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“Quem observa o vento, nunca semeará, e o que olha para as 

nuvens nunca segará.” 

                                                            Eclesiastes 11: 4 
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RESUMO 

 

 

Aedes aegypti é o vetor da dengue e da febre amarela urbana no Brasil. A eliminação 

deste mosquito é uma estratégia para o controle da dengue, e medidas como o controle 

integrado, tem sido adotadas. Fungos entomopatogênicos como Metarhizium anisopliae 

possuem atividade ovicida, larvicida e adulticida em A. aegypti, por isso, são de grande 

interesse para um controle deste mosquito. Formulações fúngicas à base de água, óleo, 

água-óleo e pó, podem auxiliar o fungo na superação de efeitos adversos no ambiente e 

potencializar sua ação entomopatogênica. Entretanto, pouco se sabe sobre o efeito de 

aditivos nas formulações em adultos de A. aegypti. O presente estudo relata o efeito de 

terra diatomácea e óleos (vegetal e mineral), formulados ou não com conídios de M. 

anisopliae IP 46 em adultos de A. aegypti, o efeito de diferentes tempos de exposição 

sobre a mortalidade acumulada destes mosquitos e o efeito de formulados sobre 

conidiogênese quantitativa em adultos mortos por infecção. Foram testados óleo vegetal 

Graxol® em duas concentrações (0,25 e 0,05 µl/cm2), óleo mineral Naturol® a 0,25 

µl/cm2 e terra diatomácea KeepDry® a 0,6 mg/cm2. Primeiramente os aditivos foram 

avaliados separadamente e também em combinações (KeepDry® + Graxol®; KeepDry® 

+ Naturol®). Posteriormente formulações oleosas ou combinações de IP 46 a 3,3 x 106 

conídios/cm2 + KeepDry®  + óleos (Graxol® ou Naturol® ) foram testadas. Aditivos e 

formulações foram aplicados na área interna de copos plásticos. Dez adultos de A 

aegypti foram colocados no copo e mantidos a 25°C, 75% de umidade relativa e 

fotofase de 12 h com acesso permanente a solução açucarada a 10%. Para avaliar o 

efeito do tempo de exposição, mosquitos foram expostos a conídios de IP 46 (3,3 x 106 

conídios/cm2) formulados em terra diatomácea e óleo mineral durante 0,016 h (60s), 12 

h , 48 h, 72 h e 120 h. Um grupo controle sem tratamento foi mantido nas mesmas 

condições. A mortalidade foi avaliada, diariamente, por 15 dias. Mosquitos mortos por 

infecção fúngica foram incubados por 10 dias em câmara úmida com umidades relativas 

perto de saturação (≥ 98%) e em seguida suspensos em Tween 80® (0,1%) para 

quantificação de conídios em câmara de Neubauer. Os resultados mostraram que os 

aditivos possuem toxicidade para adultos de A. aegypti e efeito sobre a mortalidade 

acumulada (F6,35 = 31,9, P = 0,0001). Conídios de IP 46 combinados com KeepDry® 

puro ou em associações com óleos apresentaram menor tempo para matar 50% (TL50) 
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dos mosquitos e o formulado IP 46 + KD + N, levou menos tempo para matar 90% 

(TL90) que foi 7,5 dias. Não houve diferença significativa do tempo de exposição sobre 

a mortalidade acumulada de adultos expostos a conídios de IP 46 formulados ou não. O 

crescimento de micélio sobre adultos mortos teve início com 2 dias de incubação em 

câmara úmida. Novos conídios de IP 46 foram visualizados a partir do 3° dia 

independentemente da concentração de conídios e do tipo de formulado em que os 

mosquitos tinham sido expostos anteriormente.  O efeito do formualado sobre a 

conidiogênese quantitativa em mosquitos mortos foi significativamente diferente (F5,18 = 

3,8; P = 0,02), sendo encontrado maior número de conídios em mosquitos que foram 

expostos ao formulado IP 46 + KeepDry®. A combinação de conídios de IP 46 com 

KeepDry® e Naturol®, mostrou-se a mais indicada para um controle de adultos A. 

aegypti com um micoinseticida.  

