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RESUMO

O controle convencional de Aedes aegypti € baseado no uso de produtos
quimicos, porém o uso indiscriminado tem proporcionado o aumento de
resisténcia desse vetor. Uma das alternativas para manejar a resisténcia é usar
inseticidas alternativos, como por exemplo, o diflubenzuron, um regulador de
crescimento. Além disso, a interacdo de concentracdes baixas de inseticidas
guando aplicados junto com fungos entomopatogénicos é outra opcao de controle
a ser investigada. Porém, os fungos sdo altamente vulneraveis as condi¢des
ambientais, dessa forma, o encapsulamento do fungo em matriz de alginato pode
proteger o micro-organismo. O presente trabalho visou avaliar a interacdo entre o
diflubenzuron e os fungos Metarhizium anisopliae e Beauveria bassiana, como
também encapsular o fungo M. anisopliae visando o controle de larvas de A.
aegypti. As curvas de sobrevivéncia nos testes de interacdo dos fungos com
inseticida foram estatisticamente diferentes (P<0.0001). A combinagdo de M.
anisopliae com diflubenzuron apresentou interacdo sinérgica, proporcionando
28,9% de larvas sobreviventes e tempo médio de sobrevivéncia de 4 dias. A
combinacgao de B. bassiana com o diflubenzuron ndo apresentou interagdo, com
46,7% de larvas sobreviventes e Sso de 6,5 dias. As esferas de alginato de sodio
produzidas com o fungo M. anisopliae apresentaram formato arredondado quando
umidas e apOs a secagem, as esferas apresentaram formato irregular. O processo
de secagem, liofilizacdo ou BOD, nao interferiu no formato e nem no peso seco

das esferas produzidas (F@,5=0,501; P>0,05). A maior liberacédo de M. anisopliae

vii



encapsulado foi no segundo dia de imersdo na dgua, com 6,5x102 conidios mL™2.
As larvas expostas ao M. anisopliae encapsulado, revestido com PEG com textura
fina e desidratado no liofilizador (P1L) apresentaram sobrevivéncia de 38,9%,
menor que os demais tratamentos (Fa,14) = 34,945; P< 0,05). O tratamento com
M. anisopliae encapsulado sem prévia separacdo do arroz permitiu a
sobrevivéncia de 100% de larvas. As concentracbes de M. anisopliae
encapsulado com 0,25 e 0,5 g de conidios/ 50 mL promoveram 0 menor
percentual de sobrevivéncia larval entre os tratamentos, com 24,3 e 28,9% de
larvas sobreviventes, respectivamente (Fs, 26) = 18,382; P< 0,05) e tempo médio
de sobrevivéncia de 7 dias. M. anisopliae ndo encapsulado, armazenado na
geladeira e embalado com papel manteve sua viruléncia apos trinta dias de
armazenamento com 73,3% de larvas sobreviventes. M. anisopliae encapsulado,
armazenado na geladeira e embalado com papel teve a menor redugdo na
viruléncia, proporcionando 78,9% de larvas sobreviventes com 60 dias de
armazenamento. O M. anisopliae encapsulado expostos as condigcdes ambientais
manteve a viruléncia sobre as larvas de A aegypti. Os tratamentos com o fungo
encapsulado e o ndo encapsulado, ap6s 10 dias de persisténcia na agua,
permitiram que 100% das larvas sobrevivessem. O uso de fungos junto com
baixas concentracfes de inseticidas € interessante para aumentar a eficiéncia do
controle de mosquitos e a encapsulacdo em matriz de alginato € util para proteger

o fungo das flutuacées ambientais.
Palavras-chave: Aedes aegypti, diflubenzuron, fungos entomopatogénicos,

Metarhizium  anisopliae, Beauveria bassiana, controle biolégico e

encapsulamento.
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ABSTRACT

In order to control Aedes aegypti, chemical insecticides have been widely
used, but their indiscriminate use has led to increased development of resistance.
One of the alternatives for managing resistance is to use insecticides such as
diflubenzuron, an insect growth regulator. Furthermore, the interaction of low
concentrations of insecticides together with entomopathogenic fungi could be an
alternative control option. However, fungi are highly vulnerable to environmental
conditions, therefore, encapsulation of the fungus in an alginate matrix could
protect the micro-organism from adverse environmental conditions. This study
aimed to evaluate the interaction between diflubenzuron, Metarhizium anisopliae
and Bassiana bassiana, and also encapsulate M. anisopliae for the control of
larvae of A. aegypti. The survival curves for the interaction of the fungi and
insecticide were statistically different (P <0.0001). The combination of M.
anisopliae with diflubenzuron had a synergistic interaction, resulting in 28.9%
larval survival and a Sso of 4 days. The combination of B. bassiana with
diflubenzuron showed no interaction, 46.7% surviving larvae Sso and 6.5 days.
Sodium alginate beads produced with the fungus M. anisopliae had rounded
shape when wet and after drying, the balls had irregular shape. The process of
drying, using a freeze dryer or BOD did not influence the shape or weight of the
dry beads (F @5 = 0.501, P> 0.05). The highest levels of M. anisopliae conidial
release following encapsulation were on the second day of immersion (6.5x10°3

conidia mL?). Larvae exposed to M. anisopliae encapsulated and coated with
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PEG with fine texture and dried using a freeze dryer (P1L) resulted in 38.9%
survival, lower than the other treatments (F @,14) = 34.945; P <0.05). The treatment
with M. anisopliae encapsulated without prior separation from the rice, resulted in
100% larval survival. The concentrations of 0.25 and 0.5 g/ 50 mL of M. anisopliae
encapsulated conidia promoted the lowest percentage of larval survival between
treatments, with 24.3 and 28.9% of surviving larvae, respectively (F (s, 26) = 18.382;
P <0.05) and a median survival time of 7 days. Unencapsulated M. anisopliae
stored in the refrigerator and packed with paper maintained its virulence after thirty
days of storage with 73.3% larval survival. Encapsulated M. anisopliae, stored in
the refrigerator and wrapped in paper had the lowest reduction in virulence, with
78.9% of surviving larvae following 60 days of storage. Encapsulated M.
anisopliae exposed to environmental conditions maintained virulence against A.
aegypti larvae. The treatment with the encapsulated and unencapsulated fungus,
after 10 days persistence water, resulted in 100% of the larvae survived. The use
of fungi with low concentrations of insecticides is interesting to increase the
efficiency of mosquito control and encapsulation in alginate matrix is useful for

protecting the fungus from the environmental fluctuations.

Keywords: diflubenzuron, Aedes aegypti, entomopathogenic fungus, Metarhizium

anisopliae, Beauveria bassiana, biological control and encapsulation.



1. INTRODUCAO

O principal vetor da dengue, febre amarela e chikungunya no Brasil e no
mundo é o mosquito Aedes aegypti (Linnaeus, 1762; WHO, 2015). A. aegypti €
uma espécie predominantemente domeéstica, antropofilica e hematoéfaga, que faz
de depdsitos artificiais de agua limpa os locais preferenciais para a postura de
seus ovos. Este inseto desenvolve-se por metamorfose completa, com o ciclo de
vida compreendido em quatro estagios: ovo, larva, pupa e adulto (Christophers,
1960). O ciclo de vida desse inseto estd intimamente ligado as condicbes
ambientais, que sao fatores propicios ao desenvolvimento do mosquito e ao
aumento de criadouros (Costa et al., 2008).

No Brasil, A. aegypti € encontrada em todos os estados da federacdao,
com grande incidéncia nos principais centros urbanos, ambiente no qual encontra
alimento em abundancia, locais de repouso e reproducéo. Essa espécie desloca
dentro das cidades e entre as cidades através do fluxo de pessoas que podem
carregar o virus e o fluxo de matérias e bens que podem levar os ovos do
mosquito, (Catéao, 2012).

Em 2015, no Brasil foram registrados 745.957 casos de dengue, sendo
confirmados 229 6bitos até a semana epidemioldgica 15 (04/01/15 a 18/04/15). A
regido Sudeste teve 0 maior nimero de casos notificados (489.636 casos; 66,2%)
em relacdo ao total do pais. No estado do Rio de Janeiro foram registrados 22.
484 casos (Ministério da Saude, 2015). Nos quatro primeiros meses do corrente



ano, foram registrados cerca de 300 casos de dengue na cidade de Campos dos
Goytacazes (Secretaria Municipal de Saude de Campos dos Goytacazes, 2015).

Além dos virus da febre amarela e dengue, 0 mosquito A. aegypti pode
transmitir o virus Chikungunya (CHIKV), que causa uma doenca infecciosa e
febril. Até a semana epidemiologica 15 do corrente ano foram notificados 3.135
casos autoctones de febre de chikungunya no pais (Ministério da Saude, 2015).

Nesse cenario epidemiolégico, os programas nacionais de controle do
mosquito utilizam estratégias de acdo fundamentadas na eliminacdo do vetor
(FUNASA, 2001), visto que nao existe tratamento especifico, nem vacina
disponivel para prevenir a infeccdo pelo virus da dengue (WHO, 2009) e nem da
febre chikungunya (WHO, 2015). O controle quimico € o principal método utilizado
pelo poder publico para diminuir as epidemias. Entretanto, o uso continuo de
inseticida tem proporcionado o aparecimento de populacbes de mosquitos
resistentes (Braga et al., 2004; Beserra et al., 2007; Lima et al., 2006, 2011).

Uma das alternativas para manejar a resisténcia de insetos a inseticidas €
utilizar inseticidas com modo de acéo distinto e aplicacdes alternadas, visando a
reduzir a taxa de resisténcia ou postergar a selecdo de individuos resistentes.
Nesse intuito, diferentes classes de inseticidas tém sido inseridas nos programas
de controle da dengue, como os reguladores de crescimento de insetos que
formam um grupo de inseticidas da 32 geracdo (WHO, 2005), sendo notério
ressaltar o diflubenzuron, indicado pelo Ministério da Saulde para controle de
larvas de A. aegypti. Esse larvicida atua como inibidor da sintese de quitina
durante o processo de muda (Ministério da Saude, 2009).

Além de novas classes de inseticidas, o controle de vetores e pragas
associando inseticidas e entomopatdégenos pode ser uma alternativa viavel, visto
que tem beneficios econémicos e ecolbégicos, como diminuicdo dos riscos de
contaminagao ambiental e de reduzir o aparecimento de insetos resistentes aos
inseticidas (Alves et al., 1998a). Trabalhos tém mostrado aumento na eficiéncia
dos fungos Metarhizium anisopliae e Beauveria bassiana quando combinados
com inseticidas (Furlong e Groden, 2001; Hiromori e Nishigaki, 2001; Paula et al.,
2011).

Os fungos entomopatogénicos M. anisopliae e B. bassiana sao
amplamente utilizados nos programas de controle biolégico (Faria e Wraight,

2007). Trabalhos ja mostraram a viruléncia desses fungos sobre vetores de



doencas, como A. aegypti, Culex quinquefasciatus e Anopheles arabiensis (Paula
et al., 2008; Pereira et al.,, 2009; Howard et al., 2010; Kikankie et al., 2011).
Todavia, apesar da comprovada eficiéncia desses agentes de controle, seu uso
em campo tem sido dificultado, pois sdo altamente vulneraveis as condicdes
ambientais, como temperatura, umidade relativa e radiacédo solar (Sanyang et al.,
2000).

Nesse sentido, a formulacdo dos propagulos adquire grande importancia
para o controle microbiano, visto que pode proteger os patdogenos da radiacao
solar, fornecer nutrientes para seu crescimento e favorecer o armazenamento.
Além disso, pode aumentar a viruléncia, proporciona melhor praticidade na
aplicacdo e maior preservacdo no ambiente; tornando, dessa forma, o patégeno
apto a ser utilizado em condicdes de campo (Alves et al., 1987).

As formulagbes para encapsular micro-organismos tém sido utilizadas em
diversas areas de pesquisa, com destaque para fitossanidade. Nessa técnica o
encapsulado é acondicionado por matrizes poliméricas, as quais permitem sua
liberacdo de forma controlada e sob condi¢des especificas (Suave et al., 2006).

O alginato de sodio pode formar matrizes que servem para encapsular
diferentes produtos. Esse polimero vem sendo usado no encapsulamento de
entomopatdégenos, promovendo maior capacidade de sobrevivéncia dos fungos
em condi¢cdes de campo, além de ser sollvel em agua e ndo toxico ao fungo nem
ao homem (Carballo, 1998). Liu e Liu (2009a) reportaram que o0 encapsulamento
do fungo M. anisopliae em matriz de alginato de sodio permitiu a manutencéo da
sua viabilidade por seis meses.

O desenvolvimento de sistemas que permitem a liberacédo progressiva e
controlada do fungo em meio aquoso pode manter ou ampliar a acdo do
entomopatdégeno no controle de larvas de mosquitos, visto que, proporciona
concentragdo constante, aumentando assim a sua eficacia. Portanto, torna-se
necessaria a investigacao de formulacdes apropriadas para encapsular fungo M.

anisopliae visando seu uso no controle de larvas de A. aegypti.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Bioecologia de Aedes aegypti

O mosquito A. aegypti pertencente ao filo Arthropoda, a classe Insecta, a
ordem Diptera, a familia Culicidae e ao género Aedes (Christophers, 1960) tem
ampla distribuicdo geografica, predominando nas areas tropicais e subtropicais
situadas entre os paralelos de latitudes 35° Norte e 35° Sul e nas zonas isotermas
de 10°C em latitudes norte e sul (WHO, 2009), porém projecdes de elevacao de
2° C da temperatura no final do século XXI indicam um provavel aumento na
distribuicdo deste vetor no planeta (Githeko et al., 2000).

Esse culicideo € originario da Africa e chegou ao continente americano
ap6s desenvolver, em seu ambiente primario, grau significante de sinantropia
(Christophers, 1960). A capacidade de transmitir os virus da dengue, febre
amarela urbana e chikungunya torna o A. aegypti um problema de saude publica.
A dengue tem se destacado entre as enfermidades reemergentes e é considerada
a mais importante das doencas virais transmitidas por artrépodes. Ocorre em
mais de 100 paises e expde mais de 2,5 bilhdes de pessoas ao risco de contrai-la
nas areas urbanas, suburbanas e rurais dos tropicos e subtropicos (WHO, 2009).
Outra arbovirose com crescente incidéncia € a chikungunya, identificada em mais
de 60 paises na Asia, Africa, Europa e Américas, com registros de 1.135.000
casos suspeitos nas ilhas do Caribe, paises da América Latina e EUA, causando
176 mortes nos primeiros meses de 2015 (WHO, 2015).

A ocorréncia das doencas anteriormente mencionadas esta diretamente
relacionada com a ecologia e distribuicdo do vetor, ecologia dos hospedeiros,
variaveis ambientais e ocupacdo do espaco pelo homem (Forattini, 2002). Os
fatores estruturais e conjunturais como concentracdo da populacdo humana e
aumento da mobilidade de pessoas também podem potencializar a propagacao
das doengas, favorecendo a expansdo e a manutencdo da circulacdo do virus e

seus vetores (Glasser e Gomes, 2002).



A dispersdo do mosquito ocorre, principalmente, de forma passiva, por via
terrestre, maritima e aérea, através de ovos depositados em pneus usados e
adultos que se abrigam dentro de veiculos (Eiras, 2005).

A dispersdo ativa de A. aegypti € varidvel, sendo guiada pela busca de
sitios apropriados de oviposi¢cdo, geralmente o alcance ndo excede os 100
metros, porém, ja foi demonstrado até 3 km, quando ndo havia recipientes para
oviposicdo nas proximidades. Fora do periodo de alimentacdo, reproducdo e
dispersdo, os mosquitos procuram abrigos com pouca luz, auséncia de vento,
umidade relativa do ar elevada e com pouco movimento para repousar (FUNASA,
2001).

O desenvolvimento pds-embrionario do mosquito A. aegypti € por
holometabolia. Seu ciclo de vida compreende duas fases ecoldgicas distintas e
interdependentes, sendo uma aquéatica, compreendendo as fases de ovo, larva e
pupa, e uma terrestre correspondente ao mosquito adulto (Figura 1). O estagio
larval possui quatro fases de desenvolvimento (FUNASA, 2001).

A postura dos ovos é realizada individualmente préxima a lamina d’agua,
no instante da postura os ovos sao brancos, mas adquirem coloracdo negra
rapidamente. Os ovos sao revestidos externamente por uma camada
denominada de exocério, medem, aproximadamente 1 mm de comprimento e tém
o contorno alongado e fusiforme. S&o resistentes a dessecacdo, podendo
permanecer viaveis no campo, por mais de um ano, sendo observada ecloséo
com até 450 dias de quiescéncia. A fecundacdo ocorre durante a postura e o
desenvolvimento do embrido se completa em 48 horas, em condi¢des favoraveis
de umidade e temperatura (FUNASA, 2001).

A eclosdo das larvas ocorre apos o desenvolvimento embriondrio em
condi¢cdes ambientais favoraveis. O principal estimulo para a eclos@o € o contato
do ovo com a agua do criadouro. As larvas passam por quatro fases de
desenvolvimento denominadas L1, L2, L3 e L4. Seu corpo € composto de
cabeca, torax e abdémen. O abdémen é dividido em oito segmentos, a parte
posterior e anal possui quatro branquias lobuladas para regulagdo osmaética e um
sifdo ou tubo de ar para a respiracédo na superficie da agua. O periodo larval varia
de quatro a sete dias (Forattini, 2002).

Na fase subsequente, tém-se as pupas, que possuem o corpo dividido em

cefalotérax e abdémen, com um par de tubos respiratorios ou trompetas. Neste



periodo, geralmente de dois a trés dias, ndo ocorre alimentacdo e ha
metamorfose para estagio adulto (FUNASA, 2001).

Os adultos apresentam térax enegrecido, ornamentado com desenho em
forma de lira no mesonoto e faixas brancas nas bases dos segmentos tarsais. O
macho se distingue da fémea por possuir antenas plumosas e palpos mais
longos. Permanecem vivos em condi¢cbes de laboratorio, geralmente, por dois a
trés meses, mas, na natureza, vivem em meédia trinta dias (Consoli e Oliveira,
1998).

Os machos e as fémeas do mosquito alimentam-se de seiva de plantas,
entretanto, as fémeas necessitam das proteinas presentes no sangue do
hospedeiro para a maturacdo dos ovos. Essa espécie € hematofaga,
predominantemente domeéstica e antropofilica. O numero de ovos por postura
depende da quantidade de sangue ingerido durante o repasto sanguineo, mas
geralmente uma fémea produz em meédia 120 ovos (Forattini, 2002). Muitos
vertebrados sdo fontes de repasto, inclusive o homem, que é picado,
preferencialmente, nos pés e nas partes inferiores das pernas (Eiras, 2005).

