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RESUMO

RIBEIRO, A. Ms. Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro. Junho
de 2021. DESENVOLVIMENTO DE OVITRAMPAS IMPREGNADAS COM O
FUNGO ENTOMOPATOGENICO Metarhizium anisopliae PARA O CONTROLE
DOS MOSQUITOS Aedes aegypti e Aedes albopictus. Orientador: Dr. Richard lan
Samuels. Coorientador: Dr. Adriano Rodrigues de Paula.

Os fungos entomopatogénicos sao potenciais candidatos para serem utilizados no
controle de mosquitos adultos. O presente estudo teve o objetivo de desenvolver
uma armadilha ovitrampa impregnada com conidios do fungo entomopatogénico
Metarhizium anisopliae para infectar e matar fémeas de Aedes aegypti e Aedes
albopictus. Os testes foram feitos em condi¢cdes de laboratério e semicampo. Dois
isolados de M. anisopliae (ESALQ 818 e LEF 2000) foram utilizados nos
bioensaios. O primeiro bioensaio verificou o efeito do Oleo de girassol e 6leo
vegetal (Natur'l oil®) no crescimento radial dos fungos. O segundo bioensaio
investigou a preferéncia de oviposicédo de fémeas de A. aegypti e A. albopictus em
ovitrampas revestidas com papel camurca vermelho, amarelo, azul ou branco.
Depois foi avaliada a eficiéncia do papel camurca vermelho ou preto impregnado
com fungo para infectar e matar fémeas de A. aegypti e A. albopictus alimentadas
com sacarose ou sangue. Os resultados mostraram que o 6leo de girassol (1%)

nao afetou negativamente o crescimento radial do fungo. Foi observado que as

vii



ovitrampas revestidas com papel camurca vermelho apresentaram maior numero
de ovos de A. aegypti e A. albopictus (84% e 83%, respectivamente), comparado
com outros tipos de papel camurca. Fémeas de A. aegypti e A. albopictus
alimentadas com sacarose e expostas a um papel camurgca vermelho pincelado
com o isolado ESALQ 818 ou LEF 2000 formulados com oOleo de girassol
apresentaram taxa de sobrevivéncia de aproximadamente 27%, enquanto fémeas
alimentadas com sangue tiveram aproximadamente 36% de sobrevivéncia. Ao
comparar a sobrevivéncia de fémeas expostas a ovitrampas revestidas com papel
camurca preto ou vermelho impregnado com a formulac&o dos isolados em 6leo de
girassol, fémeas alimentadas com sacarose apresentaram uma taxa de
sobrevivéncia de aproximadamente 23%, enquanto fémeas alimentadas com
sangue tiveram aproximadamente 31% de sobrevivéncia. A ovitrampa com papel
camurca vermelho é a mais indicada para ser utilizada no campo, pois atrai mais
fémeas gravidas para oviposicao e a cor do papel permite uma melhor visualizacdo
dos ovos, facilitando sua contagem para monitoramento de populacdes. As
ovitrampas impregnadas com fungos entomopatogénicos reduziram a
sobrevivéncia de fémeas. Ovitrampas com fungos podem ser uma alternativa viavel
e econbmica para ser utilizada por érgdos governamentais no combate de vetores

de doencas.

Palavras-chave: Armadilha, Monitoramento, Vetores.
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ABSTRACT

RIBEIRO, A. Ms. Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro. June,
2021. DEVELOPMENT OF OVITRAPS [IMPREGNATED WITH THE
ENTOMOPATHOGENIC FUNGUS Metarhizium anisopliae FOR THE CONTROL
OF Aedes aegypti and Aedes albopictus MOSQUITOES. Advisor: Dr. Richard lan
Samuels. Co-advisor: Dr. Adriano Rodrigues de Paula.

Entomopathogenic fungi are potential candidates for the control of adult
mosquitoes. The main objective of the present study was to develop an ovitrap
impregnated with conidia of the entomopathogenic fungus Metarhizium anisopliae,
to infect and kill females of Aedes aegypti and Aedes albopictus. The tests were
carried out under laboratory and semi-field conditions. Two M. anisopliae isolates
(ESALQ 818 and LEF 2000) were used in all fungal tests. The first bioassay verified
the effect of sunflower oil and vegetable oil (Natur'l oil®) on the development of the
fungus. The second bioassay investigated the oviposition preference of A. aegypti
and A. albopictus females in ovitraps lined with red, yellow, blue, or white suede
paper. Then, finally, we evaluated the efficiency of red or black suede paper
impregnated with fungus to infect and kill A. aegypti and A. albopictus females fed
with sucrose or blood. The results showed that sunflower oil (1%) did not disturb
fungal development. We observed that ovitraps lined with red suede paper had a
higher number of A. aegypti and A. albopictus eggs (84% and 83%, respectively),
compared to other types of suede paper. Sucrose-fed females of A. aegypti and A.
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albopictus exposed to a red suede paper brushed with either isolate formulated with
sunflower oil had a survival rate of approximately 27%, while blood-fed females had
approximately 36% chance of survival. When comparing the survival of females
exposed to ovitraps lined with black or red suede paper impregnated with the
formulation of the isolates in sunflower oil, sucrose-fed females had a survival rate
of approximately 23%, while blood-fed females had approximately 31% of survival.
This corroborates previous findings that blood-fed females of Aedes were less
susceptible to the fungus compared to sucrose-fed females. The ovitrap lined with
red suede paper is the most suitable for use in the field, as it attracts more pregnant
females for oviposition and the paper color allows a better visualization of the eggs,
which facilitates counting to monitor populations. Ovitraps impregnated with
entomopathogenic fungi also reduced the survival of females looking for resting
places. In conclusion, our results show that fungal ovitraps can be a viable and low-

cost alternative to be used by government agencies in combating disease vectors.

Keywords: Trap, Monitoring, Vectors.



1. INTRODUCAO

Doencas transmitidas por mosquitos estdo aumentando mundialmente e tém
preocupado a populacdo e as autoridades governamentais (Tolle, 2009; WHO
2019). Em todo mundo existem mais de 3.200 espécies de mosquitos, dos quais
do ponto de vista epidemiolégico, 0os géneros mais importantes sdo Aedes,
Anopheles e Culex (Becker et al. 2010).

O mosquito Aedes aegypti originou-se na Africa e hoje é considerado um
mosquito cosmopolita podendo ser encontrado em todas as regibes das
Américas, Africa e Asia, sudeste dos Estados Unidos, ilhas do Oceano indico, e
no norte da Austrélia (Kraemer et al., 2015, Dickens et al., 2018). As fémeas de A.
aegypti colocam seus ovos em recipientes antropicos descartados de forma
indevida ou em reservatorios de armazenamento de agua (Consoli & Oliveira,
1998).

O mosquito Aedes albopictus foi relatado no Brasil pela primeira vez no ano de
1986. Em 2014, Carvalho e colegas relataram a presenca de populacdes de A.
albopictus em quase todos os estados Brasileiros. O nicho natural dessa espécie
€ na regido silvestre e periurbana, colocando seus ovos preferencialmente em
ocos de arvores e bromélias, no entanto, estudos mostram que essa espécie
pode ser encontrada também em ambientes urbanizados (Ayllon et al., 2017).

Os mosquitos A. aegypti e A. albopictus sdo vetores dos virus que causam a
dengue, Zika, febre amarela urbana, chikungunya e febre Mayaro (Proestos et al.,
2015, Dickens, et al., 2018, Kantor, et al., 2019). Apesar de existir vacina contra
febre amarela, nem todas as pessoas se vacinam (WHO, 2016; Barret 2017). A
vacina aprovada para a dengue apresenta alto custo e sO € segura para
soropositivos (Ferguson et al., 2016; Wilder-Smith, 2020). Com isso, a reducédo da
populacdo de mosquitos do género Aedes é o método mais eficaz para diminuir a
incidéncia dessas doencas.

O monitoramento de populagbes de mosquitos pode ser feito com a utilizagc&o
de armadilhas do tipo “ovitrampas” feitas de vaso plastico preto com palhetas de

Eucatex. As ovitrampas atraem as fémeas gravidas de Aedes a procura de um



local para colocar seus ovos. Essas armadilhas foram desenvolvidas levando-se
em conta o comportamento bioldgico do mosquito em ser atraido pela cor preta e
pela presenca de agua em seu interior (Fay & Eliason, 1966; Hoel et al., 2011;
Snetselaar, et al., 2014).

Ao longo do tempo as ovitrampas foram melhoradas, por exemplo, adicdo de
inseticidas sintéticos para se tornarem letais aos mosquitos, ter um cartdo adesivo
para prender os mosquitos no momento da oviposicao ou a incluséo de um
atraente de oviposicdo (Maciel-de-Freitas 2007, Donati e Gomes, 2007,
Snetselaar et al., 2014).

Eiras (2002) desenvolveu a armadilha MosquiTRAP™ que contém um cartdo
adesivo preto para capturar as fémeas gravidas de A. aegypti, que sdo atraidas
pelo odor de um atraente sintético, pela cor escura e a presenca de agua. A
MosquiTRAP™ é usada para monitoramento de populacGes de mosquitos e faz
parte do sistema MI Dengue (Eiras, 2002; Eiras & Resende 2009).

Chadee et al. (1995) verificaram que palhetas de Eucatex em ovitrampas foram
altamente eficientes para oviposi¢cdo de mosquitos. Entretanto, outros substratos
também séo eficientes em ovitrampas, como papel sulfite, papel filtro, papel
manteiga e papel toalha (Gomes et al. 2006).

No Brasil, o governo utiliza as armadilhas ovitrampas simples com palhetas de
Eucatex para o levantamento entomoldgico de populacdes de mosquitos Aedes
(Ministério da Saude, 2021a). O monitoramento de mosquitos € importante para
verificar regides com alta infestacdo e, possivelmente, com alto risco de
transmissdo de doencas, direcionando as medidas de controle preventivas para
esse vetor.

Controle biolégico de mosquitos usando fungos entomopatogénicos possui
vantagens em relagcdo a outros microrganismos agentes de controle, por
apresentarem maior capacidade de parasitar e matar mosquitos vetores, agindo
como inseticidas biolégicos (Onofre et al., 2002). A atividade ovicida de véarias
espécies fungicas incluindo Penicillium, Metarhizium anisopliae e Beauveria
bassiana foi verificada em ovos de A. aegypti (Luz et al., 2007; Albernaz et al.,
2009; Santos et al., 2009).



Daoust (1982) descreveu a atividade patogénica de M. anisopliae na
mortalidade de larvas de Culex, Anopheles e também de A. aegypti. Isolados do
fungo M. anisopliae e B. bassiana foram virulentos contra larvas de A. aegypti em
condicbes de laboratério (Pereira et al., 2009). Carolino et al. (2019)
demonstraram a alta suscetibilidade de pupas de A. aegypti infectadas com
blastosporos de M. anisopliae resultando em uma alta diminuicdo da taxa de
sobrevivéncia das pupas.

Paula et al. (2008) mostraram em condigdes de semicampo que isolados de M.
anisopliae e B. bassiana foram virulentos contra fémeas de A. aegypti. Isolados
de M. anisopliae e B. bassiana também foram eficientes em diminuir a
sobrevivéncia de adultos de A. albopictus e Culex pipiens (Lee et al., 2019; Choi
et al., 2020).

Vérios trabalhos mostraram que superficies impregnadas com conidios de
fungo foram altamente atrativas e eficientes para infectar mosquitos. Mmbando et
al. (2015) pulverizaram conidios de M. anisopliae na superficie externa de uma
armadilha para infectar fémeas de Anopheles arabiensis. Painéis de barro ou
panos pretos impregnados com conidios de M. anisopliae e B. bassiana
reduziram a taxa de sobrevivéncia de A. gambiae na Tanzania (Mnyone et al,
2010).

Uma armadilha denominada de armadilha PET feita de garrafa PET
transparente com pano preto impregnado com conidios de M. anisopliae ou B.
bassiana foi eficiente para reduzir as taxas de sobrevivéncia de fémeas de A.
aegypti em condicdes de semicampo (Silva et al., 2017; Paula et al., 2018).

A formulacéo de conidios de fungo com 6leo pode aumentar sua eficiéncia para
matar mosquitos adultos. Farenhorst et al. (2008) aplicaram formulacdes de
conidios de M. anisopliae e 6leo vegetal dentro de vasos de barro para infectar
machos e fémeas de A. gambiae e Anopheles funestus. O fungo M. anisopliae
formulado em Oleo mineral aumentou a taxa de mortalidade de mosquitos A.

gambiae (Mnyone et al., 2009).



Carolino et al. (2014) registraram a eficiéncia da combinacdo do fungo M.
anisopliae com oOleo vegetal ou com dleo sintético isoparafina verificando
significativa redug&o na taxa de sobrevivéncia das fémeas de A. aegypti.

Snetselaar et al. (2014) desenvolveram uma armadilha (In2Care®) utilizando
concomitantemente um atraente de alimentacdo, uma superficie de pouso
contendo uma mistura de inseticida (pyriproxyfen) e fungo B. bassiana e, o
mesmo inseticida sintético na 4gua. Fémeas de A. aegypti e A. albopictus foram
contaminadas e ao sairem da armadilha carregam o inseticida para outros
criadouros, matando as larvas nesses locais (Snetselaar et al., 2014; Buckner et
al., 2017). No entanto, a utilizacdo de inseticidas ainda € um fator de risco para o
surgimento de mosquitos resistentes.

Portanto, o objetivo deste estudo foi desenvolver uma armadilha simples e
barata para infectar mosquitos A. aegypti e A. albopictus com conidios de
Metarhizium anisopliae durante o ato de oviposi¢cdo ou descanso. A armadilha
desenvolvida foi uma ovitrampa revestida com papel camurca impregnado com
formulagbes do fungo em Oleo vegetal a fim substituir Eucatex e facilitar a
contagem dos ovos. Esse tipo de armadilha poderia também reduzir a viabilidade

dos ovos postos no papel impregnado com fungo, além de infectar os adultos.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Caracteristicas biolégicas e morfolégicas dos mosquitos Aedes

aegypti e Aedes albopictus

Os mosquitos Aedes aegypti e Aedes albopictus sédo holometabolos, da ordem
Diptera, pertencentes & Familia Culicidae (Consoli & Oliveira, 1998).

O ciclo biolégico completo do mosquito compreende as fases de ovo, larva,
pupa e adultos (Figura 1). Foi observado que A. aegypti € mais abundante em
areas urbanas, A. albopictus em areas rurais, e ambos coexistem em areas
periurbanas, tanto no Brasil quanto na Flérida (EUA) (Braks et al., 2003; Faraone
et al., 2021, Ayllon et al., 2017).

LARVA

ADULTO
30 a 35 dias 4 a7 dias
PUPA
2 a 3 dias
Figura 1 — Ciclo de vida do mosquito Aedes. Fonte: Dominio Google

(www.google.com.br).

O ovo possui forma alongada, formato fusiforme, coloragdo variando do
marrom a negra. A viabilidade dos ovos em ambientes secos pode se prolongar

por mais de um ano (Estrada-Franco & Craig, 1995; Consoli & Oliveira, 1998;



Marcondes, 2001). O nivel de melanizacdo da casca de ovo esta diretamente
associado a viabilidade do ovo fora da agua apés a formacao da cuticula serosa
(Farnesi et al., 2017). Os ovos de A. albopictus s&o conhecidos por serem menos
resistentes a condi¢cdes de seca do que os de A. aegypti (Juliano et al., 2002).

Os mosquitos usam varios sinais (visual, umidade, olfativo, etc.) para encontrar
suas fontes de alimento (hospedeiro vertebrado e/ou néctar) e parceiro de
acasalamento, bem como para localizar um local para ovipositar (Wooding et al.,
2020).

As fémeas gravidas de mosquitos avaliam a adequacdo e acessibilidade dos
locais de oviposicdo por meio de pistas fisicas e semioquimicos liberados de
larvas, ovos e/ou de origem microbiana (Wooding et al., 2020). Além de estimulos
fisiologicos (Clements, 2000), ambientais (Costa et al., 2008; Kearney et al., 2009)
e comportamentais (Gomes et al., 2006).

Estudos demonstraram que, geralmente, as fémeas de A. aegypti ovipositam
em uma gama de criadouros, preferem locais que contém ovos e larvas da
mesma espécie, mas tentam evitar a superlotagdo e competicdo larval por
escassez de alimentos, disseminando a populacdo de mosquitos de modo eficaz
(Reeves, 2004; Tsunodaet al., 2010).

Qualquer objeto no ambiente natural ou doméstico é potencial criadouro de
mosquitos (Donalisio & Glasser, 2002; Forattini, 2002), sendo os ovos colocados
na superficie interna desses recipientes (Funasa 2001). Os criadouros
preferenciais sdo aqueles que tém agua limpa, sombreados e pobres em matéria
organica em estado de decomposicéao (Vianna, 2001; Guagliardo et al., 2014).

O numero de ovos por postura depende da quantidade de sangue ingerido pela
fémea na hematofagia. Estudos demonstraram que uma fémea produz em média
120 ovos por ciclo de ingestdo de sangue (Clements 2000; Forattini, 2002).
Externamente os ovos sao revestidos por uma camada denominada exocorio.
ApoOs a imersdo do ovo em agua, a eclosao da larva se da pelo atrito de uma
estrutura quitinosa presente na cabeca da larva contra o coérion (Forattini, 1962).

As larvas dos mosquitos sdo sempre aguaticas, tém aspecto vermiforme e com

coloracdo que varia do esbranquicado ao enegrecido. A respiracdo das larvas



ocorre por um sifao respiratdrio presente no ultimo segmento do corpo do inseto.
O corpo é dividido nitidamente em cabega, torax e abdome. A cabega tem um par
de antenas e olhos compostos. O aparelho bucal das larvas € do tipo mastigador
e se alimentam de micro-organismos como algas e particulas derivadas da
deterioracdo de matéria organica na agua (Consoli & Oliveira, 1998).

Durante o desenvolvimento, a larva passa por 4 estadios larvais (L1, L2, L3,
L4) e depois de 7 dias, surgem as pupas que também sdo aquéticas, moveis
quando perturbadas, porém, se mantém quase sempre na superficie da agua e
nao se alimentam. O corpo da pupa € formado por cefalotorax e o abdome. No
cefalotorax ha duas estruturas tubulares chamadas trombetas ou trompas
respiratorias e um par de olhos compostos. No final do abdémen existe um par de
paletas que auxiliam a pupa na locomocgdo. Apdés dois ou trés dias de
desenvolvimento das pupas emerge o mosquito adulto (Clements, 2000; Becker,
2003, Forattini, 2002).

Os mosquitos adultos de A. aegypti e A. albopictus possuem tamanho de 4 a 7
mm de comprimento, o macho pode ser identificado por possuir antenas
plumosas, enquanto as fémeas possuem antenas filiformes. O adulto possui torax
com 0 mesonoto e as asas recobertas de escamas escuras e, as pernas sao
escuras com manchas claras nas articulacdes. No mesonoto (térax), as escamas
do mosquito A. aegypti formam um desenho em forma de lira (Figura 2-A),
enguanto no A. albopictus as escamas formam uma linha branca central (Consoli
& Oliveira, 1998) (Figura 2-B).



Figura 2 — Diferenca morfologica das duas espécies de Aedes. Setas vermelhas
indicam as diferencas nos mosquitos A) Aedes aegypti. B) Aedes albopictus.
(www.cdc.gov).

