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RESUMO

PAULA, Alessandra Teixeira, Universidade Federal de Vigcosa, Fevereiro de
2014. Controle biolégico de Angiostrongylus cantonensis utilizando
fungos nematéfagos. Orientador: Jackson Victor de Araujo. Co-orientador:
Fabio Ribeiro Braga.

As parasitoses, do ponto de vista médico e social, representam importantes
problemas de saude publica. No Brasil, em média um ter¢co da populagao vive
em areas com risco de transmissao e ocorréncia de doengas parasitarias. A
falta de saneamento basico, bem como fatores ambientais proprios de clima
tropical, desigualdade das condigdes socioecondmicas dos individuos e a falta
de informacdo favorecem sua ocorréncia. Os processos de colonizacio,
estabelecimento de novas rotas de comércio e migragdo humana, contribuiram
para a introdugdo de patdgenos transportados por seus hospedeiros para
outras regides. Dessa forma, varias espécies se encontram fora de sua area de
origem. O parasito Angiostrongylus cantonensis e o caramujo exoético Achatina
fulica, sdo dois exemplos de organismos que foram introduzidos no Brasil. A.
fulica € um dos hospedeiros intermediarios do parasito A. cantonensis,
responsavel por causar em humanos, doenga conhecida como
meningoencefalite eosinofilica, podendo levar individuos parasitados a obito.
Em varias regides do pais, foi confirmada a presenga deste parasito ocorrendo
naturalmente, bem como casos de humanos infectados. Dessa forma, medidas
de controle alternativo, sdo importantes para evitar sua dispersdo. Nesse
contexto foi avaliada a capacidade predatdria de oito isolados fungicos
pertencentes as espécies Duddingtonia flagrans (isolados: AC001, CG768 e
CG722), Monacrosporium thaumasium (isolado: NF34), M. sinense (isolado:
SF53) e Arthobotrys robusta (isolado: 131), A. cladodes (isolado: CG719) e A.
conoides (isolado: 140) sobre larvas de primeiro estadio (L4) de A. cantonensis
em condigdes laboratoriais. Foram formados nove grupos: oito grupos tratados
com os diferentes isolados, e um grupo controle (sem fungos). Os grupos
tratados continham 1000 conidios dos isolados fungicos e 1000 L, de A.

cantonensis em placa de Petri contendo o meio Agar-agua 2% (AA2%). O
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grupo controle continha apenas 1000 L4 de A. cantonensis em AA2%.
Evidéncias da atividade predatoria de todos os isolados fungicos testados,
foram observadas ao final de sete dias do experimento, através da recuperagéao
das larvas (L) ndo predadas, sendo observados os seguintes percentuais de
redugcédo com os respectivos isolados: AC001 (82,8%); CG768 (71,0%); CG722
(72,8%); NF34 (86,7%), SF53 (89,7%); 140 (48,3%), CG719 (84,7%) e 131
(80,4%). Nao houve diferenga (p>0,01) entre a ac&o dos isolados utilizados ao
final de sete dias, no entanto, foi observado diferenga (p<0,01) em relagao ao
grupo controle. Os resultados demonstraram que os fungos pertencentes aos
géneros Duddingtonia (AC001, CG768 E CG722), Monacrosporium (NF34 e
SF53) e Arthrobotrys (131 e CG719), poderiam ser utilizados no controle
bioldgico, uma vez que estes foram capazes de reduzir a populagdo de larvas

(L1) de A. cantonensis in vitro.
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ABSTRACT

PAULA, Alessandra Teixeira, Universidade Federal de Vigosa, February, 2014.
Biological control of A. cantonensis using nematophagous fungi. Adviser:
Jackson Victor de Araujo. Co-advisor: Fabio Ribeiro Braga.

The parasitosis, in a medical and social standpoint, presents important public
health problems. In Brazil, an average of a third of population lives in areas with
risk of transmission and occurrence of parasitic diseases. The lack of basic
sanitation, as well as environmental factors particular of tropical climates,
inequality of the socioeconomic conditions of the individuals and the lack of
information are factors that favor its occurrence. The colonization process,
establishment of new routes of trade and human migration, contributed to the
introduction of pathogens transported by their hosts to other regions. This way,
various species found out of their origin area. The parasite Angiostrongylus
cantonensis and the exotic snail Achatina fulica are two examples of organisms
that were introduced in Brazil. A.fulica is one of the intermediate hosts of the
parasite A. cantonensis, responsible for cause in humans, disease known as
eosinophilic meningoencephalitis, may lead parasitized individuals to death. In
various regions of the country, was confirmed the presence of this parasite
naturally occurring, as well as cases of infected humans. This way, measures of
alternative control, are important to avoid its dispersion. In this context was
evaluated the predatory capability of eight fungal isolates belong to the species
Duddingtonia flagrans (isolated: AC001, CG768 and CG722), Monacrosporium
thaumasium (isolated: NF34), M. sinense (isolated: SF53) and Arthobotrys
robusta (isolated: 131), A. cladodes (isolated: CG719) and A. conoides (isolated:
140) on first larvae stage (L1) of A. cantonensis in laboratory conditions. Were
formed nine groups: eight groups treated with the different isolated and one
control group (without fungi). The groups treated contained 1000 conidia of
isolated fungal and 1000 L4 of A. cantonensis in Petri dish containing Agar-
water 2% (AA2%). The control group contained only 1000 L4 of A. cantonensis
in AA2%. Evidence of predatory activity of all fungal isolates tested could be

observed at the end of seven days of the experiment through the recovery of



non-predated L1, where were observed the following percentage of reduction of
L, with the respective isolates: ACO001 (82,8%); CG768 (71,0%); CG722
(72,8%); NF34 (86,7%), SF53 (89,7%); 140 (48,3%), CG719 (84,7%) and 131
(80,4%). No difference was observed (p>0,01) between the action of the
isolated used in the end of seven days, however, was observed difference
(p<0,01) compared with the control group. The results observed demonstrated
that the fungi belonged to the genus Duddingtonia (AC001, CG768 and
CG722), Monacrosporium (NF34 and SF53) and Arthrobotrys (131 and CG719),
could be used in biological control, once that these were capable of reduce the

population of larvae (L4) of A. cantonensis in vitro.



1. INTRODUGAO

As parasitoses, do ponto de vista médico e social, representam
importantes problemas de saude publica. Estas infecgdes resultam em danos
para o hospedeiro, que se manifestam de formas variadas, que além de
ameacgarem constantemente a vida e o bem-estar de grande parte da
populagdo, causam consideraveis perdas econdmicas com assisténcia médica,
reducdo da produtividade ou incapacitagdo para o trabalho (Rey.,1991; Neves
et al., 2005). No Brasil a elevada prevaléncia de parasitoses também nao deixa
de ser um dos mais representativos problemas de saude publica. Em média,
um tergco da populacdo brasileira vive em areas com risco de transmissao,
locais onde as condi¢des higiénicas da populagdo sdo mais precarias, sendo
esta condicao favoravel a disseminacao dos parasitos. Outros fatores como os
ambientais, proprios de clima tropical, a desigualdade das condi¢cdes
socioecond6micas dos individuos e falta de informagao também favorecem para
a ocorréncia de doencgas parasitarias (Soares e Canto., 2005).

Devido ao processo de colonizagdo, do estabelecimento de novas rotas
de comércio e migragdo humana, houve contribuicbes decisivas para a
introducdo de patdégenos transportados por seus hospedeiros, dessa forma,
varias espécies se encontram fora de sua area de origem (Hinrichsen et al.,
2005). Um exemplo é o caramujo exotico Achatina fulica, considerado como
uma das cem espécies invasoras, este molusco € originario do leste da Africa,
e atua como um dos hospedeiros intermediario do parasito Angiostrongylus
cantonensis (Alowe, e Boudjelas, 2004; Taylor et al., 2010). Sua introducéo no
Brasil ocorreu em 1988 numa feira de agricultura no Parana, como uma
alternativa econOmica para substituir a espécie comestivel Helix aspersa
(Muller, 1774), o verdadeiro escargot (Kosloski e Fischer., 2002; Teles, e
Fontes., 2002). Desde entéo, A. fulica, se tornou uma praga sendo encontrado
distribuido em 25 dos 26 estados brasileiros causando incébmodos as
comunidades afetadas e prejuizos econdmicos, tanto os relacionados a saude
humana quanto a agricultura de subsisténcia (Fischer e Colley., 2004; Zanol et
al., 2010).