As fémeas de A. aegypti ovipositam em horarios com pouca
luminosidade, com um pico matutino e outro vespertino. Em condicbes de
laboratorio, a maior taxa de oviposicdo foi observada ao entardecer e 72 horas
ap0s a realizacdo do repasto sanguineo. Em campo, a periodicidade de
oviposigao foi entre a 92 e a 102 hora da fotofase e entre a 12 e a 22 hora do

periodo da escotofase (Gomes et al., 2006).
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Figural- Ciclo biol6gico de Aedes aegypti.

2.2 Controle de Aedes aegypti

O controle de vetores em Saude Publica visa prevenir a infeccéo
mediante o0 bloqueio ou a reducdo da transmissdo, sendo seus principais
objetivos, o0 manejo dos problemas existentes, como surtos, epidemias, alta
mortalidade e alta morbidade; a prevencdo de epidemias ou a reintroducao de
doencas; e a reducao dos fatores de risco ambiental da transmissdo. Para isso é
necessario buscar o conhecimento sobre o hospedeiro humano, a doenca, o vetor
e 0 ambiente; e dispor dos recursos necessarios para aplicacdo oportuna de
medidas de controle (Braga et al., 1999).

O controle efetivo dos vetores ndo pode depender de um s6 método e
sim, de varias alternativas, adequadas a realidade local, que permitam sua
execucdo de forma integrada e seletiva. O controle integrado trata do
planejamento do controle, de acordo com as condi¢cdes ambientais e a dinamica
populacional do vetor. Sdo selecionados os métodos de controle apropriados e as
populacbes do vetor devem ser mantidas em niveis baixos de infestagdo (OPS,

2005).



Nas ultimas décadas, vem sendo reiterada a recomendacao do controle
integrado de A. aegypti com implementacéo descentralizada, envolvendo o poder
publico e a sociedade. As medidas mais utilizadas pelos programas de controle
envolvem o controle fisico, quimico e bioldgico, sendo os dois primeiros grupos

mais intensamente utilizados (San Martin e Brathwaite-Dick, 2007).

2.2.1 Controle fisico

No controle fisico as medidas preventivas sédo direcionadas
principalmente aos criadouros, constituindo-se de acfes simples e eficazes,

especialmente os cuidados a serem adotados pela populagéo.

O principio primordial é fundamentado no saneamento basico que visa a
modificacdo do meio para reduzir as populacdes de A. aegypti, diminuindo o
namero de criadouros artificiais no ambiente por meio de medidas como a
adequacdo dos servicos de agua potavel, com cobertura de depdsitos que
acumulam agua, sistema de drenagem; obras de engenharia em habitacfes,
destruicdo ou a destinacdo adequada de possiveis criadouros, coleta de residuos
sélidos e seletivos de materiais reciclaveis, dificultando assim a oviposicdo das
fémeas em tais potenciais criadouros. Outra estratégia visa reduzir o contato
humano com o vetor através de instalacdo de telas em janelas, mosquiteiros e

uso de repelentes (Ministério da Saude, 2009).

Silva e Gomes (2008) demonstraram que medidas mecéanicas, como
aplicacbes de residuos de madeira e de casca de arvores entre as folhas de
bromélias ornamentais, foram eficazes para evitar que larvas do mosquito A.
aegypti desenvolvessem nos exemplares estudados, visto que, as plantas da
familia Bromeliaceae constituem criadouros naturais de varias espécies de

culicideos.

2.2.2 Controle quimico

O controle quimico é baseado no uso de produtos quimicos para eliminar
ou controlar vetores e oferece como principais vantagens, a rapidez e a facilidade

de atuacdo. Esse tipo de método € realizado para o controle do mosquito A.

aegypti desde o inicio do século passado, com a primeira campanha contra a



febre amarela realizada em Cuba e no Panama quando as residéncias foram
tratadas com petréleo e piretrina. Na década de 40, o dicloro-difenil-tricloroetano
(DDT) se destacou como o principal agente quimico utilizado nos programas de
erradicacdo do mosquito realizados no continente americano, porém devido ao
aumento de populagbes do mosquito resistentes, em 1960, esse inseticida foi
substituido pelos organofosforados (OPAS, 2005).

O controle quimico de A. aegypti realizado pelos 6rgdos publicos €
direcionado para o tratamento focal, perifocal dos criadouros do vetor e aplicacao
espacial com equipamento de pulverizagdo em ultrabaixo volume (UBV) no
periodo de epidemia (Ministério da Saude, 2009).

No tratamento focal, as acBes sao direcionadas para o controle das
larvas, com aplicacdo periddica de larvicidas em recipientes que possam atuar
como criadouros, quando a sua eliminagdo mecénica ndo € viavel. Os inseticidas
mais empregados para essa modalidade sdo os organofosforados e o0s
reguladores de crescimento (Ministério da Saude, 2009).

O organofosforado temefds € o inseticida mais utilizado nos municipios
brasileiros para controle de larvas de A. aegypti. Esse inseticida atua inibindo
irreversivelmente a enzima acetilcolinesterase, que é importante na regulacéo dos
niveis de acetilcolina, um neurotransmissor. Em condicbes normais,
acetilcolinesterase catalisa a hidrolise da acetilcolina em &cido acético e colina,
interrompendo a transmissédo dos impulsos nervosos nas sinapses dos neurdnios.
Porém, em insetos expostos aos organofosforados, ocorre o acumulo de
acetilcolina nas juncbes nervosas (ou sinapses), provocando hiperatividade
nervosa, distorcdo muscular, colapso do sistema nervoso, paralisia e morte do
inseto (Braga e Valle, 2007).

A aplicacdo do temefés é realizada em ciclos bimestrais, em &gua
estagnada e em reservatérios de agua para uso doméstico, na concentracao final
de 1 ppm e formulacéo granulada (Ministério da Saude, 2009).

Os reguladores de crescimento indicados pelo Ministério da Saude para
controle de larvas de A. aegypti estdo divididos em dois grupos, inibidores da
sintese de quitina (ISQ) e analogos do hormdnio juvenil (AJH) (Ministério da
Saude, 2009). Os ISQ, como o diflubenzuron, novaluron e o triflumuron, atuam
sobre as larvas, ocasionando a morte durante a ecdise. A larva ndo consegue

eliminar a cuticula velha, devido a inibicdo da deposi¢céo de quitina (Mulla, 1995).
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O diflubenzuron na concentracao de 0,1 e 1 ppm ocasionou mortalidade
de 100% em larvas de A. aegypti de terceiro estadio em periodo menor que uma
semana. Foram observadas alteracbes morfolégicas das larvas tratadas, como
presenca de vacuolos citoplasmaticos e grande quantidade de secrecdo na
superficie apical do meséntero, além do espessamento da cuticula, intensa
atividade celular e alteracbes no corpo gorduroso, inibicdo da reabsorcdo da
exocuticula e inibicdo da formacao da cuticula nova (Borges et al., 2004).

Relatorio emitido pelo Ministério da Saude mostrou a eficiéncia e a
persisténcia de reguladores de crescimento utilizados no controle de larvas de A.
aegypti. Nos ensaios realizados em condi¢cdes simuladas de campo, a
mortalidade ocasionada pelos ISQ ocorreu principalmente em larvas e a
mortalidade de pupas foi observada somente apds trés semanas. A atividade
residual do diflubenzuron variou entre 7 e 17 semanas e a do triflumuron entre 5 e
7 semanas, a persisténcia por mais de 8 semanas s6 foi observada para
triflumuron quando aplicado em baldes colocados na sombra (Ministério da
Saude, 2005).

Os AJH desequilibram o balan¢co hormonal ocasionando varios graus de
metamorfose incompleta. Sua principal atuacdo é na inibicdo de emergéncia de
adultos, as larvas sobrevivem e a mortalidade ocorre principalmente no estagio de
pupa, se as pupas sobreviverem a mortalidade ocorrera durante a emergéncia do
adulto (Mulla 1995). O methoprene é um dos mais antigos AJH desenvolvidos,
esse larvicida € recomendado pela OMS para uso em controle de Aedes sp. em
agua potavel (WHO, 1997). O pyriproxifen é outro dos compostos miméticos de
horménio juvenil com grande eficacia e também é recomendado para controle de
Aedes sp. (Mulla, 1991).

Para o controle quimico dos mosquitos adultos sdo empregadas duas
modalidades: 1°) aplicacdo de inseticida de acdo residual denominada de
tratamento perifocal, indicada para uso rotineiro especifico em iméveis que, além
de concentrarem muitos recipientes em condi¢cées que favorecem a proliferacéo
de formas imaturas, contribuem para a dispersao passiva do vetor; e 2°) aplicacao
espacial de inseticida com pulverizadores de Ultrabaixo Volume, indicado para
situacOes de surto e epidemias. Os inseticidas empregados nessa modalidade
sdo os piretroides, cipermetrina e deltametrina e o organofosforado malathion
(Ministério da Saude, 2009).
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O inseticida imidacloprid ndo estd inserido no programa nacional de
controle do mosquito da dengue, mas é um inseticida promissor no controle de A.
aegypti (Paul et al., 2006). Esse inseticida atua como antagonista da acetilcolina,
ligando-se aos receptores nicotinicos, abrindo os canais de sédio; entretanto, as
moléculas ndo sdo degradadas imediatamente, levando a hiperexcitacdo do
sistema nervoso e, consequentemente, a morte dos insetos (Omoto, 2000).

Antonio-Arreola et al. (2011) reportaram o0 potencial do imidacloprid no
controle de ovos de A. aegypti. Nesse estudo foi verificado que os ovos do
mosquito tratados com imidacloprid na concentragao de 0,15 ppm nao eclodiram.
Enquanto no tratamento controle 50% das larvas eclodiram. No trabalho
desenvolvido por Paula et al. (2011), foi verificado que o imidacloprid na
concentracdo de 100ppm proporcionou menos de 20% de sobrevivéncia em

adultos de A. aegypti.

2.2.3 Controle biolégico

O controle biolégico consiste na utilizacdo racional de inimigos
(predadores, parasitas, parasitoides ou patdgenos) naturais ou modificados
visando a manutencao da densidade de outro organismo a um nivel mais baixo do
que aquele que normalmente ocorreria na auséncia do inimigo natural . Este
método pode ser integrado ao controle quimico, fisico, mecéanico e
comportamental (Pedrosa-Macedo, 1993; Melo e Azevedo, 1998; Gallo et al.,
2002).

Quando comparado o controle quimico e o controle biolégico, o controle
biolégico apresenta vantagens e desvantagens. Entre as vantagens pode-se citar
gue causa menor impacto ambiental, possui alta especificidade e causa menor
incidéncia de desenvolvimento de resisténcia, ndo afetando populacbes de
artropodes, como 0s inimigos naturais, que sdo ecologicamente importantes. Em
compensacao requer tecnologia de aplicacdo as vezes mais complexa, possui um
efeito mais lento e sdo vulneraveis as condi¢cdes ambientais (Alves, 1998a).

No Programa Nacional de Controle da Dengue, a bactéria
entomopatogénica Bacillus thuringiensis var. israelensis (Bti) € indicada para o
controle larvario de A. aegypti (Polanczyk et al., 2003; Ministério da Saude, 2009).
O modo geral de acdo do Bti envolve inicialmente a ingestdao dos cristais, em

suspensao na agua, pelas larvas. Uma vez ingerido, o cristal é solubilizado em pH
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alcalino intestinal liberando no limen quatro polipeptideos componentes do cristal,
gue séo considerados protoxinas. Estes necessitam ser clivados pelas proteases
intestinais dando origem a proteina ativada de menor tamanho (Koni e Ellar,
1994).

Apbés o processamento proteolitico, a toxina passa pela membrana
peritrofica e é reconhecia por receptores especificos presentes no intestino. Apos
a ligacdo com o receptor, a toxina cria poros que alteram o balanco osmaotico no
tecido intestinal. Em poucos minutos sdo observadas alteracdes citopatologicas
no epitélio intestinal das larvas, como o intumescimento celular, a alteragdo na
estrutura das mitocéndrias, a ruptura da lamina basal, os danos a musculatura
lisa, a lise das células e o extravasamento do conteudo intestinal para hemolinfa.
Como consequéncia ocorre inibicdo da alimentacédo, paralisia e morte rapida por
toxemia (Vilarinhos et al., 1998).

O controle biolégico com o uso de predadores naturais, como 0S peixes
larvofagos, € uma alternativa que pode ser utilizada no controle de larvas de A.
aegypti, principalmente em criadouros naturais. Contudo, no estado do Ceara,
varias espécies de peixe vém sendo utilizadas em depdsitos domiciliares. Em
condicBes de laboratdrio, um espécime macho do peixe Betta splendens é capaz
de consumir até 500 larvas de A. aegypti em menos de 24 horas (Cavalcanti et
al., 2007). Os peixes da espécie Poecilia reticullata foram utilizados em
comunidade rural de Dracena/SP para controlar larvas de A. aegypti em
bebedouros de animais (Ferreira e Sampaio, 1996).

Os peixes, em funcdo de seu tamanho, sdo inadequados para o0s
criadouros mais comuns do mosquito, considerando-se que na maioria das vezes
esses criadouros sdo descartaveis, mas podem ser adequados para tanques de
armazenamento de agua em condicdes precarias, em que nao existam
reservatorios apropriados com tampa. Entretanto, a desvantagem desse tipo de
controle esta relacionada com a possibilidade dos peixes larvofagos levarem
micro-organismos dos seus criadouros originais e esses micro-organismos serem

potencialmente patogénicos para os seres humanos (Cavalcanti et al., 2007).
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2.3 Controle microbiano com fungos entomopatogénicos

O controle microbiano € um ramo do controle bioldgico que trata da
utilizacao racional dos entomopatoégenos (fungos, bactérias, protozoarios, virus e
nematoides). Essa modalidade de controle tem as vantagens de ter seletividade
aos inimigos naturais, ter a capacidade de multiplicacdo e dispersdo no meio
ambiente e ser de facil aplicacdo. As limitagbes do controle microbiano estao
relacionadas com o reduzido espectro de acado, efeito mais lento do que os
inseticidas quimicos, necessidade de condicbes ambientais favoraveis para
realizar o controle e condi¢des especiais de armazenamento (Alves, 1998a).

Aproximadamente, 80% das doencas em insetos tém como agentes
etiologicos os fungos, pertencentes a cerca de 90 géneros e mais de 700
espécies e a maioria dos géneros conhecidos ja foram relatados no territorio
brasileiro. Eles ndo possuem pigmentos fotossintéticos, possuem grande
variabilidade genética, largo espectro de hospedeiros e penetram nos insetos via
tegumento, via trato alimentar e através dos espiraculos. Os fungos
entomopatogénicos foram os primeiros patégenos a serem utilizados no controle
microbiano de insetos (Alves, 1998a). Esses micro-organismos podem infectar
diferentes estagios de desenvolvimento dos hospedeiros e as espécies M.
anisopliae e B. bassiana mostraram alta viruléncia contra vetores de doencgas
(Scholte et al., 2005, 2007 ; Zhang et al., 2010; Sousa, 2013; Vieira et al., 2013).

Os programas de controle microbiano podem utilizar os fungos
entomopatogénicos de trés formas, a saber, Controle Classico, em que ocorre a
importacdo de agentes de controle da regido de origem para outra, de modo a
estabelecé-los permanentemente como novos elementos da fauna; Controle
Aumentativo ou por Incrementacdo, em que o entomopatégeno € multiplicado
massalmente em laboratérios especializados, para posteriormente, ser liberado
no campo no momento apropriado; e Controle por Conservacdo, através da
manutencdo dos fungos nos agroecossistemas favorecendo ou fornecendo as
condicdes de sobrevivéncia e reproducéo e, consequentemente, estimulando sua
permanéncia no ambiente (Shah e Pell, 2003).

A utilizacdo de fungos entomopatogénicos possui um obstaculo
consideravel que é a alta vulnerabilidade as condigbes ambientais, como
temperatura, umidade relativa e radiacdo solar (Sanyang et al.,, 2000). A

temperatura afeta o metabolismo dos fungos, pois, altera processos de producéo
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de enzimas, toxinas, germinacdo dos conidios, desenvolvimento do tubo
germinativo, penetragdo, colonizacdo e reproducdo. A faixa ideal para o
crescimento da maioria dos fungos entomopatogénicos varia entre 20 a 30° C
(Alves e Leucona, 1998). Segundo Fernandes (1986), a temperatura atua sobre
todas as fases do fungo entomopatogénico, porém sua influéncia é mais evidente
durante a germinacdo e o desenvolvimento da infeccéo, que é a fase parasitica e
apos a morte do hospedeiro, na conidiogénese, a fase reprodutiva.

A umidade relativa alta entre 70 e 100 % é essencial para as fases de
disseminagédo, germinacdo e penetracdo dos fungos entomopatogénicos. A
radiacdo ultravioleta (UV) representa o principal agente de inibicdo dos
entomopatdgenos e estes, podem perder sua infectividade quando submetidos a
luz solar direta, inviabilizando seu uso no controle de insetos (James et al., 1998,
Braga et al., 2001a,b,c).

2.3.1 Metarhizium anisopliae no controle de insetos vetores

O fungo M. anisopliae (Ascomycota: Clavicipitacea) € morfologicamente
filamentoso com micélio hialino e septado, dotado de conidiéforos dos quais
emergem conidios cilindricos organizados em colunas (Arruda et al., 2005).
Encontra-se amplamente distribuido na natureza e pode ser encontrado no solo,
onde sobrevive por longos periodos, sendo patogénico a mais de 300 espécies de
insetos (Franceschini et al., 2001).

O processo infeccioso de M. anisopliae inicia com a deposicdo e adesao
de conidios sobre a cuticula do hospedeiro através de interacdes hidrofdbicas e
do material mucilaginoso. Em condic6es adequadas de umidade e temperatura,
ocorre a germinacdo, o desenvolvimento dos conidios e o tubo germinativo
diferenciam-se em apressorio. Através de uma combinacdo de pressao e
degradacdo enzimética (proteases e quitinases e lipases) ocorre a penetracdo da
cuticula, subsequentemente, as hifas proliferam e colonizam as cavidades do
corpo do hospedeiro, ocorrendo liberacéo de toxinas (destruxinas e citocalasinas).
A acao das toxinas interfere nos processos fisiologicos, causando paralisacédo
e/ou morte do inseto. Apos a morte do hospedeiro, as hifas crescem invadindo os
diversos 6rgdos internos. O micélio emerge do corpo do inseto produzindo

conidios que poderao ser disseminados para infectar outros individuos. No final
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da conidiogénese o cadaver apresenta coloracdo verde, denominada muscardine
verde (Schrank e Vainstein, 2010).

