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EFECTO OVICIDA DE HONGOS DEL SUELO... Introduccion

Las enfermedades parasitarias han  influido
considerablemente en el curso de la historia del hombre, y segin todos
los indicios seguirdn haciéndolo a gran escala. Hoy en dia, la gran
expansion y aceleracion del comercio mundial, los movimientos y viajes
de personas, y la explosion demogrdfica que experimentan las
poblaciones humanas y animales ofrecen a los microorganismos una
condicidbn aun mds favorable para adaptarse, transformarse y
trasladarse a nuevos hospedadores y ecosistemas a menudo con

resultados catastroficos (Vargas Terdn & Del Barrio Reyna, 2006).

En el correr de los anos, mucho se ha progresado en
el conocimiento de la biologia y la estructura subcelular de los agentes
parasitarios, sin embargo, continian azotando a las poblaciones del

mundo (Salomon, 2006).

En el suelo se concentran diferentes formas de vida:
bacterias, algas, hongos, insectos, dcaros, protozoos y nematodes de
vida libre; es también el sustrato donde sobreviven y evolucionan
distintos pardsitos del hombre y animales. El suelo de los paseos publicos
estd generalmente contaminado con huevos de helmintos provenientes
de la materia fecal humana y/o animal. Por lo tanto estas dreas
publicas constituyen zonas de riesgo para la transmision de infecciones

parasitarias (Cérdoba et al., 2002).

A pesar de ser muy resistentes a las condiciones
climdaticas adversas y a los fratamientos con aguas residuales, los huevos
de geohelmintos necesitan pasar un periodo de tiempo en el suelo
hasta llegar a su estadio infectivo. Por lo tanto, su desarrollo y viabilidad

dependen de las condiciones que ese sustrato le brinda ademas de las

1 MARIA LAURA CIARMELA -2008



EFECTO OVICIDA DE HONGOS DEL SUELO... Introduccion

condiciones ambientales como la temperatura, humedad, viento
(Soriano et al., 2001; Gamboa, 2006).

Las parasitosis, causadas por geohelmintos, son
endémicas de paises en desarrollo y constituyen un indicador de las
condiciones sanitarias y ecoldgicas del entorno de los hospedadores
(Gamboa, 2006). Los factores socioecondmicos y culturales y la falta de
un sistema sanitario bdsico son responsables de la contaminacion

ambiental con estos agentes (Soriano et al., 2001).

Actualmente se  describen mads de 140
enfermedades zoondticas, destacdndose que, el 60% de los patdgenos
de los seres humanos son zoondticos (Vargas Terdn, 2006). Las zoonosis
persisten en el subdesarrollo junto con indicadores econdmicos, sociales
y sanitarios desfavorables. Las zoonosis en humanos estdan
condicionadas por: educacion, comportamiento, higiene,
alimentacién, saneamiento, las que inciden en la probabilidad de riesgo

de la poblaciéon (Garza Ramos, 2006).
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EFECTO OVICIDA DE HONGOS DEL SUELO... Introduccion

Toxocara canis

Toxocara canis es un pardsito zoondtico que causa
toxocariasis (sinon. toxocariosis, toxocarosis). Esta infeccion en el hombre
es adquirida por la ingestion accidental de huevos larvados de T. canis,

ascarido pardsito comun del perro (Gillespie, 1991; Overgaauw, 1997).

Su hospedador definitivo es el perro, en el cual los
adultos de T. canis viven en la luz del intestino delgado (Despommier,
2003).

Ubicacién taxonémica de T. canis (Anderson, 2000):
Reino Animalia
Phyllum Nematoda
Clase Secernentea
Orden Ascaridida
Superfamilia Ascaridoidea
Familia Ascarididae
Subfamilia Toxocarinae
Género Toxocara

Especie T. canis

3 MARIA LAURA CIARMELA -2008



EFECTO OVICIDA DE HONGOS DEL SUELO... Introduccion

Ciclo de vida de Toxocara canis

Una hembra adulta de T. canis elimina 200.000

huevos inmaduros por dia con la materia fecal canina (Barriga, 1988).

Estos huevos, en condiciones apropiadas de
temperatura y humedad evolucionardn en el suelo a huevos larvados
infectivos (Kayes, 1997). Su desarrollo a larva 2 lo redlizard en
aproximadamente 20 dias a una temperatura de 20° C con una
humedad relativa de 80%. La mayoria de la literatura consultada
considera huevo infectivo a aquel que aloja el segundo estadio larval o
L2, aunque algunos autores han reportado dos mudas dentro del huevo
y entonces para ellos, el estadio larval infectivo seria L3 (Okoshi & Usui,
1968; Arauvjo, 1972). Estos huevos son muy resistentes y su permanencia
viable en el ambiente ha sido reportada por mas de 2 anos (Glickman &

Magnaval, 1993).

Los huevos de T. canis, como todos los nematodes,

poseen una cubierta constituida por tres capas:

*interna, glicolipidica o ascardsida

*media, compuesta por proteinas y quitina

*externa, capa vitelina o albuminoidea: es

lipoproteica, pegajosa y originada por secreciones uterinas (Fig. 1)
(Wharton, 1980).
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EFECTO OVICIDA DE HONGOS DEL SUELO... Introduccion

FIG. 1 Estructura de la cubierta del huevo de T. canis. (c.u.e.: capa uterina
externa, c.v. capa vitelina, c.g. capa quitinosa, c.li. capa lipidica interna)
(Wharton, 1980)

Los perros (fig. 2) y ofros cdnidos pueden infectarse

con T. canis mediante las siguientes vias:

1. Ingestion de huevos embrionados (larva 2 6 3).

2. Ingestion de larvas presentes en los tejidos de los

hospedadores paraténicos.

3. Migraciéon transplacentaria de las larvas desde la

perra prenada a sus cachorros en desarrollo.

4. Pasaje fransmamario de larvas a través de la leche

de las perras a sus crias.

5. Ingestion de pre adultos presentes en el vomito y
en las heces de cachorros infectados (Despommier,
2003).

Cuando los huevos infectivos de T. canis son
ingeridos por un perro, se liberan las larvas, en el estdbmago y en el

intestino delgado. Las larvas liberadas invaden mucosa intestinal,

5 MARIA LAURA CIARMELA -2008



EFECTO OVICIDA DE HONGOS DEL SUELO... Introduccion

penetran los vasos linfaticos y venosos y la mayoria alcanzan el higado
en 24-48 h (Basualdo et al., 1995). Luego llegan al corazén y a los
pulmones por via sanguinea, alcanzan los capilares alveolares vy
atraviesan la barrera sangre-aire, ascendiendo por el drbol respiratorio
hasta llegar a la faringe, donde son deglutidas. Estas larvas, que han
seguido la migracioén traqueal, sufren 2 mudas y completan el desarrollo
a adultos en el intestino delgado. Los huevos aparecen en las heces 4 6

5 semanas después de la infeccion (Burke & Roberson, 1985).
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Paraténesis

Los huevos de T. canis también pueden ser infectivos
para un sinnumero de especies, incluyendo al hombre. Este fendmeno
se conoce como paraténesis. Hospedadores paraténicos en toxocariasis
son helmintos de tierrq, ratones, ratas, conejos, pollos, cerdos, palomas,
ovejas, etc. Las larvas liberadas en el intestino no siguen la ruta traqueal
en estos hospedadores y por ello no sufre mudas (Beaver, 1956). Como
la larva permanece viva en el hospedador paraténico (hasta 6-9 anos),
la ingestion de los tejidos puede infectar al predador. Si es un cdanido, las
larvas completan su desarrollo en el tracto alimentario (Despommier,
2003).

Factores que influyen en la susceptibilidad a la infeccion en perros

adultos

La susceptibilidad de la infeccidon en perros adultos ha
sido estudiada respecto a diversos factores (O'Lorcain, 1994). Se ha
descrito una susceptibilidad individual o de raza para muchos helmintos,
y de la misma forma ocurre para T. canis. Las razas Beagle y Greyhound
pueden ser infectadas reiteradamente indicando que no existe un
mecanismo que frene la reinfeccion. También pueden ser importantes
los efectos hormonales en la susceptibilidad a la infecciéon. El ambiente
también parece influenciar la prevalencia de la infeccion. Es mas alta
en perros vagabundos y callejeros y en perros de perreras comparando
con mascotas. Un estudio llevado a cabo en Australia, demostré una
prevalencia de 35-55% en perros vagabundos respecto al 1-5% en perros

mascotas (Lloyd, 1993).

El nUmero de T. canis adultos por perro ha sido

determinado por diversos autores. Lloyd (1993) contdé de 2 a 12 en 16
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perros vagabundos adultos en Lituania y Vanparis et al. (1991)
reportaron una variacion de 1 a 82 (media: 14) por perro en canes

vagabundos de Bélgica.

La salida diaria de huevos en las heces tiene un
impacto muy importante. Diferentes autores registraron desde 10 a 2490
huevos por gramo de heces en cachorros de perreras (Hayden & van
Kruiningen, 1991; Lloyd, 1993). El potencial significado de un cachorro
como fuente de contaminacién ambiental con huevos de T. canis se ve
ilustrado en el estudio llevado a cabo en un criadero de Greyhounds en
el sudeste de Inglaterra, en el cual las muestras fecales fueron tomadas
semanalmente en cachorros no tratados. No se detectaron huevos
hasta el dia 14, pero el dia 21 se contaron hasta 107.500 huevos por
gramo de heces (promedio 10.500 huevos). El dia 28 se alcanzd el
maximo, con 11.500 huevos por gramo con un pico secundario mads
bajo en la sexta semana (casi 8.000 huevos por gramo). El primer pico es
indudablemente atribuido a la maduracién de T. canis adquiridos por los
cachorros en el Utero, y podemos especular que el segundo pico puede
indicar una nueva via de infeccidon transmitida por el calostro o por la
leche. La puesta de huevos cayd a cero entre las 10 y 12 semanas de
edad.

La fecundidad de T. canis es mds baja en perros
adultos bien cuidados. Debemos tener en cuenta que 1/3 de las
infecciones no son detectadas por las técnicas parasitoldgicas rutinarias
(Kornblatt & Schantz, 1979).
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Ciclo de vida accidental

Los ninos -principalmente de 1 a 5 anos de edad vy
con antecedentes de geofagio- se infectan cuando juegan en los
paseos publicos contaminados con huevos larvados de T. canis —cuya
cubierta es pegajosa- provenientes de la materia fecal de los perros que

alojan el estadio adulto (Despommier, 2003).

Las larvas migran durante meses o anos causando
dano a los tejidos por donde pasan hasta que sobreviene la reaccion
inflamatoria del hospedador y mueren (Laufer, 2004). Se han descrito
larvas de T. canis en higado, pulmones, corazdén y cerebro (Basualdo et
al., 1995). La migraciéon larval deja trazos de hemorragias, células

inflamatorias y necrosis (Smith, 1991).
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Aspectos clinicos de toxocariasis

Sintomas y signos asociados a Toxocariasis humana (Despommier, 2003):

[ Dolor abdominal

Hepatomegalia
Anorexia
Nduseas
Vomitos
Letargia
Caracteristicas Clinicas Disturbios del suefio o de la conducta
asociadas a  toxocariasis
humana Neumonia
Tos/broncoespasmos
Faringitis
Adenitis cervical
Cefalea
Dolor de extremidades
\ Fiebre moderada
Caracteristicas de Eosinofilia
Laboratorio asociadas a
toxocariasis humana Serologia anfitoxocara positiva

La ausencia de eosinofilia no excluye toxocariasis.”
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Existen fres sindromes cldsicos asociados a
toxocariasis humana: larva migrans visceral (LMV), larva migrans ocular
(LMV) y toxocariasis encubierta (Minvielle, 1995; Laufer, 2004). Otros
sindromes menos conocidos son foxocariasis asmatiforme, neurolégica,

neurofisiolégica y subclinica (Minvielle et al., 1999).

Minvielle et al. (1999) determinaron antficuerpos
antitoxocara en una poblacion de 38 pacientes con sindrome de asma

bronquial. La serologia fue positiva para el 68,42% de los pacientes.

Larva migrans visceral

Ocurre generalmente en ninos menores de 5 anos
con antecedentes de geofagia o estrecha relacidn con cachorros,
siendo menos frecuente en adultos (Minvielle et al., 1999). Se presenta
con hepato y esplenomegalia, sinfomas de afectacion de las vias
respiratorias bajas como broncoespasmo, dando cuadros asmaticos
(Despommier, 2003). En un 50% de los pacientes se observan
radiolégicamente infiltrados pulmonares transitorios (Minvielle et al.,
1999). En sangre periférica, la eosinofilia puede alcanzar valores del 70%.
También ha sido reportada hipergammaglobulinemia de Ig M, Ig G e Ig
E. Se han descrito casos de miocarditis, nefritis (Minvielle et al., 1999) y
afectaciéon del sistema nervioso cenfral como meningitis aséptica con
eosinofilia en liquido céfalo raquideo. Taranto et al. (2000) evaluaron 2
poblaciones de ninos del bosque xerdfilo del Chaco Salteno en quienes
determinaron valores hematoldgicos y anticuerpos Anti-T. canis. Se
detectd una eosinofilia del 10% de los ninos estudiados. El 55,6% del total

de ninos con eosinofilia tuvo serologia positiva para T. canis.
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Xinou et al. (2003) describieron un caso de meningitis
eosinofilica causada por T. canis en una paciente de 54 anos y Vidal et
al. (2003) en un paciente de 2 anos. Eberhardt ef al. (2005) reportaron
un caso de meningomielitis en un adulto sin factores de riesgo
conocidos, y con respuesta positiva a anticuerpos anti Toxocara en

liquido céfalo raquideo pero no en sangre.

En piel se han descrito lesiones tales como urticaria y

noédulos asociadas a eosinofilia causada por toxocariasis (Laufer, 2004).

El sindrome de Ilarva migrans visceral puede
mimetizarse con un linfoma. Se ha descrito un caso de un paciente
adulto con todos los signos-sinfomas tipicos de un linfoma, sin embargo
la serologia de tal enfermedad maligna resultd negativa y positiva la

serologia para T. canis (Bachmeyer et al., 2003).

Larva migrans ocular

Ocurre generalmente en ninos de 5 a 10 anos de
edad y se presenta con pérdida de vision unilateral como sintftoma mds
frecuente (Despommier, 2003; Teyssot et al., 2005). Benitez del Castillo et
al. (1995) describieron un caso de una paciente de 14 anos con
toxocariasis ocular bilateral. La consecuencia mads seria de la infeccidon
es la invasion de la retfina, llevando a la formacion de granuloma, ya sea

periféricamente o en el polo posterior (Despommier, 2003).

La endoftalmitis y la uveitis son causas importantes de
la pérdida visual en la fase aguda de la enfermedad. Stewart et al.
(2005) describieron toxocariasis ocular en el 1% de pacientes con uveitis,
la edad promedio era de 16,5 anos. Los pacientes con larva migrans

ocular generalmente no tienen historia registrada de geofagia o una
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asociacion tan estrecha con cachorros, y probablemente tengan una
carga larvaria menor que los pacientes con larva migrans visceral
(Minvielle et al., 1999).

Toxocariasis encubierta

Describe los signos y sinfomas de pacientes con
toxocariasis que no pueden ser ingresados en la categoria de larva
migrans visceral u ocular. Los sinftomas son generalmente inespecificos,
pero cuando se agrupan forman un sindrome reconocible. Sintomas
como hepatomegalia, tos, alteraciones del sueno, dolor abdominal,
cefaleas y frastornos de la conducta se han asociado con titulos
elevados de anficuerpos anti-Toxocara. La eosinofilia es variable

(Minvielle et al. 1999).

Toxocariasis subclinica

Es frecuentemente informada en individuos sanos de
paises desarrollados en donde la serologia se realiza de rutina en
pacientes pedidtricos o en estudios llevados a cabo en donantes de
sangre (Minvielle et al., 1999). Estos informes incluyen entre otros, a ninos
en Espana con seropositividad del 6,5% (Conde Garcia et al., 1989);
adultos en Italia 4,0% (Genchi et al., 1990) y adultos donantes de sangre

en Gualeguaychu, Argentina 10,6% (Minvielle et al., 2000).
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Toxocariasis ambiental

La existencia en el suelo de elementos infectivos de
geohelmintos patdgenos para el hombre y animales es un problema
asociado a la presencia de animales parasitados que deambulan en
zonas urbanas y rurales. La distribucion de los nematodes, depende de
la coexistencia de multiples factores: ademds de una fuente de
pardsitos y de los hospedadores definitivos; se necesitan condiciones
climdticas, microclimdticas y bioldgicas que garanticen el transcurso de
la fase extrahospedador en el desarrollo del pardsito (Lysek & Nigenda,
1989). De esta manera, el suelo es la fuente principal de nuevas
infecciones provocadas por nematodes tanto en el hombre como en

los animales.

La llegada de los huevos de T. canis con la materia
fecal de los perros parasitados a los paseos publicos y su alta
persistencia en el ambiente constituyen un problema para la salud

publica (Glickman & Magnaval, 1993).

Numerosos estudios han demostrado la presencia de
huevos de T. canis en paseos pUblicos de diversas ciudades, por lo tanto
estos espacios contaminados con materia fecal canina son reconocidos

como una fuente potencial de infeccion (Gillespie et al., 1991).

Se han realizado estudios sobre la prevalencia de la
infeccion en mascotas urbanas y en perros callejeros del mundo.
Aungue la mayoria de los estudios revelan alta frecuencia de
toxocariasis en perros menores (3 a 6 meses de edad), también se
describe la presencia de este pardsito en perros adultos aunque en

menor proporcion (Pereira et al., 1991).
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Surgan et al. (1980) en el condado de Essex, Nueva
Jersey hallaron huevos de T. canis en 0,32% de 629 muestras de suelo de
32 paseos publicos analizados. Chorazy & Richardson (2005) hallaron
huevos de ascdridos en Connecticut en el 14,4% de las muestras de
tierra recolectadas de paseos publicos, patios de las casas y escuelas.
Dada & Lindquist (1979) entre 10 y 30% de las muestras tomadas en
suelos de parques y dreas de recreacion de Estados Unidos detectaron
huevos de T. canis. Gillespie et al. (1991) en 6,3% de las muestras de
suelo de 15 parques de Londres. También han sido recuperados huevos
de este pardsito de jardines de la misma ciudad (Pegg, 1975) y de
Irlanda (O’ Lorcain, 1994).

Mahdi & Ali (1993), en 180 muestras de suelo de
paseos publicos y de patios de escuelas en zonas urbanas y rurales de
Basrah, Irak. Uga et al. (1996) hallaron un 12,2% de las muestras de suelo

contaminadas con huevos de T. canis, de Japodn.

Dumenigo & Galvez, (1995) tomaron muestras de
suelo de 45 zonas residenciales diferentes de la ciudad de La Habana,
Cubaq, de las cuales 42,2% fue positivo para T. canis. Devera et al. (2005)
en muestras de tierra de 25 espacios publicos de Ciudad Bolivar
(Venezuela) hallaron huevos de T. canis en el 55% de las mismas. Blazius
et al. (2005) hallaron en materia fecal canina de lugares publicos de

ltapema (Brasil) un 14,5% de huevos de T. canis.

Pereira ef al. (1991) en un estudio sobre muestras de
materia fecal canina de 1000 perros, hallaron una prevalencia del 10%
de huevos de T. canis. Minvielle et al. (1993) realizaron muestreos de
materia fecal canina de plazas y calles de la ciudad de La Plata y del
total de estas muestras, un porcentaje de 10,5 fue positivo para huevos

de T. canis. Taranto et al. (2000) tomaron muestras de materia fecal
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canina de una comunidad del Chaco Salteno donde la gente convive
en estrecha relacion con los perros. Del total de muestras analizadas se
encontré el 77,4% de las mismas parasitadas, siendo de 17,2% el

porcentaje hallado para huevos de T. canis.

De Lorenzi et al. (2000) en muestras de suelo del
peridomicilio de una comunidad indigena de la provincia de Misiones

hallaron huevos de T. canis en el 62,8% de las muestras.

Silva & Sdnchez Thevenet (2001) determinaron la
prevalencia de pardsitos intestinales en tres plazas de la ciudad de
Comodoro Rivadavia, se recolectaron 45 muestras de suelo; de estas
muestras el 40% fue positivo para huevos de T. canis. Cérdoba et al.
(2002) tfomaron 46 muestras de fierra de 23 paseos publicos de la ciudad
de La Plata, en las cuales hallaron 15 muestras positivas para T. canis.
Minvielle et al. (2003) tomaron muestras de suelo de paseos publicos y
plazas de la ciudad de Gualeguaychu arrojando un resultado de 100%
de las muestras contaminadas con huevos de T. canis. En el mismo
trabajo se tomaron muestras de materia fecal de 100 perros dando

como resultado un 25% de positividad de huevos de T. canis.

