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RESUMO

GOMES, SIMONE AZEVEDO; Blastosporos de M. anisopliae para o controle de
larvas de Aedes aegypti; Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy
Ribeiro; Abril de 2019; O potencial de blastosporos do fungo entomopatogénico
Metarhizium anisopliae para o controle de larvas do mosquito Aedes aegypti;
Orientador: Prof. Dr. Richard lan Samuels; Coorientadora: Dr® Aline Teixeira
Carolino.

Os mosquitos da espécie Aedes aegypti transmitem 0s virus que causam a
dengue, Zika, chikungunya e febre amarela urbana. Métodos alternativos de
controle do vetor, como a utilizagdo de fungos entomopatogénicos, mostram-se
promissores. Este trabalho teve por objetivo verificar a viruléncia de blastosporos
do fungo Metarhizium anisopliae contra larvas de Ae. aegypti. Para a realizacao
dos bioensaios, as larvas foram obtidas de ovos coletados no campo. Dez larvas
foram inseridas em copos plasticos com 50 mL de suspensdes de propagulos
fungicos (1x10” propagulos mL™). Os bioensaios para comparar a viruléncia dos
conidios e blastosporos foram conduzidos apenas em laboratério. As larvas
expostas aos blastosporos apresentaram 100% de mortalidade no segundo dia e
as expostas aos conidios no sexto dia de avaliacdo. Os bioensaios com
blastosporos também foram conduzidos em condi¢des de campo “sol indireto”
(campo-Sl) e campo “sol direto” (campo-SD). Na condicdo campo-SI as larvas
apresentaram 100% de mortalidade no terceiro dia de avaliacdo. Na condicdo de
campo-SD foi observado que apesar do estresse promovido pela exposicdo a

altos niveis de radiacdo solar, o fungo manteve sua eficiéncia com 0,8% de

vi



sobrevivéncia das larvas ao final de sete dias de avaliacdo. Nos bioensaios de
persisténcia da viruléncia os blastosporos foram adicionados em todos os copos.
No primeiro bioensaio (zero hora) as larvas foram adicionadas nos copos logo
apos o preparo dos blastosporos e nos demais bioensaios aos 3, 6, 9 e 12 dias
apos o preparo da suspensdo de blastosporos. Na condi¢cdo de laboratério as
larvas adicionadas aos copos no bioensaio zero hora apresentaram
100%mortalidade no quinto dia. Na condicdo de campo-SD, a sobrevivéncia das
larvas adicionadas logo apos o preparo da suspensao fungica foi de apenas 1%
ao final de sete dias de avaliagdo. No campo, a sobrevivéncia das larvas
aumentou com o passar dos dias. Para os experimentos de sinergismo com 0leo
de nim + fungo, uma baixa concentracdo de nim (0,01%) foi adicionada a
suspensdo dos blastosporos (1x10° blastosporos mL™) e os bioensaios foram
realizados na condi¢do de campo-SD. A sobrevivéncia das larvas foi apenas 5.8%
ao final de 7 dias de avaliagéo. Os resultados demonstraram que blastosporos de
M. anisopliae sdo mais virulentos que conidios visando o controle de larvas
silvestres de Ae. aegypti. Blastosporos permaneceram virulentos em
experimentos realizados em condi¢cdes de campo-SID e campo-SD. A viruléncia
de blastosporos na condicdo de campo-SD diminuiu ao longo dos dias. O uso de
blastosporos junto com 6leo de nim aumentou a mortalidade. A utilizacdo de
aditivos junto com as suspensfes de blastosporos, como 6leos emulsionaveis

pode favorecer a estabilidade do fungo em condi¢des adversas.
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ABSTRACT

GOMES, SIMONE AZEVEDO; Metarhizium anisopliae blastospores for the control
of Aedes aegypti larvae; Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy
Ribeiro; April 2019; The potential of blastospores of the entomopathogenic fungus
Metarhizium anisopliae for the control of Aedes aegypti larvae; Supervisor: PhD.
Richard lan Samuels. Co-supervisor: PhD. Aline Teixeira Carolino.

Mosquitoes of the species Aedes aegypti transmit the viruses that cause dengue,
Zika, chikungunya and urban yellow fever. Alternative methods of vector control,
such as the use of entomopathogenic fungi, are promising. This work aimed to
verify the virulence of blastospores of the fungus Metarhizium anisopliae against
Ae. aegypti. For the bioassays, larvae were obtained from eggs collected in the
field. Ten larvae were inserted into plastic cups with 50 mL suspensions of fungal
propagules (1x10” mL™propagules). Bioassays to compare the virulence of conidia
and blastospores were conducted only in the laboratory. Larvae exposed to
blastospores showed 100% mortality on the second day and those exposed to
conidia 100% mortality on the sixth day of evaluation. Blastospore bioassays were
also conducted under "indirect sunlight” field conditions (IS) and "direct sunlight"
field (DS). In the IS field-condition, the larvae showed 100% mortality on the third
day of evaluation. In the DS-field condition, it was observed that despite the stress
promoted by exposure to high levels of solar radiation, the fungus maintained its
efficiency with 0.8% larval survival at the end of seven days of evaluation. In the
persistence of virulence bioassays, blastospores were added in all the recipients

at the same time. In the first bioassay (zero hour) the larvae were added to the
viii



flasks soon after the preparation of the blastospores and in the other bioassays
larvae were added to the recipients at 3, 6, 9 and 12 days after the preparation of
the blastospore suspension. In the laboratory, the larvae added to the cups at zero
hours presented 100% mortality on the fifth day. In the DS-field condition, the
survival of the larvae added shortly after the preparation of the fungal suspension
was only 1% at the end of seven days of evaluation. In the field, the survival of the
larvae increased with the passage of time. For synergism experiments, neem oil
(0.01%) was added to the blastospore suspension (1x10° blastospore mL™) and
the bioassays were performed in DS-field conditions. Survival was only 5.8% at
the end of 7 days of evaluation. The results demonstrated that blastospores of M.
anisopliae are more virulent than conidia when aiming to control field strains of Ae.
aegypti larvae. Blastospores remained virulent in experiments performed under ID
sunlight and DS-field conditions. The virulence of blastospores in the DS-field
condition decreased over time. The use of blastospores together with neem oll
increased mortality. The use of additives together with blastospore suspensions

such as oil emulsions may aid the stability of the fungus under adverse conditions.



1. INTRODUCAO

A diminuicdo da populacdo de mosquitos € o método mais eficaz para
reduzir as incidéncias das doencas transmitidas por esses insetos. A estratégia
global mais utilizada para o controle é a utilizagdo de inseticidas sintéticos (Luz et
al., 2009). No entanto, a forte dependéncia por inseticidas tem levado a selecao
de mosquitos resistentes (Liu et al., 2011).

Alguns produtos naturais derivados de microrganismos e plantas sao
utilizados como alternativa aos inseticidas convencionais (Quesada-Moraga et al.,
2006). Outra possibilidade é o uso de controle biolégico. Nesse sentido, as
bactérias e os fungos entomopatogénicos sdo os mais utilizados. No grupo das
bactérias encontram-se as duas espécies mais estudadas e utilizadas, Bacillus
thuringiensis israelensis (Bti) e Bacillus sphaericus, que possuem propriedades
larvicidas (Polanczyk et al., 2003). Entretanto, foi mostrado que as larvas de Ae.
aegypti podem apresentar resisténcia ao Bti (Paris et al., 2011).

Os fungos entomopatogénicos Metarhizium anisopliae e Beauveria
bassiana sdo agentes promissores para o controle biolégico de insetos agricolas
e vetores de doencas para humanos. O fungo M. anisopliae € virulento contra
larvas e adultos de mosquitos da espécie Ae. aegypti (Pereira et al., 2009; Paula
et al., 2008). Além disso, este fungo também é capaz de matar adulto e estagios
larvais de mosquitos dos géneros Anopheles e Culex (Scholte et al., 2004).

O fungo M. anisopliae produz esporos denominados conidios que aderem
a cuticula do inseto alvo, germinam na superficie e penetram o tegumento
utilizando uma estrutura infecciosa chamada de apressorio (Zhang, 2010). Apés

penetrar o apressorio da origem a hifas espessas que se ramificam dentro do



tegumento e invadem a hemocele onde as terminagfes das hifas ddo origem aos
blastosporos (Miranpuri e Khachatourians. 1990). Em condi¢6es de laboratorio os
fungos sdo capazes de formar micélios e blastosporos a partir de conidios, em
meios liquidos nutritivos (Holder et al., 2007). Blastosporos possuem
caracteristicas hidrofilicas e, desta forma, em ambiente aquoso sdo capazes de
dispersarem e interagir com o tegumento das larvas de mosquitos (Miranpuri e
Khachatourians, 1990).

A utilizacdo de produtos derivados de plantas também € uma alternativa
para reduzir o uso de inseticidas. A planta nim (Azadirachta indica) € capaz de
controlar grande numero de pragas por meio de uma gama de compostos
bioativos (Mossini e Kemmelmeier, 2005). Muitas formulacbes com 6leo de
semente de nim possuem atividade ovicida e larvicida de insetos com importancia
médica e veterinaria (Benelli et al. 2015; Mehlhorn, 2011). O nim tem vantagem
de ser ndo toxico ao homem e ser rapidamente degradado no solo (Isman, 2006).
Uma formulagéo elaborada com os 6leos de neem (Azadirachta indica) e karan;
(Pongamia glabra) foi testada contra larvas de A. aegypti e Ae. albopictus
(Maheswaran e Ignacimuthu, 2012). Trabalho realizado por Gomes et al., (2015)
também demonstrou que larvas de Ae. aegypti tiveram a sobrevivéncia reduzida
guando expostas a baixas concentracdes do 6leo de nim.

O presente trabalho objetivou investigar a viruléncia de conidios e
blastosporos do fungo M. anisopliae contra larvas de mosquitos da espécie Ae.
aegypti provenientes de ovos coletados no campo. Também foi investigada a
viruléncia de blastosporos em condi¢des simulando campo, com exposicao
indireta e direta ao sol. Foi investigada a persisténcia da viruléncia de
blastosporos no laborat6rio e no campo e a viruléncia de blastosporos suspensos

com Oleo de nim no campo.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Biologia do mosquito Ae. aegypti

Os mosquitos sdo insetos pertencentes a Ordem Diptera e a Familia
Culicidae, conhecidos também como pernilongos, muricocas ou carapanas. Os
mosquitos séo insetos holometadbolos com o ciclo de vida dividido nas fases de
ovo, larva, pupa e adulto. As fémeas do Ae. aegypti podem colocar cerca de 150

ovos ao longo da vida, distribuindo esses ovos em diversos criadouros (Figura 1).

Ovos: até 450 dias

Adulto: * 30 dias

Larvas: 5 a 7 dias

Pupa: 2 a 3 dias

Figura 1. Ciclo de vida dos mosquitos.

Os mosquitos fémeas apds a copula buscam sangue para obter as
proteinas necessarias para a producdo dos ovos e € nessa etapa que adquirem

0S virus e protozoarios presentes no animal que podem ser transmitidos ao ser



humano. Os mosquitos da espécie Ae. aegypti alimentam-se mais de uma vez
antes de estarem totalmente ingurgitados e assim podem transmitir virus para
varias pessoas (FIOCRUZ, 2016).

