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RESUMO

Carolino, A.T. MSc. Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro. Abril
de 2012. Formulacdo em 6leo aumenta a persisténcia do fungo entomopatogénico
para uso no controle do mosquito Aedes aegypti (Diptera: Culicidae). Orientador:

Prof. Richard lan Samuels

Os fungos entomopatogénicos sdo potenciais candidatos para o controle do
mosquito vetor da dengue, Aedes aegypti. Trabalhos tém mostrado que panos
pretos impregnados com fungo reduziram a sobrevivéncia do mosquito Anopheles,
vetor da maléaria. Entretanto, apenas um trabalho mostrou a eficiéncia de fungos
entomopatogénicos para controle do A. aegypti em condi¢cdes de semicampo. Em se
tratando da utilizacdo de fungos entomopatogénicos em simulacdes de semicampo,
formulagbes em Oleo apresentam potencial para promover protecdo aos conidios
dos fungos, facilitar a adesao dos esporos as superficies hidrofébicas do tegumento
dos insetos e proporcionar melhores condi¢cdes para causar infeccdo. No presente
trabalho, o fungo Metarhizium anisopliae isolado ESALQ 818 [F] formulado com a
mistura dos 6leos Isoparafina [I] e Vegetal [V] (6leo de girassol) ou somente com o
oleo vegetal (F+V), ndo apresentou efeito negativo na germinagcdo dos conidios. A
formulacdo F+V+l se mostrou eficiente em condicbes de semicampo com apenas
32% de sobrevivéncia de mosquitos A. aegypti expostos a cinco panos impregnados
com o fungo durante os primeiros 0-5 dias do experimento. A persisténcia da
formulacdo F+V+I se manteve viavel até 24-29 dias sendo estatisticamente diferente
do grupo controle (87,3%) com 77,3% de sobrevivéncia dos mosquitos (F 614 =
54,96; p<0,01). Mosquitos expostos por 48 horas em condigbes de semicampo aos
panos impregnados com F+V+l, também tiveram reducgédo significativa na oviposi¢éo
(37 ovos) comparado com o grupo controle (206 ovos), panos sem fungo. A
formulacdo F+V apresentou sua menor taxa de sobrevivéncia quando 0os mosquitos
ficaram expostos aos panos durante os 0-5 dias do experimento, com 36,6% de
sobrevivéncia. A persisténcia nesta formulacdo se manteve até 6-11 dias, com 50%
de sobrevivéncia. Apds a exposi¢cdo dos panos com fungo (F+V+l) a condi¢cdes
naturais, a sobrevivéncia dos mosquitos via contato indireto com o fungo na sala de
semicampo, foi comparada com contato direto pela pulverizacdo dos mosquitos com

uma suspensao dos conidios de M. anisopliae extraidos dos panos. A sobrevivéncia

Vi



também foi reduzida (p<0,01). Entretanto, em comparacdo com os resultados do
semicampo, 0s panos que ficaram em condi¢cdes naturais tiveram redugdo na
viabilidade dos conidios. Contudo mesmo com essa observacao o fungo se manteve
virulento com persisténcia de 12 dias, com 65% e 48% de sobrevivéncia. Nos
ensaios de semicampo, a formulacdo F+V+I também se mostrou virulenta reduzindo
a sobrevivéncia dos mosquitos A. aegypti oriundos do campo com 34,6% de
sobrevivéncia comparado com o grupo controle (78,8%). O presente estudo mostra
que panos pretos impregnados com a formulacdo F+V+l pode ser uma potencial
ferramenta para controle do mosquito A. aegypti em condicdes de campo. Do ponto
de vista epidemioldgico, a reducéo na populacdo do mosquito A. aegypti reduzira as

incidéncias de dengue.

Palavras-chave : Formulacdo, Aedes aegypti, semicampo, fungo

entomopatogénico, Metarhizium anisopliae.
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ABSTRACT

Carolino, A.T. MSc. Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro. April
2012. Oil formulation increases the persistence of entomopathogenic fungi for use in
the control of the mosquito Aedes aegypti (Diptera: Culicidae). Advisor: Prof. Richard

lan Samuels.

Entomopathogenic fungi are potential candidates for controlling the dengue
vector mosquito, Aedes aegypti. Studies under field conditions showed that black
cloths impregnated with fungus reduced the survival of the malaria vector mosquito,
Anopheles. However only one study has been conducted using entomopathogenic
fungi for control of adult Aedes aegypti under field simulated conditions. Oil
formulations have potential to protect entomopathogenic fungi, facilitating spore
adhesion on hydrophobic surfaces and thus increasing infections rate. Oil
formulations could also increase tolerance of conidia to abiotic factors. In the current
study the formulation of the fungus ESALQ 818 in vegetable oil (sunflower oil) and
isoparaffin had no negative effect on conidial germination. Formulation of fungi (F) +
Vegetable oil (V) +Isoparaffin (I) increased efficiency, with 32% survival of mosquitos
exposed to fungus impregnated cloths during the initial 0-5 days period. The
persistence in the formulation F+V+I was maintained up until 24-29 days, with 77,3%
mosquito survival compared to the controls with 87% survival (Fe 14 = 54,96 p<0,01).
Mosquitoes exposed to cloth impregnated with F+V+l for 48hours in semi-field
conditions resulted in a significant reduction in oviposition (37 eggs) compared with
control group (206 eggs). The F+V formulation resulted in the lowest survival rate
(36,6%) when mosquitoes were exposed to cloths maintained in semi-field conditions
over 0-5 days. The persistence of this formulation was maintained until 6-11 under
semi-field conditions, with 50% survival. Mosquitoes infected by indirect contact
(cloths in semi-field conditions) or following direct spray contact with the fungus re-
suspended from the cloths that had been exposed to adverse conditions, also
reduced survival (p<0,01). However, in comparison with the semi-field results, the
fungus on the cloths maintained under adverse conditions had reduced viability,
although the conidia remained virulent for 12 days with 65% and 48% survival. Under
semi- field conditions, the formulation F+V+I was also virulent reducing the survival of

mosquitoes from wild type populations, with 34,6% survival compared to the controls
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(78,8%). The present study shows that black cloths impregnated with the formulation
F+V+l could be potential tools for the control of adult A. aegypti under field
conditions. From an epidemiological standpoint, the reduction in the A. aegypti

mosquito population could reduce the incidence of dengue.

Keywords: Formulation, Aedes aegypti, semi-field, entomopathogenic fungus,

Metarhizium anisopliae.



INTRODUCAO

A dengue é uma doenca reemergente e um dos principais problemas de
saude publica em todo o mundo, por ser considerada a principal arbovirose a afetar
o homem (WHO, 2009). Esta situagdo se agrava pelo fato que o arbovirus ocorre
nas areas tropicais e subtropicais do mundo. As epidemias de dengue ocorrem
principalmente no verdo, devido as altas temperaturas e chuvas intensas
favorecendo o desenvolvimento do mosquito vetor (Beserra et al., 2006; Lambrechts
et al., 2011).

Segundo a Organizagdo Mundial de Saude (OMS), j& foram notificados casos
da doenca em mais de 100 paises e cerca de 2,5 bilhdes de pessoas encontram-se
sob risco de infeccdo. O seu espectro clinico € muito amplo, variando de formas
assintomaticas até formas mais graves (Tauil, 2002; WHO, 2009).

No Brasil, o primeiro registro de dengue com confirmacao laboratorial ocorreu
em Boa Vista (Roraima) em 1982, onde foram confirmados a circulagcdo dos
sorotipos 1 e 4. A partir de 1986, varios estados brasileiros ja apresentavam surtos
ou epidemias de dengue classica (FUNASA, 2001; Figueredo et al., 2004).

O mosquito Aedes aegypti € vetor da dengue e também da febre amarela.
Essas duas doencas sdo causadas por Flavivirus (Familia Flaviridae). Oriundo da
Africa, esse mosquito acompanhou o homem em sua migracdo pelos continentes
(Consoli et al., 1998)

As medidas de controle quimico para insetos vetores foram implantadas
desde o comeco do século XX. Com a descoberta do DDT, este se tornou o principal
meétodo utilizado em programas de erradicacdo do mosquito. No entanto, 0 uso
intensivo do DDT provocou o aparecimento de resisténcia na populacdo de A.

aegypti, passando-se entdo para a utilizacdo de inseticidas organofosforados.



Porém, o emprego dos organofosforados de forma intensiva também acarretou o
surgimento de resisténcia na populacdo de A. aegypti, além dos danos causados
para salde humana (Ranson et al., 2001; Braga & Valle, 2007; Wondji et al., 2008).

Estratégias de controle biolégico tém sido amplamente estudadas. As
bactérias entomopatogénicas sao 0s agentes de controle de mosquitos mais
utilizados em todo o mundo. As duas espécies mais estudadas e utilizadas sao
Bacillus thuringiensis var. israelensis (Bti) e Bacillus sphaericus que possuem
elevadas propriedades larvicidas por produzirem endotoxinas proteicas as quais
guando ingeridas pelas larvas, atacam e destroem as células epiteliais (intestino
meédio) levando-as a morte (Neto et al.,, 1985; Costa et al., 2010). Desde a
descoberta da patogenicidade do B. sphaericus em larvas de Culiseta incidens
(Diptera: Culicidae) iniciou-se a utilizacdo desta no controle larvario de mosquitos,
pois as espécies do género Culex e Anopheles se mostraram sensiveis a agao
patogénica dessa bactéria (Silva et al., 2002).

A utilizagéo do Bti para o controle de A. aegypti se intensificou devido ao seu
alto grau de viruléncia para larvas deste vetor. Estudos apontam ainda a
identificacdo de diferentes cepas de Bt, as quais exercem acao patogénica nao
somente para larvas de mosquitos como também para outras ordens de inseto como
Lepidoptera, Coleoptera, Hymenoptera, e outros (Praca et al., 2004; Pefa et al.,
2006; Porcar et al., 2008).

Os fungos entomopatogénicos também se mostram promissores e tém sido
usados com eficiéncia no controle de pragas agricolas e também no controle de
mosquitos vetores: Culex quinquefasciatus (Scholte et al., 2003; Howard et al.,
2010b) Anopheles (Scholte et al., 2004; Scholte et al., 2005), e Aedes aegypti
(Scholte et al., 2007; Paula et al., 2008). Diferente das bactérias, a acado dos fungos
nao esta restrita somente as larvas, hé a possibilidade de infeccdo desde o ovo até o
estagio adulto do inseto (Scholte et al., 2004; Luz et al., 2008; Paula et al., 2008
Pereira et al., 2009).

Em condicbes de campo superficies tém sido impregnadas com fungo
entomopatogénico com objetivo de reduzir a populacdo adulta de insetos vetores.
Ensaios utilizando vasos de barro impregnados com Metarhizium anisopliae
apontaram a eficiéncia do mesmo, infectando mosquitos Anopheles (Farenhost et
al., 2008). Panos pretos impregnados com fungo também se mostram promissores e



tém sido usados para infeccdo de A. gambiae em condicbes de campo (Scholte et
al., 2005) e de A. aegypti em condi¢cdes de semicampo (Paula et al., 2008).

Como esses entomopatdgenos sdo sensiveis as condicbes ambientais,
formulacbes a base de 6leo mostram potencial por promover protecdo aos conidios,
facilitar a adesdo dos esporos as superficies hidrofébicas do tegumento dos insetos
e proporcionar a estes melhores condi¢cdes para causar infeccdo (Luz et al., 2005).
Além disso, visam aumentar a resisténcia dos conidios a fatores abidticos (Alves et
al., 2002; Leucona et al., 2001; Rangel et al., 2005; Hedimbi et al., 2011).

Testes de persisténcia e patogenicidade de fungos utilizando o 6leo sintético
Shellsol nas formulagbes de fungos entomopatogénicos se mostram promissores
(Howard et al., 2011). O ensaios realizados por Bukhari et al. (2011) mostraram um
aumento na persisténcia de isolados de M. anisopliae e B. bassiana formulados com
esses 0Oleos para uso contra larvas de Anopheles. Em experimentos com adultos do
mesmo vetor, Mnyone et al. (2010) observaram em condi¢cbes de laboratorio a
persisténcia e patogenicidade do fungo M. anisopliae e Beauveria bassiana quando
impregnados em panos pretos por até 28 dias e expostos aos mosquitos Anopheles.
Entretanto, apenas um trabalho mostrou em condi¢cdes de semicampo a eficiéncia
de fungos entomopatogénicos para controle do mosquito A. aegypti (Paula et al.,
2008).