Os insetos infectados procuram normalmente lugares com temperatura
mais elevada, a fim de aumentar a temperatura do corpo e assim inibir o
desenvolvimento do micro-organismo infectante. A ag¢do das destruxinas
reduzindo a mobilidade do hospedeiro prejudica esse mecanismo de defesa
comportamental (Elliot et al., 2002). O nivel de viruléncia dos isolados do fungo
Metarhizium € proporcional a quantidade de destruxina produzida (Sree et al.,
2008).

A facilidade de producdo, aplicacdo, especificidade, auséncia de
toxicidade ao homem e a possibilidade de associacdo com as outras taticas de
controle viabilizam a utilizacdo de M. anisopliae no controle biolégico de pragas
agricolas e vetores de doencas (Roberts e St. Leger, 2004). As diversas
caracteristicas de M. anisopliae despertam o interesse nos estudos do potencial
desse fungo no controle de insetos que causam prejuizos ao homem.

Em um estudo de campo em uma aldeia rural na Tanzéania, avaliou-se a
infeccdo e a reducéo da sobrevivéncia dos mosquitos selvagens A. gambiae apés
0S mosquitos repousarem em tecidos pretos impregnados com o fungo
M. anisopliae. Nesse estudo foi verificado que 0s mosquitos infectados com o
fungo, apds onze dias, apresentaram 100% de mortalidade, enquanto que no
tratamento controle foram necessarios vinte dias para que todos 0os mosquitos
morressem. Esses resultados indicam que o fungo M. anisopliae é eficaz para ser
usado em programas de controle da maléria, visto que diminuiu a longevidade dos
mosquitos A. gambiae, seu principal vetor (Scholte et al., 2005). Em outro
trabalho foi verificado que os mosquitos A. gambiae foram infectados em apenas
15 a 30 minutos de contado com a formulacéo de M. anisopliae (2 x 10%° conidios
m?) em 6leo mineral, o que resultou 100% de mortalidade em dez dia de infecgdo
(Mnyone et al., 2009).

A viruléncia de M. anisopliae foi observada também sobre todos os
estagios de desenvolvimento do mosquito A. aegypti. Os ovos de A. aegypti
tratados com M. anisopliae em ambiente com umidade em 100% nao
apresentaram eclosdo das larvas (Luz et al.,, 2008). Pereira et al. (2009)
reportaram que houve 88% de mortalidade quando as larvas de A. aegypti foram

tratadas com fungo M. anisopliae (ESALQ 818). O tempo de sobrevivéncia de
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machos e fémeas de A. aegypti foi de trés e quatro dias, respectivamente, quando
0s mosquitos foram colocados durante 24h no interior de um cilindro de pléstico
contendo os papéis filtro impregnados com M. anisopliae (ICIPE30) na
concentracéo 1,6x10'° conidios m? (Scholte et al., 2007).

A temperatura interferiu na viruléncia do fungo M. anisopliae (ICIPE30)
sobre o mosquito A. aegypti. Quando os mosquitos foram expostos ao fungo em
ambiente com temperatura de 20, 26 e 32°C a mortalidade dos mosquitos
infectados foi 47,4; 72,2 e 90,3%, respectivamente (Darbro et al., 2011).

No estudo de Carolino et al. (2014) foi verificado que a formulacédo de M.
anisopliae em 0leo vegetal e isoparafina aumentou a persisténcia do fungo até 18
a 23 dias da formulacao ser impregnada em tecidos pretos, sendo verificado que
os conidios ressuspendidos do tecido e aplicados sobre 0s mosquitos
proporcionaram 64% de sobrevivéncia nos mosquitos tratados, enquanto que no

controle a sobrevivéncia foi 87%.

2.3.2 Beauveria bassiana no controle de insetos vetores

B. bassiana (Ascomycota: Clavicipitacea) é nome da fase assexuada ou
anamorfo do fungo, a fase sexuada do fungo ou teleomorfo é conhecido como
Cordyceps bassiana. Morfologicamente esse fungo possui micélio esbranquicado,
conidiéforos simples em grupos irregulares ou verticilados. A caracteristica mais
marcante sdo 0s grupos de células conidiogénicas curtas e globosas que
produzem uma sucessao de conidios unicelulares a partir de uma raque alongada
(Kirk et al., 2001). As formas dos conidios podem variar de globoso, elipsoide,
cilindrico, reniforme e vermiforme e com grande variedade de tamanhos (Rehner,
2005).

O fungo B. bassiana foi isolado pela primeira vez de Bombyx mori (bicho-
da-seda), causando a doenca conhecida como muscardine branca. E de
ocorréncia cosmopolita, coletada frequentemente de insetos e amostras de solo,
onde pode subsistir por longo tempo. Em condic¢des de laboratério pode colonizar
a maioria dos insetos, sendo que no campo ocorre de forma enzooltica e
epizootica em Coleoptera, Lepidoptera, Hemiptera e de forma enzodotica sobre

Diptera, Hymenoptera e Orthoptera (Alves e Leucona, 1998; Melo, 2002).
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O modo de infeccado desse fungo é semelhante ao fungo M. anisopliae,
porém no final da infecc&o, os insetos apresentam com o corpo coberto por uma
massa pulverulenta de conidios de coloracéo esbranquicada (Alves, 1998a).

Estudos mostraram a viruléncia de B. bassiana sobre vetores, como
também seu potencial em reduzir a capacidade de mosquitos em transmitir
doencas. Howard et al. (2010) reportaram que a infeccéo pelo fungo B. bassiana
modificou o0 comportamento alimentar de fémeas de C. quinquefasciatus, uma vez
que as fémeas infectadas pelo fungo reduziram em 37% a alimentacdo
sanguinea.

A utilizacdo do fungo B. bassiana € uma alternativa no controle de
vetores resistentes a inseticidas. Visto que, nos testes realizados com
populacbes de A. arabiensis suscetiveis ou resistentes aos inseticidas
recomendados pelo WHO para controle de vetores da malaria ndo houve
diferenca significativa na sobrevivéncia dessas populagbes de mosquitos
infectados com B. bassiana. Porém, diferencas quantitativas foram detectadas
gquando o0s mosquitos foram infectados em temperaturas diferentes. A
probabilidade de A. arabiensis ser infectado por B. bassiana € maior quando a
infeccdo pelo fungo ocorre em temperaturas de 25°C do que em 21°C (Kikankie et
al., 2010).

A transmissdo horizontal de B. bassiana entre mosquitos A. aegypti foi
mostrada quando os machos infectados pelo fungo acasalaram com fémeas
sadias, ocasionando mais de 70% de mortalidade nas fémeas (Garcia-Munguia et
al., 2011). A suscetibilidade de larvas de A. aegypti a B. bassiana (CG24) foi
mostrada quando as larvas foram tratadas com o fungo na concentracdo 5x10°

conidios mL, ocorrendo 82, 7% de mortalidade (Pereira et al., 2009).

2.4 Interagao dos fungos entomopatogénicos com inseticidas

A interacdo de fungos com concentracfes baixas de inseticidas quimicos
€ uma alternativa para melhorar a eficacia do entomopatdégeno. Nessa interacéo,
espera-se que o inseticida atue como agente estressor na populacdo praga e
consequentemente, o inseto alvo fique mais suscetivel ao entomopatogeno. Esse
método de controle tem beneficios econbmicos e ecoldgicos, sendo possivel
reduzir a quantidade de inseticida a ser utilizada, como também as concentracdes

dos micro-organismos (Borges e Nova, 2011).
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No controle associado utilizando inseticidas com  fungos
entomopatogénicos devem ser investigados a compatibilidade entre os produtos
através da analise de germinacdo, o crescimento da esporulacdo do fungo na
presenca do inseticida (Neves et al, 2001), uma vez que os inseticidas podem
causar uma variedade de efeitos sobre fungos entomopatogénicos, tais como a
inibicdo da germinacéo e do desenvolvimento do tubo germinativo, como também
causar mutacdes que alteram a patogenicidade ou viruléncia dos fungos (Borges
e Nova, 2011).

Os efeitos toxicos dos produtos fitossanitarios sobre os fungos podem
variar em funcéo da natureza quimica dos produtos, da sua concentracdo e das
espécies e/ou isolados do agente microbiano (Batista Filho et al., 2001). Além
disso, a presenca de emulsificantes e outros aditivos podem contribuir para a
incompatibilidade de inseticidas com os entomopatégenos, representando um
fator importante a ser investigado nas formulagbes de produtos utilizados no
controle associado (Morris, 1977).

Diversos estudos investigaram os efeitos dos inseticidas combinados com
fungos entomopatogénicos apresentando resultados variaveis dependendo da
espécief/isolado do entomapatégeno utilizado e produto testado (Loureiro et al,
2002; Tanzini et al., 2002; Alizadeh et al., 2007).

O nim afetou crescimento vegetativo, esporulacédo e germinacdo do fungo
M. anisopliae (Araujo Junior et al., 2009). Entretanto, nos estudos de Pires et al.
(2010) foi observado que a incompatibilidade do nim e da abamectina com o M.
anisopliae estava relacionada com os isolados estudados e com as
concentracfes do 6leo de nim utilizadas nos testes. Uma vez que, 0 crescimento
radial das colonias de B.bassiana e Paecilomyces farinosus nao foi afetado pelo
0leo de nim utilizando a concentracdo de 0,0048%, mas nas concentracfes do
6leo de 0,0097 em 5%, o crescimento dos fungos foi inibido. Com relacdo ao M.
anisopliae obteve-se um resultado distinto do encontrado para os outros dois
fungos, pois, a partir da concentracéo 0,039%, o 6leo de nim néo teve efeito sobre
o crescimento, indicando que este fungo é menos sensivel a acdo do 6leo de nim.
A germinagdo dos conidios dos trés fungos estudados n&o foi afetada pelas
diferentes concentragdes de 6leo de nim (Marques et al., 2004).

Os efeitos fungitoxicos in vitro de formulagbes de inseticida sobre B.

bassiana foram investigados através da analise da germinacdo e producdo dos
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conidios e crescimento vegetativo. Nesses testes foram observados que o
neocotinoide tiametoxan e o piretroide cyfluthrin mostraram-se compativeis ao
fungo, porém o piretroide alfacipermetrina foi moderadamente toxico e o0s
organofosforados triazofos, clorpirifos e ciclodienoclorado endosulfan inibiram
100% a germinacéao dos conidios (Oliveira et al., 2003).

Os fungos podem ter a habilidade de degradar e/ou metabolizar as
moléculas de alguns inseticidas, sendo por isso a causa de ndo haver inibicdo do
seu crescimento na presenca de determinados produtos quimicos (Alves, 1998a).
Moino Jr. e Alves (1998) sugeriram que 0 micro-organismo, em um mecanismo de
resisténcia fisioldégica, poderia metabolizar os principios téxicos do ingrediente
ativo, utilizando as moléculas resultantes desse processo, liberadas no meio de
cultura, como nutrientes secundarios, promovendo seu crescimento vegetativo e a
conidiogénese.

A germinacdo e o crescimento micelial do fungo B. bassiana ndo foram
inibidos quando o fungo foi combinado com os inseticidas abamectin, acefato,
acetamiprid, betacyflutrin, bifentrina, ciromazina, deltametrina, diafentiuron,
diflubenzuron, dimetoato, fenpropatrina, fenpyroximate, fenvalerate, imidacloprid,
metamidofds, propamocarb, tebufenozide ou triclorfon (Tamai et al., 2002).

O regulador do crescimento de insetos, fenoxicarb, ndo afetou o
crescimento micelial do fungo B. bassiana e nem a germinacdo dos conidios
(Vasquez et al. 2006). A combinacdo do fungo M. anisopliae com inseticidas
fenitrothion ou teflubenzuron reduziu significativamente a atividade da enzima
fenoloxidase em larvas de Anomala cuprea, sendo observado também que a
combinac¢éo do fungo com fenitrothion diminuiu 0 nimero de hemdcitos totais e a
combinacdo do fungo teflubenzuron reduziu as células granulares das larvas
(Hiromori e Nishigaki, 2001).

A combinacdo do fungo M. anisopliae com piretroide o cyfluthrin (nas
concentracbes de 0,05; 0,5; 5; 20, 30, 40 ppm) ou com o organofosforado
propetamphos (nas concentragcbes de 0,5; 5; 50; 100 e 200 ppm) resultou em
efeito aditivo na mortalidade de Blattella germanica, porém quando o fungo foi
combinado com 300 ppm de propetamphos o efeito dessa combinacao foi
sinérgico (Pachamuthu e Kamble, 2000).

A elevada taxa de mortalidade e taxa reduzida de alimentacdo das larvas

Agriotes lineatus e A. obscurus tratadas com spinosad combinado com M.
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anisopliae indicam que esses agentes de controle interagem sinergicamente, com
potencial de controle dessas pragas no campo (Ericsson et al., 2007).

Neves e Alves (1999) reportaram que os fungos M. anisopliae e B.
bassiana quando aplicados em associagdo com concentracdes subletais de
imidacloprid promoveram uma acgdo sinérgica eliminando coldnias de cupins
Cornitermes cumulans.

O fungo M. anisopliae (LPP133) na concentracdo de 10° conidios mL™*
combinado com a dose-subletal do inseticida imidacloprid (0,1ppm) reduziu
significativamente as taxas de sobrevivéncia de fémeas de A. aegypti. Nesse
estudo foi observado que as fémeas do mosquito expostas ao papel filtro
impregnado com a formulacdo do fungo com o inseticida por 3, 6 e 12h
apresentaram percentual de sobrevivéncia de 44, 11 e 7%, respectivamente,
engquanto que as fémeas expostas somente ao fungo por 3, 6 e 12h, o percentual
de sobrevivéncia foi de 51, 26 e 23%, respectivamente e a exposi¢cdo somente ao
inseticida pelo mesmo periodo de tempo o percentual foi de 85, 84 e 85%,
respectivamente (Paula et al., 2011). Em outro estudo foi verificado que as
fémeas de A. aegypti da linhagem Rockefeller ou selvagem expostas ao tecido
preto impregnado com M. anisopliae (ESALQ 818) apdés 48h da alimentacao
sanguinea apresentaram 43% (Rockefeller) e 45% (selvagem) de sobrevivéncia,
indicando que essa formulacdo é eficaz para controle do mosquito A. aegypti

independente do seu estado nutricional (Paula et al., 2013).

2.5 Encapsulamento de fungos em matriz de alginato de sodio

Os sistemas de liberacdo controlada de inseticidas de baixa massa
molecular foram utilizados pela primeira vez na agroindustria na década de 50. Ja
nos anos 70, novas formulacbes capazes de liberar inseticidas de alta massa
molecular foram desenvolvidas e o0 empenho em desenvolver o encapsulamento
de principio ativo de inseticidas quimicos e biologicos esta em grande ascensao
(Mogul et al., 1996; Carballo 1998; Scher, 1999; Paula et al., 2010).

O encapsulamento é definido como uma técnica capaz de revestir ou
empacotar substancias solidas, liquidas ou gasosas, através de um revestimento
polimérico, as quais seu conteudo ¢ liberado de forma controlada e sob condiges

especificas (Suave et al., 2006; Favaro-Trindade et al.,, 2008). As particulas
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formadas no encapsulamento sdo subdivididas, segundo a sua estrutura, em
esferas ou capsulas.

As microesferas sdo um sistema matricial onde o0 encontra-se
uniformemente disperso e/ou dissolvido em uma rede polimérica. Podem ser
denominadas homogéneas ou heterogéneas, sendo que no primeiro caso a
substancia ativa encontra-se no seu estado molecular (dissolvido) e no segundo
na forma de particulas (suspenso). Trata-se de um sistema monolitico, onde nao
€ possivel identificar um nucleo diferenciado. Ja as capsulas séo sistemas onde &
possivel diferenciar o nucleo, que contém a substancia ativa, do invélucro
constituido por polimeros de espessuras variaveis. Podem ser denominadas
mononucleares ou polinucleares, pela divisdo ou ndo do nucleo no interior da
particula revestida (Silva et al., 2003). O sentido de encapsulacédo abrange tanto o
conceito de esferas como o de capsulas. De acordo com seu tamanho, as
particulas sdo classificadas em macro- (>5000 pm), micro-(0,2-5000 pm) ou
nanocapsulas/nanoesferas (<0,2 um) (Araudjo, 2011).

Os requisitos para selecdo do material encapsulante englobam as
propriedades fisicas e quimicas do agente ativo, a aplicacdo pretendida e o
meétodo utilizado para formar as particulas (Suave et al., 2006).

O encapsulante ideal deve apresentar baixa viscosidade e ser de facil
manipulacdo durante o processo; possuir baixa higroscopicidade, para facilitar a
manipulagdo e evitar aglomeragdo; ndo ser reativo com 0 material a ser
encapsulado; ter habilidade de selar e segurar o material ativo dentro da estrutura
da cépsula; liberar completamente o solvente ou outros materiais utilizados
durante o processo de encapsulacao; proporcionar maxima prote¢cdo ao material
ativo contra condicfes adversas, tais como raios ultravioleta, pH, oxigénio e
ingredientes reativos; ser sollivel em solventes comumente usados; possuir as
propriedades desejadas de liberacdo do material ativo e ser econémico (Santos et
al., 2000).

Os sais de alginato sao apropriados para o encapsulamento de produtos
de diversas areas, com destaque para a fitossanidade, pois possuem solubilidade
em agua e nao apresentam toxidez ao micro-organismo formulado, nem ao
homem (Salgado, 1993; Sanhueza e Melo,1995; Batista Filho et al. 1998; Carballo
1998; Tsuiji, 2001).
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Os alginatos sao extraidos de varias espécies de algas marinhas marrons
(Phaeophyta), onde agem como componente estrutural na parede celular e nos
espacos intracelulares, promovendo rigidez e ao mesmo tempo flexibilidade a
parede celular, compreendendo cerca de 40% da matéria seca destes
organismos. O acido alginico pode ser obtido também através das bactérias
Pseudomonas spp. e Azotobacter vinelandii, que sintetizam-no como uma
mucilagem extracelular (polissacarideo capsular), esse acido alginico difere do
acido presente nas algas apenas por ser mais acetilado. O &cido alginico é
insolivel em agua a temperatura ambiente, tornando-se sollvel em temperaturas
elevadas. Portanto, os sais de sodio, calcio e potassio do &cido alginico, soluveis
em agua, sao preferidos para o emprego na industria. (Garcia-Cruz et al., 2008).

A viscosidade é a principal propriedade das solucdes de alginato e, junto
com a sua reatividade frente ao calcio, gera as caracteristicas Unicas desses
compostos como espessantes, estabilizantes e gelificantes. Quanto maior o peso
molecular do alginato, mais viscosas séo suas solucdes. Os alginatos comerciais
possuem o peso molecular (grau de polimerizacao) entre 100 e 1.000 unidades e
diferentes graus de viscosidade (alta, média e baixa). Entre os sais de alginato
mais amplamente usados, se encontra o alginato de sddio (Garcia-Cruz et al.,
2008).