Sadnchez Thevenet et al. (2003) investigaron la
presencia de pardsitos intestinales en heces caninas recolectadas de
paseos publicos de la ciudad de Comodoro Rivadavia. Del total de las
heces recolectadas hallaron en las frescas un 8,2% y en las secas 2,5%

de huevos de T. canis.

Chiodo et al. (2006) realizaron un estudio en una
comunidad rural de la provincia de Buenos Aires estableciendo la
relacion entre la frecuencia de toxocariasis y variables ambientales,

sanitarias, eosinofilia y otros pardsitos intestinales. Tomaron muestras de
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materia fecal de 81 perros para detectar huevos de T. canis. También se
tomaron muestras de tierra de los peridomicilios y de los paseos publicos.
Todas las personas con serologia positiva para toxocariasis poseian
perros. La frecuencia de huevos de T. canis halladas en las muestras de
tierra fue de 41,17%. Se hallaron huevos de T. canis en 6,17% de los

perros, que pertenecian a personas con serologia positiva.

Dispersion de T. canis por artropodos

La dispersion que redlizan los artropodos también
debe ser tenida en cuenta. Las moscas ingieren 1-3 mg de heces en 2 6
3 horas; y pueden ingerir huevos de helmintos como el de T. canis. Los
huevos de T. canis han sido hallados en un 2,4% y en un 2,1% de moscas
silvestres atrapadas en Nigeria (Lloyd, 1993). La dispersion que hace la
mosca de huevos de nematodos provenientes de heces es de 80 metros
pero la diseminacion de la infeccidon por ofros insectos y animales es
suficiente para inducir infecciones hasta 1km desde la deposicion
contaminada del perro. Aunque los huevos de T. canis deben
embrionar, las moscas son atraidas por las heces luego de un
considerable fiempo de producidas. El desarrollo embrionario puede
ocurrir luego de la dispersion, por eso es que la disesminacion a partir de

las moscas debe ser investigado (Glickman & Schantz, 1981).

Todos estos datos indican que la contaminacion por
T. canis es un problema de salud publica de distribucion mundial, con

gran impacto en nuestra region.
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Control biolégico

El control biolégico es la utilizacion de organismos
antagodnicos vivos que actian como enemigos naturales contra
diferentes plagas (insectos, hongos, nematodes, virus, bacterias,
vertebrados) y usualmente involucra su liberacion y propagacion dentro

del habitat de estas poblaciones (Rey et al., 2000).

Esta definicion de “organismos vivos” incluye a los
predadores, parasitoides, nematodes, hongos, bacterias, protozoos y
virus, mientras que los genes o fragmentos de estos fuera del organismo
vivo estdn excluidos de esta definicion. Los metabolitos de varios
organismos utilizados para control de plagas, pero aplicados sin el
organismo que los producen, no estdn incluidos dentro del control
bioldgico, estos merecen ser agrupados como “control bioracional”
(Eilenberg, 2006).

El objetivo del control bioldgico no es eliminar la
plaga, sino mantener a la poblacién plaga debajo de un umbral donde
no pudieren infligir dano a la poblacién hospedadora. Estos organismos
de control bioldgico no eliminan el organismo blanco, pero si reducen

su densidad poblacional (Jaffee, 1992; Larsen, 2000).

El control bioldégico se fundamenta en dos principios

ecolégicos fundamentales:

1. Un organismo puede ser usado para el control de otro organismo.

2. El organismo control tiene un limitado rango de hospedadores. El
rango de hospedadores generalmente hace referencia a un

grupo de especies blanco sobre las cuales el organismo control
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puede alimentarse y desarrollar. El uso seguro y efectivo de un
agente de control bioldégico es mediante un organismo control
con capacidad para sobrevivir, reproducirse, dispersarse vy
evolucionar en el medio donde se lo utilice, sin producir dano
alguno sobre el resto de los organismos. Esta prdctica representa
una ftecnologia de control efectiva, benigna para el ambiente,
capaz de automantenerse durante periodos prolongados sin la

necesidad de intervenciones costosas (Mc Evoy, 1996).

El confrol bioldgico se puede aplicar sobre virus,
microbios, nematodes, insectos, garrapatas, malezas y vertebrados
plaga que invaden diversos ambientes influyendo negativamente sobre
los recursos naturales, agricultura, productos almacenados y ambientes
urbanos (Charudattan et al., 2006).
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Control de T. canis: nuevas estrategias

Una de las medidas de control de las parasitosis es la
aplicacion de antiparasitarios quimicos en el hospedador definitivo.
Lamentablemente, su uso estd limitado por diversos factores que deben
ser tenidos en cuenta como el costo del fratamiento, desconocimiento
de las vias de transmision de los pardsitos y la falta de medidas de
sanidad animal sobre los perros, entre otras. Todas estas razones
explican por qué el ambiente estd contaminado con elementos

parasitarios (Larsen, 2000).

Entre las condiciones que determinan el grado de
contaminacion se consideran factores bioldgicos que pueden afectarla
supervivencia de los huevos en el suelo, ya sea eliminando o al menos
paralizando el desarrollo de los huevos de manera tal que ellos pierdan
su importancia epidemiolégica. Este fendmeno conocido como
supresion, autodepuracidon o “autodeshelmintizacién” es variable
dependiendo de las condiciones interiores del suelo, presencia de
organismos capaces de destruir los huevos y de las cualidades de estos
microorganismos, asi como de las condiciones exteriores, climdaticas y

microclimdticas (Lysek & Nigenda, 1989).

El fendbmeno de supresion, en el cual la dindmica de
la poblaciéon de nematodes en el suelo estd naturalmente contenida, y
la incidencia de las enfermedades que causan reducida, se conoce
desde hace mucho ftiempo. A pesar que los mecanismos y los agentes
implicados en la disminucion de la capacidad potencial de los
nematodes para producir enfermedad no son completamente
conocidos, este fendmeno natural constituye la base del desarrollo de
nuevas alternativas de control de las parasitosis en las dreas de

agronomia y veterinaria (Kim et al., 1998; Westphal et al., 1999).
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Durante los Ultimos 50 anos el control de las parasitosis
animales y vegetales fue realizado fundamentalmente con el uso de
antinelminticos (control quimico). Sin embargo, el desarrollo de la
resistencia de los helmintos a los antiparasitarios quimicos, sumado a los
cambios en los sistemas de cultivo, la produccidn orgdnica de ganado,
la regulacion en el uso de drogas y la tendencia globalizada a no
contaminar el ambiente ni el producto final, ha condicionado la
buUsqueda de estrategias alternativas para controlar las parasitosis
(Saumell, 2002; Waghorn et al., 2002)

En las Ultimas dos décadas la preocupacion por hallar
agentes de control bioldgico en las parasitosis animales se ha ido
incrementando debido a, como ya se menciond, la resistencia que
ofrecen a los anfiparasitarios quimicos. Ya en la década del 80
aparecen las primeras recopilaciones de casos de resistencia

antihelmintica (Saumell, 2002).

Como alternativa posible a las medidas tradicionales
de control de las parasitosis y en el marco de un sistema integrado de
produccion, surge la utilizacién de microorganismos antagdnicos que

actian como enemigos naturales (Rey et al., 2000).

El objetivo del control bioldgico como estrategia
alternativa al uso de antiparasitarios quimicos, no es eliminar la plaga,
sino mantener los pardsitos debajo de un umbral donde no pudieren
infligir dano a la poblacidon hospedadora. Estos organismos de control
bioldgico no eliminan el organismo blanco, pero si reducen su densidad

poblacional (Jaffee, 1992; Larsen, 2000).

El uso de estos agentes de control bioldgico surge

como una alternativa para el control de las infecciones parasitarias o
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como complemento a los antiparasitarios quimicos en el ganado de
pastoreo (Larsen, 2000). Dados que los nematodes tienen muchos
enemigos naturales, varios agentes han sido estudiados como posibles
agentes de control bioldgico, encontrdndose entre ellos bacterias,
hongos, protozoos y artropodos (Saumell & Ferndndez, 2000). Una de
estas alternativas es el uso de hongos nematofagos del suelo (Huang et
al., 2004).
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Hongos nematéfagos

Los hongos nematdfagos juegan un rol en el control
bioldgico natural de los nematodes en el suelo. Es intferesante su biologia
y bioguimica asociadas a los procesos de captura, penetracion y
digestion. Desde hace unos anos se les ha prestado atencion en cuanto
a su ecologia, fisiologia y estructuras relacionadas. La ecologia de los
hongos nematéfagos especialmente aquella pertenecientes a los
hongos predadores y endopardsitos, y sus actividades en el suelo
incluyendo el reconocimiento de la presa y estrategias de
supervivencia, han sido tema de estudio en las Ultimas décadas
(Nordbring Hertz, 1988; Dijksterhuis et al., 1994).

Los hongos antagonistas de huevos y larvas de
nematodes constituyen un grupo heterogéneo que utiliza los elementos
parasitarios como fuente nutritiva principal o suplementaria de su
existencia saprétrofa en el suelo (Barron, 1977; Waller & Faedo, 1996).
Estos hongos estdn distribuidos en todo el mundo, se los encuentra en
diversos hdbitats, principalmente en ambientes ricos en materia

orgdnica (Larsen, 2000).

Muchas especies de hongos del suelo utilizan a los
nematodes vivos como fuente de energia y de carbono. Estos hongos
nematofagos han sido estudiados porque son componentes comunes
de la microflora del suelo y exhiben adaptaciones morfoldégicas vy
fisioldgicas muy buenas (Jaffee, 1992). La primera observacion de
hongos destructores de nematodes la hizo Lohde en 1874. Arthrobofrys
oligospora fue uno de los primeros hongos con el que se demostrd
actividad interferente con larvas de nematodes (Veenhuis et al., 1985;

Poinar & Borje Jansson, 1986). Se han estudiado cerca de 150 especies
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adicionales que han demostrado esta capacidad siendo su efecto

ovicida/ovistdtico de diverso grado de intensidad (Dunn et al., 1982).

Existen varios trabajos publicados acerca del control
bioldégico de huevos de nematodes con hongos saprotrofos del suelo.
Estos hongos tienen la capacidad de atacar la cubierta y destruir los

estadios de los nematodes pardsitos (Larsen, 2000).

Algunas especies fungicas saprotrofas ejercen
actividad ovicida produciendo un efecto negativo sobre el desarrollo y
persistencia de huevos de helmintos en el suelo. Estos hongos juegan un
rol importante desde el punto de vista del mantenimiento del
ecosistema suelo en un nivel de homeostasis adecuado (Lysek et al.,
1982).

Los nematodes son plagas importantes en los cultivos
y los animales, por este motivo es que muchos investigadores usan a los

hongos nematofagos como agentes de control bioldgico (Jaffee, 1992).

Los hongos nematdfagos son  de  distribucion
cosmopolita y estdn relacionados con la capa superficial y la capa de
humus del suelo. Existen especies que exhiben cierto grado de
flexibilidad nutricional a lo largo de su ciclo de vida (den Belder &
Jansen, 1994) pudiendo capturar bacterias, tardigrados, amebas y otros

organismos de vida libre (Lysek & Nigenda, 1989).

La mayoria de los hongos nematofagos ejercen su
actividad sobre una etapa especifica del desarrollo del nematode. Esto
involucra a estructuras especificas como las trampas donde quedan
atrapados los nematodes, o esporas que se adhieren a la superficie de

ellos o son ingeridas por estos (Jansson et al., 1997).
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Durante las décadas del 80 y 90, los estudios sobre
hongos avanzaron inicialmente para conocer la actividad predadora in
vitro de algunas especies contra estadios de vida libre de pardsitos
nematodes de varias especies animales, llegando a la conclusion que

son altamente eficaces (Saumell, 2002).

Clasificacion de hongos nematofagos segun su modo de ataque sobre

los nematodes

Los hongos antagonistas de nematodes pueden

clasificarse en: 1. Hongos predadores

2. Hongos endopardsitos

3. Hongos pardsitos de quistes y huevos

4. Hongos productores de toxinas.

1. Hongos predadores de nematodes. Son hongos
con una relativamente buena capacidad saprotrofa que producen
estructuras frampa de nematodes adhesivas y no adhesivas (hifas,
anillos constrictores y no constrictores, ramas, nudos, redes) que crecen
en el micelio superficial, Ej. Arthrobotrys oligospora (Foto 1), Dactylaria
candida (Foto 2) (Wharton & Murray, 1990).

: T N
Trampa B Sl -
adhesiva (red) Vo e
Foto 1. Arthrobotrys oligospora Foto 2. Dactylaria candida
(MicrobeLibrary.org, (science.scu.edu.tw/.../image006.jpg)

www.microbeworld.org)
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2. Hongos endopardsitos. Son pardsitos obligados
que infectan nematodes vivos y generalmente muestran mayor
especificidad de especie. Producen esporas que se adhieren a la
cuticula del nematode o son ingeridas por los nematodes (Larsen, 2000).
El mecanismo molecular no estd bien explicado, pero se basa en las
investigaciones realizadas sobre hongos entomopatdégenos, cuyo modo
de infeccidén es similar a los nematofagos, en el que participan enzimas
hidroliticas en varios pasos de la infeccidon (Huang et al., 2004). A
menudo, son pardsitos obligados de nematodes vivos y generalmente
demuestran, a diferencia de los hongos predadores, una alta
especificidad de hospedador. Ej.: Drechmeria coniospora, Hirsutella

rhossiliensis (Foto 3), Catenaria anguillulae (Foto 4).

Foro 3. Conidios adherentes de H. rhossiliensis  Foto 4. Zoosporas de C. anguillulae

(www.cpes.peachnet.edu) (agroecology.ifas.ufl.,edu/nematoph

lalala BN

3. Hongos pardsitos de quistes y huevos.
Solamente atacan ciertos estadios del ciclo de vida de los hematodes
como los huevos y quistes a través de sus zoosporas y son hongos
oportunistas como por ej. Nematophtora gynophila o por terminaciones

hifales como Verticillium chlamydosporium (Foto 5).
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Foto 5. V.chlamydosporium

(http//plpnemweb.ucdavis.edu/nemaplex/images/antago30.jpg)

Estos hongos liberan quitinasas que son enzimas
inducibles que catalizan la quitina, componente de los huevos de

nematodes.

4. Hongos productores de toxinas. Se pueden
encontrar entre los hongos descomponedores de madera como
Pleurotus sp y otros géneros. P. ostreatus libera toxinas de su micelio
que inmoviliza nematodes antes que el hongo los invada y usa su
contenido como fuente de nitrégeno. Esta toxina fue aislada y se
identific6 como dacido frans-2-decenodioico e inmoviliza al

nematode Panagrellus redivivus (Jansson et al., 1997).

En la tabla 1 se observan distintos géneros

representativos con sus medios de ataque hacia los nematodos.
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TABLA 1.

representativos (modificada de Dijksterhuis, 1994)

Ubicacién taxondmica de hongos nematofagos; Phyllum y Géneros

Phyllum Género Interaccién Estructura Infectiva
Chytridiomycota Catenaria Endopardsito Zoosporas
Zygomycota Stylopage Trampa Hifas adhesivas
Cystopage Trampa Hifas adhesivas
Anamorfos de Arthrobotrys Trampa Trampas nNo
Ascomycota adhesivas
(Fungi Imperfecti)
Monacrosporium Trampa Trampas adhesivas
Dactylaria Trampa Trampas no
adhesivas
Dactylella Trampa Trampas adhesivas
Pardsito de huevos  Extremos hifales
Nematoctonus Trampa Trampas adhesivas
Endopardsito Conidias adhesivas
Harposporium Endopardsito Conidias no
adhesivas
Drechmeria Endopardsito Conidias adhesivas
Hirsutella Endopardsito Conidias adhesivas
Verticillium Endopardsito Conidias adhesivas

Paecilomyces
Cylindrocarpon
Fusarium

Pardsito de huevos
Pardsito de huevos
Pardsito de huevos
Pardsito de huevos

Extremos hifales
Extremos hifales
Extremos hifales
Extremos hifales

Basidiomycota Hohenbuhelia Trampa Trampas adhesivas
(teleomorfo de Endopardsito
Nematoctonus)
Pleurotus Trampa Toxina Tr. adh. Toxinas
Ascomycota Atricordyceps Endopardsito Conidias adhesivas
(teleomorfo de
Harposporium)
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Clasificacion de los hongos nematofagos segin su actividad ovicida

Lysek & Nigenda (1989) clasificaron a los hongos

ovicidas en fres tipos de acuerdo al grado de ovicidad:

ler. Tipo: Hongos que con sus metabolitos detienen,
paralizan o alteran el desarrollo de los embriones en los huevos sin
modificar el aspecto morfoldgico de sus cubiertas. Esta paralizacion

puede ser temporal (efecto ovistatico) o permanente (efecto ovicida).

2do. Tipo: hongos que con sus metabolitos destruyen
la cubierta de los huevos. Una vez que las cubiertas son degradadas el

embridn queda a expensas de la accidon de los hongos y es destruido.

3er. Tipo: el hongo penetra activamente a fravés de
las cubiertas del huevo. Ataca al embridn cualquiera sea su estadio de
desarrollo y crece dentro del huevo. Este proceso ovicida es el mds

complejo y puede dividirse en 5 fases:

1. Fase de contacto: la hifa del hongo entra en

contacto con las cubiertas del huevo.

2. Fase de adherencia: se adhiere a las cubiertas de
los huevos. Durante esta fase algunos hongos
forman un érgano de penetracion tipo lentiforme
que amplia la extension del drea de adhesion.
Ademds, en el lugar de contacto el hongo
produce enzimas que degradan las cubiertas de

los huevos (Lysek & Krajci, 1987).
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3. Fase de penetracion: el hongo penetra por las

cubiertas de los huevos y por efecto de sus
enzimas los destruyen. Algunas especies forman
apresorios que perforan la cubierta y penetran al
huevo, ej. Paecilomyces lilacinus (Basualdo et al.,
2000).

Fase de consumacion: al penetrar por lo menos
una hifa, el hongo comienza a ramificarse. Inicia la
formacion de una red que inmoviliza al embriéon y
lo mata. Simultdneamente se degradan los restos

de cubiertas de los huevos.

Fase de liberacion: al consumir todos los sustratos
nutritivos en el huevo, el micelio fungico regresa al

medio externo.

Durante la infeccion de los nematodes los hongos

pardsitos de quistes y huevos penetran la superficie y digieren sus tejidos

infernos. Los

mecanismos fundamentales de la penetracion se

desconocen pero se han propuesto procesos mecdanicos y enzimaticos.

Procesos mecadnicos: tipos de estructuras

Los hongos predadores producen estructuras frampa

para capturar nematodes. Barron (1977) informd que existen 6 tipos de

trampas:

Hifas adhesivas: son pegajosas y mds robustas que las hifas vegetativas

(Sayre, 1971).
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Trampas adhesivas:

a. Ramas adhesivas: son ramas laterales con pocas células de
longitud. Ellas se anastomosan formando |azos, pero nunca

forman una compleja red.

b. Protuberancias adhesivas: Es una célula morfoldgicamente
distinta que puede ser sésil o encontrarse sobre un talo de 26 3
células. Tiene una superficie externa adhesiva que cubre la
protuberancia. Son multinucleadas con inclusiones en la
periferia celular. Se cree que estas inclusiones secretan

material adhesivo una vez que capturan la presa.

c. Redes adhesivas: compleja red de ramas adhesivas.

Trampas no adhesivas: se forman para ejercer accidon mecdnica.

d. Anillos constrictores: se forman cuando una rama hifal enrosca
sobre si misma y se anastomosa formando un anillo de 3 6 4
células. Cuando el nematode pasa por este anillo las células se
hinchan cerrando el anillo y queda atrapado (Dijksterhuis et al.,
1994).

e. Anillos no constrictores: se forman de una manera similar a los
anillos constrictores. Es una hifa muy delgada que se ensancha
en su extremo y se curva de manera circular. Cuando el
nematode pasa por el anillo, queda afrapado por sus
forcejeos para escapar y de esta manera va danando la

cuticula del nematode (Hay et al., 1997).
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Procesos quimicos

Toxinas

Diversos estudios sugieren que la causa de la
inmovilizacion de nematodes puede ser la accidn de metabolitos
toxicos. Aunque la presencia de toxinas ha sido propuesta muchas
veces, su presencia también ha sido cuestionada, ya que ningun

compuesto con actividad nematicida ha sido aislado y caracterizado.