O presente trabalho tem como objetivo avaliar a persisténcia do fungo M.
anisopliae formulado em 6leo e impregnado em panos pretos que foram expostos ao

mosquito A. aegypti em condicbes de semicampo.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Aspectos bioldgicos de  Aedes aegypti

O mosquito A. aegypti € holometabolo com seu ciclo biolégico passando pelos
estagios de ovo, larva, pupa e adulto (figura 1). Os ovos sao elipticos ou ovais,
podendo apresentar um lado achatado, plano ou mesmo céncavo. Os ovos do
mosquito A. aegypti sdo postos de forma isolada no substrato acima do nivel da
agua parada e pobre em matéria organica, onde o embrido se desenvolve entre 2 e
3 dias (Consoli et al., 1998; Neves et al., 2005). Os ovos do A. aegypti podem
permanecer em ambiente desfavoravel por mais de um ano. De acordo com Regis et
al. (2008), essa facilidade em permanecer em ambientes hostis, facilita a disperséo
do vetor e aumenta a capacidade de permanéncia no meio ambiente. A oviposi¢céo
em diferentes lugares € uma estratégia realizada pela fémea para evitar
superlotacédo e competicao larval em locais onde a disponibilizacdo alimentar possa

ser limitada (Tsunoda et al., 2010).



3. Pupa

Figura 1. Ciclo Biolégico do Aedes aegypti. Fonte: Center for Disease Control and
Prevention.

A fase larvéaria é essencialmente aquatica e compreende quatro estadios de
desenvolvimento (L1, L2, L3 e L4). O corpo da larva é composto de cabeca, torax e
abdémen. Apos um periodo variavel de 4 a 7 dias as larvas se transformam em
pupas. Assim como as larvas, as pupas também sao aquaticas, porém nao se
alimentam, apenas respiram e se movimentam ativamente. As pupas representam o
periodo de transicdo em que ocorrem transformacdes que resultam na formacéo do
mosquito adulto. Os adultos apresentam coloracdo escura apresentando escamas
branco-prateadas no térax em forma de lira e pernas marcadas de preto e branco.
Os machos se distinguem das fémeas por apresentarem antenas plumosas e palpos
mais longos (Consoli et al., 1998; Eiras, 2005)

Esta espécie em sua trajetéria evolutiva desenvolveu comportamento
altamente sinantropico e antropofilico, sendo relacionado a espécie de culicideos
gue mais se associa ao homem (Natal, 2002). Os culicideos na natureza nutrem-se
de néctar de flores e frutos que sdo essenciais ao seu desenvolvimento, contudo as
fémeas adultas necessitam da alimentagdo sanguinea para maturacdo de seus
ovos, dai a busca constante de hospedeiros. (Barata et al., 2001). De acordo com
Canyon et al. (1999) as fémeas do mosquito A. aegypti ap0s a realizagcdo de um
repasto sanguineo e na auséncia de novos repastos, podem atrasar o seu ciclo de
oviposicdo. E em condi¢des altamente estressantes como a falta de um local umido

para a postura de seus ovos, a oviposicao pode ser retardada por um periodo de um



a quatro dias, o que acaba por favorecer a dispersao desse vetor para areas mais
favoraveis (Canyon et al., 1999 ; Harrington & Edman, 2001; Colton et al., 2003).

A.aegypti € altamente urbanizado, utilizando recipientes naturais ou artificiais
para oviposicao, sobretudo materiais reciclaveis como latas, pneus, garrafas. Estes
recipientes se transformam em criadouros dos mosquitos, pois acumulam agua
principalmente nas épocas mais chuvosas, periodo simultineo as ascensfes
térmicas que precedem a chegada do verdo. Estes dois fatores atuando juntos
favorecem a eclosdo dos ovos, que podem ficar depositados nos referidos
recipientes por até um ano. Iniciando assim uma geracdo de mosquitos imaturos
(Consaoli et al., 1998; Gaugler et al., 2011).

Na atualidade, o mosquito A. aegypti ndo € dependente apenas dos
recipientes manufaturados pelo homem, pois foi observado que o mosquito ja vem
ao longo dos anos se adaptando a outros locais como bromélias. Estudos
comprovaram a presenca de formas imaturas de A. aegypti nos meses de novembro
a janeiro em Alcantarea imperialis (Gongalves & Messias, 2008). Varejao et al.
(2005) realizaram levantamento em cinco areas do Espirito Santo e observaram a
presenca do A. aegypti em bromélias préximas a prédios residenciais ou comerciais.

A periodicidade do habito alimentar do A. aegypti € predominantemente
diurna, realizando todas as suas atividades neste periodo (Consoli et al., 1998;
Chadee & Martinez, 2000). Lima-Camara (2010), entretanto, demonstrou atividade
do mosquito no periodo noturno e ressaltou que a necessidade nutricional talvez
seja um fator relevante para esse comportamento. O estudo observou também que
durante as horas mais tardias de periodos chuvosos, havia comportamento de
busca, principalmente nos hospedeiros que buscavam repouso.

A infeccdo da fémea do A. aegypti pelo virus ocorre quando esta pica um
individuo em fase de viremia. Em 2010, o ministério da saude registrou um ndmero
de Gbitos superior a ultima grande epidemia no Brasil. Até outubro de 2010 o registro
compunha 592 mortes por dengue, chegando a superar o numero de individuos que
vieram a obitos por complicacdes por dengue em 2008, onde o Ministério da Saude

registrou 478 casos (Ministério da Saude, 2011).



2.2. Distribuicdo geografica do Aedes aegypti e historico da dengue

A. aegypti é de origem africana, migrando para o continente americano
através de embarcacdes. Os primeiros relatos indicam que o mosquito teria vindo
para as Américas nos navios negreiros no século XIX (Eiras, 2005). A dengue é uma
doengca comumente encontrada em localidades de clima tropical e subtropical do
mundo. A primeira pandemia global de dengue teve inicio no Sudoeste da Asia e
Regides do Pacifico durante e apds a Segunda Guerra Mundial. Mudancas
ecolégicas que ocorreram naquele momento, provavelmente favoreceram a
expansdo geogréafica do vetor e o aumento de sua densidade. Acredita-se que o
elevado numero de individuos suscetiveis como as populagdes locais e os soldados
que se movimentavam para diferentes localidades, criaram condicdes para a
disperséo do virus. (Gubler, 1997).

No Brasil, na década de 50 A. aegypti foi considerada erradicada com as
medidas de controle quimico. Entretanto, como nem todos os paises do continente
americano foram eficientes na erradicacdo do mosquito, esse vetor foi reintroduzido
no pais a partir de 1967 no Para (PA). Em 1976, o mosquito A. aegypti foi detectado
na cidade de Salvador (BA) e no ano seguinte, no Rio de Janeiro (RJ), instalando-se
definitivamente no territorio brasileiro. Atualmente encontra-se presente em todos os
estados brasileiros (SUCEN, 2011).

O combate ao A. aegypti foi institucionalizado no Brasil de forma
sistematizada a partir do século XX devido a ocorréncia de diversas epidemias de
febre amarela no pais, levando a obito milhares de pessoas (Braga & Valle, 2007).
Com o objetivo de impedir que 0o mosquito se tornasse um grande problema de
saude publica, foi implantado o Programa de Erradicacdo do A. aegypti (PEAa), um
programa que resultou em um fortalecimento das acdes de combate ao mosquito,
intensificando o0 uso de inseticidas para combater o mosquito no campo. Essa
estratégia, comum aos programas de controle de doencas transmitidas por vetores
em todo o mundo, mostrou-se absolutamente incapaz de responder a complexidade
epidemioldgica da dengue (Braga & Valle, 2007).

Os resultados obtidos no Brasil e o préprio panorama epidemiol6gico
internacional ndo foram eficientes para erradicar o mosquito. A partir dessa
constatacdo, em 2001 o Ministério da Saude estabeleceu o Plano Nacional de

Controle da Dengue, a fim de modificar as medidas de controles existentes,



incorporando elementos como a mobilizacdo social e a participacdo comunitaria.
(FUNASA, 2002). De acordo com Tauil (2006), é importante que antes de se iniciar
uma alternativa de controle, alguns fatores sejam levados em consideracdo e um
deles é a urbanizacdo da populacdo. Verifica-se que quase 70% dos casos
notificados da dengue no pais se concentram em municipios com mais de 50.000
habitantes que, em sua grande maioria, fazem parte de regibes metropolitanas ou
polos de desenvolvimento (Tauil, 2006; Maciel-de-Freitas et al., 2007).

Em 2002 foram notificados cerca de 700 mil casos de dengue no pais,
ocorrendo uma reducdo em 2003 para 281.000 casos, porém em 2005 o numero de
casos da doenca voltava a assustar chegando a registrar 585.769 casos em 2008
(Portal da Saude, 2011). Até setembro de 2011 o Ministério da Saude registrou um
total de 721.546 casos da doenca no Brasil, sendo 47,6% deste no Sudeste. Um
dado comparativo entre os meses de Janeiro a Dezembro mostra que o Rio de
Janeiro e o Espirito Santo foram os estados que registraram um aumento no namero
de casos comparados ao mesmo periodo de 2010. O Rio de Janeiro chegou a
registrar 155.771 comparando com 26.512 no mesmo periodo de 2010 (Ministério da
Saude, 2011).

Se considerar que estas notificacbes representam apenas 15% do total
notificado (Lima et al., 1999) ¢é possivel que o nimero de casos tenha sido da
ordem de 10 milhdes. Além disso, se considerar ainda que grande parte das
infeccdes pelo virus da dengue é assintomatica (Teixeira et al., 2002), o numero real
de casos pode ter sido superior a 40 milhdes, cerca de 20% da populacdo do pais.
E, pois, de consideravel relevancia combater esta doenca em nosso meio (Camara
et al., 2007).

2.3. Caracteristicas da dengue

A dengue é uma doenca infecciosa ndo contagiosa de etiologia viral e
transmitida por mosquitos do género Aedes, principalmente pelo A. aegypti. A
doenca pode apresentar diferentes manifestagdes clinicas: assintomatica, febre da
dengue (FD) também conhecida como dengue cladssica ou ainda a febre
hemorragica da dengue (FHD), as vezes com sindrome do choque da dengue
(Clyde et al., 2006).



A infec¢do da dengue é causada por um virus de genoma RNA pertencente
ao grupo dos arbovirus, do género Flavivirus e familia Flaviviridae. O virion tem
aproximadamente 50 nm de diametro e seu genoma possui 11kb de extensdo. S&o
conhecidos 4 sorotipos: DEN-1, DEN-2, DEN-3 e DEN-4 onde todos ja tiveram seu
genoma sequenciado (Rothman, 2004; Portal da Saude, 2011).

O virus da dengue possui trés proteinas estruturais sendo: a proteina C
(capsideo), a proteina M (membrana e a proteina E (envelope), além de outras sete
proteinas nao estruturais. A proteina E é a principal proteina estrutural e esta
relacionada com a ligacéo do virus aos receptores celulares dos hospedeiros (Folly
et al., 2011).

Embora todos os sorotipos da dengue possam estimular a formacdo de
anticorpos especificos, a imunidade induzida por um sorotipo fornece parcialmente
uma acgao protetora contra outros sorotipos (imunidade cruzada), entretanto a
imunidade conferida pela infec¢éo do virus (homologa) é permanente para o0 sorotipo
que causou a infeccado (Silva & Richtmann, 2006).

A resposta imunolégica a infeccdo por dengue pode ser primaria ou
secundéria. A resposta primaria ocorre em pessoas que ndo tiveram exposicao
anteriormente ao Flavivirus e acarreta na elevacdo dos niveis de anticorpos de
forma mais lenta. A resposta secundaria ocorre em individuos que ja tiveram uma
infeccdo prévia do Flavivirus ocorrendo uma producgéo de forma mais acentuada nos
niveis de anticorpos na tentativa de combater o antigeno (Secretaria de Vigilancia
em Saude / MS, 2011).

Como as vacinas ainda se encontram em situacdo de desenvolvimento,

necessita-se intensificar as medidas de controle do mosquito A. aegypti.