Palavras – chaves: Fungos entomopatogênicos, toxicidade de aditivos, diferentes 

tempos de formulação 
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ABSTRACT 

 

Aedes aegypti is both the dengue and urban yellow fever vector in Brazil. Elimination of 

this mosquito is a strategy taken for the control of dengue. Entomopathogenic fungi 

such as Metarhizium anisopliae exhibit ovicidal, larvicidal and adulticidal activity on A. 

aegypti, being therefore of great interest for the integrated control of such mosquito. 

Water based, oil based, water/oil/powder based fungal formulations may help such 

fungi overtake environmental adverse effects as well as magnify their 

entomopathogenic action. Nevertheless, little is known about the effect of additives on 

A. aegypti adults. This study reports the effect of additives such as diatomaceous earth 

and oils (both vegetal and mineral), with or without the presence of M. anisopliae 

conidia IP 46 on A. aegypti adult mosquitoes, the effect of exposure time on 

accumulated mortality of such mosquitoes as well as the effects of formulations on 

conidiogenesis on dead adult mosquitoes killed by infection. Graxol® vegetable oil was 

tested in two concentrations (0.25 and 0.05 µl/cm2), as well as Naturol® mineral oil 

(0,25 µl/cm2) and KeepDry® diatomaceous earth (0,6 mg/cm2). Such additives were 

analyzed both separately and in combination (KeepDry® + Graxol®; KeepDry® + 

Naturol®). Subsequently, oily formulations or combinations of IP 46 at 3.3 x 106 

conidia/cm2 + KeepDry® + oils (Graxol® or Naturol®) were tested. Additives and 

formulations were applied inside plastic cups. Ten A. aegypti adults were placed in the 

cup and kept at 25°C, relative humidity of 75% and 12 hours of photophasis with 

permanent access to a 10% sugar solution. In order to assess the effect of the time of 

exposure, mosquitoes were exposed to IP 46 conidia (3.3 x 106 conidia/cm2) 

formulations on diatomaceous earth and mineral oil for 0.016 hours (60s), 12 hours, 48 

hours, 72 hours and 120 hours. A non-treated control group was kept at the same 

conditions. Mortality was daily verified for 15 days. Mosquitoes killed by fungal 

infection were incubated for 10 days in a humid chamber with relative humidity close to 

saturation (≥ 98%) and then suspended in Tween 80® (0,1%) for conidia quantification 

in Neubauer chamber. Results showed that the additives exert toxicity on A. aegypti 

adults as well as effect on mortality (F6,35 = 31,9, P = 0,0001). IP 46 conidia combined 

to pure KeepDry® or on oil associations took shorter to kill 50% (TL50) of mosquitoes 

and the IP 46 + KD + N combination took less time to kill 90% (TL90), namely 7.5 days. 

There was no relevant difference between time of exposure on accumulated mortality of 
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adults exposed to combined and non-combined IP 46conidia. The growth of mycelia on 

dead adults started within 2 days of humid chamber incubation. New IP 46 conidia 

where observed from the 3rd day on, regardless conidia concentration and combination 

type to which mosquitoes had previously been exposed to. The effect of the 

combination on quantitative conidiogenesis on dead mosquitoes was significantly 

different (F5,18 = 3.8; P = 0.02), a greater number of conidia on dead mosquitoes being 

found on mosquitoes who were exposed to the IP 46 + KeepDry® combination. The IP 

46 with KeepDry® and Naturol® combination proved to be the most recommended one 

for the control of A. aegypti adults using a mycoinsecticide.  

Keywords: Entomopathogenic fungi, additive toxicity, different formulation times 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 

1.1 Aedes aegypti 

Aedes aegypti é um artrópode pertencente à ordem Diptera, família Culicidae e 

subfamília Culicinae. Evidências faunísticas de A. aegypti na África indicam que a 

espécie surgiu nesse continente, na região da Etiópia, tendo sido introduzido nas 

Américas pelas expedições colonizadoras dos europeus (SILVA; SILVA 1999). Com 

distribuição mundial, geralmente pode ser encontrado em áreas compreendidas 

principalmente entre os paralelos (latitudes) 45° N e 35° S ou mesmo fora desses 

limites, mas dentro das zonas isotermais de 20° C (BISSET 2002). 