O raio de voo do mosquito adulto é limitado, em média de 250 metros para
fémeas e 200 para machos de Aedes (Juarez et al., 2020). Tanto o0 macho quanto
a fémea de A. aegypti e A. albopictus se alimentam de néctar floral, no entanto, as
fémeas precisam fazer ingestdo de sangue durante um unico ciclo gonadotrofico
para desenvolvimento dos ovos. Esse habito hematéfago amplia a sua
capacidade de se infectar e de transmitir virus, tornando as duas espécies
eficientes vetores de doencas. O repasto sanguineo é exclusivo das fémeas. A
longevidade das fémeas é de aproximadamente 45 dias, enquanto os machos
vivem menos em comparacdo a fémea. (Clements, 1963; Consoli & Oliveira,
1998).

2.2 Distribuicdao geografica do mosquito Aedes aegypti e Aedes

albopictus

O mosquito Aedes (Stegomyia) aegypti (Linneaus, 1762) foi primeiramente
descrito no Egito por Linnaeus em 1762. Provavelmente originou-se na Africa
Subsaariana de uma espécie ancestral selvagem e zoofilica chamada Aedes
aegypti formosus (Brown et al., 2011), e devido a comercializacdo e
movimentacdo humana, principalmente com o trafico de escravos nos séculos
XVII-XIX, foram introduzidos no Novo Mundo, onde se espalhou para regides



tropicais e subtropicais, seguido de uma invasdo posterior no sudeste da Asia e
no Pacifico (Gubler et al., 1997; Brown et al., 2014).

Conforme avanco da urbanizacdo e a expansdo da industria naval, as cidades
portuarias comecaram a enfrentar frequentemente surtos de doencas
semelhantes a dengue (Gubler, 1998). No século XX, o mosquito A. aegypti
estava presente em toda a América do Norte e do Sul, provavelmente primeiro
infestando cidades portuérias e depois se movendo para o interior (Gubler,1998;
Pan American Health Organization, 1986). Em meados do século 20 (1946-1963),
populacdes do mosquito A. aegypti foram drasticamente reduzidas nas Américas
como resultado de um programa de controle da febre amarela liderado pela
Organizacdo Pan-Americana da Saude (Schliessman & Calheiros, 1974). O
sucesso na reducdo da febre amarela levou ao declinio dos programas de
controle do mosquito e, consequentemente, desde a década de 80, A. aegypti foi
restabelecida em todas as Américas (Gubler, 1989).

Aedes albopictus (Skuse, 1984), o mosquito “tigre asiatico”, se originou nas
florestas do sudeste da Asia, ilhas do Oceano indico e do Pacifico ocidental
(Delatte et al., 2009; lzri et al., 2011), onde era provavelmente zoofilico.
Entretanto, a espécie se adaptou progressivamente as mudancas antropogénicas
do meio ambiente, o que proporcionou fontes alternativas de sangue (animais
domésticos e homem) e colecdes de dgua para os habitats larvais (Paupy et al.,
2009). Ponlawat & Harrington (2005) verificaram que A. albopictus causou
ameacas publicas ao expandir seu alcance para a Africa, Europa e Américas por
meio de atividades humanas e transportes ativos.

No Brasil, A. albopictus foi relatado pela primeira vez no ano de 1986, nos
Estados de S&o Paulo (de Brito et al., 1986), Rio de Janeiro e Minas Gerais
(Forattini, 1986; Consoli & Lourenco-de-Oliveira 1994) e, 8 anos depois, ja havia
se espalhado por mais de 600 municipios brasileiros (Pena et al., 2003). Carvalho
et al. (2014) relataram a presenca de populacdes de A. albopictus em 24 das 27
unidades federativas do Brasil, em regides urbanas e suburbanas.

Kambhampati et al. (1991) analisaram a composicdo genética das cepas de A.

albopictus do Brasil e dos EUA comparando-as com varios paises do Pacifico
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Ocidental para rastrear a origem geografica dos mosquitos invasores. As
populacées dos EUA e do Brasil eram as mais proximas em termos de distancia
genética das populagbes japonesas. Com base em analises discriminantes e de
distancia genética, os autores concluiram que os mosquitos A. albopictus
encontrados nos Estados Unidos e no Brasil, séo originarios do Japao.

Os mosquitos A. aegypti sdo considerados cosmopolitas podendo ser
encontrados atualmente em todas as regides das Américas, Africa e Asia, sudeste
dos Estados Unidos, ilhas do Oceano indico, e no norte da Australia (Kraemer et
al., 2015, Dickens et al., 2018). O mosquito A. aegypti se alimenta durante o dia e
tem a populacdo humana como fonte preferencial de alimento, e as areas urbanas
como principais areas de reproducdo e descanso (Brown et al., 2011; Scott &
Takken, 2012), embora também possa ser encontrado em areas rurais (Mgugi et
a., 2017).

Os mosquitos Aedes albopictus alternativamente se alimentam do sangue de
animais e tendem a repousar em ambientes abertos (Paupy et al., 2009), no
entanto também demonstraram um comportamento fortemente antropofilico como
0 mosquito A. aegypti (Delatte et al., 2010).

Braks et al. (2003) avaliaram que A. albopictus pode ser abundantemente
encontrado em areas urbanas e suburbanas onde recipientes artificiais séo
comumente acumulados em campos abertos e nos quintais. Em Ubirata (PR) a
densidade populacional de A. albopictus foi superior ao de A. aegypti, mesmo em
centros urbanos (Prophiro et al. 2011).

Embora A. aegypti possa depositar seus ovos em orificios naturais onde ha o
acumulo de agua, a grande maioria coloca seus ovos em recipientes artificiais
descartados ou armazenados de forma incorreta pela populacdo humana, o que
pode contribuir para a aproximacdo destes insetos aos seres humanos (Scott et
al., 1993; Harringtton et al., 2001; Reiter, 2007).

Recipientes grandes, sem tampa e em locais sombreados mostraram ser 0s
mais procurados por fémeas de A. aegypti para oviposicdo em bairros do Rio de
Janeiro (Maciel-de-Freitas et al., 2007). Colton et al. (2003) descobriram que uma

guantidade maior de fémeas de A. aegypti procuraram recipientes com grandes
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superficies de agua (177 cm?) em comparagdo a recipientes com peguenas
superficies (57 cm?), embora os autores achem que a cor do recipiente (preto)
influenciou a selecdo mais do que a area de superficie da agua.

Hoel et al. (2011) verificaram em estudo de campo, na Flérida, a preferéncia de
oviposicdo de fémeas de A. albopictus a ovitrampas de diferentes cores. Os
valores médios de ovos coletados nas ovitrampas preta (122,53) ou azul (116,7)
foram maiores quando comparadas com ovitrampas xadrez (101,8), laranja (97,1),
listrada (84,6) ou branca (81,5). Outros autores ja fizeram o uso de outros
substratos, como papel sulfite, papel filtro, papel manteiga e papel toalha,
revelando que os diferentes substratos ndo impediram as fémeas de realizar
oviposicédo (Gomes et al., 2006).

Os ovos de Aedes sao postos preferencialmente em recipientes de cor escura,
superficies asperas e umidas e um pouco acima da linha d’agua (Gomes et al.,
2003). Esses ovos podem, inclusive, jA conter os virus, se forem postos por
fémeas infectadas, evento denominado de transmissao trans-ovariana (Consoli &
Oliveira, 1994).

Em geral, os mosquitos sdo sensiveis a alteracdes de temperatura e umidade
e, frequentemente, espécies que vivem em regibes tropicais e temperadas
apresentam maiores variagcdes sazonais de abundancia populacional (Samways,
1995). Kraemer et al. (2015) demonstraram que A. albopictus possuem a
capacidade de tolerar também baixas temperaturas.

Navarro-Silva et al. (2004) avaliaram em condi¢cdes controladas que o género
Aedes quando submetido a diferentes temperaturas teve a sua fecundidade,
longevidade e atividade hematofagica afetadas. Carrington et al. (2013) também
observaram na Tailandia que flutuacbes na temperatura acima de 35°C
influenciaram negativamente a procura de sangue de hospedeiros humanos por
fémeas de A. aegypti levando, consequentemente, a uma menor taxa de
oVviposigao.

A distribuicdo populacional do mosquito A. aegypti e A. albopictus tende a
aumentar nos periodos com maiores precipitacdes pluviométricas, o que

possibilita um aumento na disponibilidade de recipientes naturais ou artificiais
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para a emergéncia das larvas em centros urbanos e rurais (Mexico, 1993; Edman
et. al., 1998; Braks et al., 2003). Além disso, Castero et al. (1998) verificaram que
a alimentacdo com sangue humano é benéfica para a reproducdo de A. aegypti,
que pode ser um fator importante quando se trata do aumento do seu contato com
hospedeiros humanos e esse comportamento hematéfago persiste mesmo em
épocas do ano epidemiologicamente diferentes. Portanto, pode influenciar sua
capacidade vetorial para virus da dengue através da alimentagdo frequente de
sangue.

O aumento desses vetores pode acarretar um aumento da transmissdo de
arboviroses. Na Italia e no sudeste da Franca em 2017, por exemplo, ocorreu um
grande surto de infecgBes pelo virus chikungunya adquiridas localmente, e o
mosquito A. albopictus foi apontado como o vetor potencial desse virus na regido
(Venturi et al., 2017; Fortuna et al., 2018).
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2.3  Arboviroses transmitidas pelos mosquitos Aedes aegypti e Aedes

albopictus

Os vetores sdo organismos responsaveis pela transmissdo de doencas
transmissiveis das faunas para os seres humanos ou entre os seres humanos. O
vetor mais conhecido de doencas é o mosquito (Consoli & Oliveira, 1998). Os
virus transmitidos por artropodes (arbovirus) tém uma longa histéria quando se
trata da infeccdo em seres humanos, mas durante as Uultimas décadas se
espalharam mais amplamente e afetaram populacdes maiores. Isso se deve a
varios fatores, incluindo o aumento de populacfes urbanas, transporte de cargas,
viagens aéreas, populacbes descontroladas de mosquitos vetores, entre outros
(Jones et al., 2008; Weaver et al., 2010; WHO 2019).

Os mosquitos A. aegypti e A. albopictus sdo vetores responsaveis pela
transmissdo de doencas de importancia mundial, como dengue, Zika, febre
amarela, chikungunya e febre Mayaro (Smith & Francy 1991; Benedict et al.,
2007; Proestos et al., 2015; Dickens, et al., 2018; Kantor, et al., 2019; Dieme et
al., 2020; Valencia-Marin et al., 2020).

Desde fevereiro de 2020, o Brasil enfrenta uma pandemia da covid-19 e, desde
a confirmacao dos primeiros casos, observou-se uma diminuicdo dos registros de
casos provaveis e oObitos de dengue e outras arboviroses. Esta diminuicdo pode
ser consequéncia do receio da populacdo em procurar atendimento em uma
unidade de saude, bem como uma possivel subnotificagdo ou atraso nas
notificagbes das arboviroses, associadas a mobilizagdo das equipes de vigilancia
e assisténcia para o enfrentamento da pandemia (Ministério da Saude, 2021a).

A dengue é uma doenca de etiologia viral grave reemergente causada por um
virus do género Flavivirus, patogénico aos seres humanos (Simmons et al., 2012).
Febre, dores musculares intensas, dor de cabeca e vermelhidao pelo corpo estéo
entre os principais sintomas desta doenca. Todas as faixas etarias sdo igualmente
suscetiveis, porém as pessoas mais velhas tém maior risco de desenvolver

dengue grave e outras complicacdes que podem levar a morte. No ano de 2020
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foram notificados 987.173 casos provaveis de dengue no pais, destes 826 casos
foram de dengue grave e 9.072 casos com sinais de alarme. Dos casos
confirmados, 554 vieram a oObito (Ministério da Saude, 2020). Até a semana
epidemiologica 18 (01/01/2021 a 08/05/2021) foram registrados 279.743 casos
provaveis de Dengue no Brasil e 72 ébitos. Em comparacdo com o ano de 2020,
houve uma reducdo de 62,1% de casos registrados para 0 mesmo periodo
analisado.

A doenca chikungunya € uma arbovirose causada pelo virus da chikungunya,
género Alphavirus (Togaviridae) causando grandes epidemias na Africa e Asia
desde 2004 (Teixeira et al., 2015; Nunes et al., 2015). Os sintomas desta doenca
sdo semelhantes aos da dengue, diferindo pela presenca de artralgia persistente
(Schilte et al., 2013). No ano de 2020 foram notificados 82.419 casos provaveis,
dos quais 30 Obitos foram confirmados (Ministério da Saude, 2020). Até a
Semana Epidemioldgica 18 foram confirmados 25.807 casos provaveis e 4 obitos
de Chikungunya no Brasil. Esses numeros correspondem a uma diminuicdo de
22,6% dos casos em relagdo ao ano anterior (Ministério da Saude, 2021a).

O virus da Zika é um dos principais virus teratogénicos, o unico exemplo
identificado da familia Flaviviridae, transmitido aos seres humanos pela picada do
mosquito Aedes (Oehler et al., 2014, Gomard et al., 2020). O virus foi isolado pela
primeira vez de macaco Rhesus em 1947 nas florestas da Zika (Uganda), durante
um estudo sobre a transmisséo da febre amarela silvestre.

InfecgBes congénitas de Zika foram relatadas durante o surto de 2013 - 2014
na Polinésia Francesa, caracterizada por microcefalia e outras doencas
neurolégicas, além de uma ampla gama de defeitos auditivos, oculares, cognitivos
e anatbmicos em aproximadamente 5 a 30% dos bebés nascidos de mulheres
infectadas durante a gravidez (WHO, 2015). Em 2020 foram notificados 7.387
casos provaveis de Zika no Brasil (Ministério da Saude, 2020). Até a Semana
Epidemiolégica 18 foram confirmados 1.442 de Zika. Em relagdo a 2020. Os
dados representam uma diminui¢do de 50,5% no numero de casos do pais. Até o
momento ndo h& confirmagéo da ocorréncia de Obito para Zika no pais (Ministério
da Saude, 2021a).
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Mayaro é um arbovirus da familia Togaviridae pertencente ao género
Alphavirus. O virus Mayaro leva o nhome do local onde foi relatado pela primeira
vez em Trinidad e Tobago em 1954 (Anderson et al., 1957). Esse virus tem sido
relatado na Bolivia, Suriname, Guiana Francesa, Brasil, Venezuela, Peru, entre
outros paises (Zufiga & Caro, 2017).

O primeiro surto da doenca do virus Mayaro no Brasil foi descrito em 1955, as
margens do rio Guama, proximo de Belém/PA. Desde entdo, casos esporadicos e
surtos localizados tém sido registrados nas Ameéricas, incluindo a regido
Amazobnica do Brasil, principalmente nos estados das regides Norte e Centro-
Oeste (Forshey et al., 2010; lzurieta et al., 2011). A doenca é caracterizada por
febre alta e dores articulares intensas, com duracdo de 3 a 7 dias, causando uma
maior morbidade (Ministério da Saude, 2021b).

A febre amarela € uma doenca aguda causada pelo virus da familia Flaviviridae
que circula enzooticamente em partes da América do Sul e Africa Subsaariana,
transmitida por vetor e que pode ser prevenida por vacina (Barrett, 2017). Apesar
de ter um ciclo silvestre envolvendo mosquitos dos géneros Haemagogus e
Sabethes que se alimentam de primatas ndo humanos, estudos mostram que
tanto A. aegypti quando A. albopictus sdo vetores potenciais na transmissao da
febre amarela na populagdo humana (Kamgang et al., 2019).

No Brasil, durante décadas, com os programas de vacinacdo da populacéo,
menos de 100 casos de febre amarela em humanos tém sido relatados
anualmente. Contudo, em 2016 - 2018, dois grandes surtos de febre amarela
urbana causaram 2.160 casos humanos confirmados na regido sudeste do Brasil
(Ministério da Saude, 2018a, 2018b).

A abordagem de controle mais utilizada para essas doencas € sua prevencgao e
controle através da reducdo de criadouros, uso de inseticidas sintéticos e
biolégicos. Como ha o risco de mosquitos desenvolverem resisténcia a
inseticidas, um dos focos principais da comunidade cientifica € encontrar novas

maneiras de controlar as popula¢des de mosquitos (Yi et al., 2014).
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2.4  Monitoramento e indicadores de infestacdes de mosquitos utilizando

armadilhas

A densidade populacional de um vetor é um dos principais determinantes para
a intensidade da transmissdo de uma doenca viral (Thammapalo et al., 2008). A
vigilancia entomoldgica constitui o prerrequisito indispensavel para o controle de
arboviroses, uma vez que, a vigilancia de mosquitos vetores orienta as
intervengdes nos ciclos de transmissao dessas enfermidades (Gomes, 1998;
Reiter et al., 1991).

O monitoramento do mosquito Aedes € geralmente realizado utilizando-se
diferentes tipos de armadilhas que podem ser especificas para a fase de ovo,
larva ou adulto (Gomes et al.,, 2008). As ovitrampas foram as pioneiras no
monitoramento de mosquitos utilizando a captura de formas imaturas. A utilizacao
de ovitrampas possibilita verificar infestacdo de mosquitos adultos nas regifes
onde essas armadilhas s&o instaladas, representando um instrumento importante
de avaliacdo e do monitoramento de certas medidas de controle (Braga et al.,
2000).

As armadilhas de oviposicao sao depdsitos de plastico geralmente de cor preta
com capacidade entre 200 a 500 mL de agua, podem conter ou ndo atraentes e
na maioria dos casos palhetas de madeira (Eucatex) prensadas em posicao
vertical (8 x 3 cm). Os ovos dos mosquitos sdo depositados na palheta de
Eucatex logo acima da superficie da agua (Gomes, 1998; Reiter et al., 1991).

A utilizagdo de ovitrampas demonstra ser um método sensivel e econdmico
para fornecer informacdes sobre a presenca do vetor em determinada regido
(Rawlins et al., 1998). Estudos mostram que a utilizacdo de armadilhas para
oviposicao foi mais eficiente e econémica quando comparada as armadilhas para
larvas (larvitrampas) (Braga et al., 2000).

Em Recife (Pernambuco), Xavier et al. (2018) avaliaram o desempenho de
armadilhas pegajosas chamadas BR-OVT compostas de uma caixa de polietileno
preta com uma abertura central na parte superior e, um recipiente com agua

dentro da caixa. A agua continha Bacillus thuringiensis israelensis para matar as
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larvas, e uma cola entomoldgica revestindo as paredes do reservatorio de agua.
Em estudos de campo, verificaram que a armadilha foi eficiente para captura de
ovos e adultos de Culex quinquefasciatus e observaram também a presenca de
fémeas de A. aegypti. Concluiram que a armadilha pegajosa BR-OVT tem
potencial para uso em programas de vigilancia visando C. quinquefasciatus e A.
aegypti concomitantemente com outras estratégias de controle de mosquitos.

Armadilhas para a captura dos mosquitos adultos vém sendo utilizadas
mundialmente (Eiras 2002; Maciel-de-Freitas et al., 2008; Johnson et al. 2012).
MosquiTRAP®, Adultrap® e BG-Sentinel® estdo entre as armadilhas mais
utilizadas para o monitoramento de mosquitos adultos.

A MosquiTRAP® é um modelo de armadilha que permite capturar adultos de A.
aegypti e A. albopictus, principalmente fémeas gravidas devido a presenca de um
atraente sintético de oviposicdo (AtrAedes®) no interior da armadilha. O atraente
sintético fica preso em um cartdo adesivo preto de polietileno que reveste o
interior da armadilha. Ao pousarem ou tocarem na parte interna da MosquiTRAP®
as fémeas ficam presas no cartdo adesivo (Eiras, 2002). Os insetos presos no
cartdo da MosquiTRAP® séo identificados e os dados coletados armazenam um
banco de dados do sistema de Monitoramento Inteligente da Dengue (MI-Dengue)
(Eiras, 2002; Favaro et al., 2006) e sdo encaminhados para teste e verificacdo da
presenca do virus (Eiras & Resende, 2009).