2.4. Controle do Aedes aegypti e acOes integradas de mobilizagéao social

A dengue é uma doenca que envolve questbes culturais e sociais. Um
problema enfrentado séo as condicbes encontradas no Brasil, que favorecem a
dispersdo do mosquito A. aegypti. Os aglomerados urbanos, as inadequadas
condicdes de habitacdo, irregularidade no abastecimento de agua, destinacdo
impropria de residuos e o crescente transito de pessoas e cargas vindo de outros
paises, acabam sendo um dos fatores culminantes para a proliferacdo desse vetor

(Funasa, 2001). Os dados do IBGE apontam um aumento da populacéo brasileira
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gue s6 no periodo de 2000-2004 teve um incremento de 10 milhdes de habitantes,
sem contar que 81% da populacdo vivem em areas urbanas, situacdes que acabam
por ser determinantes para a proliferacdo do mosquito e a transmissdo da dengue
(Coelho, 2008). A secretaria de vigilancia em saude e orgaos de publicidade vem
divulgando a importancia em se combater o mosquito da dengue mesmo em
periodos ndo epidémicos, a importancia de monitorar domicilios e peridomicilios
(Funasa, 2001; Siqueira et al., 2004; Santos et al., 2011).

2.5. Controle mecanico do mosquito  Aedes aegypti

O controle mecanico consiste na adocdo de praticas capazes de impedir a
procriagdo do A. aegypti, tendo como principais atividades a destruicdo ou
eliminacdo de seus criadouros (Secretaria de Vigilancia Sanitaria, 2011). Os locais
conhecidos como terrenos baldios tém mostrado a existéncia de um numero
acentuado de formas imaturas do mosquito A. aegypti em copos plasticos e tampas
de garrafas PET. Mendoncga et al. (2011) apontam a necessidade da manutencéo
desses locais para reduzir significativamente a presenca de larvas do A. aegypti.

O descarte de pneus é um dos grandes problemas enfrentados na tentativa
de exterminar os criadouros do mosquito. Uma parceria com a iniciativa privada e os
municipios resultou na implantacdo de Ecopontos, locais de armazenamento de
pneus que tém mostrado uma evolugédo importante na eliminacdo desses potenciais
criadouros (Secretaria de Vigilancia Sanitaria, 2011).

Outra medida de controle que vem sendo utilizada pelas prefeituras é a
implantacdo de capas para vedacdo de depédsitos de agua e bueiros de areas
urbanas. Serpa et al. (2010) mostraram a importancia que se deve ter ao manipular
esse tipo de material. Um trabalho realizado pela superintendéncia de controle de
Endemias do Estado de Sao Paulo atentou para possiveis formas incorretas de
colocacao dessas telas ou capas. Uma avaliagao realizada por Serpa et al.(2010)
entre os anos 2004 -2008, observou-se que as telas se encontravam muito proximas
a agua, com aspecto ressecado e quebradico devido & acdo do tempo. Em 77% dos
locais vistoriados foram encontradas formas imaturas do A. aegypti.

Sob o ponto de vista teorico, parece muito facil a eliminacdo de criadouros
instalados em recipientes artificiais. Contudo, além da execucdo fisica propriamente

dita, torna-se necessério obter a cooperagdo dos habitantes locais (Forattini, 1962;
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Siqueira et al., 2004; Mendonca et al.,, 2011). Campanhas educativas bem
planejadas podem se tornar um importante veiculo de informacdo nas cidades e
municipios, o que resultara no alerta a populacdo residente e assim uma melhor

cooperacao.

2.6. Controle quimico do Aedes aegypti

A partir do inicio do século XX a aplicacdo de substancias quimicas para o
combate a mosquitos e outros vetores comecou a ser utilizada intensamente
(Forattini, 1962). Na década de 40, a utilizacdo de inseticidas como o DDT foi
considerado um fator de grande importancia para as autoridades de saude,
alcancando sucesso no controle das doencas transmitidas por insetos vetores. Em
1946 foi reportado o primeiro caso de resisténcia ao DDT, observado em moscas na
Italia. Os mosquitos comegaram a mostrar resisténcia ao DDT mais ou menos no
mesmo periodo das moscas e o primeiro caso foi observado em Culex pipens
(Hammerstrom, 1958; Ranson et al., 2001; Wondji et al., 2008).

Durante os anos 90, a incidéncia de dengue aumentou consideravelmente em
todo territério nacional, se intensificando a partir de 1994. Era, portanto, necessario
buscar formas eficientes para o controle do mosquito A. aegypti. Entre os anos de
1997-1998, comecou-se a utilizar o organofosforado Temephos para controle
quimico das formas imaturas do mosquito A. aegypti (Braga & Valle, 2007). Porém,
entre 1999-2000, casos de resisténcia ao Temephos comegaram a surgir (Campos &
Andrade, 2001; Polanczyk et al., 2003; Carvalho et al., 2004; Luna et al., 2004;
Beserra et al., 2006; Horta et al., 2011; Lima et al., 2011; Prophiro et al., 2011 ). Hoje
o controle larvario da dengue é realizado com Diflubenzuron, um regulador de
crescimento (Ministério da Saude, 2010). Borges et al. (2004) utilizando o
Diflubenzuron nas concentragcbes de 0.1 e 1lppm, observaram o potencial do
inseticida. Ocorreram mudancas no corpo gorduroso das larvas e inibicdo da
formacdo de uma nova cuticula durante o processo de muda e consequentemente a
morte das larvas.

Na Africa o uso de inseticidas € uma medida de controle intensamente usada
no combate do mosquito vetor da malaria (Mabaso et al., 2004), porém evidéncias
mostraram resisténcia dos mosquitos aos produtos quimicos utilizados (Brooke,

2001). Em vista das constantes dificuldades encontradas no controle de mosquitos
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com inseticidas quimicos, intensificou-se a busca por medidas alternativas de
controle de vetores, enfatizando a importancia dos agentes de controle biol6gico
(Debach & Rosen, 1991). Com isso, 0 numero de pesquisadores investigando o uso
de agentes microbianos para o controle de mosquitos tem se intensificado (Scholte
et al., 2004; Paula et al., 2011a).

2.7. Controle biolégico

O controle biolégico pode ser definido como qualquer medida que envolva a
utilizacdo de inimigos naturais (parasitas, patdgenos ou predadores) visando reduzir

ou suprimir uma populacédo de um inseto praga ou vetor (Lenteren & Godfray, 2004).

2.7.1. Bactérias entomopatogénicas

A utilizacdo de compostos quimicos para controle de insetos vetores foi
amplamente difundida principalmente pelo seu amplo espectro de acgdo, porém
esses agentes de controle acabaram por provocar altos impactos ambientais, sem
contar na selecdo de insetos resistentes. Analisando todos esses aspectos
negativos, ampliou-se a busca por alternativas de controle que permitissem
seguranca no manejo e também eficiéncia do mesmo (Becker et al., 2003).

As bactérias entomopatogénicas esporulantes como as do género Bacillus e
Clostridium, se tornaram uma alternativa de controle biologico por apresentarem
estruturas de resisténcias conhecidas como enddsporo, 0s quais permitem a
passagem por condicbes ambientais adversas (Costa et al., 2010).

Na agricultura, o controle de pragas por meio de bactérias entomopatogénicas
é realizado com Bacilus thuringiensis (Bt). A partir de 1976, com a descoberta do
isolado Bacilus thuringiensis israelensis (Bti) comecou-se a utilizar essa bactéria no
controle de vetores de doencgas (Charles et al, 2000). No Brasil, 0 uso do Bti iniciou-
se entre 2000-2001, quando a Fundacédo Nacional de Saude (Funasa) optou por
implantar o uso de biolarvicidas no controle larvario do A. aegypti (Braga & Valle,
2007).

Essa bactéria comumente encontrada no solo, formadora de esporos, nos
quais inclui toxinas de elevado poder inseticida, apresenta a vantagem de ser

praticamente inécua para o homem, exercendo sua agdo no intestino médio do
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inseto, provocando-lhes a lise de membranas. O Bti foi usado com grande sucesso
no Peru, Equador e na regido Amazonica do Peru, local onde apds dez semanas da
aplicacao foi observada uma reducdo meédia de 60% na populacdo de adultos do
vetor da malaria (mosquito do género Anopheles) (Kroeger et al., 1995; Pinto et al.,
2010).

Em condicbes de laboratorio, Lima et al. (2005) constataram 95% de
mortalidade de larvas de A. aegypti tratadas com o Bti. Resultado semelhante foi
observado por Espindola et al. (2008) que mostraram nos ensaios a eficiéncia da
bactéria reduzindo significativamente a populacdo das larvas do A. aegypti, com
99,5% de mortalidade. Em condi¢cdes de campo, Lima et al. (2005) evidenciaram
efeito residual do Bti de 3 a 5 semanas.

Entretanto, apesar desses microrganismos apresentarem estruturas que
favorecam sua persisténcia no campo, Vilarinhos et al. (1998) acreditam que a
exposicdo direta a luz solar pode diminuir a viruléncia da bactéria.

Em trabalhos realizados por Pontes et al. (2005), foi investigado o efeito
residual de uma marca comercial de Bti (E vectobac- WDG do fabricante Valent
Biosciences, USA) na auséncia dos raios solares em condi¢cdes de laboratério. O
grupo observou em 40 dias de experimento mais de 90% de mortalidade das larvas.
O ensaio corrobora com os resultados obtidos por Luz et al. (2001) de persisténcia
do Bti na auséncia de luminosidade para controle do A. aegypti.

2.7.2. Fungos entomopatogénicos no controle biolégi co

Os fungos foram os primeiros patdogenos de insetos a serem usados no
controle microbiano. Aproximadamente 80% das doencas de insetos tém como
agente etiolégico os fungos. A presenca de uma grande variabilidade genética &
uma das principais vantagens desses entomopatdégenos no controle biolégico (Alves,
1998). Dentre os géneros mais importantes de fungos entomopatogénicos
encontram-se Metarhizium, Beauveria, Nomuraea, Aschersonia e Entomophtora
(Faria & Magalhaes, 2001).

Os fungos entomopatogénicos se destacam por serem 0s Unicos
microrganismos utilizados no controle biolégico que ndo dependem da ingestdo dos

esporos pelos insetos. O fungo depende apenas do contato com a cuticula do
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hospedeiro, podendo infectar todos os estagios de desenvolvimento do inseto,
desde o ovo até ao adulto (Alves, 1998).

As espécies Metarhizium anisopliae e Beauveria bassiana sdo os agentes
mais conhecidos e utilizados no controle de pragas e isso se deve a sua ampla
distribuicdo geogréfica e as diferentes espécies de hospedeiros as quais esses
fungos acometem. Além disso, sdo mais faceis de serem isolados, tanto do solo
quanto de insetos. Devido a essa eficiente dispersdo, € crescente o interesse
cientifico por esses microrganismos para utilizacdo no controle biologico (Alves,
1998; Almeida & Filho, 2001; Lanza et al., 2009).

A espécie B. bassiana foi o primeiro fungo a ser estudado com detalhes pelo
italiano Agostino Bassi, este fungo € responsavel por causar uma patologia nos
insetos denominada “Muscardine branca” onde os individuos atacados apresentam o
tegumento coberto por micélio branco. O fungo B. bassiana se tornou conhecido
internacionalmente pelo produto soviético Boverin, formulado com agentes quimicos
que promovem um sinergismo dos compostos para reducdo de pragas como:
Leptinotarsa decemlineata e Cydia pomonella (Alves, 1998).

No controle biologico de insetos, o fungo M. anisopliae foi o primeiro agente a
ser utilizado para controle de pragas. Os primeiros ensaios foram realizados pelo
russo Metschnikoff no final do século XIX (1879), quando avaliou o potencial deste
entomopatdégeno para controle da praga do trigo Anisopliae austriaca. Desde entéo,
ja foram relatadas mais de 300 espécies de hospedeiros artrépodes infectados por
este fungo (Alves, 1998; Faria & Magalhaes, 2010).

No Brasil os estudos com fungos entomopatogénicos comecaram em 1923,
guando foram identificadas duas espécies de cigarrinhas infectadas pelo fungo M.
anisopliae. Este fungo passou a ser utilizado entdo no controle da cigarrinha
Tomaspis liturata em situacdo de campo (Faria & Magalhdes, 2001). Atualmente
esse entomopatdégeno é foco de estudo no controle microbiano de mosquitos e sua
acdo patogénica € comprovada por diferentes grupos de pesquisa (Scholte et al.,
2004, Pereira et al., 2009; Farenhorst et al., 2010; Paula et al., 2011a).

A estratégia de utilizagdo de fungos para controle de mosquitos partiu do
anseio por novas abordagens e que as mesmas pudessem ser patogénicas e reduzir
0s impactos ambientais. Deste modo, propiciou-se a investigacdo de isolados de
fungos que pudessem ser virulentos e patogénicos aos mosquitos. Desta forma, a

atividade ovicida de fungos entomopatogénicos foi evidenciada por Luz e
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colaboradores (2007), que utilizaram diferentes isolados de fungos
entomopatogénicos, constatando que os ovos imersos na formulagdo do fungo,
tiveram reducdo da eclosédo das larvas. Os ovos tratados com M. anisopliae e
incubados por 25 dias a 98% de UR proporcionaram apenas 11 % da eclosédo dos
ovos e ecloséo de 28% dos ovos quando tratados com B. bassiana.