O alginato de sodio é um polissacarideo composto por residuos dos
acidos B-d-manurdnico e a-l-gulurdnico na forma de sal de soédio, unidos por
ligacdes glicosidicas (1—4) e distribuidos em diferentes proporc¢des ao longo da
cadeia (Smidsrod e Skjak-Braek, 1990; Johnson et al., 1997). Suas propriedades
gelificantes sdo provenientes de ligacdo cooperativa dos cations divalentes
localizados entre os blocos homopoliméricos de residuos de guluronato ou blocos
— G. As interagdes ibnicas entre os blocos guluronato e os ions Ca conduzem a
formacao de um gel termoestavel forte cujas propriedades dependem largamente
das caracteristicas do polimero e do método de preparacdo (Fundueanu et al.
1999, Vos et al., 2009).

Dentre os diversos métodos de encapsulamento estd o processo por
gelificacéo i6nica que € simples e de baixo custo (Mukai-Correa et al., 2005). A
gelificacdo ibnica € um processo que utiliza principalmente o alginato como
componente da membrana e a combinacdo com ions divalentes como o calcio,

para induzir a gelificacdo. O alginato gelifica apos ligacdo dos ions bivalentes de
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calcio aos blocos de acido gulurbnico das cadeias de alginato constituindo o
modelo da “caixa de ovos”. Os ions Ca?* seguem difundindo-se no alginato,
fazendo com que o gel va endurecendo com o tempo (Gombotz, Wee, 1998).

O encapsulamento de agente de controle microbiano em matrizes
poliméricas pode aumentar a sua estabilidade e viabilidade, fornecendo um
microambiente benéfico por isola-los da atmosfera e da umidade. Isto pode levar
a uma vida de prateleira prolongada, aumentar seu potencial de aproveitamento
econdmico e manter sua atividade metabdlica durante longos periodos de tempo,
ndo sO durante o armazenamento, mas também depois da aplicacdo (Vemmer e
Patel, 2013).

A manutencdo da atividade metabolica pode ser melhorada, fornecendo
nutrientes que permitem o crescimento e desenvolvimento do micro-organismo.
Outra opcdo para melhorar as caracteristicas de um agente de controle
microbiano é a co-encapsulacdo de outros micro-organismos ou substancias, tais
como inseticidas, semioquimicos, extratos vegetais, 0s quais muitas vezes
interagem sinergicamente em dose reduzida (Wang et al.,, 2002; Paula et al.,
2011; Pant et al., 2012).

Os micélios e conidios de fungos entomopatogénicos encapsulados em
matriz de alginato possuem maior capacidade de sobrevivéncia em condicdes de
campo (Pereira e Roberts, 1991). Nas formula¢cdes com alginato de soédio e
fungos podem ser adicionados produtos que podem aumentar a producédo e a
eficiéncia da encapsulacdo, como também aumentar a viruléncia dos fungos
encapsulados (Knudsen et al.,, 1991). Liu e Liu (2009a) reportaram que o
encapsulamento dos conidios de M. anisopliae contendo como material de
revestimento o alginato de sédio e o hidroxipropilmetilcelulose (HPMC) produziu
capsulas com estruturas homogéneas e com boa eficiéncia de encapsulacao,
uma vez que 78% dos conidios encapsulados foram liberados na solucao de PBS.

Os fungos M. anisopliae e B. bassina formulados em matriz de alginato
mantiveram a viabilidade e a viruléncia contra Diabrotica undecimpunctata
howardi ap0s exposicao a radiacao solar artificial (Pereira e Roberts (1991).

A presenca de quitina na formulacdo pode aumentar a viruléncia do
fungo, pois a quitina induz a producdo de quitinases, importante enzima que age
sinergicamente com as proteases para hidrolisar cuticula do inseto (Fang et al.,

2005). Além disso, o encapsulamento de B. bassiana (Qu-B306) com alginato de
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sédio, quitina (2%) e farelo de trigo (2%) aumentou em trés vezes a concentragdo
de conidios no interior das particulas e a contaminacdo por Penicillium foi
reduzida quando a quitina foi incorporada na formulagéo (Gerding-Gonzélez et al.,
2007).

O fungo fitopatogénico Coniothyrium minitans quando formulado com
alginato e introduzido no solo, inibiu o desenvolvimento do fungo Sclerotinia
sclerotiorum, agente causal do mofo-branco (Moretini e Melo, 2007). A veiculacdo
de Trichoderma inhamatum em gréanulos de alginato de sddio contendo farelo de
trigo € uma excelente forma de controle bioldégico de Rhizoctonia solani (Mafia et
al., 2003). Quando o fungo nematéfago Paecilomyces lilacinus foi encapsulado
pelo processo de gelificacdo ibnica em matrizes de alginato de sodio, argila e
sulfato de estreptomicina, apresentou estabilidade na viabilidade durante doze
meses. Essa caracteristica permite a comercializagdo, distribuicdo e utilizacdo
desse agente de controle microbiano em condi¢cdes de campo (Carneiro e Gomes,
1997).
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3. OBJETIVO GERAL

Investigar em condi¢bes de laboratério a interacdo entre o fungo M.

anisopliae e B. bassiana com o inseticida diflubenzuron e encapsular o M.

anisopliae visando melhorar o controle de larvas de A. aegypti.

3.1 Objetivos especificos

A\

YV V V VY

>

Determinar a curva de sobrevivéncia das larvas de A. aegypti apés exposicao
ao inseticida diflubenzuron;

Avaliar a suscetibilidade das larvas de A. aegypti ha combinag¢do dos fungos
B. bassiana ou M. anisopliae e o inseticida diflubenzuron;

Encapsular o fungo M. anisopliae em matriz de alginato de sodio;

Determinar a curva padrao das concentra¢cdes do fungo M. anisopliae;

Avaliar a liberacao do fungo encapsulado em meio aquoso;

Analisar processos de desidratacdo na viruléncia do fungo encapsulado sobre
larvas de A. aegypti;

Analisar a viruléncia do fungo encapsulado procedente do fungo inoculado no
arroz sem prévia separacao dos conidios sobre larvas de A. aegypti;

Avaliar a influéncia de tempo, local de armazenamento e o tipo de embalagem
na viruléncia da formulagéo fungica encapsulada sobre larvas de A. aegypti;
Determinar a curva de sobrevivéncia das larvas de A. aegypti apos exposicao
as dosagens do fungo encapsulado;

Avaliar a viruléncia do fungo M. anisopliae apo0s exposicdo as condicbes

ambientais sobre as larvas de A. aegypti;



» Avaliar a viruléncia de M. anisopliae sobre larvas de A. aegypti ao longo do

tempo.
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4. MATERIAL E METODOS

O trabalho foi conduzido na Universidade Estadual do Norte Fluminense,
Centro de Ciéncias e Tecnologias Agropecudrias, Laboratério de Entomologia e
Fitopatologia (UENF/CCTA/LEF), localizada na cidade de Campos dos
Goytacazes, Rio de Janeiro.

4.1 Criacdo de Aedes aegypti

As larvas de A. aegypti da linhagem Rockefeller foram utilizadas nos
bioensaios. A criagdo dos insetos foi conduzida no insetario da UENF em sala
climatizada a temperatura de 26 + 2°C, umidade relativa 80 + 10% e fotofase de
12h. Para estimular a eclosdo das larvas de A. aegypti, papéis com ovos foram
submersos em bandejas plasticas (10 x 30 x 20 cm) de 1 L com 500 mL de agua.
Para alimentacédo das larvas foi adicionado 0,1g de racdo comercial para gato
triturada por bandeja. Ap6s 24 horas de imersdo, os papéis foram retirados e as
larvas mantidas nas bandejas até o estadio de L3 para serem utilizadas nos
experimentos. Um grupo de larvas foi mantido nas bandejas até o estagio de
pupa. As pupas foram transferidas para potes de plasticos 20x10cm recobertos
com tecido organza para emersao dos mosquitos adultos. Os mosquitos adultos
foram alimentados com solugdo de sacarose (10%) e as fémeas realizaram a
alimentacdo sanguinea em camundongo com a finalidade de produgédo de ovos

para manutencao da criacao.
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4.2 Producéao de fungos entomopatogénicos

O isolado do fungo M. anisopliae foi obtido a partir da colecdo da ESALQ
(ESALQ 818) em Piracicaba (Sao Paulo), descrito como virulento a larvas (Pereira
et al., 2009) e adultos de A. aegypti (Paula et al., 2008). O isolado do fungo B.
bassiana foi obtido a partir da colecdo da UENF, coletado em Campos dos
Goytacazes, Rio de Janeiro. Para a producdo dos isolados, os conidios dos
fungos foram semeados com auxilio da alca de Drigalski em placas de Petri
esterilizadas contendo meio de cultura sélido (SDA) (10g de dextrose; 2,59 de
peptona; 2,5g de extrato de levedura; 20g de Agar e 1000 mL de agua destilada),
previamente autoclavado a 121° C, por 15 minutos a 1 atm. Apés a inoculagéo, as
placas foram mantidas em camara climatizada do tipo BOD (Biological Oxygen
Demand), a 27° C; 80 5% UR; em escotofase durante 15 dias para crescimento
e esporulacéo do fungo.

ApOGs esse periodo, com o auxilio de uma espatula estéril, os conidios
foram retirados da placa de Petri e inoculados em Erlemeyers de 250mL contendo
25¢g de arroz parboilizado e 10mL de agua destilada, previamente autoclavados.
Os Erlemeyers foram mantidos em BOD por 15 dias nas condicbes descritas

anteriormente.

4.3 Separacao e preparo da suspenséo dos conidios dos fungos

O arroz com os conidios de M. anisopliae (ESALQ 818) foi embalado em
sacos de papel e mantido a 33°C e 22% UR em uma incubadora de secagem
(Nova Etica) por um periodo de 24h. Apés esse periodo, com auxilio da maquina
separadora de esporos (Mycoharvester — Inglaterra), os conidios previamente
secos foram separados do arroz, formando o esporo fino (com pouco residuo de
arroz) e o esporo grosso (com maior quantidade de residuo de arroz). O esporo
fino foi utilizado nos experimentos. Apdés a separacdo, os esporos foram
colocados em sacos plasticos, mantidos em um recipiente com silica em gel e
armazenados na geladeira. A suspensao a partir dos esporos finos foi realizada
atraves de pesagem dos esporos e diluicdo com Tween 80 (0,05%).

O preparo da suspensédo dos conidios de M. anisopliae e B. bassiana
proveniente do arroz sem prévia separacao pela maquina foi realizado na camara
de fluxo laminar, previamente higienizada com alcool 70% e submetido a 15

minutos de luz UV. Com uma espatula estéril, foram retirados do Erlenmeyer os
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gréos de arroz contendo os conidios e com o dispersante Tween 80 (0,05%)
procedeu a separagdo dos conidios e posteriormente o preparo da suspensédo do
fungo. As concentracfes de conidios nas suspensdes foram determinadas em

camara de Neubauer.

4.4 Ajuste da curva padrao de Metarhizium anisopliae

A curva padréo das concentracdes de M. anisopliae foi determinada no
leitor de Elisa. Para isso, os conidios foram diluidos em Tween 80 (0,05%)
resultando nas concentraces de 104, 2x10%, 4x10%, 6x10%, 8x10* e 10° conidios
mL-1. Aliquotas de 350 uL de cada concentragédo foram colocadas em pogos de
placas de Elisa e a leitura foi realizada no comprimento de onda de 595 nm. Para
o controle foi realizada leitura de aliquotas de Tween 80 (0,05%) diluido em agua
destilada. Calibrou-se o leitor de Elisa com a solugdo de a4gua + Tween 80
(0,05%), eliminando a diferenca de absorbancia dessa solucdo. Foi realizada a

analise de regressao para estimar o melhor modelo que ajusta os dados.

4.5 Encapsulamento de Metarhizium anisopliae em alginato de sddio

O encapsulamento de M. anisopliae foi feito pelo método de gelificacédo
ibnica, em que uma solucdo polimérica, contendo os conidios do fungo, foi
extrusada sobre uma solucado reticulante. Esse método foi descrito como um
método simples, de facil reproducao, barato e eficiente (Silva et al., 2012). Nesse
procedimento, a solucdo de alginato (0,25% p/v) (Vetec, Sigma- Aldrich) e Agar
(1% p/v) (Protoquimicos) foi preparada por dissolucdo em &gua destilada a
temperatura de 20°C em agitador magnético (Vulcan, MS400 Magnetic Stirrer).
Posteriormente, a suspenséo fangica, na concentracdo de 5x107 conidios mL%, foi
adicionada na solucdo de alginato e Agar (100mL). A solucao foi gotejada na
solucdo de 0,04M cloreto de calcio diidratado (Sigma-Aldrich) com auxilio de uma
bomba peristaltica (Masterflex L/S).

As particulas formadas foram retiradas da solugdo de cloreto de calcio
diidratado com auxilio de uma peneira e lavadas com agua destilada. Em seguida,
foram congeladas por 24h (-18°C) e posteriormente liofilizadas (Liotop, L101). As
particulas foram retiradas do liofilizador ap6s 24 h do inicio do processo (pressao

de 1249 pHg e temperatura do condensador de —40°C).
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4.6 Liberacdo do fungo Metarhizium anisopliae encapsulado em alginato de
sodio

Para a analise da liberacdo do fungo encapsulado foram pesados 0,05¢g
de esferas com fungo ou sem fungo e colocadas em recipiente plastico contendo
50 mL de agua. Em intervalos de dois dias foram retiradas de cada tratamento
aliquotas de 350 pL e colocadas nos pogos das placas de leitor Elisa (Bio-Rad,
modelo 680), em seguida foram realizadas as leituras no comprimento de onda de
595 nm. Para calibracé@o foram realizadas leituras com agua. A liberacdo do fungo
encapsulado foi analisada pela diferenca encontrada na absorbéancia da esfera
com fungo e a esfera sem fungo.

As absorbancias resultantes da diferenca anteriormente mencionada
foram relacionadas com a curva padrdo de M. anisopliae obtidos no topico 4.4,
assim foram estimadas as concentracdes de M. anisopliae liberadas no meio

aguoso.

4.7 Teste de sobrevivéncia larval

Nos testes de sobrevivéncia larval, a unidade experimental consistiu em
copo plastico de 250 mL contendo 100 ou 50 mL de solucdo com 10 larvas de A.
aegypti. Cada repeticdo foi constituida por grupos de trés copos plasticos com as
larvas, resultando em 30 larvas/repeticdo. Os experimentos foram realizados com
trés repeticdes, totalizando 90 larvas em cada tratamento. A sobrevivéncia larval
foi observada diariamente durante sete dias e posteriormente, analisada no
programa GraphPad Prism 5, utilizando o teste Log Rank com 95% de
significAncia para comparar as curvas de sobrevivéncia e calcular o tempo médio

de sobrevivéncia (Sso).

4.8 Experimento 1: Determinacdo da curva de sobrevivéncia das larvas de
Aedes aegypti apds exposicdo ao diflubenzuron

O diflubenzuron na formulacéo pé molhavel foi diluido em agua até obter
as concentracdes de 250, 10, 2, 0,25 e 0,01 ppb. Em seguida 100 mL de cada
concentracdo do diflubenzuron foram colocados em copos plasticos e

posteriormente foram adicionadas as larvas, sendo realizado o teste de
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sobrevivéncia larval e analise como descrito no topico 4.7. O controle foi realizado
com &gua potéavel.

A sobrevivéncia larval foi avaliada também pela comparacdo de média e
pela andlise de regresséo, para isso os dados foram previamente transformados
por raiz quadrada do percentual de sobrevivéncia. Em seguida os dados
transformados foram submetidos & ANOVA e comparados pelo teste post hoc de
Duncan, admitindo-se a = 0,05 e a analise de regressdo foi realizada para
verificar a existéncia de uma interacdo funcional entre a variavel dependente com
as variaveis independentes. As referidas andlises estatisticas foram realizadas no

programa SPSS for Windows (versao 11.0).

4.9 Experimento 2: Efeito dos fungos Metarhizium anisopliae e Beauveria
bassiana em associacdao com diflubenzuron sobre as larvas de Aedes
aegypti

Os fungos M. anisopliae (ESALQ 818) e B. bassiana (LPP 139) foram
testados na concentracdo de 107 conidios mL? individualmente. O tratamento
somente com o inseticida diflubenzuron foi utilizado na concentragéao de 0,25 ppb.
Essa concentragcdo do inseticida foi definida para utilizacdo nos testes de
interacdo com os fungos por ser a menor concentracdo que proporcionou
percentual de sobrevivéncia préximo a 50%, uma vez que o presente estudo visou
estudar formulagdes que causem menor impacto ambiental.

Nos tratamentos dos fungos combinados com o diflubenzuron foram
inoculados 2 mL de suspensdo flingica com 10’ conidios mL* na diluicdo
previamente preparada do inseticida resultando na concentracdo final de 2x10°
conidios mL1. O grupo controle foi tratado com agua + Tween 80 (0,05%).
Posteriormente, 100 mL de cada tratamento foram colocados em copos plasticos
e realizado o teste de sobrevivéncia larval como descrito no tépico 4.7.

Os tratamentos feitos nesses testes foram os seguintes: (1) M. anisopliae,
(2) diflubenzuron, (3) combinacdo de M. anisopliae + diflubenzuron, (4) B.
bassiana, (5) combinag&o de B. bassiana + diflubenzuron e (6) controle.

Foi realizada a andlise da curva de sobrevivéncia, tempo médio de

sobrevivéncia e a comparagdo de meédia como relatado nos topicos 4.7 e 4.8.
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4.10 Experimento 3: Efeitos do Polietilenoglicol e dos processos de
secagem no encapsulamento de Metarhizium anisopliae em alginato de
sodio sobre as larvas de Aedes aegypti

O fungo M. anisopliae (ESALQ 818) foi selecionado para ser utilizado nos
demais experimentos, pois apresentou maior viruléncia sobre as larvas de A.
aegypti que o fungo B. bassiana (LPP139).

Para avaliar os efeitos do polietilenoglicol (PEG) na viruléncia do fungo
encapsulado foi utilizado PEG (Sigma), com massa molecular 8000, sendo
denominado PEG 1, o produto com textura mais fina, e PEG 2, com textura mais
grossa. As caracteristicas das texturas foram definidas pela manipulacdo dos
produtos.

Os processos de secagem avaliados foram secagem no liofilizador
(Liotop, L101) ou secagem em incubadora (Nova Etica, Incubadora 411D).

