried & Graczyk, 2000; Lie &
Bash, 1967).

In this context, the infection can occur by the ingestion of molluscs, fish,
or raw/undercooked meat of amphibians containing metacercariae (Roberts and
Janovy, 2000). In countries where echinostomiasis is endemic, it can be
aggravated by socio-economic factors such as poverty, malnutrition and lack of
basic sanitation (Ujiie, 1963; Carney, 1991).

Thus, considering that part of the life cycle of this trematode occurs in the
environment, alternative measures that might directly or indirectly interfere in its
ontogenetic development could be used as a possible means of control. One
method of biological control employs ovicidal nematophagous fungi that can act
directly on the free-living stage of most helminths (Braga et al., 2008a, b; Dias
et al., 2013). Accordingly, the species Pochonia chlamydosporia is ovicidal and
naturally found in Brazilian soils (Freitas, 1982). It produces a protease (VCP1)
responsible for the destruction of the eggs of helminth parasites of humans and
animals (Sergers et al., 1994, 1996; Lopez-Llorca et al., 2010). Specifically,

Braga et al. (2008a, b and ¢) demonstrated ovicidal activity against the eggs of
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Fasciola hepatica, Schistosoma mansoni and Eurytrema coelomaticum under
laboratory conditions; however, as each trematode behaves differently in its
environmental life cycle, research investigating possible antagonist action by
organisms from the environment is important. Many papers have already been
published regarding the activity of ovicidal fungi (Braga et al., 2007; Araujo et
al., 2009, 2013; Ferreira et al., 2010); however, because of distinct biological
differences in evolutionary cycles and egg morphology, studies such as this can
be justified and be relevant in the area of parasite control.

The objectives of this study were to: evaluate the ovicidal activity of the
nematophagous fungus P. chlamydosporia on a solid medium 2% water—agar
(2% WA); evaluate its ovicidal effect in supplemented culture media agar with
distinct substrates; and evaluate the ovicidal ability of the crude enzymatic

extract.

4.2 Materials and methods
4.2.1 Eggs

The isolate of E. paraensei was obtained from Nectomys squamipes
specimens that were naturally infected, and had been captured in Sumidouro
municipality, Rio de Janeiro state, Brazil in 2001 (22°02'46"S, 42°41'21"W). The
life cycle had been maintained in the Laboratory of Biology and Parasitology of
Wild Mammals Reservoirs (LBPMR) (Institute Oswaldo Cruz) Fiocruz, Rio de
Janeiro, by passage using hamsters (Mesocricetus auratus) as the definitive
host and Biomphalaria glabrata as the first and second intermediate hosts.

Adult hamsters experimentally infected with E. paraensei were
euthanized in a CO, chamber, according to a protocol approved by the animal
use ethics committee (CEUA L-074/08). Adult worms were collected from the
small intestine and transferred to Petri dishes containing a 0.9% NaCl solution.
The helminths’ uteruses were dissected to release eggs, which were washed

and incubated in dechlorinated tap water at 26°C for 14 days.
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4.2.2. Fungal isolates

Isolates of P. chlamydosporia (VC1 and VC4) were used. The isolates
VC1 and VC4 are derived from the Laboratory of Parasitology of the Veterinary
Department of the Federal University of Vicosa, Minas Gerais and by means of
periodic maintenance have been stored in test tubes at 4°C containing a rich

culture medium based on corn.

4.2.3. Transfer of fungal isolates to Petri dishes

Culture plates of 4 mm in diameter were extracted from fungal isolates
kept in test tubes containing 2% cornmeal-agar (2% CMA) and transferred to
Petri dishes of 9.0 cm in diameter containing 20 ml of 2% potato dextrose—agar
(2% PDA) maintained at 25°C in the dark for 10 days. After growth, new culture
dishes were transferred to Petri dishes of 9.0 cm in diameter containing 20 ml of
2% water—agar (2% WA) and maintained at 25°C in a dark environment for 10

days until the moment of its use.