Dois dias apés a alimentacdo sanguinea 0s mosquitos buscam
recipientes com agua para oviporem e 0s ovos sdo colocados cerca de 1 a 2
milimitros acima da lamina da agua (Roberts e His, 1977). As larvas eclodem e
passam por quatro estadios de desenvolvimento que duram entre 5 a 7 dias, se
transformam em pupas entre 2 a 3 dias, que originam os adultos que podem viver
por mais de 30 dias (Consoli e Oliveira, 1998).

A fase larval do inseto € um periodo de rapido desenvolvimento em que
as larvas passam o0 maior tempo se alimentando de matéria organica e
microrganismos presentes na agua (Brasil, 2001). O tamanho dos adultos é
determinado durante o estagio larval aquatico e a competicdo entre larvas por
comida influencia o tamanho da pupa e, portanto, do adulto (Steinwascher, 2018).
O tamanho da fémea adulta afeta seu sucesso, aptiddo e capacidade de transmitir
doencas.

As pupas possuem 0 aspecto de virgula e cessam a alimentacao devido
ao periodo de metamorfose para o estagio adulto. Normalmente ficam paradas na
superficie da agua e somente se movimentam quando perturbadas (Mardondes,
2001). Além de ser o vetor de arboviroses, Ae. aegypti também perturba a vida
humana com as picadas que podem acontecer principalmente ao longo do dia
(Widiyanti e Muyadihardja, 2004). Mas, na falta do hospedeiro o habito de picar
pode ser estendido para o periodo noturno (FIOCRUZ, 2008).

O tempo do ciclo de vida de Ae. aegypti esta relacionado diretamente com
a temperatura ambiental. Segundo Silveira-Neto et al., (1976), a temperatura € um
dos principais fatores ecologicos que influi sobre o desenvolvimento e a
alimentacdo dos insetos. Em condi¢cdes de laboratério, a faixa de temperatura
favoravel ao ciclo de vida das populacdes de Ae. aegypti encontra-se entre 22°C
e 30°C, e os extremos de temperatura de 18°C e 34°C apresentaram efeitos
negativos sobre o desenvolvimento e a fecundidade do inseto (Bezerra et al.
2006).

Os mosquitos fémeas de Ae. aegypti infectaram mais de 400 milhdes de
pessoas por ano no mundo inteiro com patégenos virais, incluindo dengue, Zika,

chikungunya e febre amarela urbana (Matthews et al., 2018). Alguns paises estao



sofrendo com uma série de surtos dessas doencas e, portanto, € preciso entender
melhor as distribuicbes atuais dos vetores para a implantacdo de programas de
vigilancia e controles bem-sucedidos (Kamal et al., 2018).

A faixa de adequacdo de habitat das espécies Ae. aegypti e Ae.
albopictus € a mais ampla de todos os tempos, ocorrendo em todos 0s
continentes, incluindo América do Norte e Europa (Kraemer et al., 2015). O clima
€ determinante para o habitat dos mosquitos (Hopp e Foley, 2001) e espera-se
gue as mudancas climaticas alterem significativamente a distribuicdo geografica
desses vetores e coloque em risco novas regides (Valdez et al., 2018). Enquanto
a temperatura rege suas taxas de reproducdo, maturacdo e mortalidade, as
chuvas geram criadouros de larvas e pupas (Bar-Zeev, 1958). Os mosquitos
também se alimentam de sangue de outros animais quando ndo encontra o ser
humano, mas os mecanismos que mediam estas mudangas e as preferéncias por
certos individuos dentro de uma espécie ndo sédo esclarecidos (Vinauger et al.,
2018).

2.2 Doencas transmitidas por Ae. aegypti

Ae. aegypti € o principal vetor do virus que causa a dengue, uma doenca
gue é um grande problema de saude publica em paises subtropicais e tropicais
(Rodrigues et al., 2015). A dengue é endémica em mais de 100 paises e sua
incidéncia aumentou 30 vezes nos ultimos 50 anos (WHO, 2012). A transmissao
da dengue ocorre com a interacdo entre pessoas, mosquitos e fatores ambientais
(Stoddard et al., 2013).

No Brasil, os primeiros casos de dengue ocorreram no final do século XIX,
com casos no Rio de Janeiro (RJ) e Curitiba (PR) e o virus foi predominante por
mais de 40 anos com surtos periodicos (Donalisio et al., 2017). A dengue é a
arbovirose que tem maior nimero de casos no mundo e estima-se que a doenca
atinja em torno de 50 milh6es de casos por ano e aproximadamente 2,5 bilhdes
de pessoas que vivem em areas endémicas (Rodriguez-Morales, 2015). Todos os
quatro sorotipos existentes no Brasil estdo circulando, sendo distribuidos em
praticamente todo o territorio (Pinto Junior, 2014).

Dengue é uma doenca febril aguda e o agente etioldogico € um virus
formado por RNA que possui quatro sorotipos distintos: DENV-1, DENV-2, DENV-



3 e DENV-4 (Brasil, 2014). O quinto sorotipo DENV-5 foi isolado em outubro de
2013 em amostras virais de um agricultor de 37 anos na Malésia. No inicio
pensava-se que era DENV-4 silvestre que circula entre primatas e mosquitos
Aedes nivalis nas florestas do Sudeste Asiatico, mas uma analise genética
demonstrou que era outro virus (Normile, 2013). Globalmente, dengue € a
arbovirose mais importante, porque a incidéncia de infec¢cbes tem aumentado,
tem uma ampla distribuicdo geogréafica, e pode progredir para formas graves e
letais (WHO, 2015).

No ciclo de transmissdo do virus da dengue a fémea do mosquito da
espécie Ae. aegypti adquire o virus ao sugar o sangue de um individuo infectado
em estado de viremia, que corresponde ao estagio febril (Araujo, 2011). O virus é
incubado no inseto por um periodo que dura de 8 a 12 dis, em média (Gubler,
1998). Apoés esse periodo, a fémea infectada, em nova refeicdo, transmite o virus
ao picar um novo individuo e a partir de entdo, comeca o periodo de incubacao do
virus no humano que é de aproximadamente de 5 a 6 dias, e em seguida o
individuo entra em viremia (Araujo, 2018).

A infeccao inicial por dengue pode ser assintoméatica (de 50 a 90% dos
casos) ou pode apresentar sintomas e é denominada de dengue classica.
(Rajadhyaksha e Mehra, 2012). Os sintomas variam desde febre alta, dor em
todo corpo (cabeca, musculos, fraquesa, vomito, dor de garganta, paladar
alterado e manchas avermelhadas na pele) (Kanungo et al.,, 2008). Pequena
porcentagem de pessoas que anteriormente tenham sido infectadas por um
sorotipo de dengue podem apresentar sangramento quando sao infectadas com
outro sorotipo (Malarvizhi e Malarvizhi, 2019).

Estudos tém sido conduzidos para reduzir a incidéncia da doenca dengue
e para isso foi aprovada no Brasil, em dezembro de 2015, a primeira vacina
(CYD-TDV) para prevencao da dengue, desenvolvida pela Sanofi Pasteur (Godoi
et al., 2017). Todavia, as melhorias nas técnicas da formulacdo das vacinas
continuam e, assim pode-se esperar por um futuro sem o virus da dengue (Rather
et al., 2017).

Outro virus que é transmitido por Ae. aegypti e que também esta presente
em varios paises é o virus Zika. O virus Zika foi isolado pela primeira vez em
1947 de macacos Rhesus e em 1948 de habitantes da floresta Zika na Uganda,

no Continente Africano. O virus Zika foi descoberto quando se buscava identificar



o virus da febre amarela que ja tinha sido identificado nessa floresta onde o
mosquito vetor estava presente (Dick et al., 1952). O maior surto de Zika, até a
presente data, ocorreu entre outubro de 2013 e abril de 2014, na Polinésia
Francesa e, no mesmo periodo, foi relatado um aumento na sindrome de Guillain-
Barré, sugerindo uma possivel associacao entre o virus Zika e essa doenca (Cao-
Lormeau et al., 2016).

Estudo realizado por Gourinat et al. (2015), na Polinésia Francesa,
demonstrou que o RNA do virus Zika foi detectado na urina de um homem adulto
com carga mais elevada que no soro sanguineo. O virus Zika também foi
detectado no sémen, mas no mesmo periodo, ndo foi detectado em amostra de
sangue, sugerindo que a replicacdo do virus pode ocorrer no trato genital e
poderia ser transmitido por contato sexual (Musso et al., 2015a). A infec¢cdo por
virus Zika pode ser confundida com outras doencas, especialmente dengue e
chikungunya (Musso et al., 2015b). Os sintomas da doenca Zika sdo erupcoes
cutaneas, dores nas articulacdes, e conjuntivite (Hayes, 2009).

Segundo Tizzot (2016), existem varias hipdteses para a introducdo do
virus Zika no Brasil. A vinda de participantes e visitantes na copa do mundo,
campeonato mundial de canoagem no Rio de Janeiro, ambos em 2014, ou
viajantes gque vieram do Chile. A infec¢do por virus Zika foi relatada pela primeira
vez no Brasil em marco de 2015 em Camacari ho Estado da Bahia, (Campos,
2015). O virus que foi introduzido no Brasil em 2014, apo6s estudo filogenético,
demonstrou ser mais proximo do encontrado na Polinésia Francesa (Musso,
2015). Segundo Aguiar et al., (2018), estima-se que 65 milhdes de pessoas no
Brasil vivem em éareas de alto risco de Zika. O virus Zika foi relacionado aos
diversos casos de microcefalia em recém-nascidos (Bogoch et al., 2016; Schuler-
Faccini, et al., 2016). A microcefalia é resultante do desenvolvimento anormal do
cérebro em fetos de méaes infectadas pelo virus. O Ministério da Saude do Brasil
confrmou a relagdo entre o virusZikae o0 nascimento de criancas
com microcefalia (Nunes et al., 2016) e em outubro de 2015 relatou um surto de
microcefalia no Estado de Pernambuco com aumento de 26 vezes o numero de
casos da doenca (Butler, 2016).

O virus Zika também foi apontado como potencial causador da doenca
neuroldgica conhecida como sindrome de Guillain—Barré (Brasil et al., 2016). A

doenca causa fragueza muscular e se manifesta com o ataque do sistema nervoso
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por anticorpos produzidos pelo organismo ap6s um quadro de infecgdo viral (Asbury
et al., 1969). A sindrome de Guillain-Barré tem um prognostico em que até 20%
dos pacientes permanecem com deficiéncia grave e aproximadamente 5%
morrem, mesmo submetidos a imunoterapia (Hughes, 2007).

Outra doenca transmitida pelo mosquito Ae. aegypti € a chikungunya. O
virus foi isolado pela primeira vez durante um surto na Tanzania, entre 1952 e
1953, e devido a gravidade da doenca, ao aparecimento subito e as dores nas
articulagbes, um nome local foi aplicado e a doenca se tornou conhecida como
chikungunya, de significado "aquele que é contorcido” (Robinson, 1955). Desde
2013 a doenca € relatada em 31 paises das Américas (Staples e Fischer, 2014).
A dispersao de Aedes pelo Sul da Europa e Continente Americano, associada a
presenca de individuos infectados procedentes de areas endémicas, favorece o
estabelecimento de novas areas de transmissado da doenca (Tauil, 2014).