Una excepcion son los compuestos toxicos producidos
por Pleurotus ostreatus el cual produce gotitas toxicas sobre su micelio,
gue ejercen una acciéon inmovilizante de los nematodes antes de que
estos sean invadidos y utilizados como fuente de nitfrédgeno. Esta toxina
fue identificada como dcido trans-2-decenodioico y su accion fue

comprobada sobre Panagrellus redividus (Jansson et al., 1997).

Enzimas

Para los hongos que infectan las plantas y los insectos
estos hechos involucran la actividad de enzimas hidroliticas que
solubilizan las macromoléculas de la superficie (Nordbring Hertz, 1988).
Entre las enzimas que secretan los hongos que parasitan a los vegetales,
se encuentran las de tipo celuloliticas vy lignoliticas (Pardo & Forchiassin,
1999; Braga et al., 2002) que La evidencia de la produccién de enzimas
que degradan la cubierta de los huevos proviene de estudios
ultraestructurales. Los huevos de nematodes infectados muestran areas
de baja densidad electréonica alrededor de las estructuras de infeccion
(apresorios) y penetracion de las hifas, los que sugiere la accion de

enzimas hidroliticas (Lopez Llorca, 1990).
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Estd demostrado que la composicion de la barrera
extracelular del hospedador es importante en relacién al tipo de
enzimas que son producidas durante la infeccidon fungica. La cubierta
de los huevos de los nematodes es una estructura multilaminar
compuesta de proteinas, lipidos y carbohidratos, pero a diferencia de la
cuticula, estos presentan una capa media de microfibrillas de quitina, la
capa quitinosa, embebida en una matriz proteica. Esta capa es la mds
gruesa y probablemente la barrera mds importante contra la infeccion.
Esta muestra semejanzas con el exoesqueleto y la cubierta de los

huevos de los insectos (Tikhonov et al., 2002).

Kunert (1992) estudid la actividad enzimdtica de
hongos nematofagos in vitro. La actividad quitinolitica, proteolitica vy
lipolitica de las especies probadas se evaluaron sobre huevos de Ascaris

lumbricoides arrojando los siguientes resultados (Tabla 2):

TABLA 2. Actividad enzimdatica de hongos nematofagos (Kunert, 1992)

Especies Efecto Actividad Actividad  Actividad

ovicida quitinolitica proteolitica lipolitica

Verticillium +++ +++ +++ +++

chlamydosporium

Acremonium sp. ++ +++ +++ +++
Mortierella nana +++ +++ ++ (+)
Paecilomyces marquandii ++ +++ +++ (+)
Fusarium moniliforme ++ (+) + +++
Penicillium lanosum ++ + + +
V. bulbillosum ++ (+) + +
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La Tabla 2 resume las pruebas de efecto ovicida e
hidrdlisis de varios sustratos, +++, ++, +, (+): fuerte, media, débil y muy

débil actividad ovicida o enzimdatica (Kunert, 1992).

Ninguno de los hongos estudiados fue capaz de
degradar enzimdticamente la capa glicolipidica (ascarosida) de la
cubierta del huevo la cual permanecioé intacta luego de la digestion de

los demds componentes del huevo (Kunert, 1992).

Proteasas

Han sido purificadas y caracterizadas proteasas
extracelulares en hongos nematofagos que hidrolizan las proteinas de la
cuticula y de la cubierta de los huevos. Los primeros informes de la
existencia de estas enzimas provienen de especies de hongos trampa.
La primera proteasa (P32) purificada y caracterizada es producida por
un hongo nematofago pardsito de huevos V. suchlasporium (Lopez
Llorca, 1990)

Proteasas similares fueron detectadas y
caracterizadas en el hongo trampa A. oligospora. Todas las proteasas
son serin-proteasas, la mayoria con un pH bajo y tienen efecto sobre la
degradacion de las cuticulas y cubiertas de los huevos de nematodes.
Son similares a las proteasas de los hongos entomopatdégenos y por lo
tanto comparten secuencias homodlogas. La produccion enzimdtica
puede ser estimulada en presencia de cuticulas de nematodes o
cubiertas de huevos (Tunlid et al., 1991). Las proteasas son las Unicas
enzimas producidas en grandes cantidades, son elaboradas en los
primeros pasos de la infeccion seguidas normalmente por las quitinasas
(Bonants et al., 1995).
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El hecho de que la produccion de las serin-proteasas
extracelulares caracterizadas por hongos nematdéfagos puedan ser
inducidas, no solo por elementos estructurales de los nematodes, sino
también por otfras fuentes de proteinas (solubles e insolubles), demuestra
gue estas no solo tienen un rol en la infeccidon de los nematodes sino
también en el desarrollo saprétrofo de los hongos (Nordbring Hertz,
1988).

Quitinasas

Las quitinasas fungicas son importantes enzimas
requeridas para el desarrollo hifal. Sin embargo, también son producidas
por hongos antagdnicos de otros hongos, y por hongos nematéfagos y
entomopatdogenos (Tikhonov et al., 2002). Las enzimas quitinoliticas de
hongos patdégenos de invertebrados pueden probablemente ser
responsables de la penefracion al hospedador. Hay evidencias de
produccion de quitinasas de hongos entomopatogénicos (Patil et al.,
2000).

Wharton (1980) publicé un trabajo acerca de la
importancia de la quitinasa fungica y su potencial rol en la infeccidon de
los huevos de nematodes. La actividad de quitinasa fue detectada por
ensayos enzimdticos en Verticilium spp. aislada de huevos de
nematodes infectados en estudios de monitoreo sobre medio sélido con
quitina coloidal y en medios liquidos mediante ensayos enzimdticos

(Lopez Llorca, 1990).

También ha sido demostrado que la proporcidon de
huevos de nematodes infectados aumenta a medida que se acelera la

actividad quitinolitica (Huang et al., 2004).
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Interaccion huevos de nematodes-hongos

Diversos investigadores ha evaluado la interaccion
bioldgica de los hongos sobre diferentes estadios de nematodes

pardsitos (Gray, 1987).

Investigadores de Republica de Eslovaquia estudiaron
un grupo de hongos nematofagos. Ellos recolectaron huevos de Ascaris
lumbricoides para probar el hongo Verticilium chlamydosporium. El
hongo demostrd la capacidad de disolver enzimdticamente la cdascara
del huevo e infectarlo (Lysek & Krajci, 1987; Lysek & Sterba, 1991; Kunert,
1992).

En 1985, Grgnvold et al. reiniciaron estudios en
Dinamarca sobre la accidén de hongos nematdéfagos contra los estados
de vida libre de los nematodos pardsitos; previamente la aplicabilidad y
eficacia habia sido demostrada por Deschiens (1943). Den Belder et al.
(1994) observaron en suelo esterilizado y no tratado la colonizacion a
través de anillos constrictores de Arthrobotrys oligospora sobre estadios

larvales de Meloidogyne hapla.

Olivares-Bernabeu et al. (2002) tomaron muestras de
suelos espanoles con nematodes fitopatdgenos endopardsitos y
hallaron los siguientes hongos ovipardsitos: Pochonia chlamydosporia
var. chlamydosporia, Lecanicilium lecanii y Paecilomyces lilacinus. La
mayoria de las cepas se hallaron sobre los nematodes Heterodera

schachtiiy H. avenae.

Se realizaron estudios in vifro de Fusarium equiseti

sobre Meloidogyne hapla y Heterodera glycines. Los resultados
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confirman que F. equiseti secreta metabolitos antagonistas de los

nematodos (Nitao et al., 1999).

Chandrawathani et al. (2002, 2004), demostraron la
reduccién en materia fecal de larvas de Haemonchus contorfus cuando
se administraron clamidosporas de Duddingtonia flagrans a ovejas
infectadas con aquel pardsito. Grgnvold et al. (1993) alimentaron con
Arthrobotrys oligospora y Duddingtonia flagrans a distintos grupos de
vacas infectadas con Ostertagia ostertagi. La segunda cepa fue muy
efectiva en la reduccion de larvas infectivas (entre un 74 y 85%), no asi
A. oligospora que no demostré el mismo efecto. Otfro grupo de
investigadores frabajé con Duddingtonia flagrans y ofros hongos
nematofagos como Monacrosporium gephyropagum y Harposporium
helicoides en el control bioldgico de estadios libres de Ostertagia
(Teladorsagia) circumcincta en Nueva Zelanda. D. flagrans y H.
helicoides solos o en combinacion redujeron la recuperacion de larvas

infectivas (Waghorn et al., 2002).

Aravjo et al. (1995) probaron tres especies fungicas
formadoras de redes, Arthrobotrys conoide, A. robusta y el hongo
pardsito de huevos Paecilomyces lilacinus sobre huevos de Toxocara
canis. Luego de 7 dias de contacto de los huevos con los hongos P.
lilacinus presentd mayor efecto ovicida en relacidon con las otras 2
especies que apenas presentaron hifas adhesivas sobre los huevos, en
tanto que P. lilacinus presentd hifas que colonizaron infernamente a los
huevos. Holland et al. (1999) en huevos de Meloidogyne hapla con P.
lilacinus. Faedo et al. (2000) estudiaron los efectos de esporas de
Duddingtonia flagrans sobre la materia fecal ovina con huevos del
nematode Nematodirus spp. Como resultado observaron una reduccion
del nUmero de larvas 3 recuperadas de las heces. Paraud et al. (2005)

administraron clamidosporas de Duddingtonia flagrans a cabras

38 MARIA LAURA CIARMELA -2008



EFECTO OVICIDA DE HONGOS DEL SUELO... Introduccion

infectadas experimentalmente con Trichostrongylus  colubriformis.
Examinaron las heces y observaron que habia disminuido entre 50 a 97%

el nUmero de larvas recuperadas.

Se han descubierto basidiomycetes con actividad
nematdfaga como por ejemplo Coprinus comatus sobre larvas libres de

Panagrellus redivivus Goodey (Luo et al., 2004).

Flores Crespo et al. (2003) evaluaron la accién de tres
hongos nematofagos que forman redes adhesivas fridimensionales en
presencia del nematode. Estas especies fueron Dactylaria sp.,
Arthrobotrys oligospora y Duddingtonia flagrans sobre larvas infectivas
de Haemonchus contortus. La especie que tuvo mayor potencial como
agente de conftrol bioldgico fue Duddingtonia flagrans. Luo et al. (2006)
demostraron la capacidad que tiene Stropharia rugosoannulata Farlow
de inmovilizar estadios vivos del nematode Panagrellus redivivus Goodey

a través de proyecciones digitiformes denominadas acantocitos.

Paraud & Chartier (2003) observaron la reduccion de
larvas L3 del nematode Teladorsagia circumcincta en materia fecal de
cabras provocado por la ingestidon de clamidosporas de Duddingtonia

flagrans, hongo endopardsito.

Anke et al. (1995) estudiaron compuestos nematicidas
y antibidticos de interés en la interrelacion hongo-nematode sobre un
amplio espectro de hongos: basidiomycetes, ascomycetes vy
deuteromycetes. Dichos estudios incluyeron el desarrollo de los hongos
en medios de cultivo liquido, batch o fermentadores, la extraccion de
micelio y de la fase acuosa con solventes asi como test en placa con
Caenorhabditis elegans como organismo control. Durante el desarrollo

de estas investigaciones, se aqisld a partir de extractos miceliales de
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numerosas especies de Arthrobotrys, dcido linoleico, un compuesto de
fuerte accidon nematicida hacia C. elegans. La produccién de dcido
linoleico aumentd con el nUmero de estructuras tframpa inducidas en el
medio por péptidos de nematodes, lo cual indica el rol del compuesto

nematicida en la captura de nematodes (Jansson et al., 1997).

Verticillium spp. producen proteinas del tipo de las
endoquitinasas en presencia de quitina coloidal. El efecto de estas fue
demostrado sobre huevos de Globodera pallida, frente a cada enzima
por separado y frente a la combinacion de ambas. Sus resultados
sugieren que tanto las quitinasas como las proteasas pueden estar
involucradas en la ruptura de la cubierta de los huevos de nematodes,

por pardsitos fungicos (Tikhonov et al., 2002).

En nuestro pais, Basualdo et al. (2000) evaluaron la
inferaccion bioldgica entre huevos de Toxocara canis 'y hongos del Gen
Paecilomyces, dando como resulfado actividad ovicida alta en P.
lilacinus y moderada en P. marquandii. P. lilacinus fue aislado también
del vector de la enfermedad de Chagas, Triatoma infestans en un drea

endémica de Argentina (Marti ef al., 2006).

La colonizacion de los hongos del suelo sobre los
huevos de T. canis evaluada en este frabajo de tesis, constituird una
herramienta potencial aplicada al control biolégico experimental de

huevos de T. canis.

Investigaciones posteriores serdn necesarias para
ampliar el conocimiento de la ecologia de los hongos nematéfagos,
medir el grado de impacto ambiental asi como estudiar la influencia de
otros factores bidticos sobre la actividad y sobrevivencia de estos

agentes. Estos estudios podrian permitir que las estrategias de control
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bioldgico puedan ser una alternativa real en salud publica en los

proximos anos.
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HIPOTESIS

La micobiota saprdtrofa nativa del suelo de paseos

publicos ejerce un efecto ovicida frente a los huevos de T. canis.

OBJETIVO GENERAL

Evaluar la presencia de hongos saprétrofos de suelo
de paseos publicos que puedan utilizarse en el control de huevos de
Toxocara canis.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

¢ A. Determinar la micobiota saprofrofa de suelos de paseos publicos

de la ciudad de La Plata, Prov. Buenos Aires.

A'. Aislar e identificar especies fungicas de suelos de la ciudad de

La Plata.

A"'. Conservar en medios adecuados las especies aisladas.

¢ B. Determinar el efecto ovicida de los hongos aislados en cultivo,

sobre huevos de T. canis in vitro.

B'. Tratar los huevos de T. canis con las especies aisladas para
determinar aquellas que puedan detener la evolucidon de los

huevos.

B". Registrar el efecto de las especies fungicas aisladas sobre los

huevos de T. canis por microscopia electronica de barrido.
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¢ Determinar la micobiota saprotrofa de suelos de paseos publicos de

la ciudad de La Plata, Prov. Buenos Aires.

A’. Aislar e identificar especies fungicas de suelos de la ciudad de

La Plata.

A'". Conservar en medios adecuados las especies aisladas.
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Toma de muestra de suelo

Se obtuvieron muestras de suelo cercanas a 2
drboles tomados al azar de 10 plazas de la ciudad de La Plata (total =
20 muestras), entre los meses de junio de 2005 y abril de 2006, cada

muestra fue procesada en la semana de la toma.

Las muestras se tomaron de la siguiente manera: se
retird la hojarasca superficial (foto é) de un cuadrado de 20cm de lado
de un drea humeda y sombria (los elementos parasitarios conservan la
viabilidad por mads tiempo en este tipo de dreas, para los hongos es
indistinfo) cercana a los drboles seleccionados. Se tomd el suelo

raspando (foto 7) no mdas de 2cm de profundidad.

Foto 4. Eliminaciéon de la hojarasca superficial de un drea de 20 cm de lado.
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Foto 7. Toma de muestra de tierra.

Las muestras debidamente rotuladas se
fransportaron en bolsas de polietleno cerradas (foto 8) hasta el

laboratorio y se conservaron a temperatura ambiente.

Foto 8. Conservacion de muestra de tierra en bolsa de polietileno

rofulada.

45 MARIA LAURA CIARMELA - 2008



Materiales y Métodos

EFECTO OVICIDA DE HONGOS DEL SUELO...
Area muestreada

Ve

Se eligié la ciudad de La Plata para realizar el

muestreo de los paseos publicos.

En el plano de la ciudad de La Plata (Fig. 3) se
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Referencias

1. Plaza Alsina (1 y 38)

2. Plaza Matheu (1 y 66)

3. Plaza ltalia (7 y 44)

4. Plaza Rocha (7 vy 60)

5. Plaza Moreno (12-14 y 50-54)

6. Plaza Azcuénaga (19 y 44)

7. Plazalrigoyen (19 y 60)

8. Plaza Alberti (25y 38)

9. Parque San Martin (25y 51)

10.Plaza Castelli (25 'y 66)
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Aislamiento de hongos del suelo

La técnica utilizada para el aislamiento de hongos
del suelo es la de Parkinson & Williams (1961) modificada. El suelo fue
degranulado en agua y tamizado (apertura de malla 1000 um y 500 um)
(foto 9).

Foro 9. Degranulacién de la muestra de tierra

El suelo degranulado y retenido por el Ultimo tamiz se
transfirid a un Erlenmeyer de 250ml (foto 10). Se agitdé y se lavd con agua

destilada estéril 5 veces (foto 11).
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Foro 10. Tamizado de muestras Foto 11. Lavado de muestras

La muestra de tierra se pasé a un papel de filiro. Se
le extrajo el agua por bomba de vacio (foto 12). Posteriormente se dejo
secar completamente en una caja de Petri estéril con papel de filtro

durante una semana a 22°C (foto 13).

Foto 12. Secado de la muestra por bomba de vacio
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Foto 13. Muestra de tierra secada

Se sembraron las particulas de suelo (4 x placa de

Petri) en medio agar malta (MERCK®).

Se incubaron a temperatura ambiente durante una

semanada.

Las cepas aisladas se mantuvieron en agar malta a
4°C.

Identificacion de las especies fingicas

Las especies fungicas aisladas del suelo fueron

identificadas segun Domsch et al. (1993).

Conservacion de las especies fingicas

Las especies fungicas aisladas del suelo e
identificadas fueron conservadas en medios adecuados en el Instituto

de Botdnica Spegazzini, UNLP.
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¢ B. Determinar el efecto ovicida de los hongos aislados en cultivo,

sobre huevos de T. canis in vitro.

B'. Tratar los huevos de T. canis con las especies aisladas para
determinar aquellas que puedan detener la evolucidon de los

huevos.

B". Registrar el efecto de las especies fungicas aisladas sobre los

huevos de T. canis por microscopia electronica de barrido.
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Obtencion de huevos de T. canis

Los ejemplares adultos de T. canis fueron obtenidos
por desparasitacion de cachorros naturalmente infectados (hasta 6
meses de edad) con diclorhidrato de piperazina. Se seleccionaron las
hembras de T. canis y sus huevos fueron procesados de acuerdo al
meétodo de Oshima (1961). Brevemente, se realizd la diseccion de T.
canis en solucion de HONa 1N (fotos 14 y 15). Los huevos y fragmentos
uterinos fueron filirados (foto 16) y lavados 5 veces con agua destilada

estéril por centrifugacion (500 g durante 10 minutos).

Foto 14. Procesamiento de T. canis

Forto 15. Diseccidon de T. canis
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Foto 16. Filtrado de huevos de T. canis
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Lavado de huevos de helmintos

Para lograr una mejor decontaminaciéon de los
huevos, estos fueron puestos en contacto con etanol 70% (5 seg) y agua
oxigenada 5 vol. (6 min). Luego fueron lavados 4 veces en agua

destilada estéril.

El sedimento final fue resuspendido en agua
destilada estéril a una concentracion de 1 x 104/ml (Basualdo et al.,
1995).

Cultivo de hongos saproétrofos en presencia de huevos de T. canis

A las especies fungicas aisladas de los paseos
publicos se les colocd una suspension de 500 huevos de T. canis en el
estadio inmaduro en 3 placas de Petri por tfratamiento. Se incubaron en

agar agua 2% a temperatura ambiente.

En los dias 4, 7, 14, 21 y 28 post incubacion, 3
muestras de cada placa fueron cosechadas para observacidn entre
porta y cubre objeto al microscopio dptico y al microscopio electronico

de barrido.

Como muestras control se colocd una suspension de
500 huevos del pardsito en cajas de Petri en agua destilada estéril y
antibidticos y fueron incubados a temperatura ambiente. Se observaron
por microscopia optica y electréonica los mismos dias que los grupos

experimentales.

Estos experimentos se realizaron utilizando 4

replicaciones para cada interaccion.
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Evaluacion de la viabilidad de los huevos

El desarrollo y viabilidad de los huevos de T. canis fue
evaluado por examinacion al microscopio 6ptico (Microlux Triocular
Mod. MXT-PL) entre porta y cubre objetos a 100X y 400X de las muestras
obtenidas enlos dias 4, 7, 14, 21 y 28 postincubaciéon (foto 113).

Microscopia electrénica

La totalidad de las muestras fueron secadas por
punto critico (Cohen, 1974) y metalizadas con oro antes de su
examinacion (microscopio electronico de barrido JEOL modelo JSM-
T100) a un aumento de 350-7500X. Se evaluaron 100 huevos por cada
observacion y se realizd el recuento de huevos alterados. Consideramos

un huevo alterado aquel que mostré deformaciones en su morfologia.