4.2.4. Crude extract of Pochonia chlamydosporia

Fungal mycelia were obtained by transferring culture disks
(approximately 5 mm diameter) of fungal isolates kept in 2% CMA to
Erlenmeyer flasks (250 ml) containing 50 ml of liquid medium according to the
methodology described by Meyers and Wiebe (2003). The liquid medium was
composed of: glucose (10 g/l); casein (18.409 g/l); Ko;HPO4 (5.0 g/l); MgSO4
(0.10 g/l); ZnSO4 (0.0050 g/l); FeSO4 (0.001 g/l); and CuSO4 (0.50 mg/l). The
fungal inoculum was grown in the Erlenmeyer flasks under agitation of 120
revolutions per min at pH 9.0. After 6 days the supernatant fraction was

collected and filtered on Whatman filter paper n® 1 at 4°C.

4.2.5. Experimental assays

A total of three distinct steps (A, B and C) were performed. In assay A,
the ovicidal activity of the two isolates VC1 and VC4 on the 2% WA solid
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medium against E. paraensei eggs was evaluated. In assay B, the ovicidal
effect (destruction of eggs) of the isolate VC4 in supplemented agar culture
media were evaluated. In assay C, the ovicidal capacity of the crude enzyme

extract of P. chlamydosporia (VC4) against eggs of E. paraensei was evaluated.

4.2.6. Experimental assay A

The criteria of Araujo et al. (1995) were used for the removal of E.
paraensei eggs from Petri dishes and subsequent analysis of the ovicidal effect
of the isolates of P. chlamydosporia according to the effect parameters 1, 2 and
3 on ovicidal activity (Lysek et al., 1982). A total of 1000 eggs of E. paraensei
were placed in Petri dishes of 9.0 cm in diameter containing 2% WA with one
isolate of grown fungus (VC1 and/or VC4) for 10 days, constituting the treated
group. The control group consisted of 1000 eggs of E. paraensei without
fungus. Six replicates were used for both the treated and control groups. At the
end of 15 days after inoculation, 100 eggs were removed from each of the
plates containing fungal isolates and from the control plate (without fungus).
These eggs were placed on glass slides with a drop of 1% Aman blue and
evaluated by light microscopy at 40x objective (Zeiss Axioskop MCB80),
according to the parameters established for ovicidal activity: type 1 effect, effect
without morphological damage to eggshell, where hyphae are observed
attached to the shell; type 2 effect, lytic effect with morphological alteration of
embryo and egg shell with hyphal penetration through the shell; and type 3
effect, lytic effect with morphological alteration of embryo and eggshell, in
addition to hyphal penetration and internal egg colonization according to Lysek
et al. (1982).

4.2.7. Experimental assay B

E. paraensei eggs were placed in 9 cm Petri dishes with different
supplemented agar culture media and with the isolate VC4, as follows: (1) 2%
chitin—agar (2% CA); (2) 2% cornmeal-agar (2% CMA); (3) 2% water—agar (2%

WA); and (4) 2% starch—agar (2% SSA). Fungi were not used in the control
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group. Six repetitions were performed for each group. Each Petri dish contained
1000 eggs of E. paraensei with VC4 and a control group without fungi. After 25
days 100 eggs were removed from each plate containing the isolate VC4 and
from the control plate (without fungus), as described by Araujo et al. (1995).
These eggs were placed on glass slides with a drop of 1% Aman blue and
evaluated by light microscopy at 40x objective (Zeiss Axioskop MCB80)

according to the parameters established for ovicidal activity.

4.2.8. Experimental assay C

The ovicidal capacity of the crude enzymatic extract of P.
chlamydosporia (VC4) on E. paraensei eggs was evaluated. A total of 1000 E.
paraensei eggs were poured into Petri dishes of 4.5 cm in diameter with 5 ml of
crude extract of P. chlamydosporia, constituting the treated group. The control
group consisted of 1000 eggs in 10 ml of distilled water in Petri dishes. Petri
dishes of the treated and control groups were sealed with Rolapack film and
incubated at 26°C. Each treatment consisted of six replicates. After 7 days, the
total number of E. paraensei eggs present in each Petri dish from the treated
and control groups was calculated according to the methodology described by
Mukhtar and Pervaz (2003).

4.2.9. Statistical analysis

Data from experimental assays A, B and C over the studied intervals
were subjected to non-parametric Friedman tests with 1 and 5% probability
(Ayres et al., 2003). Statistical analyses were performed with the aid of BioStat
5.0 software. In assay C, the percentage reduction was calculated by using the

following formula:

% Reduction = (Mean_number of eggs recovered in control — mean_number of eggs recovered in treatment) 4 100.