A meningoencefalite eosinofilica, doenga causada pelo parasito A.
cantonensis, pode causar a morte de individuos parasitados (Chen., 1935;
Dougherty., 1996). Ha relatos da presenga deste parasito na Asia, llhas do
Pacifico, America do Norte e América do Sul (Alicata, 1962; Koo et al.,1988;
Tsai et al.,, 2001; Diaz., 2008). Nesse sentido, o controle biolégico utilizando
fungos nematdfagos, € uma alternativa viavel que pode ser utilizado no controle
de parasitos potencialmente zoondticos, e vem apresentando bons resultados
quando sao utilizados tanto em condigdes laboratoriais quanto a campo,
demonstrando ser um bom agente controlador de helmintos de importancia
tanto para a saude publica, quanto para a Medicina Veterinaria (Araujo et al.,
2004c; Carvalho et al., 2009; Braga et al., 2010a, 2013a; Tavela et al., 2012).

Fungos nematofagos sao organismos saprofitas presentes naturalmente
no ambiente, capazes de atuar como antagonista de nematoides, promovendo
sua captura e destruicdo. Sdo encontrados em grande quantidade em matéria

organica em decomposic¢ao (Araujo., 2004d; Braga et al., 2007).

2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 O parasito e a doenga

A.cantonensis é um nematdide encontrado parasitando artérias
pulmonares de roedores (Rattus rattus e R. norvegicus). As fémeas quando
adultas, depositam seus ovos nestes o6rgaos (Taylor., 2010). Apds eclosao, as
larvas de primeiro estadio (L), sdo liberadas e migram para a faringe do
roedor, sendo em seguida deglutidas e eliminadas junto as fezes.

No ambiente externo, as larvas (L1) podem ser ingeridas por moluscos
como A. fulica, Bradybaena similaris, Subulina octona, além de lesmas dos
géneros Veronicella, Limax e Deroceras (Malek e Cheng., 1974), que atuam
como hospedeiros intermédiarios. As larvas podem até mesmo penetrar no
tecido destes moluscos, e em um periodo de vinte dias ocorrem duas mudas, €
desta forma a larva alcanca a fase de larva de terceiro estadio (L3), sendo esta
infectante para os hospedeiros vertebrados. O ciclo de vida se completa

quando roedores ingerem os moluscos infectados com as larvas (L3). Essas
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larvas vao penetrar pela parede intestinal do roedor, caindo na corrente
sanguinea e alcangando a circulagao pulmonar a partir do coragéo, desta forma
as larvas alcangam o cérebro, onde ocorrem mais duas mudas, atingido a larva
o estadio de adulto jovem (Ls). Estes adultos jovens migram em seguida para
as artérias pulmonares onde alcangam a maturidade sexual, ocorrendo
eliminacao de ovos pelas fémeas, tendo inicio um novo ciclo de vida. As larvas
de primeiro estadio (L1), podem ser encontradas nas fezes dos roedores em
aproximadamente 42 dias apos a exposi¢cao dos roedores as larvas infectantes
(Hung e Chen.,1988; Wang et al., 2008; Taylor., 2010; Dorta-Contreras., 2007;
Thiengo et al., 2013).

Humanos assim como outros mamiferos, € um hospedeiro acidental
adquirindo a infeccdo através da ingestdo de moluscos infectados; vegetais
e/ou frutas contaminadas com o muco proveniente dos moluscos contendo as
larvas infectantes; pela ingestdo de hospedeiros paraténicos como: camardes
de agua doce, caranguejos e anfibios contaminados consumidos crus ou mal
cozidos e até mesmo por meio da ingestdo de agua de chuva onde exista a
presenca deste nematéide (Kim et al., 2002; Toma et al., 2002; Neuhaus et al.,
2007; Slom e Johnson., 2003).

A meningoencefalite eosinofilica, é a principal manifestagdo clinica da
doencga, considerada importante e algumas vezes fatal. A causa mais comum,
€ a invasao do sistema nervoso central pelas larvas, que apds serem ingeridas
migram para o cérebro e medula espinhal, onde passam por duas mudas,
alcangando a fase de larva de quinto estadio (Ls), inciando uma resposta
inflamatdria que geralmente causa sua morte. (Alicata., 1988; Dorta-Contreras.,
(2007). A doenca é definida pela presenca de pelo menos 10 eosindfilos por ml
ou numero correspondente a 10% de eosindfilos na contagem total de
leucocitos presentes no liquido cefalorraquidiano (LCR) (Ciaravolo et al.,
2010), sendo este percentual significativamente maior que o percentual
encontrado no sangue periférico de individuos parasitados., (Sugaya e
Yoshimura., 1988; Hwang e Chen., 1991; Carlisle et al. 1998).

As manifestagbes clinicas desenvolvem-se de dois a 35 dias apds a
ingestao das larvas. Os individuos parasitados normalmente apresentam fortes
dores de cabecga que € o sintoma clinico mais comum, cuja origem €& devido ao

aumento da pressao intracraniana causado pela inflamagao provocada pela
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presencga das larvas no Sistema Nervoso Central (SNC), cujo alivio pode ser
obtido através de repetidas punc¢des lombares visando diminuir a pressao
intracraniana (Kuberski et al.,1979; Tsai et al.,2001; Graeff-Teixeira et al.,
2009). Outros sintomas como rigidez na nuca, paralisia facial, nauseas, febre e
fadiga, podem ser observados, as larvas também podem migrar para os olhos,
causando descolamento de retina ou hemorragia intra-ocular (Koo et al. 1988;
Alicata.,1962; Sawanyawisuth et al., 2007; Jitpimolmard et al., 2007; Er-hu. et
al., 2008). O individuo pode ainda apresentar sinais neuroldgicos mais graves,
como convulsdes e coma, podendo evoluir para 6bito, como casos observados
por Dorta-Contreras., (2007) e Lima et al., (2009). Segundo Dorta-Contreras et
al., (2007), é necessario que paises onde tém sido relatados casos iniciais e
aqueles com outras evidéncias, estejam em alerta para a propagacao desta
doenga.

Com relagao ao uso de anti-helminticos para o tratamento, estudos com
infeccbes experimentais e também registros de casos isolados indicam que a
morte das larvas de A.cantonensis provavelmente induz ao aumento da
inflamacéao, levando ao agravamento da doenca (Wang et al., 2006; Leone et
al., 2007). Desta forma, considerando que em uma fase do seu ciclo evolutivo
as larvas do parasito A. cantonensis se encontram no ambiente, medidas
alternativas para o seu controle sdo importantes. Nesse sentido a utilizagao de

fungos nematéfagos no controle biolégico deste parasito é sugerida.

2.2. Situacao da doencga no Brasil

O parasito A. cantonensis, foi provavelmente introduzido no Brasil,
através de roedores infectados que migraram dentro dos navios. (Caldeira et
al., 2007; Yousif e Ibrahim, 1978; Foranda et al., 2010). Trabalhos publicados
recentemente confirmam a presenga deste parasito em varias regidées do pais,
infectando naturalmente moluscos e roedores, bem como casos de humanos
parasitados. O primeiro relato da presenca do parasito A. cantonensis no Brasil
foi feito em 2007 nas cidades de Cariacica e Vila Velha ambas no Espirito

Santo, onde trés individuos deram entrada em hospitais locais apresentando



sinais clinicos compativeis com a meningoencefalite eosinofilia, e durante
anamnese, foi confirmada a ingestdo de caramujos encontrados nos arredores
de suas residéncias. Diante do ocorrido, moluscos e fezes de roedores foram
coletados nestas localidades, sendo dessa forma constatada a ocorréncia de
ciclo do A. cantonensis (Caldeira et al., 2007).