Luz et al. (2008), em condi¢des de laboratorio, utilizaram a cepa IP 46 do M.
anisopliase, fungo isolado de solo de Goiania, para mostrar a viruléncia do fungo em
questao. Este trabalho observou reducédo da eclosédo das larvas apenas para ovos
de A. aegypti que estiveram com umidade relativa préxima a saturacdo de 100%.
Em uma nova formulacédo da cepa IP 46 do M. anisopliae combinada com o 0leo
vegetal de girassol, Albernaz & Luz. (2009) também evidenciaram uma reducédo na
eclosdo das larvas de A. aegypti, porém também em umidade relativa acima ou igual
a 90%. O grupo concluiu que a umidade é um fator primordial para reducéo da taxa
de ecloséo de ovos tratados com fungo. Estudo com a cepa IP 46 do M. anisopliae
também demonstrou viruléncia contra mosquitos adultos de Anopheles (Myone et
al., 2009).

Ensaios visando o controle de formas imaturas de mosquitos, Daoust &
Roberts (1982) constataram alta viruléncia do fungo M. anisopliae para controle
larvario de Culex pipens, quanto para larvas de A. aegypti e Anopheles stephens.
Resultado semelhante foi observado por Alves (2002) que utilizou M. anisopliae para
controle de Culex quinquefasciatus transmissor da filariose.

Trabalhos conduzidos por Silva et al. (2004) utilizando isolados de M.
anisopliae em larvas de A. aegypti, observaram através de analise microscopica que
com apenas 24 horas de contato com o fungo, as larvas apresentavam conidios néo
germinados do fungo no canal alimentar, infectando-as e reduzindo suas atividades.

Para verificar a viruléncia de isolados de fungos entomopatogénicos no
controle de larvas do A. aegypti, Pereira et al. (2009) realizaram bioensaios com dois
isolados do fungo B. bassiana e oito isolados do fungo M. anisopliae em larvas de
segundo e terceiro instar. Nos ensaios foram observados 82% de mortalidade das
larvas submetidas ao isolado CG 24 (B. bassiana), 90 e 88 % de mortalidade das
larvas tratadas com os isolados CG 144 e o ESALQ 818, ambos M. anisopliae. O
mesmo estudo avaliou a sobrevivéncia de pupas oriundas de larvas expostas aos
fungos. Foi observado que 20% destas ndo completaram o ciclo de vida, diferente

das pupas do controle que obtiveram 100% de viabilidade.
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O potencial para controle de mosquitos na fase adulta utilizando fungos
entomopatogénicos também tem sido evidenciado. Scholte et al. (2004) relataram a
disseminagdo de esporos entre as populacbes do Anopheles em condi¢gbes de
laboratério, onde fémeas infectadas com o fungo M. anisopliae foram capazes de
infectar o macho durante a cépula. O macho pode disseminar os esporos do fungo
para outras fémeas durante novas coOpulas reduzindo a sobrevivéncia dos
mosquitos. De forma semelhante, Garcia-Munguia et al. (2011) e Reyes-Villanueva
et al. (2011) em ensaios com A. aegypti, infectaram machos virgens com o fungo M.
anisopliae e B. bassiana, constatando que esses foram capazes de infectar fémeas
durante o comportamento de acasalamento, assim reduzindo a sobrevivéncia e a
fecundidade das fémeas.

A malaria € uma das doencas de maior importancia ho mundo, infectando
cerca de 100 milhdes de pessoas anualmente, principalmente em paises africanos.
Blandford et al. (2005) realizaram estudos para reduzir a populacdo de mosquitos
competentes. Os resultados apontam que fungos entomopatogénicos foram capazes
de infectar fémeas de Anopheles stephensi previamente inoculadas com o
Plasmodium chaboudi, inibindo o desenvolvimento do parasita. Resultando em uma
reducdo na capacidade do mosquito em transmitir malaria para a populacdo
humana.

Tais pesquisas incentivaram testes de patogenicidade e viruléncia de fungos
entomopatogénicos no controle de mosquitos resistentes a inseticidas. Um problema
preocupante quando o foco € reduzir a populacdo desses vetores. Nessa
abordagem, bons resultados utilizando fungos foram evidenciados por Farenhorst et
al. (2009), que recentemente observaram que mosquitos Anopheles resistentes a
inseticidas e mosquitos ndo resistentes quando infectados com fungos
entomopatogénicos, foram igualmente suscetiveis a infec¢cdo fangica. Resultado
semelhante foi evidenciado por Kikankie et al. (2010) que observaram que a
suscetibilidade ao fungo ndo é afetada pela resisténcia a inseticidas. O grupo
determinou neste caso, a temperatura como um fator influenciavel na mortalidade
dos mosquitos resistentes a inseticidas e infectados com o fungo B. bassiana. Foi
evidenciada esporulacao do fungo em mais de 90% dos insetos que foram mantidos
durante todo periodo experimental a 25T comparando com 70% de esporulacédo de

mosquitos mantidos a 21<C.
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A eficiéncia de fungos entomopatogénicos no controle de mosquitos
resistentes a inseticida foi relatada por Howard et al. (2010a). Entretanto, o grupo
utilizou apenas duas populacbes diferentes em seus ensaios. Os resultados
mostraram que o fungo entomopatogénico B. bassiana foi mais virulento aos
mosquitos Anopheles resistentes a piretroides, comparando com mosquitos nao
resistentes.

Paula et al. (2011a) mostraram em seus ensaios que a combinac¢do do fungo
entomopatogénico M. anisopliae com doses baixas de inseticida, pode ser eficiente
e promissora na redugéo da sobrevivéncia de mosquitos. A utilizagcdo de 0.1 ppm do
inseticida imidacloprid (IMl) combinado com fungo e pulverizado em papel filtro,
resultou em 56% de mortalidade dos mosquitos A. aegypti com apenas 3 horas de
exposicao ao papel impregnado com a suspensao do fungo.

Analisando esse comportamento de descanso apresentado por mosquitos
adultos, as superficies impregnadas com fungo tém sido consideradas altamente
promissoras. Farenhost et al. (2008) impregnaram o interior de vasos de barro com o
fungo M. anisopliae por considerar o local como o preferido das fémeas do
Anopheles para repouso. Nos resultados, o grupo observou que 95% dos mosquitos
que adentraram o local tratado adquiriram a infecgéo flngica.

Em condicdes de campo na Africa, Scholte et al. (2005) investigaram o0s
efeitos do fungo M. anisopliae impregnado em panos pretos e expostos em
habitagdes humanas na Africa. Observaram que o pano preto atraiu 0s mosquitos e
o fungo impregnado nos panos foi patogénico infectando os mosquitos & medida que
0s insetos repousavam no local tratado. As infec¢cbes promovidas por fungos
entomopatogénicos alteram as atividades comportamentais ou metabdlicas do inseto
e que poderiam resultar na diminuicdo da transmissdo de doencas sem
necessariamente precisar matar o inseto (Thomas & Read, 2007).

Corroborando com os resultados obtidos por Scholte e colaboradores (2005),
Lwetoijera et al. (2010) realizaram ensaios de campo onde utilizaram uma cabana
gue portava em seu interior dois panos pretos impregnados com fungo M.
anisopliae. Constataram mais de 80% de infeccdo dos mosquitos Anopheles
arabiensis que adentravam a cabana para realizar o descanso nos panos.

Nenhum trabalho de campo tem sido realizado com o mosquito A. aegypti e
apenas um ensaio de semicampo foi realizado. Paula e colaboradores (2008)

avaliaram em condi¢fes de semicampo que panos pretos impregnados com fungo
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entomopatogénico M. anisopliae formulado com Tween 80 (0,05%) foram virulentos
para 0 mosquito A. aegypti, com 70% de mortalidade dos insetos em apenas 7 dias
de avaliacao.

Esses resultados corroboram com a necessidade em se investigar a viruléncia
e a persisténcia de fungos entomopatogénicos impregnados em panos pretos para

controle do A. aegypti no campo.

2.7.3. Persisténcia e combinacéo do fungo entomopat  ogénico com 6leo

O fungo entomopatogénico M. anisopliae quando usado no campo pode
sofrer alteracdo pela radiacdo ultravioleta, diminuindo sua viabilidade e viruléncia.
Formulacdes de fungos feitas com Oleo visam aumentar a viabilidade dos conidios
exercendo uma acao protetora, permitindo a estes uma maior adesédo ao tegumento
do hospedeiro, acarretando em maiores indices de mortalidade da praga alvo.
Avaliando os efeitos do 6leo vegetal sobre o fungo em laboratério, Silva et al. (2006)
observaram média de 96 % de germinacédo dos conidios do M. anisopliae. De acordo
com Alves & Faria (2010), este 6leo fornece ao esporo do fungo uma protecao
contra os raios UV.

Em outras formulacdes, a mistura do ShellSol T mais o 6leo Ondina,
protegeu os conidios contra os efeitos deletérios de 6h de exposicdo a radiacdo UV
(Alves et al., 1998). Experimentos com adultos fémeas do Anopheles ressaltaram a
eficiéncia da mistura do ShellSol T aos fungos B. bassiana e M. anisopliae na
reducdo da sobrevivéncia dos mosquitos (Lwetoijera et al., 2010; Farenhorst et al.,
2010). Mnyone et al. (2010) constataram que os fungos entomopatogénicos M.
anisopliae e B. bassiana formulados com 6leo e impregnados em panos pretos
apresentaram persisténcia por até 28 dias, contra mosquitos adultos de Anopheles.

A persisténcia do fungo M. anisopliae também foi evidenciada por Scholte et
al. (2005) quando impregnaram panos pretos com M. anisopliae para controle de
Anopheles. A persisténcia do fungo formulado com 5% de 6leo vegetal foi observada
por até 3 semanas.

Bukhari et al. (2011) avaliaram os efeitos de persisténcia dos fungos M.
anisopliae e Beauveria bassiana formulados com 6leo sintético ShellSol T e
formulados com Tween 80 contra larvas de Anopheles em condi¢cdes de campo no

Quénia. O estudo constatou que formulagbes oleosas s&o mais eficientes
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comparadas as formulacdes feitas com Tween 80. A mistura dos fungos em 0leo
melhorou a dispersdo dos conidios na superficie da &gua reduzindo
significativamente a populacdo dos mosquitos Anopheles em 39-50%.

Em ensaios com fémeas do A. aegypti alimentadas com sangue, Paula et al.
(2011b) observaram que fémeas expostas ao fungo M. anisopliae formulado com
Tween 80 foram menos suscetiveis a infec¢do do fungo. Resultado semelhante foi
observado por Myone et al. (2011) quando expuseram fémeas do Anopheles
alimentadas com sangue aos fungos M. anisopliae e B. bassiana. Entretanto, um
resultado preliminar utilizando a formulacdo do fungo combinado com oOleo
isoparafina + Oleo vegetal mostrou-se virulento contra fémeas do A. aegypti
alimentadas com sangue em condi¢cdes de semicampo, reduzindo a sobrevivéncia
dos mosquitos, resultado este que requer maiores investigacbes (dados néo

publicados).

2.8. Mecanismos gerais de infec¢cao dos fungos entom  opatogénicos

A relacdo fungo-hospedeiro depende muito das condi¢cbes ambientais. O
primeiro sitio de ligacdo do fungo entomopatogénico € a adesdo, seguido de
germinacao, penetracao e colonizacédo do seu hospedeiro. A adeséo dos conidios ao
tegumento do inseto depende de enzimas (esterases e proteases) que ocorrem na
superficie dos conidios e que por ventura alteram a superficie do tegumento do
inseto favorecendo o processo de germinagao do fungo. Ocorre entdo a formacgao de
um tubo germinativo e em sua extremidade a dilatacdo das hifas formando uma
estrutura denominada apressorio (Alves, 1998; Fang et al., 2005; Garcia et al.,
2008).