Mean number of eggs recovered in control
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4.3 Results

In assay A, both the VC1 and VC4 isolates demonstrated ovicidal
activity, with a type 3 effect. This activity was confirmed by visualization of the
interaction of P. chlamydosporia hyphae and the subsequent destruction of the
E. paraensei eggs (Fig. 1b—i) and control group (Fig.a). However, interaction of
the species P. chlamydosporia was also demonstrated, not only of each isolate.
In Fig. 1b—c, the interaction of hyphae of the tested fungi (VC1 and/or VC4) on
the surface of eggs can be observed, but not leading to their destruction. This
type of interaction has been recognized as a type 1 effect. In Fig. 1d—f, there is
an expansion in the shell of the parasitized eggs and therefore penetration of
hyphae of the tested fungi, this being a type 2 effect. Finally, in Fig. 1g- i, there
is not only a change in the morphology of the eggs, but also penetration and
therefore their destruction (type 3 effect). The interval of 15 days was sufficient
to follow the interaction, penetration and subsequent destruction of the E.

paraensei eggs.
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Figure 1 - Interaction hyphae of the fungus Pochonia chlamydosporia (white arrows) on the
Echinostoma paraensei eggs (black arrow) and control group at the end of 15 days. Figure
(a) Echinostoma paraensei eggs (black arrow), control. Figure (b-c), membership of the
hyphae of the fungus on the surface of eggs (white arrow), effect 1. Figure (d-f), adhesion
and with hyphal penetration through the shell (white arrow), effect 2. Figure (g-i), destruction
of the E. paraensei eggs (black arrow), effect 3. Bars: a (350 um); b (400 um); ¢ (430 uym); d
(450 pm); e (500 pm); f (750 pm); g (300 pm); h (300 pm); i (300 pm).

Regarding the values of ovicidal percentage, there was no difference (p >
0.05) in ovicidal activity among the tested isolates. However, the highest
percentage for ovicidal activity (type 3 effect) was demonstrated by isolate VC4.
In relation to this fact, the isolate VC1 has shown: a type 1 effect (20.3%); a
type 2 effect (28.6%); and a type 3 effect (33.9%) on the parasitized eggs.
Isolate VC4 has shown: 16.6% of a type 1 effect; 31.6% of a type 2 effect; and
39.6% of a type 3 effect.
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In assay B, the ovicidal effect (destruction of eggs) of the isolate VC4 in
supplemented agar-based culture media (chitin, corn and starch) were
evaluated. The culture medium 2% SSA showed the best results for the
destruction of eggs at the end of 25 days of interaction, with a percentage of
46.6%; on the other hand, the medium supplemented with corn (2% CMA)
demonstrated an average destruction of 45.0%. The medium supplemented
with chitin (2% CA) showed a relatively lower value when compared with 2%
SSA and 2% CMA media, but the ovicidal activity of P. chlamydosporia was
better in that medium, compared with the 2% WA medium, demonstrating,
possibly, a positive interference of chitin in the activity of this fungus. Type 1, 2
and 3 effects of isolate VC4 in the different culture media tested are shown in
Table 1.

Table 1. Ovicidal activity of the fungal isolate Pochonia chlamydosporia (VC4)
in medium containing 2% water—agar (2% WA), 2% chitin—agar (2% CA), 2%
starch—agar (2% SSA) or 2% cornmeal-agar (2% CMA) and in the control
group without fungi against eggs of Echinostoma paraensei after 25 days of

interaction (mean percentages and standard deviations).

Effect 1 Effect 2 Effect 3
VC4 (2% WA) 20.0+12.2 35.5+13.5 38.2+21.6
Control 0+ 0+ 0+
VC4 (2% CA) 24.0+16.8 26.6 +11.2 409+17.2
Control 0+ 0+ 0+
VC4 (2% 225+16.8 30.5+15.2 46.6 +17.4
SSA)
Control 0+ 0+ 0+
VC4 (2% CMA 14.5+ 18.4 32.7+14.7 45.0 + 20.3
Control 0+ 0+ 0+

AB Mean values were significantly different (p < 0.05). Friedman test. Effect 1: effect without
morphological damage to eggshell. Effect 2: Iytic effect with morphological alteration of embryo
and egg shell with hyphal penetration through the shell. Effect 3: lytic effect with morphological
alteration of embryo and eggshell, in addition to hyphal penetration and internal egg

colonization.
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In assay C, it was found that the crude extract (extracellular enzymes) of
VC4 was shown to be effective in destroying E. paraensei eggs at the end of 7

days, with a percentage reduction of 53% compared with the control group.