Em 2008, mais dois casos da doencga foram relatados nas cidades de
Escada e Olinda, no estado de Pernambuco. A paciente residente na cidade de
Olinda apresentou sinais clinicos e neurolégicos graves, vindo a falecer.
Moluscos foram coletados nas proximidades das residéncias desses pacientes,
sendo confirmada a presenga do parasito (Lima et al., 2009; Thiengo., 2010).
Também ha relatos da presencga de A. cantonensis ocorrendo naturalmente nas
cidades de Barra do Pirai e Sdo Gongalo no estado do Rio de Janeiro, assim
como na cidade de Joinville em Santa Catarina, o que ficou constatado pela
analise realizada em moluscos coletados nessas cidades (Maldonado et al.,
2010). Ainda em 2010, foram registrados os primeiros casos de
meningoencefalite eosinofilica na regido sudeste, onde cinco individuos
residentes no estado de Sao Paulo, (sendo quatro da mesma familia)
apresentaram sintomatologia compativel com a doencga (Ciaravolo et al., 2010).
Recentemente mais um caso foi relatado no estado, onde um garoto de 11
anos de idade foi hospitalizado apresentando dores de cabeca que ja
persistiam por sete dias, disturbios visuais e outros sinais clinicos compativeis
com a doenga, sendo esta confirmada apds exames laboratoriais (Espirito-
Santo., 2013). A presenca de A. cantonensis, também foi confirmada nas
cidades de Guama e Jurunas no estado do Para (Moreira et al., 2013), e em
Porto Alegre no estado do Rio Grande do Sul (Cognato et al., 2013), onde
foram encontrados roedores naturalmente infectados. Registros da presenga
do A. cantonensis em varias regides do Brasil indicam sua dispersao,
aumentando o risco de infeccdo para a populagdo, sendo dessa forma a
meningoencefalite eosinofilica causada por A. cantonensis, um problema de

saude publica.



2.3. CONTROLE BIOLOGICO

O controle biolégico € baseado na agdo de antagonistas presentes
naturalmente no ambiente, sem a necessidade de interferéncia humana (Araujo
et al., 2004d). Na auséncia destes, uma populacdo de um determinado
organismo poderia aumentar consideravelmente. Na pratica, o controle
biolégico ndo atua sobre estagios internos de parasitos, contudo concentra
suas agbes sobre os hospedeiros intermediarios, paraténicos, vetores e
estagios larvais de vida livre, diminuindo a fonte de infecgdo para os
hospedeiros finais, além disso, causam menos efeitos negativos no ambiente
quando comparados aos métodos quimicos. Os microrganismos selecionados
como antagonistas naturais devem possuir especificidade de acdo, alta
capacidade reprodutiva e suportar as condi¢des ambientais no local em que o
controle é realizado (Gronvold et al.,, 1996). Diferentes organismos tém sido
relatados como antagonistas de nematdides. Entre os varios grupos de
microrganismos antagonistas de helmintos, estdo os protozoarios, acaros,
nematoides, virus, bactérias e fungos (Gronvold., et al., 1996), sendo que
somente algumas espécies de fungos e bactérias tém apresentado potencial
para utilizacdo em programas de controle biolégico de nematdides (Mendoza-
de-Gives., 1999).

2.4 FUNGOS NEMATOFAGOS

Fungos nematdéfagos, sdo antagonistas naturais de nematdides,
presentes naturalmente no ambiente, sdo cosmopolitas ocorrendo em solos
naturais, solos agricultadveis e em todo tipo de matéria orgénica em
decomposicdo (Van Ooij., 2011). S&o organismos saprofitas, mundialmente
estudados e os mais promissores para serem utilizados no controle bioldgico,
pois estdo em abundancia no solo podendo utilizar varios substratos organicos;
por sua capacidade de capturar nematdides no ambiente através de suas
armadilhas que sao encontradas ao longo de suas hifas e por serem
encontrados em diferentes habitats e micro-habitats, o que faz com que
aumente a chance de interacdo destes organismos com as larvas de

nematdides, sendo dessa forma capaz de reduzir efetivamente populacbes de
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nematodides a campo e em condigbes laboratoriais (Stirling., 1991; Larsen.,
1999; 2000; Mota et al., 2002).

S&0 na sua maioria mitosporicos, pertecentes a divisdo Deuteromycetes,
classe Hyphomycetes, ordem Hyphomycetales e familia Moliniaceae.
Apresentam micélio septado e bem desenvolvido, reproduzindo-se
agamicamente por esporos exogenos, que sao formados sobre ramificagdes do
micélio (Drechsler, 1937). Compreendem mais de 700 espécies com a
capacidade de predar nematdides e utiliza-los como fonte de nutrientes (Van
Ooij., 2011). De acordo com seu modo de acgéao, esses fungos sao divididos em
trés grupos: Fungos oportunistas (ou ovicidas), endoparasitos e predadores
(Silva et al., 2009). Os fungos nematofagos pertencentes ao grupo dos
oportunistas (parasitos de ovos) possuem hifas com capacidade de penetrar a
casca do ovo, através dos pequenos poros existentes na camada vitelinica.
Estes tipos de fungos colonizam o conteudo do ovo, ou ainda a larva em
desenvolvimento no seu interior (Morgan-Jones e Rodriguez-Kabana, 1988).
Os fungos endoparasitos sdo capazes de infectar os nematdides através de
esporos, que uma vez ingeridos desenvolvem hifas responsaveis pela
absor¢cdo do conteudo interno da larva. Estes fungos n&o produzem hifas
vegetativas fora do corpo do hospedeiro, mas hifas férteis ou conidiéforos
contendo esporos. Os fungos incluidos dentro do grupo dos predadores sao os
organismos antagonistas mais pesquisados, pois tém mostrado serem capazes
de reduzir efetivamente populacdes de nematdides em condigdes de
laboratério e a campo, além de possuirem a vantagem de apresentar maior
potencial de industrializacédo (Larsen., 1999).

A mudanca da fase saprofitica para a fase parasitaria ocorre pela
diferenciacdo morfolégica com a formagao das armadilhas, apds captura das
larvas, os fungos se alimentam de seu conteudo interno. Essa condigdo é
influenciada por fatores bidticos e abidticos e proporciona vantagem nutricional
para estes organismos no solo (Nordbring-Hertz et al., 2006).

Podem apresentar esporos bastante diversificados no tamanho,
coloragao, forma e resisténcia no ambiente. A maioria apresenta esporos
secos, emergindo de estruturas de frutificacdo, denominadas conidioforos,
essenciais na dispersdo aérea dos conidios. Os conidiéforos crescem
verticalmente, em direcao perpendicular ao substrato o qual o isolado foi
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cultivado. Algumas espécies produzem conidiéforos contendo apenas um
conidio em sua extremidade, outras apresentam cachos de conidios em toda a
estrutura do conidiéforo. Podem ser produzidas também, estruturas de
resisténcia denominadas clamiddsporos que sao esporos de parede espessa,
diferenciadas a partir de hifas aparecendo em condi¢cdes de estresse extremo
podendo dar origem a hifas, conidiéforos e conidios (Barron, 1977).

Segundo Gray.,(1987) fungos predadores de nematdides produzem hifas
vegetativas que se diferenciam em seis estruturas de captura (armadilhas):
hifas adesivas n&o diferenciadas; ramificagbes de hifas que sofrem
anastomose, formando redes adesivas tridimensionais; ramificacdes adesivas,
onde em algumas vezes podem se unir formando redes adesivas simples
bidimensionais; botdes adesivos; anéis constritores e anéis ndo constritores.

Entretanto o tipo de armadilha mais encontrado em fungos predadores sao as

redes adesivas (Mota et al., 2000).

D T | 2

Figura 1. Estruturas de captura produzidas por fungos nematéfagos predadores; (1) botdes
adesivos, (2) redes adesivas tridimensionais, (3) redes adesivas bidimensionais, (4) hifas

adesivas, (5) anéis constritores, (6) anéis nao constritores (adaptada de Barron.,1977).

A formacao dessas armadilhas ocorre em resposta a presenca do
nematoide ou suas excretas, de compostos bioldgicos ou ainda, é induzida por

condigbes de estresse fisioldgico, como na escassez de nutrientes e agua



(Balan e Gerber, 1972). O processo de diferenciagcdo das armadilhas ocorre
dentro de 24 horas apds a interacdo fungo e nematoide (Pramer., 1964).
Quanto maior a motilidade dos nematoides, maior o estimulo ao fungo para a
producao de armadilhas (Nansen et al., 1986; 1988). A fase final de penetracao
da cuticula parece ser resultado de forga mecanica (Veenhuis et al., 1985).
Dentro do nematdide, ocorre o crescimento das hifas e a digestdo dos
conteudos internos. No grupo dos predadores, os géneros Duddingtonia,
Monacrosporium e Arthrobotrys, sdo os mais estudados (Dimander et al., 2003;
Araujo., 2004a).