La actividad ovicida se determind segun la
clasificacion de Lysek et al. (1982) considerando 5 niveles: sin actividad
(nivel 1, £15% huevos alterados), actividad baja (nivel 2, 215-20% huevos
alterados), intermedia (nivel 3, 21-49% de huevos alterados), actividad
alta (nivel 4, 50-79% huevos alterados), muy alta actividad (nivel 5, 280%

huevos alterados).

Andlisis estadistico

Los resultados fueron evaluados por los siguientes
métodos estadisticos: Test de andlisis de la varianza (ANOVA) que pone
a prueba en su hipdtesis nula la igualdad de las medias de los grupos
analizados. En este caso en particular como las observaciones son
porcentajes, se realizd la fransformacion de arcsen de la raiz cuadrada

del porcentaje para analizar posteriormente los datos transformados. En
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aqguellos casos que se rechazd la hipdtesis porque se obtuvo un valor del
estadistico F (Fisher) que superaba el valor critico de 0,05 y 0,01 se
continud el andlisis con un Test de diferencias minimas significativas y el

elegido fue el Test de Tukey.

Valores de p < 0,05 fueron considerados significativos

(S), superiores a este fueron considerados no significativos (NS).

56 MARIA LAURA CIARMELA - 2008



EFECTO DE HONGOS DEL SUELO SOBRE... Resultados

¢ OBJETIVO A. Determinar la micobiota saprotrofa de suelos de paseos

publicos de la ciudad de La Plata, Prov. Buenos Aires.

A’. Aislar e identificar especies fungicas de suelos de la ciudad de

La Plata.

A'". Conservar en medios adecuados las especies aisladas.
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Se identificaron 17 especies fungicas, de las cuales

15 pertenecen a anamorfos (Hyphomycetes).

En la tabla 3 se observa la distribucion de las

especies aisladas en los paseos publicos de la ciudad de La Plata.
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Resultados
Resultados

(1) P. (2)P.Matheu

(3)P. ltalia

(4)P.Rocha (5)P.Moreno (é)P. (7) O () P.

M. minutus X

Alsina
F. semitectum X
Levaduras
F. moniliforme X
Monilia sp
F. acuminatum X
F. sulphureum X
Sordaria sp X X
F. fusarioides X
A. niger
F. oxysporum X

T. harzianum

S. alba

C. merdarium

P. canescens

F. dimerum X

A. flavus X

X X
X
X
X
X

(?9) P.San (10) P.
Azcuénaga Irigoyen Alberti Martin) Castelli
X X X X
X X X
X X X
X X
X X X
X
X
X
X
X
X
X
X
X

TABLA 3. Distribucion de las especies aisladas en paseos pUblicos de la ciudad de La Plata
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Descripcion de las especies aisladas e identificadas

1. Fusarium acuminatum Ellis o Everhart

Colonia de crecimiento rdpido azafranado a
rosado/rojo carmin (foto 17).

Macroconidios curvados con las células de los

extremos alargadas y confinuado con la curvatura 3-8 septados, de 30-

70 x 3,5-5 um (foto 18). Microconidios ausentes.

Foto 17. F. acuminatum (colonia AM)  Foto 18. F. acuminatum (macroconidias
400x)
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2. Fusarium dimerum Penzig

Colonia de crecimiento lento blanco a anaranjado,

sin pigmentos en el médio (foto 19).

Macroconidios curvados en ambos lados de la
espora 1-2 septados (ocasionalmente 0 septados), usualmente
abundantes a lo largo de la colonia, 15-25 x 2,5-4um (foto 20). No

produce clamidosporas, microconidios ni esporodoquios.

-

Foro 19 F. dimerum (colonia en AM)  Foto 20 F. dimerum (macroconidias 400x)
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3. F. aff. semitectum Berk & Rav

Colonia de crecimiento rdpido color durazno

cambiando a avellana (foto 21) .

Macroconidios fusiformes ligeramente rectos 3-5
septados, de tamano variable de 17-40 x 3-5 um (foto 22). Microconidios
ausentes. Clamidosporas dispersas, globosas, intercalares formadas de

manera solitaria o en cadenas, 5-10um de didmetro (foto 23).

Foto 21 F. aff. semitectum (colonia AM)

Foto 22. Microfotografia electrénica de F. aff.

semitectum (macroconidias, clamidosporas)
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Foto 23. F. aff. semitectum (clamidosporas x 400)

63 MARIA LAURA CIARMELA - 2008



EFECTO DE HONGOS DEL SUELO SOBRE... Resultados

4. Fusarium sulphureum (Schlecht)

Colonia de crecimiento rdpido de color crema a

amairrillo azufrado (foto 24).

Macroconidios cilindricos ligeramente curvados, 3
septados de 23-32 x 3,5 — 4um (foto 25). Microconidios ausentes.

Clamidosporas globosas, aisladas, intercalares o en cadenas de 8-10 ym

de didmetro.

FoT10 24. F. sulphureum (colonia en AM)

Foto 25. Microfotografia  electronica F.  sulphureum

(macroconidias)
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5. Aspergillus flavus Link ex Gray

Colonias alcanzando 3 — 7 cm en 10 dias, cabezas
conidiales de color verde amairillo brillante, volviendose marrén con la
edad (foto 26). Conidios dispuestos de manera radial o columnar,
globosos o subglobosos de 3,5 - 4,5 um de didmetro, métulas presentes,

conidiéforos incoloros y rugosos (foto 27).

FOT1O 26 A. flavus (colonia AM)* Foro 27 A. flavus Cabeza

aspergilar (400x)

http://www.mold.ph/images/a.flavus.gif
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6. Fusarium “moniliforme” Sheld 1904

Es un complejo de al menos cuatro especies: F.
verticilloides, F. proliferatum, F. fujikuroi, F. sacchari var sacchari y F.

sacchari var. subglutinans.

Colonias de crecimiento rdpido: rosa salmon,

vinaceo o purpura (foto 28).

Macroconidios fusoides 3-7 septados, 25-60 x 2,5-4
Mm. Microconidios fusoides a clavados 5-12 x 1,5-2 um (foto 29).

Clamidosporas ausentes. Colonia salmdn durazno a violeta.

Teleomorfo: Gibberella fujikoroi (Sawada) Wollenw.

Foto 28 F. moniliforme (colonia en AM) Foto 29 Microfotografia
electronica de F.
moniliforme
(macroconidias y

microconidias)
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7. Fusarium fusarioides (Frag. & Cf.) Booth

Colonia  carmin, coral o roja (foto 30). Con
microconidios O-1 septados, clavados de 8-12 x 2,5 — 4 um. Macroconidios 3
— 5 septados 30 -46 x 3 — 5 um (foto 31). Clamidosporas globosas, pardas

hasta 30 um de didmetro.

Foto 30. F. fusarioides (colonia AM) Foto 31. F. fusarioides

(macroconidias x 400)
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8. Fusarium oxysporum Schlecht

Colonia blanca, rosada, hasta violeta (foto 32).
Microconidios ovales — elipticos, cilindricos, rectos o curvados 5-12x2,5-3
um (foto 33). Macroconidios 3 — 5 septadas 27 — 60 x 3 — 5 um (foto 35).

Clamidosporas globosas (foto 34).

A A
b \ 7 A
‘l : 4 :
‘.’.‘.\
" W N
Foto 32 F. oxysporum (colonia) Foto 33 F. oxysporum

(microconidias 400x)

Foto 34. F. oxysporum (clamidosporas 400x)  FOTO 35. F. oxysporum

(macroconidias 400x)
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9. Chrysosporium merdarium (Link ex Grev.) Carmichael

Colonias alcanzando los 30-35 mm en 14 dias,
inicialmente blancas, mdrgenes regulares definidos. Reverso amarillo
brillante (foto 36). Hifas hialinas de paredes delgadas de 1,5 - 4 uym de
ancho. Conidios laterales o ferminales, sésiles o sobre ramas cortas
laterales, subhialinas a amarilo pdlido, lisos o ligeramamente
equinulados de paredes gruesas, subglobosos a obovoide, unicelular, 4-

10 x 3-6 um con una amplia cicatriz basal (aleuriosporas) (foto 37).

Anamorfo: Gymnoascus uncinatus Eidam

Foto 36. C. merdarium (colonia en AM) Foto 37. C. merdarium (conidios
400x)
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10. Penicillium canescens Sopp

Colonia verde grisGceo, reverso naranja volviéndose
marrén con la edad (foto 38). Conidiéforo rugoso, métulas divergentes.

Conidios globosos-ovados lisos o ligeramente rugosos 2-2,5 um de

didmetro (foto 39).

Foto 38. P. canescens (colonia en AM) Foto 39. P. canescens

(fructificacion)
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11.8porothrix alba (Pitch) de Hoog

Colonia hialina a pardo claro (foto 40). Células
conididgenas aisladas, laterales o terminales sobre conidiéforos

indefinidos, denticuladas. Con proliferacion simpodial. Conidio hialino

liso, de paredes delgadas, fusiforme con la base aguzada 6-8 um x 1 —
1.5 (foto 41).

Teleomorfo no conocido.

Foto 40. S. alba (colonia AM) Foro 41. Microfotografia electronica de

S. alba (conidios)
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12. Trichoderma harzianum Rifai

Colonias de crecimiento rdpido blancas, volviéndose

verdosas con la esporulacion (foto 42).

Conididforo muy ramificado, fidlides dispuestas en
ramas cortas. Conidios subglobosos a cortamente ovales, lisos de 2,8 -
3.2x2,5-28um (foto 43).

~ %

E

Foto 42 T. harzianum (colonia AM) Foto 43 T. harzianum (fructificacion
400x)
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13. Aspergillus niger van Tieghen

Colonias alcanzando 2,5 - 3 cm en 10 dias (foto 44).
Conidios en cabezas grandes o cabezas conidiales de color pardo

oscuro, globosos, equinulados de manera irregular de 4 — 5 ym de

didmetro (foto 45).

Foto 44 A. niger (colonia en AM) Foto 45 A. niger (cabeza aspergilar
400x)
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14. Mucor minutus (Baijal & B. S. Mehrotra) Schipper

Colonias gris-pardas, hasta 16 mm de altura,

alcanzan 78 mm de didmetro a 20°C en 5 dias (foto 46).

Esporangidforos de 15-20 um de didmetro, primero
monopodiales, luego simpodiales. Esporangios blancos a gris-negruzcos
en la madurez, globosos, 90.0-180.0 uym de didmetro; columela

subglobosa a elipsoidal, 35.0-82.5 x 37.5-105.0 ym, con pequenos

collares; esporangiosporas globosas a elipsoidales, 3.9-4.9 x 3.9-5.9 um
(foto 47).

Foto 46 M. minutus (colonia en AM) Foto 47 M. minutus (esporangio
400x)
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15. Monilia sp.

Colonias blancas o grises, y abundantes en cultivo
(foto 48). Conidiéforos ramificados, conidias rosa, grises o canela en
masa, cilindricas cortas a redondeadas, en cadenas acropétalas (foto
49).

Se cultiva en agar papa a 24°C.

Foto 48 Monilia sp. (colonia AM) Foto 49 Monilia sp. (fructificacion
400x)
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¢ OsJETIVO B. Determinar el efecto ovicida de los hongos aislados en

cultivo, sobre huevos de T. canis in vitro.

B'. Tratar los huevos de T. canis con las especies aisladas para
determinar aquellas que puedan detener la evolucidon de los

huevos.

B". Registrar el efecto de las especies fungicas aisladas sobre |os

huevos de T. canis por microscopia electronica de barrido.
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Los estadios evolutivos del huevo de T. canis

considerados en estos resultados son los siguientes:

No desarrollados: huevos que permanecieron con

una sola célula durante toda la experiencia (foto 50).

Foto 50. Huevo de T. canis no desarrollado (400X)

En desarrollo: huevos cuyas células se encuentran en
clivaje activo (foto 51).

Foro 51. Huevo de T. canis en desarrollo (400X)

Larvados: huevos en estadio de larva 1 o larva 2.
Larva 1 presenta una extremidad anterior roma y una cola fina que
termina en una pequena profuberancia. Esta larva  mide
aproximadamente 400 um de longitud y 20 um de ancho, y se

encuentra arrollada dentro del huevo (foto 52).

Larva 2 se reconoce por la mayor definicion de sus
estructuras al microscopio 6ptico y su estilizacion. Mide alrededor de 500
MM de largo y 15 ym de ancho. Se encuentra arrollada generalmente

formando anillos en el interior de los huevos (foto 53) (Minvielle, 1995).
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Foto 52. Huevo en estadio de Larva T (inmovil) (400X)

Q Foto 53. Huevo en estadio de Larva 2 (movil) (400X)

Las observaciones de la viabilidad de los huevos de
T. canis al microscopio 6ptico luego de incubarlos in vitro en agar agua
2% con cada una de las especies fungicas aisladas de los paseos

publicos de la ciudad de La Plata evidenciaron los siguientes resultados:
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1. Interaccion Chrysosporium merdarium/huevos de T. canis

Microscopia éptica (MO)

En el dia 4 post incubacidn se observd la
fructificacion de C. merdarium. En este dia, el porcentaje de los huevos
en evolucion fue similar a la de GC. A partir de ese dia los huevos en

evolucion fueron disminuyendo de manera ostensible (Fig. 4).

A partir del dia 14, la cepa fungica comenzé a
desarrollar micelio vegetativo alrededor de los huevos de T. canis. Estos

qguedaron atrapados en la trama hifal, que afectd su evolucion.

100 -
<
< 80
c
©
(&)
2 60 - .
c>> —o—GC
“c’ —8—GE
o 40+ -
(7]
o
2
g 20 +
T

0
D4 D7 D14 D21 D28
Dias de observacion

FIG. 4. Interaccion Chrysosporium merdarium/huevos de T. canis. GC: evolucion
de huevos de T. canis en agar agua 2% TA. GE: evoluciéon de huevos de T. canis

incubados con C. merdarium (MQO)

En la Fig. 5 se puede observar que el porcentaje de
huevos “no desarrollados” en el GE siempre fue mayor que el del GC.

Por el conftrario, los huevos “en desarrollo” del GE aparecieron de
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manera dispar a lo largo de la experiencia y en el dia 28 post cultivo no

se observaron huevos larvados en este grupo.

100 ~
80
—_ BD4
s 607 mD7
7
g OD14
o
:?:‘ 40 - 0OD21
BD28
20 -
0 il
GC GE GC GE
No desarrollados En desarrollo Larvados

Estadios evolutivos de huevos de T. canis

FIG. 5 Evolucion de huevos de T. canis en presencia (GE)/ausencia (GC) de
Chrysosporium merdarium (%). Las observaciones fueron realizadas durante los
dias 4 (D4), 7 (D7), 14 (D14), 21 (D21) y 28 (D28) post incubacién. GC: Grupo
Conftrol, GE: Grupo Experimental

El andlisis de varianza para los huevos “no
desarrollados” del grupo experimental vs. grupo control dio como
resultados que las diferencias fueron significativas para p<0,05 en el dia

28 post incubacion (Tabla 4).
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TABLA. 4 Andlisis de varianza de huevos no desarrollados de T. canis (GC) y en

presencia de C. merdarium (GE)

Dia post Huevos control Huevos y C. merdarium
cultivo
X DS X DS P
28 9.98 5,62 88,03 7.95 S

Microscopia electronica

C. merdarium fue observado en fructificacion y con
escaso micelio vegetativo, en el dia 4 post incubacion (foto 54). Los

huevos de T. canis no se visualizaron dentro del micelio de fructificacion.

A medida que avanzd el tiempo de exposicion a la
cepa fungica, se observd un aumento de micelio y crecimiento de la

red hifal con enframpado de huevos de T. canis.

A partir del dia 21 (foto 55) los huevos de T. canis
pudieron observarse inmersos en la trama hifal, llegando a un alto grado
de deformacion y destruccion (86%) de los mismos hacia el dia 28 de

observacion (foto 56).

Segun la clasificacion de Lysek la actividad ovicida

de C. merdarium sobre huevos de T. canis fue "muy alta” (nivel 5).
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Foto 55. Microfotografia electronica de huevo de T. canis colonizado vy

destruido por C. merdarium (dia 21 post incubacién)
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o kU

Foto 56. Microfotografia electronica de huevo de T. canis colonizado vy
destruido por C. merdarium (dia 28)

2. Interaccion Fusarium oxysporum/huevos de T. canis
Microscopia éptica (MQO)

En esta experiencia realizada con Fusarium
oxysporum, los huevos de T. canis en contacto con la cepa fungica
evolucionaron de manera gradual desde el dia 4 hasta el dia 28 post
incubacién, en menor porcentaje que los huevos en evolucion

pertenecientes al GC (Fig. 6).
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FIG. 6 Interaccidén Fusarium oxysporum/huevos de T. canis. GC: Evolucion de
huevos de T. canis en agar agua 2% a TA. GE: Evolucion de huevos de T. canis

incubados con F. oxysporum (MO)

En la Fig 7 se observa la evolucion de los huevos de T.
canis en contacto con F. oxysporum en agar agua 2%. De esta figura se
deduce que el niUmero de huevos “no desarrollados” del GE fue en

franco aumento a fravés de los dias de incubacion.

Los huevos “en desarrollo” variaron el porcentaje a

través de la experiencia siendo menor en el GE, excepto en el dia 28.

Los huevos “larvados” del GE se presentaron en

menor proporcion que el GC, excepto en el dia 14 post incubacion.
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Evolucion de huevos de T. canis

FIG. 7 Evolucion de huevos de T. canis en presencia (GE)/ausencia (GC) de
Fusarium oxysporum (%) Las observaciones fueron realizadas durante los dias 4
(D4), 7 (D7), 14 (D14), 21 (D21) y 28 (D28) post incubacién. GC: Grupo Control,
GE: Grupo Experimental (MO)

El andlisis de varianza para los huevos “no
desarrollados” del grupo experimental vs grupo control dio como
resultfados que las diferencias fueron significativas para p<0,05 en el dia

28 post incubacion (Tabla 5).

Tabla. 5 Andlisis de varianza de huevos no desarrollados

de T. canis (GC) y en presencia de F. oxysporum (GE)

Dia post Huevos control Huevos y F. oxysporum
cultivo
X DS X DS P
28 9.98 5,62 85,00 7.95 S

85 MARIA LAURA CIARMELA -2008



EFECTOS DE HONGOS DEL SUELDO... Resultados

Microscopia electronica

Durante las  observaciones al  microscopio
electronico de barrido, los huevos de T. canis se observaron formes e

incluidos en la frama hifal de F. oxysporum a partir del dia 4 (Foto 57).

En el dia 7 los huevos de T. canis en contacto con F.
oxysporum se hallaron con la cubierta lisa en gran proporcién. A partir
del dia 14 post incubacion se incrementd el porcentaje de huevos
deformados, de cubierta lisa y destruidos (Foto 58), estas caracteristicas

permanecieron hasta el final de la experiencia (Dia 28, Fotos 59 y 60).

En el dia 14 se observd la fructificacion de F.

oxysporum.

Dentro de la clasificacion de Lysek la actividad
ovicida de F. oxysporum sobre huevos de T. canis fue “muy alta” (nivel
5).

Foto 57 Microfotografia electronica de huevos de T. canis en la trama hifal de

F. oxysporum (Dia 4)
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Foro 58 Microfotografia electréonica de huevo de T. canis con cubierta lisa en la

trama hifal de F. oxysporum fructificado (Dia 14 post cultivo).

Foto 59 Microfotografia electronica de huevo deformado de T. canis en frama

hifal de F. oxysporum (Dia 28)
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Foto 60 Microfotografia electronica de huevos deformados y destruidos, con
cubierta lisa en la trama hifal de F. oxysporum (Dia 28)

3. Interaccién Fusarium sulphureum/huevos de T. canis

Microscopia éptica (MQO)

Durante tfoda la experiencia realizada con F.
sulphureum, los huevos de T. canis en contacto con la cepa fungica
evolucionaron de manera gradual desde el dia 4 hasta el dia 28 post
incubacién, en menor porcentaje que los huevos en evolucion

pertenecientes al GC (Fig. 8).
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FIG. 8 Interaccidn F. sulphureum/huevos de T. canis. GC: evolucion de huevos
de T. canis en agar agua 2% a TA. GE: evolucién de huevos de T. canis

incubados con F. sulphureum (MO)

En la Fig. 9 se observa los estadios de huevos de T.
canis en incubacion con F. sulphureum en agar agua 2% a TA. Los
huevos de T. canis pertenecientes al grupo experimental presentaron

todos los estadios de evolucion hasta el dia 28 post incubacion.