4.4 Discussion

In the present study, both tested isolates of the fungus P.
chlamydosporia were effective in the infection and subsequent destruction of E.
paraensei eggs (assay A), thus suggesting a biological method that could be
used as an additional tool of control. In addition, previous studies using P.
chlamydosporia (VC1 and VC4) have proposed that this fungus is an excellent
biological controller, since it can greatly decrease the amount of helminth eggs
in the environment (Braga et al., 2010b; De et al., 2008; Segers et al., 1996).
However, the main obstacle to the use of this fungus on trematode eggs is the
environment in which these parasites develop, the aquatic environment. Based
on this assumption, it has been suggested that E. paraensei eggs, once
expelled by humans in faeces, will reach the environment and be leached by
rain, so reaching their place of development through infection of aquatic
molluscs of the genus Biomphalaria (Braga et al., 2008a). Another important
finding in the present study was the average of 36.7% egg destruction. This fact
is interesting and shows that in a few days of the experiment the isolates tested
were effective in destroying trematode eggs, which are very resilient, as
suggested in the literature (De et al., 2008; Braga et al., 2008 a and b).

Ovicidal nematophagous fungi are saprophytic, but lose this
characteristic in the presence of substrate and/or other sources of nutrition, and,
in the specific case of this study, of E. paraensei eggs. Furthermore, the fungus
P. chlamydosporia exhibits proteolytic, lipolytic and polysaccharolytic activities
depending on the culture medium that is provided as a source of carbon and
nitrogen (Braga et al., 2012).

The culture medium 2% WA has been routinely tested under laboratory
conditions with ovicidal fungi grown on eggs of a zoonotic trematode that
spends part of its life cycle in humans. Because this culture medium is poor in
nutrients, it would oblige, in theory, the change from the saprophytic stage of P.
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chlamydosporia to the ovicidal stage (type 3 effect), which also would justify its
capacity of infection in media that are poor in carbon and nitrogen sources.
These results are in agreement with De et al. (2008) and Eren and Pramer
(1965) who discuss the role of nematophagous fungi on routinely used culture
media under laboratory conditions. Accordingly, the richer the medium, the
greater the ovicidal ability (Braga et al., 2010a). However, the production of
chlamydospores may be lower in culture media based only on agar. Finally, the
use of the 2% WA medium is justified by some situations: (1) homogeneous
growth of fungal isolates; (2) better visualization of the interaction of fungi
versus helminth eggs; and (3) improved availability of this culture medium in
laboratories. In addition, the present report is the first to describe the ovicidal
activity on E. paraensei eggs.

In laboratory assay B the culture medium supplemented with starch
favored a higher production of fungal structures (conidia and/or
chlamydospores). Since the grown isolate showed better results (46.6%) in the
destruction of eggs, enzymatic activity may be suggested, in addition to the
medium’s nutritional efficacy and its provision of carbon and nitrogen. In
agreement with this finding, Braga et al. (2012) have reported that this same
fungal isolate showed higher ovicidal activity when grown in culture medium
with starch, demonstrating that this is an important alternative to the use of
culture media that require high costs.

Helminth eggs are composed of a chitin and protein shell; however, the
ovicidal activity of nematophagous fungi is based specifically on the destruction
of these layers (Lysek et al., 1976). In this context, ovicidal fungal growth has
been suggested in culture media that can serve as substrates for higher
enzyme production. As an example, chitinase production by a nematophagous
fungi grown on a rich medium supplemented with chitin has proved to be
possible, opening up new opportunities for its use (Braga et al., 2013).

Regarding the use of crude extract of the fungus P. chlamydosporia, its
effectiveness has been verified; however, the authors suggest that further
elucidation must be sought of the interaction of this extract versus helminth
eggs. The literature, on this point, still lacks information; what has already been

shown is the possibility of a ‘pool’ of extracellular enzymes from different
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classes, among these chitinases (Esteves et al., 2009) and proteases (Braga et
al., 2012) derived from this fungus. Thus, the characterization of these and
other enzymes that may elucidate this mechanism is being sought under
laboratory conditions, but it is known that the ovicidal potential of this isolate is
relevant. Another specific point is to ‘assume’ the use of this extract in the future
and for this the authors suggest the actual biological development of the
parasites, since trematodes have in most cases a semi-aquatic cycle and this
can help to dissipate derived ‘substances’ from fungi to combat free forms of life
(Braga et al., 2008a, b, c). Thus, starting from the premise that P.
chlamydosporia ‘attacks’ the helminth eggs in two ways: mechanical
(hyphae/apresorium) and enzymatic (protease and chitinase), this study
presents important information on the control of eggs from trematodes that have
an aquatic life cycle.