 

1.1.1 Aspectos biológicos e morfológicos 

 

A. aegypti possui desenvolvimento holometabólico, com fases de ovo, larva, 

pupa e adulto (Fig. 1). Com exceção da fase adulta, que é terrestre, as outras fases são 

aquáticas. Machos e fêmeas possuem hábitos diurnos, acasalando e alimentando-se 

durante o dia. Ambos alimentam-se de seiva de plantas, mas as fêmeas necessitam de 

sangue como fonte de proteína para maturar seus ovos, por isso, são responsáveis pela 

transmissão de patógenos (FORATTINI, 2002). Uma mesma fêmea pode alimentar-se 

de sangue diversas vezes no mesmo hospedeiro ou em hospedeiros diferentes (SCOTT 

et al., 1993) que são na maior parte vertebrados, inclusive o homem. Regiões mais 

baixas do corpo humano são preferencialmente as mais picadas, como por exemplo, as 

partes inferiores das pernas e os pés (EIRAS, 2005). 

As fêmeas possuem um complexo sistema sensorial, formado por vários tipos de 

receptores, como os de temperatura e umidade. Estímulos visuais, táteis e olfatórios no 

ambiente, que podem atrair ou repelir a fêmea, como por exemplo cor, densidade óptica, 

textura, refringência do substrato, umidade e temperatura são utilizados na seleção dos 

sítios de oviposição (BADANO; REGIDOR, 2002). A presença de bactérias e fungos 

saprobiônticos e seus metabólitos voláteis, em águas poluídas ou em infusões à base de 
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gramíneas, também são estímulos atraentes para fêmeas de A. aegypti e outros 

mosquitos, no momento da oviposição (NAVARRO et al., 2003). Por serem bem 

adaptadas ao ambiente urbano, as fêmeas utilizam recipientes em lugares sombreados, 

próximos à superfície da água ou sobre substratos adjacentes, no domicílio ou 

peridomicílio, para realizar ovipostura (MADEIRA et al., 2002). Uma fêmea põe, 

durante dois meses, cerca de oitenta ovos (MICIELLI; CAMPOS, 2003). Em um 

mesmo ciclo gonotrófico a fêmea pode colocar ovos em vários criadouros, garantindo 

assim sobrevivência e dispersão melhor de sua prole. Esse comportamento tem sido 

chamado de saltos de oviposição (REITER, 1991). Tanques de armazenamento de água 

e vasilhames temporários, dentro e fora das casas, como potes, barris, pneumáticos 

usados, latas, garrafas e vasos de plantas, frequentemente são selecionados como sítios 

de oviposição e para o desenvolvimento de sua fase larvária. Ovos e larvas também 

podem ser encontrados em calhas de telhado, bambus cortados e axilas de folhas 

(MANGUDO et al., 2010).  

     

       

 

                        Figura 1 - Fases evolutivas de Aedes aegypti (Fonte: www.    

                        prdu.unicamp.br/dengue/mosquito.html; Acesso em 15 de 

Julho de 2011). 

http://www.prdu.unicamp.br/dengue/mosquito.html
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Os ovos são elípticos, alongados, fusiformes e medem cerca de 1 mm de 

comprimento. No momento da postura são brancos, no entanto, após algumas horas 

adquirem coloração enegrecida e tonalidade brilhante (FORATTINI, 2002). Com 

temperatura em torno de 27º C e umidade relativa de 80%, o desenvolvimento 

embrionário se completa em 48 horas. Estando completamente amadurecido, o ovo 

resiste às situações adversas como dessecação, baixa de temperatura e insolação, 

estabelecendo a diapausa dentro do ovo. A presença de uma cutícula serosa constituída 

por quitina e a existência de expressão gênica relacionada tanto com a produção de 

quitina quanto de lipídeos importantes para o processo de impermeabilização 

(REZENDE et al., 2008), a temperatura (FARNESI et al., 2009) e a rigidez do córion 

(PEREIRA et al., 2006), são fatores que favorecem esse mecanismo de resistência. 