Los huevos “no desarrollados” del GE se presentaron
en mayor nuUmero a lo largo de la experiencia. Acorde con esto, los
huevos “en desarrollo” tuvieron menor recuento. Los huevos “larvados”
de GE se presentaron mds ‘“retrasados” en su aparicion respecto a los
huevos larvados del GC que pudieron ser detectados a partir del dia 7

post incubacion.
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Fig. 9 Evolucion de huevos de T. canis en presencia (GE)/ausencia (GC) de F.
sulphureum (%). Las observaciones fueron realizadas durante los dias 4 (D4), 7
(D7), 14 (D14), 21 (D21) y 28 (D28) post incubacion. GC: Grupo Control, GE:
Grupo Experimental (MO)

El andlisis de varianza para los huevos “no
desarrollados” del grupo experimental vs grupo control dio como
resulfados que las diferencias fueron significativas para p<0,05 en el dia

28 post incubacion (Tabla 6).
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TABLA 6. Andlisis de varianza de huevos no desarrollados de T. canis (GC) y en

presencia de F. sulphureum (GE)

Dia post Huevos control Huevos y F. sulphureum
cultivo
X DS X DS p
28 9.98 5,62 58,85 5,62 S

Microscopia electronica

A partir del dia 4 postincubacion, la red hifal de F.
sulphureum comenzé a desarrollarse enframando a los huevos de T.
canis. Estos elementos parasitarios se observaron con su morfologia
conservada. Un escaso numero de ellos se deformaron en los primeros

dias de incubacion (Foto 61).

Con el avance del tiempo de exposicion a la cepa
fungica, el nUmero de huevos de T. canis deformados aumentd hacia
los dias 21 y 28. Un porcentaje moderado de huevos que perdieron la
cubierta externa aparecieron hacia el dia 21 (Foto 62). Un alto nUmero

(72%) de huevos destruidos fue observado en el dia 28 (Fotos 63y 64).

Dentro de la clasificacion de Lysek la actividad

ovicida de F. sulphureum sobre huevos de T. canis fue “alta” (nivel 4).
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18km B 154

Foro. 61 Microfotografia electrénica de huevo de T. canis y F. sulphureum (Dia

7 post incubacion).

18kU ®1, 8B8E 18mm B15Z

Foro 62 Microfotografia electrénica de huevo T. canis sin la cubierta externa
(dia 21)
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Foro 63. Microfotografia electronica de huevos de T. canis destruidos por F.

sulphureum en el dia 28 de incubacion

18k S yPaea 16hm B15Z

gt

Foto 4. Microfotografia electrénica huevo de T. canis en incubacién con F.

sulphureum (dia 28)

93 MARIA LAURA CIARMELA -2008



EFECTOS DE HONGOS DEL SUELDO... Resultados

4. Interaccion Fusarium aff. semitectum/huevos de T. canis

Microscopia éptica (MQO)

Los huevos de T.canis comenzaron su evolucion a
partir del dia 4 post incubacion con F. aff. semitectum en una dindmica

similar al GC hasta el dia 14 post incubacion.

A partir del dia 21 post incubacion, si bien, los huevos
de T. canis pertenecientes al GE siguieron su evolucion, esta se dio en
menor proporcion que en el GC. Esta diferencia se evidencid ain mds,

en el dia 28 post incubacion (Fig. 10).
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Fic. 10 Interaccion F. aff. semitectum/huevos de T. canis. GC: Evoluciéon de
huevos de T. canis en agar agua 2% a temperatura ambiente (TA). GE:

Evolucion de huevos de T. canis incubados con F. aff. semitectum (MO)

Enla Fig. 11 se observa la evolucion de los huevos de
T. canis en presencia de F. aff. semitectum en agar agua 2%. De esta
figura se deduce que el niUmero de huevos “no desarrollados” del GE

fueron en franco aumento a tfravés de los dias de incubacion.
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Los huevos en estadio de larva se hallaron a partir
del dia 7 en el grupo control (GC) hasta el final de la incubacion vy
solamente, en los dias 7, 14 y 21 y en menor proporcion en GE. La

proporcion de huevos larvados fue menor en el GE que en el GC.
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FiG. 11 Evolucion de huevos de T. canis en presencia (GE)/ausencia (GC) de F.
aff. semitectum (%). Las observaciones fueron realizadas durante los dias 4
(D4), 7 (D7), 14 (D14), 21 (D21) y 28 (D28) post incubacion. GC: Grupo Control
GE: Grupo Experimental (MO)

El andlisis de varianza para los huevos “no
desarrollados” del grupo experimental vs grupo control dio como
resulfados que las diferencias fueron significativas para p<0,05 en el dia

28 post incubacion (Tabla 7).
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TABLA 7. Andlisis de varianza de huevos no desarrollados de T. canis (GC) y en

presencia de F. aff. semitectum (GE)

Dia post Huevos control Huevos y F. aff. semitectum
cultivo

X DS X DS p

28 9.98 5,62 56,79 7.95 S

Microscopia Electronica

En las observaciones realizadas al microscopio
electronico de barrido en el dia 4 post incubacién, los huevos de T. canis
se hallaron con su morfologia conservada sobre la trama hifal de F. aff.

semitectum (dia 4 post incubacion) Foto 65.

En el dia 7 post incubacion, un aumento en el
numero de huevos deformados en contacto con la cepa fungica fue
observado. En los dias 21 (Foto 66) y 28 los huevos T. canis del GE fueron
observados sin cubierta externa fosetada. La superficie de estos huevos
aparecio lisa, esto puede deberse a la accidn enzimdtica de la cepa
fungica que degradd la capa externa, y aumentd el nUmero de huevos

deformados y destruidos en la trama hifal (Foto 67).

Dentro de la clasificacion de Lysek la actividad
ovicida ejercida por F. aff. semitectum es “alta” (nivel 4) sobre huevos

de T. canis.
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Foto 65. Microfotografia electrénica de huevos de T. canis en la trama hifal de

F. aff. semitectum (Dia 4)

Foto 66 Microfotografia electrénica de huevos de T. canis deformados y de

cubierta lisa en contacto con F. aff. semitectum (Dia 21)
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Foto 47. Microfotografia electrénica de huevo de T. canis colonizado por F. aff.

semitectum (Dia 28)

5. Interaccion Fusarium moniliforme/huevos de T. canis

Microscopia optica (MQO)

A lo largo de toda la experiencia se observd la
evolucion de los huevos de T. canis del GE. En los dias 4 y 14 los

porcentajes de huevos en evolucion son casi iguales a los del GC.

En observaciones sucesivas, los huevos de T. canis en
contacto con la cepa fungica contfinuaron su evolucidn en menor

proporcion que el GC hasta el dia 28 post incubacion (Fig. 12).
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Fig. 12 Interaccion Fusarium moniliforme/huevos de T. canis. GC: Evoluciéon de
huevos de T. canis en agar agua 2% a temperatura ambiente (TA). GE:

Evolucién de huevos de T. canis incubados con F. moniliforme (MO)

Como se observa en la Fig. 13 durante la
experiencia, los huevos “no desarrollados” de GE se presentaron en

mayor proporcion que los de GC.

No obstante, los huevos "Yen desarrollo” se
presentaron en menor numero en el GE, excepto en el dia 14 post

incubacion.

Los huevos “larvados” de GE se presentaron en
menor proporcion a partir del dia 7 de observacion y hasta el final de la

experiencia.
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FiG. 13 Evolucién de huevos de T. canis en presencia (GE)/ausencia (GC) de F.
moniliforme. Las observaciones fueron realizadas durante los dias 4 (D4), 7 (D7),
14 (D14), 21 (D21) y 28 (D28) post incubacion. GC: Grupo Control, GE: Grupo
Experimental (MO)

El andlisis de varianza para los huevos “no
desarrollados” del grupo experimental vs grupo control dio como
resulfado que las diferencias fueron significativas para p<0,05 en el dia

28 post incubacion (Tabla 8).

TABLA. 8 Andlisis de varianza de huevos no desarrollados de T. canis (GC) y en

presencia de F. moniliforme (GE)

Dia post Huevos control Huevos y F. moniliforme
cultivo
X DS X DS p
28 9.98 5,62 43,46 4,59 S
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Microscopia electronica

Las observaciones realizadas al microscopio
electronico de barrido a partir del dia 4 evidenciaron el comienzo de la
formacion de la trama hifal de F. moniliforme alrededor de los huevos

de T. canis (Foto 68).

En el dia 7 post incubacidon un escaso niUmero de
huevos deformados y de cubierta lisa pudieron ser observados. A
medida que avanzd el tiempo de exposicidn de los huevos a la cepa
fungica, se observd un aumento de la trama hifal alrededor de los

huevos (Foto 69).

En el dia 21, abultamientos de hifas de F. moniliforme
se evidenciaron sobre la superficie de huevos de T. canis (Foto 70). La

especie fungica se observd con fructificacion caracteristica. (Foto 71).

Hacia el dia 28 la trama hifal de F. moniliforme se
observd mds abundante y con un gran nimero de huevos deformados
(47%) (Foto 72).

Dentro de la clasificacion de Lysek la actividad
ovicida ejercida por F. moniliforme sobre huevos de T. canis fue

“infermedia” (nivel 3).
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Foro 69 Microfotografia electronica de huevo de T. canis con cubierta lisa en

contacto con F. moniliforme (Dia 7 postincubacién)
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Foto 70 Microfotografia electronica de superficie de huevo de T. canis e hifas
de F. moniliforme, se demuestra el abultamiento de una hifa de la cepa
fungica sobre una foseta de la superficie del huevo de T. canis (Dia 21

postincubacion)

Fotro 71 Microfotografia electronica de huevos de T. canis formes en la trama

hifal rodeados de conidias de F. moniliforme (Dia 21 post incubacion)
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Foto 72 Microfotografia electronica de huevos de T. canis deformados en la

trama hifal de F. moniliforme (dia 28 post incubacion)
é. Interaccién Sporothrix alba/huevos de T. canis
Microscopia optica
Durante toda la experiencia realizada con S. alba,
los huevos de T. canis en contacto con la cepa fungica, evolucionaron
gradualmente desde el dia 4 hasta el final de las observaciones, dia 28,

en menor porcentaje que los huevos en evolucion pertenecientes al GC
(Fig. 14).
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FIG. 14 Interaccion Sporothrix alba/huevos de T. canis. GC: Evolucion de huevos
de T. canis en agar agua 2% a TA. GE: Evolucién de huevos de T. canis
incubados con S. alba (MO)

En la figura 15 se observan los estadios de huevos de
T. canis en incubacién con S. alba en agar agua 2% a TA. Los huevos de
T. canis pertenecientes al GE “no desarrollados” se presentaron en
mayor numero a lo largo de la experiencia. De acuerdo a esto, los
huevos “en desarrollo” del GE tuvieron menor recuento, excepto en el

dia 28 post incubacion.

La proporcion de huevos de T. canis “larvados” fue

menor durante toda la experiencia en el GE.
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Fig. 15 Evolucion de huevos de T. canis en presencia/ausencia de Sporothrix
alba (%) Las observaciones fueron realizadas durante los dias 4 (D4), 7 (D7), 14
(D14), 21 (D21) y 28 (D28) post incubacion. GC: Grupo Control, GE: Grupo

Experimental

El andlisis de varianza para los huevos “no
desarrollados” del grupo experimental vs. grupo control dio como
resultados que las diferencias fueron significativas para p<0,05 en el dia

28 post cultivo (Tabla 9).

TABLA. 9 Andlisis de varianza de huevos no desarrollados de T. canis (GC) y en

presencia de S. alba (GE)

Dia post Huevos control Huevos y S.alba
cultivo
X DS X DS p
28 9.98 5,62 47,00 7.95 S
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Microscopia Electronica

En el dia 4 post cultivo se visualizo el crecimiento de
la red hifal enframando los huevos de T. canis. Estos huevos

permanecieron formes en la frama hifal (Foto 73).

En el dia 7 se observaron hifas adhesivas de S. alba
(Foto 74). A partir del dia 14 post incubacidn pudo observarse

fructificacion de S. alba (Foto 75).

Con el avance del tiempo de exposicion de los
huevos de T. canis a la cepa fungica, aumentd el nUmero de huevos
deformados en la tframa hifal. Esta cantidad de huevos deformados en
la trama hifal se incrementd hasta el final de la experiencia, el dia 28

post incubacion (Foto 76).

Dentro de la clasificacion de Lysek la actividad

ovicida de S. alba sobre huevos de T. canis fue “intermedia” (nivel 3).

Foro 73 Microfotografia electronica de huevos de T. canis en la trama hifal de
S. alba (Dia 4 post incubacion)
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Foto 74 Microfotografia electronica de hifas adhesivas de S. alba sobre huevo

de T. canis (Dia 7 post incubacion)

Foto 75 Microfotografia electrénica de fructificacion de S. alba sobre huevo

deformado de T. canis (Dia 14 postincubacion)
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Foto 76 Microfotografia electronica de huevos de T. canis destruidos en

contacto con $S. alba (Dia 28)

7. Interaccion Fusarium aff. acuminatum/huevos de T. canis

Microscopia optica (MO)

Los huevos de T. canis comenzaron su evolucion a
partir del dia 4 post incubacién con F. aff. acuminatum en una dindmica

similar al GC hasta el dia 7 post incubacion.

A partir del dia 14 post incubacidn, si bien los huevos
pertenecientes al GE continuaron su evolucidon, esto se dio en menor

proporcion que en el GC hasta el final de la experiencia (Fig. 16).
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FiG. 16 Interaccion Fusarium aff. acuminatum/huevos de T. canis. GC: Evolucion
de huevos de T. canis en agar agua 2% a TA. GE: Evolucién de huevos de T.

canis incubados con F. aff. acuminatum

En la Fig. 17 se observan los estadio de huevos de T.
canis en cultivo con F. acuminatum en agar agua 2% a TA. Los huevos
de T. canis pertenecientes a GE presentaron todos los estadios de

evoluciéon hasta el dia 28 post incubacion.

Los huevos de T. canis “no desarrollados” del GE se

presentaron en mayor numero a lo largo de la experiencia.

El porcentaje de los huevos “en desarrollo” del GE

fue ligeramente superior en los dias 7 y 28 post incubacion.

Los huevos de T. canis “larvados” de GE se hallaron a
partir del dia 14 post incubacion hasta el final de la experiencia en

menor porcentaje que el GC.
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FIG. 17 Evolucidon de huevos de T. canis en presencia (GE)/ausencia (GC) de F.
aff. acuminatum (%). Las observaciones fueron realizadas durante los dias 4
(D4), 7 (D7), 14 (D14), 21 (D21) y 28 (D28) post incubacién. GC: Grupo Control,
GE: Grupo Experimental. (MO)

El andlisis de varianza para los huevos “no
desarrollados” del grupo experimental vs grupo control dio como
resultados que las diferencias fueron significativas para p<0,05 en el dia

28 post incubacion (Tabla 10).

TABLA. 10 Andlisis de varianza de huevos no desarrollados de T. canis (GC) y en

presencia de F. aff. acuminatum (GE)

Dia post Huevos control Huevos y F. acuminatum
cultivo
X DS X DS p
28 9.98 5,62 45,59 4,48 S
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Microscopia electronica

En el dia 4, los huevos se observaron con su

morfologia conservada en la trama hifal (Foto 77).

En el dia 7, un escaso numero de huevos

deformados de T. canis fueron observados sobre la trama hifal (foto 78).

En el dia 14 se observd la fructificacion de F. aoff.
acuminatum e hifas adhesivas sobre huevos de T. canis (foto 79). Hasta
el dia 28 estdn todos formes en la frama hifal con su morfologia
conservada con una escasa proporcidon de huevos deformados (foto
80).

Al final de la experiencia se observo el 45% de los
huevos deformados en contacto con F. aff. acuminatum. Dentro de la
clasificacion de Lysek F. aff. acuminatum ejercié actividad ovicida

“infermedia” (nivel 3) sobre huevos de T. canis.

Foro 77. Microfotografia electronica de huevos de T. canis en trama hifal de F.
aff. acuminatum (Dia 4 post incubacion)
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Fotro 78. Microfotografia electronica de huevos de T. canis en tframa hifal de F.
aff. acuminatum (Dia 7 post incubacion)

Foto 79 Microfotografia electronica de huevo de T. canis sobre trama hifal de

F. aff. acuminatum fructificado (dia 14)
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Foro 80. Microfotografia electronica de huevos de T. canis sobre la red hifal de
F. aff. acuminatum (Dia 28).

8. Interaccion Fusarium fusarioides/huevos de T. canis

Microscopia dptica

A lo largo de toda la experiencia realizada pudimos
observar la evoluciéon de los huevos de T. canis pertenecientes al GE. En
los dias 4 y 14 los porcentajes de evolucion fueron casi iguales a los del
GC.

En observaciones sucesivas, los huevos de T. canis
en contacto con F. fusarioides continuaron su evolucidn en menor

proporcion que el GC hasta el dia 28 post incubacion (Fig. 18).
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FiG. 18 Inferaccion Fusarium fusarioides/ huevos de T. canis. GC: Evolucidon de

huevos de T. canis en agar agua 2% a TA. GE: Evolucion de huevos de T. canis

incubados con F. fusarioides

En la Fig. 19 se observan los estadios de huevos de T.
canis incubados con F. fusarioides en agar agua 2% a TA. Durante el
transcurso de la experiencia, el porcentgje de huevos “no
desarrollados” en contacto con F. fusarioides se presentd en mayor
nUmero a lo largo de la experiencia. Acorde con esto, los huevos “en

desarrollo” tuvuieron menor recuento excepto en los dias 21 y 28.

Huevos “larvados” fueron observados en el GE a

partir del dia 14 en menor proporcion que el GC.
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FIG. 19 Evolucidon de huevos de T. canis en presencia (GE)/ausencia (GC) de
Fusarium fusarioides (%) Las observaciones fueron realizadas durante los dias 4
(D4), 7 (D7), 14 (D14), 21 (D21) y 28 (D28) post incubaciéon. GC: Grupo Control,
GE: Grupo Experimental

El andlisis de varianza para los huevos “no
desarrollados” del grupo experimental vs grupo control dio como
resultados que las diferencias fueron significativas para p<0,05 en el dia

28 post incubacion (Tabla 11).
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TABLA. 11 Andlisis de varianza de huevos no desarrollados de T. canis (GC) y en

presencia de F. fusarioides (GE)

Dia post Huevos control Huevos y F.fusarioides
cultivo
X DS X DS p
28 9.98 5,62 43,82 4,48 S

Microscopia electronica

Las observaciones readlizadas al  microcopio
electronico de barrido en el dia 4 post incubacidon se evidenciaron

huevos de T. canis en la tframa hifal con hifas adhesivas (foto 81).

En los dias 7 (Foto 82) y 14 (Foto 83) post cultivo se
hallaron escasos huevos sobre la trama hifal de F. fusaroides con
aspecto deformado. Hacia el dia 21 se hallaron huevos con hifas
adhesivas sobre ellos ademds de huevos deformados atrapados en la
red hifal (Foto 84).En el dia 28 post incubacion se registraron huevos con

cubierta lisa y deformados en la trama hifal (Foto 85).

Los huevos del grupo control conservaron su

estructura, tamano y morfologia durante toda la experiencia.

Dentro de la clasificacion de Lysek la actividad
ovicida ejercida por F. fusarioides sobre huevos de T. canis fue

“intermedia” (nivel 3).
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Foro 81 Microfotografia electronica de F. fusarioides, hifas adhesivas sobre

huevos de T. canis (Dia 4)

ZElrm B3416

Foto 82 Microfotografia electronica de huevos de T. canis sobre trama hifal de

F. fusarioides (Dia 7)
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Foto 83 Microfotografia electronica de huevos de T. canis en trama hifal de F.

fusarioides (Dia 14)

Foto 84 Microfotografia electronica de huevos de T. canis en trama hifal de F.

fusarioides (Dia 21)
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Foto 85 Microfotografia electronica de huevos de T. canis con cubierta lisa en

trama hifal de F. fusarioides (Dia 28)

9. Interaccion Penicillium canescens/huevos de T. canis

Microscopia optica (MQO)

Las observaciones al microscopio de luz realizaron en
el dia 4 de co cultivo de huevos de T. canis con P. canascens. No

registraron huevos en evolucion en contacto con la cepa fungica.

Los huevos de T. canis evolucionaron de manera
gradual a partir del dia 7 hasta el final de la experiencia, dia 28, siempre

en menor porcentaje que los huevos pertenecientes al GC (Fig. 20).
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FIG. 20 Interaccidén Penicilium canescens/huevos de T. canis. GC: Evolucion de
huevos de T. canis en agar agua 2%, TA. GE: Evolucion de huevos de T. canis

incubados con Penicillium canescens

En la figura 21 se puede observar que el porcentaje
de huevos “no desarrollados” en el GE siempre fue mayor que el del GC.
Por el contrario, los huevos “en desarrollo” del GE aparecieron en menor

proporciéon que los huevos pertenecientes al grupo control.