O primeiro caso da doenca chikungunya relatado no Brasil foi em 2010,
em um paciente apos voltar de uma viagem a Sumatra (Indonésia), area
endémica para a infeccdo pelo virus (Albuquerque et al., 2012). No Brasil, até
2016, ocorreram dois 6bitos na Bahia e um no Sergipe, causados pela febre
chikungunya. E, os individuos com idade avancada e com histérico de doencas
cronicas preexistentes sdo mais susceptiveis a doenca (Brasil, 2016).

Pacientes infectados com o virus chikungunya relatam sintomas tais como
dor de cabeca, fadiga, nauseas, vomitos e conjuntivite, e também manifestacdes
neuroldgicas, tais como, a sindrome de Guillain-Barre (Powers, 2010). As
pessoas infectadas com o virus da chikungunya também podem apresentar artrite
(Fuller et al., 2017).

Mosquitos do género Aedes também transmitem o virus que causa a
febre amarela. A febre amarela silvestre se mantém endémica nas florestas
tropicais da América e Africa, causando periodicamente surtos isolados ou
epidemias (Monath, 2001). Na Africa, o virus da febre amarela silvestre é
transmitido por varias espécies de mosquitos do género Aedes, principalmente
Aedes africanus, Aedes furcifer e Aedes simpsoni. Enquanto nas Américas 0s
mais importantes transmissores sdo mosquitos das espécies Haemagogus
janthinomys, Haemagogus albomaculatus, Haemagogus leucocelaenus, e
Sabethes chloropterus (WHO, 1986).



O virus da febre amarela pode ser transmitido através de um ciclo
envolvendo primatas ndo-humanos e mosquitos (conhecidos como transmissao
silvestre) e um ciclo envolvendo humanos e mosquitos (conhecido como
transmissao urbana). O virus que causa a febre amarela silvestre no Brasil &
transmitido por mosquitos dos géneros Haemagogus e Sabethes e o0 da febre
amarela da forma urbana esta associado a participacdo do vetor Ae. aegypti
(Vasconcelos 2003).

Desde 2017, o Brasil vem enfrentando um dos surtos mais graves de
febre amarela nas ultimas décadas. Todos os casos confirmados da doenca
foram adquiridos por transmisséo envolvendo o ciclo selvagem de febre amarela,
ndo sendo evidenciado ainda Ae. aegypti infectado com o virus da febre amarela
nas pesquisas de vigilancia entomoldgica (Chaves et al., 2018).

Portanto, € importante a implantacdo de medidas sanitarias que possam
reduzir a densidade populacional desses insetos e consequentemente, melhorar a

qualidade de vida das pessoas (Macoris et al., 2007; Lindsay et al., 2017).

2.3 Controle de Ae. aegypti

No Brasil, os agentes de salude e a populacdo sdo responsaveis por
realizar o controle mecanico do mosquito, promovendo a retirada de ambientes
propicios, natural ou artificial, para a proliferacdo do mosquito vetor. No entanto, o
controle mecanico € ineficiente para evitar a proliferacdo de mosquitos e se faz
necessaria a utilizacao de inseticidas. O controle quimico € uma das metodologias
mais adotadas para matar larvas e adultos de insetos vetores e esses produtos
podem ser neurotdxicos, analogos de hormdnio juvenil e inibidores de sintese de
quitina (Braga e Valle 2007).

Porém, as consequéncias ambientais, as restricbes legais e a resisténcia
a inseticidas intensificaram os esforcos para desenvolver agentes de controle
bioldgico para o controle de vetores e pragas agricolas (Lacey e Undeen, 1986).
Pesticidas convencionais como DDT e piretroides sédo geralmente usados para
controle de mosquitos, mas podem causar problemas como poluicdo ambiental,
efeitos residuais e selecionar mosquitos resistentes (Kannathasan et al., 2011).

7

No Brasil, o controle de Ae. aegypti € realizado principalmente por
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organofosforados e piretroides que requerem monitoramento de resisténcia
constante (Luna et al., 2004).

A eficacia da aplicacao regular de inseticida na reducao da populacao de
mosquitos € questionavel, uma vez que o horéario da aplicacdo do inseticida nem
sempre corresponde com o horario que o inseto busca por sangue e, além disso,
muitos moradores ndo aceitam a aplicagdo no interior das residéncias devido a
preocupacdo sobre a contaminacdo de itens domésticos por inseticidas (Pai e
Hsu, 2013).

A utilizacdo de forma intensiva de produtos quimicos seleciona insetos
resistentes a esses agentes de controle (Rose, 2001). A resisténcia tem base
genética e precede a utilizacdo de inseticidas. Contudo, como em geral ndo ha
pressdo seletiva sobre essa caracteristica, normalmente individuos resistentes
sao encontrados em baixa frequéncia nas populacdes. O que os inseticidas fazem
é selecionar, nas populacdes, os individuos naturalmente resistentes, na medida
em que eliminam os suscetiveis (Valle et al., 2015). Além disso, a alteracdo na
membrana lipidica de mosquitos alimentados com sangue pode tornar esses
mosquitos mais tolerantes aos inseticidas DDT e piretroides (Halliday e
Feyereisen, 1987).

2.3.1 Controle Microbiano

Para reduzir o uso de inseticidas sintéticos, pesquisadores tém buscado
bioinseticidas para o controle de larvas de mosquitos (Guirado e Bicudo, 2009).
Os bioinseticidas mais utilizados sdo 0s micro-organismos que desenvolvem
dentro do inseto hospedeiro, tais como virus, bactérias, protozoarios, fungos. Os
nematoides, que nao sa&o micro-organismos sao utlizados também como
bioinseticidas (Parra et al., 2002).

A utilizacdo de patdégenos microbianos apresenta vantagens em relagéo
aos inseticidas de largo espectro, pois ndo poluem o ambiente e ndo séo toxicos
para o homem e outros animais (Alves, 1998). Entretanto, a cuticula do inseto é a
primeira barreira fisica a infeccdo patogénica porque o ambiente da cuticula &
inGspito para patégenos devido a baixa atividade de agua, poucos nutrientes, e a

presenca de compostos antimicrobianos (Qu e Wang, 2018). Portanto, quando o
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fungo invade o inseto, as moléculas presentes na parede celular do fungo podem
ser reconhecidas por moléculas presentes no inseto e esse reconhecimento pode
acarretar a formacao de substancias toxicas que podem levar a morte do fungo
(Binggeli et al., 2014). Os insetos também possuem mecanismos de defesa
realizados pelos hemdcitos que sédo células com capacidade fagocitaria, que
participam da cicatrizacdo (melanizacdo) e produzem compostos antimicrobianos
(Contador e Zaragoza, 2019). Durante esse processo ocorre a destruicdo do
patogeno invasor (Wang et al., 2017).

A bactéria Bacillus thuringiensis israelensis (Bti) € um exemplo de um
bioinseticida de sucesso utilizado no campo para o controle de larvas de
mosquitos (Gunasekaran et al., 2004). No entanto, o uso continuo levou a sele¢éo
de larvas de Ae. aegypti resistentes ao Bti (Paris et al., 2012).

Os fungos entomopatogénicos talvez sejam os mais adequados para o
desenvolvimento como biopesticidas, porque eles ndo requerem a ingestédo pelo
hospedeiro, pois infectam via contato externo (Thomas e Read, 2007). Fungos
entomopatogénicos como M. anisopliae e B. bassiana sdo patogénicos a varias
espécies de insetos e tém sido utilizados como agente de biocontrole de pragas
agricolas (Sandhu et al., 2012). Esporos infectantes desses fungos afetam os
estagios larval e adulto dos mosquitos, mas tém como limitacdo a baixa
persisténcia do esporo infeccioso no ambiente (Alves et al., 2002; Scholte, et al.,
2004).

A estratégia mais comum no uso de fungos entomopatogénicos para
controlar insetos é a introducao inundativa, na qual se utiliza grandes quantidades
do fungo para uma rapida supressao da populacéo de insetos (Lacey et al., 2001).
Um trabalho realizado por Paula et al. (2008) demonstrou que mosquitos adultos
da espécie Ae. aegypti morreram apds pousarem em tecido preto impregnado
com conidios do fungo M. anisopliae. Machos de Ae. aegypti contaminados com o
fungo B. bassiana transmitiram o fungo a fémeas virgens durante o acasalamento
e ocasionou 90% de morte em 15 dias (Garcia-Munguia et al., 2011).

O fungo Metarhizium spp. é endémico em todo o mundo e nédo é
prejudicial para as aves, peixes e mamiferos, incluindo seres humanos
(Zimmermann, 1993). Este fungo possui varios isolados de diferentes origens
geograficas e diferentes hospedeiros (Roberts e St. Leger, 2004; Goettel e Inglis,

1997). Este fungo pode ser transmitido de machos para fémeas durante tentativas
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de acasalamento, o que pode ocasionar a redugédo da transmissédo de doencas,
diminuindo a longevidade de mosquitos fémeas apds o contato com machos

contaminados por fungos (Reyes-Villanueva et al., 2011).

2.3.2 Controle com inseticidas naturais

Produtos naturais derivados de algas e plantas também s&o utilizados
como alternativa a inseticidas sintéticos convencionais (Quesada-Moraga et al.,
2006). O composto obtusol extraido da alga marinha Laurencia dendroidea foi
toxico para larvas de Ae. aegypti, 0 que comprovou que as algas sao importantes
fontes de bioinseticidas (Neto et al., 2016).

Produtos inseticidas de origem vegetal inibem algumas das funcdes vitais,
tais como reproducdo, alimentacédo, crescimento, antes de provocar a morte
(Rodriguez e Vendramim, 1997). A espécie de planta Schinus terebinthifolia,
popularmente conhecida como aroeira, tem mostrado eficiéncia no controle dos
estadios de ovo, larva e pupa das espécies de mosquitos Anopheles gambiae,
Anophele sarabiensis e Culex quinquefasciatus (Kweka et al., 2011). Substancias
extraidas da casca seca de Myroxylon balsamum possuem ac¢do tdxica contra
larvas do mosquito Ae. aegypti (Simas et al. (2004). O Extrato de frutos de
Pterodon polygalaeflorus também é um agente larvicida promissor (Pimenta et al.,
2006).

Outra planta com antividade inseticida é a Azadirachta indica,
popularmente conhecida como planta de nim. O 6leo de nim € extraido de
sementes da planta onde os principios ativos com atividades inseticidas sdo mais
concentrados (Oliveira et al., 2007; Balandrin et al.,1988). A azadiractina é o
composto isolado da semente de nim e é importante do ponto de vista
entomoldgico (Mordue et al., 2000). Essa planta é nativa da india (Dua et al.,
2009) e cresce bem em areas de clima tropical e subtropical (Verkerk e Wright,
1993).

Produtos derivados de nim tém vantagem por ndo ser toxicos ao homem
e serem rapidamente degradados no solo e nas plantas (Isman, 2006). O 6leo de
nim possui acdo repelente, reguladora de crescimento, além de atividade

acaricida, fungicida e nematicida (Martinez, 2003). Estudos também relatam
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efeitos do extrato de nim produzidos a partir de sementes, sobre o crescimento e
desenvolvimento dos estagios sexual e assexual de Plasmodium falciparum,
parasita causador da malaria (Mossini e Kemmelmeier, 2005).

Azadiractina e 0 extrato aquoso de folhas também demonstram acéo
inibitoria in vitro e in vivo sobre a replicacéo do virus da Dengue tipo 2 (Parida et
al., 2002). Além dos efeitos citados, o 6leo de nim afeta o desenvolvimento do
protozodrio parasita Trypanosoma cruzi presente no triatomineo, que é o vetor da
doenca de Chagas (Dhar et al., 1998).