As esferas produzidas com esporo fino de M. anisopliae foram separadas,
sendo uma parte imersa na solucdo de PEG1 (10%) e outra na solu¢cdo de PEG2
(10%) por 24h. Apés esse periodo, os dois grupos de esferas produzidos
passaram pelo processo de secagem em BOD (28°C) ou no liofilizador (-40°C).
As esferas foram separadas por tipo de PEG e processo de secagem, ficando os
tratamentos que foram denominados de P1B (esferas com PEG1 e secagem em
BOD), P2B (esferas com PEG2 e secagem em BOD), P1L (esferas com PEGL1 e
secagem no Liofilizador), P2L (esferas com PEG2 e secagem no Liofilizador).
Para controle as esferas foram produzidas e secas como anteriormente
mencionado, porém néo foi adicionada suspenséo fungica.

As esferas foram utilizadas no teste de sobrevivéncia larval como descrito
no topico 4.7, sendo colocado 0,05g de cada tratamento em copos plasticos
brancos de 250mL contendo 50mL de agua com 10 larvas por recipiente. Os
tratamentos controle foram realizados com agua e esferas sem fungo.

A avaliacdo desse experimento foi realizada pela analise da curva de
sobrevivéncia, tempo médio de sobrevivéncia e comparagdo de média como

relatado nos topicos 4.7 e 4.8.
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4.11 Experimento 4: Avaliagdo da viruléncia de Metarhizium anisopliae
encapsulado quando produzido a partir de conidios em arroz sem utilizar a
maquina separadora

As esferas foram produzidas com suspensao de M. anisopliae (ESALQ
818) proveniente dos esporos sem separacdo pela maquina separadora
(Mycoharvester — Inglaterra). Para isso a suspensao foi preparada adicionando o
dispersante Tween 80 (0,05%) no Erlenmeyer contendo os gréos de arroz
inoculado com conidios, ap6s agitacdo foi determinada a concentracdo da
suspensdo utilizando a Camara de Neubauer. A concentracgéo utilizada foi 7x108
conidios mL! para 100mL de solucéo de alginato e Agar. Em seguida procedeu a
producado das esferas como descrito no topico 4.5.

O teste de sobrevivéncia larval foi realizado para verificacdo da viruléncia
do fungo encapsulado como descrito no tépico 4.7, entretanto, foram colocados
0,059 de esferas com fungo ou esferas sem fungo em copos plasticos brancos de
250mL contendo 50mL de agua com 10 larvas por recipiente. A andlise estatistica

realizada foi curva de sobrevivéncia e comparacdo de média.

4.12 Experimento 5: Curva de sobrevivéncia de larvas de Aedes aegypti
expostas ao Metarhizium anisopliae encapsulado em alginato de sédio

As esferas com o M. anisopliae, produzidas como relatado no tépico 4.5,
foram adicionadas em copos plasticos de 250mL contendo 50mL de &gua com 10
larvas por recipiente. Em cada copo foram colocados 0,01; 0,05; 0,25 ou 0,59 de
esferas com o fungo. Os tratamentos controle foram feitos com agua e a mesma
guantidade de esferas sem fungo. A sobrevivéncia larval foi avaliada como no
tépico 4.7 e também pela comparacdo de média e analise de regressdo como

relatado no topico 4.8.

4.13 Experimento 6: Efeito do tipo de embalagem, condi¢cbes e tempo de
armazenamento na viruléncia de Metarhizium anisopliae sobre larvas de
Aedes aegypti

Esse experimento foi realizado em delineamento inteiramente casualizado
com estrutura fatorial, sendo os fatores analisados, embalagem com dois tipos
(papel ou plastico), local de armazenamento em dois ambientes (geladeira ou

BOD) e tempo de armazenamento com quatro niveis (5, 15, 30 e 60 dias)
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totalizando dezesseis tratamentos para o fungo ndo encapsulado e dezesseis
para o fungo encapsulado, ambos com trés repetigbes. Os tratamentos controle
foram os fungos encapsulado ou ndo encapsulado sem armazenamento ou
apenas agua.

Para isso, foram pesados 0,159 de esferas produzidas com esporo fino de
M. anisopliae e 0,03g de esporos do fungo ndo encapsulado. Cada produto foi
colocado no tubo criogénico e, esses tubos foram embalados em sacolas de
papel ou sacolas de plastico fechado a vacuo. Ambas as embalagens continham
1g de silica em gel. Ap6s a embalagem os tratamentos foram armazenados por 5,
15, 30 e 60 dias na geladeira (6°C e 53% UR) ou na BOD (27°C e 65% UR).

Os grupos de tratamentos foram denominados como: F- fungo
encapsulado ndo armazenado; FGP- fungo encapsulado armazenado na
geladeira e embalado com papel; FBP- fungo encapsulado armazenado na BOD e
embalado com papel; FGPL- fungo encapsulado armazenado na geladeira e
embalado com plastico; FBPL- fungo encapsulado armazenado na BOD e
embalado com plastico; E- esporos do fungo ndo encapsulado e ndo armazenado;
EGP- esporos do fungo ndo encapsulado armazenado na geladeira e embalado
com papel; EBP- esporos do fungo nédo encapsulado armazenado na BOD e
embalado com papel; EGPL- esporos do fungo ndo encapsulado armazenado na
geladeira e embalado com plastico e EBPL- esporos do fungo ndo encapsulado
armazenado na BOD e embalado com plastico.

A viruléncia do fungo foi avaliada através de teste de sobrevivéncia larval,
como descrito no topico 4.7, sendo colocado em cada copo 0,05g de esferas com
o fungo ou 10° conidios mL* do fungo ndo encapsulado. Foi realizada a andlise
da curva de sobrevivéncia, tempo médio de sobrevivéncia e comparacdo de

média como relatado nos tépicos 4.7 e 4.8.

4.14 Experimento 7: Efeito da exposicdo ambiental de Metarhizium
anisopliae com ou sem encapsulamento sobre larvas de Aedes aegypti

Para avaliar a viruléncia do fungo apds 24h em ambiente aberto sobre
influéncia da radiacdo solar, vento, umidade relativa e temperatura foram
colocados 0,1g do fungo encapsulado, fungo ndo encapsulado ou esferas sem

fungo em placas de Petri descartavel cobertas com parafilme perfurado.
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Essas placas foram colocadas dentro de uma gaiola totalmente forrada
com tecido organza branco (para evitar contato de insetos ou outros animais) e
em seguida foram expostas em ambiente aberto por 24h. Outra parte desses
tratamentos ndo foi exposta aos raios solares, sendo mantida em sala protegida
do sol, simulando condi¢cdo residencial (Figura 2). A temperatura média no
periodo do experimento foi de 31°C, velocidade de vento 18km/h, umidade
relativa 63% e duracdo do dia 13h18min. Os tratamentos foram denominados
como: F- fungo encapsulado e ndo exposto as condi¢cdes ambientais; FUV- Fungo
encapsulado e exposto as condi¢cdes ambientais; E- fungo ndo encapsulado e ndo
as condi¢bes ambientais; EUV- fungo ndo encapsulado e exposto as condi¢des
ambientais; C- esferas sem fungo e ndo expostas as condicdes ambientais e
CUV- esferas sem fungo e expostas as condicfes ambientais.

A viruléncia do fungo exposto a condi¢des ambientais e radiacdo solar
direta foi avaliada através de teste de sobrevivéncia larval. Nesse teste as esferas
(0,1g) e os esporos do fungo ndo encapsulado (107 conidios/ mL) foram
adicionados em copos plasticos brancos de 250mL contendo 50 mL de dgua com
10 larvas por recipiente, sendo trinta larvas por repeticdo. O experimento foi
realizado trés vezes como no tépico 4.7. Foi realizada andalise da curva de

sobrevivéncia, comparacao de média como descrito em 4.7 e 4.8.

Figura 2 — A — Tratamento com fungo exposto as condicbes ambientais. B —
Tratamento com fungo ndo exposto as condi¢cbes ambientais
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4.15 Experimento 8: Avaliacdo da persisténcia do fungo Metarhizium
anisopliae sobre as larvas de Aedes aegypti

Para a avaliacdo da persisténcia do fungo M. anisopliae encapsulado com
alginato de sddio, foram realizados os seguintes tratamentos: fungo encapsulado
(F); esferas sem fungo (C); fungo ndo encapsulado (E) e o controle com agua.

Nesse teste foram colocados nos copos plasticos contendo 50mL de
agua, 0,059 de fungo encapsulado (F); 0,05g de esferas sem fungo (C) ou 107
conidios mL* de fungo ndo encapsulado (E).

As larvas de A. aegypti foram adicionadas aos copos plasticos com os
tratamentos apoés 0, 3, 5, 7 e 10 dias. Foram utilizadas 10 larvas por copo, 30
larvas por repeticdo e cada tratamento foi realizado trés vezes. A sobrevivéncia
larval foi avaliada diariamente por 7 dias e o controle foi realizado com apenas
adgua. Os testes foram realizados em condi¢cdes de laboratorio. As analises
estatisticas realizadas foram as curvas de sobrevivéncia, comparacdo de média e

regressao como descrito nos topicos 4.7 e 4.8.
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5. RESULTADOS

5.1 Experimento 1. Curva de sobrevivéncia das larvas de Aedes aegypti
apos exposicao ao diflubenzuron

As curvas de sobrevivéncia das larvas tratadas com diferentes
concentragdes do inseticida diflubenzuron foram estatisticamente diferentes pelo
Log-rank Test (P<0.0001). O valor de Sso foi de um dia nas concentragfes de 10 e
250 ppb e 1,5 dias na concentracdo de 5ppb. Nas concentracfes de 0,25 e 0,1
ppb esse indice nédo foi alcangado (Figura 3).

100
- -o- 0 ppb

S 801 - 0,1 ppb
E —— 0,25 ppb
é 60+ ~ 5ppb
= —- 10 ppb
3 407 o~ 250 ppb
-8 T
@ 2 i N\é_@
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Figura 3. Sobrevivéncia de larvas de Aedes aegypti tratadas com diflubenzuron
nas concentragdes de 0,1; 0,25; 5; 10 e 250ppb.
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No terceiro dia de avaliacdo do tratamento com a concentragdo de 250
ppb havia apenas 26% de sobrevivéncia larval. No sétimo dia de avaliagdo dos
experimentos concentracdes de 10 e 5 ppb apresentaram taxas de sobrevivéncia
larval de 24 e 26%, respectivamente. Na concentracdo de 0,25 ppb havia 55% de
larvas sobreviventes no sétimo dia de avaliagédo.

Os tratamentos apresentaram respostas significativamente diferentes pelo
teste post-hoc de Duncan (Fs,17) = 42,030; P< 0,05). A concentragéo de 250 ppb

proporcionou 8,3% de sobrevivéncia larval (Tabela 1).

Tabela 1 — Porcentagem de sobrevivéncia de larvas de Aedes aegypti tratadas
com diferentes doses do inseticida Diflubenzuron

Doses (ppb) Sobrevivéncia (%) DP Ss0
0 98,3+ 2,9 a* ND

0,1 61,7+76b ND
0,25 55,0+50b ND

5 250+8,7¢c 1,5

10 21,7+10,4c 1,0

250 8,30+2,9d 1,0

ND = Dados ndo determinados. *Valores seguidos de mesma letra né&o
apresentam diferenca estatistica pelo teste post-hoc de Duncan (0=0.05).

A analise de regresséo linear relacionando a dosagem de diflubenzuron e a
sobrevivéncia de larvas de A. aegypti foi significativa (Fa,14) = 20,626 P< 0,05). A
sobrevivéncia larval (y) dependeu da dose de diflubenzuron (x), sendo possivel
admitir que 61,3% das variancias na sobrevivéncia larval sdo explicadas através

da regresséo linear y= 69,7- 5,7x (Figura 4).
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Figura 4. Efeito das dosagens de diflubenzuron (0; 0,1; 0,25; 5 ou 10 ppb) na
sobrevivéncia de larvas de A. aegypti.

5.2 Experimento 2: Efeito dos fungos Metarhizium anisopliae e Beauveria
bassiana em associacdo com diflubenzuron sobre as larvas de Aedes
aegypti

As curvas de sobrevivéncia das larvas infectadas com M. anisopliae,
diflubenzuron e a combinacdo de M. anisopliae + diflubenzuron foram
estatisticamente diferentes pelo Log-rank Test (P<0.0001) e o valor de Sso foi de 4
dias para o tratamento M. anisopliae + diflubenzuron. No quarto dia de avaliacédo
os tratamentos com M. anisopliae ou diflubenzuron sozinho a taxa de
sobrevivéncia larval foi maior que 60%. Entretanto, nesse mesmo periodo o
tratamento M. anisopliae + diflubenzuron apresentou indice de sobrevivéncia
larval de 44,4% (Figura 5).
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Figura 5. Sobrevivéncia de larvas de A. aegypti expostas ao fungo M. anisopliae
(107 conidios/mL), inseticida diflubenzuron (0,25ppb) ou combinacdo do fungo
com inseticida durante sete dias.

Os tratamentos apresentaram respostas significativamente diferentes pelo
teste post-hoc de Duncan (F@i11y = 23,710; P< 0,05). O tratamento com M.
anisopliae causou percentual de sobrevivéncia estatisticamente semelhante ao
tratamento com diflubenzuron. O fungo combinado com inseticida causou menor
indice de sobrevivéncia quando comparado com os tratamentos com o fungo ou
com inseticida sozinho (Tabela 2). Os resultados mostraram que a combinacdo M.
anisopliae + diflubenzuron teve interacao sinérgica. Quando os tratamentos foram
combinados a sobrevivéncia larval a metade do percentual de sobrevivéncia foi

encontrada nos tratamentos utilizados separadamente.
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Tabela 2 — Sobrevivéncia de larvas de A. aegypti tratadas com fungo Metarhizium
anisopliae, Diflubenzuron e uma combinacéo do fungo com inseticida

Sobrevivéncia (%)

Tratamentos +DP Sso
Controle 90,0 £ 8,5 a* ND
M. anisopliae 578£69b ND
Diflubenzuron 56,7+119b ND

M. anisopliae + Diflubenzuron 28,9+£6,9¢c 4

*Valores seguidos de mesma letra ndo apresentam diferenca estatistica pelo teste
post-hoc de Duncan (a=0.05). ND = Dados n&o determinados.

No experimento com B. bassiana, as curvas de sobrevivéncia das larvas
expostas ao fungo B. bassiana, diflubenzuron e combinacdo de B. bassiana,
diflubenzuron foram estatisticamente diferentes pelo Log-rank Test (P<0.0001). O
valor de Sso foi de 6,5 dias no tratamento de B. bassiana + diflubenzuron, nos
demais tratamentos esse indice nao foi atingido. No terceiro dia a sobrevivéncia
larval foi maior que 60% nos tratamentos com diflubenzuron e com B. bassiana +

diflubenzuron e 95,6% no tratamento com B. bassiana (Figura 6).
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Figura 6. Sobrevivéncia de larvas de A. aegypti expostas ao fungo B. bassiana
(107 conidios mL™?), inseticida diflubenzuron (0,25ppb) ou combinacdo do fungo
com inseticida durante sete dias.
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Os tratamentos apresentaram respostas significativamente diferentes pelo
teste post-hoc de Duncan (F@s.11) = 17,00; P< 0,05). O tratamento com B. bassiana
proporcionou percentual de sobrevivéncia estatisticamente semelhante ao
controle. Ndo houve diferenca estatistica entre os tratamentos do fungo
combinado com inseticida e o inseticida sozinho (Tabela 3). Devido a baixa
viruléncia de B. bassiana sobre as larvas de A. aegypti, esse isolado nao foi

utilizado nos experimentos posteriores.

Tabela 3 — Sobrevivéncia de larvas de Aedes aegypti infectadas com fungo
Beauveria bassiana, Diflubenzuron e combinag&o do fungo com inseticida

Tratamentos Sobrevivéncia (%) +DP S50
Controle 91,0+8,5a* ND

B. bassiana 91,0+1,7a ND
Diflubenzuron 56,7+119b ND

B. bassiana + Diflubenzuron 46,7+£65b 6,5

*Valores seguidos de mesma letra ndo apresentam diferenca estatistica pelo teste
post-hoc de Duncan (a=0.05). ND = Dados n&o determinados.

5.3 Curva padréo do fungo Metarhizium anisopliae

As concentracbes de M. anisopliae foram relacionadas com suas
respectivas leituras de absorbéncia no comprimento de ondas de 595nm. As
concentracbes de 104 2x10% 4x10% 6x10% 8x10* e 10° conidios mL™*
apresentaram médias de absorbancias de 0,033 (dp+0,002); 0,046 (dpz0,004);
0,052 (dp+0,012); 0,054 (dp£0,005); 0,057 (dpx0,01) e 0,068 (dp+0,003),
respectivamente. A regressao entre as concentracbes de M. anisopliae e as
leituras de absorbancia a 595 nm foi estatisticamente significativa (F(,23= 49,909;
P< 0,05). A observancia (y) dependeu da concentracdo fangica (x), sendo que
83,3% das variancias observadas na absorbancia sdo explicadas através da

curva de regressao logaritmica y=— 0,082 + 0,013In(x) (Figura 7).
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Figura 7. Regressao logaritmica entre as concentracfes de M. anisopliae e as
médias de absorbancias em 595nm.

5.4 Caracteristicas de Metarhizium anisopliae encapsulado em alginato de
sodio

As particulas formadas foram denominadas como esferas, pois o material
ativo (conidios do fungo) apresentou disperso no material polimérico.

As esferas de alginato de sédio produzidas com M. anisopliae
apresentaram formato arredondado quando umidas e apds a secagem, as esferas
apresentaram formato irregular (Figura 8). O processo de secagem, liofilizagdo ou
BOD, néo interferiu no formato e nem no peso seco das esferas produzidas
(Fw5=0,501; P>0,05), ap6s a secagem o peso das esferas reduziu 96% nos dois
processos de secagem, em 0,05g de material havia em média 104 esferas (dp *
3,4).
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Figura 8. Esferas com fungo M. anisopliae antes (A) e apos da secagem (B).

5.5 Liberacdo do fungo de Metarhizium anisopliae encapsulado em alginato
de sadio

Na figura 9 é apresentada a curva de liberacdo dos conidios de M.
anisopliae durante doze dias do fungo encapsulado e imerso em agua. A
liberacdo do fungo pelas esferas teve aumento acentuado até o segundo dia, que
apresentou 6,5x10° conidios mL?' (dp+1500), nos periodos posteriores foram
verificados decréscimos na liberacéo, sendo observado no quarto dia a liberagéo
de 5,4 x10° conidios mL? (dp+£630), no sexto dia foram 1,7x10° conidios mL"
Y(dp+331), no oitavo dia foram 1,5x10° conidios mL! (dp+£331), no décimo dia
foram 1,7x102 conidios mL* (dp+£1330) e no décimo segundo dia foram liberados
1,4x1032 conidios mL* (dp£190).
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Figura 9- Liberacdo de M. anisopliae encapsulado em meio aquoso durante doze
dias.