Assim, os ovos resistem meses ou anos no ambiente, só eclodindo quando em contanto 

com a água (SILVA; SILVA, 1999; JULIANO et al., 2002; LUZ et al., 2008). Durante 

esse período de resistência, os ovos podem ser transportados a grandes distâncias, 

tornando-se o principal meio de dispersão do inseto. Essa resistência é um sério 

obstáculo para a erradicação do mosquito. A diapausa é interrompida não só após 

submersão dos ovos na água, como também por agitação, variações de temperatura e 

devido a estímulos por metabólitos de microrganismos (LIVDHAL et al., 1984; 

EDGERLY; MARVIER, 1992). 

As larvas são vermiformes, alongadas e esbranquiçadas. Possuem cabeça e o 

corpo é formado por tórax e abdome. A cabeça possui um par de antenas, olhos 

compostos e aparelho bucal mastigador-raspador. O tórax é globoso, mais largo que a 

cabeça, com segmentos fundidos e revestidos por cerdas. No oitavo e último segmento 

localiza-se o sifão respiratório que é curto, grosso e escuro (FORATTINI, 2002). 

Encontradas principalmente em recipientes de pequeno porte (STEIN et al., 2011), são 

exclusivamente aquáticas, possuem vida livre e representam os períodos de alimentação 

e crescimento do mosquito. Alimentam-se de partículas orgânicas presentes na água, 

como alguns tipos de algas (AHMAD et al., 2001) e a filtração é a forma mais comum 

de alimentação (CONSOLI; OLIVEIRA, 1998). Seu ciclo de vida compreende quatro 

estádios (L1- L4) e o completo desenvolvimento da fase larval ocorre em cerca de 8 a 

10 dias e é influenciado pela temperatura, luminosidade, salinidade e poluentes 
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orgânicos e inorgânicos (FORATTINI, 2002), e também pela disponibilidade de 

alimento e densidade populacional no criadouro (BESERRA et al., 2006). 

A pupa, por possuir a cabeça unida ao tórax, formando o cefalotórax, tem 

aspecto de vírgula (Fig. 1). É móvel, mas geralmente fica parada na superfície da água, 

não se alimenta e desenvolve-se em dois dias. Este é o estágio de vida que representa a 

transição do indivíduo do meio aquático para o terrestre (FORATTINI, 2002). 

O adulto de A. aegypti mede cerca de 3-6 mm de comprimento, possui o corpo 

delgado, pernas longas com manchas prateadas e apresenta um par de asas funcionais e 

outro par de asas transformado em balancins. A cabeça tem um par de antenas com 15 a 

16 artículos cada, sendo plumosas nos machos e pilosas nas fêmeas. Possui também 

probóscida e um par de palpos maxilares, que são mais curtos que a probóscida nas 

fêmeas e mais longos que a probóscida nos machos (Fig. 2). As fêmeas possuem 

aparelho bucal do tipo picador (sugador-pungitivo) e os machos do tipo sinfonador-

sugador. Os olhos compostos ocupam grande parte da porção ântero-lateral da cabeça e 

são constituídos de pequenos omatídeos, que são responsáveis por captar a luz. O tórax 

é divido em protórax, mesotórax, onde estão inseridas as asas, metatórax, onde estão os 

balancins. O escudo característico de A. aegypti apresenta um conjunto de escamas 

prateadas em forma semelhante a uma lira que, juntamente com o escutelo forma o 

mesonoto. O abdome é composto por oito segmentos evidentes e dois segmentos 

reduzidos modificados em ânus e genitália externa. O tórax, as pernas, as asas e o 

abdome são revestidos por escamas e, em geral, apresentam a cor marrom médio 

(FORATTINI, 2002). 