A armadilha Adultrap®, originalmente projetada para capturar adultos de A.
aegypti, possui caracteristicas que permitem a captura de outros insetos, como 0s
dipteros muscoides, apresentando como vantagens sua padronizacdo, baixo
custo e possivel reutilizacdo. No interior da armadilha h4 um recipiente contendo
agua gque fica separado das partes internas da armadilha por uma tela, sem
qualquer chance de contato direto do mosquito com a agua (Donatti & Gomes,
2007). Maciel-de-Freitas et al. (2008) mostraram que, tanto a Adultrap® quanto a
MosquiTRAP®, sdo promissoras para o monitoramento de populacdes de A.
aegypti. No entanto, a MosquiTRAP® apresentou um maior nimero de fémeas de

A. aegypti capturadas.
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Outra armadilha eficiente para capturar o0 mosquito do género Aedes e que
também utiliza um atraente sintético € a BG Sentinel™ (Biogents, Biogents AG,
Regensburg, Alemanha). Essa armadilha € composta por um atraente sintético
BG-Lure™ no seu interior que atrai 0s mosquitos e, além do estimulo quimico, a
armadilha possui outros elementos que atraem 0S mosquitos como um saco
coletor de cor preta onde os adultos ficam presos em seu interior (Eiras & Geier,
2002). A armadilha BG-Sentinel foi desenvolvida como uma alternativa segura na
vigilancia de A. aegypti e outros vetores de arboviroses (Krockel et al. 2006) e foi
um dos primeiros dispositivos de amostragem eficazes para capturar mosquitos
adultos (Johnson et al. 2012).

2.5 Métodos alternativos de controle de mosquitos

O controle do mosquito Aedes, especialmente em paises em desenvolvimento,
tem se mostrado um importante desafio para as autoridades sanitarias. No Brasil,
a partir de 1996, o Ministério da Saude criou um Plano de Erradicagdo de A.
aegypti cujo principal objetivo se concentrava na reducdo dos casos de dengue
hemorragica. Mas, ndo obteve muito sucesso, uma vez que houve um aumento
no namero de casos de dengue e avanco da infestacdo do A. aegypti (Braga et
al., 2007; Ministério da Saude, 2009a).

As estratégias para o controle de mosquitos devem se concentrar no uso de
medidas preventivas, em vez de seguir medidas adaptativas. Como medidas
preventivas podem-se reduzir os locais de reproducdo do mosquito como piscinas
com agua parada, pocos de agua desativados, vasos e pneus cheios de agua em
torno de residéncias e terrenos; incentivo da conscientizacdo publica e criar
ambientes limpos sdo as melhores medidas preventivas para controlar os
mosquitos (Forattine, 1962; Tauil, 2006; Ministério da Saude, 2009b; Secretaria
de Vigilancia Sanitaria, 2011, Kahamba et al., 2020).

No Brasil, o Ministério da Saude utiliza armadilhas ovitrampas para o
monitoramento de mosquitos juntamente com a inspecéo larval nas residéncias

(Braga et al., 2004). No entanto, este método é trabalhoso, n&o muito sensivel e
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sujeito a motivacdo do agente de saude e permissdo do proprietario, podendo
resultar em estimativas imprecisas de baixa confianca dos indices de infestacao
(Focks, 2003).

Em 2021 o Ministério da Saude lancou uma nova campanha de combate ao
mosquito A. aegypti com o tema “Combater o mosquito € com vocé, comigo, com
todo mundo” colocando em destaque os agentes de saude como indispensaveis
para informar e orientar a populacdo a combater corretamente os criadouros do
mosquito. Dividida em duas fases a acao visa alertar sobre a importancia do
cuidado aos locais que podem acumular agua, e também informar os sintomas e
as formas corretas de tratar doencas como dengue, zika e Chikungunya
(Ministério da Saude, 2021a).

Mosquitos transgénicos também estao sendo criados para atuar no controle de
vetores. A empresa britanica Oxitec utiliza métodos de reducéo da transmisséo de
arboviroses com mosquitos machos transgénicos que, ao cruzar com as fémeas,
geram novos machos transgénicos e larvas fémeas que ndo chegam a fase
adulta, ou seja, a estratégia é baseada na reducdo da populacdo de Aedes
(McGraw & O’Neill, 2013; Evans et al., 2019).

Apesar de apresentar eficacia na diminuicdo de mosquitos adultos, as
estratégias acima citadas sao muitas vezes processos caros e ha uma dificuldade
de producéao e liberacdo em massa desses mosquitos, que acaba limitando o uso
desses agentes no campo em larga escala (Consoli et al., 1998; McGregor &
Connelly, 2021; Moo-Llanes et al., 2021).

2.6 Controle utilizando inseticidas sintéticos

O wuso dos inseticidas sintéticos organofosforados iniciou-se apés a
constatacdo do aumento da populacdo de insetos resistentes aos inseticidas
clorados como diclorodifeniltricloroetano (DDT) (Wondiji et al., 2008). Desde 1985
o controle de larvas de A. aegypti pode ser realizado com o0s inseticidas

fenitrothion e malathion. Nebuliza¢bes térmicas e atérmicas tém sido utilizadas
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para controlar mosquitos adultos utilizando: propoxur (carbamato), malation
(organofosforado) e cipermetrina (piretroide) (Macoris et al., 1999).

Por mais de 30 anos o inseticida organofosforado temephos foi o larvicida
usado no Brasil para o controle de A. aegypti. Com as epidemias de 1986 seu uso
foi amplamente intensificado. Em pouco tempo casos de populacbes de
mosquitos resistentes ao temephos em diversas regides do Brasil comecaram a
surgir (Campos & Andrade 2001; Polanczyk et al., 2003; Braga et al., 2004; Braga
et al., 2007).

Os inseticidas tém sido empregados como um método para diminuir a
densidade do vetor e, assim, resolver uma epidemia ou reduzi-la a niveis
gerenciaveis. As principais classes de inseticidas sintéticos utilizados no controle
de Aedes sao: organofosforados, piretroides e carbamatos, onde os mais usados
no controle de vetores sdo os organofosforados (malation e temephos) e
piretroides (Bisset, 2002). O malation é usado principalmente para o controle de
mosquitos adultos na forma de aerossol e o temephos € utilizado para os estagios
larvais de mosquitos dos géneros Aedes, Culex e Anopheles.

Estudos mostram que a resisténcia do Aedes as quatro principais classes de
inseticidas esta sendo detectada globalmente. Moyes et al. (2017) demonstraram
alguns mecanismos de resisténcia bem estabelecidos em populagdes distintas de
mosquitos aos inseticidas das classes organoclorados, carbamatos, mas
principalmente a piretroides (Fernando et al.,, 2020) e organofosforados na
América do Norte e do Sul, Africa e Asia. No Brasil, a resisténcia ao larvicida
organofosfato, temefés e ao adulticida piretroide deltametrina é generalizada
(Montella et al., 2007; Lima et al., 2011).

Foi relatado que a utilizacdo de doses subletais do larvicida e pesticida
piriproxifeno reduz a reproducdo e a capacidade vetorial em mosquitos (Vasuki,
1999, Mbare et al., 2013) e sdo consideradas benéficas para a reducao do risco
de doencas (Unlu et al., 2020), porém é dificil ministrar corretamente uma dose
subletal no ambiente podendo correr o risco do desenvolvimento de resisténcia

nas populagdes de mosquitos (Schaefer e Mulligan, 1991).
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Braga et al. (2004) e Lima et al. (2011) observaram que houve uma reducao
nos niveis de resisténcia ao temefos em localidades brasileiras onde o uso desse
inseticida foi substituido pelo controle biolégico por Bacillus thuringiensis
israelensis (Bti). No mesmo estudo, Lima et al. (2011) observaram que em dois
outros municipios do estado do Ceara que continuaram com o uso de temefds,
houve um aumento nos niveis de resisténcia. Montella et al. (2007) encontraram
uma diminuicdo na resisténciade A. aegypti em um municipio da regido
metropolitana de Natal (RN), apds a substituicdo de temefds por Bti em 2005.
Com isso, a eficacia do uso continuo de inseticidas sintéticos como a Unica
metodologia de controle de vetores vem sendo questionada. Valle et al. (2019)
sugerem que € necessario garantir que o monitoramento sustentavel da
resisténcia aos inseticidas seja mantido como um componente-chave do manejo
integrado de vetores. A utilizacdo continua de inseticidas sintéticos causa danos
ao meio ambiente, animais e inclusive ao homem (Luna et al., 2004; Lima et al.,

2011; Hassaan & Nemr, 2020).

2.7 Uso do controle biolégico (predadores) no controle de mosquitos

A utilizacdo de inimigos naturais, predadores, parasitas ou patdgenos naturais
sdo métodos de controle bioldgico (biocontrole) empregados para controlar a
populacdo de um organismo considerado nocivo. Uma variedade de agentes de
controle biologico foi descoberta e empregada contra mosquitos em todo o mundo
(Han et al., 2015, Lima et al., 2016; McGregor & Connelly, 2021).

O microsporidio, Edhazardia aedes (Kudo), tem se mostrado promissor como
um controle biolégico para A. aegypti. Este parasita obrigatério demonstrou ser
transmitido verticalmente da mé&e para a prole e afeta significativamente a
quantidade de ovos produzidos pelas fémeas e as taxas de emergéncia de A.
aegypti, quando os ovos foram colocados em agua (Becnel et al. 1995). Além
disso, embora esse parasita infecte outras espécies de mosquitos, ha evidéncias
de que a transmissédo vertical é restrita a A. aegypti (Becnel & Johnson 1993).

Bernard et al. (2007) também verificaram que as fémeas de A. aegypti infectadas
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com E. aedes ingerem 23% menos sangue e reduzem em 30% o0 numero de ovos
produzidos.

Um grupo de artropodes larvivoros mais bem estudado no controle de A.
aegypti € o género Toxorhynchites (Diptera: Culicidae). As larvas de
Toxorhynchites tipicamente atacam outras larvas de mosquito para obter
proteinas necessarias para seu desenvolvimento e para a producao de ovos, uma
vez que esses mosquitos nao se alimentam de sangue na fase adulta (Consoli &
Oliveira, 1998). Todavia, Uejio et al. (2014) verificaram em experimentos de
campo que apesar do Toxorhynchites mectezuma ter sido eficiente para controlar
pupas de mosquitos em pneus, esse controle diminuiu quando as popula¢cdes de
presas cresceram além da sua capacidade predatoria.

Alkhaibari et al. (2018) verificaram a interacdo entre larvas de Toxorhynchites
bevipalpis e propagulos de Metarhizium brunneum no controle de larvas de A.
aegypti. Em bioensaios baseados em laboratério observaram que o propagulo
fungico blastosporos em baixas concentracbes complementou a atuacao
predatéria de T. brevipalpis resultando em um maior controle do que se qualquer
um dos agentes fosse usado sozinho.

Existem mais de 250 espécies de predadores invertebrados e vertebrados de
larvas de mosquitos, destacando-se 0s peixes larviporos (Oreochromise e
Poeciliareticulata) e varios nematdédeos da familia Mermithidae. (Consoli &
Oliveira, 1998; McGregor & Connelly, 2021).

Alguns desafios limitam o uso desse grupo de artrépodes larvivoros. A criacao
de colbnias de Toxorhynchites pode exigir muito trabalho e requer a criacao de
mosquitos adicionais para atuarem como fontes de alimento para as larvas. Além
disso, a distribuicAo de Toxorhynchites para areas de tratamento pode ser
trabalhosa, especialmente se os individuos libertados ndo estdo se reproduzindo
naturalmente para sustentar a populacdo (Schreiber & Jones 1994; Collins &
Blackwell, 2000).
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2.8 Utilizac&o de bactérias para o controle de mosquitos

Estudos tém mostrado que a utilizacdo de agentes microbianos para o controle
de mosquitos vetores pode ser um meétodo barato e promissor. As bactérias
Bacillus thuringiensis var. israelensis (Bti) e Bacillus sphaericus foram eficientes
para infeccdo de larvas de mosquitos (Consoli & Oliveira, 1998; Lutinsk et al.,
2017), cuja eficacia foi demonstrada em programas de controle de vetores em
todo o mundo (Becker, 1997; Flacio et al., 2015).

Os principais ingredientes ativos deste larvicida microbiano sao cristais
contendo protoxinas que apresentam alta toxicidade para larvas de Diptera de
géneros como Aedes, Culex, Anopheles e Simulium (Lacey, 2007). As principais
etapas do modo de acdo do Bti incluem a ingestéo dos cristais pelas larvas, sua
solubilizac&o no intestino médio e a liberacdo das protoxinas que sdo convertidas
proteoliticamente em toxinas. Essas toxinas ativadas interagem com receptores
do intestino médio onde se inserem na membrana formando poros que levam a
permeabilidade celular e lise osmotica que danificam o epitélio da larva (Vachon
et al., 2012).

Ha um aumento crescente na utilizacdo do Bti no controle do Aedes em paises
tropicais, ndo apenas para o tratamento convencional de criadouros, mas também
para seu uso em associacdo a novas abordagens como em ovitrampas letais
(Regis et al., 2013; Johnson et al., 2017). Esse grupo de bactérias sé é eficiente
contra larvas de A. aegypti, e casos de resisténcia de larvas a Bacillus
thuringiensis foram documentados (Paris et al., 2011).

Outro género de bactérias que vem ganhando espaco em pesquisas visando o
controle de mosquito sédo as bactérias do género Wolbachia. Essas bactérias séo
endossimbidticas intracelulares que alteram a reproducédo do hospedeiro (Weeks
et al., 2002). Foram relatadas pela primeira vez nos tecidos reprodutivos do
mosquito Culex pipiens por Hertig e Wolbach em 1924 (Werren, 1997). Até o ano

de 2014 acreditava-se que essas bactérias estivessem ausentes nos mosquitos

Aedes aegypti e Anopheles (Kittayapong et al., 2000). Estudos recentes relataram
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a presenca de Wolbachia em A. aegypti (Bennett et al.,, 2019), A. albopictus
(Huang et al., 2020) e Anopheles (Ayala et al., 2019) selvagens.

Essas bactérias ocorrem naturalmente em cerca de 60% das espécies de
insetos, incluindo alguns mosquitos, mosca da fruta, borboletas e mariposas.
Wolbachia spp. pode invadir populacdes de insetos usando incompatibilidade
citoplasmatica e fornecer novas estratégias para controlar doencas transmitidas
por mosquitos, como a dengue, por exemplo (Blagrove et al., 2012). A
incompatibilidade citoplasmatica causa uma reducdo significativa na eclosdo de
larvas e promove a disseminacdo da infeccdo Wolbachia herdada pela mae na
populacdo hospedeira. As fémeas infectadas com Wolbachia produzem mais
ovos, vivem mais e tém taxas de incubacdo mais altas em cruzamentos
compativeis (Dobson et al., 2002).

Além disso, mosquitos infectados com Wolbachia podem se acasalar com a
populacdo de mosquitos selvagens até que uma porcentagem maior de mosquitos
portadores de Wolbachia seja alcancada. Esses mosquitos infectados tém uma
capacidade reduzida de transmitir patbgenos como Zika, dengue, Chikungunya e
virus da febre amarela para as populacées humanas (McLean et al., 2018; Rocha
et al., 2019; World Mosquito Program, 2020; Inacio da Silva et al., 2021).

2.9 Uso de fungos entomopatogénicos para o controle de mosquitos

Os fungos entomopatogénicos sdo organismos eucarioticos geralmente
multicelulares que podem infectar artropodes através da ingestdo ou do contato
externo dos conidios com a cuticula (Alves, 1998; Samuels et al., 2016).
Apresentam vantagens em relacdo aos virus e as toxinas bacterianas, uma vez,
gue esses precisam ser ingeridos pelos insetos para que a infec¢ao ocorra (Costa
et al., 2010; Bilgo et al., 2018). No inseto, a infec¢do se inicia com a penetracao
da cuticula pelo fungo com o auxilio de uma estrutura denominada apressorio
(Lacey et al. 2015; Samuels et al., 2016).

Uma vez na hemocele, o fungo se multiplica rapidamente. A morte é causada

por destruicdo dos tecidos do hospedeiro e ocasionalmente por toxinas
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produzidas pelos fungos. O fungo emerge do corpo dos insetos para produzir
esporos, que sao dispersos pelo vento, chuva ou contato com outros insetos
(Alves, 1998; Gravena, 2000; Samuels et al., 2016). Essa caracteristica confere

aos fungos uma grande capacidade de disseminacao (Figura 3).
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Figura 3 - Resumo dos eventos envolvidos no ciclo de infeccdo de um fungo
entomopatogénico que ataca um inseto hospedeiro. Fonte: Samuels et al., 2016.

Os métodos de controle biol6gico sdo mais seguros, menos prejudiciais ao
meio ambiente e mais econémicos do que os métodos quimicos ou fisicos (Huang
et al., 2017). Como os fungos entomopatogénicos produzem varias toxinas
durante a infeccdo dos mosquitos, a pressao de selecdo para resisténcia
provavelmente serd menos intensa quando comparada aos inseticidas de acao
rapida, tornando a evolugdo da resisténcia a fungos muito mais lenta que a
evolucao da resisténcia a inseticidas (ffrench-Constant, 2005).

Os fungos entomopatogénicos dos géneros Metarhizium e Beauveria
pertencem atualmente a classe dos Sordariomycetes (Ascomycota) e sao
encontrados naturalmente nos solos de todo o mundo onde sobrevivem por

longos periodos (Alves, 1998; Franceschini et al., 2001). Estdo entre os mais
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estudados por apresentarem uma maior eficacia para o controle biolégico de
insetos (Alves, 1998; Faria & Magalhées, 2001).

A atividade entomopatogénica de fungos vem sendo demonstrada em varios
estudos, podendo ser eficientes para infectar todas as fases de vida do mosquito,
desde o ovo até a fase adulta. Scholte, et al. (2004) em estudos preliminares
demonstraram a importancia de uma variedade de géneros fangicos como
Lagenidium, Coelomomyces, Entomophthora, Culicinomyces, Beauveria e
Metarhizium para serem usados como agentes de controle biolégico de
mosquitos, sendo que as espécies M. anisopliae e B. bassiana tém maior
potencial para serem utilizadas no controle de vetores de doencas.

Uma das maiores preocupacdes na utilizacdo destes entomopatdégenos € a
capacidade do fungo em manter a persisténcia e viruléncia em ambientes
estressantes como na presenca de radiacdo ultravioleta e em temperaturas
elevadas (Howard et al.,, 2010). Rangel et al., (2005) mostraram que fatores
ambientais como radiacdo UV, temperatura e umidade interferem na germinacao
e viabilidade dos conidios os tornando invidveis no controle de insetos. Para
melhorar o desempenho dos fungos diante desses eventos adversos, estudos
demonstraram que a utilizacdo de aditivos em formulados de conidios pode
auxiliar o fungo a manter sua viabilidade e persisténcia no ambiente, sem afetar o
seu crescimento (Rangel et al., 2005; Carolino et al., 2014; Gomes et al., 2015;
Paula et al., 2019).

As formulacdes de conidios com diferentes tipos de 6leo protegem os fungos
das radiacdes ultravioletas, altas temperaturas, baixa umidade e ainda melhoram
a interagdo entre a superficie do conidio e a cuticula hidrofébica dos insetos,
potencializando a adesdo e assim criando condi¢des favoraveis para a infeccao
(Alves & Faria, 2010).

Paula et al. (2019) utilizando uma combinacao do fungo M. anisopliae com 6leo
de nim, em simulacdo de campo, verificaram que a formulacdo aumentou a meia
vida e a viruléncia do fungo. Além disso, verificaram também que o 6leo protegeu

o fungo dos efeitos nocivos da radiacdo ultravioleta.
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2.9.1 Infecg¢dio de ovos de mosquitos com fungos

Um dos primeiros estudos com ovos, Clark et al. (1968) avaliaram a eficiéncia
do fungo B. bassiana em infectar ovos de Aedes e Culex. Foi verificado que B.
bassiana ndo mostrou ser eficiente para infectar ovos das duas espécies quando
foram pulverizados com conidios secos do fungo. Os resultados mostraram que
100% das larvas eclodiram apoés 14 dias de exposi¢ao ao fungo.