Los huevos “larvados” se observaron desde el dia 7
hasta el dia 28 post incubacién, en GE y siempre en menor porcentaje

que en GC.
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FIG. 21 Desarrollo de huevos de T. canis en presencia (GE)/ausencia (GC) de
Penicillium canescens (%). Las observaciones fueron realizadas durante los dias
4 (D4),7 (D7), 14 (D14), 21 (D21) y 28 (D28) post incubacion. GC: Grupo Control,
GE: Grupo Experimental

El andlisis de varianza para los huevos “no
desarrollados” del grupo experimental vs grupo control dio como
resultados que las diferencias fueron no significativas para p<0,05 en el

dia 28 post incubacion (Tabla 12).

TABLA. 12 Andlisis de varianza de huevos no desarrollados de T. canis (GC) y en

presencia de P. canescens (GE)

Dia post Huevos control Huevos y P. canescens
cultivo
X DS X DS p
28 9.98 5,62 15,55 7.95 NS
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Microscopia electronica

A partir del dia 4 post incubacion. Los huevos de T.
canis se hallaron formes e inmersos en la trama hifal de P. canescens.
Micelios de fructificacion de esta cepa pudieron ser observados desde
ese dia. Las conidias permanecieron adheridas a los huevos de T. canis

durante toda la experiencia (Foto 86).

Hifas adhesivas de P. canescens sobre huevos de T.

canis fueron observadas a partir del dia 7 postcultivo (Foto 87).

Un escaso porcentaje (menor al 20%) de huevos de
T. canis deformados se observd en la trama hifal hacia el dia 28 post

incubacién (Foto 88).

Dentro de la clasificacion de Lysek la actividad
ovicida ejercida por P. canescens sobre huevos de T. canis recayd en el

nivel 2 (actividad “baja”).
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Foto 86 Microfotografia electronica de huevos de T. canis en la trama hifal de

Penicillium canescens fructificado con conidias adheridas (Dia 4).

Foro 87 Microfotografia electronica de hifa adhesiva de Penicillium canescens

sobre la superficie de huevo de T. canis (Dia 7 post cultivo)
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Foro 88 Microfotografia electrénica de huevos de T. canis en trama hifal de P.

canescens (Dia 28)
10.Interaccion Monilia sp/huevos de T. canis
En esta experiencia, los huevos de T. canis en
contacto con Monilia sp evolucionaron de manera gradual desde el dia

4 hasta el dia 28 post incubacién, en menor porcentaje que los huevos

en evoluciéon pertenecientes al GC (Fig. 22).

125 MARIA LAURA CIARMELA -2008



EFECTOS DE HONGOS DEL SUELDO... Resultados

100 -

40

<

N 80 |

[=

0

S

o 601

9 ——GC
pt —=—GE
()

(7]

]

>

[})

=

T

20 -

D4 D7 D14 D21 D28

Dias de observacion

FIG. 22 Interaccidn Monilia sp/huevos de T. canis. GC: Desarrollo de huevos de
T. canis en agar agua 2% a temperatura ambiente (TA). GE: Desarrollo de

huevos de T. canis incubados con Monilia sp

En la figura 23 se observan los estadios de huevos de
T. canis incubados con Monilia sp en agar agua 2% a TA. Los huevos de
T. canis pertenecientes al grupo experimental presentaron todos los

estadios de evolucion hasta el dia 28 post cultivo.

Los huevos de T. canis “no desarrollados” del GE se
presentaron en mayor niUmero a lo largo de la experiencia. Acorde con
esto, los huevos “en desarrollo” tuvieron menor recuento excepto en el

dia 28 postincubacion.

Los huevos de T. canis “larvados” de GE se hallaron a
partir del dia 14 post incubacién hasta el final de la experiencia en

menor porcentaje que el GC.
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FIG. 23 Evolucion de huevos de T. canis en presencia (GE)/ausencia (GC) de
Monilia sp (%).Las observaciones fueron realizadas durante los dias 4 (D4), 7
(D7), 14 (D14), 21 (D21) y 28 (D28) post incubaciéon. GC: Grupo Control, GE:

Grupo Experimental

El andlisis de varianza para los huevos “no
desarrollados” del grupo experimental vs grupo control dio como
resultfado que las diferencias fueron no significativas para p<0,05 en el

dia 28 post cultivo (Tabla 13).

TABLA. 13 Andlisis de varianza de huevos no desarrollados de T. canis (GC) y en

presencia de Monilia sp (GE)

Dia post Huevos control Huevos y Monilia sp
cultivo
X DS X DS p
28 9.98 5,62 19,34 7.95 NS
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Microscopia Electronica

Huevos de T. canis de morfologia normal se
observaron inmersos en la frama hifal de Monilia sp a partir del dia 4 post

cultivo (Foto 89).

A partir del dia 14 post cultivo, se observd un
aumento de micelio con el consiguiente crecimiento de la frama hifal.
La cantidad de huevos deformados atrapados por ella fue en aumento

hacia el final de la experiencia (Foto 90).

Monilia sp fue observada en fructificacién en el dia
14 post incubacioén (Foto 91). Conidias de la cepa fungica se observaron
adheridas a la superficie de los huevos de T. canis en el Ultimo dia post
culfivo (dia 28) (Foto 92).

Dentro de la clasificacion de Lysek la actividad
ovicida ejercida por Monilia sp sobre huevos de T. canis recayd en el

nivel 2 (actividad “baja”).
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Foro 89 Microfotografia electronica de huevos de T. canis en la frama hifal de

Monilia sp (Dia 4)

Foto 90 Microfotografia electronica de fructificacion de Monilia sp (Dia 14
postcultivo)
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L 6

Foto 91 Microfotografia electrénica de huevo de T. canis en la trama hifal de

Monilia sp.con conidias adheridas (Dia 14)

Foto 92 Microfotografia electronica de huevo de T. canis deformados en la

trama hifal de Monilia sp (Dia 28 post cultivo)
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11.Interaccion Aspergillus flavus/huevos de T. canis

Microscopia optica

Las observaciones al microscopio de luz realizadas
en el dia 4 de incubacidén de huevos de T. canis con A. flavus no se

registraron huevos en evolucion en contacto con la cepa fungica.

Los huevos de T. canis evolucionaron de manera
gradual a partir del dia 7 hasta el final de la experiencia, dia 28 siempre

en porcentaje mucho menor que los huevos pertenecientes la GC (Fig.
24).

100 -

80 -

60

—o—GC
—8—GE

40

Huevos en evolucion (%)

20 -

D4 D7 D14 D21 D28
Dias de observacion

FIG. 24 Interaccidon A. flavus/huevos de T. canis. GC: Evolucidon de huevos de T.

canis en agar agua 2% a TA. GE: Evolucion de huevos de T. canis incubados

con A. flavus

En la figura 25 se puede observar que el porcentaje

de huevos “no desarrollados” en el GE siempre fue mayor que el del GC.
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Acorde con esto, los huevos “en desarrollo” tuvieron menor recuento,

excepto en el dia 28 postincubacion.

Los huevos “larvados” se hallaron desde el dia 14

post incubacion en el GE y en menor proporcion que GC.
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FIG. 25 Evolucion de huevos de T. canis en presencia (GE)/ausencia (GC) de A.
flavus (%). Las observaciones fueron realizadas durante los dias 4 (D4), 7 (D7),

14 (D14), 21 (D21) y 28 (D28) post incubacion. GC: Grupo Control, GE: Grupo

Experimental.

El andlisis de varianza para los huevos “no
desarrollados” del grupo experimental vs grupo control dio como
resultados que las diferencias fueron no significativas para p<0,05 en el

dia 28 post incubacion (Tabla 14).
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TABLA. 14 Andlisis de varianza de huevos no desarrollados de T. canis (GC) y en

presencia de A. flavus (GE)

28 9.98 5,62 17,21 7,95 NS

Microscopia electrénica

Los huevos de T. canis en contacto con A. flavus en
el dia 4 permanecieron formes en la tframa hifal. En este mismo dia A.
flavus se observo frucificado (foto 93). A lo largo de las observaciones
sucesivas, la mayoria de los huevos pertenecientes al GE permanecieron

con su morfologia conservada (fotos 94).

Hacia el dia 28 post cultivo se observaron huevos
deformados sobre la tframa hifal en escaso porcentaje, asimismo que

huevos con cubierta lisa (Fotos 95y 96).

Dentro de la clasificacion de Lysek A. flavus ejercio

actividad ovicida “baja” (nivel 2) sobre huevos de T. canis.
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Fotro 94 Microfotografia electronica de huevos de T. canis en la frama hifal de

A. flavus fructificado (Dia 14).
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Foto 95 Microfotografia electrénica de huevo de T. canis con cubierta lisa
sobre la red hifal de A. flavus (Dia 28)

Foto 96 Microfotografia electrénica de huevos de T. canis sobre la red hifal de
A. flavus (Dia 28)
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12.Interaccidn Fusarium dimerum/huevos de T. canis

Microscopia éptica (MQO)

A lo largo de toda la experiencia la evoluciéon de
huevos de T. canis de grupo experimental (GE) fue en paralelo a la

del grupo control (GC), alcanzando casi los mismos valores (Fig. 26).
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FIG. 26 Interaccion Fusarium dimerum/huevos de T. canis. Grupo control (GC):
evolucion de huevos de T. canis en agar agua 2% a temperatura ambiente
(TA). Grupo experimental (GE): Evolucion de huevos de T. canis incubados con

F. dimerum

Como se observa en figura 27 durante la
experiencia, los huevos “no desarrollados” se presentaron en
proporciones similares en ambos grupos. No asi los huevos ‘“en
desarrollo” que variaron el porcentaje, especialmente a partir del dia 14.
Los huevos larvados del GE se presentaron en mayor nUmero en los

Ultimos tres dias de observacion.
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En la interaccion huevos T. canis/F. dimerum se
observd la evolucidon casi en paralelo, pero el nUmero de huevos

larvados fue superior en el GE respecto a GC.
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FIG. 27 Evolucion de huevos de T. canis en presencia (GE)/ausencia (GC) de F.
dimerum (%).Las observaciones fueron realizadas durante los dias 4 (D4), 7 (D7),
14 (D14), 21 (D21) y 28 (D28) post incubacion. GC: Grupo Control, GE: Grupo

Experimental.

El andlisis de varianza para los huevos “no
desarrollados” del grupo experimental vs grupo control dio como
resultados que las diferencias fueron no significativas para p<0,05 en el

dia 28 post cultivo (Tabla 15).
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Tabla 15. Andlisis de varianza de huevos no desarrollados de T. canis (GC) y en

presencia de F. dimerum (GE)

28 9.98 5,62 14,90 3.97 NS

Microscopia Electronica

Durante las  observaciones al  microscopio
electronico de barrido, la mayoria (90 %) de los huevos de T. canis
aparecieron formes e inmersos en la trama hifal durante toda la
experiencia. Un escaso numero de huevos (10%) perdieron su
morfologia. La red hifal se torné mdas abundante hacia el dia 28 de
observacidén pero, evidentemente, este crecimiento no afectd la

viabilidad de los huevos (Fotos 97 y 98).

Dentro de la clasificacion de Lysek, F. dimerum no

ejercio actividad ovicida (nivel 1) sobre huevos de T. canis.
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Foto 97 Microfotografia electronica de huevos de T. canis en la trama hifal de

F. dimerum (dia 7 post cultivo)

Foto 98 Microfotografia electrénica de huevos de T. canis en la tframa hifal de

Fusarium dimerum (dia 28 post cultivo)
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13.Interaccidon Mucor minutus/huevos de T. canis

Microscopia optica

Durante la experiencia, los huevos de T. canis en
contacto con Mucor minutus evolucionaron en paralelo a los huevos del
grupo control, excepto en los dias 7 y 21. El porcentaje de huevos en

desarrollo del GE siempre fue menor que en el GC (Fig. 28).

En el dia 4 post cultivo se observaron esporangios de
Mucor sp.
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FiG. 28 Interaccidon Mucor minutus/huevos de T. canis. GC: Evolucidon de huevos
de T. canis en agar agua 2% a temperatura ambiente (TA). GE: Evolucién de

huevos de T. canis incubados con Mucor sp

En la Fig 29 se observan los estadios de huevos de T.
canis incubados con M. minutus en agua 2% a TA. Los huevos
pertenecientes al GE presentaron todos los estdios de evolucidon hasta el

dia 28 post incubacion.
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Los huevos “no desarrollados” del GE se presentaron
en mayor numero, a lo largo de la experiencia. Acorde con esto los
huevos "“en desarrollo” tuvieron menor recuento, excepto en los dias 21
y 28 post incubacién que fue mayor. En este dia, a pesar de ser mayor el
recuento de huevos en evolucidon del grupo experimental, no se
observaron huevos larvados, hubo un retraso en la aparicion de estos
hasta el dia 28. En el GC que pudieron ser detectados a partir del dia 7
post incubacion. La proporcidon de huevos larvados pertenecientes a GE

fue menor que en GC.
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FIG. 29 Evolucion de huevos de T. canis en presencia (GE)/ausencia (GC) de
M. minutus (%) Las observaciones fueron realizadas durante los dias 4 (D4), 7
(D7), 14 (D14), 21 (D21) y 28 (D28) post incubacion. GC: Grupo Control, GE:

Grupo Experimental

El andlisis de varianza para los huevos “no
desarrollados” del grupo experimental vs grupo control dio como
resultados que las diferencias fueron no significativas para p<0,05 en el

dia 28 post incubacion (Tabla 16).
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TABLA 16. Andlisis de varianza de huevos no desarrollados de T. canis (GC) y en

presencia de M.minutus (GE)

28 9.98 5,62 12,13 7,95 NS

Microscopia electrénica

Al comienzo de la experiencia en el dia 4, los huevos

de T. canis se observaron formes e incluidos en la frama hifal (Foto 99).

En el dia 7 post incubacion, los huevos aparecieron
en su mayoria formes (92 %), algunos deformados y una escasa
cantidad con cubierta lisa. Se evidenciaron también, esporangios de M.
minutus  (Foto 100). Hacia el final de la experiencia los huevos se
observaron formes dentfro de la trama hifal conservando su esfructura
(Fotos 101 y 102).

Dentro de la clasificacion de Lysek la actividad
ovicida ejercida por M. minutus sobre T. canis fue del nivel 1 (sin

actividad).
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Foto 99. Microfotografia electronica de huevo de T. canis rodeado de hifas de
M. minutus (Dia 4)

Foro 100. Microfotografia electrénica de huevo de T. canis rodeados de hifas

de M. minutus con fructificacion (esporangios) (Dia 7)
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Fotro 101. Microfotografia electronica de huevos de T. canis en trama hifal de

M. minutus (Dia 7)

Foto 102. Microfotografia electronica de huevos de T. canis en la trama hifal de
M. minutus (Dia 28)

144 MARIA LAURA CIARMELA -2008



EFECTOS DE HONGOS DEL SUELDO... Resultados

14.Interaccion Trichoderma harzianum/huevos de T. canis

Microscopia éptica (MQO)

Durante toda la experiencia readlizada con T.
harzianum, los huevos de T. canis en contacto con la cepa fungica
evolucionaron de manera gradual, con un pico ascendente en los dias
14 y 28 post incubacion, pero siempre en menor porcentaje que los

huevos en evolucion pertenecientes al GC (Fig. 30).

A partir del dia 4 y durante toda la experiencia, T.
harzianum se observd con fructificacion y escaso micelio vegetativo

entre los huevos de T. canis.
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Fic. 30 Interacciéon Trichoderma harzianum/huevos de T. canis. . GC: Evolucion
de huevos de T. canis en agar agua 2% a TA. GE: Evolucién de huevos de T.

canis incubados con T. harzianum

En la figura 31 se observan los estadios de huevos de

T. canis en cultivo con T. harzianum en agar agua 2% a TA. Los huevos
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de T. canis pertenecientes al GC presentaron fodos los estadios de
evolucidn hasta el dia 28 post incubacién, no asi el GE en el que

solamente se hallaron huevos larvados en el dia 14 post cultivo.

Los huevos “no desarrollados” del GE se presentaron
en mayor nUmero a lo largo de la experiencia. El porcentaje de huevos
“en desarrollo” de GE fue menor, excepto en los dias 21 y 28 que el

recuento fue mayor que GC.

Se observaron huevos “larvados” en el GE sélo en los

dias 14 y 28 post incubacién y en menor porcentaje que GC.

100 -

80 +

< mD4

e 604 mD7

n

$ QD14

Q

2 w0 o2
mD28

20 -

GC GE

No desarrollados En desarrollo Larvados

Evolucién de huevos de T. canis

FiG. 31 Evolucidn de huevos de T. canis en presencia (GE)/ausencia (GC) de
Trichoderma harzionum (%). Las observaciones fueron realizadas durante los
dias 4 (D4), 7 (D7), 14 (D14), 21 (D21) y 28 (D28) post incubaciéon. GC: Grupo

Control, GE: Grupo Experimental

El andlisis de varianza para los huevos “no

desarrollados” del grupo experimental vs. grupo control dio como
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resultados que las diferencias fueron no significativas para p<0,05 en el

dia 28 post incubacion (Tabla 17).

TABLA 17. Andlisis de varianza de huevos no desarrollados de T. canis (GC) y en

presencia de T. harzianum (GE)

Dia post Huevos control Huevos y T. harzianum
cultivo
X DS X DS p
28 9.98 5,62 10,18 7.95 NS

Microscopia electronica

En las observaciones realizadas en el dia 4 post
incubacidon al microscopio electronico de barrido no se registraron
huevos de T. canis en contacto con la cepa fungica, sélo fructificacion

de T. harzianum (Foto 103).

A partir del dia 7 post incubacion, algunos huevos
de T. canis fueron retenidos en la escasa trama hifal. Algunos huevos
observados presentaban conidias e hifas de T. harzianum adheridas.
Otros huevos se observaron deformados (Foto 104). En las observaciones
sucesivas de los dias 14 y 21 muy pocos huevos se observaron en la
trama hifal y se encontraban rodeados de fructificacion e hifas
adheridas de la cepa fungica (Fotos 105y 106). En el dia 28 post cultivo
se observaron pocos huevos deformados (6%), la mayoria de los huevos

se hallaron formes sobre la tframa hifal (foto 107).

Dentro de la clasificacion de Lysek T. harzianum no

ejercid actividad ovicida (nivel 1) sobre huevos de T. canis.
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Foro 104 Microfotografia electréonica de huevo de T. canis con hifas y conidias

adheridas de T. harzianum (Dia 7)
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Foto 105 Microfotografia electronica de huevo de T. canis en tframa hifal de T.

harzianum (Dia 14)

ZEmm 441

Foto 106 Microfotografia electronica de huevo de T. canis con hifas adheridas

de T. harzianum (Dia 21)
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SE8rm 8443

Foro 107 Microfotografia electrénica de huevo de T. canis en trama hifal de T.
harzianum (Dia 28)

15.Interaccion Aspergillus niger/huevos de T. canis
Microscopia dptica (MO)

Durante toda la experiencia realizada con A. niger,
los huevos de T. canis en contacto con la cepa fungica evolucionaron
de manera gradual desde el dia 4 hasta el dia 28 post cultivo, en menor

porcentaje que los huevos en evoluciéon pertenecientes al GC (Fig. 32).

En el dia 4 post incubacion se observd fructificacion
de A. niger.
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FIc. 32 Interaccion Aspergillus niger/nuevos de T. canis. GC: Evolucion de
huevos de T. canis agar agua 2% a TA. GE: Evolucién de huevos de T. canis

incubados con Aspergillus niger

En la Fig. 33 se puede observar que el porcentaje de
huevos de T. canis “no desarrollados” en el GE fue siempre mayor que el
GC. Por el contrario, los huevos “en desarrollo” del GE aparecieron en
menor proporcion que el grupo control, solo en el dia 28 la proporcion

de huevos en desarrollo de GE fue mayor que GC.

Los huevos “larvados” se hallaron a partir del dia 7

postincubacion en el GE y en menor proporcion que GC.
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FIG. 33 Evolucion de huevos de T. canis en presencia (GE)/ausencia (GC) de
Aspergillus niger (%) Las observaciones fueron realizadas durante los dias 4
(D4), 7 (D7), 14 (D14), 21 (D21) y 28 (D28) post incubaciéon. GC: Grupo Control,
GE: Grupo Experimental

El andlisis de varianza para los huevos “no
desarrollados” del grupo experimental vs grupo control dio como
resultados que las diferencias fueron no significativas para p<0,05 en el
dia 28 post cultivo (Tabla 18).