2.5. Arthrobotrys spp

O género Arthrobotrys € originario de amostras de solo, e reune um
grande numero de espécies de fungos nematofagos. As redes tridimensionais
sdo o tipo de armadilha mais comum encontradas nesse género, podendo
também ser capazes de produzir clamidésporos (Cooke e Godfrey 1964). As
espécies pertencentes a este género possuem conidiéforos eretos, podendo ter
em sua extremidade até seis conidios de formato ovéide e com até trés septos
(Barron 1977; Zhang et al., 1996; Mota et al., 2003). Estudos realizados com
isolados pertencentes a esse género demonstraram sua capacidade de
destruicdo da populagao de larvas de diferentes parasitos. Carvalho et al 009),
utilizando as espécies A. robusta, A. cladodes e A. conoides, observaram a
capacidade destas espécies de sobreviver apds a passagem pelo trato
gastrointestinal de caes, mantendo sua capacidade de destruigdo de larvas de
Ancylostoma spp., bem como redugao da populacédo de Ancylostoma spp.
utilizando o fungo A. robustra em condigdes laboratoriais. Braga et al (2010a;
2010b), utilizando o fungo A. robusta, observaram redugdo no numero de
larvas de Strongyloides stercoralis e Ancylostoma ceylanicum, também em

condigdes laboratoriais.



2.6 Duddingtonia spp

O género Duddingtonia, produz grande quantidade de clamiddsporos e
varios conidios na extremidade dos conidiéforos (Van Oorschot, 1985). Os
conidios apresentam formato variando entre eliptico e ovodide, e um septo
mediano. Dentro do grupo dos fungos nematofagos, a espécie D. flagrans, é a
mais estudada no controle biolégico de larvas de parasitos de animais
domésticos. Essa espécie captura nematdides por meio de hifas adesivas
(Cooke e Godfrei 1964).

Estudos tém demonstrando a capacidade dos isolados pertencentes a
esta espécie de capturar e destruir larvas de helmintos parasitos. Fernandes et
al. (2012), verificaram a capacidade do fungo D. flagrans de destruir larvas de
Ancylostoma ceylanicum presentes nas fezes de hamsters, apoés transito pelo
trato gastrointestinal destes roedores, assim como Braga et al. (2013a, 2013c),
que utilizaram o fungo D.flagrans em condigbes laboratoriais, e observaram no
final dos experimentos redugao significativa nas popula¢des de larvas (L4) de

Angiostrongylus vasorum.

2.7 Monacrosporium spp

As espécies do género Monacrosporium sao caracterizadas por
produzirem apenas um conidio na extremidade do conidiéforo. Os conidios sao
hialinos, fusiformes, com dois a quatro septos transversais, sendo a célula
intermediaria, maior que as da extremidade. Normalmente é evidenciada a
presenca de clamidosporos em culturas de placa com meio de cultura sélido
limitante (Saxena e Mittal 1995). Na espécie M. thaumasium, sédo observadas a
producao de redes adesivas para captura de larvas de nematoides. (Araujo et
al., 2004b).

Braga et al (2009; 2011), utilizaram a espécie M. sinense em condigcdes
laboratoriais, observando redugdo no numero de larvas de Strongyloides
venezuelensis e Angiostrongylus vasorum. Soares et al (2013a), também
observaram reducédo na populacdo de larvas de A.vasorum utilizando o M.

thaumasium em condi¢des laboratoriais.
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Testes realizados in vitro com extrato bruto enzimatico proveniente de
alguns isolados fungicos, também tém demonstrado resultados satisfatorios na
destruicdo de larvas de parasitos (Braga et al., 2012b; 2013b). Trabalhos
recentes demonstraram a participagdo de enzimas hidroliticas provenientes
destes organismos, na destruicdo de larvas de parasitos. Braga et al (2012a),
identificaram uma protease (Df1) produzida pelo fungo D.flagrans e observou
sua capacidade de destruir larvas de parasitos de equinos, assim como Soares
et al (2012, 2013b), que também identificaram uma serina protease produzidas
pelos fungos M. thaumasium (Mt1) e M. sinense (Ms1, Ms2 e Ms3), e
observaram sua capacidade nematicida sobre larvas de vida livre (Panagrellus
redivivus) e A. vasorum, respectivamente. Tunlid et al (1994), identificaram
uma protease (PIl) proveniente do fungo A. oligospora, observando também
seu envolvimento no processo de infeccdo em larvas de vida livre. Estes
resultados sugerem que qualquer produto derivado de fungos nematdfagos,
pode ser usado no controle biolégico de nematdides responsaveis por causar
infeccobes em humanos e animais, uma vez que estes organismos ja
demonstraram em varios ensaios in vitro e in vivo, sua habilidade e capacidade

de atuarem como controladores biologicos.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

» Avaliar em condigdes laboratoriais a capacidade predatéria de
oito isolados de fungos nematéfagos pertencentes aos géneros
Duddingtonia, Mocacrosporium e Arthrobotrys no controle
biolégico de larvas (L{) de Angiostrongylus cantonensis em

condicdes laboratoriais.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Avaliar em condi¢des laboratoriais a capacidade predatéria de oito
isolados fungicos, pertecentes aos géneros Duddingtonia (ACO001;
CG768; CG722), Monacrosporium (M. thaumasium (NF34), M.
sinense (SF53) e Arthrobotrys (A.condides (140); A cladodes (CG719)

e A. robusta (131) sobre larvas (L) de A. cantonensis.
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» Avaliar qual isolado utilizado, apresenta um maior percentual de

reducao das larvas (L1) de A. cantonensis em condi¢des laboratorias.
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4. Capitulo Unico
First report of the activity of predatory fungi on Angiostrongylus cantonensis

(Nematoda: Angiostrongylidae) first-stage larvae

ActaTropica (2013):127, 187-190 doi.org/10.1016/j.actatropica.2013.04.014
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4.1 Abstract

The nematode  Angiostrongylus cantonensis  causes eosinophilic
meningoencephalitis in humans and thus alternative methods of control should
be studied. The objective of this work was to evaluate the predatory capacity of
eight fungal isolates of the species Duddingtonia flagrans (AC001, CG768 and
CG722), Monacrosporium thaumasium (NF34), M. sinense (SF53) and
Arthrobotrys robusta (131), A. cladodes (CG719) and A. conoides (140) on first
stage larvae (L4) of A. cantonensis under laboratory conditions. The treated
groups contained 1000 conidia of the fungal isolates and 1000 A. cantonensis
(L1) in Petri dishes containing 2% water-agar medium (2% WA). The control
group (without fungi) contained only 1000 A. cantonensis (L1) in 2% WA.
Evidence of predation was observed at the end of 7 days. Percentage reductions
in L1 were: AC001, 82.8%; CG768, 71.0%; CG722, 72.8%; NF34, 86.7%; SF53,
89.7%; 140, 48.3%; CG719, 84.7%; and 131, 80.4%. No significant difference was
observed (p > 0.01) between the actions of the isolates used; however, a
difference was noted (p < 0.01) in relation to the control group. The results of the
present work, confirm previous reports of the effectiveness of the fungi D.
flagrans, M. thaumasium, M. sinense and A. robusta in controlling larvae of

potentially zoonotic nematodes, this being the first report on A. cantonensis L.

Keywords: Biological control, Zoonosis, Duddingtonia, Monacrosporium,

Arthrobotrys, Angiostrongylus cantonensis.
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4.2 Introduction

Angiostrongylus cantonensis (Chen, 1935) is a potentially zoonotic nematode
and considered to be the main cause of human eosinophilic meningoencephalitis,
occurring mainly in Asia, Pacific Islands, North America and South America
(Alicata, 1962; Koo et al.,1988; Tsai et al., 2001; Diaz, 2008; Moreira et al.,
2013). In relation to its life cycle, rodents (Rattus norvegicus and Rattus rattus)
have been reported as the definitive hosts of A. cantonensis (Yousif and Ibrahim,
1978; Foronda et al., 2010; Taylor et al., 2010).The larvae (first-stage; L) are
released from the faeces of rodents into the environment and can be ingested by
mollusks of the genera Agrolimax, Limax and Deroceras, and can even penetrate
the tissue of these, which act as intermediate hosts. In these hosts, the larvae
(L1) will pass through two more changes until they reach their infective stage
(third-stage; L3) (Taylor et al., 2010). The life cycle is completed when the rats
ingest slugs infected with Ls. Man acquires the infection after ingestion of the
intermediate or paratenic host and through ingestion of rain water in the field
where this nematode is present (Wang et al., 2007). In this context, the use of
nematophagous fungi of the genera Duddingtonia, Monacrosporium and
Arthrobotrys has been successfully tested, including on the Angiostrongylus
genus, specifically on the A. vasorum species (Braga et al., 2009, 2011; Soares
et al., 2012).The fungus Duddingtonia flagrans is the most studied species in the
control of gastrointestinal helminths from domestic animals. This fungus captures
nematodes through adhesive hyphae. The species of the genus Monacrosporium
are characterized by producing only one conidia on the end of a conidiophore
and by capturing nematodes through adhesive networks. The genus Arthrobotrys
includes a large number of species of nematophagous fungi and captures
nematodes through adhesive networks (Araujo et al., 2004).