                 

 

 

 

 

 

Figura 2. Cabeça de culicíneo em vista superior – A, Culicinae fêmea; B, 

Culicinae macho. a: Antena; pa: Palpo maxilar; pr: Probóscida (Fonte: Eiras 

2005). 
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1.1.2 Importância como vetor 

 

A fêmea de A. aegypti previamente infectada, transmite aos humanos os vírus da 

febre amarela urbana e da dengue (FOLEY et al., 2007). Ela adquire a infecção por 

respasto sanguíneo em um indivíduo infectado, ou pela via transovariana (CONSOLI; 

OLIVEIRA, 1998). A febre amarela urbana foi erradicada no Brasil em 1942, em 

consequência da utilização de vacina, mas há um risco de reurbanização da febre 

amarela silvestre. Isso porque indivíduos infectados no ambiente silvestre através de 

outros vetores poderão entrar em contato com A. aegypti no ambiente urbano, ainda no 

período de incubação ou fase virêmica da doença. Assim, após a infecção, o A. aegypti 

poderá transmitir a febre amarela urbana para pessoas não imunizadas (BARRET; 

HIGGS, 2007).  

A dengue, uma das arboviroses humanas mais importantes atualmente, é uma 

doença infecciosa febril causada por vírus da família Flaviviridae, do qual existem 

quatro sorotipos. A dengue e suas formas graves (dengue hemorrágica e síndrome do 

choque da dengue) estão hoje presentes em quase todos os estados do Brasil. A 

ocorrência dos quatro sorotipos (Den-1, Den-2, Den-3 e Den-4) no país, potencializa o 

risco de surgimento de epidemias de febre hemorrágica por dengue, sobre tudo nas 

grandes metrópoles que tiverem epidemias por dois sorotipos.  

Os dados divulgados pela Secretaria de Vigilância em Saúde do Ministério da 

Saúde da Semana epidemiológica 1 a 39 de 2011 registraram um total de 721.546 casos 

notificados de dengue no país. Esses dados mostram uma redução de 24% no número de 

casos notificados de dengue em comparação ao ano de 2010 (944.662 casos notificados) 

(Fig. 3). A região Centro-Oeste teve uma redução de 78% de casos, mas o estado de 

Goiás é o que detém a maior incidência de casos notificados da região (Ministério da 

Saúde 2011). 

A persistência e a progressão desta virose estão condicionadas à sobrevivência e 

reprodução do seu vetor no ambiente. Como não existe ainda uma vacina para a dengue, 

a eliminação do vetor é ainda a melhor estratégia para o controle da doença. 
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Figura 3. Incidência de dengue nos municípios brasileiros de janeiro a março, 2010 e 2011. 

(Fonte: Ministério da Saúde 2011). 

 

 

 

1.2 Controle de A. aegypti 

 

 O controle de A. aegypti tem sido alvo de campanhas políticas sanitaristas desde 

1900, idealizadas por Oswaldo Cruz, para a erradicação da febre amarela urbana no Rio 

de Janeiro. Através de ataques aos focos do vetor e participação voluntária da 

população, o mosquito foi erradicado do país entre as décadas de 1950 e 1960. Porém, 

com o aumento da complexidade urbana, essas políticas tornaram-se ineficazes e houve 

em 1976 a reintrodução do mosquito no país (TAUIL, 2002). Com isso, o Ministério da 

Saúde, através da Fundação Nacional de Saúde (FUNASA), implantou diversos 

programas visando controlar a transmissão da doença. Essas ações são dirigidas à 

população e aos órgãos setoriais de saúde e saneamento, buscando a eliminação dos 

focos de criação no domicílio e peridomicílio (OPAS, 1995). Em todos os programas 

houve uma associação entre campanhas para a eliminação de criadouros por meio de 

políticas de conscientização populacional associadas à vigilância entomológica e 

combate ao vetor, e o emprego de inseticidas químicos, como por exemplo, o uso de 
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temefós como larvicida e nebulização térmica e atérmica para o controle de adultos 

(BRAGA; VALLE, 2007).  