TABLA 18. Andlisis de varianza de huevos no desarrollados de T. canis (GC) y en

presencia de A. niger (GE)

Dia post Huevos control Huevos y A. niger
cultivo
X DS X DS p
28 9.98 5,62 13,75 5,62 NS
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Microscopia electronica

En las observaciones al microscopio electronico de
barrido en el dia 4 post incubacion, los huevos se hallaron rodeados por
una trama hifal débil, con su morfologia conservada (Foto 108).
Aspergillus niger presentd su fructificacion en el dia 4 post incubacién
(Foto 109). Durante toda la experiencia se observaron conidias e hifas

adheridas a los huevos formes (Fotos 110).

Los huevos de T. canis en contacto con A. niger

permanecieron formes a lo largo de toda la experiencia (Foto 111).

A. niger no ejercid actividad ovicida sobre huevos
de T. canis, por lo tanto, dentro de la clasificacidon de Lysek esta especie

pertenece al nivel 1.

Foto 108 Microfotografia electronica de huevos de T. canis en trama hifal débil
con conidias adheridas (Dia 4 post culfivo)
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Sk HEATYS

Foto 110 Microfotografia electronica de detalle de hifas adhesivas de A. niger

sobre huevos de T. canis (Dia 14)
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Foto 111 Microfotografia electronica de huevos de T. canis rodeados de

conidias de A. niger (Dia 28 post cultivo)

Huevos control de Toxocara canis

Los huevos control de T. canis permanecieron con su
morfologia, tamano y estructura habitual durante todas las experiencias;
como asi también la mayoria arribaron a su desarrollo completo al

estadio de Larva 2 hacia el dia 28 (foto 112).

Foro 112 Microfotografia electrénica de huevo de T. canis
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Evaluacion de la viabilidad de huevos de T. canis al microscopio optico

Foto 113. Huevos de T. canis/F. acuminatum (dia 4 post incubacion,
100X)

Cepas fingicas en las que no se evalud la interaccién con huevos de T.

canis

1. Sordaria sp

La experiencia de interaccién de huevos de T. canis
en contacto con Sordaria sp no fue realizada pues esta especie fungica
no desarrollé micelio vegetativo a partir de las ascosporas en medio de

cultivo agar malta a TA.

En la Foto 113 se muestran una microfotografia

electronica de peritecios de Sordaria sp.
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Foto 114. Microfotografia electréonica de Sordaria sp (peritecio)

2. Levaduras spp

Las levaduras halladas no fueron estudiadas porque este

trabajo de tesis investigd el efecto ovicida de hongos filamentosos

del suelo sobre huevos de T. canis.
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Resumiendo, las especies fungicas aisladas e
identificadas de paseos publicos de la ciudad de La Plata fueron
clasificadas de acuerdo a su actividad ovicida (Lysek et al. 1982)

ejercida sobre T. canis (Tabla 19).

TABLA 19. Especies fungicas aisladas y su actividad ovicida sobre huevos de T.

canis

Chrysosporium merdarium  Muy alta (nivel 5)

Fusarium oxysporum Muy alta (nivel 5)
Fusarium sulphureum Alta (nivel 4)
Fusarium semitectum Alta (nivel 4)
Fusarium moniliforme Intfermedia (nivel 3)
Sporothrix alba Infermedia (nivel 3)
Fusarium acuminatum Intermedia (nivel 3)
Fuarium fusarioides Intfermedia (nivel 3)
Penicilium canescens Baja (nivel 2)

Monilia sp Baja (nivel 2)
Aspergillus flavus Baja (nivel 2)
Fusarium dimerum Sin actividad (nivel 1)
Mucor minutus Sin actividad (nivel 1)
Trichoderma harzianum Sin actividad (nivel 1)
Aspergillus niger Sin actividad (nivel 1)

Nota: * La foto de A. flavus fue extraida de Internet pues en el momento

de tomar las fotografias fue imposible recuperar el cultivo.
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En este trabajo fueron procesadas 20 muestras de tierra
de 10 paseos publicos de la ciudad de La Plata con el fin de aislar e
identificar hongos saprotrofos del suelo que interactien con huevos de T.

canis cultivados in vitro.

Las especies fungicas aisladas fueron identificadas

segun Domsch et al. (1993).

Estos hongos, fueron clasificados de acuerdo a su
actividad ovicida (Lysek et al. 1982) ejercida sobre T. canis. Las especies
aisladas fueron las siguientes con actividad ovicida “muy alta” (nivel 5):
Chrysosporium merdarium y Fusarium oxysporum; actividad ovicida “alta”
(nivel 4) F. sulpbhureum y F. semitectum; actividad ovicida “infermedia”
(nivel 3) F. moniliforme, S. alba, F. acuminatum vy F. fusarioides; actividad
ovicida “baja” (nivel 2) P. canescens, Monilia sp y A. flavus; “sin actividad

ovicida” (nivel 1) F. dimerum, M. minutus, T. harzianum y A. niger.

La distribucion de los hongos saprétrofos aislados en
estas muestras de los paseos publicos de la ciudad de La Plata fue
totalmente aleatoria, ya que no se distinguid un patrén de distribucion
acorde a la actividad ovicida ejercida por aquellos sobre huevos de T.

canis cultivados in vitro.

Como antecedentes sobre la busqueda de hongos del

suelo se encuentran los siguientes estudios:

Lysek et al. (1982) estudiaron la presencia de hongos

del suelo con efecto ovicida en dreas recreacionales y otras dreas de
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Cuba con el objeto de verificar la existencia de hongos con capacidad
ovicida en paises tfropicales y estudiar la manera de ejercer su potencial
actividad ovicida en condiciones de |laboratorio sobre huevos de Ascaris
lumbricoides. Como resultado de esta investigacion, Fusarium spp y
Humicola fuscoafra ambos con alta actividad ovicida, fueron aislados de

los paseos publicos de Cuba.

Ramesh & Hilda (1998) aislaron hongos queratinofilicos
en suelos de paseos publicos de la ciudad de Madras, India con el
propdsito de encontrar el patrén de incidencia de este tipo de hongos. Las
especies siguientes fueron halladas: Chrysosporium  tropicum, C.
keratinophilum, Microsporum gypseum, C. pannorum, Trychophyton

mentagrophites, T. terrestre.

Shadzi et al. (2002) realizaron aislamientos en suelos de
paseos publicos de la ciudad de Isfahan, Iran con el objetivo de hallar la
frecuencia de hongos queratinofilicos. Se realizaron 214 aislamientos en los

cuales, la especie mds frecuente fue Chrysosporium keratinophilum.

Ciarmela et al. (2002) con el propdsito de aislar e
identificar hongos del suelo de paseos publicos de la ciudad de La Plata
para evaluar la naturaleza de su interaccion con huevos de T. canis in vitro,
hallaron e identificaron las siguientes especies: Fusarium pallidoroseum que

ejercio muy alta actividad ovicida y Mucor hiemalis sin actividad ovicida.

Vidyasagar et al. (2005) aislaron diferentes especies de
dermatofitos de muestras de suelos de 21 paseos publicos de la ciudad de

Gulbarga, India. Entre otras especies identificadas se hallaron con mayor
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frecuencia coincidiendo con Shadzi et al. (2002) Chrysosporium

keratinophilum, Trychophyton mentagrophites, M. nanum y Ch. tfropicum.

Gortari et al. (2007) realizaron aislamientos en suelo con
el propdsito de comprobar la existencia de hongos potencialmente
patdgenos para el hombre con efecto antagdnico sobre huevos de T.
canis. Los aislamientos fueron realizados en el paseo del Bosque de la
ciudad de La Plata. Se hallaron las siguientes especies de hongos
antagodnicos de huevos de T. canis: Aspergillus parvulus, A. terreus, A. viride-
nutans, Chrysosporium aff. merdarium, Fusarium oxysporum, Fusarium spp,
Humicola fuscoatra, Mucor hiemalis, Paecilomyces lilacinus, Penicillium spp,

micelio hialino estéril, entre otras.

Se han aislado hongos saprotrofos del suelo de diversos
ecosistemas, esto indica que este tipo de hongos son de distribucion
universal (den Belder et al., 1994; Kim et al., 1998; Basualdo et al., 2000;

Olivares-Bernabeu & Lopez-Llorca, 2002).

Entre las especies con muy alta actividad ovicida,
Crysosporium merdarium (Link e Grev) Carm hallada en este frabajo es un
hongo queratinofilico y fue aislado también por Gortari et al. (2007) en el
paseo del Bosque de la ciudad de La Plata como un hongo con efecto

ovicida sobre huevos de T. canis.

En este trabajo, cabe destacar que, en el dia 4 post
incubacion, la proporcidon de huevos en desarrollo fue mayor en el grupo
experimental respecto al grupo control en la interaccion C. merdarium-
huevos de T. canis. Esto podria explicarse porque en ese dia C. merdarium

no habia desarrollado micelio vegetativo que atrapara los huevos de T.
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canis. El micelio de fructificacidon observado no tendria efecto sobre los

huevos.

El micelio vegetativo fue detectado a partir del dia 21
post incubacion. En este periodo se halld una gran cantidad de huevos

deformados atrapados en la red hifal de esta especie fungica.

El retardo en el crecimiento del micelio vegetativo
permitiria la presencia de huevos larvados observados solo en el dia 7 post

culfivo.

La existencia de huevos de T. canis con cubierta lisa a
partir del dia 14 post incubacién en contacto con C. merdarium puede
deberse a la secrecidon de enzimas. Estas enzimas degradarian los
compuestos quimicos de la capa externa de la cdscara del huevo,

utilizdndolos para su nutricion.

En este tfrabajo, C. merdarium tuvo efecto ovicida sobre
huevos de T. canis en donde se destacd el mayor porcentaje de huevos
“no desarrollados” ingresando a la categoria de “muy alta actividad
ovicida” (nivel 5) de Lysek (1982).

C. merdarium, si bien es un contaminante ambiental
comun, ocasionalmente se lo aisla de infecciones humanas. Las especies
de Chrysosporium pueden causar infecciones en piel y unas en humanos.
Con poca frecuencia se lo aislé de pacientes transplantados de médula
6sea y en pacientes con enfermedades granulomatosas cronicas (Roilides
et al., 1999).
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Segun las caracteristicas antes mencionadas para
poder utilizar C. merdarium como agente de control bioldgico sobre
huevos de T. canis, deberia hacerse un estudio exhaustivo sobre la
incidencia de esta especie fungica sobre el impacto bioldgico antes de

contaminar el ambiente con sus esporas.

En esta investigacion otra de las especies fungicas
aislada de muestras de tierra de paseos pUblicos de la ciudad de La Plata
con muy alta actividad ovicida fue F. oxysporum sobre huevos de T. canis.
Este efecto fue demostrado con el mayor porcentaje de huevos no
desarrollados en contacto con la cepa fungica de todas las experiencias.
Este fendbmeno pudo corroborarse con las observaciones al microscopio
electronico de barrido, en las cuales los huevos fueron atacados por Ila
cepa fungica al final de la experiencia. La aparicion de huevos de
cubierta lisa y deformados indicaria una accidén enzimdatica y mecdnica
ejercida por esta especie fungica para utilizar los compuestos orgdnicos de

los huevos asi degradados como sustancias nutritivas.

Como antecedentes, Mennan et al. (2005) investigaron
los efectos de F. oxysporum sobre un nematode pardsito Heterodera

cruciferae, patégeno de plantas de repollo.

Fusarium oxysporum ejerce su efecto tdxico sobre
quistes de nematodes y se considera una especie de importancia en el
control natural de quistes de nematodes en el suelo contaminado.
Igualmente, el mecanismo de penetracion ejercido por F. oxysporum sobre
quistes y huevos de nematodos aiun no estd claro, se cree que es una
combinacion de ambos (mecdnico y enzimdtico). Este grupo de

investigadores llegd a la conclusidn que F. oxysporum tiene la capacidad

163 MARIA LAURA CIARMELA -2008



EFECTO OVICIDA DE HONGOS DEL SUELDO... Discusion

de penetrar los quistes a fravés de su pared disminuyendo asi, su viabilidad.
Ofros autores como Akinsanmi & Adekunte (2003) demostraron efecto
negativo de F. oxysporum sobre huevos de Meloidogyne incognita,

nematode pardsito de plantas.

Weber et al. (2006) evaluaron la ocurrencia de especies
de Fusarium asociadas a micotoxinas en plantaciones de espdrragos. Esta
investigacion dio como resultado la presencia de F. oxysporum como un
hongo patdgeno a través de la produccion de fumonisinas y moniliformina
sobre aquellas plantaciones. Estos investigadores llegaron a la conclusion

que el efecto toxico disminuye la calidad del alimento.

Serani et al. (2007) aislaron Fusarium spp. de plantas de
café afectadas con el propdsito de establecer su patogenicidad e
identificar posibles hospedadores alternativos. Las especies aisladas en

esta investigacion fueron entre otros, F. oxysporum y F. moniliforme.

Las toxinas de Fusarium spp pueden causar ademds
aberraciones en la salud de los animales y pueden llegar a causar la
muerte (Weber et al., 2006).

Con respecto a la salud humana, las especies de
Fusarium causan micosis oportunistas en pacientes con enfermedades
hematoldgicas, una de estas especies es F. oxysporum (Girmenia et al.,
2000). En individuos inmunocompetentes puede causar queratitis,
onicomicosis y ocasionalmente peritonitis y celulitis (Dignani & Anaissie,
2004).
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Debido a las caracteristicas arriba mencionadas,
deberia tomarse recaudos antes de utilizar a F. oxysporum como agente

de control bioldgico en paseos publicos sobre huevos de T. canis.

Fusarium aff. semitectum fue otra especie que presentd,
en este frabajo, alta actividad ovicida. Los huevos de T. canis desarrollaron
por debajo del porcentaje de los huevos del grupo control. Estos huevos en
contacto con la cepa fungica alcanzaron el estadio larval en el dia 7 y
hasta el dia 21 de observacion post cultivo. Todos los huevos de T. canis
fueron observados incluidos en la trama hifal. Teniendo en cuenta que el
nUmero de huevos deformados durante toda la experiencia no fue alto y
los huevos con cdscara lisa también fueron pocos; se puede sugerir que F.
aff. semitectum secreta alguna sustancia téxica para inhibir el desarrollo

del huevo sin deformarlo.

No existen antecedentes en la literatura consultada,

acerca de la actividad ovicida de F. aff. semitectum.

F. aff. semitectum es una especie que produce un
metabolito toxico: la fusaproliferina. Este metabolito tiene actividad tdxica
sobre células de insectos, linfocitos B humanos y también posee efectos
teratogénicos sobre embridon de pollo (Munkvold et al., 1998; Rheeder et
al., 2002).

F. aff. semitectum infecta plantas de Gossypium sp
(algoddn), especie nativa de dos regiones de Australia. Esta especie

fUngica fue adislada predominantemente de G. bickii (Wang et al., 2004).
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F. aff. semitectum coloniza distintos cereales de grano
donde produce una micotoxina denominada zearalenona. Esta toxina no
posee efecto carcinogénico, pero estd implicada en el desarrollo sexual
precoz en ninos de Puerto Rico y ginecomastia en hombres jovenes de
ltalia (Bueno & Oliver, 2004).

En zonas costeras y montanosas de Ecuador se
recolectaron plantas de soja contaminadas con F. aff. semitectum (Pacin
et al., 2003).

Castilo et al.,, (2004) investigaron la micoflora en
plantaciones de habas negras en el noroeste de nuestro pais, Salta. En
época de cosecha hallaron F. semitectum como agente productor de

zearalenona.

Tonon et al. (1997) investigaron la micoflora de arroz
integral en dos provincias del norte de Argentina y una del sur de

Paraguay. Entre ofras especies aislaron F. semitectum de este cultivo.

Esta especie de Fusarium es patdégena de cultivos de
plantas florales como un colonizador secundario. Ha sido aislado por Flores

et al. (2005) en cultivo de especies florales en Quebrada de Lozano, Jujuy.

Desjardins et al. (2000) demostraron la presencia de F.
semitectum en granos de maiz y trigo con produccién de micotoxinas en la
regidon montanosa del Himalaya, Nepal. Ademds de F. semitectum hallaron
también F. oxysporum. Molto et al. (1997) investigaron la produccion de
diferentes tricotecenos, estas toxinas estdn asociadas a sindromes

hemorrdgicos en humanos y animales, zearalenonas de Fusarium spp
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aislados de granos de maiz. En este caso; el aislamiento de F. semitectum
secretd diacetoxyscirpenol, esta micotoxina causa fusariotoxicosis vy

hemorragia en el ganado.

En un estudio realizado en bananas de Ecuador,
Panamd e Islas Canarias comercializadas en ltalia y Espana para
determinar la presencia de micotoxinas se realizaron 66 aqislamientos
Fusarium. Se identificaron las siguientes especies: F. semitectum, F.
moniliforme, F. oxysporum y F. dimerum, entre ofras. Se hallaron las
siguientes  toxinas: fumonisina Bl es lo responsable de
leucoencefalomalacia equina, edema pulmonar en porcinos, en humanos

estd relacionada en cancer esofdgico (Li, 1999); fumonisina B2,

carcinogénica (Rheeder ef al. 1999); moniliformina, zearalenona, a

zearalenona, deoxynivalenol, 3-acetfildeoxynivalenol, etc. (Jiménez et al.,
1997).

La beauvericina es una micotoxina producida por F.
semitectum y otros Fusarium spp con propiedades insecticidas y puede

inducir apoptosis celular en mamiferos (Logrieco et al ., 1998).

Entre las enzimas que secreta F. semitectum se
encuentran las queratinasas. Esto fue demostrado cuando se aisld material
de lesidon de escudo queratinaceo de tortuga, Gopherus berlandieri, y la

especie aislada fue F. semitectum (Rose et al., 2001).

Mikunthan et al. (2006) aislaron F. semitectum de
caddveres de Afidos (Aphis gossypii] plaga de cultivos de qji. Evaluaron la
actividad sobre insectos plagas de diferentes cultivos. Como resultado, F.

semitectum atacd varios insectos plaga de aji, cana de azdcar y cocotero.
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Por lo tanto, este hongo podria incorporarse como una tdctica viable al

control integrado de plagas en agricultura.

Para poder utilizar F. semitectum como agente de
confrol biolégico deberiamos hacer un estudio exhaustivo acerca del

impacto ambiental sobre la salud humana y la sanidad vegetal.

Hasta el momento no existen estudios acerca de la
actividad ovicida/ovistatica, en la literatura consultada, de F. sulphureum

sobre huevos de nematodos.

En este trabajo los huevos de T. canis no desarrollados
en contacto con F. sulphureum tuvieron mayor porcentaje que los huevos
control. Este efecto pudo deberse a que los huevos de T. canis quedaron
atrapados en la tframa hifal a partir del dia 4 post cultivo. Sin embargo, en
este dia la estructura y morfologia de los huevos permanecieron

inalterables.

Los huevos larvados fueron observados solamente en
los dias 14 y 21 post incubacidon en contacto con F. sulphureum. La
existencia de huevos con cubierta lisa a partir del dia 21 post incubacién
pudo deberse a la secrecidon de enzimas por parte de la cepa fungica,
para asi utilizar estos compuestos degradados como materia orgdnica

para su nutricion.

F. sulohureum tiene una alta actividad ovicida sobre
huevos de T.canis y solamente hay informacion que es patdégeno de papa

(Lees & Bravshow, 2001).
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Esta especie, previos estudios acerca del impacto sobre
la salud animal y el deterioro ambiental, podria ser utilizada como agente
control biolégico sobre huevos de nematodos en paseos publicos, dado
que no existen reportes que informen acerca de su patogenicidad u

oportunismo en el ser humano.

Entre las especies aisladas que fuvieron una actividad
ovicida intermedia sobre huevos de T. canis incubados in vitro, hallamos a
F. moniliforme que es un hongo productor de micosis oportunista en
pacientes con enfermedades hematoldgicas crénicas y leucemia aguda
(Girmenia et al., 2000). En pacientes inmunocompetentes puede causar
onicomicosis, queratitis y ocasionalmente peritonitis y celulitis (Dignani &
Anaissie, 2004).

En agricultura, esta especie es patdgena, entre ofras,
de cultivares de Lilium sp, en la provincia de Buenos Aires, afectando la
produccion de flores disminuyendo esta de manera considerable, pues los
sinfomas se manifiestan en las plantas proximas a la floracién (Lori et al.,
1999).

A lo largo de la experiencia, los huevos de T. canis en
contacto con F. moniliforme, se desarrollaron en menor proporcién que el
grupo control desde el dia 4 hasta el dia 28 post-cultivo. El recuento de
huevos no desarrollados durante toda la experiencia fue mayor en el
grupo experimental. El recuento de huevos “en desarrollo” fue menor en el

grupo experimental.
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Con respecto a los huevos larvados, estos aparecieron
a partir del dia 7 post-cultivo y fueron visualizados hasta el dia 28 de la

experiencia.