The objective of this work was to evaluate the in vitro predatory capacity of eight
fungal isolates of the genera Duddingtonia, Monacrosporium and Arthrobotrys on
L+ of A. cantonensis. This is the first report of the predatory activity of these fungi

on the A.cantonensis species.
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4.3 Materials and methods

Fungi and obtaining of the conidia the species D. flagrans (AC001, CG768 and
CG722), Monacrosporium thaumasium (NF34), M. sinense (SF53) and
Arthrobotrys robusta (131), A. cladodes (CG719) and A. conoides (140) were
utilized. These isolates are from soil in Brazil, in the town of Vicosa and have
been kept in the Veterinary Department, Federal University of Vigosa.
Nematophagous fungi produce traps and vegetative structures (conidia and/or
chlamydospores) in the presence of nematodes, which are routinely used in the
laboratory for this purpose (Braga et al., 2012). Thus, culture plates of 4 mm in
diameter were extracted from fungal isolates maintained in test tubes containing
2% corn-meal-agar and transferred to Petri dishes of 9.0 cm in diameter
containing 20 ml of 2% potato dextrose-agar kept at 25-C in the dark for 10 days.
After growth of the isolates new culture plates of 4 mm in diameter were
transferred to Petri dishes of 9.0 cm diameter containing 20 ml of 2% water—agar
(2% WA). Daily, 1 ml of distilled water containing 1000 larvae Panagrellus
redivivus was added during a period of 21 days to induce formation of conidia.
When the complete fungal development was observed, 5 ml of distilled water
were added to each Petri dish, and the mycelial fragments and conidia were

removed according to the technique described by Araujo et al. (1993).

4.4 Obtaining of the Angiostrongylus cantonensis larvae

Larvae of A. cantonensis were obtained from naturally infected specimens of
Achatina fulica, from the municipality of Sdo Gongalo, Rio de Janeiro, Brazil
(Maldonado et al., 2010). The L1 were recovered using the technique of artificial
digestion (Graeff-Teixeira and Moreira, 1995) and inoculated by gavage in R.
norvegicus and using Biomphalaria glabrata as an intermediate host in the
Instituto Oswaldo Cruz (Fiocruz, RJ, Brazil), where the cycle has been
maintained with the permission of the ethics committee for animal use (LW-
24/10). The faeces of the parasitized R. norvegicus were collected to obtain
larvae by the method of Baermann (1917) modified by Moraes (1948). The pellet
was collected and centrifuged (2000 RPMI for 10 min) and analysed using a light
microscope for the detection and recovery of L;.
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4.5 Experimental assay

A total of nine groups were formed in Petri dishes of 4.5 cm in diameter
containing 10 ml of 2% WA: eight treatment groups and a control group, with six
replicates for each group. The Petri dishes were previously marked in fields of 4
mm in diameter. In the treated groups each Petri dish contained 1000 L4 of A.
cantonensis and 1000 conidia of the fungal isolates (AC001, CG722, CG768,
NF34, SF53, 140, CG719 and 131) in 2% WA, and the control group (without
fungi) contained only 1000 L4 in the dishes with 2% WA. For 7 days, every 24 h,
10 random fields of 4 mm in diameter on each plate of the treated and control
groups were observed under light microscopy at 10x objective, and the number
of non-predated L1 were counted in each one. After 7 days, the non-predated L4
in the content of the Petri dishes were recovered through the Baermann

apparatus with water at 42-C.

4.6 Statistical analysis

The average number of A. cantonensis L1 recovered was calculated. The data
were interpreted by analysis of variance with significance levels of 1% and 5%
probability (Ayres et al., 2003). The efficiency of predation on L4y compared with
control was assessed by the Tukey test at 1% and 5% probability. Thereafter, the
percentage of reduction from the average of L1 was calculated according to the

following formula:

% Reduction = (average of L recovered from control — average of L1 recovered from treatment)
x 100

Average of L4 recovered from control
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4.7 Results

The isolates of the predatory fungi tested, D. flagrans (AC001, CG722 and
CG768), M. thaumasium (NF34), M. sinense (SF53), and A. conoides (140), A.
cladodes (CG719) and A. robusta (131), were able to prey on the A. cantonensis
L, in the in vitro experimental assay. Evidence of predation was observed at the
end of the experiment (7 days), where the following percentages of reduction of
non-predated L4 were observed: AC001, 82.8%; CG768, 71.0%; CG722,72.8%;
NF34, 86.7%; SF53, 89.7%; 140, 48.3%; CG719, 84.7%; and 131,80.4% (Fig. 1).
It was observed no significant difference (p > 0.01) between the actions of
isolates used at the end of 7 days; however, a difference was noted (p < 0.01)
compared with the control group. On the other hand, it was observed that the
action of the CG722 isolate was statistically similar to the action of the 140 isolate.
Every 24 h, predation and the formation of traps were visualized in all plates of
the groups treated with the different genera of fungi used and control (Fig. 2a—d).
However neither the presence nor formation of traps of nematophagous fungi in
the control group was noticed. Regarding daily predation, the results for the
activity of the eight fungal isolates tested are shown in Table 1. In this particular
case, there were significant differences (p < 0.01) between the groups treated
with the fungi and the control group on days 1, 2, 5, 6 and 7. However, in the
interval of the third day, it was observed that the isolates CG722 and CG719
showed no difference (p > 0.01) compared with the control group. Moreover, in
the interval of the fourth day the isolates AC001, CG768, CG722, NF34, 131 and

140 showed no difference (p > 0.01) compared with the control group.

4.8 Discussion

D. flagrans (AC001) showed at the end of 7 days a reduction of 80.3% (Braga et
al., 2009) in comparison with 82.8% (AC001) found in this study on A.
cantonensis. However, there are no reports of the use of isolated CG768 on A.
cantonensis, and so comparisons with other potentially zoonotic helminth larvae
should be performed. Thus, the activity of this isolate was tested on Ancylostoma

spp. L3 with a percentage reduction of 92.8% (Maciel et al., 2009), this result is
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consistent with our report where it was observed a percentage reduction of
72.8%, demonstrating its effectiveness even on another helminth Ls. Finally, for
the isolate CG722, in this work was found a percentage reduction in Ly A.
cantonensis of 70.9%; however, there are no reports of its predation on larvae of
potentially zoonotic helminths. Following this line of reasoning, for
Monacrosporium genus, thes pecies M. thaumasium (NF34) and M. sinense
(SF53) were successfully tested on A. vasorum L4 by Braga et al. (2009). NF34
and SF53 reduced A. vasorum L4 by 74.5% and 74.2%, respectively, compared
with 86.8% and 89.7% reductions in A. cantonensis L1 in the present work. For
the genus Arthrobotrys, the species A. robusta (I131) has proved to be effective on
A. vasorum L4, showing a reduction of 71.8% (Braga et al., 2009) compared with
the present study (80.4%).The species A. cladodes (CG719) and A. conoides
(140) were tested on Ancylostoma spp. Ls in vitro; at the end of the experiment
percentage reductions of 71.3% and 76.9% were obtained (Carvalho et al.,
2009), whereas the percentages obtained were 89.7% and 48.3%, respectively.
On the other hand, reduction in the number of Ly per 4 mm diameter field in the
control group, during the work, was caused by larval migration to the periphery of
the Petri dishes, where the moisture level was higher, which was also reported by
Araujo et al. (2006) in an in vitro assay carried out in Petri dishes. In the interval
of the fourth day the isolates AC001, CG768, CG722, NF34, 131 and 140 showed
no difference (p > 0.01) compared with the control group. This strongly suggests
that the motility of A.cantonensis Ly was not fully effective; in this case the low
production of traps and consequently the reduced efficacy of these fungi, in this
particular 2 days, may be explained. Evidence of predatory activity of all fungal
isolates tested could be observed at the end of the experiment through the
recovery of non-predated L. These results are in agreement with Gomes et al.
(1998) who observed no significant reductions in infective larvae (L3) of
Oesophagostomum sp. of cattle in the pasture for this genus. In these work, the
isolates used belonged to the genus Arthrobotrys and variations in predatory
behaviour of isolates from different species are common (Araujo et al., 1993),
which could explain the results found for the isolate of M. sinense. This work is
an important step in understanding the interaction of fungi versus A. cantonensis
Ls, even as an experimental design. In this context, the applicability of
nematophagous fungi is suggested, highlighting the use of any tested isolate
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(AC001, CG768 andCG722) from Duddingtonia genus (NF34 and SF53),
Monacrosporium genus (131, CG719) and Arthrobotrys genus that is able to
destroy A. cantonensis L, in laboratory conditions. However, perfect conditions
on the use of these fungi in controlling A. cantonensis Ly must still be studied

exhaustively.