The results of this study demonstrated that the richer the medium, the
greater the availability of sources of carbon and nitrogen, which can interfere

with the predatory characteristics of nematophagous fungi.
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3 — CONCLUSOES

1- O fungo Pochonia chlamydosporia (VC1 e VC4) influenciou de forma
negativa sobre os ovos Echinostoma paraensei, assim pode ser
considerado como um potencial candidato a controlador biolégico desse

helminto.

2- Quanto mais rico for o meio de cultura maior disponibilidade de fontes de
carbono e nitrogénio, podendo interferir de forma positiva nas

caracteristicas predatérias dos fungos ovicidas.
3- O extrato bruto enzimatico produzido de P. chlamydosporia (VC4) foi

eficaz na reducao da eclosao dos ovos de E. paraensei e, sendo assim

poderia ser utilizado no controle biolégico desse trematdide.
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6. ANEXOS
ANALISE ESTATISTICA

Ensaio A: Avaliagcédo da atividade ovicida de dois isolados VC1 e VC4 em meio
sélido Agar- 4gua 2% sobre ovos de E. paraensei. De acordo com 0s seguintes
parametros: tipo 1, efeito sem prejuizo morfolégico a casca do ovo, onde hifas
sdo observadas aderidas a casca; tipo 2, efeito litico com alteragdo morfoloégica
da casca e embrido do ovo, com penetracédo de hifas através da casca; e tipo 3

efeito litico com alteragdo morfolégica do embrido e da casca.

EFEITO 1

VC1 VC2 Controle

-1- - 2- - 3-
Soma dos Ranks = 27 23 10
Mediana = 19 12,5 0
Média dos Ranks = 2,7 2,3 1
Média dos valores = 20,3 16,6 0
Desvio padrao = 11,1061 10,8444 0
Friedman (Fr) = 15,8
Graus de liberdade = 2
(p) = 0,0004
Comparagdes: Diferenca (p)
Ranks 1e 2= 4 ns
Ranks 1e 3= 17 <0.05
Ranks 2e 3= 13 <0.05

EFEITO 2

VC1 VC2 Controle

-1- -2- - 3-
Soma dos Ranks = 24 25,5 10,5
Mediana = 30 31,5 0
Média dos Ranks = 2.4 2,55 1,05
Média dos valores = 28,6 31,6 0
Desvio padrao = 14,7437 5,5015 0
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Friedman (Fr) = 13,65

Graus de liberdade = 2
(p) = 0,0011
Comparacdes: Diferenga (p)
Ranks 1e 2= 1,5 ns
Ranks 1e 3= 13,5 <0.05
Ranks 2e 3= 15 <0.05
EFEITO 3

VC1 VC2 Controle

-1- -2- - 3-
Soma dos Ranks = 23 27 10
Mediana = 29,5 42 0
Média dos Ranks = 2,3 2,7 1
Média dos valores = 33,9 39,6 0
Desvio padrao = 8,3193 13,335 0
Friedman (Fr) = 15,8
Graus de liberdade = 2
(p) = 0,0004
Comparagdes: Diferenca (p)
Ranks 1e 2= 4 ns
Ranks 1e 3= 13 <0.05
Ranks 2e 3= 17 <0.05

Ensaio 2: Avaliagao do efeito ovicida (destruicao dos ovos) do isolado VC4 em
meios de cultura agar suplementados: agar-quitina 2% (AQ 2%), corn-meal-
agar 2% (CMA 2%), agar-agua 2% (AA 2%) e agar- amido 2% (SSA 2%)
sobre os ovos de E. paraensei. De acordo com os seguintes parametros: tipo 1,
efeito sem prejuizo morfolégico a casca do ovo, onde hifas sao observadas
aderidas a casca; tipo 2, efeito litico com alteragcdo morfolégica da casca e
embrido do ovo, com penetracao de hifas através da casca; e tipo 3 efeito litico

com alteragdo morfolégica do embrido e da casca.
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Efeito 1