Los abultamientos de las hifas de F. moniliforme
observadas sobre los huevos de T. canis no indican la formacion de
apresorios, dado que este género no forma este tipo de especializacion de
micelio. Estas hifas pueden haberse especializado en la penetracion al

huevo para degradar su contenido y utilizarlo como fuente nutritiva.

Los huevos de T. canis hallados con cubierta lisa podria
deberse a que F. moniliforme ademds de actuar en forma mecdnica,
también actud secretando enzimas que degradan su cubierta externa vy

utilizan sus compuestos para su subsistencia.

La actividad ovicida (nivel 3, intermedia) de F.
moniliforme determinada en este trabajo coincide con aquella observada
por Lysek et al. (1982) cuando aislaron esta especie fungica de muestras
de suelo de Cuba y lo cultivaron in vifro con huevos de Ascaris

lumbricoides.

De esto se desprende que F. moniliforme ademds de
todos los danos que causa en el ambiente y en el ser humano, su eficacia

como antagonista sobre huevos de nematodos seria relativa.

Sporothrix alba es una especie fungica que puede
aislarse del ecosistema suelo. AUn no existen estudios previos en la literatura

consultada que evalten su interaccidon con huevos de nematodes.
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En este trabajo solo evolucionaron a su desarrollo
completo menos del 60% de huevos de T. canis en contacto con S. alba. El
mecanismo de ataque de esta especie fungica aln no puede deducirse.
S. alba desarrolld hifas adhesivas sobre los huevos de T. canis. Promediando
la experiencia S. alba fructificé y se hallé una escasa cantidad de huevos
deformados hacia el final del experimento pero con su cubierta
conservada. El efecto de esta especie sobre los huevos de T. canis puede
haber sido enzimdatico, dado que se mantuvieron formes durante toda la
experiencia y semi inmersos en la trama hifal. A lo largo de las experiencias

S. alba ejercid un efecto ovistdtico sobre huevos de T. canis.

Fusarium acuminatum es un hongo patdégeno de
cereales; este hongo produce enfermedades en las plantas en crecimiento
(Ferndndez et al., 2005). La mayoria de Fusarium spp producen en los
granos infectados micotoxinas del tipo de los tricotecenos, las cuales son
daninas tanto para el hombre como para los animales; ocasionando
trastornos digestivos como reflujo y vomitos (Hussein et al., 2002). Este tipo
de micotoxinas fue hallada también en plantas de maiz contaminadas con

F. acuminatum en el Sudoeste de Nigeria (Adejumo et al., 2007).

En Nueva Zelanda se demostrd la presencia de F.
acuminatum en granos de maiz y mantillo en las mismas condiciones que

las halladas en Sud Africa, Canadd y Australia (Hussein et al., 2002).
En Nigeria, por primera vez se extrajeron a-zearalenol y

enantinas, micotoxinas procedentes de F. acuminatum de plantas de maiz

contaminadas con esta especie fungica (Adejumo et al., 2007).
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Ofro de los cereales afectados por F. acuminatum es el
trigo cultivado en Republica Eslovaca (Rohacik & Huded, 2005). Ademdas
de hallarse F. acuminatum en cultivos de trigo y maiz, esta especie fungica
se halld como contaminante de plantas de espdrragos en la provincia de

Québec, Canadd (Vujanovic et al., 2006).

Tiscornia et al. (2005) hallaron F. acuminatum en baja
frecuencia en muestras de compost sembradas con nematodos

pertenecientes a cinco grupos froficos.

Entre las enzimas que produce F. acuminatum se
encuentra la galactosa oxidasa, enzima que cataliza la tfransferencia de
un electron de sustratos hidroliticos incluyendo la galactosa a oxigeno
molecular con la formacidon de agua oxigenada y un aldehido (Barbosa-
Tessmann ef al., 2001; Whittaker, 2002; Rogers & Dooley, 2003; loos et al.,
2004; Alberton et al., 2007). Una de las caracteristicas inferesantes de esta

enzima es la amplia variedad de sustratos (Barbosa-Tessmann et al., 2001).

En este trabajo el desarrollo de huevos de T. canis en
presencia de F. acuminatum fue similar al desarrollo de los huevos
pertenecientes al grupo confrol en las primeras observaciones post
incubacion (dias 4 y 7). La disminucion del nUmero de huevos en desarrollo
quedd demostrado a partir de los dias14 a 28, en los cuales el nUmero de
huevos que completd su desarrollo a larva fue mucho menor que el
numero de huevos pertenecientes al grupo control. F. acuminatum

comenzd a afectar los huevos recién a partir del dia 14 post incubacion.

Al final de la experiencia, se observaron huevos con

aspecto deformado, lo que indicaria que F. acuminatum ejerce un efecto
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mecdanico sobre los huevos de T. canis. También es probable que este
hongo secrete enzimas del tipo de las quitinasas que degradan la pared

del huevo para utilizar sus compuestos orgdnicos como fuente de carbono.

Para poder utilizar esta especie fungica deberia
hacerse un estudio exhaustivo acerca de su accidon en el ambiente. Su
eficacia se considera relativa, dado que esta especie, tuvo actividad
ovicida intermedia sobre huevos de T. canis y fue recién a partir del dia 14

post incubacion.

Guilhermetti et al. (2007) investigaron la prevalencia de
onicomicosis causada por Fusarium sp en pacientes inmunocompetentes
en la region de Maringd, Parand, Brasil. Los hongos aislados con mayor

frecuencia fueron entre otros, F. oxysporum y F. fusarioides.

En esta investigacion F. fusarioides ejercid una accion
antagodnica sobre los huevos de T. canis dado que estos desarrollaron pero

en menor proporcion que los huevos control.

Los huevos en contacto con la cepa fungica llegaron all
final de su desarrollo pero, en mucho menor proporcién que el grupo
control, debido a accidon ejercida de F. fusarioides sobre los huevos
demostrada a través de las microfotografias electronicas. En  estas
microfotografias se apreciaban las hifas adhesivas sobre los huevos, lo que
sugiere un efecto mecdnico ejercido por el hongo. A medida que
aumentd el tiempo de contacto con la cepa fungica esta formd una red
hifal con mayor desarrollo quedando los huevos atrapados y deformes.
También fueron observados huevos de cubierta lisa, esto explicaria la

accion enzimdtica que puede ejercer este hongo para degradar la
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cubierta externa de los huevos de T. canis. AUn con estos efectos
observados de esta maneraq, F. fusarioides pertenece al grupo de hongos
con actividad ovicida intermedia ya que el nUmero de huevos alterados

resultd bajo.

En nuestro trabajo Penicilium canescens origind escaso
micelio vegetativo atrapando huevos, asimismo se observd fructificacion
de la cepa fungica pero los huevos permanecieron inalterados sobre la
trama hifal. Aparentemente esta especie fungica no produce accion

enzimdatica ni mecdnica sobre los huevos de T. canis.

Las diferentes especies de Penicillium son organismos
versatiles que producen una amplia variedad de enzimas extracelulares,
algunas de ellas de interés industrial (Di Giambattista, 2001). Sinitsyna et al.
(2003) demostraron que P. canescens posee un complejo enzimdtico del
tipo de las xilanasas y arabinofuranosidasas (Vavilova et al., 2003). Bakri et
al. (2003) demostraron la secrecion de xilanasas a cargo de P. xylonosos

segun la fuente de carbono, nitrégeno y el contenido de humedad.

Ademds de conocerse la secrecion de enzimas de P.
canescens, esta especie también produce toxinas con efecto fungicida
gue actuan sobre un fitopatdégeno, Rhizoctonia solani in vitro (Nicoletti et
al., 2007).

Sinitsyna et al. (2007) purificaron pectin lyasa de un
filtrado de P. canescens e investigaron distintas propiedades de esta

enzima.
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Rankovic (2005), ensayd 33 especies de hongos aislados
de agua y sedimento del Rio Koluwara para determinar su accion
antagodnica sobre 11 especies de bacterias patdégenas. Se llegd a la
conclusion que P. canescens enfre otras especies tiene efectos
antagodnicos sobre las siguientes bacterias: Staphylococcus aureus, Proteus

mirabilis, S. enteritidis y Shigella sonnei.

Es evidente que la secrecion de enzimas informadas por
Nicoletti et al. (2007) no ejercen efecto ovicida sobre huevos de T. canis.
Por lo tanto, resultaria de baja utilidad usar P. canescens como agente de

control bioldgico sobre huevos de T. canis.

Monilia sp ejercidé actividad ovicida baja sobre huevos
de T. canis. En este frabajo hubo diferencias entre el grupo experimental y
el grupo control en lo que respecta a los huevos no desarrollados. Sin
embargo, en las observaciones al microscopio electronico de barrido los
huevos de T. canis no evidenciaron estar atacados por Monilia sp, esto
indicaria que Monilia sp pudo haber ejercido un efecto ovistatico a través
de la secrecion de alguna enzima o sustancia quimica que detenga el

desarrollo de huevos de T. canis.

Distintas especies de Monilia son causantes de
enfermedades de plantas, ej.. M. fructigena que causa dano en las

manzanas (Buza et al., 2004).

Martinez Ordaz et al. (2002), realizaron un relevamiento
de esporas fungicas en las casas de pacientes con asma en una zona

desértica de México, encontraron que existian Monilia spp. Este grupo de
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investigadores realizd una infradermorreaccion a estos pacientes, dando

una positividad del 48% a Monilia.

Centeno & Calvo (2001) en un estudio realizado en
corchos de tapones de botellas de vino espumante, demostraron la

produccion de enzimas del tipo de las estearasas en M. sitophila.

En este trabajo Aspergillus flavus ejercidé una actividad
ovicida bagja. Si bien el porcentaje de huevos en desarrollo en contacto
con la cepa fungica fue moderado, igualmente llegaron al estadio larval,
indicando que A. flavus podria ejercer un efecto ovistatico. A través de la
microscopia electronica de barrido esta especie fungica no formd red hifal

que atfrape los huevos de T. canis.

Si bien A. flavus fructificd desde el 4° dia post cultivo,

estas conidias no desarrollaron micelio vegetativo que atrapara los huevos.

A. flavus es un hongo que habita el suelo como
saprotrofo, en el cual juega un rol importante en el reciclaje de nutrientes
aportados por plantas y animales (Scheidegger & Payne, 2003). La
capacidad que tiene A. flavus de sobrevivir a distintas condiciones le
permite competir con otros organismos por el sustrato en el suelo o en las
plantas (Bhatnagar et al., 2000). Asimismo, A. flavus produce aflatoxinas,

compuestos naturales con poder carcinogénico (Hedayati et al., 2007).

Ademds, A. flavus secreta enzimas queratinoliticas
(Friedrich et al., 1999). Este tipo de enzimas determina que A. flavus tenga

caracteristicas de hongo entomopatdégeno (Leger et al., 1992).
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A. flavus es la segunda especie fungica en causar
micosis invasivas y el mds comiUn que causa infecciones respiratorias
superiores. Los sindromes clinicos causados por A. flavus incluyen sinusitis
granulomatosa croénica, queratitis, aspergillosis cutanea, osteomielitis
seguida de trauma e inoculacién. A. flavus es un hongo que causa Micosis
oportunista en pacientes inmunocomprometidos como por ejemplo un
caso publicado por Evison et al., 2007 de un abceso parafaringeo en un

paciente neutropénico con leucemia mieldgena.

Se ha informado un caso de pericarditis en un paciente
con leucemia mielobldstica aguda causada por A. flavus aislada de fluido
pericdrdico (Gdkahmetoglu et al., 2000). Se conocen informes en un
paciente con leucemia mieldgena de aislamiento de A. flavus en forma de
émbolo compuesto por hifas septadas pertenecientes a esta especie
(Galimberti et al., 1998; Khatri et al., 2000; Krunic et al., 2003).

Existen microorganismos que actian de manera
antagodnica sobre A. flavus, segun Agarry et al. (2005). Bacterias como
Pseudomonas fluorescens, Escherichia coli y los hongos como

Saccharomyces spp inhibieron el crecimiento de A. flavus in vitro.

Debido a todos los problemas que causa a la salud
humana y que su actividad ovicida es baja sobre huevos de T. canis Esta
especie fungica, A. flavus, no debiera incluirse como probable agente de

control bioldgico.
En este trabajo F. dimerum, no ejercié actividad ovicida
sobre huevos de T. canis dado que estos huevos desarrollaron a la par que

el grupo control. El recuento de los huevos larvados en contacto con la
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cepa fungica, fue mayor que en el grupo control. Pareceria que F.
dimerum hubiera favorecido el desarrollo a estadio larval en fodas las

observaciones.

F. dimerum puede aislarse del suelo, como en este

trabajo o también del agua de bebida (Hageskal et al., 2006).

F. dimerum es capaz de producir toxinas, tal como lo
demostraron Naiker & Odhav (2004) cuando aislaron muestras de 29
pacientes con queratitis micdtica. Las micotoxinas halladas fueron las

siguientes: dcido fusarinico, moniliformina y fumonisinas B1.

F. dimerum es el agente causal de queratomicosis
(Sallaber et al., 1999; Vismer et al., 2002; Letscher — Bru et al., 2002),
endocarditis post bypass arteria coronaria (Camin et al., 1999) e infeccion
en pacientes transplantados de médula ésea (Bigley et al., 2004; Boutati &
Anaissie, 1997; Guarro et al., 2000; Nir-Paz et al., 2004). Se han descrito casos
de funguemia por F. dimerum en pacientes con cdancer (Krcmery et al.,
1997). Esta especie es capaz de causar fusariosis diseminada en pacientes
con leucemia linfoblastica (Austen et al., 2001), donde se hallé esta

especie de hemocultivos.

Esta especie fungica no debiera ser propuesta como
agente de control bioldgico de huevos de T. canis dado que tiene nula

actividad ovicida.

Los huevos de T. canis en contacto con Mucor minutus,
en este tfrabajo, permanecieron en la trama hifal y este hongo no ejercio

un efecto perjudicial sobre ellos. Como se demostré a fravés de las
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observaciones al microscopio oOpfico, un gran porcentaje de huevos
pertenecientes al grupo experimental llegd a su estadio larval. Esto implica

qgue M. minutus no ejercid actividad ovicida sobre huevos de T. canis.

Se ha experimentado con otra especie de Mucor, M.
hiemalis sobre huevos de T. canis, en los cuales esta especie no demostrd

tener actividad ovicida (Ciarmela et al., 2002; Gortari et al., 2007).

En este trabajo Trichoderma harzianum no afectd la
viabilidad de los huevos de T. canis in vitro, tal como lo demostraron Meyer
et al. (1990) cuando ensayaron el antagonismo in vitro de 20 especies
fungicas, entre ellas T. harzianum sobre huevos de Heterodera glycines. Esta

especie ensayada no alterd la viabilidad de huevos del nematodo.

Siddiki & Shaukat (2004) con el objetivo de determinar la
influencia de T. harzianum sobre Pseudomonas fluorescens contra el
nematodo Meloidogyne javanica descubrieron que efectivamente esta
especie fungica mejora el biocontrol de P. fluorescens contra M. javanica

tanto in vitro como en invernadero.

T. harzianum secreta enzimas del tipo de las quitinasas
qgue afectan al desarrollo de la plaga de lepiddpteros sobre plantas de
algoddén (Binod et al., 2007). Otros investigadores demostraron que T.
harzianum produce quitinasas sobre sustrato quitinoso proveniente de
valvas de cangrejos (Limén et al. 2001; Boer et al., 2004). Esta enzima, la
quitinasa, parece tener también propiedades antifungicas tal como lo
demostraron Viterbo et al. (2001) sobre patdégenos de algoddn como

Rhizoctonia solani.
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Con respecto a la salud humana T harzianum puede

causar micosis diseminada (Guarro et al. 1999)

Los huevos de T. canis en contacto con Aspergillus niger
desarrollaron en un porcentaje menor que los huevos control. Los huevos
larvados llegaron a este estadio en menor proporcion que el grupo control.
Probablemente, A. niger haya ejercido algun fipo de accidn quimica o
enzimdtica escasa deteniendo su desarrollo, pero no atacdndolos de
manera mecdnica. Esto pudo corroborarse con las observaciones al
microscopio electronico de barrido. En el procesamiento de las muestras,
los huevos de T. canis no pudieron ser observados porque al no quedar
atrapados en la trama hifal, fueron perdiéndose en los sucesivos pasajes de

fijador y deshidratantes, reafirmando la no existencia de accién mecdnica.

Las conidias observadas en esta experiencia no
desarrollaron micelio germinativo para formar la red hifal y asi dejar
atrapados los huevos de T. canis como lo hicieron otras especies fungicas
en este trabagjo. Huevos de T. canis con morfologia inalterada se

observaron durante toda la experiencia.

Por lo tanto estos resultados sugieren que A. niger

ejerce efecto ovistatico sobre huevos de T. canis.

Estd demostrado que el biofilm conformado por A. niger
sobre ropa de poliéster secreta enzima celulasa que actiua sobre el
polisacdrido celulosa (Villena & Gutiérrez Correa, 2006). Probablemente, A.
niger produzca enzimas del tipo de las quitinasas para degradar la quitina
de la cubierta de los huevos de T. canis y asi utilizar los productos de

degradacion para su nutricion.
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A. niger puede causar micosis en inmunocompetentes
destacdndose un informe de otomicosis bilateral en una mujer de 46 anos

causada por esta especie fungica (Mishra et al., 2003).

De acuerdo a su bajo efecto ovicida demostrado en
este frabajo, A. niger no podria ser utilizada como agente de control

bioldgico sobre huevos de T. canis.
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Se hallaron 18 especies fungicas en diez paseos
publicos relevados. Este trabajo se centrd sobre hongos filamentosos,
por lo tanto, dos especies de levaduras y Sordaria sp, que no desarrolld
micelio vegetativo a partir de sus ascosporas en medio de cultivo agar
malta a temperatura ambiente no fue evaluada su actividad ovicida
sobre huevos de T. canis.

De las 15 especies fungicas aisladas e identificadas
se encontraron dos especies con "muy alta” actividad ovicida:
Chrysosporium merdarium y Fusarium oxysporum y dos especies con
“alta” actividad ovicida: F. sulphureum y F. semitectum.

Analizando las especies mencionadas respecto a su
potencial aplicacion en control bildgico de huevos de T. canis podemos
concluir que:

C. merdarium es un hongo de caracteristicas
oportunistas, se lo ha aislado en pacientes con enfermedades
granulomatosas cronicas y en pacientes inmunocompetentes con
caracteristicas queratinofilicas habiéndose aislado de muestras de una 'y
piel. Por lo tanto, para poder utilizar esta especie fungica como agente
de control bioldégico de T. canis deberian realizarse estudios sobre el
impacto en la salud humana.

F. oxysporum produce enferemedades oportunistas
en pacientes inmunosuprimidos y en inmuno competentes puede
provocar queratitis, peritonitis, celulitis. Por lo tanto, para ser utilizado
como agente de control biolégico seria de sumo interés hacer un
estudio sobre donde sembrar esporas de este hongo sin afectar la salud
humana.

F. sulphureum es una especie fingica que
potencialmente podria ser utilizada como agente de control biolégico.
En la bibliografia se menciona que esta especie solo es patdgena en
cultivos de papa.

F. semitectum ejercid actividad ovicida alta, pero

dado la cantidad de micotoxinas que produce con efecto sobre la
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salud humana no debiera ser utlizado como agente de control
bioldgico.

Se hallaron cuatro especies con actividad ovicida
“intermedia”: F. moniliforme, F. acuminatum, F. fusarioides y S. alba. Estas
especies no debieran ser utilizadas porque, ademds de poseer este nivel
de actividad ovicida, producen enfermedades oportunistas que danan

la salud del hombre y animales.

Las especies fungicas aisladas con actividad baja y
sin actividad sobre huevos de T. canis fueron: A. flavus, P. canescens,
Monilia sp, F. dimerum, M. minutus, T. harzianum, A. niger.

Los huevos de T. canis pertenecientes al grupo
control desarrollaron con normalidad y conservaron su tamano,
estructura y morfologia durante todas las experiencias.

La mayoria de los hongos aislados de paseos
publicos de La Plata ejercen poca o ninguna actividad ovicida sobre
huevos de T. canis.

Fusarium sulphureum hallada en esta investigacion
con alta actividad ovicida, es la Unica especie que podria ser utilizada
como agente de control bioldgico de huevos de T. canis en el
ambiente.

Estos resultados avalan posteriores estudios sobre los
mecanismos (quimicos y/o mecdnicos) que utilizan los hongos para

destruir los huevos de T. canis.
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