5. Conclusao

» A aplicagdo de fungos nematéfagos pertencentes aos géneros:
Duddingtonia (isolados: ACO001, CG768 e CG722), Monacrosporium
(isolados: NF34 e SF53) e Arthrobotrys (isolados: 131 e CG719) no
controle de larvas de A. Cantonensis é sugerida, uma vez que estes foram

capazes de reduzir a populacdo desse parasito em experimento in vitro.
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7. Anexos

Table 1. Daily mean and standard deviations of non-predated first stage larvae
of Angiostrongylus cantonensis during the period of seven days in treatments
with the fungi Duddingtonia flagrans (AC001, CG768 and CG722),
Monacrosporium thaumasium (NF34), M. sinense (SF53), Arthrobotrys robusta
(131), A. cladodes (CG719) and A. conoides (140) and in control under Petri

dishes of 4.5 cm in diameter containing 10 ml of 2% water—agar (2% WA).

Table 1

Daily mean and standard deviations of non-predated first stage larvac of Angiostrangylus cantonensis during the period of seven daysin treatments with the fungi Duddingtonio
{lagrans {ACO01, CG768 and CG722) Monacrosporium thaumasium (NF34), M. sinense (SF53), Arthrobotrys robusta (131), A, cladodes (CG719) and A, conoides {140) and in control
under Petri dishes of 4.5 cm in diameter containing 10 ml of 2% water-agar (2 WA)

Fungi Time (Days)

i 1 ] 4 5 § 7

ACO01 18047 880 £ 10 4046 154 44 28043 214 23044

(G768 1458 £ 10 694 £5 40 43 55043 630 +7 Bt £ 10 247

(G2 18 L1 1638 £ 15 06+ 1138413 1100 £ 7 MiBL1s 1158416
NP4 1400 L3 77% L9 5208 15 46M 13 228 1) 13 408 14

553 1M L1 45 1 3 el | 2843 13" 41 18" £1 15941

1 6 3ABBRA . 5 11,58 4 5 440084 1 g Q20848 4 11 57 L4 TS VY M
(G719 QAWML 4 7 e T N 1T R VL {18810 gLy g7MLg

140 10OMAM L7 77BN L) qQBNEBMAL13 qogiEMBA L) (p3MMLg 748 18 608+ 9

Contral 08 +16 ULL15 1838 1 2 §MBA L 3 F8+20 MLl 7L

Means followed by the same letter (A, B and C) in the columns were nat statistically different (P> 0.01).
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Figura 1. Mean number of non-predated first stage larvae (L1) of Angiostrongylus
cantonensis recovered in medium 2% water—agar on the seventh day after the
treatments with the different isolates of the fungi Duddingtonia flagrans (AC001,
CG768 and CG722), Monacrosporium thaumasium (NF34), M. sinense (SF53),
Arthrobotrys robusta (131), A. cladodes (CG719) and A. conoides (140) and of
control (without fungi). Barr e presents the standard deviation. Means followed by

the same letter (A, B and C) in the lines were not statistically different (P > 0.05).
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Figura. 2. (a) Control (white arrow), (b) trap formation (black arrow) by the tested
fungal isolates Duddingtonia, (c) Monacrosporium, (d) Arthrobotrys and predated
first stage larval of A. cantonensis (white arrow). Optical microscopy — 40x

objective lens. Bars: (A) 14 ym; (B) 4.2 ym ; (C) 14.2 ym and (D) 7.2 uym.




7. APENDICE

ANALISE ESTATISTICA

Coluna 1= isolado AC001
Coluna 2= isolado CG768
Coluna 3= isolado CG722
Coluna 4= isolado NF34
Coluna 5= isolado SF53
Coluna 6= isolado 131
Coluna 7= isolado CG719
Coluna 8= isolado 140

Coluna 9= Controle

Comparacéo das médias de larvas de A. cantonensis ndo predadas
observadas nos campos aleatérios das placas de petri contendo os
diferentes isolados e do controle no primeiro dia de interacéo.
(Teste de Tukey com 1% e 5% de probabilidade).

FONTES DE VARIACAO GL sQ QM
25.4

Tratamentos 8 e+03 31.8 e+02
53.5

Erro 531 e+03 100.691

F= 31.5760

(p) = < 0.0001

Média (Coluna 1) = 7.8333

Média (Coluna 2) = 14.5833

Média (Coluna 3) = 14.0000

Média (Coluna 4) = 14.0333

Média (Coluna 5) = 11.0500

Média (Coluna 6) = 6.3500

Média (Coluna 7) = 9.0667

Média (Coluna 8) = 9.9333

Média (Coluna 9) = 30.8833
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Tukey:

Médias (1 a
Médias (1 a
Médias (1 a
Médias (1 a
Médias (1 a
Médias (1 a
Médias (1 a
Médias (1 a
Médias (2 a
Médias (2 a
Médias (2 a
Médias (2 a
Médias (2 a
Médias (2 a
Médias (2 a
Médias (3 a
Médias (3 a
Médias (3 a
Médias (3 a
Médias (3 a
Médias (3 a
Médias (4 a
Médias (4 a
Médias (4 a
Médias (4 a
Médias (4 a
Médias (5 a
Médias (5 a
Médias (5 a
Médias (5 a
Médias (6 a
Médias (6 a
Médias (6 a
Médias (7 a
Médias (7 a
Médias (8 a

Diferenca
6.7500
6.1667
6.2000
3.2167
1.4833
1.2333
2.1000
23.0500
0.5833
0.5500
3.5333
8.2333
5.5167
4.6500
16.3000
0.0333
2.9500
7.6500
4.9333
4.0667
16.8833
2.9833
7.6833
4.9667
4.1000
16.8500
4.7000
1.9833
1.1167
19.8333
2.7167
3.5833
24.5333
0.8667
21.8167
20.9500
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Q
5.2106
4.7603
4.7860
2.4831
1.1450
0.9521
1.6211
17.7931
0.4503
0.4246
2.7275
6.3556
4.2585
3.5895
12.5825
0.0257
2.2772
5.9053
3.8082
3.1392
13.0328
2.3029
5.9310
3.8339
3.1649
13.0071
3.6281
1.5310
0.8620
15.3100
2.0971
2.7661
18.9381
0.6690
16.8410
16.1720

(p)
<0.01

<0.05
<0.05
Ns
Ns
Ns
Ns
<0.01
Ns
Ns
Ns
<0.01
Ns
Ns
<0.01
Ns
Ns
<0.01
Ns
Ns
<0.01
Ns
<0.01
Ns
Ns
<0.01
Ns
Ns
Ns
<0.01
Ns
Ns
<0.01
Ns
<0.01
<0.01



Comparacéo das médias de larvas de A. cantonensis ndo predadas
observadas nos campos aleatérios das placas de petri contendo os
diferentes isolados e do controle no segundo dia de interagao.
(Teste de Tukey com 1% e 5% de probabilidade).