Durante a penetragdo estdo envolvidos processos fisicos de pressédo da hifa
terminal sobre a cuticula e fatores enziméticos (proteases, lipases e quitinases), 0s
quais facilitam a penetracdo do fungo e o metabolismo do tubo germinativo. Durante
o processo de colonizacdo do fungo no hospedeiro, ocorre a liberacdo de toxinas
como as destruxinas que afetam as células e a resposta imune do hospedeiro. As
hifas do fungo chegam entdo a hemocele e colonizam o inseto. Apés a morte do
hospedeiro, o fungo cresce interiormente e todos os tecidos sédo penetrados pelas
hifas. Ao final do processo infeccioso é possivel observar o corpo do inseto

externamente tomado pelos esporos do fungo (Alves, 1998; Wang & Leger, 2007).
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3. OBJETIVO

3.1. Geral

Avaliar a persisténcia do fungo M. anisopliae impregnado em panos pretos
contra adultos do Aedes aegypti em condi¢cdes de laboratorio e de semicampo,

usando diferentes formulacdes.

3.2. Especificos

- Investigar a formulacdo do fungo M. anisopliae combinado com 6leo visando o

controle de adultos do mosquito A. aegypti;

- Ensaios de viruléncia e patogenicidade em condicbes de laboratorio contra A.
aegypti, utilizando panos pretos impregnados com fungo e subsequentemente

expostos a condi¢cbes adversas simulando condicbes de campo;

- Avaliar a persisténcia da viruléncia do fungo M. anisopliae impregnado em panos

pretos em condi¢cdes de semicampo contra adultos de A. aegypti;

- Observar os efeitos de panos pretos impregnados com a combinacdo do fungo +
0leo na oviposicao de fémeas do A. aegypti alimentadas com sangue em condi¢des

de semicampo.
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4. MATERIAL E METODOS

O trabalho foi realizado no Laboratorio de Entomologia e Fitopatologia (LEF)
da Universidade Estadual do Norte Fluminense- Darcy Ribeiro (UENF), no municipio

de Campos dos Goytacazes RJ.

4.1. Criacao do A edes aegypti (Linhagem Rockfeller)

A criacdo dos mosquitos adultos do A. aegypti (Linhagem Rockfeller) foi
realizada no insetario do Laboratério de Biotecnologia do Centro de Biociéncias e
Biotecnologia (CBB/UENF). Os mosquitos foram mantidos em gaiolas plasticas (30
cm x 20 cm x 20 cm). Apo0s a fertilizagéo, as fémeas foram alimentadas com sangue
de camundongo para a maturacdo de seus ovos. Para a postura dos ovos, foi
adicionado um pote plastico de 100 ml com agua e envolvido internamente com
papel filtro. As fémeas recém-alimentadas com sangue ovipositaram no substrato
acima do nivel da &gua. ApOs a oviposi¢do, o papel filtro foi transferido para
bandejas com &gua para a eclosdo das larvas. As pupas foram retiradas das
bandejas e colocadas em copos plasticos (250 ml) no interior de novas gaiolas que
foram cobertas com tecido do tipo organza. Os mosquitos foram alimentados com
uma solucdo de sacarose (10%) e mantidos a uma temperatura de 25°C, 70 + 10 %
UR.

4.2. Criacao do A edes aegypti oriundos de ovos coletados no campo

Para criacdo dos mosquitos A. aegypti oriundos do campo foram utilizadas 10
armadilhas ovitrampas para coletar os ovos dos mosquitos A. aegypti no campus da
UENF. As ovitrampas foram feitas de um vaso preto de 500 mL com 4 palhetas de

madeira compensada fixas verticalmente nos vasos. Essas armadilhas foram
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espalhadas no campus da Universidade. Apds uma semana todas as ovitrampas
foram coletadas e as palhetas permaneceram 24 horas secando para
posteriormente serem imersas em bandejas com agua para eclosao das larvas.

A criacdo dos mosquitos de campo foi realizada igualmente ao item 4.1.

4.3. Cultivo do fungo entomopatogénico  Metarhizium anisopliae

Foi utilizado o fungo M. anisopliae isolado ESALQ 818 (ESALQ - Piracicaba
SP). Esta amostra foi reisolada do mosquito A. aegypti. O isolado ESALQ 818 foi
considerado altamente virulento contra fémeas de A. aegypti (Paula et al., 2008).

Primeiramente o isolado ESALQ 818 foi cultivado em placas de Petri
contendo meio sélido SDA (Dextrose 10g; Peptona 2,5g; Extrato de levedura 2,5g;
Agar 20g e 1000 ml de agua destilada) e mantidos em camara climatizada do tipo
BOD por duas semanas a 27C e 70 £ 10 % UR.

Arroz parboilizado (marca: sepé) foi utilizado para producédo massal do fungo.

Foram colocados 25g de arroz com 10 ml de agua destilada em Erlemeyers e
autoclavados por 15 min a 1 atm (120<C). Logo apds, com o auxilio de uma espatula
esterilizada, os conidios foram retirados da placa de Petri e misturados ao arroz. Em

seguida os Erlemeyers foram incubados a 27<C por 10 a 15 dias e 70 £ 10 % UR.

4.4. Separacao dos conidios de Metarhizium anisopliae

Para o processo de secagem do arroz com conidios do isolado ESLQ 818
foram utilizados 300g do arroz com o fungo germinado, ou seja, crescido no arroz.

No total, 300g do arroz com conidios do fungo foi embalado em sacos de
papel e mantido a 33T e 22% UR em BOD de secagem [ marca: Nova Etica; (Figura
2. A)] por um periodo de 24h.

Com o auxilio da maquina separadora de esporos (Mycoharvester, Inglaterra)
(Figura 2.B) os conidios previamente secos foram retirados do arroz, colocados em

sacos plasticos e mantidos em um recipiente com silica e gel para armazenamento.
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Figura 2. (A) Fungo embalado em sacos de papel e seco em BOD; (B) maquina
separadora de esporos.

4.5. Preparo das formula¢des do fungo

A formulagdo do fungo foi preparada utilizando 4g do conidio seco do isolado
ESALQ 818 que foi acrescido a mistura de 50 % de 6leo Isoparafina + 50% de 6leo
vegetal de girassol ou somente 4g do fungo com o 6leo vegetal de girassol.

O volume total da solugdo foi de 200 mL com concentracdo de 1x10°
conidios/mL™.

Essa concentracdo foi determinada pela contagem dos conidios em camara

de Neubauer.
Nos ensaios foram utilizadas as seguintes formulacdes:

a) Fungo + Vegetal + Isoparafina (F+V+l);
b) Fungo + Vegetal (F+V);
c) Fungo + Tween (F+TW);

d) Formulacao controle utilizando somente: Vegetal + Isoparafina (V+l), sem adic&o

de fungo.
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4.6. Tratamento dos panos pretos impregnados com fu Nngo entomopatogénico

Para infeccdo dos mosquitos fémeas do A. aegypti com panos pretos
impregnados com ESALQ 818, primeiramente todos os panos foram autoclavados
por 15 min a 1 atm (120 ) e impregnados com o fun go M. anisopliae da seguinte

forma:

* Os panos (8 cm x 7 cm) usados nos testes de laboratério e os panos (20 cm x 15
cm) usados nos ensaios de semicampo, ap6s a serem autoclavados foram
imersos em 200mL da formulacdo do fungo (F+V+l ou F+V ou F+TW) na
concentracdo de 1x108 conidios/mL™ . Todos os controles (V+I) foram realizados
da mesma forma, porém sem fungo.

 Todos os panos depois de imersos na formulacdo do fungo ficaram secando
pendurados em varais de chdo em numa sala do insetario LEF/UENF por 48
horas (25°C, 70 + 10% UR). Somente ap0s esse periodo foram utilizados nos
ensaios.

* Todos os panos impregnados com o fungo e que foram mantidos em condi¢gbes
ambientais em numa varanda LEF/UENF, ap@s as 48 horas de secagem, ficaram
estendidos em varais protegidos de radiacéo solar direta e chuva durante todo o

periodo experimental.
4.7. Manipulacdo dos mosquitos Aedes aegypti

Os mosquitos fémeas do A. aegypti utilizados nos experimentos foram
adormecidos com CO, por 20 segundos e posteriormente com o auxilio de uma
pinca foram cuidadosamente separados em grupos para a utilizagcdo nos ensaios.
Para a alimentacdo dos mosquitos no semicampo, foram preparadas quatro
solucbes de sacarose a 10% que foram colocadas em vidros de 10 mL e
adicionadas nas salas fungo e controle. Nos ensaios de laboratério, um papel filtro
embebido com sacarose a 10% foi colocado na parte superior das gaiolas (9cmx 7

cm) para alimentacdo dos mosquitos.
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4.8. Testes feitos em condi¢des de laboratorio

4.8.1 Teste de germinagdo de Metarhizium anisopliae formulado com oleo
isoparafina, 6leo vegetal ou Tween em condi¢des de laboratério

No ensaio foi utilizado o isolado ESALQ 818 em diferentes combinacdes a fim
de investigar o efeito dos 6leos na germinacgéo do fungo.

As formulacgbes utilizadas foram: F+V+l, F+V, F+l e o controle positivo
formulado com Tween 0,05% (F+TW). Foi retirada uma aliquota de 15 pL das
formulacées na concentracdo 1x10° conidios/mL™. Em seguida, foram adicionadas
em placas de Petri contendo o0 meio SDA soélido (Dextrose, Peptona, Extrato de
levedura, Agar e &agua destilada). As placas ficaram incubadas em camara
climatizada a 27C e 70 = 10 % UR para avaliar a ge rminacédo dos conidios depois
de 12 horas. Foram escolhidos trés campos de forma aleatoria de cada placa de
Petri para verificacéo da presenga do tubo germinativo nos conidios.

No ensaio foram utilizadas trés placas para cada tratamento. Posteriormente

esta formulacéo foi utilizada nos experimentos.

4.8.2. Avaliagao da patogenicidade e viruléncia de  Metarhizium anisopliae

impregnado em panos pretos mantidos em condi¢gdes na turais

Foram utilizadas fémeas previamente alimentadas com a solucao de sacarose
(10%). Os ensaios de laboratério foram realizados utilizando panos pretos (8 cm x 6
cm) autoclavados durante 15 min a 120 C. Depois de esterilizados, os panos foram
imersos na formulagdo F+V+l na concentracdo de 1x10° conidios/mL™. Estes ficaram
armazenados em uma sala climatizada a 25°C, 70 + 10% UR por 48h. Apds esse
periodo os panos foram transferidos para uma varanda coberta e ficaram
pendurados em um varal por 2, 6, 12, 18, 24, ou 30 dias para posterior ensaio de
viabilidade. O grupo controle foi conduzido somente utilizando V +l, sem fungo.

Ap6s a exposicdo dos panos no campo, retirou-se 1cm? do centro de cada
pano. O retalho foi colocado em tubo Eppendorf, sendo adicionado 1mL de Tween
80 (0,05%). O material foi agitado em vortex para posterior pulverizagdo da
suspensao nos mosquitos de forma direta com o auxilio da Torre de Potter

(Burkhart, Inglaterra).
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Para realizar a pulverizacéo direta da suspenséo, as fémeas foram separadas
cuidadosamente em grupos de 10 insetos para pulverizacdo e depois colocadas em
trés gaiolas (9 cm x 7 cm). Foram utilizadas 30 fémeas em cada um dos seis
tratamentos, respectivo com o dia de exposi¢cdo do pano (0, 6, 12, 18, 24, ou 30
dias) e 20 fémeas do grupo controle (n=20), sem adi¢cdo do fungo. Os mosquitos
(fémeas) foram mantidos em BOD, alimentados com sacarose a 10%. A

sobrevivéncia dos insetos foi monitorada por 7 dias.

4.8.3. Quantificacdo de unidades formadoras de colé6  nias (UFC) de Metarhizium

anisopliae impregnado em panos pretos mantidos em ambientes d iferentes

Neste ensaio, cinco panos pretos, imersos na formulagcdo F+V+l na
concentracdo de 1x10° conidios/mL™ ficaram mantidos por 48 horas como descrito
no item 4.6 e depois mantidos em situacdo de campo em uma varanda da UENF por
5, 10, 15 e 20 dias.

Os panos foram levados até o laboratorio para analisar a viabilidade dos
conidios impregnados nos mesmos panos, de acordo com os dias de exposi¢cdo no
campo. A analise da viabilidade foi realizada através de unidades formadoras de
colénias (UFC). Como controle, foram utilizados panos pretos com fungo que
permaneceram secando em numa sala do insetario LEF/UENF, idem ao item 4.6,
esses panos nao foram levados a nenhum dos ambientes testados (geladeira, sala e
varanda).