Diferente de Clark et al. (1968), Russel e colaboradores (2001) obtiveram
melhores resultados em experimentos de campo utilizando o fungo Penicillium
citrinum contra ovos de A. aegypti. Eles observaram que houve crescimento
somente de P. citrinum nos ovos quando esses foram mantidos em ambientes
fechados. Sugeriram que as micotoxinas produzidas pelo fungo provavelmente
possuem um efeito antibiético inibindo assim o crescimento de outros microbios,
como bactérias e protozoarios, que podem ser patogénicos para oS ovos do
mosquito e, sugeriram também que o P. citrinum poderia ser candidato como
possivel agente de controle natural de mosquitos.

Luz et al. (2007) verificaram que os fungos Paecilomyces, Isaria, Penicillium e
Metarhizium apresentaram atividade ovicida em A. aegypti apés 25 dias de
exposicao aos fungos quando mantidos em umidade relativa (UR) acima de 70%.
Albernaz et al. (2009) também observaram que o fungo M. anisopliae, quando
formulado em 6leo vegetal, foi altamente virulento contra ovos de A. aegypti em
UR= 98%. Em outro estudo, conidios de M. anisopliae formulados em &agua
precisaram de longos periodos (= 15 dias) para apresentar alta atividade ovicida
(Santos et al., 2009).

Leles e colaboradores (2012) demonstraram em laboratério a infeccdo de ovos
de A. aegypti em solos contaminados com o isolado IP 46 do fungo M. anisopliae
em UR= 98%. Os resultados deste trabalho mostraram que 53% dos ovos
apresentaram desenvolvimento externo de micélios e conidios apos 15 dias de
incubacédo. As larvas que eclodiram desses ovos morreram e, eventualmente, a

presenca do fungo foi observada em seus corpos (Leles et al., 2012).
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2.9.2 Infecgdo de larvas e pupas de mosquitos com fungos

A atividade larvicida foi observada em estudos utilizando o fungo B. bassiana
contra larvas de Culex tarsalis, Culex pipiens, Aedes albimanus, A. aegypti, Aedes
sierrensis, e Aedes nigromaculis. Clark et al. (1968) avaliaram que conidios secos
de B. bassiana pulverizados na superficie da agua foram eficientes em matar
larvas dessas espécies de mosquitos. Verificaram também que larvas de
Anopheles e Culex foram mais susceptiveis ao fungo do que as larvas de Aedes
(Clark et al., 1968). Daoust & Roberts (1982) infectaram larvas de A. aegypti, C.
pipiens e A. stephensi usando isolados do fungo M. anisopliae onde a viruléncia
aumentou significativamente quando as larvas entravam em contato com o fungo
por meio do sifao respiratorio.

Pereira et al. (2009) avaliaram em laboratério a atividade entomopatogénica de
oito isolados de M. anisopliae e dois isolados de B. bassiana no controle de
formas imaturas do mosquito A. aegypti. Foi observado que dois isolados de M.
anisopliae (ESALQ 818 e CG 144) e um isolado de B. bassiana (CG 24) foram
mais virulentos apresentando altas taxas de mortalidade em larvas de A. aegypti.
Observaram também que 20% das larvas expostas a infeccdo fungica originaram
pupas que ndo completaram seu ciclo de desenvolvimento.

Conidios dos fungos B. bassiana e M. anisopliae formulados com oOleo
emulsificante (ShellSol T®) tiveram uma eficacia aumentada contra larvas de A.
gambiae e A. stephensi resultando em altas taxas de mortalidade. Além disso, as
formulacdes foram mais resistentes em condigbes de campo no Quénia (Bukhari
et al., 2011).

Conidios do fungo M. anisopliae aderidos em arroz também foram utilizados
em experimentos para controle de larvas de A. aegypti em laboratério. Paula et al.
(2013a) observaram que a aplicacdo de 20 graos de arroz com conidios do fungo
M. anisopliae em agua reduziram significativamente a sobrevivéncia de larvas de
A. aegypti (5% de sobrevivéncia) quando comparado com a aplicacdo de 10 gréos

de arroz do fungo que resultou em 52% de sobrevivéncia.
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Veys-Behbahani et al. (2014) avaliaram a patogenicidade de B. bassiana contra
estagios larvais de Anopheles stephensi. Eles verificaram que ndo houve
diferencga significativa da taxa média de mortalidade de larvas de A. stephensi
expostas a uma suspenséo flngica de B. bassiana na concentracdo de 1x10° ou
5x108 resultando em 100% da mortalidade das larvas em 48h. Ong’'Wen e
colaboradores (2020) observaram em estudos de laboratorio que houve uma
reducdo significativa na taxa de sobrevivéncia de larvas de Anopheles gambiae
quando expostas simultaneamente a conidios do fungo B. bassiana e na
presenca de ninfas do predador natural de A. gambiae (libélula Pantala
flavescens).

Carolino et al. (2019) demonstraram, pela primeira vez, a infeccéo de pupas de
A. aegypti por propagulos do fungo M. anisopliae. No estudo foi observado que
blastosporos do fungo resultaram em uma diminuicdo de 100% da taxa de

sobrevivéncia das pupas em 24h de exposicao.

2.9.3 Infec¢do de adultos de mosquitos com fungos

Além das formas imaturas, a utilizacdo de fungos entomopatogénicos contra
mosquitos adultos vetores de doencas vem sendo estudada como uma alternativa
para a diminuicdo do uso de inseticidas, principalmente em paises onde ha falta
de saneamento basico, o nivel de desenvolvimento urbano é lento e que doencas
emergentes e reemergentes sao constantes (Scholte et al., 2004; Blanford at al.,
2005; Farenhorst et al., 2008).

Clark et al. (1968) em testes laboratoriais verificaram que conidios secos de B.
bassiana causaram 100% de mortalidade em adultos dos mosquitos C. tarsalis, C.
pipiens, A. aegypti, A. sierrensis, A. nigromaculis e A. albimanusem em 5 dias
apos exposicao ao fungo.

A viruléncia de diferentes isolados de B. bassiana e M. anisopliae foi avaliada
em laboratério por Paula et al. (2008) contra fémeas de A. aegypti. Os isolados

formulados com Oleo vegetal foram virulentos contra A. aegypti causando entre
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70% a 89% de mortalidade com um tempo médio de sobrevivéncia dos mosquitos
entre 3 e 5 dias.

Ensaios de laboratorio avaliaram que fémeas de A. gambiae infectados com o
fungo M. anisopliae passavam a infeccdo fungica para os machos da mesma
espécie no momento da coépula. Possivelmente, os machos infectados
disseminam o fungo para fémeas nao infectadas (Scholte et al., 2004). Garcia
Munguia et al. (2011) também demonstraram que 0s mosquitos machos de A.
aegypti infectados com B. bassiana transmitem o fungo para as fémeas durante o
comportamento de acasalamento, causando 90% de mortalidade dos mosquitos
em 15 dias.

Vérios estudos demonstraram que M. anisopliae e varios outros fungos
entomopatogénicos, além de causar mortalidade significativa dos insetos exibem
propriedades que alteram a procura por alimentacdo sanguinea. Na verdade, as
alteracdes nas taxas de alimentacdo sdo um dos primeiros sintomas evidentes em
hospedeiros infectados (Hajek e St. Leger, 1994). Essas propriedades sao
provavelmente devido as chamadas destruxinas, secretadas pelo fungo (Amiri et
al., 1999).

Blanford e colaboradores (2005) observaram que formulacdes a base de 6leos
minerais (ShellSol T® e Ondina EL®) do entomopatdgeno flingico B. bassiana
reduziu significativamente a sobrevivéncia das fémeas de A. stephensi
alimentadas com sangue. Verificaram também que a maturacdo do protozoario
Plasmodium chaboudi foi prejudicada e, observaram uma reducdo no repasto
sanguineo das fémeas de Anopheles. Fémeas de A. gambiae infectadas com
conidios do fungo M. anisopliae formulados com 6leo de girassol também
apresentaram uma reducdao significativa na alimentacédo de sangue e fecundidade.
Fémeas de A. gambiae reduziram pela metade a procura por sangue quando
infectadas com fungo na concentracdo de 1 x 108 conidios/mL1. Além disso, as
fémeas infectadas produziram menos ovos por ciclo gonotroéfico e tiveram menor
fecundidade durante a vida (Scholte et al., 2006).

Em outro experimento de laboratério, Scholte et al. (2007) avaliaram que o

fungo entomopatogénico M. anisopliae foi altamente virulento contra machos e
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fémeas de A. aegypti e A. albopictus. Os resultados demonstraram que uma
média de 87% de A. aegypti e 89% de A. albopictus foram infectados com o
fungo.

Segundo Paula e colaboradores (2011a), a combinacdo de M. anisopliae com
baixa concentracdo do inseticida imidacloprid (IMI) diminuiu significativamente a
sobrevivéncia de fémeas de A. aegypti alimentadas com sacarose ou com sangue
(Paula et al., 2013b). Carolino et al. (2014) registraram a eficiéncia da combinacao
do fungo M. anisopliae com 6leo de girassol ou com dleo sintético isoparafina

verificando a reducéo da taxa de sobrevivéncia das fémeas de A. aegypti.

2.9.4 Armadilhas impregnadas com fungo para atragdo e infecgdo de mosquitos

adultos

A utilizacdo de patogenos fungicos para infectar insetos no campo precisa de
uma superficie adequada para que somente o inseto alvo seja infectado (Alves,
1998). Os fungos entomopatogénicos tém uma vantagem em que podem ser
associados a outras estratégias de controle dos mosquitos vetores.

Vérios trabalhos mostraram que superficies impregnadas com fungo foram
atrativas e eficientes para reduzir as taxas de sobrevivéncia dos mosquitos como
panos de algodéo, cortinados, potes de barro, entre outros. (Hecht et al., 1963;
Mmbando et al., 2015; Scholt et al, 2005; Paula et al 2008; Lwetoijera et al., 2010;
Silva et al., 2017).

Scholte et al. (2005) em ensaios de campo de pequena escala utilizaram panos
pretos impregnados com M. anisopliae fixados em habitagbes humanas na
Tanzéania para o controle de adultos do mosquito A. gambiae. Os resultados
mostraram que 23% dos mosquitos capturados estavam infectados com o fungo
que, conectado a um modelo de transmissdo da maléria, previu uma reducéo de
75% na intensidade da transmissao da doencga.

Panos pretos impregnados com isolados de M. anisopliae e B. bassiana
formulados com 6leo de girassol e pendurados em gaiolas foram eficientes em

atrair os mosquitos e diminuir a taxa de sobrevivéncia das fémeas de A. aegypti.
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Foi obtida alta infectividade dos mosquitos, com 70% na reducdo da
sobrevivéncia (Paula et al., 2008). Formula¢fes do fungo M. anisopliae com 6leo
mineral também foram eficientes em infectar fémeas de mosquito da espécie A.
gambiae, resultando em 100% de mortalidade em nove dias de infeccdo (Mnyone
et al., 2009).

Em outro experimento na Tanzania, Mnyone et al. (2010) testaram os isolados
de M. anisopliae e B. bassiana formulados com 6leo de girassol e aplicados em
painéis de barro (simulando paredes de casas tradicionais da Tanzéania) ou em
panos pretos de algoddo ou telas de poliéster contra o vetor da malaria A.
gambiae. Este grupo verificou que todos os tratamentos com fungos causaram um
aumento significativo da mortalidade dos mosquitos expostos, diminuindo com o
tempo desde a aplicacao do fungo (Mnyone et al., 2010).

Outra estratégia interessante de aplicacdo do fungo testada no campo por
Lwetoijera et al. (2010) foi a utilizacdo de uma caixa de madeira em forma de
cabana. Dentro da caixa foi colocado pano preto impregnado com M. anisopliae
formulado com 6éleo mineral e um atraente sintético composto por &cidos
carboxilicos, aménia e didxido de carbono (CO2) para atrair e infectar fémeas de
A. arabiensis. Os mosquitos que entravam na armadilha pousavam no pano preto
e se infectavam com o fungo. O teste resultou em 95% de mortalidade dos
mosquitos em 14 dias.

Mnyone et al. (2012) testaram varios métodos intradomiciliares utilizando fungo
entomopatogénico na Tanzéania: em telhas revestindo o beiral de residéncias,
pano preto de algodao no beiral, pano preto inclinado no beiral, painel de pano de
algodao e tiras de pano preto ao redor da cama do hospedeiro. Estes métodos
resultaram em uma reducdo de 39-57% na sobrevivéncia dos mosquitos
Anopheles que pousavam nessas superficies.

Em experimentos utilizando uma caixa de acrilico, Paula et al. (2013c)
verificaram que panos pretos impregnados com o fungo M. anisopliae nao
repeliram mosquitos A. aegypti. Este grupo concluiu que fémeas de A. aegypti

alimentadas com sangue tiveram menor frequéncia de pouso em pano preto,
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comparado com fémeas de A. aegypti alimentadas com sacarose, 0 que pode ter
ocorrido devido a reducao da atividade de véo.

Carolino et al., (2014) testaram a persisténcia de conidios de M. anisopliae
formulados com 6leo vegetal ou com 6leo sintético (isoparafina) impregnados em
panos pretos contra fémeas de A. aegypti. Verificaram que os conidios do fungo
permaneceram viaveis apresentando de 28 a 60% de sobrevivéncia dos
mosquitos mesmo quando os panos foram mantidos em uma varanda de 2 a 18
dias sob condi¢des naturais.

Outra armadilha impregnada com esporos do fungo M. anisopliae também
formulado com 6leo mineral foi desenvolvida por Mmbando et al. (2015) para
infectar fémeas do mosquito A. arabiensis em condicbes de semicampo. Este
experimento resultou em 69% dos mosquitos contaminados com fungo, sendo
43% capturados dentro da armadilna com auxilio de um aspirador e 26% nas
paredes da camara de semicampo. A visualizacdo do crescimento de hifas nos
cadaveres dos mosquitos foi utilizada para avaliar a taxa de mosquitos
contaminados pelo fungo, sendo monitorados individualmente até a morte.

Silva e colaboradores (2017) desenvolveram uma armadilha feita de garrafa
PET transparente e pano preto de algoddo impregnado com fungo para infeccao
de adultos de A. aegypti. Nesse estudo foi verificado que exposicdo dos
mosquitos ao pano preto impregnado com M. anisopliae ou B. bassiana diminuiu
a taxa de sobrevivéncia de fémeas de A. aegypti em condices de laboratorio. A
associacdo de um atraente sintético AtrAedes® a armadilha PET com pano preto
impregnado com M. anisopliae aumentou a eficacia da armadilha com menor
sobrevivéncia de fémeas de A. aegypti quando testada em condicbes de
semicampo (Paula et al., 2018). Panos pretos impregnados com M. anisopliae ou
B. bassiana séo eficientes para serem utilizados em armadilhas para controle de
mosquitos adultos (Paula et al., 2013a; Paula et al., 2013b; George et al., 2013;
Silva et al., 2017).

Uma armadilha que combina um fungo entomopatogénico, inseticida e atraente
esta sendo comercializada em mais de 25 paises pela “In2Care”

(http://Iwww.in2care.org/; Holanda). Os mosquitos sdo atraidos para a armadilha
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por um atraente (usando comprimidos de levedura), se infectam com B. bassiana
e se contaminam com um larvicida sintético (piriproxifeno), sendo altamente
eficiente para reducao de larvas e adultos de A. aegypti (Snetselaar et al., 2014).

Buckner et al. (2017) concluiram que a presenca da atraente de oviposi¢cdo na
armadilha In2Care foi eficiente para as fémeas gravidas de A. aegypti e C.
quinquefasciatus e, as larvas que eclodiram na armadilha foram mortas com
piriproxifeno. No entanto, como visto anteriormente, a utilizagdo de inseticidas
pode levar ao surgimento de mosquitos resistentes (Schaefer e Mulligan, 1991).

A literatura é carente quando se trata de armadilhas de oviposic&do que controle
mais de uma fase de vida de mosquitos vetores de doencas. Portanto, este
trabalho investiga a associacdo de fungos entomopatogénicos em ovitrampas
para infectar as fémeas no ato de oviposi¢cdo ou descanso e reduzir as taxas de
sobrevivéncia de mosquitos. As ovitrampas também podem ser usadas para
avaliar as infestacfes de Aedes sp. e talvez o fungo poderia reduzir a viabilidade

dos ovos postos no papel impregnado com fungo.
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3. HIPOTESES

Armadilhas ovitrampas forradas com papel camurca impregnado com fungo
sao eficientes para infectar fémeas de Aedes aegypti e Aedes albopictus durante

0 ato de oviposi¢cao ou descanso.

4. OBJETIVOS GERAIS

Desenvolver uma armadilha para infectar fémeas de A. aegypti e A. albopictus
gquando pousam em superficies impregnadas com fungo para ovipositar ou

descansar.

4.1 Objetivos especificos

Avaliar se o 6leo de girassol ou 6leo vegetal interferem no crescimento radial e
producao de conidios do fungo entomopatogénico Metarhizium anisopliae;
Verificar a preferéncia de oviposicdo de Aedes aegypti e Aedes albopictus em
armadilhas ovitrampas revestidas com papel camurca de diferentes cores
(vermelho, amarelo e azul) e papel camurca branco;

Observar a taxa de sobrevivéncia de fémeas de Aedes aegypti e Aedes
albopictus, alimentadas com sacarose ou sangue, expostas ao papel camurca
impregnado com fungo entomopatogénico Metarhizium anisopliae formulado em
Oleo de girassaol;

Avaliar se papel camurca impregnado com fungo entomopatogénico em
armadilhas de oviposi¢cao diminui a taxa de sobrevivéncia de fémeas de A. aegypiti

e A. albopictus alimentadas com sangue.
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5. MATERIAL E METODOS

Os testes foram realizados no insetério do Laboratério de Entomologia e
Fitopatologia do Centro de Ciéncias e Tecnologias Agropecuarias da
Universidade Estadual do Norte Fluminense (LEF/CCTA/UENF).

5.1 Coleta, criacdo e manipulagéo dos mosquitos

A coleta dos ovos dos mosquitos Aedes aegypti e Aedes albopictus foi
realizada utilizando ovitrampas (feitas de um vaso de plastico preto de 12 x 12 x
11 com capacidade para 700 ml, com quatro palhetas de eucatex de 3 x 12 cm e
300ml de agua de torneira). As ovitrampas foram colocadas por 5 dias no campus
da UENF, em lugares sombreados, embaixo de arvores e arbustos.

Posteriormente, as palhetas foram levadas para o laboratério e postas sobre a
bancada para secar por 48 horas a temperatura ambiente. Com o auxilio de uma
Lupa (marca Labomed) as palhetas foram verificadas quanto a presenca de ovos.
As palhetas com ovos foram imersas em bandejas de 500m| com 300ml de agua
+ 0,59 de racdo do camundongo (marca: Nuvilab) para alimentacdo das larvas
pés-eclosao.

As pupas foram transferidas para um copo descartavel contendo agua e
colocadas dentro de um pote de plastico de 30 x 20 x 20 cm, recoberto com tecido
organza branco, mantido a temperatura de 26 + 2°C, 75% de umidade relativa
(UR) e 12 h de fotoperiodo até a emersédo dos mosquitos adultos.

Os adultos foram alimentados utilizando um alimentador artificial com sacarose
10%. Um aquecedor (Britania AB 1500) foi usado para manter uma temperatura
ideal (maxima: 31 °C, minima: 22.5 °C e umidade relativa max.: 90.2% min.:
30.8%) na sala de criacdo dos mosquitos.