O Oleo de nim é promissor como ferramenta de controle de mosquitos
porque € mais eficaz em baixas doses do que os produtos sintéticos atualmente
comercializados e € uma alternativa ambientalmente mais segura (Benelli et al.,
2015). O extrato de A. indica foi testado contra larvas e pupas do mosquito Culex
pipiens e foi eficiente em experimentos realizados em condi¢cdes de laboratério
(Alouani et al., 2009). O dleo de nim. na concentragdo de 1%, em associagdo com
o fungo entomopatogénico M. anisopliae foi infectivo contra mosquitos adultos das
espécies Anopheles gambiae e Culex quinquefasciatus (Seye et al., 2012). O 6leo
de nim na concentracdo de 0,001% suspenso com conidios do fungo M. anisoplia
foi infectivo contra larvas de Ae. aegypti e apenas 12,2% das larvas sobreviveram

ao final de sete dias de avaliacao (Gomes et al., 2015).

2.4 Tegumento dos insetos e atuacdo dos fungos entomopatogénicos

Os insetos possuem compostos ha sua estrutura que fazem parte do
mecanismo de defesa contra organismos invasores (Ferron, 1978). A cuticula é
formada por uma procuticula composta por filamentos de quitina dispostos dentro
de uma matriz de proteina e € coberta por uma epicuticula constituida por
proteinas e lipidios que funcionam como barreira contra a perda de agua
(Napolitano e Juarez, 1997).

A cuticula do inseto tem diferentes graus de endurecimento devido a
incorporacdo de compostos fendlicos nas proteinas da mesma (Andersen, et al.,
1995). E, também devido a precursores esclerosantes e enzimas que ajudam no

endurecimento da cuticula (Andersen, 2010). A melanizacdo (escurecimento e
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endurecimento) produzida pelo inseto durante o processo de infec¢cao pode inibir
a penetracdo do fungo na cuticula (Avery et al., 2008).

O patégeno quando atinge a hemocele do inseto encontra a segunda
linha de defesa que sdo os hemadcitos que reconhecem o invasor e inicia uma
série de eventos imunolégicos como fagocitose, encapsulamento, formacdo de
nédulos e melanizacdo (Dunn, 1986). No entanto, genes envolvidos na defesa
dos insetos evoluiram a medida que os genes infectivos dos patdgenos também
evoluiram (Lu e St. Leger, 2016).

Para o fungo invasor, a cuticula do inseto representa uma barreira a
penetracdo e, por isso, enzimas que tém funcdo de degradar a cuticula sé@o
produzidas por fungos entomopatogénicos durante a penetracdo do hospedeiro
(Samuels e Paterson, 1995). Para a infeccdo ser bem-sucedida, depende
principalmente da capacidade de adesé&o e de penetracdo do fungo no tegumento
do hospedeiro e para isso uma variedade de enzimas extracelulares é produzida
durante a degradacdo do tegumento do inseto (Shahid et al., 2012). Por meio da
acdo combinada de enzimas hidroliticas, tais como quitinase, protease e lipase,
os micélios fungicos s@o capazes de penetrar a cuticula dos insetos (Bidochka e
Khachatourians, 1987).

Os fungos entomopatogénicos sao o0s Unicos, em comparacao com outros
microrganismos, que sao capazes de infectar através da cuticula do inseto e ndo
necessita ser ingerido pelo hospedeiro. A viruléncia do fungo € frequentemente
relacionada com a rapida germinagdo de seus esporos, sendo 0 evento muito
importante no processo de infeccdo (Pedrini et al., 2007). Os fungos
entomopatogénicos alimentam-se por meio de secrecdo de enzimas
extracelulares que digerem polissacarideos e proteinas em seus constituintes
monomericos como agucares e aminoacidos (Madigan et al., 2010).

Os fungos causam mortalidade de insetos por um ou mais mecanismos,
tais como, deficiéncia nutricional, invaséo e destruicdo dos tecidos e liberacdo de
toxinas (Tanada e Kaya, 1993). Os fungos infectam o inseto por rompimento da
cuticula do hospedeiro e também podem ser ingeridos e atravessam a parede
intestinal do inseto (Hajek e St. Leger, 1994).

Os fungos entomopatogénicos degradam os hidrocarbonetos de insetos,
0 que pode ajudar nas etapas iniciais de infec¢cdo, pois os fungos utilizam os

nutrientes presentes na cuticula para favorecer a germinacdo dos esporos
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(Napolitano e Juarez, 1997). Muitos fungos entomopatogénicos sdo capazes de
penetrar ativamente a cuticula dos hospedeiros, aliando pressdo mecanica
através de uma hifa modificada (apressoério) e degradacdo enzimatica (Silva et al.,
2005).

O processo de infeccdao de fungos entomopatogénicos se inicia pela
adesdo, seguido pela germinacdo dos conidios na cuticula do inseto e a
penetracdo do tubo germinativo no tegumento (Figura 2). E, depois de invadir a
hemocele, o fungo desenvolve-se na hemolinfa e outros tecidos internos

(colonizacao), levando a morte do hospedeiro (Samuels et al., 2016).
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Figura 2. Processo de infeccéo de fungos entomopatogénicos. Fonte: Samuels et
al., (2016).

Os fungos B. bassiana e M. anisopliae sdo os entomopatogénos mais
amplamente utilizados em programas de controle bioldgico (Faria e Wraight,

2007). Em condicbes naturais, os fungos Metarhizium sp. e Beauveria sp.
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produzem conidios aéreos como propagulos responsaveis pela infeccdo e pela
disperséo ambiental (Wraight et al., 2001), e produzem corpos hifais na hemolinfa
do hospedeiro invertebrado (Inglis et al., 2001). Produtos a base de conidios
secos podem conter hifas e produtos em meio liqguido podem apresentar uma
mistura de conidios, blastosporos e hifas (Leite et al., 2003).

A morte do hospedeiro infectado com fungos entomopatogénicos pode
ocorrer pela acdo de toxinas fangicas, obstrucao fisica da circulacdo, diminuicao
da nutricdo e pela invasdo dos orgaos (Goettel e Inglis, 1997).

No laboratério, conidios aéreos destes fungos entomopatogénicos séo
produzidos em substratos sélidos, enquanto em culturas liquidas eles produzem
propagulos semelhantes a leveduras, denominados blastosporos (Vega et al.,
2003), que sdo células vegetativas analogas aos corpos de hifas formados
naturalmente na hemolinfa (Bernardo et al., 2018). Os blastosporos séo células
semelhantes a leveduras (Iwanicki et al., 2018).

Mais de 60% dos bioinseticidas a base de B. bassiana e M. anisopliae
disponiveis no mercado sdo na forma de conidios, apenas 4% sdo na forma de
blastosporos e os demais produtos contém hifas, conidios e blastosporos (Faria e
Wraight, 2007). A produgdo de conidios é mais demorada e a producdo de
blastosporos pode ser realizada de 3 a 4 dias dependendo do meio utilizado (Kim
et al., 2013). Blastosporos podem ser produzidos em tanques de fermentacéo
(Jackson et al., 2003), tornando seu cultivo mais facil.

As vantagens dos blastosporos em relacdo aos conidios incluem a
germinacdo, que pode ser até quatro vezes mais rapida que a dos conidios
resultando em alta infectividade (Hartelt et al., 2008), e a facilidade de producao
de elevadas concentracdes de blastosporos (Jackson e Jaronski, 2009). Esses
beneficios sobrepdem algumas das desvantagens dos blastosporos, que € a
menor tolerancia a fatores de estresse em relagdo aos conidios e menor
estabilidade (Mascarin et al., 2015). No entanto, uma adequada formulacdo dos
blastosporos pode proteger esses propagulos desses efeitos (Bernardo et al.,
2018).

O fungo entomopatogénico M. anisopliae tem se mostrado altamente
virulento para as larvas de mosquitos dos géneros Aedes, Anopheles e Culex
(Daoust e Roberts, 1982). O fungo M. anisopliae foi testado como potencial

agente de controle contra os mosquitos Anopheles gambiae, vetor do protozoario
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gque causa a malaria (Scholte et al.,, 2006). O propagulo utilizado nessas
pesquisas é na forma de conidio, porém os blastosporos sdo mais letais para as
larvas que conidios, pois penetram e infectam mais rapidamente (Kirkland, et al.,
2004).

A infeccdo com fungos entomopatogénicos comeca com a fixagcdo de
conidios a cuticula do hospedeiro, seguida por germinagdo e penetracdo na
cuticula (Ortiz-Urquiza e Keyhani 2013). Quando as hifas em crescimento atingem
a hemolinfa elas dao origem a blastosporos, por brotamentos, que sdo estruturas
especializadas para proliferar e explorar nutrientes, colonizar tecidos internos, e
fugir do sistema imunolégico do hospedeiro (Humber, 2008).

O processo de adesdo entre 0 esporo e a cuticula do inseto € mediado
pela presenca de moléculas sintetizadas pelo fungo, chamado adesinas. Um tipo
de adesina conhecido como MAD1, que esta localizado na superficie dos
conidios, foi descrito em M. anisopliae (Mora et al., 2017). O rompimento do gene
qgue codifica MAD1 afeta a germinacdo e a formacao de blastosporos, reduzindo
significativamente a viruléncia do fungo (Wang e St. Leger, 2007).

Os blastosporos sdo mais eficientes que conidios devido a facilidade de
absorcdo de nutrientes, 0 que aumenta a capacidade de multiplicacdo e também
devido a auséncia de parede celular, o que evita o reconhecimento desse
propagulo pelos hemacitos presentes na hemolinfa do inseto (Mora et al., 2017,
Vinson, 1991). Blastosporos germinam mais rapidamente do que conidios e tém
maior chance de penetrar no hospedeiro (Mascarin et al., 2015). Conidios ligam-
se bem a superficies hidrofébicas, mas fracamente a superficies hidrofilicas; e os
blastosporos ligam-se fortemente a superficies hidrofilicas e fracamente a

superficies hidrofébicas (Holder e Keyhani, 2005).
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3. MATERIAL E METODOS

A pesquisa foi desenvolvida no Laboratério de Entomologia e
Fitopatologia (LEF), no Centro de Ciéncias e Tecnologias Agropecuarias (CCTA)
da Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro (UENF) no periodo
de 2015 a 2018.

3.1 Obtencéo de larvas de Ae. aegypti

Os ovos dos mosquitos foram coletados na UENF com a utilizacdo de
armadilhas denominadas ovitrampas (Fay e Perry, 1965; Fay e Eliason, 1966). A
ovitrampa consiste de um pote preto (10 x 6 x 6 cm) com quatro palhetas de
madeira aglomerada tipo Eucatex (12 x 3 cm) conforme demonstra a Figura 3A.
As armadilhas foram espalhadas no bosque situado em torno do laboratério,
acrescida de 200 mL de agua de torneira, o que sabidamente proporciona
ambiente adequado para a oviposi¢cao sobre as palhetas (Figura 3B), que ocorre

apos o repasto sanguineo dos mosquitos fémeas.
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Figura 3. Armadilha de coleta de ovos (A) e repasto sanguineo dos mosquitos
fémeas (B).