Foi cortado 1cm? do centro dos panos e colocados em tubos Eppendorf com
1mL de Tween 80 (0,05%). Este material foi agitado vigorosamente em vortex.
Posteriormente, uma suspensdo na concentracdo 1x108 conidios mL™ foi colocada
em placas de Petri com meio de cultura SDA. Foram utilizadas trés placas para cada
dia de tratamento e para cada concentracdo utilizada. As placas foram entdo
incubadas a 27C e 70 £ 10 % UR por 36 horas e depo is foram contados o niumero

de colbnias.
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4.9. Testes feitos em condi¢cdes de semicampo

4.9.1. Persisténcia do fungo Metarhizium anisopliae impregnado em panos

pretos contra Aedes aegypti em condicbes de semicampo

Os testes de persisténcia tiveram como objetivo avaliar por quanto tempo os
conidios do fungo se mantinham viaveis e virulentos nos panos pretos (20 cm x 15
cm) em condicbes de semicampo. Entretanto, primeiramente antes da realizacéo
dos ensaios, foi realizado simultaneamente testes nas duas salas (6m?) do
semicampo a fim de avaliar as salas através da sobrevivéncia dos mosquitos
expostos somente a V+I, sem fungo. Posteriormente uma das salas foi utilizada para
testes controle e a outra sala somente para os tratamentos com fungo.

Nos ensaios de semicampo, utilizaram-se dois tratamentos. Para o primeiro
tratamento fungo, a formulagédo utilizada foi F+V.

Cinco panos foram imersos em uma suspensdo 200mL de F+V com
concentracdo de 1x10° conidios/mL™ e armazenados em uma sala como descrito no
item 4.6. O controle foi somente V+I (sem fungo).

O segundo tratamento seguiu da mesma forma, porém utilizando a
formulacdo F+V+l. Os controles foram realizados sem adicdo de fungo, somente
V+I.

Os cinco panos pretos (20 cm x 15 cm) impregnados com o fungo foram
fixados embaixo de mesas e cadeiras (Figura 3-A). Em cada uma das salas foram
liberados 50 mosquitos fémeas de A. aegypti. As portas e janelas foram vedadas
com fita adesiva. A alimentacdo dos mosquitos foi realizada com solucdo de
sacarose a 10%. Cinco dias depois, foi colocada na sala uma armadilha para
capturar os mosquitos vivos (BG-Sentinel — Figura 3-B), que ficou instalada na sala
por 24 horas. Essa armadilha coletora possui em seu interior um atraente sintético
(BG Lure) que atrai as fémeas do A. aegypti para o interior da armadilha, facilitando

a captura dos mosquitos.
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Figura 3- (A) Panos pretos fixos em moveis em condicdes de semicampo. (B)
Armadilha de captura de insetos vivos.

Depois que todos os mosquitos foram capturados, houve adicdo de mais 50
mosquitos nas salas dando continuidade ao experimento. No total, foram liberados
na sala 6 grupos de mosquitos e estes ficaram em contato com 0s mesmos panos
gue permaneceram nas salas por diferentes periodos: 0-5, 6-11, 12-17, 18-23, 24-
29, e 30-35 dias.

Dessa forma, pode-se observar a persisténcia do fungo ao longo do tempo a
partir da taxa de sobrevivéncia dos mosquitos de cada grupo. Foi considerada
persistente nos ensaios, a taxa de sobrevivéncia dos mosquitos que foi
significativamente menor do que o grupo controle.

4.9.2. Avaliacdo da persisténcia do fungo  Metarhizium anisopliae impregnado

em panos pretos e mantido na varanda do insetario

O ensaio de campo foi realizado seguindo o mesmo procedimento do
experimento anterior. Apés a secagem dos cinco panos (20 cm x 15 cm) idem ao
item 4.6. Os panos foram levados até a varanda do Insetario LEF/UENF, onde foram
separados em trés grupos.

Cada um dos grupos foi exposto as condi¢cdes ambientais por 2, 12 e 18 dias,
respectivamente. Ap6s dois dias de exposicdo dos panos no campo (varanda), o
primeiro grupo de panos foi levado até as salas do semicampo (tratamentos fungo e
controle), onde foram fixados embaixo de mesas e cadeiras por um periodo de cinco
dias. Em cada uma das duas salas foram liberados 50 mosquitos fémeas de A.

aegypti. As duas salas foram lacradas com fita adesiva.
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No quinto dia, foi adicionada uma armadilha BG-Sentinel para capturar os
insetos vivos. O mesmo procedimento foi realizado com os demais grupos de
diferentes periodos na varanda.

O tratamento controle foi realizado seguindo o0 mesmo procedimento, porém

sem fungo, somente utilizando a formulagéo V+I.

4.9.3. Efeitos da infeccdo de Metarhizium anisopliae na oviposicdo de fémeas

de Aedes aegypti em condicbes de semicampo

Neste ensaio foi utilizada a formulagcdo F+V+l na concentracdo de 1x10’

conidios/mL™ onde 5 panos pretos foram tratados como descrito no item 4.6.
O experimento foi conduzido utilizando duas salas iguais (6m?) (denominadas
tratamento fungo e tratamento controle [sem fungo]). Os 5 panos impregnados com
F+V+l ou apenas V+I foram fixados embaixo de mesas e cadeiras das salas. Foram
liberadas 30 fémeas na sala do tratamento fungo e 30 fémeas na sala controle.

Os mosquitos ficaram expostos aos panos por 48 horas. Posteriormente dois
voluntarios entraram por 10 min em cada uma das salas (sala com fungo e sala
controle: sem fungo) para que as fémeas pudessem realizar o repasto sanguineo.
Em seguida, foram adicionadas duas armadilhas tipo ovitrampa. As ovitrampas
foram feitas com vaso preto de 500 ml com 4 palhetas de madeira compensada fixas
verticalmente nos vasos. Essas ovitrampas mostraram a taxa de oviposi¢do das
fémeas de A. aegypti nos tratamentos, fungo e controle. Mesmo apos a entrada dos
voluntarios, os panos previamente fixados nos méveis ndo foram removidos, e

permaneceram ali para exposi¢cao dos mosquitos por um periodo total de 7 dias.

4.9.4. Teste de semicampo avaliando a patogenicidad e e viruléncia do fungo
Metarhizium anisopliae impregnado em panos pretos contra fémeas de Aedes

aegypti oriundas do campo

Esse teste foi realizado da mesma forma que o item 4.9.1. Entretanto, vale
ressaltar que este ensaio foi 0 Unico que utilizou fémeas de A. aegypti oriundas de
ovos coletados no campo. Apos a fixacdo de cinco panos impregnados com F+V+I
em cinco moveis (trés mesas e duas cadeiras) simulando um cémodo residencial,

apenas um grupo de mosquitos (n=50) foi liberado na sala tratamento fungo e na
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sala controle (n=50) que foi utilizado a formulagdo V+I sem fungo. Os mosquitos
ficaram expostos aos panos por 5 dias e subsequentemente foi introduzida uma
armadilha coletora para quantificar a sobrevivéncia dos insetos vivos de cada sala

tratada.

5. Analise dos resultados

Os dados foram submetidos a ANOVA e as médias foram comparadas
usando teste post hoc de Duncan, admitindo-se a = 0,05. Utilizando o programa
SPSS for Windows (verséo 11.0).

As curvas de sobrevivéncia e o tempo médio de sobrevivéncia (Ssp) foram
comparados usando o teste de Log Rank em 95% de nivel de significancia. Este
método foi conduzido pelo GraphPad Prism 4.0 Software.

Foram analisadas as repeticdes de cada tratamento, com 0 objetivo de
verificar se as curvas de sobrevivéncia entre as repeticbes nao eram
estatisticamente diferentes. Nao ocorrendo diferencas significativas entre repeticoes,
as trés repeticdes de cada experimento foram juntadas (“pooled”). Dando inicio a
andlise das curvas de sobrevivéncia entre os tratamentos foram feitas trés

repeticbes para cada experimento.
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6. RESULTADOS

6.1 Testes em condi¢des de laboratorio

6.1.1 Teste de germinagcdo de Metarhizium anisopliae formulado com oleo
isoparafina, 6leo vegetal ou Tween em condi¢des de laboratério

Primeiramente foi observado as porcentagens de germinacdo do isolado
ESALQ 818 formulado com 6leo isoparafina (F+1), 6leo vegetal (F+V) ou 50% de
Oleo vegetal e 50% de isoparafina (F+V+l). O tratamento controle foi feito com
ESALQ 818 em 0,05% de Tween (F+TW). Nao houve diferenca significativa
comparando os tratamentos entre si ou com o grupo controle (P>0,01). Depois de 12
horas de incubacdo, a formulacdo F+l apresentou 98,6% de germinacdo, o
tratamento F+V teve 99,3% de germinagéo, a combinagdo F+V+I apresentou 99,6%

de germinacao e o tratamento controle (F+TW) teve 98,3% (Figura 1).

F+V+I

100

98
96
94
92
90
F+TW F+l F+V

Tratamentos

Porcentagem de conidios germinados
(%)

Figura 1 - Porcentagem de germinacgdo do isolado ESALQ 818 formulado com 6leo
vegetal (F+V); Isoparafina (F+I); 6leo vegetal + isoparafina (F+V+l). O tratamento
controle foi feito com 0,05% Tween 80 + ESALQ 818 (F+TW).
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6.1.2 Avaliagdo da patogenicidade e viruléncia de Metarhizium anisopliae

impregnado em panos pretos mantidos em condi¢des na turais

Nesse teste cinco panos pretos foram impregnados com F+V+l e mantidos
por 6 periodos em condicdes naturais em uma varanda. Depois, 1 cm? de cada pano
foi cortado e agitado em Tween. A suspensao resultante foi pulverizada sobre os
mosquitos. Os tratamentos controles foram feitos da mesma maneira, entretanto os
panos foram impregnados somente com V+l. A sobrevivéncia dos mosquitos foi

quantificada por 7 dias.

Os mosquitos pulverizados com a suspensao de F+V+l oriunda de panos
pretos mantidos na varanda por 2 dias apresentaram a menor taxa de sobrevivéncia
(28,8%) e o menor valor de Sso (5 dias), comparado com 0s outros tratamentos e
grupo controle [Tabela 1; Fg 20 = 20,42 (p<0,01)].

A maior porcentagem de sobrevivéncia (75,5%) ocorreu quando 0s insetos
foram pulverizados com F+V+I oriundo de panos mantidos por 30 dias na varanda.

A analise de variancia (ANOVA) e o teste post-hoc de Duncan mostraram que
as taxas de sobrevivéncia de A. aegypti expostas aos panos mantidos por 2, 6 e 12
dias na varanda foram significativamente diferentes da sobrevivéncia do controle
[Fe20 = 20,42 (p<0,01)]. Entretanto os periodos subsequentes (18, 24 e 30 dias)
resultaram em taxas de sobrevivéncia de insetos iguais ao controle (p>0,01). Com
iISSO considerou-se que 0S panos pretos impregnados com F+V+l e mantidos em
uma varanda continuaram a ser viaveis por até 12 dias para o controle de A. aegypti.

O maior valor de Sso dos insetos foi de 7 dias, resultado encontrado quando a
infeccéo foi feita usando panos mantidos por 12 dias na varanda. Para os demais
periodos (18, 24 e 30 dias) nao foi possivel determinar o valor de Ss.

A figura 1 mostra as taxas de sobrevivéncia diarias dos mosquitos A. aegypti

infectados com F+V+I oriundo de panos pretos mantidos na varanda por 6 periodos.
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Tabela 1 — Sobrevivéncia (média %) + Desvio Padrdao (DP) e Tempo Médio de
Sobrevivéncia (Ssp) das fémeas de A. aegypti tratados com F+V+| oriundo de panos
pretos mantidos em uma varanda por 6 periodos consecutivos. Os mosquitos foram
pulverizados com F+V+| diretamente via Torre de Potter. O tratamento controle foi
feito da mesma maneira, mas com V+l.

Periodos em que 0s panos % Sobrevivéncia Seo
foram mantidos na varanda + DP*
2 dias 28,8 £ 8,35¢C 5
6 dias 41,1 £7,29cb 6
12 dias 48,8 + 6,26b 7
18 dias 60,0 £ 4,70a ND
24 dias 70,0 £3,43a ND
30 dias 75,5+2,47a ND
CONTROLE 76,6 + 2,08a ND

*Os valores seguidos de mesma letra indicam que os resultados n&do foram
estatisticamente diferentes quando comparados usando o teste post-hoc de Duncan
(5% probabilidade). Dados nédo determinados (ND). Por ndo apresentarem
diferencas significativas entre si (P>0,01) os tratamentos controles foram agrupados
e apresentado apenas uma media.