Para manipulagdo dos mosquitos, fémeas de 2 a 3 dias de idade foram
adormecidas por 30 segundos com uma corrente de CO:2 e transferidas com
auxilio de uma pinga para um gerbox (11 x 11 x 3.5 cm) colocado em cima de

uma placa fria (53 x 33.5 x 6 cm) com area de resfriamento de (49 x 29,2 cm).
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As fémeas de A. aegypti e A. albopictus foram identificadas através da
observagéo visual de caracteristicas morfologicas de cada espécie com o auxilio
de uma lupa de mesa com iluminacéo LED (Estek®) conforme Alves, (1998).

5.2 Cultivo dos conidios de Metarhizium anisopliae

Dois isolados de Metarhizium anisopliae foram utilizados nos testes. O isolado
ESALQ 818 foi obtido da colecédo da ESALQ em Piracicaba (Sao Paulo), onde a
alta viruléncia contra a fase larval e fase adulta de A. aegypti ja havia sido
demonstrada por Pereira et al. (2009).

O isolado LEF 2000 foi obtido de uma amostra de solo em Campos dos
Goytacazes — RJ e, € mantido na colecdo de fungos do Setor de Patologia de
Insetos da Universidade Estadual do Norte Fluminense. Sua viruléncia contra
pupas de A. aegypti foi demonstrada por Carolino et al. (2019).

Os isolados foram cultivados em placas de Petri contendo meio sélido BDA
(batata, dextrose, agar) e, armazenado por duas semanas a 27°C em camara
climatizada marca EletroLab (BOD). Para a producdo em massa dos isolados,
Erlemeyers de 250ml contendo 25g de arroz parboilizado cru + 10ml de agua
destilada foram fechados com algodé&o, autoclavados durante 20 minutos a 1 atm
(121°C), deixados a temperatura ambiente por 12 horas e depois semeados com
conidios do fungo.

Os Erlemeyers com arroz e fungo foram mantidos a 27°C em BOD por 15 dias
para desenvolvimento do fungo. Posteriormente, os conidios foram separados dos
gréos do arroz usando uma magquina separadora de esporos (Mycoharvester®).

A concentracdo dos conidios secos para ser utilizado em cada teste foi
estimada em hemocitdbmetro (camara de Neubauer). As suspensdes fungicas
foram preparadas utilizando 0,05% de Tween 80 (TW) (com 99,95% de agua
destilada v/v) e vigorosamente misturadas usando um vortex antes de serem

usadas nos bioensaios.
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5.3 Bioensaio 1 — Avaliacdo do efeito do 6leo de girassol ou 6leo vegetal
(Natur’l oil®) no crescimento radial e producdo de conidios do fungo

entomopatogénico Metarhizium anisopliae

Nesse experimento conidios dos Isolados ESALQ 818 e LEF 2000 na
concentracdo de 1x108 conidios mL?' foram formulados em 6éleos de girassol
(Sinhd) e 6leo vegetal (Natur'l 6leo®; Stoller Ltda; com 93,0% v/v de 6leo vegetal)
nas concentragoes de 1, 5 e 10% v/v. O tratamento controle foi feito com fungo +
TW.

As suspensdes dos isolados com ou sem Oleo foram mantidas a temperatura
ambiente por até 30 dias na auséncia de luz (méxima 31°C e minima 23°C).
Decorridos 0, 3, 15 e 30 dias, as suspensdes foram vigorosamente agitadas
usando um vortex e foi retirada uma aliquota de 10 pL de cada suspensdo. As
aliquotas foram adicionadas em placas de Petri contendo meio solido BDA
previamente autoclavado a 121° C, por 20 minutos a 1 atm.

As placas foram incubadas em camara climatizada a 27°C e 70 + 10% UR.
Foram utilizadas trés placas para cada tratamento, totalizando trés parcelas.
Diariamente, com auxilio de uma régua, foi avaliado o crescimento radial (mm) do
fungo durante o periodo de 10 dias.

Para avaliar a producdo de conidios, ao final do décimo dia do crescimento
radial, trés discos medindo 5 mm de raio com esporos do fungo foram retirados
aleatoriamente de cada placa (colbnia), colocados em Eppendorf com 1 mL de
TW e vigorosamente misturados com auxilio de um vortex até que todos os
esporos se desprendessem do meio sélido e obtivesse, ao final do processo, uma
suspensao fungica. A concentracdo dos conidios suspensos foi avaliada
utilizando camara de Neubauer.

A concentracdo do oOleo que néo influenciou negativamente o crescimento

radial e a producao de conidios foi utilizada nos ensaios seguintes.
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5.4 Bioensaio 2 — Verificagcdo da preferéncia de oviposicdo de Aedes
aegypti e Aedes albopictus quando oferecidas armadilhas ovitrampas

revestidas com papel camurca de diferentes cores

Nesse experimento, as fémeas de A. aegypti e A. albopictus foram alimentadas
com sangue de camundongo da espécie Balb/c, preso em uma malha de arame e
exposto aos insetos por 1 hora conforme aprovacdo do comité de Etica da UENF
(Protocolo CEUA 248). Foram utilizadas nos experimentos somente fémeas com
0 abdome estendido cheio de sangue. As fémeas foram alimentadas uma vez
com sangue e depois diariamente com sacarose 10%. Foram mantidas dentro de
gaiolas cobertas com tecido organza branco por 48 h antes do inicio dos testes.

Apoés 48 h da digestdo sanguinea as fémeas foram separadas e utilizadas no
teste para avaliar a preferéncia aos locais de oviposicdo com diferentes cores.
Quatro cores do papel camurca foram utilizadas como superficie para oviposi¢cédo
(vermelho, amarelo, azul e branco).

Ovitrampas com 300 ml de agua em seu interior foram preparadas para este
experimento. Cada ovitrampa foi internamente forrada na parte superior com
papel camurca medindo 10 x 35 cm (Figura 4-A). O papel camurca foi esterilizado
em autoclave durante 20 min a 1 atm (121°C). O experimento foi realizado dentro
de duas caixas de acrilico, medindo 100 x 51 x 61 cm (Figura 4-B).

As caixas de acrilico permaneceram em uma sala com uma janela (120 x 40
cm), sob luz natural de aproximadamente 6:00 h as 17:00 h, com temperatura e
UR monitoradas com um aparelho Termo-higrébmetro (maxima 31°C, minima 23°C
e UR max.: 90.4% min.: 30.8%).

As partes frontais e superiores das caixas sao feitas de acrilico transparente
onde, a parte superior foi revestida com um pano de forma que a luz incidisse de
forma indireta em seu interior. Nas laterais da caixa de acrilico h4 uma abertura

de 30 cm? revestida por uma tela por onde passa uma corrente de ar (Figura 4-B).
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Um total de 10 fémeas, 48 h pds-alimentacdo sanguinea, foram liberadas em
cada uma das caixas de acrilico. Os mosquitos ficaram expostos ao mesmo
tempo as quatro ovitrampas com papel camurca de diferentes cores por 7 dias.

As ovitrampas foram espalhadas nos quatro cantos da caixa de forma aleatdria
por sorteio em cada repeticdo. Trés repeticbes para o tratamento foram
realizadas. Durante todo 0 experimento, 0S mosquitos vivos se alimentaram com

sacarose a 10% em um alimentador artificial.

Al B [——

N,

»

Figura 4 — A) Papel camurca vermelho revestindo a parede interna da ovitrampa.
B) Caixa de acrilico (100 x 51 x 61 cm) utilizada nos experimentos.

Apés o sétimo dia do experimento as ovitrampas foram retiradas das caixas de
acrilico e o papel foi colocado para secar. Com o papel seco os ovos foram
contabilizados com o auxilio de uma lupa (marca Labomed).

A presenca de ovos de mosquitos nas ovitrampas foi utilizada para determinar
qual a cor do papel camurca atraiu mais as fémeas de mosquitos para ovipositar.
A cor do papel camurga na ovitrampa que apresentou a maior porcentagem de

ovos contabilizados foi utilizada nos Bioensaios 3 e 4.
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5.5 Bioensaio 3 — Sobrevivéncia de fémeas de Aedes aegypti e Aedes
albopictus, alimentadas com sacarose ou sangue, expostas ao papel
camurca impregnado com fungo entomopatogénico Metarhizium

anisopliae

No teste anterior, por apresentar maior numero de ovos de Aedes, o papel
camurca vermelho foi selecionado para dar continuidade aos testes. No presente
experimento o papel camurca vermelho foi impregnado com os isolados ESALQ
818 ou LEF 2000, com ou sem 1% de 0leo de girassol.

Dois métodos de aplicacdo da formulacdo do fungo com ou sem Oleo de
girassol foram testados: pulverizando a formulacdo no papel via torre de Potter
(Burkart Ltd. UK) ou pincelando a formulacdo com pincel (Condor % polegada)
diretamente no papel.

Papel camurca vermelho medindo 7 cm? de diametro foi esterilizado em
autoclave durante 20 min a 1 atm (121°C) e, em seguida pulverizado ou pincelado
com 2 mL da suspensdo de M. anisopliae de cada um dos dois lados
separadamente (isolados ESALQ 818 e LEF 2000) na concentracdo de 1x10°
conidios mL* formulados com ou sem o 6leo de girassol.

A concentracdo final de conidios dos isolados nos papeis foi em média 1,5 x
108 conidios/cm? (pincelado com ou sem 6leo) e 2,3 x 10°% conidios/cm?
(pulverizado com ou sem 6leo). Isso foi estimado removendo 1 cm? do papel e
ressuspendendo os conidios em Tween 80 e a concentracao de conidios foi entdo
determinada usando um hemocitometro.

Posteriormente, o papel camurca foi pendurado em um varal de chdo para
secar e mantido em uma sala do insetario em condi¢cdes ambientais por 16 h.
Apoés esse periodo de tempo, o papel foi colocado no sentido vertical dentro de
um pote de plastico transparente de 12 x 7 cm, coberto com tecido organza
branco.

Dez fémeas de A. aegypti ou A. albopictus foram colocadas em cada pote de
plastico com camurca + fungo. Trés potes de plastico com camurgca + fungo

(isolado ESALQ 818 ou LEF 2000) formulados com ou sem 6leo de girassol foram
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preparados totalizando 30 fémeas alimentadas com sacarose ou sangue por
repeticdo, para cada espécie. Trés repeticbes de cada tratamento foram
realizadas totalizando 90 mosquitos por grupo de tratamento.

O tratamento controle foi feito utilizando papel camurca com ou sem oleo de
girassol, mas sem a presenca do fungo. A alimentacdo dos mosquitos durante o
experimento ocorreu através de um papel filtro sobre o tecido organza umedecido
diariamente com sacarose a 10%.

Os mosquitos permaneceram expostos ao papel camurca + fungo por 48 h.
ApoOs esse periodo o papel foi retirado do pote. A avaliacdo de sobrevivéncia foi

realizada diariamente por 7 dias ap0s o inicio do teste.

5.6 Bioensaio 4 — Sobrevivéncia de fémeas de Aedes aegypti e Aedes
albopictus alimentadas com sangue e expostas a superficies

impregnadas com fungo entomopatogénico em armadilhas de oviposicéao

Esse experimento seguiu a metodologia do preparo das ovitrampas utilizadas
no item 5.4 e avaliou se fémeas de A. aegypti e A. albopictus alimentadas com
sacarose ou sangue e expostas a ovitrampas revestidas de papel camurca
impregnado com fungo apresentaram menores taxas de sobrevivéncia comparado
com testes controle.

Tiras de papel camurca vermelho ou preto medindo 10 x 35 cm foram
esterilizadas em autoclave durante 20 min a 1 atm (121°C) e, em seguida, cada
tira de papel foi pincelada com 8 ml da suspensdo de M. anisopliae na
concentragdo de 1x10° conidios mL* formulado com ou sem o 6leo de girassol na
concentracéo de 1%, para cada isolado (ESALQ 818 ou LEF 2000).

Posteriormente, o papel camurca foi pendurado em um varal de chao para
secar e mantido em uma sala em condicdo ambiente por 16 h. Apds o tempo de
secagem o papel camurca foi colocado de forma a revestir a parede interna da
ovitrampa, servindo como uma superficie para oviposicao (Figura 4-A).

O experimento foi realizado utilizando-se duas caixas de acrilico (100 x 51 x 61

cm) com duas ovitrampas revestidas igualmente com o papel camurca das cores



43

vermelho ou preto, dispostas separadamente, em seu interior. No total 30 fémeas
de A. aegypti ou A. albopictus, manipuladas conforme item 5.1, foram utilizadas
em cada tratamento (tratamentos utilizando o fungo ou tratamento controle sem a
utilizacao do fungo).

Fémeas de ambas as espécies foram alimentadas com sangue de
camundongo Balb/c 48 h antes do inicio do experimento. As fémeas que néo
foram alimentadas com sangue antes do inicio dos experimentos foram utilizadas
para os testes com sacarose.

Apos o inicio dos testes, as fémeas na caixa de acrilico foram alimentadas com
sacarose 10% em um alimentador artificial. Trés repeticbes para cada tratamento
foram realizadas. As fémeas de ambas as espécies foram expostas as ovitrampas
com papel camurga por 48 h. A avaliagdo da sobrevivéncia das fémeas foi feita

diariamente por 7 dias ap0s o inicio do teste.

6. ANALISE ESTATISTICA

Os resultados dos testes de crescimento radial e producdo de conidios foram
comparados usando analise de variancia (ANOVA) de uma via e teste post-hoc de
Duncan. A homogeneidade dos testes foi feita usando o teste de Log-Rank
(Elandt-Johnson et al, 1980). Aos resultados dos testes de preferéncia de
oviposicdo foram agrupados em porcentagem no Excel e comparados usando
analise de variancia (ANOVA) de uma via e teste post-hoc de Duncan. As
comparacdes das médias de sobrevivéncia dos mosquitos foram calculadas
usando analise de variancia (ANOVA) de uma via e teste post-hoc de Duncan. O
tempo médio de sobrevivéncia (Sso) foi calculado pelo método de Kaplan-Meier
(Blanford et al., 2005). As curvas de sobrevivéncia foram comparadas utilizando o
teste de Log-Rank. Os resultados foram agrupados para andlise da curva de
sobrevivéncia, percentual da sobrevivéncia e desvio padrdo. A analise de
variancia foi realizada no software IBM SPSS® statistics 27 e as curvas de

sobrevivéncia foram feitas no software GraphPad Prism® 8.
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7. RESULTADOS

7.1 Bioensaio 1: Avaliacdo dos efeitos do 6leo de girassol ou 6leo vegetal
(Natur’l o0il®) no crescimento radial e producdo de conidios do fungo

entomopatogénico Metarhizium anisopliae

Os isolados ESALQ 818 e LEF 2000 foram formulados em 1%, 5% e 10% do
Oleo de girassol e Oleo vegetal para avaliar se haveria influéncia no crescimento
radial das colénias e na producdo de conidios quando comparados com 0s
tratamentos controle (dos isolados formulados somente com Tween). Além disso,
foi verificado se as mesmas formulacdes permaneceriam viaveis por até 30 dias

na bancada.

7.1.1 Crescimento radial do isolado ESALQ 818 formulado em 6leo de

girassol e 6leo vegetal

Nos testes em que as suspensdes de conidios + TW ou conidios + 6leo de
girassol foram preparadas e testadas imediatamente (dia zero), os conidios do
isolado ESALQ 818 formulados em 1% do 6leo de girassol apresentaram um
crescimento radial maior que o tratamento controle, 34 mm e 31 mm,
respectivamente. A formulacdo do mesmo isolado com 5% ou 10% de 6leo de
Girassol apresenta valores de crescimento radial de 29 mm e 29 mm,
respectivamente, significativamente menor comparado com o valor do
crescimento radial do tratamento controle (conidios sem Oleo vegetal) que
apresentou 31 mm [F@.11) = 50,222; P<0,001; Tabela 1].
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Tabela 1 - Efeito de diferentes concentracbes do 6leo de girassol e 6leo vegetal
no crescimento radial (mm) £ Desvio Padrédo do fungo Metarhizium anisopliae,
isolados ESALQ 818 no décimo dia de avaliacéo do teste.

Dias Apos o Preparo

Tratam ento 0 Dias 3 Dias 15 Dias 30 Dias
Controle 31+1, 3a 33+1 4a 28+1 2a 29+1 3a
. 1% 34+1 4b 34+1 43 33+1.4b 29+1 3a
Girassol
5% 2941 3c 30+1,3b 2841 3a 27T+1.2b
10% 29+1 3c 28+1 2c 28+1 23 26+1 2b
Controle 31+1 3a 33+1 4a 28+1 2a 29+1 3a
. 1% 31+1 43 30+1.3b 30+1.3b 27+1 2b
Matur’'l Qil
5% 3111, 3a 30+1.,3b 2941 3a 25+1 2c
10% 32+1 33 30+1.3b 29+1 43 25+1 1c

Estatistica feita em coluna separadamente para cada 6leo. Valores seguidos de
letras diferentes indicam que os resultados foram estatisticamente diferentes
guando comparados usando o teste post-hoc de Duncan (5% probabilidade).

Quando as formulacdes do ESALQ 818 com ou sem Oleo de girassol
permaneceram na bancada por 3 dias, o crescimento radial do fungo formulado
em 1% do dleo foi estatisticamente igual ao controle sem 6éleo (34 mm e 33 mm,
respectivamente; p>0,01). Quando o mesmo isolado foi formulado em 5% e 10%
do Oleo de girassol, o crescimento radial do fungo foi menor (30 mm e 28 mm,
respectivamente) e estatisticamente diferente do controle (33 mm) [F@iy) =
80,889; P<0,001; Tabela 1].

Quando as formulagdes ficaram na bancada por 15 dias o crescimento radial
do ESALQ 818 com 6leo de girassol ndo foi prejudicado. O crescimento radial da
formulag&o do fungo com 1% do oleo foi maior (33 mm) que o controle (28 mm).
As concentracbes de 5% e 10% do 6leo de girassol formulado com o mesmo
isolado apresentou valores do crescimento radial de 28 mm e 28 mm,
respectivamente, estatisticamente iguais ao controle [F@11) = 66,222; P<0,001;
Tabela 1].
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Quando as formulacbes permaneceram na bancada por 30 dias, a
concentracdo de 1% do 6leo de Girassol formulado com ESALQ 818 apresentou
um valor de crescimento radial estatisticamente igual ao controle sem o 6leo (29
mm e 29 mm, respectivamente) (p>0,01). O crescimento radial do fungo nas
concentracbes de 5% e 10% do Oleo depois de 30 dias nessas condicdes foi
significativamente menor (27 mm e 26 mm, respectivamente) que o controle (29
mm) [F,11) = 38,222; P<0,001; Tabela 1].

A influéncia do 6leo vegetal no crescimento radial do isolado ESALQ 818 nas
concentracfes de 1%, 5% e 10%, também foi verificada. A Tabela 1 demonstra
que as formulacdes que foram preparadas e testadas imediatamente (zero dias)
apresentaram crescimento radial (formulado em 1%, 5% ou 10% do  dleo
vegetal) estatisticamente igual (31 mm, 31 mm e 32 mm, respectivamente)
guando comparado com o controle (31 mm; p>0,01).

Quando a formulacdo do ESALQ 818 com Oleo vegetal permaneceu na
bancada por 3 dias, independente da concentracdo usada do 6leo, houve uma
interferéncia negativa no crescimento radial do fungo apresentando valores
menores e estatisticamente diferentes quando comparados com o controle sem a
presenca do 6leo [F,11) = 34,222; p<0,01; Tabela 1].