Apo6s uma semana as palhetas contendo os ovos foram coletadas e secas
em temperatura ambiente sobre a bancada do laboratério. As palhetas foram
colocadas em bandeja com agua limpa para a eclosdo das larvas. As larvas
foram transferidas para outra bandeja com agua limpa e apds atingirem o0s

estagios 2 e 3 foram utilizadas nos bioensaios.

3.2 Producéao de conidios e blastosporos de M. anisopliae

Para a realizacdo dos bioensaios foi utilizado o isolado LEF 2000 obtido
de uma amostra de solo de Campos dos Goytacazes. O fungo foi adicionado em
meio de cultura BDA e isolado varias vezes até a eliminacdo de todos os
contaminantes. Apos o isolamento definitivo do fungo uma cultura monospérica foi
obtida por métodos convencionais. O fungo foi entdo identificado a partir da
morfologia dos conidiéforos usando chaves taxiondmicas. Este isolado é
atualmente mantido na colecdo de fungos no Laboratério de Entomologia e
Fitopatologia (LEF) da UENF.
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Os experimentos foram realizados com propagulos do fungo na forma de
conidios e blastosporos. Os conidios foram cultivados em placas de Petri
contendo meio de cultura BDA (marca HIMEDIA) e mantidos em BOD a 27 °C por
15 dias. Apos esse periodo os conidios foram retirados das placas de Petri com o
auxilio de uma espatula estéril e foram colocados em tubo Falcon contendo
0,01% de Tween 80 e a suspensdo foi homogeneizada em Vortex. Uma aliquota
de 15uL da suspencdo foi colocada em hemocitbmetro Neubauer para a
contagem dos conidios utilizando microscopio Optico com objetiva de x40. A
concentracéo final da suspens&o foi ajustada para 1x10’ conidios mL™.

Para a producdo dos blastosporos foi utilizado um meio proposto por
Adamek (Adamek, 1963), que consiste na utilizacdo de 3% de agua de
maceracao de milho (SIGMA, Brasil), acrescido de 4% de glucose e 4% de extrato
de levedura. Em 50 mL de meio liquido foram adicionados 500 pL de suspensao
de conidios na concentracdo de 1x10’ conidios mL™. A suspensdo foi
acondicionada em Erlemeyers, cobertos com um tampéao feito de algodao envolto
com gases, e incubada em Shaker orbital a 27°C e 152 rpm durante trés dias com
fotoperiodo de 12h L:12h E. ApOs esse periodo, os blastosporos foram filtrados
em duas camadas de tecido “Miracloth” (Sigma, Brasil), adicionados em tubos
Falcon (50 mL), e centrifugados a 3000 rpm (NT 815 Centrifuga Refrigerada
marca Novatecnica) por 2 minutos. O sobrenadante foi descartado e foi
adicionada agua destilada ao sedimento até atingir o volume de 30 mL. A
suspensao foi homogeneizada em vértex e centrifugada novamente. Esse
procedimento foi repetido duas vezes para a lavagem e purificagdo dos
blastosporos, que foram suspensos em 4&gua destilada, contados em
hemocitdmetro Neubauer e a concentracdo do fungo ajustada a 1x10’

blastosporos mL™.

3.3 Preparacéo de 0leo de nim e blastosporos

Para os tratamentos com 6leo de nim foi utilizado o 6leo comercial “Base
Nim” da marca Base fértil nim (S&o Paulo, Brasil) com 0,12% p/p de Azadiractina,
principal componente com atividade inseticida. O fabricante recomenda a

concentracdo de 1% para ser utilizada em pulverizacdes no campo contra pragas
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agricolas. No entanto, para este estudo essa concentragdo seria muito elevada
conforme demonstrou um trabalho anterior realizado por Gomes et al. (2015),
contra larvas de Ae. aegypti, em que o 6leo de nim a 1% matou 100% das larvas.
Portanto, essa concentracdo ndo poderia ser utilizada para verificar o sinergismo
entre 6leo de nim e blastosporos.

O O6leo de nim foi diluido em agua destilada para o preparo das
concentracbes de 0,001%, 0,01%, 0,1% e 1%, sendo estas mesmas
concentracbes utilizadas por Gomes et al. (2015). Destas concentracfes, a
concentragdo de 0,01% foi selecionada como concentragdo subletal
(concentracao que tem a mesma taxa de sobrevivéncia ao tratamento controle).

A concentracdo de blastosporos utilizada para os bioensaios de
sinergismo foi de 1x10° blastosporos mL™, sendo a mesma utilizada com conidios
do fungo M. anisopliae no trabalho realizado em 2015 por Gomes e
colaboradores. Para o preparo da suspensao de 6leo de nim + blastosporos, a
solucdo de 6leo de nim foi adicionada na suspensao de blastosporos, ambas
diluidas em agua destilada.

Além disso, para verificar se 0 6leo de nim afetaria a germinacdo do
fungo, uma aliquota de 100 pL da suspensdo do 6leo de nim (0,01%) +
blastosporos (1x10° blastosporos mL™) foi adicionada em placa de Petri com meio
de cultura BDA, espalhada com alca de Drigalski e mantida em BOD a 27°C
durante 15 dias. O mesmo experimento foi realizado com meio de cultura
contendo apenas blastosporos suspensos em agua. Apos 15 dias o meio de
cultura contendo blastosporos suspensos com 6leo de nim e blastosporos
suspensos apenas em agua foi observado em microscopio Optico 40x para
comparar visualmente se a presenca do 6leo de nim afetaria a producdo de

conidios do fungo.

3.4 Montagem dos bioensaios

Os bioensaios foram conduzidos em laboratério e no campo com sol
indireto (SD) e sol direto (SI). Para isso, dez larvas, no segundo e terceiro estadio
de desenvolvimento foram adicionadas em copos de 100 mL, com 50 mL de agua
destilada para o tratamento controle ou 50 mL de suspensao fungica (conidios ou

blastosporos). Cada bioensaio tinha quatro parcelas (totalizando 40 larvas).
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Foram realizadas trés repeticbes (totalizando 120 larvas). Os controles do
tratamento com conidios foram realizados com 0,01% de Tween 80 porgue este
foi utilizado para suspender os conidios. E, os controles para o tratamento dos
blastosporos foram realizados apenas com agua destilada porgue os blastosporos
foram suspensos apenas em agua. Para todos os bioensaios a sobrevivéncia das
larvas em cada parcela (cada copo) foi contabilizada a cada 24 horas durante 7

dias.
3.4.1 Bioensaios no laboratério

Foram realizados bioensaios com conidios e blastosporos em condi¢cdes
de laboratério (27 °C) para comparar a viruléncia desses dois propagulos, ambos
na concentracdo de 1x10’ propagulos mL™. Também, foram realizados bioensaios
com blastosporos em camara climatizada tipo BOD em trés diferentes
temperaturas: 25, 30 e 35 °C. Isso foi realizado para verificar se blastosporos
permanecem virulentos em diferentes condicbes de temperatura. Essas
temperaturas foram escolhidas porque estdo nas faixas das temperaturas diarias
registradas no Campus da UENF onde foram realizados os experimentos de
campo. Os bioensaios para determinar a dose subletal do 6leo de nim também
foram realizados no laboratorio.

Para verificar por quanto tempo a suspensdo de blastosporos
permaneceria virulenta contra larvas de Ae. aegypti, foram realizados bioensaios
de persisténcia da viruléncia dos blastosporos em condicbes de laboratorio.
Nestes bioensaios a suspenséao de blastosporos foi adicionada em todos os copos
logo ap6s o preparo. As larvas foram adicionadas em cada copo em tempos
diferentes. No tratamento zero horas, as larvas foram adicionadas nos copos
imediatamente ap0s o0 preparo da suspensédo de blastosporos. No tratamento 3
dias as larvas foram adicionadas nos copos 3 dias apds o preparo da suspensao
de blastosporos. Os demais tratamentos seguiram da adicdo de larvas apés o

periodo de 6, 9 e 12 dias do preparo da suspensao de blastosporos.
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3.4.2 Bioensaios com blastosporos no campo Sol Indireto (Campo-Sl) e
Campo Sol Direto (Campo-SD)

Os bioensaios de simulacdo de campo foram realizados com blastosporos
na concentracdo de 1x10’ propéagulos mL™ e montados em duas varandas da
Unidade de Dengue e Mirmecologia da UENF. Em uma das varandas a luz solar
nao incide diretamente e foi denominado de bioensaios de “Campo Sol Indireto”
(Figura 3A). Na outra varanda a luz solar incidia diretamente e foi denominado de
bioensaios de “Campo Sol Direto” (Figura 3 B). Os bioensaios foram montados no
interior de gaiolas (15 x 60 x 75 cm) revestidas com tela. Os bioensaios para
verificar o sinergismo entre 6leo de nim + blastosporos foram realizados em
condicbes de Campo-SD. Também foram realizados bioensaios de persisténcia
da viruléncia de blastosporos em condi¢cdes de Campo-SD e esta condicao foi
escolhida porque é a que mais pode atingir negativamente a viruléncia do fungo.

Figura 4. Bioensaios montados dentro de gaiolas, simulando condigbes de Campo
Sol Indireto (A) e de Campos Sol Direto (B).
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3.5 Encapsulamento de blastosporos e bioensaios de sobrevivéncia

Para o encapsulamento de blastosporos foi utilizada a metodologia
elaborada para o encapsulamento de conidios de M. anisopliae (Morais, 2015). O
método utilizado foi o de gelificagdo idGnica, em que uma solucdo polimérica,
contendo os blastosporos do fungo, foi extrusada sobre uma solugéo reticulante.

Nesse procedimento, a solucéo de alginato de sédio (0,25% p/v) (Sigma-
Aldrich, Brasil) e agar (1% p/v) (Protoquimicos, Brasil) foi preparada por
dissolugdo em 100 mL de agua destilada a temperatura de 35 °C em agitador
magnético (Vulcan, MS400). Apés a solucao atingir 27 °C foi adicionada nela 100
mL da suspensdo fungica, na concentracdo de 7,5 x 10’ blastosporos mL™
(totalizando 200 mL). A solucéo foi mantida em agitacéo e foi gotejada em 300 mL
da solucédo de cloreto de calcio di-hidratado a 0,04M (Sigma-Aldrich) com auxilio
de uma bomba peristaltica (Masterflex L/S). As capsulas formadas foram retiradas
da solucéo de cloreto de calcio di-hidratado com auxilio de uma peneira e lavadas
com agua destilada. Em seguida, foram congeladas por 24 h (-18°C) e
posteriormente liofilizadas (Liotop, L101). As céapsulas foram retiradas do
liofilizador apds 24 h do inicio do processo (vacuo de 1249 uHg e temperatura do
condensador de —40°C).