FONTES DE VARIACAO GL sQ aMm
20.0

Tratamentos 8 e+03 25.0 e+02
58.0

Erro 531 e+03 109.236

F= 22.9260

(p) = <0.0001

Média (Coluna 1) = 8.8500

Média (Coluna 2) = 6.9000

Média (Coluna 3) = 16.9667

Média (Coluna 4) = 7.7167

Média (Coluna 5) = 4.5833

Média (Coluna 6) = 11.5000

Média (Coluna 7) = 16.4167

Média (Coluna 8) = 17.6833

Média (Coluna 9) = 24.3833

Tukey: Diferenca Q (p)

Médias(1la 2) = 1.9500 1.4452 Ns

Médias(1a 3) = 8.1167 6.0155 <0.01

Médias(1a 4)= 1.1333 0.8399 Ns

Médias(1a 5) = 4.2667 3.1621 Ns

Médias(1a 6) = 2.6500 1.9640 Ns

Médias(1la 7) = 7.5667 5.6079 <0.01

Médias(1a 8) = 8.8333 6.5466 <0.01

Médias(1a 9) = 15.5333 11.5122 <0.01

Médias (2a 3) = 10.0667 7.4607 <0.01

Médias (2a 4) = 0.8167 0.6053 Ns

Médias (2a 5) = 2.3167 1.7169 Ns

Médias(2a 6) = 4.6000 3.4092 Ns

Médias(2a 7) = 9.5167 7.0530 <0.01

Médias (2 a 8) = 10.7833 7.9918 <0.01

Médias(2a 9) = 17.4833 12.9574 <0.01

Médias (3 a 4) = 9.2500 6.8554 <0.01

Médias (3 a 5) = 12.3833 9.1776 <0.01

Médias (3 a 6) = 5.4667 4.0515 Ns

Médias (3 a 7) = 0.5500 0.4076  Ns

Médias (3 a 8) = 0.7167 0.5311 Ns
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Médias (3a 9) = 7.4167 54967 <0.01

Médias (4a 5) = 3.1333 2.3222 Ns

Médias (4a 6) = 3.7833 2.8039 Ns

Médias (4a 7) = 8.7000 6.4478 <0.01
Médias (4 a 8) = 9.9667 7.3866 <0.01
Médias (4a 9) = 16.6667 12.3521 <0.01
Médias (5a 6) = 6.9167 5.1261 <0.01
Médias (5a 7) = 11.8333 8.7700 <0.01
Médias (5a 8) = 13.1000 9.7088 <0.01
Médias (5a 9) = 19.8000 14.6743 <0.01
Médias (6a 7) = 4.9167 3.6439 Ns

Médias (6a 8) = 6.1833 4.5826 <0.05
Médias (6a 9) = 12.8833 9.5482 <0.01
Médias (7 a 8) = 1.2667 0.9388  Ns

Médias(7a 9) = 7.9667 5.9043 <0.01
Médias (8a 9) = 6.7000 49655 <0.05

Comparacado das médias de larvas de A. cantonensis nao predadas
observadas nos campos aleatérios das placas de petri contendo os

diferentes isolados e do controle no terceiro dia de interagao

(Teste de Tukey com 1% e 5% de probabilidade).

FONTES DE VARIACAO GL sQ am
19.7

Tratamentos 8 e+03 24.6 e+02
65.7

Erro 531 e+03 123.793

F= 19.8993

(p) = <0.0001

Média (Coluna 1) = 4.2000

Média (Coluna 2) = 4.0667

Média (Coluna 3) = 20.5667

Média (Coluna 4) = 5.1667

Média (Coluna 5) = 4.2333

Média (Coluna 6) = 8.4333

Média (Coluna 7) = 13.9333
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Média (Coluna 8) =
Média (Coluna 9) =

Tukey:

Médias (1 a
Médias (1 a
Médias (1 a
Médias (1 a
Médias (1 a
Médias (1 a
Médias (1 a
Médias (1 a
Médias (2 a
Médias (2 a
Médias (2 a
Médias (2 a
Médias (2 a
Médias (2 a
Médias (2 a
Médias (3 a
Médias (3 a
Médias (3 a
Médias (3 a
Médias (3 a
Médias (3 a
Médias (4 a
Médias (4 a
Médias (4 a
Médias (4 a
Médias (4 a
Médias (5 a
Médias (5 a
Médias (5 a
Médias (5 a
Médias (6 a
Médias (6 a
Médias (6 a
Médias (7 a
Médias (7 a
Médias (8 a

12.0167
18.3333

Diferenca
0.1333
16.3667
0.9667
0.0333
4.2333
9.7333
7.8167
14.1333
16.5000
1.1000
0.1667
4.3667
9.8667
7.9500
14.2667
15.4000
16.3333
12.1333
6.6333
8.5500
2.2333
0.9333
3.2667
8.7667
6.8500
13.1667
4.2000
9.7000
7.7833
14.1000
5.5000
3.5833
9.9000
1.9167
4.4000
6.3167
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Q
0.0928
11.3943
0.6730
0.0232
2.9472
6.7763
5.4419
9.8395
11.4871
0.7658
0.1160
3.0400
6.8691
5.5347
9.9323
10.7213
11.3711
8.4471
4.6181
5.9524
1.5548
0.6498
2.2742
6.1033
4.7689
9.1665
2.9240
6.7530
5.4187
9.8163
3.8290
2.4947
6.8923
1.3344
3.0632
4.3976

(p)

ns
<0.01
ns
ns
ns
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
ns
ns
ns
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.01
<0.05
<0.01
ns
ns
ns
<0.01
<0.05
<0.01
ns
<0.01
<0.01
<0.01
ns
ns
<0.01
ns
ns
<0.05



Comparagao das médias de larvas de A. cantonensis nao predadas
observadas nos campos aleatérios das placas de petri contendo os
diferentes isolados e do controle no quarto dia de interagao.

(Teste de Tukey com 1% e 5% de probabilidade).

FONTES DE VARIACAO GL SQ o1\
78.8

Tratamentos 8 e+02 98.5 e+01
41.7

Erro 531 e+03 78.570

F= 12.5319

(p) = < 0.0001

Média (Coluna 1) = 3.5000

Média (Coluna 2) = 5.4833

Média (Coluna 3) = 11.3000

Média (Coluna 4) = 4.6000

Média (Coluna 5) = 2.6833

Média (Coluna 6) = 9.1667

Média (Coluna 7) = 14.7000

Média (Coluna 8) = 10.8167

Média (Coluna 9) = 8.2333

Tukey: Diferenca Q (p)

Médias(1a 2) = 1.9833 1.7332 ns

Médias(1a 3)= 7.8000 6.8162 <0.01

Médias (1a 4) = 1.1000 0.9613 ns

Médias(1a 5)= 0.8167 0.7137 ns

Médias(1a 6) = 5.6667 49519 <0.05

Médias(1a 7)= 11.2000 9.7874 <0.01

Médias(1a 8) = 7.3167 6.3938 <0.01

Médias(1a 9) = 4.7333 41363 ns

Médias(2a 3) = 5.8167 5.0830 <0.01

Médias (2a 4) = 0.8833 0.7719 ns

Médias (2a 5) = 2.8000 2.4468 ns

Médias (2 a 6) = 3.6833 3.2188 ns

Médias(2a 7) = 9.2167 8.0542 <0.01

Médias (2 a 8) = 5.3333 46606 <0.05

Médias (2a 9) = 2.7500 2.4031 ns

Médias (3 a 4) = 6.7000 5.8549 <0.01
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Médias (3a 5) = 8.6167 7.5299  <0.01

Médias (3 a 6) = 2.1333 1.8643 ns
Médias (3a 7) = 3.4000 29712 ns
Médias (3 a 8) = 0.4833 0.4224 ns
Médias (3a 9) = 3.0667 2.6799 ns
Médias (4 a 5) = 1.9167 1.6749 ns
Médias (4a 6) = 4.5667 3.9907 ns
Médias(4a 7) = 10.1000 8.8261 <0.01
Médias (4 a 8) = 6.2167 5.4326 <0.01
Médias (4a 9) = 3.6333 3.1751 ns
Médias (5a 6) = 6.4833 5.6656 <0.01
Médias(5a 7) = 12.0167 10.5010 <0.01
Médias (5a 8) = 8.1333 7.1075 <0.01
Médias (5a 9) = 5.5500 48500 <0.05
Médias (6a 7) = 5.5333 4.8354 <0.05
Médias (6a 8) = 1.6500 1.4419 ns
Médias (6a 9) = 0.9333 0.8156  ns
Médias (7 a 8) = 3.8833 33935 ns
Médias(7a 9) = 6.4667 5.6510 <0.01
Médias (8a 9) = 2.5833 2.2575 ns

Comparacgao das médias de larvas de A. cantonensis néo predadas
observadas nos campos aleatérios das placas de petri contendo os
diferentes isolados e do controle no quinto dia de interagéo.

(Teste de Tukey com 1% e 5% de probabilidade).