Ap6s 15 dias na bancada, ESALQ 818 na formulacdo com Oleo vegetal, o
crescimento radial do fungo néo foi prejudicado. A formulagdo do fungo com 1%
do dleo vegetal teve um crescimento radial maior (30 mm) que o controle (28
mm). As formulacbes do fungo com 5% e 10% do Oleo apresentou um
crescimento radial estatisticamente igual do controle sem 6leo (29mm, 29mm e
28mm, respectivamente) [F@,11) = 11,889; p<0,01; Tabela 1].

Quando as formulag¢des ficaram na bancada por 30 dias, independente da
concentracdo do Oleo vegetal (1%, 5% ou 10%), o crescimento radial do isolado
ESALQ 818 foi menor (27 mm, 25 mm e 25 mm, respectivamente) e
estatisticamente diferente do controle (29 mm) [F@,11) = 129,00; p<0,01; Tabela 1].
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7.1.2 Crescimento Radial do isolado LEF 2000 formulado em o6leo de

girassol e 0leo vegetal

Nos testes em que as suspensdes de conidios + TW ou conidios + 6leo de
girassol foram testadas logo apos a preparacéao (dia zero), o crescimento radial do
isolado LEF 2000 formulado em 1% do o6leo de Girassol apresentou valor
estatisticamente igual ao controle sem 6leo (33 mm e 33 mm, respectivamente)
(p>0,01; Tabela 2). Os conidios do fungo formulados em 5% ou 10% de 6leo de
girassol apresentaram valores menores (31 mm e 31 mm, respectivamente) e
estatisticamente diferentes quando comparados com o tratamento controle (33
mm) [F,11) = 25,333; P<0,001; Tabela 2].

Quando a formulagédo permaneceu na bancada por 3 dias, os conidios do LEF
2000 suspensos na concentracdo de 1% do 6leo de girassol apresentaram um
crescimento radial estatisticamente igual ao tratamento controle (32 mm e 32 mm,
respectivamente) (p>0,01). As concentracdes de 5% e 10% do 6leo foram
estatisticamente diferentes do controle apresentando crescimento radial menor
(30 mm e 30 mm, respectivamente) e estatisticamente diferente do controle sem
0leo (32 mm) [F@,11) = 33,33; P<0,001; Tabela 2].

A permanéncia na bancada da formulagdo do LEF 2000 com 1%, 5% e 10% do
Oleo de girassol por 15 dias ndo afetou o crescimento radial do fungo. Mesmo
sendo estatisticamente diferente pelo teste de Duncan, o crescimento radial do
fungo com o 6leo nessas concentracbes foi maior (32 mm, 29 mm e 28 mm,
respectivamente) quando comparado com o controle, que apresentou 26 mm de
crescimento radial [F3,11) = 70,250; P<0,001; Tabela 2].

Apods 30 dias na bancada o isolado LEF 2000 formulado em 1% do déleo de
girassol apresentou crescimento radial estatisticamente igual ao controle (27 mm
e 28 mm, respectivamente) (p>0,01). As concentracbes de 5% e 10%
apresentaram crescimento radial menor (26 mm e 26 mm, respectivamente) e
estatisticamente diferentes do controle sem a presencga do 6leo (28 mm) [F@11) =
10,250; P<0,004; Tabela 2].
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A influéncia do 0leo vegetal no crescimento radial do isolados LEF 2000 nas
mesmas condi¢cdes experimentais do 6leo anterior também foi verificada. A
Tabela 2 mostra que as formulagdes do isolado LEF 2000 com 1%, 5% e 10% do
Oleo vegetal assim que foram preparadas (dia zero) apresentaram crescimento
radial do fungo menores e estatisticamente diferentes (31 mm, 30 mm e 30 mm,
respectivamente) quando comparadas com o tratamento controle, sem o Oleo (33
mm) [F@11) = 17,222; p<0,01; Tabela 2].

O Oleo vegetal também influenciou no crescimento radial do fungo quando a
formulacdo permaneceu na bancada por 3 dias. Os resultados mostram que 0s
valores do crescimento radial do LEF 2000 formulado em 1%, 5% e 10% foram
menores e estatisticamente diferentes (30 mm, 30 mm e 28 mm, respectivamente)
do seu respectivo controle sem 6leo (32 mm) [F@s,.11) = 25,00; p<0,01; Tabela 2].

O tempo de permanéncia das formulagbes na bancada por 15 dias,
independente da concentracéo utilizada do 6leo vegetal promoveu o crescimento
radial do fungo. O crescimento radial da formulagdo com 1%, 5% e 10% do dleo
vegetal foi maior (31 mm, 31 mm e 30 mm, respectivamente) que o tratamento
controle sem o fungo que apresentou 26 mm de didametro da coldnia
[F311)=81,222; p<0,01; Tabela 2].

O maior tempo de permanéncia na bancada da formulag&o do isolado com 1%,
5% e 10% do dleo vegetal (30 dias) apresentou valores de crescimento radial
menores e estatisticamente diferentes (26 mm, 25 mm e 25 mm, respectivamente)
guando comparados com o tratamento controle sem 6leo (28 mm) [F@,11)=11,333;
p<0,003; Tabela 2].
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Tabela 2 — Efeito de diferentes concentracdes do 6leo de girassol e 6leo vegetal
no crescimento radial (mm) + Desvio Padrédo do fungo Metarhizium anisopliae,
isolados LEF 2000 no décimo dia de avaliacdo do teste.

Dias Apods o Preparo

Tratamento 0 Dias 3 Dias 15 Dias 30 Dias

Controle 33+1 4a 32+1 5a 26+1 4a 28+1 2a

Girassol 1% 33+16a 32+1 5a 32+1.4b 27+12a
5% 31+1.4b 30+1,3b 29+1 4c 26+1 3b

10% 31+1.4b 30+1.3b 268+1 5c 261 1b

Controle 33+1 4a 32+15a 26+1 4a 26+1 2a

Natur'l oil 1% 31+1.3b 30£1.3b 31+1,5b 26+1.2b
5% 30+1.3b 30+1,3b 31+1,6b 25+11b

10% 30+1.3b 28+1 2c 30+1.6b 25+x1.1b

Estatistica feita em coluna separadamente para cada Oleo. Valores seguidos de
letras diferentes indicam que os resultados foram estatisticamente diferentes
guando comparados usando o teste post-hoc de Duncan (5% probabilidade).
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7.1.3 Producdao de conidios de Metarhizium anisopliae formulado com 6leo

Como verificado anteriormente a formulacdo dos isolados ESALQ 818 e LEF
2000 com uma concentracédo de 1% do Oleo de Girassol (Tabela 1 e 2) foi a que
mais apresentou semelhancas estatisticas do crescimento radial com seus
respectivos controles sem o 6leo, mostrando que essa concentracdo de 6leo ndo
afetou o crescimento radial dos isolados e poderia ser utilizada nos experimentos
com papel camurca.

Um teste concomitante foi feito para verificar se a presenca da concentracao de
1% do Oleo de girassol iria afetar também na producdo de conidios de cada
isolado.

A Figura 5 mostra a producéo estimada de conidios quando o isolado ESALQ
818 e LEF 2000 foi formulado em 6leo de girassol. Pode-se verificar que a
formulacéo do isolado ESALQ 818 com 1% do Oleo de girassol apresentou uma
producdo de conidios maior que o controle em todos os tempos em que a
formulag&o permaneceu na bancada (Figura 5-A).

Quando o isolado LEF 2000 foi formulado em 1% do 6leo de girassol os
tratamentos apresentaram uma variagcdo na producdo estimada de conidios nos
diferentes tempos em que o fungo permaneceu na bancada, quando comparados
com o tratamento controle. A formulagcdo que permaneceu na bancada por 0, 3 e
15 dias ap06s o preparo apresentou valores de producdo de conidios maiores ou
préximos ao controle. Com 30 dias na bancada, a producdo de conidios da
formulacdo do fungo com 6leo foi menor (8,53 x 10% conidios/mL™?) que a do
controle (1,2 x 107 conidios/mLt; Figura 5-B).
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Figura 5 — Producao de conidios dos isolados ESALQ 818 e LEF 2000 do fungo
Metarhizium anisopliae formulados em 1% do 6leo de girassol. A) Producéo de
conidios do ESALQ 818 formulado em 6leo de girassol; B) Producao de conidios
do isolado LEF 2000 formulado em 6leo de girassol.
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7.2 Bioensaio 2: Preferéncia de oviposicdo de Aedes aegypti e Aedes
albopictus quando expostas as armadilhas ovitrampas revestidas com
papel camurca de diferentes cores

Este teste teve a finalidade de avaliar a preferéncia de oviposicdo das fémeas
de A. aegypti e A. albopictus utilizando ovitrampas revestidas com papel camurca
de diferentes cores (vermelho, amarelo e azul) e um papel camurga branco. Um
total de 1.727 ovos de A. aegypti e 2.200 ovos de A. albopictus foi coletado em
todo o experimento.

Ovitrampas revestidas com papel camurca vermelho apresentaram taxa de
coletas de ovos de A. aegypti e A. albopictus (83,8% e 83,2%, respectivamente)
significativamente maiores [F,23 = 96,72; P<0,001], comparado com a taxa de
coleta de ovos de mosquitos nas ovitrampas revestidas com papel camurca
amarelo, azul e branco: 10,6%, 4,2% e 1,3% de ovos para A. aegypti e 10,5%,
4,5% e 1,8% para A. albopictus, respectivamente (Figura 6).

Por apresentarem significativamente maiores numeros de ovos, o papel

camurca vermelho foi utilizado nos demais testes.
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Figura 6 — Distribuicdo de ovos colocados por fémeas de Aedes aegypti ou Aedes
albopictus quando oferecidas ovitrampas de trés cores diferentes e o papel
camurca branco. Valores seguidos de letras diferentes indicam que os resultados
foram estatisticamente diferentes quando comparados usando o teste post-hoc de
Duncan (5% probabilidade).
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7.3 Bioensaio 3: Sobrevivéncia de fémeas de Aedes aegypti e Aedes
albopictus, alimentadas com sacarose ou sangue, expostas ao papel
camurca impregnado com Metarhizium anisopliae formulado em dleo

vegetal

Neste experimento foi observada a eficiéncia do papel camurca vermelho
impregnado com o fungo M. anisopliae isolado ESALQ 818 e LEF 2000
(formulado com 6leo) para infectar e matar fémeas de A. aegypti e A. albopictus.
Duas formas de aplicacdo do fungo no papel foram realizadas, via pulverizacao

direta e utilizando um pincel (pincelado).

7.3.1. Patogenicidade e viruléncia do isolado ESALQ 818 contra fémeas de
Aedes aegypti e Aedes albopictus expostas ao papel camurca vermelho

impregnado com fungo

Fémeas de A. aegypti alimentadas com sacarose expostas por 48 horas ao
papel camurca pulverizado com ESALQ 818 + 6leo de girassol apresentaram
significativamente [F@3,11)=469,833] menor taxa de sobrevivéncia (51%),
comparado com a mesma forma de aplicagdo do fungo no papel camurca,
entretanto sem uso de 6leo (62% de sobrevivéncia dos mosquitos) (Tabela 3).

Quando as fémeas de A. aegypti foram alimentadas com sangue e expostas ao
papel camurca pulverizado com ESALQ 818 + Oleo de girassol apresentaram taxa
de sobrevivéncia de 58%, valor significativamente menor comparado com a
mesma forma de aplicacdo do fungo no papel camurca sem Oleo de girassol
(67%) (Tabela 3).

Fémeas de A. aegypti alimentadas com sacarose expostas por 48 horas a
papel camurca pincelado com ESALQ 818 + Oleo de girassol na concentracéo de
1% apresentaram significativamente menor taxa de sobrevivéncia (27%),
comparado com a mesma forma de aplicagdo do fungo no papel camurga,
entretanto sem O6leo (30% de sobrevivéncia dos mosquitos) [F@,11)=469,83;
P<0,001;Tabela 3].
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Quando as fémeas de A. aegypti receberam alimentacdo sanguinea e foram
expostas ao papel camurca pincelado com fungo + 6leo de girassol, apresentaram
significativamente menor taxa de sobrevivéncia (36%), comparado com a mesma
forma de aplicacdo do fungo no papel camurca, entretanto sem Oleo (40% de
sobrevivéncia dos mosquitos) [F,11)=349,33; P<0,001; Tabela 3].

Os tratamentos controles com e sem 0leo de girassol apresentaram taxas de

sobrevivéncia maiores que 92% (Tabela 3).

Tabela 3 — Sobrevivéncia final (% + DP) e Tempo médio de sobrevivéncia (Sso) de
fémeas de Aedes aegypti expostas ao fungo Metarhizium anisopliae (ESALQ 818)
impregnado via pulverizacdo direta ou utilizando um pincel no papel camurca

SACAROSE SANGUE

Tratam entos Sul;;,e]vtw;;cla S, Sul;;,e]w;;;cla Se,
Controle sem dleo 93+11a ND 96+08a ND
Controle + dleo 92+10a ND 93£12a ND
ESALQ 818 Pulverizado 62+23b ND 67+14Db ND
ESALQ 818 + dleo Pulverizado 51+ 28¢c ND 58+20c ND
ESALQ 818 Pincelado 30+6.7d 3 40+55d 4
ESALQ 818 + dleo Pincelado 27+94e 2 JB+69e 3

Estatistica feita em coluna. Valores seguidos de letras diferentes indicam que os
resultados foram estatisticamente diferentes quando comparados usando o teste
post-hoc de Duncan (5% probabilidade). Dados nao determinados (ND).

As comparagOes das curvas de sobrevivéncia usando o teste de Log-Rank
confirmam que houve diferenca significativa entre os tratamentos com fémeas de
A. aegypti alimentadas com sacarose ou sangue e expostas por 48 horas ao
papel camurca vermelho impregnado via pulverizacdo ou pincelado com o fungo
M. anisopliae isolado ESALQ 818 (p<0,05; Figura 7).

Pode-se observar que no 7° dia de avaliagdo do teste fémeas de A. aegypti
alimentadas com sacarose expostas ao papel camurca pincelado com fungo +
Oleo apresentaram um menor tempo medio de sobrevivéncia (Sso) que foi de 2

dias comparado com a mesma forma de aplicacédo do fungo sem 6leo que foi de 3
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dias. Nos demais tratamentos o valor de Sso ndo foi determinado (x?=46.19; df=3;
P<0.0001; Figura 7-A).

Observa-se também que no 7° dia de avaliagdo do teste fémeas de A. aegypti
alimentadas com sangue expostas por 48 horas ao camurca pincelado com fungo
+ Oleo apresentaram o menor valor de Sso de 3 dias, comparado com a mesma
forma de aplicacdo do fungo sem o 6leo que apresentou o Sso de 4 dias. Os
demais tratamentos com fémeas alimentadas com sangue o tempo médio de

sobrevivéncia nao foi determinado (x?=31.08; df=3; P<0.0001; Figura 7-B).
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Figura 7 — Curvas de sobrevivéncia diaria de fémeas de A. aegypti expostas por
48 horas ao papel camurca vermelho impregnado (via pulverizag&o ou utilizando
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um pincel) com o isolado ESALQ 818 na concentracédo de 1x10° conidios mlt. A)
Fémeas alimentadas com sacarose. B) Fémeas alimentadas com sangue.

Resultados semelhantes ao A. aegypti foram encontrados quando utilizadas
fémeas de A. albopictus alimentadas com sacarose ou sangue e expostas ao
papel camurca vermelho impregnado com conidios do fungo entomopatogénico
M. anisopliae isolado ESALQ 818 na concentracdo de 1x10° conidios ml? por 48
horas, utilizando as mesmas formas de aplicacéo (pulverizado e pincelado).

Quando as fémeas de A. albopictus alimentadas com sacarose foram expostas
ao papel camurca vermelho pincelado com formulacdes do fungo + O6leo de
Girassol a 1% observou-se a menor taxa de sobrevivéncia quando, no sétimo dia
de avaliagdo do teste, 28% das fémeas estavam vivas, valor significativamente
diferente quando comparado com a mesma aplicacdo do fungo no papel,
entretanto, sem o 6leo (31%) [F.11)=268,88; p<0,01; Tabela 4].

Fémeas de A. albopictus alimentadas somente com sacarose e expostas ao
papel camurca vermelho impregnado com o isolado ESALQ 818 + Oleo de
Girassol via pulverizacao direta, apresentaram ao final da avaliacdo do teste uma
taxa de sobrevivéncia de 52%, valor estatisticamente diferente quando utilizado o
fungo sem o 6leo aplicado da mesma forma no camur¢ca vermelho (60%)
[F(3,11)=268,88; p<0,01; Tabela 4].

Fémeas de A. albopictus alimentadas com sangue expostas ao ESALQ 818
formulado em oOleo de girassol pincelado no papel camurca vermelho
apresentaram menor taxa de sobrevivéncia (37%) e estatisticamente diferentes,
guando comparado com a mesma forma de aplicacdo do fungo, no entanto sem o
Oleo (40%) [F,11) = 383,16; p<0,01;Tabela 4].

Quando as fémeas de A. albopictus, alimentadas com sangue, foram expostas
ao papel camurca pulverizado com ESALQ 818 formulado em dleo, a taxa de
sobrevivéncia foi estatisticamente diferente quando comparado com a mesma
forma de aplicacdo do fungo no papel sem a presenca do 0Oleo (61% e 68%,

respectivamente) (p<0,01).



58

Os tratamentos-controle com ou sem Oleo apresentaram taxas de
sobrevivéncia de fémeas de A. albopictus variando de 89% a 96% de

sobrevivéncia no sétimo dia de avaliagdo (Tabela 4).

Tabela 4 — Taxa de sobrevivéncia final (% £ DP) e Tempo médio de sobrevivéncia
(Ss0) de fémeas de A. albopictus expostas ao fungo M. anisopliae (ESALQ 818)
impregnado via pulverizagdo direta ou utilizando um pincel no papel camurca

SACAROSE SANGUE
Tratamentos 5nhrevivén=:ia Ss 5nhrl'evivéncia S50
(%) £ DP (%) £ DP
Controle sem dleo 89 x14a ND 91x1.5a ND
Controle + dleo 09405 a MND 96x05hb ND
ESALQ 818 Pulverzado 60+22D0 MDD B&+1.3¢ MDD
ESALQ 818 + oleo Pulverizado o2x25¢C MND B1+17d MND
ESALQ 818 Pincelado J1x64d 3 40x55e 4
ESALQ 818 + dleo Pincelado 26x05¢e 2 372471 4

Estatistica feita em coluna. Valores seguidos de letras diferentes indicam que os
resultados foram estatisticamente diferentes quando comparados usando o teste
post-hoc de Duncan (5% probabilidade). Dados nao determinados (ND).

Fémeas alimentadas com sacarose expostas ao papel camurcga pincelado com
o0 ESALQ 818 formulado em Oleo de girassol apresentaram um tempo médio de
sobrevivéncia (Sso) de 2 dias e, sem a presenca do 0leo o valor de Sso foi de 3
dias (Figura 8-A). Nos demais tratamentos o Sso ndo foi determinado.

Quando as fémeas foram alimentadas com sangue e expostas ao papel
camurca pincelado com o isolado formulado com ou sem o 6leo de girassol
apresentaram um valor de Sso de 4 dias. Nos demais tratamentos nédo foi
determinado o tempo meédio de sobrevivéncia por apresentarem taxas de
sobrevivéncia acima de 50% (Figura 8-B).

As curvas de sobrevivéncia dos tratamentos apresentaram diferenca
significativa pelo teste de Log-Rank para fémeas de A. albopictus alimentadas
com sacarose (x?=43.99; df=3; P<0.0001) e para fémeas alimentadas com
sangue (x?=32.42; df=3; P<0.0001; Figura 8).