A encapsulacéo dos blastosporos foi realizada usando uma concentracao
maior de blastosporos (7,5 x 10" blastosporos mL™) que a utilizada nos demais
bioensaios porque levou em consideracdo que o0s blastosporos pudessem
apresentar dificuldades para serem liberados das capsulas. Os bioensaios de
sobrevivéncia larval foram realizados para verificar a viruléncia de blastosporos
encapsulados. As capsulas foram pesadas e 0,05g colocados em copos plasticos
de 100 mL contendo 50 mL de agua destilada com 10 larvas por recipiente. Para

o tratamento controle foram utilizadas capsulas sem a adicéo de blastosporos.
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3.6 Andlise dos resultados

A sobrevivéncia das larvas nas trés repeticdes foi somada e utilizada no
programa GraphPad Prism versdo 7.00 para a obtengdo das curvas de
sobrevivéncia, do tempo médio de sobrevivéncia (Ssp) e do desvio padréo, pelo
método de Kaplan-Meier (Blanford et al.,, 2005). A homogeneidade dos
experimentos foi determinada usando o teste de Log-Rank (Elandt e Johnson,
1980) em nivel de significancia de 95%. As comparacbes das médias de
sobrevivéncia das larvas foram calculadas usando analise de variancia (ANOVA)
de uma via e teste post-hoc de Ducan (P<0,05). As referidas analises estatisticas

foram realizadas no programa IBM SPSS Statistics for Windows (verséo 21).
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4. RESULTADOS

4.1 Viruléncia de blastosporos e conidios no laboratoério

Nos bioensaios realizados em condi¢Bes de laboratério (27 °C), as larvas
de Ae. aegypti expostas a blastosporos apresentaram 100% de mortalidade no
segundo dia de avaliacdo (Figura 5). As larvas expostas aos conidios tiveram
mortalidade de 100% no sexto dia de avaliagdo. As larvas dos controles (agua e
Tween 80) apresentaram sobrevivéncia de 100% e 97%, respectivamente, no final
de sete dias de avaliacao.

No laboratorio foi possivel verificar que a viruléncia por blastosporos €
superior quando comparada a conidios. Larvas do tratamento com blastosporos
apresentaram Sso de 1 dia e as larvas do tratamento com conidios apresentaram
Sso de 3 dias. O tratamento com blastosporos e com conidios diferiu
estatisticamente entre si e entre seus respectivos controles [F (s11) = 49,976; p
<0,05].
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Figura 5. Sobrevivéncia diaria de larvas de Ae. aegypti expostas a blastosporos e
conidios de M. anisopliae e seus respectivos controles, em condicbes de
laboratério. A concentracéo de blastosporos e conidios foi de 1x10’ propagulos
mL™. O tratamento controle para blastosporos foi realizado com agua destilada e
para conidios foi realizado com 0,01% de Tween 80.

4.2 Viruléncia de blastosporos em diferentes temperaturas no laboratorio

As larvas de Ae. aegypti tratadas com blastosporos e mantidas a 25 °C
apresentaram 100% de mortalidade no terceiro dia de avaliacdo (Figura 6).
Apenas 10% das larvas mantidas a 30 °C sobreviveram ao final de sete dias de
avaliacdo e 85% das larvas mantidas a 35 °C sobreviveram ao final de sete dias
de avaliacdo. A viruléncia dos blastosporos mantidos a temperatura de 25 °C ndo

foi significativamente afetada, mas foi reduzida com o aumento da temperatura.
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Figura 6. Sobrevivéncia diaria de larvas de Ae. aegypti expostas a blastosporos
de M. anisopliae, e seus respectivos controles, em BOD nas temperaturas de 25,
30, 35°C. A concentracdo de blastosporos foi de 1x10’ blastosporos mL™. O
tratamento controle foi realizado com 4gua destilada.

Em 48 horas de avaliacdo, a sobrevivéncia das larvas mantidas a 25 °C
foi de 4% com Sso de 1 dia, obtido ao final de sete dias de avaliacdo (Tabela 1). A
sobrevivéncia das larvas mantidas a 30 °C foi de 69.1% (Sso de 2,5 dias) e das
mantidas a 35 °C foi de 95.0% no segundo dia de avaliacdo (Tabela 1).

Portanto, os bioensaios conduzidos em BOD, que verificaram a influéncia
de diferentes temperaturas (25, 30 e 35 °C) na viruléncia de blastosporos,
demonstraram que a viruléncia dos blastosporos € reduzida com o aumento da

temperatura e difere estatisticamente do controle [F (s 11) = 45,101; p <0,05].
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Tabela 1. Porcentagem de sobrevivéncia (+ desvio padréo) e valores médios de
sobrevivéncia de larvas de Ae. aegypti expostas a blastosporos de M. anisopliae,
e ao tratamento controle, em diferentes temperaturas (25, 30 e 35 °C) durante 48
horas de avaliagcdo. O Ss( foi obtido usando os dados de 7 dias de avaliagdo

Tratamentos %Sobrevivéncia + Desvio Padrao Sgo
Blastosporos a 25 °C 41+18 c 1

Blastosporos a 30 °C 69.1+42 b 2,5
Blastosporos a 35 °C 95 19 a ND
Controle a 25 °C 100 a ND
Controle a 30 °C 100 a ND
Controle a 35 °C 99.1+0.8 a ND

Resultados seguidos pela mesma letra indicam que ndo houve diferengas significativas entre médias usando
Teste post hoc de Duncan (5% de probabilidade). Os valores para Sso foram calculados usando andlise de
sobrevivéncia de log-rank. ND = N&o determinado devido a alta taxa de sobrevivéncia.

4.3 Blastosporos no Campo-S| e Campo-SD

As larvas expostas aos blastosporos na condicdo de Campo-SI, com
temperatura externa de 25-28 °C e umidade relativa de 71-82% morreram 100%
no terceiro dia de avaliacdo (Figura 7). Na condicdo de Campo-SD, com
temperatura externa de 25-38 °C e umidade relativa de 44-55%, apenas 0,8% das
larvas sobreviveram ao final de sete dias de avaliacdo. Apesar do estresse
promovido pela exposicao a radiacao solar, o fungo manteve sua viruléncia. As
larvas dos tratamentos controle nas condicdes de Campo-SI e Campo-SD

apresentaram 97% e 98% de sobrevivéncia, respectivamente.
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Figura 7. Sobrevivéncia diaria de larvas de Ae. aegypti expostas a blastosporos
de M. anisopliae em condi¢bes de campo com sol indireto (Campo-SID) e campo
com sol direto (Campo-SD) ao longo de 7 dias. A concentracdo de blastosporos
foi de 1x10’ blastosporos mL™. O tratamento controle foi realizado com agua
destilada.

Em 48 horas de avaliacdo foi possivel observar que apenas 5,8% das
larvas permaneceram vivas na condicdo de Campo-Sl e apresentaram Sso de 1
dia ao final de sete dias de avaliacéo (Tabela 2). Na condicdo de Campo-SD a
sobrevivéncia das larvas foi de 43.3% (Sso de 2 dias). Os bioensaios realizados
nas condicoes de Campo-SI e Campo-SD diferiram estatisticamente entre si e
entre seus respectivos controles [F (g 11) = 389,200; p <0,05].

Tabela 2. Porcentagem de sobrevivéncia (+ desvio padrédo) e valores médios de
sobrevivéncia de larvas de Ae. aegypti expostas a blastosporos de M. anisopliae
em condic¢cdes de campo-Sl e campo-SD em 48 horas de avaliacdo. O Ssq foi
obtido usando os dados de 7 dias de avaliagcéo

Tratamentos %Sobrevivéncia = Desvio Padrao Sso
Blastosporos Campo-SI 58+21 ¢ 1
Blastosporos Campo-SD 43.3+£45 b 2
Controle agua Campo-SI 975+13 a ND
Controle agua Campo-SD 98.3+1.1 a ND

Resultados seguidos pela mesma letra indicam que ndo houve diferencas significativas entre médias usando
Teste post hoc de Duncan (5% de probabilidade). Os valores para Sso foram calculados usando andlise de
sobrevivéncia de log-rank. ND = N&o determinado devido a alta taxa de sobrevivéncia.
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4.4 Persisténcia de blastosporos no laboratério

Os resultados dos bioensaios de persisténcia da viruléncia de
blastosporos realizados em laboratério demonstraram que as larvas de Ae.
aegypti adicionadas aos recipientes logo ap0s o preparo da suspensao fungica
apresentaram 100% de mortalidade no quinto dia de avaliacdo, com S5, de 1 dia
(Figura 8). As larvas adicionadas apos 3 dias apresentaram 4.1% de
sobrevivéncia (Ssp de 3 dias) e as adicionadas ap6s 6 e 9 dias apresentaram
4.8% (Ssp de 2 dias), e 16.6% (Sso de 3 dias) de sobrevivéncia, respectivamente,
ao final de sete dias de avaliagcédo de cada tratamento.

As larvas adicionadas apés 12 dias do preparo da suspensao
apresentaram 45.8% (Sso de 6 dias) de sobrevivéncia, sendo constatada a maior
taxa de sobrevivéncia ao final de 7 dias de avaliagdo. A média de sobrevivéncia
das larvas no tratamento controle foi de 95%.

Os resultados demonstraram que a sobrevivéncia das larvas expostas
aos blastosporos nos bioensaios de persisténcia, diferiu estatisticamente do

controle para todos os tratamentos [F (1217) = 5,071; p<0,05].
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Figura 8. Sobrevivéncia diaria de larvas de Ae. aegypti expostas a blastosporos
de M. anisopliae em bioensasios de persisténcia da viruléncia realizados em
laboratério ao longo de 7 dias. A concentracdo de blastosporos foi de 1x10’
blastosporos mL™. O tratamento controle foi realizado com agua destilada.
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Apbs trés dias da montagem dos bioensaios ocorreu o surgimento de
conidios na superficie da &agua (Figura 9A) oriundos das larvas mortas e
produzidos a partir da germinacdo dos blastosporos (Figura 9B). Portanto, os

conidios podem ter contribuido para o aumento da mortalidade das larvas

adicionadas ao longo dos dias.

Figura 9. Conidios na agua (A) e conidios emergindo de larvas mortas (B).

4.5 Persisténcia de blastosporos no Campo-SD

Os bioensaios de persisténcia da viruléncia dos blastosporos realizados
na condicdo de Campo-SD demonstraram que a sobrevivéncia das larvas foi de
apenas 1% quando adicionadas logo apds o preparo dos blastosporos, ao final de
sete dias de avaliacdo. A sobrevivéncia das larvas adicionadas ap6s 3 dias foi de
17%, ap0s 6 dias foi de 76% e apds 9 dias foi de 93%. A sobrevivéncia das larvas
adicionadas apo6s 12 dias foi de 95%. A média da sobrevivéncia das larvas no

tratamento controle foi de 93% (Figura 10).
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Figura 10. Sobrevivéncia diaria de larvas de Ae. aegypti expostas a blastosporos
de M. anisopliae em bioensasios de persisténcia da viruléncia realizados no
Campo-SD ao longo de 7 dias. A concentracdo de blastosporos foi de 1x10’
blastosporos mL™. O tratamento controle foi realizado com agua destilada.

Apos 48 horas de observacdo da persisténcia da viruléncia de
blastosporos na condicdo de Campo-SD foi possivel perceber que as larvas que
foram expostas a blastosporos logo apés o preparo da suspenséo fungica (0 hora)
apresentaram 23.3% de sobrevivéncia (Ssp de 2 dias) e as expostas apés 3 dias
apresentaram 62.5% de sobrevivéncia (Ssp de 3 dias) (Tabela 3). As larvas
expostas a blastosporos apés 6 dias apresentaram sobrevivéncia de 92.5% e as
expostas aos 9 e 12 dias apresentaram sobrevivéncia de 95% e 95.8%,
respectivamente. A média da sobrevivéncia das larvas no tratamento controle foi
de 100%. Os tratamentos O hora e 3 dias diferiram estatisticamente entre si e
entre o controle. Os tratamentos 6, 9 e 12 dias nao diferiram entre si e entre o
controle [F (12.17) = 24,006; p=0,00].
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Tabela 3. Porcentagem de sobrevivéncia + desvio padrédo e valores médios de
sobrevivéncia de larvas de Ae. aegypti expostas a bioensaios de persisténcia da
viruléncia de blastosporos em condicbes de campo-SD. A porcentagem de
sobrevivéncia refere-se a 48 horas de avaliagdo. O Ssg foi obtido usando os dados
de 7 dias de avaliacéo

Tratamentos %Sobrevivéncia + Desv. Pad. Ssgo
0 Hora 23.3+3.8 ¢ 2

3 Dias 625+44 b 3

6 Dias 925+24 a ND
9 Dias 95 +19 a ND
12 Dias 958+1.8 a ND
Controle (agua) 100 a ND

Resultados seguidos pela mesma letra indicam que ndo houve diferengas significativas entre médias usando
Teste post hoc de Duncan (5% de probabilidade). Os valores para Sso foram calculados usando analise de
sobrevivéncia de log-rank. ND = Nao determinado devido a alta taxa de sobrevivéncia.