Soma dos Ranks =
Mediana =
Média dos Ranks =
Média dos valores =
Desvio padrao =
Friedman (Fr) =
Graus de liberdade =
(p) =

Comparagoes:
Ranks 1e 2=
Ranks 1e 3=
Ranks 1e 4=
Ranks 1e 5=
Ranks 2e 3=
Ranks 2e 4=
Ranks 2e 5=
Ranks 3e 4=
Ranks 3e 5=
Ranks 4e 5=

Efeito 2

Soma dos Ranks =
Mediana =
Média dos Ranks =
Média dos valores =
Desvio padrao =
Friedman (Fr) =
Graus de liberdade =
(p) =

Comparagoes:
Ranks 1e 2=
Ranks 1e 3=
Ranks 1e 4=
Ranks 1e 5=

AA 2%
-1-
61.5000
20.0000
3.4167
20.0000
12.2474
24.5111
4
< 0.0001

Diferenca
8
2
4.5
36
10
12.5
28
2.5
38
40.5

AA 2%
-1-
68.5000
35.0000
3.8056
35.0556
13.5927
36.5778
4
<0.0001

Diferenca
3.5
8
11
50

CMA 2%

- 2-
53.5000
10.0000
2.9722
14.5000
18.4972

(p)

ns
ns
ns
<0.05
ns
ns
<0.05
ns
<0.05
<0.05

CMA 2%

- 2-
65.0000
30.0000
3.6111
32.7778
14.7750

(p)

ns
ns
ns

<0.05
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SSA 2%

- 3-
63.5000
25.0000
3.5278
22.5000
16.8252

SSA 2%

- 3-
60.5000
27.5000
3.3611
30.5556
15.2324

AQ 2%
- 4-
66.0000
17.5000
3.6667
24.0000
16.8663

AQ 2%
- 4-
57.5000
30.0000
3.1944
26.6667
11.2459

Controle
- 5-
25.5000
0.0000
1.4167
0.0000
0.0000

Controle
- 5-
18.5000
0.0000
1.0278
0.0000
0.0000



Ranks 2e 3=
Ranks 2e 4=
Ranks 2e 5=
Ranks 3 e 4=
Ranks 3e 5=
Ranks 4e 5=

Efeito 3

Soma dos Ranks =
Mediana =
Média dos Ranks =
Média dos valores =
Desvio padrao =
Friedman (Fr) =
Graus de liberdade =
(p) =

Comparacgoes:
Ranks 1e 2=
Ranks 1e 3=
Ranks 1e 4=
Ranks 1e 5=
Ranks 2e 3=
Ranks 2e 4=
Ranks 2e 5=
Ranks 3e 4=
Ranks 3e 5=
Ranks 4e 5=

4.5
7.5
46.5

42
39

AA 2%
-1-
57.5000
44.5000
3.1944
38.2778
21.6083
33.2111
4
<0.0001

Diferenca
7.5
9
3.5
37.5
1.5
4
45
5.5
46.5
41

ns

ns
<0.05

ns
<0.05
<0.05

CMA 2%

- 2-
65.0000
50.0000
3.6111
45.0000
20.3643

(p)

ns
ns
ns
<0.05
ns
ns
<0.05
ns
<0.05
<0.05
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SSA 2%

- 3-
66.5000
50.0000
3.6944
46.6667
17.4895

AQ 2%
- 4-
61.0000
40.0000
3.3889
40.9444
17.2336

Controle
- 5 -
20.0000
0.0000
1.1111
0.0000
0.0000



Ensaio 3: Avaliacdo da capacidade ovicida do extrato bruto enzimatico de P.

chlamydosporia (VC4) sobre ovos de E. paraensei

Extrato Controle
- 1- -2
Soma dos Ranks = 6.0000 12.0000
Mediana = 128.0000 305.5000
Média dos Ranks = 1.0000 2.0000
Média dos valores
= 145.3333 312.3333
Desvio padrao = 64.0083 56.6945
Friedman (Fr) = 6.0000
Graus de liberdade
= 1
(p) = 0.0143
Comparacoes: Diferenca (p)
Ranks 1e 2= 6 <0.05

O percentual de redugao foi observado por meio da utilizagdo da seguinte formula:

% Reducace (Média de ovos recuperados no controleédia de ovos recuperados no tratagde,.

Média de ovos recuperados no controle
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