A Sacarose

Sobrevivéncia (%)

0 L T L T
0 1 2 3 4 5 6 7
Dias
- CONTROLE SEM OLEO -+ 818 PULVERIZADO
-o- CONTROLE COM OLEO -+ 818 PINCELADO
-+ 818 + OLEO PULVERIZADO -u- 818 + OLEO PINCELADO

B Sangue

Sobrevivéncia (%)

0 L L L L
0 1 2 3 4 5 6 7
Dias
- CONTROLE SEM OLEO = 818 PULVERIZADO
-e- CONTROLE + OLEO - 818 PINCELADO
-+ 818 + OLEO PULVERIZADO -u- 818 + OLEO PINCELADO

59

Figura 8 — Fémeas de Aedes albopictus expostas por 48 horas ao papel camurca
vermelho impregnado com ESALQ 818. A) Fémeas alimentadas com sacarose. B)

Fémeas alimentadas com sangue.
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7.3.2. Patogenicidade e viruléncia do isolado LEF 2000 contra fémeas de Aedes
aegypti e Aedes albopictus expostas ao papel camurgca vermelho impregnado

com fungo

Fémeas de A. aegypti alimentadas com sacarose expostas a um papel
camurca pulverizado com LEF 2000 + dleo de Girassol apresentaram 52% de
sobrevivéncia, no sétimo dia de avaliagdo do teste, valor significativamente menor
comparado com a mesma forma de aplicacdo do fungo no papel camurca,
entretanto sem 6leo (60% de sobrevivéncia dos mosquitos) (p<0,01; Tabela 5).

As fémeas de A. aegypti alimentadas com sacarose expostas ao camurca
pincelado com LEF 2000 + 6leo apresentaram significativamente menor taxa de
sobrevivéncia (28%), comparado com a mesma forma de aplicagdo do fungo no
camurca, entretanto sem Oleo (33% de sobrevivéncia dos mosquitos)
[F.11)=150,93; p<0,01; Tabela 5].

Fémeas de A. aegypti alimentadas com sangue expostas a um papel camurca
pulverizado com LEF 2000 + 6leo apresentaram taxa de sobrevivéncia de 59%,
valor significativamente diferente comparado com a mesma forma de aplicacéo do
fungo no camurca sem o 6leo (69%) (p<0,01; Tabela 5).

Quando as fémeas de A. aegypti foram alimentadas com sangue e expostas ao
papel camurca pincelado com fungo + O6leo de girassol apresentaram
significativamente menor taxa de sobrevivéncia (36%), comparado com mesma
forma de aplicacdo do fungo no camurca, entretanto sem 6leo (41% de
sobrevivéncia dos mosquitos) [F,11)=194; p<0,01; Tabela 5].

Os tratamentos controle com e sem Oleo de girassol apresentaram taxas de

sobrevivéncia maiores que 89% (Tabela 5).
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Tabela 5 — Taxas de sobrevivéncia final (% + DP) e Tempo médio de
sobrevivéncia (Sso) de fémeas de A. aegypti expostas ao fungo M. anisopliae (LEF
2000) impregnado via pulverizagdo ou utilizando um pincel no papel camurca
vermelho

SACAROSE SANGUE

Tratamentos threv;v;;cla (%) Ss threv;vne;cla (%) Sao
Controle sem dleo 89+19a ND 80x18a ND
Controle + dleo 82+1.3a MND 82+14a ND
LEF 2000 Pulverizado 60+30b ND 69+10b ND
LEF 2000 + 6leo Pulverizado B2+21c ND 89x22c ND
LEF 2000 Pincelado 33+6.7d 3 41+58d 4
LEF 2000 + 6leo Pincelado 28+96e 2 J6+tbH8e 4

Estatistica feita em coluna. Valores seguidos de letras diferentes indicam que o0s
resultados foram estatisticamente diferentes quando comparados usando o teste
post-hoc de Duncan (5% probabilidade). Dados ndo determinados (ND).

A Figura 9 mostra as curvas de sobrevivéncia diarias de fémeas de Aedes
aegypti alimentadas com sacarose ou sangue e expostas ao papel camurca
vermelho impregnado via pulverizagdo ou pincelado com o fungo M. anisopliae
isolado LEF 2000.

Apoés sete dias de avaliacdo dos testes, pode-se observar que fémeas de A.
aegypti alimentadas com sacarose expostas ao papel camurca pincelado com
fungo + 6leo apresentaram o menor valor de Sso 2 dias, comparado com demais
tratamentos (x?=40.92; df=3; P<0.0001; Figura 9).

Observa-se também que fémeas de A. aegypti alimentadas com sangue
expostas ao papel camurca pincelado com fungo + 6leo apresentaram um tempo
médio de sobrevivéncia de 4 dias (x?>=29,13; df=3; P<0.0001; Figura 9).
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Figura 9 — Fémeas de Aedes aegypti expostas por 48 horas ao papel camurca
vermelho impregnado com LEF 2000. A) Fémeas alimentadas com sacarose. B)

Fémeas alimentadas com sangue.
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Quando foram utilizadas fémeas de A. albopictus, alimentadas com sacarose
Oou sangue expostas ao papel camurca vermelho impregnado com conidios do
isolado LEF 2000 do fungo entomopatogénico M. anisopliae, na concentracéo de
1x10° conidios ml?, pode-se verificar resultados préximos dos encontrados com
fémeas da espécie A. aegypti.

A Tabela mostra que o papel camurca vermelho pincelado com suspenséo do
fungo + 6leo de girassol causou uma taxa de sobrevivéncia de fémeas de A.
albopictus alimentadas com sacarose de 30%, com valor do tempo médio de
sobrevivéncia (Sso) de 2 dias no sétimo dia de avalicdo do teste, valor
significativamente menor quando comparado com a mesma aplicacdo do fungo
sem o Oleo (33%) [F,11) = 313,33; p<0,01; Tabela 6].

Fémeas de A. albopictus alimentadas com sangue e expostas ao papel
camurca pincelado com formulacdo do fungo + éleo, apresentaram, no sétimo dia
de avaliacdo dos testes, 36% de sobrevivéncia e o Sso foi de 4 dias, valor
significativamente diferente a mesma forma de aplicacdo do fungo, entretanto
sem o 6leo de girassol (40%) [F@.11) = 455,16; p<0,01; Tabela 6].

Os tratamentos controle, com ou sem Oleo, variaram de 89% a 94% de
sobrevivéncia no sétimo dia de avaliagédo dos testes (Tabela 6).
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Tabela 6 — Taxa de sobrevivéncia final (% + DP) e Tempo médio de sobrevivéncia
(Ss0) de fémeas de A. albopictus expostas ao fungo M. anisopliae (LEF 2000)

impregnado via pulverizacéo direta ou utilizando um pincel no papel camurca

SACAROSE SANGUE
Tratamentos Sobrevivéncia (%) . Sobrevivéncia (%) o

+ DP + DP
Controle sem éleo 91+09a ND 89t+t16a ND
Controle + 6leo 94+0.8b ND 92+14a ND
LEF 2000 Pulverizado 50+1.7c ND 70+0.7b ND
LEF 2000 + 6leo Pulverizado 51+21d ND 62+1.6¢C ND
LEF 2000 Pincelado 33+6.7e 3 40+5.0d 4
LEF 2000 + 6leo Pincelado 30+9.8f 2 36+3.7e 4

Estatistica feita em coluna. Valores seguidos de letras diferentes indicam que os
resultados foram estatisticamente diferentes quando comparados usando o teste
post-hoc de Duncan (5% probabilidade). Dados nao determinados (ND).

As curvas de sobrevivéncia dos tratamentos apresentaram diferenca

significativa pelo teste de Log-Rank para fémeas alimentadas com sacarose

(x?=31.47; df=3; P<0.0001) e para fémeas alimentadas com sangue (x?=34.07;

df=3; P<0.0001) ao longo de sete dias de avaliacao (Figura 10).
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Figura 10 — Fémeas de Aedes albopictus expostas por 48 horas ao papel
camurca vermelho impregnado com LEF 2000. A) Fémeas alimentadas com
sacarose. B) Fémeas alimentadas com sangue.
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7.4 Bioensaio 4. Taxa de sobrevivéncia de fémeas de A. aegypti e A.
albopictus, alimentadas com sacarose ou sangue, expostas a ovitrampa
revestida com papel camurca vermelho ou preto impregnado com M.

anisopliae formulado em 6leo vegetal

Neste experimento foi observada a eficiéncia de ovitrampas revestidas com
papel camurca vermelho ou preto impregnados com o isolado ESALQ 818 e LEF
2000 do fungo entomopatogénico M. anisopliae para infectar e matar fémeas de

A. aegypti e A. albopictus alimentadas com sangue ou sacarose.

7.4.1. Uso de ovitrampas revestidas com papel camurca vermelho ou preto
impregnados com ESALQ 818

A Tabela 7 mostra que fémeas de A. aegypti alimentadas com sacarose e
expostas a ovitrampas com papel camurgca vermelho ou preto impregnado com
ESALQ 818 ndo apresentaram diferencas estatisticas em suas taxas de
sobrevivéncia, resultando no sétimo dia de avaliacdo do teste, respectivamente,
24% e 23% de mosquitos vivos (p = 0,374).

Quando fémeas de A. aegypti alimentadas com sangue foram expostas a
ovitrampas com papel camurca vermelho ou preto com ESALQ 818 também néo
apresentaram diferenca estatistica nas suas taxas de sobrevivéncia independente
da cor do papel camurca utilizado (32% e 31%, respectivamente) (p = 0,519;
Tabela 7).

Os tratamentos controle, utilizando papel camurca impregnado com 6leo sem a
presenca do fungo, apresentaram em média 92% de sobrevivéncia para fémeas
alimentadas com sacarose e 97,5% de sobrevivéncia para fémeas alimentadas

com sangue (Tabela 7).



67

Tabela 7 — Taxa de sobrevivéncia (% + DP) e Tempo médio de sobrevivéncia
(Ss0) de fémeas de A. aegypti alimentadas com sacarose ou sangue expostas a
ovitrampa revestida com papel camurca impregnado com o isolado ESALQ 818
formulado em 6leo de girassol

SACAROSE SANGUE
Tratamentos Sobrevivéncia Ses Sobrevivéncia Ses
(%) £ DP (%) + DP
Papel camur¢a Vermelho + 6leo 93+0.7a ND 99+04a ND
Papel camurca preto + 6leo 91+1,1b ND 96+0.8a ND
Papel camurca vermelho + fungo + dleo 24+£96b 2 32+75b 3
Papel camurca preto + fungo + 6leo 23+960b 2 31+£79b 3

Estatistica feita em coluna. Valores seguidos de letras diferentes indicam que os
resultados foram estatisticamente diferentes quando comparados usando o teste
post-hoc de Duncan (5% probabilidade). Dados nao determinados (ND).

Do mesmo modo, quando fémeas de A. albopictus alimentadas com sacarose
foram expostas a ovitrampas revestidas com papel camurgca vermelho ou preto
pincelado com a formulacdo do isolado ESALQ 818 + 6leo de Girassol ndo
apresentaram diferencas estatisticas entre as taxas de sobrevivéncia,
apresentando no sétimo dia de avaliacdo do teste 25% e 24% de sobrevivéncia
respectivamente (p = 0,519; Tabela 8).

A Tabela 8 mostra que fémeas de A. albopictus alimentadas com sangue
expostas também a ovitrampas revestidas com papel camurca vermelho ou preto
impregnados com a formulagdo do fungo + Oleo, apresentaram taxas de
sobrevivéncia iguais estatisticamente (33% e 32%, respectivamente)
independente da cor do papel camurca utilizado (p = 0,374).

Os tratamentos controle, com papel camurca impregnado somente com o 6leo
sem a presenga do fungo, apresentaram em média 93,5% de sobrevivéncia das
fémeas alimentadas com sacarose e 97,5% das fémeas alimentadas com sangue
(Tabela 8).
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Tabela 8 — Taxa de sobrevivéncia (%) + Desvio Padréo (x DP) e Tempo médio de
sobrevivéncia (Sso) de fémeas de A. albopictus alimentadas com sacarose ou
sangue expostas a ovitrampa revestida com papel camurga impregnado com o

isolado ESALQ 818 formulado em 6leo de girassol

SACAROSE SANGUE
Tratamentos Sobrevivéncia Se Sobrevivéncia Ses
(%) £ DP (%) £ DP
Papel Camurca vermelho + 6leo 96+0.8a ND 97+05a ND
Papel camurca Preto + dleo 91+£09Db ND 98+05a ND
Papel camurca vermelho + fungo + 6leo 25+9.7c 2 33£7.1b 3
Papel camurca preto + fungo + éleo 24+9.4c 2 32+6.5Db 3

Estatistica feita em coluna. Valores seguidos de letras diferentes indicam que os
resultados foram estatisticamente diferentes quando comparados usando o teste
post-hoc de Duncan (5% probabilidade). Dados ndo determinados (ND).

A Figura 11 mostra as curvas de sobrevivéncia de fémeas de A. aegypti e A.
albopictus alimentadas com sacarose ou sangue e expostas a ovitrampas com
papel camurca vermelho ou preto impregnados com fungo entomopatogénico M.
anisopliae.

As curvas de sobrevivéncia dos tratamentos apresentaram diferenca
significativa pelo teste de Log-Rank para fémeas de A. aegypti alimentadas com
sacarose ou sangue (x?=215.9; df=5; P<0.0001; Figura 11-A) e para fémeas de A.
albopictus alimentadas também com sacarose ou sangue (x?=208.1; df=5;
P<0.0001; Figura 11-B) ao longo de sete dias de avaliacdo do teste.

O valor de Sso para fémeas de A. aegypti e A. albopictus alimentadas com
sacarose independente se a ovitrampa foi revestida com papel camurca vermelho
ou preto foi de 2 dias. Para fémeas de ambas as espécies alimentadas com
sangue independente da cor do papel camurca que revestia a ovitrampa 0 Sso

apresentou um valor de 3 dias (Figura 11).
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Figura 11 — Fémeas de Aedes aegypti e Aedes albopictus alimentadas com
sacarose ou sangue expostas por 48 horas a ovitrampa revestida com papel
camurca vermelho ou preto impregnado com ESALQ 818 formulado em 1% de
Oleo de Girassol. A) Fémeas de Aedes aegypti. B) Fémeas de Aedes albopictus.

7.4.2. Uso de ovitrampas revestidas com papel camurca vermelho ou preto
impregnados com LEF 2000

A Tabela 9 mostra que fémeas de A. aegypti alimentadas com sacarose e
expostas a ovitrampas com papel camurgca vermelho ou preto impregnado com
LEF 2000 ndo apresentaram diferencas estatisticas em suas taxas de
sobrevivéncia, resultando no sétimo dia de avaliacdo do teste, respectivamente,
26% e 24% de mosquitos vivos (p = 0,519).

Quando as fémeas foram alimentadas com sangue e expostas a ovitrampas
com fungo, apresentaram valores de sobrevivéncia maiores quando comparados
com fémeas alimentadas com sacarose. No entanto, fémeas alimentadas com

sangue também apresentaram taxas de sobrevivéncia iguais estatisticamente
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entre si quando expostas a ovitrampas com camurca vermelho ou preto
impregnados com fungo (31% e 31%, respectivamente) (p = 1; Tabela 9).

Os tratamentos controle, com fémeas alimentadas com sangue ou sacarose
expostas a ovitrampas com papel camurca impregnado somente com Oleo,

apresentaram taxas de sobrevivéncia acima de 89% (Tabela 9).

Tabela 9 — Taxa de sobrevivéncia (%) + Desvio Padrao (+ DP) e Tempo médio de
sobrevivéncia (Sso) de fémeas de A. aegypti alimentadas com sacarose ou
sangue expostas a ovitrampa revestida com papel camurga impregnado com o
isolado LEF 2000 formulado em éleo de girassol

SACAROSE SANGUE
Tratamentos Sobrevivéncia S Sobrevivéncia s
(%) = DP >0 (%) = DP %0
Papel Camurca vermelho + 6leo 89+10a ND 98+05a ND
Papel camurca Preto + 6leo 90+1.0a ND 96 +0.8a ND
Papel camurca vermelho + fungo + éleo 26+9.7b 2 31+6.7b 3
Papel camurca preto + fungo + 6leo 24+£95Db 2 31+6.8b 3

Estatistica feita em coluna. Valores seguidos de letras diferentes indicam que os
resultados foram estatisticamente diferentes quando comparados usando o teste
post-hoc de Duncan (5% probabilidade). Dados nao determinados (ND).

Ovitrampas revestidas com papel camurca impregnados com o isolado LEF
2000 também foram eficientes em diminuir as taxas de sobrevivéncia de fémeas
de A. albopictus.

A Tabela 10 mostra que fémeas de A. albopictus alimentadas com sacarose
apresentaram taxas de sobrevivéncia estatisticamente iguais quando expostas a
ovitrampas revestidas com papel camurca vermelho ou preto impregnados com
formulacdes do LEF 2000 + 6leo. No sétimo dia de avaliacdo do teste, fémeas de
A. albopictus expostas a ovitrampas com papel camurca vermelho ou preto
apresentaram 26% e 25% de sobrevivéncia, respectivamente (p = 1; Tabela 10).

Do mesmo modo, fémeas de A. albopictus alimentadas com sangue expostas a
ovitrampas revestidas com papel camurca vermelho ou preto impregnados com

LEF 2000 + oOleo apresentaram taxas de sobrevivéncia iguais estatisticamente
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entre si (31% e 32%, respectivamente) no dltimo dia de avaliacdo do teste,
independente da cor do papel camurca utilizado (p = 0,519; Tabela 10).

Os tratamentos controle, sem a presenca do fungo apresentaram taxas de
sobrevivéncia variando de 90% a 99% para fémeas alimentadas com sangue ou

sacarose (Tabela 10).

Tabela 10 — Taxa de sobrevivéncia (%) + Desvio Padrdo (+ DP) e Tempo médio
de sobrevivéncia (Sso) de fémeas de Aedes albopictus alimentadas com sacarose
OuU sangue expostas a ovitrampa revestida com papel camurca impregnado com o
isolado LEF 2000 formulado em éleo de girassol

SACAROSE SANGUE
Tratamentos Sobrevivéncia Seo Sobrevivéncia Seo
(%) £ DP (%) + DP
Papel Camurca vermelho + 6leo 93+0.7a ND 9+04a ND
Papel camurca Preto + 6leo 90+1l1la ND 97+05a ND
Papel camurca vermelho + fungo + 6leo 26+£95hb 2 31+£6.8hb 3
Papel camurca preto + fungo + 6leo 25+£950Db 2 32+7.4D 3

Estatistica feita em coluna. Valores seguidos de letras diferentes indicam que os
resultados foram estatisticamente diferentes quando comparados usando o teste
post-hoc de Duncan (5% probabilidade). Dados nao determinados (ND).

As curvas de sobrevivéncia dos tratamentos apresentaram diferenca
significativa pelo teste de Log-Rank para fémeas de A. aegypti alimentadas com
sacarose ou sangue (x?=198.2; df=5; P<0.0001; Figura 12-A) e para fémeas de A.
albopictus alimentadas com sacarose ou sangue (x?=214.7; df=5; P<0.0001;
Figura 12-B) ao longo de sete dias de avaliacao do teste.

O valor de Sso para fémeas de A. aegypti e A. albopictus alimentadas com
sacarose independente se a ovitrampa foi revestida com papel camurga vermelho
ou preto foi de 2 dias. Para fémeas de ambas as espécies alimentadas com
sangue independente da cor do papel camurca que revestia a ovitrampa 0 Sso

apresentou um valor de 3 dias (Figura 12).
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Figura 12 — Fémeas de Aedes aegypti e Aedes albopictus alimentadas com
sacarose ou sangue expostas por 48 horas a ovitrampa revestida com papel
camurca vermelho ou preto impregnado com LEF 2000 formulado em 1% de 6leo
de girassol. A) Fémeas de Aedes aegypti. B) FEmeas de Aedes albopictus.
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8. DISCUSSAO

Os fungos entomopatogénicos sao potenciais candidatos para serem utilizados
no manejo integrado de vetores.