4.6 Toxicidade de diferentes concentracdes do 6leo de nim contra larvas em
condicdes de laboratério

Os bioensaios realizados em laboratorio para estimar a dose subletal do
6leo de nim demonstraram que a sobrevivéncia das larvas foi maior nas menores
concentracdes do 6leo, apo6s sete dias de avaliacdo. A sobrevivéncia das larvas
expostas a concentracdo de 0,001% foi de 94.9%, a concentracdo de 0,01% foi
de 90.6%, a concentracdo de 0,1% foi de 31.6% (Sso de 3 dias) e a concentracao
de 1% foi de 25% (Sso de 2 dias), ao final de sete dias de avaliagdo. A média da

sobrevivéncia das larvas no tratamento controle foi de 96% (Figura 11).
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Figura 11. Sobrevivéncia diaria de larvas de Ae. aegypti em bioensaios com 6éleo
de nim realizados no laboratério para estimacdo da dose subletal do 6leo, ao
longo de 7 dias. O tratamento controle foi realizado com agua destilada.

4.7 Efeito do 6leo de nim no crescimento do fungo

Os bioensaios realizados em laboratério com blastosporos suspensos
com oOleo de nim demonstraram visualmente que o 6leo de nim ndo afetou a
germinacao dos blastosporos e a producéo de conidios. A Figura 12A demonstra
meio de cultura BDA apenas com blastosporos na concentracdo 1x10°
blastosporos mL”? e a Figura 12B demonstra meio de cultura BDA com
blastosporos na concentracdo 1x10° blastosporos mL™ suspensos com 6éleo de

nim na concentracao 0,01%.
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Figura 12. Apenas blastosporos (A) e blastosporos + oléo de nim (B).

4.8 Blastosporos suspensos com 6leo de nim no Campo-SD

Os bioensaios realizados no Campo-SD com blastosporos (1x10°
blastosporos mL™), suspensos em 6leo de nim (0,01%) demonstraram que a
sobrevivéncia das larvas foi de 5.8%, no final de sete dias de avaliacdo. A
sobrevivéncia das larvas tratadas com blastosporos suspensos apenas em agua
foi de 52.5% e a sobrevivéncia das larvas tratadas apenas com 6leo de nim a
0,01% foi de 84.8%. A sobrevivéncia das larvas no tratamento controle foi de
88.9% (Figura 13).
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Figura 13. Sobrevivéncia diaria de larvas de Ae. aegypti em bioensaios de
blastosporos suspensos com ou sem Oleo de nim realizados no Campo-SD ao
logo de 7 dias.

Em 48 horas de observacdo dos bioensaios com blastosporos suspensos
com 6leo de nim realizados no Campo-SD, a sobrevivéncia das larvas foi de
29.4% (Tabela 4). Sendo estatisticamente diferente dos tratamentos apenas com
6leo de nim (99.1%) e com blastosporos (92.5%), e do tratamento controle (100%)
[F (s.11) = 32,515; p<0,05].

Tabela 4. Porcentagem de sobrevivéncia + desvio padrdo e valores médios de
sobrevivéncia de larvas de Ae. aegypti expostas a blastosporos de M. anisopliae
suspensos com 0leo de nim em 48 horas de avaliacdo. O Ssq foi obtido usando os
dados de 7 dias de avaliacdo

Tratamentos %Sobrevivéncia + Desv. Pad. Sso
Nim 0,01% + Fungo 294+41 b 2
Nim 0,01% 99.1+0.8 a ND
Fungo (Blastosporos) 10° 925+24 a ND
Controle (agua) 100 a ND

Resultados seguidos pela mesma letra indicam que ndo houve diferengas significativas entre médias usando
Teste post hoc de Duncan (5% de probabilidade). Os valores para Sso foram calculados usando analise de
sobrevivéncia de log-rank. ND = N&o determinado devido a alta taxa de sobrevivéncia.



38

4.9 Encapsulamento de blastosporos

Os blastosporos foram encapsulados em alginato de sodio e agar apos a
suspensao ser gotejada em cloreto de calcio di-hidratado. A Figura 14A mostra as
capsulas do controle e a Figura 14B mostra as capsulas contendo o0s
blastosporos, apés serem liofilizadas por 24 horas. As capsulas foram colocadas
em meio de cultura BDA e mantidas em BOD para observar o aparecimento de
colénias do fungo. ApO6s uma semana o0s blastosporos contidos nas capsulas
deram origem a conidios. Entretanto, ao serem adicionados na é&gua dos
bioensaios ndo acarretaram mortalidade das larvas. As capsulas controle também
nao acarretaram mortalidade das larvas, demonstrando que os produtos utilizados

no encapsulamento ndo afetam a sobrevivéncia das larvas.

Figura 14. Cépsulas sem blastosporos (A) e capsulas com blastosporos (B), apés
serem liofilizadas por 24 horas.
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5. DISCUSSAO

O aumento das arboviroses dengue, Zika e chikungunya e a volta da
febre amarela em ambientes proximos a regides urbanas amplia a necessidade
de se utilizar métodos alternativos para o controle de Ae. aegypti. O controle
desse vetor € importante para prevenir a transmissdo de arbovirus, que
normalmente ndo tem terapias antivirais especificas (Huang et al., 2017), exceto
para o virus da dengue.

Diante da prevaléncia e gravidade da dengue, esfor¢cos para desenvolver
vacinas preventivas seguras e eficazes tém sido uma das principais prioridades
de saude publica (Feinberg e Ahmed, 2017). A vacina contra a dengue esta se
tornando uma realidade com a Dengvaxia desenvolvida pela Sanofi Pasteur
sendo licenciada apdés vinte anos de desenvolvimento como a primeira vacina
contra a dengue (Maier et al., 2017).

No Brasil, o controle de Ae. aegypti depende fortemente do uso de
inseticidas contra adultos e larvas e, em consequéncia, a populacdo de mosquitos
no campo vem se tornando resistente a esses compostos (Martins et al., 2012).
Na busca por reduzir o uso de inseticidas, algumas pesquisas tém sido
desenvolvidas com fungos entomopatogénicos para o controle de insetos vetores
de doencas.

Os fungos das espécies Beauveria bassiana e Metarhizium anisopliae séo
0s mais utilizados no manejo integrado de pragas agricolas e também sao
amplamente utilizados em pesquisas com insetos transmissores de doengas

(Beemelmanns et al., 2016).
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Os agentes microbianos em combinacdo com inseticidas sintéticos seria
uma alternativa para reduzir o impacto da resisténcia a inseticidas (Ambethgar,
2009). A combinacao dos fungos entomopatogénicos B. bassiana e M. anisopliae
com o inseticida permetrina aumentou a mortalidade de mosquitos adultos da
espécie Anopheles gambiae quando comparou 0 uso desses agentes de controle
isoladamente (Farenhorst et al., 2010). O fungo M. anisopliae foi suspenso com
dose subletal do inseticida imidacloprid, aumentou a mortalidade de adultos de
Ae. aegypti (Paula et al., 2011).

Com a perspectiva de reduzir o uso de inseticidas, esse estudo investigou
a viruléncia de blastosporos e conidios do fungo M. anisopliae (isolado LEF 2000)
contra larvas de Ae. aegypti (linhagem campo).

Nos bioensaios realizados com blastosporos e conidios no laboratoério
verificou-se que blastosporos foram mais eficientes para matar as larvas de Ae.
aegypti que conidios. Todas as larvas tratadas com blastosporos morreram em 48
horas (Sso de 1 dia), o que demonstra que blastosporos do fungo M. anisopliae
também sédo infectivos contra larvas de Ae. aegypti oriundas do campo.

Um estudo realizado por Alkhaibari et al. (2016) demonstrou a alta
viruléncia de blastosporos contra larvas de Ae. aegypti (linhagem de laboratério).
Segundo os autores, a alta viruléncia atribuida aos blastosporos em comparacao
aos conidios € devido a presenca de parede celular mais fina, o que facilita a
secrecao de enzimas do fungo no inseto, e também devido & produgéo de maior
quantidade de mucilagem, que facilita a adesao do fungo ao inseto, acelerando o
processo de infeccdo. Blastosporos do fungo entomopatogénico Tolypocladium
cylindrosporum foram mais virulentos que conidios contra larvas de mosquitos da
espécie Aedes sierrensis (Soares e Pinnoc, 1984).

Tais resultados podem ter ocorrido porque conidios tém dificuldade em
aderir a cuticula de larvas de Ae. aegypti devido a baixa producédo de mucilagem
e, portanto, em ambiente aquoso 0s conidios precisam ser ingeridos pelas larvas,
mas eles ndo sdo capazes de atravessar o epitélio intestinal e invadir a hemocele
(Butt et al., 2013). Além disso, a parede celular de conidios possui hidrofobinas
que protegem o fungo contra o estresse ambiental (St. Leger, 1992), e essa
proteina pode dificultar a interacdo do propagulo com o inseto em meio aquoso.

No entanto, os blastosporos possuem caracteristicas hidrofilicas, e em ambiente
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aguoso sao capazes de dispersar e manter interacdo com o tegumento das larvas
(Miranpuri e Khachatourians, 1990), o que os torna mais infectivos.

A associacdo de fungos e insetos terrestres ocorre naturalmente no
campo onde os conidios penetram o tegumento do inseto, atingem a hemolinfa e,
originam hifas do tipo levedura unicelular (blastosporos), que tem a capacidade de
circular livremente dentro da hemolinfa e explorar rapidamente os tecidos do
hospedeiro (Wanchoo et al., 2009).

O sucesso da infeccao por fungos entomopatogénicos depende das
defesas imunoldgicas do inseto (Wraight et al., 1990). Neste sentido blastosporos
parecem ter certa vantagem, uma vez que apresentam pouca ou nenhuma (-
glucana na parede celular (Alkhaibari et al., 2016). Isto dificulta o sistema
imunologico do inseto reconhecer o fungo na hemolinfa e, consequentemente,
retarda 0 mecanismo de defesa do inseto contra o fungo (Brown e Gordon, 2005).

Além dos mecanismos de defesa desenvolvidos pelo inseto contra a
atuacdo de fungos entomopatogénicos, a eficiéncia destes bioinseticidas no
campo também pode ser prejudicada em temperaturas elevadas. Nos bioensaios
realizados em BOD nas temperaturas 25, 30 e 35 °C observou-se que a
mortalidade das larvas diminuiu com o aumento da temperatura. Resultados
similares foram observados por Pelizza et al. (2007), quando larvas de Ae. aegypti
foram tratadas com zodsporos do fungo entomopatogénico Leptolegnia chapmanii
nas mesmas temperaturas.