 

1.2.1 Controle químico 

 

 O controle químico iniciou-se com um organoclorado sintético, o dicloro-difenil-

tricloroetano (DDT), inseticida de efeito prolongado ou residual que, quando aplicado 

em paredes e tetos de casas, permanece ativo contra os insetos por vários meses 

(ROZENDAAL, 1997). Organofosforados, carbamatos e piretróides são outros 

inseticidas comumente utilizados, de modo geral eles atuam sobre o sistema nervoso 

central de insetos. Os organofosforados em especial são amplamente utilizados no 

controle de vetores, pois são biodegradáveis e não se acumulam nos tecidos. Porém, tem 

como principal desvantagem, a instabilidade química, o que torna obrigatória a 

renovação periódica de sua aplicação. Além disso, são mais tóxicos para organismos 

não-alvos mesmo em doses relativamente baixas (LUNA et al., 2004). Um exemplo é a 

intoxicação aguda em vertebrados devido à inibição irreversível da aceticolinesterase, o 

que gera acúmulo de acetilcolina nos receptores trazendo riscos à saúde humana e 

animal. Apesar desses indícios, o derivado da uréia, diflubenzuron, é o larvicida 

sintético recomendado pela Organização Mundial de Saúde (OMS) para tratamento 

focal em depósitos domiciliares de água potável, e o malathion e piretróides como 

adulticidas (BRAGA; VALLE, 2007).  

 

1.2.2 Resistência á inseticida 

 

 A. aegypti tem se adaptado a diferentes situações, tornando-se resistente aos 

químicos comumente utilizados. Casos de resistência de larvas ao temefós já foram 

notificados em diversas regiões do Brasil como nos estados de São Paulo (MACORIS et 

al., 2003), Rio de Janeiro, Espírito Santo, Sergipe, Alagoas (BRAGA et al., 2004), 

Ceará (LIMA et al., 2006) e Paraíba (BESERRA et al., 2007). Resistência de adultos à 

cipermetrina também foi relatada no Paraná (LUNA et al., 2004), Rio de Janeiro e 

Alagoas (CUNHA et al., 2005).  
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A resistência de A. aegypti a esses produtos químicos pode ocorrer como 

resultado de fatores genéticos e operacionais. A resistência é uma característica genética 

que se insere numa população em função do uso de inseticidas. Ou seja, quanto mais o 

inseticida é utilizado, maior é a seleção de insetos resistentes na população e maior o 

nível de resistência atingido (BARRETO 2005). Sendo assim, em muitas regiões, esse 

desenvolvimento de resistência exige aplicação de doses crescentes de inseticidas, o que 

pode aumentar o risco à saúde humana (HEMINGWAY & RANSON 2000) e causar 

grandes desiquilíbrios ambientais que atingem tanto os insetos quanto o restante da 

fauna e da flora da área afetada (D’AMATO et al. 2002). Por esses motivos, nos últimos 

anos, pesquisas são realizadas para o desenvolvimento de medidas integradas de 

controle de dengue. 

 

1.2.3 Controle integrado  

 

Os reguladores de crescimento são substâncias químicas que atuam como 

inibidores da síntese da quitina ou análogos do hormônio juvenil, impedindo assim a 

ecdise e consequentemente matam as larvas (BORGES et al., 2004), têm sido 

empregados como uma medida alternativa para o controle de mosquitos. Reguladores de 

crescimento possuem ação específica e apresentam riscos reduzidos de toxicidade para 

vertebrados (BRAGA et al., 2005). O uso de inseticidas botânicos e bioinseticidas 

também se apresentam como uma opção econômica e ecologicamente viável (SILVA et 

al. 2004). 

O desenvolvimento de inseticidas botânicos a partir da pesquisa de princípios 

ativos em plantas é outra importante linha de estudo para controle de mosquitos (SILVA 

et al., 2004, 2007, 2008 a).  Substâncias de baixo peso molecular, como os 

fenilpropanóides e os terpenóides são os principais constituintes que estão envolvidos 

nas interações planta-inseto (ALVES, 2001). Substância extraída da casca do caule, das 

folhas e dos frutos de diversas plantas tem demonstrado propriedades larvicidas no 

controle de A. aegypti (SILVA et al., 2004). Apesar do potencial de inseticidas 

botânicos para o controle de A. aegypti, nenhum produto ainda foi comercializado. 
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1.3 Controle biológico 

 