No experimento inicial foram avaliados os possiveis efeitos no desenvolvimento
do fungo depois de ser formulado em dois tipos de Oleos. Foi verificado que
ambos os isolados formulados em 1% do 6leo de girassol, independente do
tempo que permaneceram na bancada (0, 3, 15 e 30 dias), apresentaram valores
do crescimento radial das colbnias iguais ou maiores que Seus respectivos
tratamentos controle (Tabelas 1 e 2). Além disso, os isolados formulados com o
mesmo Oleo apresentaram uma producdo de conidios igual ou maior que o
controle, sem a presenca do 6leo, em todos os tempos de permanéncia das
formulacdes na bancada.

A utilizacdo de 6Oleo nas formulacdes de fungos pode conferir uma protecéo
contra as radiagOes ultravioletas (UV), baixa umidade, altas temperaturas e ainda
melhoram a interacdo entre a superficie do conidio e a cuticula hidrofébica dos
insetos, potencializando a adesdo e assim criando condi¢cGes favoraveis para a
infeccdo (Alves & Faria, 2010). Segundo Braga et al. (2001), a radiacdo UV reduz
a eficiéncia do fungo no campo, principalmente a radiagcdo UV-B, que tem efeito
prejudicial aos propagulos de fungos. Se o ambiente onde o agente de controle
microbiano for aplicado apresentar altas intensidades de luz, como em condi¢cfes
tropicais, a utilizacdo de formulacbes para proteger os conidios da radiacéo
ultravioleta podera ser benéfica.

Alves et al. (1998) em experimentos controlados em laborat6rio verificaram que
conidios de M. anisopliae formulados com diferentes tipos de Oleo apresentaram
um aumento significativo na tolerancia dos conidios contra luz UV por até 6h de
exposicao. Paula et al. (2019) também verificaram que uma combinacéo de M.
anisopliae com baixa concentracdo de Oleo de nim protegeu o fungo dos efeitos
nocivos da radiacdo UV, além de aumentar a viruléncia do fungo.

Além da protecdo UV mencionada anteriormente, Gomes et al. (2015)

verificaram que a utilizacdo do oleo de nim em formulagbes de M. anisopliae nao
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afetou a germinacéo ou crescimento do fungo. O fungo B. bassiana também né&o
teve seu crescimento afetado pelo 6leo de nim puro (sem emulsificante) conforme
relatado por Quintela et al. (2002). J& Malsam et al. (2002) avaliaram que,
formulacdes do fungo M. anisopliae com 6leo de girassol apresentaram um efeito
sinérgico atingindo quase 100% de controle contra moscas-brancas, além disso
resultou em uma distribuicdo mais uniforme dos conidios do fungo nos insetos.

Diferente do 6leo de girassol e do dleo de nim anteriormente mencionados, a
formulagcédo do fungo M. anisopliae em diferentes concentracdes do 6leo vegetal
(1%, 5% e 10%) testadas neste trabalho mostrou que este O6leo surfactante
influenciou no crescimento radial da colénia quando as formulacGes
permaneceram na bandada por até 30 dias.

Os resultados aqui mostraram que no bioensaio 2 as ovitrampas revestidas
com papel camurca vermelho apresentaram um maior nimero de ovos postos por
ambas as espécies onde, 83,8% dos ovos de A. aegypti e 83,2% de A. albopictus
foram postos no papel camurca vermelho (Figura 6). Esses resultados refletem
achados anteriores onde mostram uma baixa sensibilidade na retina, na maioria
das espécies de mosquitos, aos comprimentos de onda na regido vermelha do
espectro de cores fazendo com que o inseto enxergue a cor vermelha como um
local escuro (Allan, 1994; Hu et al., 2014).

Diferentes estimulos visuais, quimicos e tateis podem influenciar fémeas de
Aedes a procura por locais para oviposicdo como, por exemplo, a temperatura,
umidade e a composicdo do substrato de oviposicdo (Vianna, 2001; Clements
2000; Wong et al. 2011). A resposta a esses estimulos foi amplamente
documentada em fémeas de A. aegypti (Muir et al., 1992a; Wong et al., 2011).

As fémeas de A. aegypti demonstraram ter a capacidade fisiolégica de detectar
tanto a intensidade quanto a composicédo espectral da luz (Muir et al. 1992b). A
atracdo de fémeas de A. aegypti a diferentes substratos esta relacionada
principalmente ao fato de perceberem superficies escuras (Sppel & Brown, 1953).
Beckel (1955) e Hawley (1988) verificaram que superficies pretas foram
consideradas mais atraentes na sele¢édo do local de oviposi¢do pelas fémeas de

Aedes. Outros autores documentaram a atracdo por fémeas de Aedes pelo
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contraste branco com preto (Sppel & Brown, 1953; Hoel et al., 2011). Muir et al.
(1992b) sugeriram que fémeas de A. aegypti e A. albopictus preferem ovipositar
em superficies vermelhas e pretas, enquanto cores como azul, amarelo e branco
nao sdo atraentes. Esses achados sdo consistentes com os resultados do atual
estudo.

Chadee et al. (1995) testaram diferentes tipos de substratos de oviposicdo em
trés recipientes diferentes para aumentar a quantidade de ovos de mosquitos
postos nas armadilhas. Este grupo verificou que as palhetas de madeira
apresentaram a maior porcentagem de ovos de Aedes independente do recipiente
testado. Outros autores ja fizeram o uso de outros substratos, como papel sulfite,
papel filtro, papel manteiga e papel toalha, onde revelaram que os diferentes
substratos ndo impediram as fémeas de Aedes de realizarem oviposi¢cao (Gomes
et al. 2006).

Verificamos em nosso trabalho que o contraste vermelho-preto da ovitrampa
revestida com papel camurga resultou em uma maior coleta de ovos de Aedes do
que as outras cores de papel camurca testadas. No entanto, mesmo sendo
evidente que as fémeas preferiram esse contraste de cor, nenhuma armadilha
atualmente no mercado usa essa caracteristica em seu design, por exemplo as
armadilhas In2Care, MosquiTRAP™ e Adultrap sdo completamente pretas
(Donatti & Gomes, 2007; Gama et al., 2007; Snetselaar et al., 2014). Portanto, a
armadilha apresentada neste trabalho pode ser a primeira a usar uma
combinacédo vermelho-preto, sendo considerada eficiente para a coleta de ovos
dos mosquitos Aedes a procura de um local para oviposi¢ao.

No bioensaio 3, os resultados demonstraram que a aplicacao da formulagao do
fungo no papel camurca via pulverizacdo foi menos eficiente em diminuir as taxas
de sobrevivéncia das fémeas de Aedes, apresentando valores de sobrevivéncia
acima de 50%. O papel camurca possui propriedades fisicas que confere as
vilosidades presentes em sua superficie uma forca eletrostatica especifica.
Segundo Rennie et al. (1998), a forca de atragdo de uma particula liquida em
superficies de papeis com vilosidades pode ser reduzida ou até mesmo eliminada.

Possivelmente os esporos do fungo, presente nas particulas liquidas pulverizadas
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sobre o papel, sofreram uma determinada repeléncia no momento da aplicacéo,
ndo permitindo uma adesao eficiente dos conidios no papel, o que levou a uma
diminuicao na taxa de infecgdo dos mosquitos.

A utilizacdo de um pincel para impregnar a formulacdo fungica no papel
apresentou eficiéncia maior em diminuir as taxas de sobrevivéncia dos mosquitos.
O isolado ESALQ 818 formulado em 6leo de girassol pincelado no papel camurca
vermelho, reduziu a taxa de sobrevivéncia de fémeas de A. aegypti alimentadas
com sacarose ou sangue para 27% e 36%, respectivamente (Tabela 3). Quando
fémeas de A. albopictus foram expostas ao mesmo isolado e nas mesmas
condicBes de aplicacdo do fungo, apresentaram taxas de sobrevivéncia de 28%
para fémeas alimentadas com sacarose e 37% para fémeas alimentadas com
sangue (Tabela 4).

O isolado LEF 2000 formulado em 1% do 6leo de Girassol e também pincelado
no papel camurca vermelho resultou em valores de sobrevivéncia proximos ao
observado para isolado ESALQ 818. Fémeas de A. aegypti alimentadas com
sacarose apresentaram uma taxa de sobrevivéncia de 28%, enquanto as fémeas
alimentadas com sangue apresentaram 36% de sobrevivéncia (Tabela 5). Quando
foram utilizadas fémeas de A. albopictus expostas ao papel camurca vermelho
pincelado com LEF 2000 + dleo a taxa de sobrevivéncia foi de 30% para fémeas
alimentadas com sacarose e 36% para fémeas alimentadas com sangue (Tabela
6).

Os resultados demonstraram que fémeas de A. aegypti e A. albopictus
alimentadas com sangue e expostas aos isolados, apresentaram uma taxa de
sobrevivéncia maior que fémeas alimentadas com sacarose (p<0,01; Tabela 4-6).
Tal observacao esta de acordo com trabalhos de outros autores que mostram que
mosquitos alimentados com sangue foram menos suscetiveis ao fungo do que os
mosquitos alimentados com sacarose (Mnyone et al., 2011). Paula et al. (2011)
também verificaram que fémeas de A. aegypti alimentadas com sacarose eram
mais suscetiveis a infec¢édo fangica do que mosquitos alimentados com sangue.
Cabral et al. (2020) confirmaram que a alimentacdo sanguinea em fémeas de A.

aegypti pode tornar o organismo do inseto mais eficiente em desencadear uma
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resposta imune efetiva contra patdgenos, como, por exemplo a ativacdo das vias
TOLL (REL1) e IMD, tornando o mosquito menos susceptivel a infec¢ao fangica
do que fémeas alimentadas com sacarose.

Outras superficies impregnadas com fungo entomopatogénico foram utilizadas
para infectar e reduzir as taxas de sobrevivéncia dos mosquitos vetores de
doencas. Panos pretos impregnados com fungo foram altamente eficientes para
diminuir as taxas de sobrevivéncia de Anopheles e Aedes (Scholte et al., 2005;
Paula et al., 2013b). Uma armadilha que utiliza atraente + fungo + inseticida
sintético foi utilizada por Snetselaar et al. (2014) para reduzir a taxa de
sobrevivéncia de A. aegypti. Ao pousarem na superficie de pouso para ovipositar,
as fémeas se contaminavam com o fungo B. bassiana e com um larvicida sintético
(pyroxyfen). As larvas que vieram a emergir morreram pela agédo do inseticida na
agua (100% de mortalidade). Ao sairem da armadilha, as fémeas contaminadas
carregavam o inseticida para criadouros adjacentes, matando mais de 90% das
larvas nesses locais. A morte das fémeas adultas ocorria pela agéo do fungo.

As armadilhas de oviposi¢cao constituem uma ferramenta importante para
estimar o numero de fémeas de mosquitos em uma area através do namero de
ovos recolhidos. Além disso, as ovitrampas sao ferramentas de vigilancia seguras,
econbmicas e favoraveis ao meio ambiente (Ritche, 2005; Paula et al., 2017).
Armadilhas ovitrampas que atraem fémeas gravidas de mosquitos que buscam
um ambiente ideal para a postura dos ovos sao desenvolvidas levando-se em
conta o comportamento biolégico do mosquito como, por exemplo, a percepcao
visual em relacao a armadilha utilizada (Williams, 1962; Fay & Eliason, 1966; Hoel
et al., 2011; Snetselaar, et al., 2014). Diante disso, uma armadilha ovitrampa com
uma superficie de oviposicdo impregnada com um fungo entomopatogénico
poderia ser eficiente ndo s6 para o monitoramento mas, ao mesmo tempo, para o
controle do vetor por meio da infeccdo tanto das fémeas quanto dos ovos de
mosquitos pela acdo do fungo.

O bioensaio 4 foi realizado utilizando ovitrampas escuras revestidas com
camurca vermelho ou preto impregnados com isolados do fungo M. anisopliae

formulados em 0Oleo de girassol. A presenca de ovos nas armadilhas confirmou
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qgue as fémeas de A. aegypti e A. albopictus alimentadas com sangue procuraram
as ovitrampas revestidas com papel camurcga preto ou vermelho para ovipositar.

N&o houve diferenca estatistica na taxa de sobrevivéncia entre as fémeas de A.
aegypti alimentadas com sangue e expostas a ovitrampas com papel camurca
vermelho (32% de sobrevivéncia) ou preto (31% de sobrevivéncia) impregnados
com conidios de ESALQ 818 (p>0,01). Do mesmo modo, fémeas de A. albopictus
também alimentadas com sangue ndo apresentaram diferenca estatistica nas
taxas de sobrevivéncia quando expostas a ovitrampas com camurca vermelho ou
preto impregnado com ESALQ 818 (33% e 32% de sobrevivéncia,
respectivamente) (p>0,01).

O isolado LEF 2000 também foi eficiente em diminuir as taxas de sobrevivéncia
de fémeas de A. aegypti e A. albopictus alimentadas com sangue. Ovitrampas
revestidas com papel camurca vermelho impregnado com LEF 2000
apresentaram 31% de sobrevivéncia de fémeas de A. aegypti alimentadas com
sangue, valor estatisticamente igual quando comparado com fémeas de A.
aegypti que foram expostas a ovitrampas com camurca preto (31% de
sobrevivéncia). As fémeas de A. albopictus alimentadas com sangue
apresentaram valores estatisticamente iguais independente se a ovitrampa foi
revestida com camurga vermelho ou preto impregnado com LEF 2000 (31% e
32% de sobrevivéncia, respectivamente) (p>0,01).

Sabe-se na literatura que as fémeas de mosquitos ao realizarem o repasto
sanguineo, importante para o desenvolvimento completo dos ovos e sua
maturacdo nos ovarios, possuem uma maior atividade de busca por locais para
oviposicdo do que fémeas alimentadas somente com seiva (Martifiez, 2005,
Clements, 2000). No entanto, quando foram usadas fémeas de A. aegypti e A.
albopictus alimentadas somente com sacarose e expostas a ovitrampas com
fungo, pode-se observar neste estudo que também houve uma diminuicdo nas
taxas de sobrevivéncia. Provavelmente, as fémeas de ambas as espécies
alimentadas com sacarose procuraram as ovitrampas como um local de

descanso.
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Outra observacao nos resultados deste bioensaio foi que fémeas de A. aegypti
e A. albopictus alimentadas com sangue procuraram as ovitrampas para
ovipositar, independente se o substrato de oviposicdo era o papel camurca
vermelho ou preto, indicando que ambos poderiam ser utilizados no campo. Esse
resultado confirma dados anteriormente publicados pelo nosso grupo de pesquisa
onde, superficies escuras séo eficientes em atrair ffmeas de mosquitos (Paula et
al., 2008; Silva et al., 2017). No entanto, visando uma aplicagdo pratica da
armadilha no campo, a ovitrampa com papel camurca vermelho seria mais
indicada uma vez que, a cor do papel permite uma melhor visualizacdo da
presenca de ovos e facilita a contagem.

Diferentes armadilhas podem ser utilizadas no campo como indicadores da
presenca de vetores em diferentes estadios de desenvolvimento, onde
associados a indices epidemioldgicos sdo capazes de estimar a presenca e a
guantidade de insetos em uma determinada area geograficamente delimitada. Um
Sistema de Monitoramento Inteligente (MI-Dengue) € uma ferramenta
informatizada criada com base em pesquisas realizadas pelo Laboratorio de
Culicideos do Departamento de Parasitologia da Universidade Federal de Minas
Gerais (UFMG), onde associa a armadilha MosquiTrap® com um sistema de
informacdes rapidas, no qual os dados de campo sdo documentados e dispostos
na internet em tempo real em um banco de dados e visualizados em mapas
georreferenciados (Eiras, 2002; Favaro et al., 2006; Eiras & Resende 2009). A
utilizacdo no campo da armadilha ovitrampa aqui desenvolvida poderia ser
integrada também a um sistema de monitoramento utilizando um aplicativo onde a
contagem dos ovos pode ser feita mais rapidamente pelo agente de controle no
momento da manutencédo da armadilha.

Os resultados mostrados nesse trabalho indicam que o fungo M. anisopliae
formulado em oOleo de girassol ndo teve seu crescimento radial ou producdo de
conidios prejudicados por até 30 dias apds o preparo da formulagcéo. Além disso,
trabalhos ja mostraram que formulacBes de conidios aplicados em superficies
podem permanecer viaveis por até 18 dias no campo (Carolino et al., 2014).

Portanto, visando manter a permanéncia no campo da ovitrampa com
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entomopatdégeno aqui desenvolvida, o uso de larvicidas biolégicos pode ser
associado a essas ovitrampas, evitando que se transformem em criadouros
(Melo-Santos et al., 2001). Melo-Santos et al. (2003) mostraram que larvicidas a
base de Bti ndo interferem na escolha da ovitrampa por fémeas gravidas de A.
aegypti, indicando que a presenca do produto nao altera a atratividade da
armadilha. Além disso, ha evidéncias de que o Bti atua como estimulante da
oviposicéo de A. aegypti e A. albopictus, melhorando a eficiéncia das ovitrampas
(Santos et al., 2003; Stoops, 2005).

Desde que a aquisicdo de patdégenos pelas fémeas de mosquitos vetores
normalmente requer a realizacdo de pelo menos um repasto sanguineo e, para
que a transmisséo da doenca ocorra, um ciclo de oviposicado pode ser realizado
antes que a transferéncia do patdégeno possa ocorrer no repasto sanguineo
subsequente, a utilizagcdo de armadilhas ovitrampas, particularmente, aquelas
com superficies impregnadas com entomopatégeno, é uma excelente alternativa
para o controle e o monitoramento de mosquitos hematéfagos e de vetores de
doencas tropicais no campo.
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9. CONCLUSAO

O crescimento radial dos isolados ESALQ 818 e LEF 2000 do fungo
Metarhizium anisopliae formulados em 1% do Oleo de girassol foi
significativamente igual ou maior, comparado com o0 crescimento radial dos
tratamentos controles utilizando estes mesmos isolados, entretanto sem
formulac@o em 6leo de girassol.

Os isolados ESALQ 818 e LEF 2000 do fungo Metarhizium anisopliae
formulados em 5% e 10% do 6leo de girassol ou 1%, 5% e 10% do Natur’l oil®
apresentaram valores de crescimento radial menores que seus respectivos
tratamentos controle, sem 6leo, em quase todos os tempos de permanéncia das
formulagdes na bancada.

Ovitrampas revestidas com papel camurca vermelho tiveram maior
porcentagem de ovos dos mosquitos A. aegypti e A. albopictus, comparado com
taxa de ovos nas ovitrampas com papel camurga amarelo, azul e branco.

Formulagbes dos isolados ESALQ 818 e LEF 2000 do fungo Metarhizium
anisopliae em 1% do Oleo de girassol pincelados no papel camurca foi mais
eficiente em diminuir as taxas de sobrevivéncia de ambas as espécies de
mosquitos comparados com o tratamento em que o papel camurca foi pulverizado
com a formulag&o do fungo via torre de Potter.

Fémeas de A. aegypti e A. albopictus alimentadas com sacarose e
expostas ao papel camurca vermelho impregnado com fungo formulado com 1%
de 6leo de girassol foram menos susceptiveis a infeccao fungica do que fémeas
alimentadas com sangue.

Ovitrampas revestidas com papel camurca vermelho ou preto impregnado
com o fungo Metarhizium anisopliae foram eficientes em reduzir significativamente
as taxas de sobrevivéncia de fémeas de A. aegypti e A. albopictus alimentadas

com sangue € com sacarose.
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