5.6 Experimento 3: Efeito do Polietilenoglicol e dos processos de secagem
no encapsulamento de Metarhizium anisopliae em alginato de sédio sobre
as larvas de Aedes aegypti

As esferas revestidas com PEG1 apresentaram maior aderéncia do
produto. A falta de aderéncia foi observada pelos residuos de PEG desprendidos
das esferas ap0s o processo de desidratacdo. As esferas desidratadas no
liofilizador apresentaram menor dureza quando comparado com as esferas
desidratadas na BOD, essa propriedade foi observada através da manipulacao do
produto.

As curvas de sobrevivéncia das larvas tratadas com o fungo encapsulado
com PEG1 ou PEG2 usando dois processos de desidratacdo (liofilizacdo ou
secagem em BOD) foram estatisticamente diferentes pelo Log-rank Test
(P<0.0001). No tratamento P1L o valor de Sso foi de 6 dias e nos demais
tratamentos esse indice ndo foi atingido. A sobrevivéncia larval nos tratamentos
P1B, P2B e P2L permaneceu acima de 70% em todo o periodo experimental. Nos

controles, apenas agua e esferas sem fungo produzidas com os tipos de PEG e
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com processos de desidratagdo na BOD ou no liofilizador, a sobrevivéncia
manteve em 100% (Figura 10).
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Figura 10. Sobrevivéncia de larvas de A. aegypti tratadas com M. anisopliae
encapsulado. P1B (esferas com PEG1 e desidratacdo em BOD), P2B (esferas
com PEG2 desidratagdo em BOD), PlL(esferas com PEG1 e desidratagdo no
Liofilizador), P2L (esferas com PEG2 e desidratacéo no Liofilizador).

Os tratamentos proporcionaram sobrevivéncia larval significativamente
diferente pelo teste post-hoc de Duncan (F@14) = 34,945; P< 0,05). As larvas
tratadas com fungo encapsulado com PEG 1 e desidratadas no liofilizador (P1L)
apresentaram sobrevivéncia de 38,9% enquanto que nos demais tratamentos os
percentuais de sobrevivéncia foram maiores, sendo 78,9% em P1B, 88,9% em
P2B e 75,6% em P2L. A sobrevivéncia larval nos tratamentos com o fungo
encapsulado e desidratado na BOD (P1B e P2B) foi estatisticamente semelhante
(Tabela 4).
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Tabela 4. Sobrevivéncia de larvas de Aedes aegypti infectada com fungo M.
anisopliae encapsulado com dois tipos de PEG e desidratadas em BOD ou no
liofilizador

Sobrevivéncia (%)

Tratamentos +DP Sso
Controle 100,0 a* ND
P1B 78,9+£3,8 b ND
P2B 88,9+1,9 ab ND
P1L 38,9+10,7 ¢ 6
P2L 75,6139 b ND

*Valores seguidos de mesma letra ndo apresentam diferenca estatistica pelo
teste post-hoc de Duncan (a=0.05). A média sem valor de desvio padrao (DP)
significa DP=0. P1B (esferas com PEG1 e desidratacdo em BOD), P2B (esferas
com PEG2 e desidratacdo em BOD), P1L(esferas com PEG1 e desidratacao no
Liofilizador), P2L (esferas com PEG2 e desidratacéo no Liofilizador).

5.7 Experimento 4: Avaliacdo da viruléncia de Metarhizium anisopliae
encapsulado quando produzido a partir de conidios em arroz sem uso da
maquina separadora

O fungo encapsulado produzido com a suspenséo fungica proveniente do
fungo inoculado no arroz sem prévia separacdo pela maquina separadora de
esporos, (Mycoharvester-Inglaterra) ndo proporcionou alteragcdo na sobrevivéncia
das larvas de A. aegypti durante o periodo do biensaio, ou seja, 100% das larvas
sobreviveram, evidenciando que os residuos do arroz na suspensdo flngica

podem ter prejudicado a liberacdo dos esporos na esfera.

5.8 Experimento 5: Curva de sobrevivéncia de larvas de Aedes aegypti
expostas ao Metarhizium anisopliae encapsulado em alginato de sédio

As curvas de sobrevivéncia de larvas de A. aegypti expostas ao fungo
encapsulado em diferentes concentracfes foram estatisticamente diferentes pelo
Log-rank Test (P<0.0001). Nos tratamentos com o fungo na dose de 0,05; 0,25 e
0,59 no 4° dia a sobrevivéncia larval foi de 88,9; 82,2 e 90, respectivamente. O
valor de Sso foi de sete dias nos tratamentos F (0,25) e F (0,5) e a DLso do fungo
encapsulado sobre as larvas de A. aegypti foi de 0,052g em 50 mL de agua. Nos
tratamentos controle as curvas de sobrevivéncia ficaram estatisticamente

semelhantes em todo o periodo de avaliacdo (Figura 11).
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Figura 11. Sobrevivéncia de larvas de A. aegypti tratadas com o fungo
encapsulado (F), esferas sem fungo (A) nas concentracdes de 0,01; 0,05; 0,25 ou
0,5¢.

A curva de dose-resposta do fungo encapsulado sobre as larvas de A.
aegypti foi significativamente diferente pelo teste post-hoc de Duncan (Fs, 26) =
18,382; P< 0,05). As doses de 0,25 e 0,5 g do fungo encapsulado promoveram o
menor percentual com 24,3 e 28,9% de larvas sobreviventes, respectivamente. As
esferas sem o fungo e o fungo encapsulado na concentracdo 0,01g/ 50 mL de

agua foram estatisticamente semelhantes ao controle (Tabela 5).
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Tabela 5. Sobrevivéncia de larvas de A. aegypti expostas ao fungo encapsulado

em diferentes concentracdes

Tratamentos

(9/50mL agua) Sobrevivéncia (%) +DP Sso
Controle 100 a* ND
A (0,01) 100 a ND
A (0,05) 100 a ND
A (0,25) 97,0+ 38a ND
A (0,50) 100 a ND
F (0,01) 944+51a ND
F (0,05) 59,0+7,2b ND
F (0,25) 24,3+20,1c¢c 7
F (0,50) 28,9+84c 7

*Valores seguidos de mesma letra ndo apresentam diferenca estatistica pelo teste
post-hoc de Duncan (a=0.05). ND = Dados nédo determinados. As médias sem
valor de desvio padrdo (DP) significam DP=0 . Esferas sem fungo (A) e fungo

encapsulado (F) nas concentracdes de 0,01; 0,05; 0,25 e 0,5g/ 50mL de &gua.

A regressdo quadratica foi o modelo mais apropriado para explicar a

relacdo entre as doses do fungo encapsulado e a sobrevivéncia larval (F14)=

45,173; P<0,05), 94% da variancia pode ser explicada pela curva de regressao
quadratica y=94,5 — 486,5x + 678,8x? (Figura 12).
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Figura 12. Relagdo da sobrevivéncia de larvas de A. aegypti em funcdo das
doses de M. anisopliae encapsulado.

5.9 Experimento 6: Efeito do tipo de embalagem, condi¢cdes e tempo de
armazenamento na viruléncia de Metarhizium anisopliae sobre larvas de
Aedes aegypti

As curvas de sobrevivéncia das larvas tratadas com M. anisopliae
encapsulado ou ndo encapsulado e armazenado por diferentes dias foram
estatisticamente diferentes pelo Log-rank Test (P<0.0001). O indice Sso nao foi
determinado em nenhum dos tratamentos. As figuras 13, 14, 15 e 16 mostram as
curvas de sobrevivéncia das larvas tratadas com fungo M. anisopliae armazenado
por cinco, quinze, trinta e sessenta dias, respectivamente, sendo o indice A
designado para o fungo ndo encapsulado (E) e o indice B para o fungo
encapsulado (F).

No experimento realizado com o fungo armazenado por cinco dias foi
verificado que entre os tratamentos com fungo ndo encapsulado, o tratamento
EBP proporcionou menor percentual de sobrevivéncia, com 62,2% de
sobrevivéncia larval (Figura 13A). E na analise com o fungo encapsulado a
sobrevivéncia foi menor no tratamento FGPL com 77,8% de sobrevivéncia larval
(Figura 13B).
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Figura 13. Sobrevivéncia de larvas de A. aegypti expostas ao M. anisopliae nao
encapsulado (A) ou encapsulado(B) armazenado por cinco dias. (Esporo do fungo
nao encapsulado: EBPL- armazenado na BOD e embalagem de plastico; EBP-
armazenado na BOD e embalagem de papel; EGPL- armazenado na geladeira e
embalagem de plastico; EGP- armazenado na geladeira e embalagem de papel,
E- sem armazenamento e sem embalagem). (Fungo encapsulado: FBPL-
armazenado na BOD e embalagem de plastico; FBP- armazenado na BOD e
embalagem de papel; FGPL- armazenado na geladeira e embalagem de pléstico;
FGP- armazenado na geladeira e embalagem de papel; F- sem armazenamento e
sem embalagem).

Os tratamentos com o fungo ndo encapsulado e armazenado durante
cinco dias apresentaram estatisticamente diferente pelo teste post-hoc de Duncan
(Fean= 37,536; P< 0,05). E os tratamentos com o fungo encapsulado também
proporcionaram respostas diferenciadas na sobrevivéncia de larvas de A. aegypti
(F517=18,923; P< 0,05) (Tabela 6). Os tratamentos armazenados na geladeira e
embalados em plasticos (GPL) proporcionaram percentual de sobrevivéncia de
77,8% em ambos os grupos de tratamento, fungo ndo encapsulado e fungo nao

encapsulado.
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Tabela 6. Sobrevivéncia de larvas de A. aegypti expostas a fungo M. anisopliae
armazenado por cinco dias

Sobrevivéncia (z) DP

Condicoes de Fungo n&o encapsulado (E) Fungo encapsulado (F)

armazenamento
Controle 100 a* 100 a*
BPL 97,8+19a 944+19ab
BP 62,2+69c 87,8+ 1,9 abc
GPL 778+£4,00Db 77,8+9,6cC
GP 95,6 +39a 84,4 +6,9 bc
Sem armazenamento 722+39b 55,0+10,0d

*Valores seguidos da mesma letra mindscula ndo apresentam diferenca
estatistica na coluna pelo teste post-hoc de Duncan (a=0.05). A média sem valor
de desvio padréao (DP) significa DP=0 (BPL- armazenado na BOD e embalagem
de plastico; BP- armazenado na BOD e embalagem de papel; GPL- armazenado
na geladeira e embalagem de plastico, GP- armazenado na geladeira e
embalagem de papel).

Nos tratamentos armazenados por quinze dias foi verificado que as larvas
de A. aegypti expostas ao fungo ndo encapsulado mantiveram a sobrevivéncia
acima de 80% em todos os grupos de tratamentos (EBPL, EBP, EGPL e EGP)
(Figura 14A). No grupo de tratamento com o fungo encapsulado, a sobrevivéncia
larval foi menor no tratamento FGP com 67,8% (Figura 14B).
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Figura 14. Sobrevivéncia de larvas de A. aegypti expostas ao M. anisopliae ndo
encapsulado (A) ou encapsulado(B) armazenado por quinze dias. (Esporo do
fungo ndo encapsulado: EBPL- armazenado na BOD e embalagem de plastico;
EBP- armazenado na BOD e embalagem de papel; EGPL- armazenado na
geladeira e embalagem de plastico; EGP- armazenado na geladeira e embalagem
de papel; E- sem armazenamento e sem embalagem). (Fungo encapsulado:
FBPL- armazenado na BOD e embalagem de plastico; FBP- armazenado na BOD
e embalagem de papel, FGPL- armazenado na geladeira e embalagem de
plastico; FGP- armazenado na geladeira e embalagem de papel; F- sem
armazenamento e sem embalagem).

Nos tratamentos com o fungo ndo encapsulado e armazenado por quinze
dias foram observadas diferencas estatisticas pelo teste post-hoc de Duncan
(Fea7= 17,632; P< 0,05), o tratamento EGP apresentou o menor percentual de
sobrevivéncia (83,3%) entre os tratamentos armazenados, porém sua viruléncia
foi menor quando comparado com o tratamento E, que proporcionou percentual
de sobrevivéncia de 72,2%. Nesse mesmo periodo de armazenamento, 0s
tratamentos com o fungo encapsulado proporcionaram respostas diferenciadas na
sobrevivéncia larval (Fi17= 7,880; P< 0,05), o tratamento FGP com 67,8% foi
estatisticamente semelhante ao tratamento F que proporcionou 55% de
sobrevivéncia larval (Tabela 7).
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Tabela 7. Sobrevivéncia de larvas de A. aegypti expostas a fungo M. anisopliae e
armazenado por quinze dias

Sobrevivéncia () DP

Condicoes de Fungo ndo encapsulado  Fungo encapsulado

armazenamento
Controle 97,8+4,0a 97,8+39a
BPL 91,1+40a 73,3t119b
BP 922+3,8a 82,2+11,0ab
GPL 922+20a 80,0+ 3,0ab
GP 83,3+6,0b 67,8+ 7,9 bc
Sem armazenamento 72,2+39c 55,0+10,0c

*Valores seguidos da mesma letra mindscula ndo apresentam diferenca
estatistica na coluna pelo teste post-hoc de Duncan (a=0.05). A média sem valor
de desvio padréao (DP) significa DP=0 (BPL- armazenado na BOD e embalagem
de plastico; BP- armazenado na BOD e embalagem de papel; GPL- armazenado
na geladeira e embalagem de plastico, GP- armazenado na geladeira e
embalagem de papel).

As curvas de sobrevivéncia das larvas expostas ao fungo M. anisopliae
armazenado por trinta dias sdo apresentadas na figura 15, os tratamentos com o
fungo ndo encapsulado ou encapsulado mantiveram o percentual de

sobrevivéncia acima de 70% em todos os tratamentos.
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Figura 15. Sobrevivéncia de larvas de A. aegypti expostas ao M. anisopliae ndo
encapsulado (A) ou encapsulado(B) armazenado por trinta dias. (Esporo do fungo
ndo encapsulado: EBPL- armazenado na BOD e embalagem de plastico; EBP-
armazenado na BOD e embalagem de papel; EGPL- armazenado na geladeira e
embalagem de pléstico; EGP- armazenado na geladeira e embalagem de papel;
E- sem armazenamento e sem embalagem). (Fungo encapsulado: FBPL-
armazenado na BOD e embalagem de plastico; FBP- armazenado na BOD e
embalagem de papel; FGPL- armazenado na geladeira e embalagem de plastico;
FGP- armazenado na geladeira e embalagem de papel; F- sem armazenamento e
sem embalagem).

Apés trinta dias de armazenamento, diferencas significativas também
foram observadas pelo teste post-hoc de Duncan nos tratamentos com o fungo
ndo encapsulado (Fs17= 43,109; P< 0,05), nesse grupo de tratamento, o EGP
com 73,3% de sobrevivéncia foi estatisticamente semelhante ao tratamento E
com 72,2% de larvas sobreviventes e os tratamentos EBPL, EBP e EGPL
apresentaram percentual de sobrevivéncia larval maior que 88%, sendo esse
percentual estatisticamente diferente do tratamento com o fungo ndo armazenado
(F) . No grupo com o fungo encapsulado foi verificado que os tratamentos FBPL,
FBP, FGPL E FGP permitiram a sobrevivéncia larval acima de 80%, diferindo
estatisticamente do tratamento F que proporcionou 55% de larvas sobreviventes
(Fea7=19,378; P< 0,05) (Tabela 8).
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Tabela 8. Sobrevivéncia de larvas de A. aegypti expostas a fungo M. anisopliae e
armazenado por trinta dias

Sobrevivéncia () DP

Condicdes de

Fungo nédo encapsulado Fungo encapsulado
armazenamento
Controle 989+19a 98,9+20a
BPL 944+19ab 91,1+19ab
BP 978+40a 91,1+49ab
GPL 88,9+4,0b 822+19b
GP 73,3+59¢c 82,2+80b
Sem armazenamento 72,2+39c 55,0+10,0c

*Valores seguidos da mesma letra mindscula ndo apresentam diferenca
estatistica na coluna pelo teste post-hoc de Duncan (a=0.05). A média sem valor
de desvio padréao (DP) significa DP=0 (BPL- armazenado na BOD e embalagem
de plastico; BP- armazenado na BOD e embalagem de papel; GPL- armazenado
na geladeira e embalagem de plastico; GP- armazenado na geladeira e
embalagem de papel).

As larvas expostas ao M. anisopliae armazenado por sessenta dias em
diferentes condi¢cbes apresentaram percentual de sobrevivéncia acima de 85%,
tanto para o grupo de tratamento com o fungo ndo encapsulado, quanto para os

tratamentos com o] fungo encapsulado (Figura 16).



100~

-~ Controle Ad
9 = E S 9 -
Q ~—
5 -+ EGP < +*
0 -+ EGPL s -
B
3 & EBP 2 o
> (0] o
o - EBPL 5
o] O 604
0 )
(/) 60'
50 T T T T T T T
50 T T T T T T T 0 1 2 3 4 5 6 7
0 1 2 3 4 5 6 7 Dias

Figura 16. Sobrevivéncia de larvas A. aegypti expostas ao M. anisopliae nao
encapsulado (A) ou encapsulado(B) armazenado por sessenta dias. (Esporo do
fungo néo encapsulado: EBPL- armazenado na BOD e embalagem de plastico;
EBP- armazenado na BOD e embalagem de papel; EGPL- armazenado na
geladeira e embalagem de plastico; EGP- armazenado na geladeira e embalagem
de papel; E- sem armazenamento e sem embalagem). (Fungo encapsulado:
FBPL- armazenado na BOD e embalagem de plastico; FBP- armazenado na BOD
e embalagem de papel; FGPL- armazenado na geladeira e embalagem de
plastico; FGP- armazenado na geladeira e embalagem de papel, F- sem
armazenamento e sem embalagem).

O fungo M. anisopliae armazenado por sessenta dias ocasionou
respostas diferenciadas pelo teste pos-hoc Duncan na sobrevivéncia de larvas de
A. aegypti. Os tratamentos com o fungo nao encapsulado, EBPL, EBP, EGPL E
EGP, que proporcionaram percentual de sobrevivéncia acima de 88% foram
estatisticamente diferentes do fungo ndo armazenado (E) que permitiu 72,2% de
larvas sobreviventes (Fs17= 47,264; P< 0,05). Nos tratamentos com o fungo
encapsulado, o tratamento FGP apresentou percentual de sobrevivéncia de
78,9% e os tratamentos FBPL, FBP e FGPL apresentaram percentual de
sobrevivéncia maior que 89%, esses percentuais de sobrevivéncia foram
estatisticamente diferentes do fungo ndo armazenado (F) que permitiu 55% de
larvas sobreviventes (F,17)= 31,916 ; P< 0,05) (Tabela 9).