1001 .
-o- (O dias
= 804 -& 6 dias
S —-4— 12 dias
-g- 60- —~ 18 dias
fGZJ -~ 24 dias
i) 40- -~ 30 dias
O
S 20- -8 Controle
O I I I I I I I

DIAS

Figura 1 — Sobrevivéncia diaria (%) de fémeas de A. aegypti tratados com F+V+I
oriundo de panos pretos mantidos em uma varanda por 6 periodos consecutivos. Os
mosquitos foram pulverizados com F+V+l diretamente via Torre de Potter. O
tratamento controle foi feito da mesma maneira, mas com V+l. Por nao
apresentarem diferengas significativas entre si (P>0,01) os tratamentos controles
foram agrupados e apresentados apenas por uma curva.
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6.1.3 Quantificacdo de unidades formadoras de colon ias (UFC) de Metarhizium

anisopliae impregnado em panos pretos em ambientes diferentes

Esse teste foi feito para avaliar a viabilidade do fungo combinado com V+I
através da observagcdo de unidades formadoras de colonia (UFC). Os panos foram
deixados por 4 periodos (5, 10, 15 e 20 dias) em trés condi¢cbes diferentes: em

geladeira, em uma sala e na varanda do insetario LEF/UENF.

A analise de variancia (ANOVA) e o teste post-hoc de Duncan mostraram que
a média da UFC do controle diferiu significativamente de todos o0s outros
tratamentos [Tabela 2; F1444 = 2810,70 (P<0,01)]. Os panos que foram mantidos na
geladeira por 5, 10, 15 e 20 dias tiveram meédias de UFC significativamente
diferentes dos demais tratamentos [Fi444 = 2810,70 (P<0,01)]. Os demais

tratamentos ndo apresentaram UFC diferentes significativamente entre si (P>0,01).

Tabela 2 - Quantificacdo de unidades formadoras de colénias (UFC) da combinacéo
F+V+l impregnado em panos pretos mantidos em geladeira, sala e varanda.

Germinacédo de Conidios (Média + DP)

Tratamentos
Periodo
Geladeira Sala Varanda

Controle 49433,3 +404,1 a

5 dias 15166,7 +1001,6 b 235,3+209e 160,7 £ 4,0e
10 dias 7033,3+19295¢c 82+14,7 e 146,7+20,5e
15 dias 6166,7 +802,0 cd 36,7+45¢e 97,7+92e
20 dias 5166,7 +611,0d 12+10,8 e 14,7 +126 e

6.2. Testes feitos em condi¢cdes de semicampo

6.2.1. Persisténcia do fungo Metarhizium anisopliae impregnado em panos

pretos contra Aedes aegypti em condicbes de semicampo

Esse experimento teve o objetivo de avaliar a persisténcia do isolado ESALQ

818 formulado com V ou V+I e impregnado em panos pretos para testes contra A.
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aegypti em condi¢cdes de semicampo. Os panos pretos foram fixados em uma sala
simulando um cOmodo residencial. Depois, sete grupos de mosquitos foram
liberados na sala. A cada cinco dias o numero de insetos sobreviventes foi
quantificado. Os tratamentos controles foram feitos igualmente, entretanto os panos

foram impregnados com V ou V+I.

Primeiramente foram feitos testes controles nas duas salas (sala 1 e sala 2).
Os mosquitos foram expostos por 5 dias a cinco panos pretos impregnados com V+I
fixados em modveis. Ndo houve diferenga significativa na sobrevivéncia dos insetos
liberados na sala 1 comparado com a sala 2 (P>0,01). A partir desse teste foi

estabelecida uma sala para serem feitos os tratamentos com fungo e outra controle.

Nos testes feitos com panos impregnados com F+V foi observado que os
insetos liberados no periodo de 0 a 5 dias pos-fixacdo dos panos na sala
apresentam a menor taxa de sobrevivéncia (36,6%), comparado com os demais
tratamentos (Tabela 3).

A andlise de variancia (ANOVA) e o teste post-hoc de Duncan mostraram
gue as porcentagens de sobrevivéncia dos grupos de mosquitos liberadosde 0O a5 e
6 a 11 dias pos-fixacdo dos panos com F+V foram significativamente diferentes
comparadas com os demais tratamentos e controle [Tabela 3; F 517 = 70,34
(P<0,01)].

A maior porcentagem de sobrevivéncia de A. aegypti exposto aos panos
com F+V ocorreu quando os mosquitos foram liberados 24 dias pos-fixacdo dos
panos nos moveis (82,6% de sobrevivéncia). Esse grupo ndo apresentou taxas de

sobrevivéncia diferente significativamente diferente do controle (p>0,01).
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Tabela 3. Sobrevivéncia (média %) e Desvio padréo (DP) de Aedes aegypti expostos
a panos pretos impregnados com a formulagcdo F+V ou F+V+l em condi¢cbes de
semicampo. Os tratamentos controles foram feitos com V ou V+I. Os panos ficaram
fixados na sala por um total de 35 dias e diferentes grupos de mosquitos foram
expostos aos panos durante esses periodos.

Grupos de mosquitos % Sobrevivéncia £ DP*
expostos aos panos Tratamento F+V Tratamento F+V+I
0-5 dias 366+15¢c 32,6 +2,08d
6-11dias 50+2,64b 40,6 +0,57 d
12 -17 dias 78,6 £2,80 a 60 +2,64 c
18-23 dias 81,3+321a 64,6 +251c
24-29 dias 82,6 +152a 77,3+0,57 b
30-35 dias ND 83,3+2,51 ab
CONTROLE 84,6 +£2,08 a 87,3+x4,16a

*Os valores seguidos de mesma letra indicam que os resultados nao foram
estatisticamente diferentes quando comparados usando o teste post-hoc de Duncan
(5% probabilidade). Dados nao determinados (ND). Por n&o apresentarem
diferencas significativas entre si (P>0,01), os tratamentos controles foram agrupados
e apresentados em apenas uma média.

Nos testes realizados com F+V+| 0os mosquitos expostos de 0 a 5 dias poés-
fixacdo dos panos nos moéveis tiveram a menor taxa de sobrevivéncia (32,6%)
comparado com os outros testes. A andlise de variancia (ANOVA) e o teste post-hoc
de Duncan mostraram que as taxas de sobrevivéncia dos mosquitos liberados de 0 a
5 6 a 11, 12 a 17, 18 a 23 e 24 a 29 dias poés-fixagdo dos panos foram
significativamente diferentes comparadas com controle [Fs20 = 54,96 (P<0,01)]. A
liberacdo dos mosquitos 30 dias depois de fixacdo dos panos nao resultou em taxas
de sobrevivéncia estatisticamente diferente do controle (p>0,01).

Estabeleceu-se como persisténcia o fungo que resultou em porcentagem de
sobrevivéncia de mosquitos significativamente diferentes do grupo controle (p<0,01).
Sendo assim a persisténcia do tratamento feita com a formulacdo F+V foi de 11 dias,

enquanto a persisténcia da formulacao F+V+I foi de 29 dias.
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6.2.2. Avaliagdo da persisténcia do fungo  Metarhizium anisopliae impregnado

em panos pretos e mantido na varanda do insetario

Esse ensaio teve o objetivo de avaliar a persisténcia da formulacdo F+V+I
impregnada em panos-pretos mantidos em uma varanda por 3 periodos (2, 12, 18
dias). A avaliagdo de persisténcia dos conidios foi feita em condi¢cdo de semicampo.
Houve a liberacdo de apenas um grupo de mosquitos. Os mosquitos ficaram
expostos aos panos por 5 dias. No quinto dia foi quantificado o nimero de insetos
sobreviventes. Os tratamentos controles foram feitos da mesma maneira, entretanto

0s panos foram impregnados com V+lI.

A Tabela 4 mostra que 0s mosquitos expostos aos panos mantidos por 2
dias na varanda tiveram a menor taxa de sobrevivéncia (39,3%) comparado com 0s
demais tratamentos. A analise de variancia (ANOVA) e o teste post-hoc de Duncan
mostraram que 0s panos que ficaram na varanda por 12 dias resultaram em uma
taxa de sobrevivéncia significativamente diferente de todos 0s outros tratamentos
feitos com F+V+l e do grupo controle [F3 11 = 70,55 (p<0,01)].

Os mosquitos expostos aos panos mantidos na varanda por 18 dias tiveram
a maior porcentagem de sobrevivéncia (83,3%) comparado com 0s outros
tratamentos, sendo igual a sobrevivéncia do grupo controle [85,3% (P>0,01)].

O fungo manteve sua viabilidade no pano preto durante 12 dias. Entretanto,
guando os mosquitos foram expostos aos panos 5 dias depois, as taxas de
sobrevivéncia ndo foram significativamente diferentes do grupo controle [Fzi11 =
70,55 (p<0,01)].
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Tabela 4 — Sobrevivéncia (média %) e Desvio padrdo (DP) de Aedes aegypti
expostos a 5 panos pretos impregnados com F+V+l em condi¢bes de semicampo.
Os panos foram mantidos em uma varanda antes dos testes de viabilidade dos
fungos. Os tratamentos controles foram feitos com V+lI.

Periodos em que os panos foram

. % Sobrevivéncia = DP*
mantidos na varanda

2 dias 39,3+x152¢c
12 dias 65,3+2,08b
18 dias 83,3321 a
CONTROLE 853+1,52a

*Os valores seguidos de mesma letra indicam que os resultados n&do foram
estatisticamente diferentes quando comparados usando o teste post-hoc de Duncan
(5% probabilidade). Por ndo apresentarem diferencas significativas entre si (P>0,01)
os tratamentos controles foram agrupados e apresentado apenas uma média.

6.2.3. Efeitos da infeccdo de Metarhizium anisopliae na oviposicdo de fémeas

de Aedes aegypti em condi¢cbes de semicampo

O presente experimento teve o objetivo de avaliar se fémeas de A. aegypti
previamente (48 horas antes) expostas a panos pretos impregnados com F+V+l e
posteriormente alimentadas com sangue de dois voluntarios, reduziriam a taxa de
oviposicdo em armadilhas “ovitrampas”, comparado com fémeas expostas a

somente V+I (controle).

Apbs a exposicao a F+V+I, o numero total de ovos colocados das fémeas foi
menor (37 ovos) comparado com a quantidade de ovos contabilizados no tratamento
controle (206 ovos). Sobressalta-se que a taxa de sobrevivéncia dos mosquitos
expostos ao pano com F+V+l foi significativamente igual a sobrevivéncia do grupo
controle (Tabela 5; P>0,01).
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Tabela 5 - Sobrevivéncia (média%) + Desvio Padrédo (DP) e Numero de ovos
coletados de fémeas de Aedes aegypti infectadas com F+V+l em condi¢cdes de
semicampo

TRATAMENTOS % Sobrevivéncia + DP* TOTAL DE OVOS
F+V+I 73,3 +0,70a 37
Controle 76,6 +1,41a 206

*Os valores seguidos de mesma letra indicam que os resultados nao foram
estatisticamente diferentes quando comparados usando o teste post-hoc de Duncan
(5% probabilidade).

6.2.4. Teste de semicampo avaliando a patogenicidad e e viruléncia do fungo
Metarhizium anisopliae impregnado em panos pretos contra fémeas de Aedes

aegypti oriundas do campo

Esse experimento teve o objetivo de avaliar a sobrevivéncia de fémeas de
Aedes aegypti oriundas de ovos coletados no campo expostas a cinco panos pretos

impregnados com F+V+l em condi¢cdes de semicampo.

Os mosquitos oriundos do campo foram suscetiveis a combinagdo F+V+I. A
porcentagem de sobrevivéncia dos mosquitos expostos ao F+V+l (34,6%) foi
significativamente diferente comparado com a sobrevivéncia do grupo controle
(78,8%) [F15 = 54,45 (p<0,01)].
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7. DISCUSSAO

Recentes estudos vém demonstrando cada vez mais o potencial dos fungos
entomopatogénicos para controle de insetos vetores de doencas (Scholte et al.,
2005; Mnyone et al., 2009; Farenhorst et al., 2010; Howard et al., 2010a; Paula et
al., 2011a). Sua acao patogénica ja foi evidenciada contra todos os estagios de
desenvolvimento dos mosquitos desde o ovo até o adulto (Luz et al.,2008; Pereira et
al.,2009; Paula et al.,2011a).

Entretanto, poucos trabalhos foram realizados em condicbes de campo com
A. aegypti para investigar os possiveis efeitos dos fungos entomopatogénicos no
controle do mosquito adulto. Paula et al. (2008) observaram a viruléncia do fungo M.
anisopliae formulado com Tween 80, impregnado em panos pretos para controle do
A. aegypti em condi¢Ges de semicampo (gaiolas grandes).