FONTES DE VARIACAO GL sQ am
18.2

Tratamentos 8 e+04 22.7 e+03
46.8

Erro 531 e+03 88.145

F= 258.0693

(p) = <0.0001

Média (Coluna 1) = 2.8167

Média (Coluna 2) = 6.3000

Média (Coluna 3) = 11.0000

Média (Coluna 4) = 2.2500
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Média (Coluna 5) = 2.2667

Média (Coluna 6) = 5.6667
Média (Coluna 7) = 11.8167
Média (Coluna 8) = 10.3333
Média (Coluna 9) = 63.8667

(p)
Tukey: Diferenca Q
Médias(1la 2) = 3.4833 2.8739 ns
Médias(1a 3) = 8.1833 6.7516 <0.01
Médias(1la 4) = 0.5667 0.4675 ns
Médias(1a 5)= 0.5500 0.4538 ns
Médias(1a 6) = 2.8500 2.3514 ns
Médias(1a 7) = 9.0000 7.4254 <0.01
Médias(1a 8) = 7.5167 6.2016 <0.01
Médias(1a 9) = 61.0500 50.3688 <0.01
Médias (2a 3) = 4.7000 3.8777 ns
Médias (2a 4) = 4.0500 3.3414 ns
Médias (2a 5) = 4.0333 3.3277 ns
Médias (2 a 6) = 0.6333 0.5225 ns
Médias (2a 7) = 5.5167 45515 <0.05
Médias (2 a 8) = 4.0333 3.3277 ns
Médias (2a 9) = 57.5667 47.4949 <0.01
Médias (3 a 4) = 8.7500 7.2191 <0.01
Médias (3 a 5) = 8.7333 7.2054 <0.01
Médias (3 a 6) = 5.3333 4.4002 <0.05
Médias (3a 7) = 0.8167 0.6738 ns
Médias (3 a 8) = 0.6667 0.5500 ns
Médias (3 a 9) = 52.8667 43.6172 <0.01
Médias (4 a 5) = 0.0167 0.0138 ns
Médias (4a 6) = 3.4167 2.8189 ns
Médias(4a 7) = 9.5667 7.8929 <0.01
Médias (4a 8) = 8.0833 6.6691 <0.01
Médias (4a 9) = 61.6167 50.8363 <0.01
Médias (5a 6) = 3.4000 2.8051 ns
Médias (5a 7) = 9.5500 7.8792 <0.01
Médias (5a 8) = 8.0667 6.6553 <0.01
Médias (5a 9) = 61.6000 50.8226 <0.01
Médias (6a 7) = 6.1500 5.0740 <0.05
Médias (6a 8) = 4.6667 3.8502 ns
Médias (6a 9) = 58.2000 48.0174 <0.01
Médias (7 a 8) = 1.4833 1.2238 ns
Médias (7 a 9) = 52.0500 42.9434 <0.01
Médias (8a 9) = 53.5333 44,1672 <0.01
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Comparagao das médias de larvas de A. cantonensis néo predadas
observadas nos campos aleatérios das placas de petri contendo os
diferentes isolados e do controle no sexto dia de interagao.

(Teste de Tukey com 1% e 5% de probabilidade)

FONTES DE VARIAGAO GL sQ aMm
48.2

Tratamentos 8 e+03 60.3 e+02
42.5

Erro 531 e+03 80.010

F= 75.3549

(p) = <0.0001

Média (Coluna 1) = 2.7500

Média (Coluna 2) = 6.0667

Média (Coluna 3) = 14.1500

Média (Coluna 4) = 2.7333

Média (Coluna 5) = 1.6500

Média (Coluna 6) = 7.5500

Média (Coluna 7) = 8.2333

Média (Coluna 8) = 7.3667

Média (Coluna 9) = 34,1500

Tukey: Diferenca Q (p)

Médias(1a 2) = 3.3167 2.8721 ns

Médias(1a 3)= 11.4000 9.8721 <0.01

Médias (1a 4) = 0.0167 0.0144 ns

Médias(1a 5)= 1.1000 0.9526 ns

Médias(1a 6) = 4.8000 41567 ns

Médias(1la 7) = 5.4833 47484  <0.05

Médias(1a 8) = 4.6167 3.9979 ns

Médias(1a 9) = 31.4000 27.1915 <0.01

Médias (2a 3) = 8.0833 6.9999 <0.01

Médias (2 a 4) = 3.3333 2.8866 ns

Médias(2a 5) = 4.4167 3.8247 ns

Médias (2 a 6) = 1.4833 1.2845 ns

Médias (2a 7) = 2.1667 1.8763 ns

Médias (2 a 8) = 1.3000 1.1258 ns
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Médias (2a 9) = 28.0833 24.3194 <0.01

Médias (3 a 4) = 11.4167 9.8865 <0.01
Médias (3a 5) = 12.5000 10.8247 <0.01
Médias (3a 6) = 6.6000 5.7154 <0.01
Médias(3a 7) = 5.9167 5.1237 <0.01
Médias (3 a 8) = 6.7833 5.8742 <0.01
Médias(3a 9) = 20.0000 17.3195 <0.01
Médias (4a 5) = 1.0833 0.9381 ns

Médias (4a 6) = 4.8167 41711 ns

Médias (4a 7) = 5.5000 4.7628 <0.05
Médias (4 a 8) = 4.6333 4.0123 ns

Médias (4a 9) = 31.4167 27.2060 <0.01
Médias (5a 6) = 5.9000 5.1092 <0.01
Médias (5a 7) = 6.5833 5.7010 <0.01
Médias (5a 8) = 5.7167 49505 <0.05
Médias (5a 9) = 32.5000 28.1441 <0.01
Médias(6a 7) = 0.6833 0.5917 ns

Médias (6a 8) = 0.1833 0.1588 ns

Médias (6a 9) = 26.6000 23.0349 <0.01
Médias (7 a 8) = 0.8667 0.7505 ns

Médias(7a 9) = 25.9167 22.4431 <0.01
Médias (8a 9) = 26.7833 23.1936 <0.01

Comparagao das médias de larvas de A. cantonensis néo predadas
observadas nos campos aleatérios das placas de petri contendo os
diferentes isolados e do controle no sétimo dia de interagao.

(Teste de Tukey com 1% e 5% de probabilidade)

FONTES DE VARIACAO GL sQ am
29.0
Tratamentos 8 e+03 36.2 e+02
86.6
Erro 531 e+03 163.151
F= 22.1990
(p) = <0.0001
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Média (Coluna 1) =
Média (Coluna 2) =
Média (Coluna 3) =
Média (Coluna 4) =
Média (Coluna 5) =
Média (Coluna 6) =
Média (Coluna 7) =
Média (Coluna 8) =
Média (Coluna 9) =

Tukey:

Médias (1 a
Médias (1 a
Médias (1a
Médias (1 a
Médias (1a
Médias (1 a
Médias (1a
Médias (1 a
Médias (2 a
Médias (2 a
Médias (2 a
Médias (2 a
Médias (2 a
Médias (2 a
Médias (2 a
Médias (3 a
Médias (3 a
Médias (3 a
Médias (3 a
Médias (3 a
Médias (3 a
Médias (4 a
Médias (4 a
Médias (4 a
Médias (4 a
Médias (4 a
Médias (5 a
Médias (5 a
Médias (5 a
Médias (5 a
Médias (6 a
Médias (6 a
Médias (6 a
Médias (7 a
Médias (7 a

2.2667
6.6667
11.5333
3.9500
1.5167
6.4167
9.7000
6.0333
27.2167

Diferenca
4.4000
9.2667
1.6833
0.7500
4.1500
7.4333
3.7667
24.9500
4.8667
2.7167
5.1500
0.2500
3.0333
0.6333
20.5500
7.5833
10.0167
5.1167
1.8333
5.5000
15.6833
2.4333
2.4667
5.7500
2.0833
23.2667
4.9000
8.1833
45167
25.7000
3.2833
0.3833
20.8000
3.6667
17.5167
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Q
2.6683
5.6196
1.0208
0.4548
2.5167
4.5078
2.2842
15.1304
2.9513
1.6475
3.1231
0.1516
1.8395
0.3841
12.4621
4.5988
6.0744
3.1029
1.1118
3.3354
9.5108
1.4756
1.4959
3.4870
1.2634
14.1096
2.9715
4.9626
2.7390
15.5853
1.9911
0.2325
12.6137
2.2236
10.6226

(p)

ns
<0.01
ns
ns
ns
<0.05
ns
<0.01
ns
ns
ns
ns
ns
ns
<0.01
<0.05
<0.01
ns
ns
ns
<0.01
ns
ns
ns
ns
<0.01
ns
<0.05
ns
<0.01
ns
ns
<0.01
ns
<0.01



Médias (8a 9) = 21.1833 12.8462 <0.01
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