Controle
F

FGP
FGPL
FBP
FBPL
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Tabela 9. Sobrevivéncia de larvas de A. aegypti expostas a fungo M. anisopliae e
armazenado por sessenta dias

Sobrevivéncia () DP

Condicoes de

Fungo nao encapsulado Fungo encapsulado
armazenamento

Controle 97,8 £ 2,0 ab* 978+£20a

BPL 889+19c 98,9+ 2,0 a

BP 100 a 98,9+20a

GPL 92,2+19c 90,0+ 3,0a

GP 93,3+ 3,0 bc 789+39b
Sem armazenamento 72,2+3,9d 55,0+10,0c

*Valores seguidos da mesma letra mindscula ndo apresentam diferenca
estatistica na coluna pelo teste post-hoc de Duncan (a=0.05). A média sem valor
de desvio padréao (DP) significa DP=0 (BPL- armazenado na BOD e embalagem
de plastico; BP- armazenado na BOD e embalagem de papel; GPL- armazenado
na geladeira e embalagem de plastico; GP- armazenado na geladeira e
embalagem de papel).

5.10 Experimento 7: Efeito da exposicdo ambiental de Metarhizium
anisopliae com ou sem encapsulamento sobre larvas de Aedes aegypti

As curvas de sobrevivéncia das larvas tratadas com o fungo encapsulado
ou fungo ndo encapsulado expostas aos raios solares foram estatisticamente
diferentes pelo Log-rank Test (P<0.0001). O valor de Sso foi de sete e quatro dias
nos tratamentos F e E, respectivamente. No quarto dia de avaliacdo, a
sobrevivéncia foi maior que 85% nos tratamentos F e FUV, e no tratamento EUV
nesse mesmo periodo a sobrevivéncia foi menor que 35% (Figura 17).
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Figura 17. Sobrevivéncia de larvas de A. aegypti infectadas com fungo M.
anisopliae encapsulado e ndo exposto a raios solares (F), fungo encapsulado
exposto (FUV), esporo de fungo ndo exposto (E), esporo de fungo exposto
(EUV) e esferas sem fungo e nado expostas (C) e esferas sem fungo e
expostas (CUV).

Os tratamentos com o fungo expostos aos raios solares foram
estatisticamente diferente pelo teste post-hoc de Duncan (F,17)= 92,639; P<0,05).
O fungo ndo encapsulado e ndo exposto aos raios solares na concentracdo de
107 conidios mL* (E) proporcionou menor percentual de sobrevivéncia que os
demais tratamentos. O tratamento com o fungo encapsulado exposto ou nao
exposto ndo foi estatisticamente diferente. Quando o fungo ndo encapsulado foi
exposto aos raios solares a sua sobrevivéncia foi semelhante ao controle (Tabela
10).
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Tabela 10. Sobrevivéncia de larvas de A. aegypti expostas ao fungo M. anisopliae
encapsulado ou ndo encapsulado exposto as condi¢cdes ambientais

Tratamentos Sobrevivéncia (%)+DP Ss0
C 100 a* ND
Cuv 100 a ND
F 48,9+3,8b 7
FUV 52,2+11,7b ND
E 23,3+3,3¢C 4
EUV 944+19a ND

*Valores seguidos de mesma letra ndo apresentam diferenca estatistica pelo teste
post-hoc de Duncan (a=0.05). ND = Dados néo determinados. A média sem valor
de desvio padrédo (DP) significa DP=0. F=Fungo encapsulado e ndo exposto as
condicdbes ambientais, FUV=fungo encapsulado e exposto as condi¢cdes
ambientais, E=fungo ndo encapsulado e ndo exposto as condi¢cdes ambientais,
EUV=fungo ndo encapsulado e exposto as condi¢cdes ambientais, C= esferas sem
fungo e ndo expostas as condicdes ambientais e CUV= esferas sem fungo e
expostas as condi¢cdes ambientais.

5.11 Experimento 8: Avaliacdo da persisténcia do fungo Metarhizium
anisopliae sobre as larvas de Aedes aegypti

As curvas de sobrevivéncia no teste de persisténcia de M. anisopliae
foram estatisticamente diferentes pelo Log-rank Test (P<0.0001). O tratamento F
e o E ndo apresentaram persisténcia, tendo sua viruléncia diminuida no decorrer
do experimento. A avaliacdo da persisténcia no tempo O proporcionou percentual
de sobrevivéncia larval no tratamento F de 55,6% e no tratamento E a
sobrevivéncia foi menor que 22% e o valor de Sso foi de quatro dias. Apés trés
dias de persisténcia do fungo, a sobrevivéncia aumentou tanto no tratamento com
fungo encapsulado, como também no fungo ndo encapsulado, sendo encontrado
percentual de 81,1% no tratamento F e 46,7% no tratamento E, o valor de Sso no
E aumentou para sete dias. A persisténcia de cinco dias promoveu indice de
sobrevivéncia larval aproximado com a persisténcia de trés dias, com 87,8 e

42,2% de larvas sobreviventes nos tratamentos F e E (Figura 18).
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Figura 18. Sobrevivéncia de larvas de A. aegypti infectada com M. anisopliae
encapsulado (F- 0,05g mL%), fungo ndo encapsulado (E- 107 conidios mL),
esferas sem fungo (A) e controle com agua (C). (A)- Teste sem persisténcia; (B)-
Teste de persisténcia por 3 dias; (C)- Teste de persisténcia por

Teste de persisténcia por 7 dias.

5 dias e (D)-
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A avaliacdo da persisténcia de M. anisopliae através da analise da
sobrevivéncia de larvas de A. aegypti foi estatisticamente diferente pelo teste
post- roc de Duncan. Na avaliacdo sem persisténcia (T=0) os tratamentos com o
fungo foram diferentes do controle, e o fungo nédo encapsulado (E) com 24,4% de
sobrevivéncia apresentou maior viruléncia quando comparado com o fungo
encapsulado com 55,6% (F3,11)=148,352; P<0,05). Nas avalia¢cdes posteriores, a
viruléncia do tratamento E continua maior que no tratamento F, tanto para trés
dias de persisténcia (F@11)=126,246; P<0,05) quanto para cinco dias
(F,11=149,785; P<0,05), entretanto a partir do sétimo dia de persisténcia do
fungo na agua, apesar da diferenca estatistica o percentual de sobrevivéncia nos
tratamentos F e E apresenta acima de 80% (F3,11)=23,342; P<0,05). Nas analises
do tratamento F com trés, cinco e sete dias de persisténcia, a sobrevivéncia larval
foi 81,1; 87,8 e 97,8%, respectivamente (F,11=37,588; P<0,05). No tratamento E
com trés, cinco e sete dias de persisténcia, a sobrevivéncia larval foi de 46,7; 42,2
e 83,3%, respectivamente. A sobrevivéncia larval no tratamento E apds sete dias
de persisténcia aumentou trés vezes mais que no tratamento sem persisténcia
(F@3,11=57,850; P<0,05) (Tabela 11).

Tabela 11. Avaliacdo da persisténcia do fungo M. anisopliae sobre larvas de A.

aegypti

Sobrevivéncia (%) +DP

Tratamento Tempo de Persisténcia (dias)
0 3 5 7
Controle 100 aA* 100 aA 100 aA 100 aA
A 98,9+ 2,0aA 100 aA 100 aA 98,9+ 2,0 aA
F 55,6 £ 7,0 bC 81,1+4,0bB 87,8 £ 5,0 bAB 97,8+ 4,0 aA
E 24,4 +5,0cC 46,7 + 3,0 cB 42,2 £5,0cB 83,3 £3,0 bA

* Valores seguidos da mesma letra minlscula ndo apresentam diferencas
estatisticas na coluna e valores seguidos da mesma letra maildscula nao
apresentam diferencas estatisticas na linha pelo teste post-hoc de Duncan
(a=0.05). A média sem valor de desvio padrao (DP) significa DP=0 (A- esfera sem
fungo; F- fungo encapsulado; E- fungo ndo encapsulado).
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A andlise de regressao foi realizada para avaliar a influéncia do tempo de
persisténcia na viruléncia de M. anisopliae. No tratamento F, a regresséo linear foi
significativa para relacionar a sobrevivéncia das larvas de A. aegypti (y) com
tempo de persisténcia do fungo M. anisopliae encapsulado (x) (F@,11= 120,646;
P<0,05), 96% da variancia na sobrevivéncia larval pode ser explicada pela reta de
regressao linear y= 57,7 +6,22x. No tratamento E, a regressao quadréatica foi o
modelo que ajustou melhor os dados (F¢,11)=17,949; P<0,05), sendo observado
que 89% da variancia na sobrevivéncia larval pode ser explicada pela curva de
regressao quadrética y=26,8 +1,453x +0,85x2 (Figura 19).
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Figura 19. Relacdo entre a sobrevivéncia de larvas de A. aegypti expostas ao

fungo M. anisopliae encapsulado ou ndo encapsulado em funcdo do tempo de
persisténcia do fungo na agua.
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6. DISCUSSAO

No presente trabalho foram realizados testes para determinar a curva
dose-resposta de larvas de A. aegypti expostas ao diflubenzuron. O efeito do
inseticida foi dependente das doses. A maior redugdo na sobrevivéncia foi
observada na concentracao de 250 ppb, sendo observado apenas 8,3% de larvas
sobreviventes. A menor toxicidade foi observada em 0,1 e 0,25ppb. A analise de
regressao mostrou que ha relacdo entre as dosagens utilizadas e a sobrevivéncia
larval, ou seja, a medida que aumenta a dose de diflubenzuron ha reducdo no
percentual de sobrevivéncia de larvas de A. aegypti.

Jahan et al. (2011) relataram que o diflubenzuron apresentou excelente
efeito larvicida e alta toxicidade a larvas selvagens de A. aegypti no 4° estadio,
sendo observado que a mortalidade foi dependente das doses, ou seja, doses
mais elevadas (100, 10 e 1 ppm) causaram alta mortalidade larval e a emergéncia
de adultos foi completamente inibida, enquanto a dose minima (0,0001 ppm)
também causou toxicidade aguda e 80% de inibicdo da emergéncia dos adultos.

No teste para investigar a interacdo do M.anisopliae com o diflubenzuron
foi observado que houve interacdo sinérgica entre o inseticida e o fungo. O
tratamento com o diflubenzuron combinado com M. anisopliae contra larvas de A.
aegypti mostrou-se significativamente mais eficiente, apresentando o percentual
de sobrevivéncia de 28,9%. Os tratamentos com o fungo sozinho ou inseticida
sozinho foram significativamente semelhantes, com menos que 60% de

sobrevivéncia larval.
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No estudo da interacdo de B. bassiana com diflubenzuron a sobrevivéncia
das larvas de A. aegypti no tratamento B. bassiana + diflubenzuron teve 46,7% de
larvas vivas e foi estatisticamente semelhante ao tratamento com diflubenzuron
sozinho que proporcionou 56,7% de larvas sobreviventes. Apesar da semelhanca
entre esses tratamentos, o fungo combinado com inseticida causou sobrevivéncia
10% menor que o inseticida sozinho. O fungo sozinho proporcionou sobrevivéncia
larval semelhante ao controle, com mais de 90% de larvas vivas.

A interacao sinérgica entre os fungos entomopatogénicos e o0s inseticidas
envolve mudancas na fisiologia nos insetos, que influencia na penetracdo
cuticular ou na proliferacao inicial dos conidios dentro da hemocele do hospedeiro
(Furlong e Groden, 2001). A interacdo sinérgica observada no presente estudo,
entre M. anisopliae e o diflubenzuron, pode ser explicada pelo modo de acdo do
inseticida sobre as larvas, pois o diflubenzuron atua inibindo a sintese de quitina
durante o estagio imaturo do inseto, causando a morte durante a ecdise (Mulla,
1995). Essa atuacao facilita a invasao de outros agentes de controle, pois fragiliza
o tegumento, uma das barreiras de defesa do inseto (Silva, 2002). Sendo assim, o
fungo M. anisopliae que inicia o processo infeccioso a partir da adesdo e
germinacao dos conidios na cuticula do inseto (Castrillo et al., 2005) pode ter
conseguido penetrar nas larvas com maior facilidade, ocasionado o menor
percentual de sobrevivéncia das larvas tratadas com o fungo combinado com o
inseticida.

Os testes realizados com larvas de 3° estadio de Anomala cuprea
tratadas M. anisopliae (PMA-7) combinado com doses subletais dos inseticidas
fenitrothion ou teflubenzuron apresentaram efeito sinérgico. Os hemdcitos das
larvas de A. cuprea foram significativamente afetados e a atividade da
fenoloxidase foi inibida apds a aplicacdo combinada do fungo com os inseticidas.
Estes resultados indicaram que o sinergismo pode ser causado pela inibicdo do
sistema imunolégico celular larval e pelo sistema de defesa humoral larval, sendo
por isso observada a maior e mais rapida mortalidade em larvas tratadas com a
combinacéo do fungo com os inseticidas quando comparado com os tratamentos
do fungo sozinho ou inseticida sozinho (Hiromori e Nishigaki, 2001).

Hassan e Charnley (1989) reportaram que a cuticula de larvas de

Manduca sexta tratadas previamente com diflubenzuron (nome comercial:
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Dimilin®) e posteriormente expostas ao M. anisopliae tiveram pouca resisténcia
as hifas penetrantes do fungo e as larvas desintegraram durante a invasao.

Paula et al. (2011) observaram que M. anisopliae combinado com baixas
concentracbes do inseticida Imidacloprid reduziu significativamente a
sobrevivéncia de adultos de A. aegypti, comparado com tratamentos feitos
somente com o fungo.

As constatacfes da interacdo entre os fungos e o inseticida remetem a
necessidade futura de trabalhos complementares, em que possam determinar os
fatores responsaveis pelas interacfes, e de que modo esses fatores podem
contribuir para uma melhoria nas abordagens do controle associado. Além da
associacdo de fungos com inseticidas, o desenvolvimento de formulacdes
fungicas estaveis, de facil aplicacdo e de baixo custo € fundamental para o
avanco do controle biolégico no manejo integrado de pragas e vetores, sendo
também uma das etapas mais importantes na padronizacéo do bioinseticida e de
grande importancia para a viabilizacdo comercial (Alves, 1998).

Assim, buscando melhorar a eficiéncia de M. anisopliae foi desenvolvido
seu encapsulamento em matriz de alginato e analisado viruléncia dessa
formulacdo em diferentes condi¢des. A formulacdo granulada é uma das mais
adequadas para o controle de insetos em ambiente aquético (Batista-Filho et al.,
1998), como as larvas de A. aegypti.

Para a producao de esferas do fungo M. anisopliae foi necessario realizar
a curva padrao das concentracdes fungicas conhecidas através de leituras no
espectrofotbmetro para comparar com as concentracdes dos conidios liberados
pelas esferas. A quantificacdo das concentracdes foi medida no
espectrofotometro em 595nm, nesse estudo as leituras de absorbancia das
concentracbes fuangicas apresentaram regressdo logaritmica conforme foi
aumentada a concentragao.

A maior absorbancia foi de 0,068 lida na concentracdo de 10° conidios
mL-1, essa concentracdo flingica apresentou absorbancia duas vezes maior que a
leitura em 10* conidios mL. Essa proporcdo entre as concentragées é coerente,
uma vez que o0 espectro de absorcdo € caracteristico para uma determinada
substancia e a quantidade de absor¢do (intensidade) € dependente da

concentracédo do composto (Skoog et al., 2006).
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As particulas formadas no presente estudo apresentaram os conidios
dispersos no material polimérico, sistema monolitico, sem distingdo do nudcleo
sendo, portanto denominada de esferas (Silva et al., 2003) e o formato observado
apos a secagem foi irregular.

A liberacdo dos conidios pelas esferas foi analisada atraves de leitura de
absorbancia. As esferas com fungo nos recipientes com agua sem larvas nao
apresentaram um padrdo de liberacdo linear e nem quadratico, porém foi
observada irregularidade nos niveis de liberacdo dos conidios e mantiveram
integras em todo o periodo de avaliacdo. O segundo dia da avaliagdo apresentou
a maior absorbancia, sendo o valor encontrado correspondente a concentracdo
de 6,5x10* conidios mL1, nos demais dias de leitura houve reducéo progressiva
da liberacéo do fungo.

O fungo M. anisopliae encapsulado utilizado nos testes de sobrevivéncia
larval apresentou completa dissolucéo no sétimo dia de avaliacdo, sendo possivel
observar os conidios dispersos na solucdo (observacdo pessoal). Esse tipo de
liberacdo € denominado liberacdo com dissolucédo polimérica, no qual o material
de recheio é liberado no meio, a medida que o polimero degrada (dissolve),
ocorrendo o desprendimento fisico das cadeias poliméricas na presenca de
excesso de agua, sem mudanca quimica, em pequenos fragmentos, por
processos quimicos ou biolégicos (Cruz, 2004).

A alteragcdo do pH da solucdo pode ter sido o processo quimico
responsavel pela dissolucdo das esferas na presenca das larvas, uma vez que o
decréscimo do pH pode diminuir a forca do gel (Morais et al.,, 1989). Uma
mudanca no pH poderia estar relacionada com a excrecao de substancias pelas
larvas, como também residuos de exuvias.

Na presente pesquisa foram realizados testes para verificar o tipo de
PEG e o procedimento de desidratacdo mais adequado para a producdo das
esferas. Nesse estudo foi constatado que o tratamento P1L foi o mais virulento
contra larvas de A. aegypti. As esferas P1L foram revestidas com PEG com
textura mais fina e desidratado por liofilizagcdo. Esse PEG apresentou maior
aderéncia as esferas quando comparado com o outro PEG de textura mais grossa
(observacéo pessoal), permitindo assim maior eficiéncia.

O polietilenoglicol (PEG) é um polimero com elevada solubilidade em

agua e muitas das suas aplicacbes estdo associadas com esta propriedade
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(Tziampazis et al., 2000). Esse polimero pode conduzir a formacéo de estruturas
mais porosas, tornando-se util na melhoria da velocidade de liberag&o do principio
ativo e aumentar a permeabilidade das esferas (Yeh, 2000).

Cruz (2004) observou que as microesferas de alginato revestidas com
PEG atrairam maior quantidade de &gua e isto facilitou o transporte do material do
recheio e o menor percentual da massa molecular do PEG acelerou a difusédo do
farmaco oxitetraciclina.

A adicdo de PEG 1500 as formulacdes de microesferas de acetobutirato
de celulose foi mais promissora que a adicdo PEG 4000, uma vez que permitiu o
desenvolvimento de poros nas particulas sem comprometer a eficiéncia de
encapsulacdo da carbamazepina e proporcionou estrutura esférica. Esses
resultados fornecem bons indicativos do potencial que o polietilenoglicol com
menor peso molecular tem como adjuvante nas formulagcdes de microesferas
(Zanetti et al., 2002).