O presente estudo buscou utilizar uma formulagéo que proporcionasse certa
estabilidade ao fungo quando utilizado em condi¢cdes de semicampo. Formulacgoes a
base de 6leo podem melhorar a persisténcia e a capacidade de adeséo dos conidios
de fungos as superficies impregnadas e também ao tegumento dos insetos. Em
Nossos ensaios de semicampo, a formulacdo do fungo combinado com 6leo vegetal
+ Isoparafina (F+V+l) se mostrou eficiente. Os mosquitos adultos do A. aegypti
foram suscetiveis a infeccdo fungica reduzindo sua sobrevivéncia. Isto suporta
estudos anteriores que demonstraram o potencial de fungos entomopatogénicos
formulado em 6leo para controle de mosquitos adultos (Scholte et al., 2005;
Farenhorst et al., 2010; Howard et al., 2010a; Mnyone et al., 2010). Em outros
ensaios com Diptera, Wright et al. (2004) observaram que a formulac&o do fungo M.
anisopliae em 6leo foi mais eficiente reduzindo a sobrevivéncia de moscas (50-70%)

comparado com a formulacdo do fungo em Tween (10-20%) durantel10 dias.
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Em geral o 6leo apresenta certo beneficio e prote¢cdo aos esporos contra 0s
fatores que influenciam na viabilidade dos conidios, ou seja, a temperatura,
umidade. Estes fatores abidticos podem tornar os conidios mais suscetiveis aos
danos pela exposicdo a radiacdo UV (Alves et al., 2002; Hong et al., 2005; Sholte et
al., 2005; Hedimbi et al., 2011). Em nossos ensaios de germinacdo, nao houve efeito
negativo dos 6leos sobre os conidios (90% dos conidios germinados), corroborando
os dados da literatura (Alves et al.,2002; Leite et al., 2011).

De acordo com Howard et al. (2011), além da formulagéo, algumas variaveis
devem ser levadas em consideracdo em se tratando de viabilidade e persisténcia de
fungos entomopatogénicos, como por exemplo, a metodologia e o substrato usado
para aplicacéo do fungo.

Em nossos ensaios a utilizacdo de panos pretos (100% algod&o) se mostrou
eficiente para aplicacdo do fungo. Este fato provavelmente se deu pela qualidade
das fibras naturais do tecido que tem reducéo na utilizagdo de substancias quimicas
no processo de fabricacdo, o que poderia influenciar na viabilidade dos conidios.
Como metodologia para aplicacéo do fungo, os panos foram banhados, ao invés de
pulverizados como testado anteriormente por nosso grupo (Paula et al., 2008). Isso
provavelmente facilitou a aderéncia dos esporos entre as fibras do tecido. Resultado
semelhante foi verificado por Howard et al. (2010a) quando também utilizaram a
técnica da imersdo de panos brancos na formulag¢édo do fungo B. bassiana formulado
com Oleo, para utilizacdo nos ensaios de campo com linhagens de Anopheles
resistentes a inseticidas.

O substrato escolhido no presente estudo (panos pretos), ja foi evidenciado
na literatura como potencial superficie para aplicacdo de fungos entomopatogénicos
(Scholte et al., 2005). Entretanto, relatos de varia¢des na eficacia dos fungos quando
aplicados nessas superficies ja foram reportados (Howard et al.,2010; Mnyone et al.,
2010). Em outra linha de pesquisa, Vatandoost et al. (2006) usando panos como
substrato, observaram que piretroides quando impregnados nos panos também
apresentavam oscilacdes na eficiéncia. Contudo, nossos resultados com panos de
algodao banhados na formulagdo F+V+I tiveram persisténcia de 29 dias (Tabela 3),
reduzindo a sobrevivéncia dos mosquitos A. aegypti em condi¢cdes de semicampo.

Mnyone et al. (2010) utilizando panos de poliéster, verificaram a reducdo na
eficiéncia do fungo B bassiana e M. anisopliae aplicados nos panos e formulados

com o Oleo Shellsol T (solvente sintético). Foi sugerido que o fator negativo
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provavelmente vinha justamente na producdo dos tecidos como uso de quimicos
para amaciar as fibras. Mesmo com a reducgéo parcial da viabilidade dos conidios,
Mnyone et al. (2010) em condi¢gBes controladas no laboratério, observaram que os
fungos previamente aplicados (28 dias) foram capazes de infectar 73-82% dos
mosquitos Anopheles por até 14 dias.

Outras superficies impregnadas com o fungo entomopatogénico também se
mostraram promissoras. Lwetoijera et al. (2010) impregnaram o interior de vasos de
barro com o fungo M. anisopliae e observaram a infeccdo dos mosquitos Anopheles
em condi¢cdes de campo na Africa. Mnyone et al. (2010) observaram a eficacia dos
fungos M. anisopliae e B. bassiana quando aplicados em panelas de barro,
comparado com a aplicacdo do fungo em panos pretos visando o controle do
Anopheles.

NoOs nossos ensaios com A. aegypti, 0s panos foram mantidos em condicdes
de semicampo para chegar mais perto possivel da realidade do campo. Os panos
ficaram sujeitos aos efeitos adversos durante todo o periodo experimental. A
formulacdo F+V+l acarretou em significativo impacto na sobrevivéncia dos
mosquitos até 11 dias de experimentacdo (40,6% [Tabela 3]). A formulacdo F+V
apresentou 50% de mosquitos sobreviventes ao passo dos 11 dias (Tabela 3).
Entretanto, ndo se mostrou persistente por um periodo mais prolongado. Ja a
formulacdo F+V+I foi eficiente com persisténcia e viruléncia por até 29 dias, mesmo
com certo declinio na viabilidade dos conidios.

O odleo vegetal e o 6leo Isoparafina, ja foram relatados na literatura como
adjuvantes promissores na protecdo dos conidios em condi¢cdes de campo (Alves et
al., 1998; Alves & Faria, 2010; Howard et al., 2010a). O fungo M. anisopliae e B.
bassiana se mostrou eficiente quando formulado com o éleo Shelsol T para controle
de larvas de Coleoptera (besouro mostarda) e contra larvas de Anopheles, mesmo
as condi¢cdes do campo tendo apresentado oscilagcdes climaticas (Inyang et al.,
2000; Bukhari et al., 2011).

Em nossos ensaios, 0 contato indireto (semicampo) dos mosquitos com
panos impregnados com a formulacdo F+V+| acarretou significativo impacto no
namero de ovos postos por fémeas do A. aegypti com apenas 48 horas de
exposicdo aos panos, com um total de 41 ovos encontrados nas ovitrampas,
comparado com 206 ovos do grupo controle, que nao estiveram em contato com o

fungo M. anisopliae (Tabela 5).
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A reduc¢do na viruléncia dos conidios impregnados nos panos que ficaram sob
condi¢cdes naturais, comparado com 0s conidios nos panos que estiveram em
situacdo de semicampo, pode ter tido influéncia pelos picos de temperaturas (36<C)
encontrados durante o periodo experimental em campo. Howard et al. (2011)
acreditam que os extremos é que afetam a viabilidade dos conidios. Em seus
ensaios observaram perda da viabilidade de esporos de B. bassiana quando a
temperatura chegou a atingir 38.6C. Em se tratando de entomopatégenos, € de
carater relevante as variagdes genéticas e fisioldgicas encontradas em cada isolado
de fungo, mesmo estes pertencendo a mesma espécie de fungo (Alves, 1998).

No presente estudo, mesmo com as oscilacdes térmicas e o declinio da
viabilidade dos conidios que ficaram expostos no campo, foi evidenciado, em 20 dias
de experimento, esporos viaveis através de ensaios de unidades formadoras de
colbnias (Tabela 2). Este resultado foi diferente do encontrado por Darbro & Thomas
(2009), que observaram em condi¢cdes de laboratorio reducdo significativa da
viabilidade dos conidios do fungo M. anisopliae quando pulverizados em laminas,
sendo zero a partir do 21°dia.

Deste modo, quando o0s mosquitos entraram em contato com o fungo
presente nos panos expostos a condi¢bes naturais, foi observado viruléncia do
entomopatdégeno por até o 12° dia com 48,8% de sobre vivéncia dos mosquitos
pulverizados com a suspensao dos conidios presentes nos panos. Em comparacao
foi observado 65% de sobrevivéncia dos mosquitos expostos a cinco panos pretos
em condi¢des de semicampo (Tabela 1).

Em se tratando de microrganismos, a termotolerancia sempre se torna uma
preocupacdo quanto a utilizagdo no campo, principalmente em paises de clima
tropical e subtropical, aonde a temperatura chega a exceder aquelas que permitem o
crescimento dos fungos (faixa de 32°a 349. O calo r e a umidade podem causar
desnaturacdo das proteinas dos conidios, tornando-os inviaveis (Leucona et al.,
2001; Rangel et al., 2005).

Rangel et al. (2005) apontam que isolados de fungos de diferentes
localidades e altitudes também podem ter uma influéncia na termotolerancia dos
entomopatdégenos. Em ensaios utilizando isolados de M. anisopliae de altas latitudes
(61N to 54°s), observaram que a maioria tolera 40 ° muito bem. Lui et al. (2003)
submeteram isolados de M. anisopliae a 40° para observar efeito negativo na
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germinacao dos conidios, e constataram, assim como Lekimme et al. (2008), que
35°¢ a faixa limite para o crescimento do fungo.

Andlise do efeito residual de outros agentes de controle também ja foi
reportada. Em ensaios de campo usando uma formulacdo comercial de Bii
“Vectobac G”, houve persisténcia de trés semanas, Lima et al. (2005) observaram
que as oscilacdes de temperatura entre os meses de julho a agosto influenciaram
nos resultados, tendo assim persisténcia por até cinco semanas. Pontes et al. (2005)
observaram reducao de 18% na mortalidade de larvas do A. aegypti tratadas com Bti
durante 90 dias.

O efeito residual de inseticidas também apresenta redu¢cdes com o passar do
tempo, mas em comparacdo com 0s biopesticidas esses apresentam persisténcia
elevada, além de ser um fator altamente dependente da dosagem (Lindblade, 2005;
Pontes et al., 2005).

O principal objetivo deste estudo foi o de proporcionar uma nova ferramenta
no controle biolégico de adultos de Aedes aegypti e que a mesma se mantivesse
virulenta e persistente por um periodo prolongado em ensaios de semicampo. A
reducdo na taxa de sobrevivéncia (40,6%) dos mosquitos durante 11 dias, atingindo
77,3 % de sobrevivéncia em 29 dias, mostra que o fungo se manteve persistente
(Tabela 3). Hancock (2009) avalia que superficies tratadas com fungos capazes de
infectar populacédo de vetores em diferentes idades do seu ciclo de vida exercem
consideravel impacto epidemiolégico. Nesse ponto de vista, reduzir a capacidade de
transmissdo de doencas causadas por insetos vetores € o principal objetivo dos
atuais estudos. Howard et al., (2010b) observaram que a infeccdo do fungo B.
bassiana reduziu a procura por alimentagcdo sanguinea de C. Quinquefasciatus
transmissor da filariose. Reducao na busca a hematofagia também foi observado por
Scholte et al.,, (2006) quando infectaram mosquitos Anopheles com o fungo M.
anisopliae.

O presente estudo mostra o potencial da formulacdo F+V+I impregnados em

panos pretos para controle de adultos do mosquito A. aegypti.
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7. CONCLUSOES

Panos pretos impregnados com o fungo Metarhizium anisopliae (isolado ESALQ
818) se apresentaram eficientes para reducdo do nimero de mosquitos A. aegypti
em condicdo de semicampo, com potencial para serem usados no campo;

A formulacdo F+V+l causou maior impacto na sobrevivéncia dos mosquitos,
comparado a formulagéo F+V;

A formulacdo F+V+I reduziu a taxa de oviposi¢do das fémeas do A. aegypti em
condicbes de semicampo;

A persisténcia do fungo M. anisopliae na formulagdo F+V+I foi de 29 dias com
77% de mosquitos sobreviventes. Entretanto, do ponto de vista epidemioldgico
qualguer reducéo significativa na sobrevivéncia dos mosquitos € considerado

promissor no combate a mosquitos vetores de doencas.

Deste modo, foi constatada a persisténcia do fungo M. anisopliae (ESALQ
818) impregnado em panos pretos com a formulacdo de Oleo de girassol e
Isoparafina, apresentando potencial auxilio no controle do mosquito A. aegypti,

visando a reducao da incidéncia de Dengue no pais.
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