O resultado deste estudo demonstra que em condicbes de campo o
aumento da temperatura poderia ser um fator limitante para a viruléncia de
blastosporos de M. anisopliae. Esporos infectantes de B. bassiana e M. anisopliae
tém sido testados no controle de larvas e adultos de mosquito, mas tém como
limitacdo a falta de persisténcia dos esporos no ambiente (Scholte et al., 2004).

A temperatura é um fator fundamental para o desenvolvimento e atividade
de todos os organismos (Mietkiewski et al., 1994). Ela afeta a germinacgéo e a taxa
de crescimento dos fungos no interior dos mosquitos hospedeiros (Kikankie et al.,
2010). No entanto, segundo Kim et al. (2013), uma formulacédo adequada, pode
proteger os blastosporos contra estresses abidticos.

Nos bioensaios de Campo-SlI, realizados em local sombreado, mas em
condigcbes ambientais ndo controladas, foi demonstrado que 100% das larvas

morreram no terceiro dia de avaliacdo. Ja nos bioensiaos de campo-SD
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realizados com exposicdo direta a luz solar, foi possivel constatar que mesmo
expostos a temperaturas entre 25-38 °C os blastosporos do fungo M. anisopliae
ainda foram capazes de apresentar eficiéncia com apenas 0,8% de sobrevivéncia
das larvas de Ae. aegypti ao final de sete dias de avaliagéo.

A influéncia de radiacdo solar e da temperatura pode ter sido o fator que
provocou um retardo na velocidade de infeccao das larvas. A radiacao ultravioleta
(UV) é responsavel por reduzir a viruléncia de conidios de fungos
entomopatogénicos (Braga et al., 2015). A tolerancia de um fungo a UV pode
estar associada a viruléncia contra o inseto alvo, a tolerancia a variagbes de
temperatura, a formulacdo do fungo e ao método de aplicacédo (Fernandes et al.,
2015).

Neste trabalho os bioensaios de persisténcia realizados no laboratério
demonstraram que a sobrevivéncia das larvas adicionadas logo ap6s o preparo
da suspenséo fangica foi menor quando comparada a sobrevivéncia das larvas
adicionadas nos bioensaios com o passar dos dias. Também foi observado que
aos 6 e 9 dias ocorreu o aparecimento de conidios formados a partir dos
blastosporos, o que pode ter contribuido para diminuir a sobrevivéncia das larvas
nesses dias. O fungo emerge do inseto morto e da origem a conidios, o que
normalmente ocorre na parte externa do inseto (Shah e Pell, 2003).

No entanto, os testes de viruléncia de fungos entomopatogénicos em
laboratério ndo estdo necessariamente correlacionados com eficacia no campo,
pois além da viruléncia, o isolado também deve se adaptar ao habitat do inseto
alvo (Roberts e St. Leger, 2004).

A persisténcia da viruléncia de blastosporos no experimento de Campo-
SD diminuiu ao longo dos dias e ndo ocorreu a formacdo de conidios nos
bioensaios como aconteceu nos experimentos de persisténcia realizados no
laboratorio. Os efeitos promovidos pela radiacdo solar podem influenciar a
capacidade de germinacdo do fungo e consequentemente a viruléncia (Rangel et
al., 2004; Carolino et al., 2014; Falvo et al., 2016). A radiacdo UV-B pode bloquear
o ciclo celular de forma permanente ou temporaria, impedindo ou retardando
consideravelmente a germinacao do fungo (Braga et al., 2001).

A estabilidade dos propagulos fungicos depende de fatores genéticos e
forma de cultivo do fungo, o que pode influenciar na persisténcia da viruléncia do

fungo M. anisopliae (Scheepmaker e Butt, 2010). O tempo em que 0s esporos de
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fungos permanecem viaveis no campo € um indicativo do potencial como agente
de controle biolégico (Darbro e Thomas, 2009).

A melhoria da estabilidade e persisténcia de blastosporos pode ser
alcancada através de melhorias nas condi¢des de crescimento e nas formulacées
do fungo (Zelgere e Schweigkofler, 2001). As condi¢cdes ambientais adversas
prejudicam o controle microbiano com fungos entomopatogénicos e, por isso, sdo
necessarias pesquisas quem visem selecionar e melhorar linhagens de patégenos
gue apresentem caracteristicas para serem utilizados no campo (Guerra et al.,
2009).

Alguns adjuvantes podem melhorar a persisténcia de agentes
microbianos no ambiente, protegendo-os da inativacao pela luz solar (Reddy et al.
2008). O desenvolvimento das formula¢cBes de fungos entomopatogénicos a base
de 6leo € uma estratégia para preserva-los dos efeitos ambientais negativos (Luz
et al.,, 1999). Formulacdes em 06leo prolongam a sobrevivéncia do propagulo e
diminuem a sensibilidade a radiacdes UV quando comparada com suspensfes
aguosas (Inglis et al., 1995).

A atividade inseticida da planta Azadirachta indica conhecida
popularmente como nim tem sido reportada para mais de 400 espécies de
insetos, das quais 100 destas tém ocorréncia no Brasil (Penteado, 1999). O éleo
de nim apresentou efeito tdéxico contra larvas de Anopheles gambiae e inibiu o
desenvolvimento das pupas (Okumu et al., 2007). E, também matou 90% de
larvas de mosquitos das espécies An. stephensi, C. quinquefasciatus e Ae.
aegypti (Gunasekaran et al., 2009).

Neste trabalho concentracdes acima de 0,1% de Oleo de nim foram
toxicas as larvas de Ae. aegypti em condi¢cdes de laboratério. A associacdo de
extratos de origem vegetal com fungos entomopatogénicos pode aumentar a
eficiéncia do controle bioldgico de insetos, reduzir custos e impactos ambientais
(Marqgues et al. (2004).

A utilizacdo de fungos entomopatogénicos suspensos com 6leos vegetais
pode ser vantajosa para aumentar a eficiéncia do controle de insetos vetores,
entretanto, € necessario verificar se o 6leo nédo é prejudicial a germinacao do
fungo. Neste trabalho verificou-se que a germinacdo de blastosporos (1x10°
blastoporso mL™) do fungo M. anisopliae suspensos com éleo de nim (0,01%) nao

foi afetada.
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O 6leo de nim na concentracdo de 0,039% também ndo afetou o
crescimento radial do fungo M. anisopliae (Marques et al., 2004). Conidios dos
fungos M. anisopliae var. acridum e M. anisopliae var. anisopliae apresentaram
compatibilidade com o 6leo de nim (Santos et al., 2009). A combinacéo de 6leo de
nim, extratos aquosos de sementes de nim e folhas, suspensos junto com B.
bassiana, também né&o teve efeito negativo sobre o crescimento vegetativo do
fungo ou sobre a producédo e viabilidade de conidios (Depieri et al., 2005).
Conidios de M. anisopliae suspensos com 0leo vegetal + isoparafina aumentaram
a persisténcia da viruléncia do fungo contra mosquitos adultos da espécie Ae.
aegypti, em condi¢cdes que simularam campo (Carolino et al., 2014).

Este trabalho foi o primeiro realizado com blastosporos suspensos com
0leo de nim e pode-se verificar que nos bioensaios realizados no Campo-SD com
baixa concentracdo de blastosporos (1x10° blastosporos mL™) suspensos em
baixa concentracdo de 6leo de Nim (0,01%), a sobrevivéncia das larvas de Ae.
aegypti provenientes de ovos coletados no campo foi de apenas 5.8% ao final de
7 dias de avaliacdo, mostrando o efeito positivo na viruléncia do fungo pelo 6leo
de nim. A combinacéo de fitoquimicos com fungos entomopatogénicos além de
aumentar a mortalidade total e reduzir o tempo de morte das larvas também pode
aumentar a persisténcia dos fungos e reduzir as chances de desenvolvimento de
resisténcias (Gomes et al., 2015),

Baixas concentracbes de Oleo de nim misturadas com conidios de M.
anisopliae mantiveram efeito sinérgico com o fungo, quando a suspenséao foi
testada contra larvas da espécie Ae. aegypti provenientes de ovos coletados no
campo (Gomes et al., 2015). Conidios do fungo M. anisopliae suspenso com 6leo
de nim aumentam nao apenas a viruléncia, mas também a persisténcia do fungo,
no controle de larvas de mosquitos da espécie Ae. aegypti em bioensaios
realizados em condi¢cdes de campo (Paula et al., 2019).

O encapsulamento de propagulos fungicos também pode ser utilizado
para aumentar a persisténcia de fungos no ambiente. Essa técnica consiste no
revestimento de particulas ou goticulas de material liqguido ou gasoso, formando
capsulas em miniatura, que podem liberar seu contetdo a taxas controladas e/ou
sob determinadas condi¢bes (Favaro-Trindade et al., 2008). Entre os polimeros

mais comumente usados como material encapsulante existe o alginato de sédio,
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gue é capaz de formar uma matriz altamente versatil, biocompativel e ndo téxica
para a protecdo de componentes ativos (Goh et al., 2012).

Polimeros formados a partir de alginato de sddio vém sendo usados no
encapsulamento de fungos entomopatogénicos, promovendo maior capacidade
de sobrevivéncia dos fungos em condicbes de campo, além de ser soluvel em
agua e ndo toxico ao ambiente e ao homem (Carballo, 1998). Conidios do fungo
M. anisopliae encapsulado em alginato de sbédio e expostos as condicdes
ambientais mantiveram a viruléncia sobre as larvas de Ae. aegypti (Morais, 2015).

No entanto, no presente trabalho, os blastosporos encapsulados, apesar
de terem germinado em meio de cultura BDA, ndo foram virulentos contra larvas
de Ae. aegypti. Portanto, se faz necessario aprimorar a técnica de
encapsulamento para que o propagulo fungico permaneca virulento e também
que possa ser liberado gradativamente das capsulas ao entrar em contato com a
agua.

O presente estudo apresenta caracter relevante, pois mostra que em
condi¢cbes de campo, blastosporos do fungo M. anisopliae (isolado LEF 2000) séo
virulentos para larvas silvestres de mosquitos Ae. aegypti e apresentam potencial
para serem utilizados no controle biol6gico deste vetor. Além disso, blastosporos
podem ser produzidos em grande numero mais rapidamente que os conidios
(Jackson et al., 1997).
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6. RESUMO E CONCLUSOES

Este estudo mostra pela primeira vez que blastosporos sao virulentos
contra larvas de Ae. aegypti provenientes de ovos coletados no campo e
permanecem virulentos em experimentos realizados em condicfes adversas de

campo.

Blastosporos de M. anisopliae foram mais virulentos para larvas de Ae.
aegypti (oriundas do campo) quando comparados com conidios do mesmo
fungo;

Um aumento na temperatura influenciou negativamente na viruléncia de
blastosporos;

A persisténcia de blastosporos nos bioensaios realizados no laboratério foi
maior que a persisténcia dos blastosporos nos bioensaios realizados no
Campo-SD;

Blastosporos de M. anisopliae foram virulentos contra larvas silvestres do
mosquito Ae. aegypti em experimentos realizados em condi¢des de campo-
SID e campo-SD;

Blastosporos suspensos junto com oOleo de nim apresentaram efeito

sinérgico, o que ocasionou maior mortalidade das larvas.
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