A maior viruléncia do tratamento P1L pode ser atribuida pela maior
liberacdo dos conidios do fungo na solucédo. Visto que, a liofilizacdo ndo causa,
geralmente, o encolhimento ou endurecimento do material que esta sendo
desidratado e as solu¢bes desidratadas por este processo podem ser reidratadas
mais rapidamente e facilmente, produzindo os poros microscopicos no produto
resultante. Os poros sdo criados pelos cristais de gelo que sublimaram, deixando
aberturas ou poros em seu lugar. Além das vantagens mencionadas, a liofilizacao
tende a danificar menos o produto que esta sendo desidratado do que outros
métodos de desidratacdo, que envolvem temperaturas mais altas (Celestino,
2010).

Na andlise realizada com esferas produzidas com esporos do fungo sem
a prévia separacdo dos esporos demonstrou que ndo € viavel essa metodologia,
pois impede a liberacdo dos conidios da matriz de alginato. Os residuos de arroz
presente na suspensdao fungica poderiam ter dificultado a liberacdo (observacao
pessoal).

A curva de dose-resposta de M. anisopliae encapsulado sobre as larvas
de A. aegypti apresentou regressdo, demonstrando que a sobrevivéncia larval
diminuiu & medida que aumentou a concentracdo do formulado (esferas) na
solucéo, entretanto, apds a concentracdo de 0,25g/50mL que proporcionou 24%

de larvas sobreviventes, houve decréscimo na sobrevivéncia larval, com 28,9%
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de larvas sobreviventes na concentragdo de 0,5¢g/50mL. As esferas produzidas
com o alginato de sddio e o Agar sem o fungo néo influenciaram a sobrevivéncia
larval, sendo observado a sobrevivéncia de 100% das larvas, indicando que o
fungo M. anisopliae foi o responséavel pela reducdo na sobrevivéncia das larvas .

Nos estudos de Pereira et al (2009) as larvas A. aegypti (2° e 3° estadio)
tratadas com suspensdo de M. anisopliae (ESALQ 818) na concentragdo 5x10°
conidios mL?! apresentaram 12% de sobrevivéncia e Sso de seis dias. Esse
percentual de sobrevivéncia é proximo com o valor encontrado usando a
concentracéo de 0,25g/mL no presente estudo.

Outros estudos devem ser desenvolvidos para aumentar a eficiéncia de
encapsulamento do fungo, de forma a aumentar a concentracdo dos conidios no
interior das esferas e tendo um maior controle da liberagao.

As caracteristicas observadas nas esferas sdo dependentes de
diferentes variaveis, sendo importante ressaltar a natureza do material a ser
encapsulado e o método escolhido para o encapsulamento (Silva et al., 2003). Liu
e Liu (2009b) observaram que o fungo B. bassiana encapsulado pelo método
“spray drying” libera completamente os conidios no periodo de cinco a dez
minutos e apresentou formato esférico.

A rapida liberacdo do fungo observada no presente estudo pode ser
também atribuida ao fato de que os biopolimeros hidrofilicos como o alginato
apresentam alta porosidade, e pode causar elevado indice de difusdo do principio
ativo (Batista et al., 2014). E o formato irregular das esferas e a baixa retencao
dos conidios podem ter sido influenciados pelas baixas concentracdes dos
reagentes utilizados no encapsulamento de M. anisopliae (0,25% de alginato de
sédio e 0,04M de cloreto de calcio diidratado). Cabe ressaltar que em testes
preliminares foram utilizadas concentracbes maiores, entretanto nao foi
observada liberagdo dos conidios, sendo entdo estabelecidas as referidas
concentracfes para a producédo das esferas.

Pasqualim et al. (2010) observaram que a utilizacado de 0,5% de alginato
de sodio e 0,5% de cloreto de calcio resultou em microcapsulas de aparéncia
menos homogénea, baixa resisténcia e pouca estrutura, entretanto, com o
aumento na concentracdo, as microcapsulas formadas apresentaram-se mais
uniformes, arredondadas e particulas com maior resisténcia. Nessa pesquisa foi

verificado que o tempo de permanéncia das microcapsulas na solucao de cloreto
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de calcio era diretamente proporcional a espessura da parede, ou seja, quanto
maior o tempo na solu¢ao, mais espessa se mostrou a parede das microcapsulas.

Em outro estudo foi observado que o encapsulamento do fungo
Coniothyrium minitans em alginato de sédio nas concentracbes de 0,5 e 1%
produziu granulos irregulares apds a secagem, porém quando foram utilizados 2%
desse polimero, os granulos foram morfologicamente mais uniformes, lisos e
regulares apds a secagem (Moretini e Melo, 2007).

O M. anisopliae encapsulado foi avaliado em diferentes condi¢des de
armazenamento, com a finalidade de verificar a estabilidade da formulagédo no
decorrer do tempo. Alves (1997) relata que as formulagbes de fungos
entomopatogénicos precisam garantir a estabilidade do produto na prateleira por
maior tempo, mantendo suas caracteristicas principais como viabilidade dos
conidios e viruléncia sobre o inseto que se deseja controlar, sendo importante o
conhecimento de local (temperatura) adequado para o armazenamento, como
também o tempo de validade do produto.

A andlise realizada no presente estudo verificou que o tipo de
embalagem, papel ou plastico, ndo influenciou na viruléncia de M. anisopliae
sobre as larvas de A. aegypti, porém o tempo ou o local de armazenamento foram
os fatores que apresentaram significancia.

Nas analises no fungo ndo encapsulado foi verificado que o tratamento
EBP proporcionou a menor taxa de sobrevivéncia larval (62,2%) com cinco dias
de armazenamento quando comparado com o0s demais tratamentos, entretanto,
apos quinze dias de armazenamento houve reducdo da viruléncia, pois a
sobrevivéncia larval foi maior que 90%. No EBP com sessenta dias de
armazenamento todas as larvas sobreviveram.

O tratamento EGP manteve sua viruléncia apds trinta dias de
armazenamento, pois apresentou percentual de sobrevivéncia larval de 73,3%,
sendo estatisticamente semelhante ao fungo ndo armazenado (72,2%). Vale
ressaltar que nesse tratamento o percentual de sobrevivéncia teve reducdo com o
passar do tempo, porém apos sessenta dias de armazenamento o indice de
sobrevivéncia larval aumentou para 93,3%. Nos demais tratamentos com o fungo
nao encapsulado a sobrevivéncia larval foi maior que 75%, mostrando que a

viruléncia foi afetada no decorrer do tempo.
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As diferencas encontradas nos tratamentos podem estar relacionadas
com a temperatura de armazenamento e com a umidade, uma vez que a reducao
da quantidade de &gua diminui o metabolismo das células e as baixas
temperaturas tornam o metabolismo dos micro-organismos ainda mais lento.
(Girotto et al., 2008).

Marques e Alves (1996) trabalharam com armazenamento de M.
anisopliae e verificaram que os conidios puros mantidos a 20°C durante 180 dias
mantiveram apenas 63% de viabilidade.

Marques et al. (2000) verificaram que fungo puro de B. bassiana
armazenado em freezer (-7°C) durante 80 meses manteve 100% de viabilidade e
elevada viruléncia, uma vez que causou 94% de mortalidade em lagartas de
Diatraea saccharalis e o tempo de armazenamento nao afetou significativamente
0 TLso.

O encapsulamento de M. anisopliae em matriz de alginato ndo manteve a
viruléncia do fungo ap6s o armazenamento. Entretanto, entre os tratamentos
analisados o FGP proporcionou a menor redugdo na viruléncia do fungo M.
anisopliae. A falta da manutencdo na viruléncia pode estar relacionada com
auséncia de ingredientes que podem proporcionar meio de crescimento ao fungo
encapsulado, na formulacéo fungica estudada havia apenas o alginato de sodio e
Agar. Além disso, 0s micro-organismos possuem um tempo de viabilidade quando
preservados por meio de diferentes técnicas, apos esse periodo, ocorre a sua
degeneracédo natural, que perde a capacidade de formar novos descendentes
(Kitamoto et al.,2002).

Os componentes presentes na formulacdo devem contribuir para o
incremento da estabilidade, viruléncia e eficacia do agente entomopatogénico,
devendo também aumentar a persisténcia do produto, ressaltando que
temperatura, umidade e pH séo fatores que também influenciam na estabilidade
do micro-organismo (Batista-Filho et al.,1998).

Trabalhos tém mostrado que a adicdo de ingredientes nas formulacdes
aumenta a viabilidade de formulagdes fungicas e a temperatura tem sido um fator
importante para a manutencdo de micro-organismos encapsulados. Kuek et al.
(1992) afirmaram que dependendo da espécie fungica, a imobilizagcdo em alginato

permite que o inoculante seja armazenado por periodos maiores que sete meses.
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Moretini e Melo (2007) mostraram que formulacdo granulada
desenvolvida a base do fungo Coniothyrium minitans com alginato de saédio,
celulose e caulim apresentou alto indice de viabilidade dos propagulos, quando
armazenado a 4°C por um periodo de 14 meses.

A formulacdo granulada contendo alginato de sodio e farelo de trigo
apresentou maior taxa de sobrevivéncia do fungo Trichoderma harzianum quando
este foi armazenado a 4°C. A adicdo do farelo de trigo assegurou maior
viabilidade e estabilidade do fungo apos dois anos de armazenamento, além de
preservar sua capacidade em parasitar o fitopatdgeno Rhizoctonia solani (Melo e
Costa, 2005).

O fungo nematéfago Paecilomyces lilacinus encapsulado em matrizes de
alginato-argila e armazenado a 7°C por doze meses manteve o percentual de
germinacao maior que 90%, enquanto que o mesmo fungo ndo encapsulado teve
sua viabilidade reduzida rapidamente no mesmo periodo e temperatura (Carneiro
e Gomes, 1997).

A viabilidade do fungo B. bassiana microencapsulado apresentou as
melhores taxas de germinacdo quando o encapsulamento foi realizado com o
“spray drying” em baixa temperatura do que com o “spray drying” convencional.
As taxas de germinacdo das microcapsulas armazenadas a 4 ou 25° C durante 1
més foram 85 e 75%, respectivamente. Estes valores diminuiram para 80 e 65%,
respectivamente, apos seis meses, indicando que as taxas de germinacao e a
viabilidade das microcapsulas armazenadas a 4° C eram melhores do que as
armazenadas a 25° C. Os de conidios B. bassiana encapsulados apresentaram
uma vida atil mais longa do que os conidios ndo encapsulados (Liu e Liu, 2009b).

A temperatura de armazenamento e adi¢cdo de nutrientes foram variaveis
importantes para a preservacdo da viabilidade dos esporos e micélios do fungo
Phanerochaete chrysosporium incorporado em capsulas de alginato de sédio. As
capsulas armazenadas a 5°C, micélio com ou sem suplementacdo de nutrientes
foram viaveis ap6s um ano de armazenamento, entretanto em temperatura
ambiente (25 ou 28°C) na auséncia de suplementacdo nutricional, a viabilidade
diminuiu acentuadamente em dois meses, porém com a adicdo de serragem ou
sabugo de milho a viabilidade do micélio aumentou. Os esporos de P.

chrysosporium incorporado em capsulas de alginato juntamente com gréos de
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sabugo de milho apresentaram 75% de viabilidade apdés nove meses de
armazenamento em temperatura ambiente (Loomis et al., 1997).

Elizei et al. (2014) reportaram que os miceélios dos fungos filamentosos
Aspergillus niger, Cladosporium cladosporioides e Penicillium solitum foram
encapsulados em matriz de alginato de soédio e avaliados os efeitos da
temperatura de armazenamento sobre o crescimento micelial e a esporulagéo dos
fungos imobilizados. Nesse teste foi verificado que apenas o fungo C.
cladosporioides apresentou maior indice de crescimento micelial quando arma-
zenado em freezer (-3 a -6°C) ou na geladeira (4 a 7°C), os demais apresentaram
maior crescimento quando armazenados em temperatura ambiente. Com relacéo
a esporulacdo de A. niger, C. cladosporioides e P. solitum, observou-se que a
melhor temperatura de armazenamento foi a temperatura ambiente (18 a 27°C). O
armazenamento dos granulos com os fungos imobilizados no freezer reduziu a
esporulacéo deles, indicando efeito negativo de baixas temperaturas.

No presente estudo foram investigados os efeitos das condi¢cdes
ambientais sobre o fungo M. anisopliae encapsulado ou ndo encapsulado. Sendo
assim foi observado que o encapsulamento dos conidios do fungo M. anisopliae
em matriz de alginato de sddio foi eficiente para preservar a viruléncia do fungo
apos exposicdo a radiacdo solar natural com influéncia da variacdo da
temperatura, umidade e velocidade do vento.

O fungo ndo encapsulado na concentracdo 10’ conidios mL* sem
influéncia ambiental direta reduziu a sobrevivéncia de larvas de A. aegypti em
23,3%, entretanto, quando esses conidios foram expostos as condicfes
ambientais, o percentual de sobrevivéncia larval aumentou quatro vezes,
apresentando 94,4% de larvas vivas, evidenciando que a viruléncia do fungo
diminuiu drasticamente. Em contrapartida, quando o fungo M. anisopliae foi
encapsulado, o percentual de sobrevivéncia manteve estatisticamente
semelhante, tanto sem a influéncia direta das condi¢cdes ambientais com 48,9%
de larvas sobreviventes, como sobre efeitos diretos dos fatores ambientais,
apresentando 52,2% de sobrevivéncia larval.

Corroborando com o presente estudo, Rangel et al. (2008) relataram que
a radiacao solar ultravioleta e o calor reduzem drasticamente a viabilidade de
conidios no campo, e estes fatores de estresse comprometeram a eficacia do

fungo M. anisopliae. A exposicao direta a radiacao solar pode inativar em poucas
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horas os conidios de M. anisopliae (Braga et al., 2001c) e os conidios
sobreviventes podem apresentar alteracdes genéticas e/ou fisioldgicas que
reduzem sua viruléncia (Braga et al., 2001a, b).

Estudos tém sido desenvolvidos para buscar alternativas que possam
melhorar a eficacia de M. anisopliae em condicdes de campo. Rangel et al.
(2006) reportaram que o meio de cultura em que os conidios do fungo sao
cultivados pode influenciar na sua tolerancia aos raios UV. Nesse estudo foi
mostrado que os conidios do fungo M. anisopliae cultivados em meio minimo sem
suplementacdo de carbono (MM), ou em meio MM com arabinose, frutose,
galactose, mio-inositol, lactose, manitol sdo pelo menos duas vezes mais
tolerantes a UV-B que os conidios produzidos em meio rico PDAY (nitrogénio
organico, glicose e amido de batata) ou em meio MM contendo glicose, glicerol,
maltose, rafinose, sorbitol, sacarose, trealose ou xilose.

Os autores observaram também que para o fungo M. anisopliae a fonte
de carbono ou o tipo de carboidrato € mais importante do que o tipo de fonte ou
guantidade de nitrogénio no aumento da tolerancia ao estresse, e a alta tolerancia
a radiacao UV-B foi correlacionada com a acumulacao de trealose e manitol.

Apos o estudo dos efeitos das condicdes ambientais sobre o fungo M.
anisopliae foi investigada a persisténcia da viruléncia do fungo sobre as larvas de
A. aegypti. Nesse estudo foi observado que o fungo nao encapsulado manteve a
viruléncia apoés trés e cinco dias de persisténcia na agua, com 46,7 e 42,2% de
larvas vivas, mas apos sete dias de persisténcia a sobrevivéncia larval aumentou
significativamente com 83,3% de larvas vivas. Esses resultados apresentaram
semelhanca com o estudo de Pereira et al. (2009), que verificaram a persisténcia
de M. anisopliae na concentracdo 102 conidios mL™ apenas por trés e cinco dias,
que proporcionou menos de 40% de larvas vivas, sendo observado apés dez
dias de persisténcia o percentual de sobrevivéncia maior que 60% de larvas. O
fungo encapsulado n&o apresentou persisténcia em nenhum dos tempos
estudados.

A perda da viruléncia do fungo pode ter sido causada pelo crescimento de
micro-organismos antagonistas na solucdo que continha as esferas do fungo, uma
vez que as esferas foram produzidas com Agar. As solucdes e géis de Agar sao

conhecidos como meios férteis de contaminacdo por bactérias e fungos. Além
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disso, Batista-Filho et al. (1998) relataram que a presenca de acidos organicos e
gases toxicos reduz drasticamente a persisténcia do bioinseticida.

Outros estudos devem ser desenvolvidos para buscar alternativas que
mantenham a viruléncia do fungo ao longo do tempo e com maior persisténcia

para viabilizar o controle de larvas de A. aegypti em condi¢cdes de campo.
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7. CONCLUSOES

O diflubenzuron na concentracdo de 250 ppb proporcionou 8,3% de larvas
sobreviventes, sendo esse 0 menor percentual de sobrevivéncia entre as
concentracOes estudadas;

A combinacdo de M. anisopliae com diflubenzuron apresentou interacéo
sinérgica sobre as larvas A. aegypti, promovendo 28,9% de sobrevivéncia
larval;

A combinacdo de B. bassiana com diflubenzuron ndo apresentou interacéo,
sendo encontrado percentual de sobrevivéncia de 46,7%, estatisticamente
semelhante ao tratamento com diflubenzuron sozinho que ocasionou 56,7% de
larvas sobreviventes;

A maior liberacdo de M. anisopliae encapsulado foi no segundo dia de imersao
na agua, com 6,5x10% conidios mL™! liberados;

O fungo encapsulado desidratado no liofilizador e revestido com PEG 1
apresentou-se mais virulento contra larvas de A. aegypti dentre os
tratamentos;

As doses de 0,25 e 0,5 g/50 mL de M. anisopliae encapsulado promoveram o
menor percentual com 24,3 e 28,9% de larvas sobreviventes;

O fungo néo encapsulado e o fungo encapsulado armazenado na geladeira e
embalado com papel (EGP e FGP) apresentaram menor redu¢ao na viruléncia

do fungo M. anisopliae entre os tratamentos;
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» O encapsulamento de M. anisopliae em matriz de alginato de sédio protegeu o
fungo das flutuagbes ambientais;

» M. anisopliae ndo encapsulado manteve a viruléncia apds trés e cinco dias de
persisténcia na agua, apos sete e dez dias de persisténcia a sobrevivéncia
larval aumentou, demonstrando a perda da viruléncia;

» No estudo de persisténcia com M. anisopliae encapsulado foi observado que o
fungo diminuiu a viruléncia contra larvas de A. aegypti a partir do terceiro dia

na agua.
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