O controle biológico é também outra alternativa efetiva e segura para o homem e 

animais no controle de A. aegypti (BECKER; ASCHER, 1998), e pode ser realizado 

através de predadores como por exemplo Betta splendens, um peixe larvófago que 

apresentou grande potencial para o controle de larvas de A. aegypti em criadouros 

permanentes (CAVALCANTI et al., 2007), ou por meio de manipulação de 

microrganismos. Produtos biológicos mostram-se eficazes, pois são mais específicos 

quanto ao alvo, não apresentam risco a outros organismos, tem menor risco de danos ao 

meio ambiente, uma vez que não agridem a flora e outros indivíduos da fauna e não são 

tóxicos a humanos. Bactérias entomopatogênicas por terem ação rápida e seletiva foram 

os primeiros agentes de controle biológico efetivos contra larvas de mosquitos 

(BECKER et al., 1998). Biolarvicidas à base de Bacillus thuringiensis israelensis (Bti) 

são utilizados no controle de A. aegypti desde o ano de 2001 nos estados do Rio de 

Janeiro e Rio Grande do Norte (BRAGA; VALLE, 2007). Produtos comerciais à base 

de e Bacillus sphaericus (Bs) também são usados em larga escala com sucesso em 

programas de controle de mosquitos (IBARRA et al., 2003).  Essas bactérias produzem 

endotoxinas protéicas que, ao serem ingeridas pela larva de A. aegypti, causam danos no 

trato gastrointestinal, provocando sua morte. Casos de resistência de larvas às toxinas 

bacterianas já foram registrados (TABASHNIK, 1994), e isso aumenta o interesse da 

comunidade científica para a busca de outros agentes de controle biológico de 

mosquitos, principalmente por fungos.  

 

1.4 Fungos entomopatogênicos  

 

 A maior parte das doenças naturais dos insetos e de outros artrópodes (cerca de 

oitenta por cento), são causadas por fungos (ALVES, 1998). Estima-se que exista mais 

de setecentas  espécies de fungos entomopatogênicos agrupadas em noventa gêneros 

(DESTÉFANO et al., 2004). A grande biodiversidade de espécies e linhagens, como 

seus metabólitos secundários tóxicos, apresentam um enorme potencial para controle de 

vetores e outras pragas (INGLIS et al., 2001; ZIMMERMANN, 2007), por isso nos 

últimos anos o conhecimento sobre a atividade de fungos entomopatogênicos como 
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agentes de controle biológico de mosquitos vem aumentando (ALBERNAZ et al., 

2009). Fungos entomopatogênicos foram os primeiros patógenos utilizados no controle 

biológico de pragas e são importantes agentes para o controle de insetos de importância 

em saúde pública (LUZ et al., 2003; Luz et al., 2004). O uso destes agentes apresenta 

vantagens por serem mais específicos, por terem capacidade de dispersão e 

multiplicação, por serem patógenos de largo espectro e estarem dispersos em diferentes 

ambientes, como solos, vegetais, água e ar (INGLIS et al., 2001) e apresentarem grande 

variabilidade genética e número elevado de linhagens virulentas que são úteis para o 

controle de mosquitos. Além disso, não são agressivos à saúde humana e ao meio 

ambiente, mas podem induzir respostas características de alergias (WARD et al., 1998). 

O ciclo biológico de fungos entomopatogênicos, em insetos terrestres, se inicia 

com a adesão de formas infectantes, geralmente conídios, à cutícula do inseto (Fig. 4). 

Em seguida inicia-se a germinação do conídio que se completa entre doze e vinte horas, 

com formação de um tubo germinativo e hifas. Em alguns fungos há formação de 

apressório e grampo de penetração. A penetração é favorecida pela pressão exercida 

pelas hifas em áreas membranosas ou esclerosadas associadas a enzimas como 

proteases, quitinases e lipases, produzidas durante a penetração 

(KHACHATOURIANS, 1998). Proteases e metabólitos secundários tóxicos são 

considerados fatores chave para a eficiência do processo de invasão (Moraes et al., 

2003). Após a penetração das hifas, que dura entre seis e doze horas, atingem a 

hemocele e colonizam com corpos hifais o inseto. Mecanismos de defesa interna do 

inseto como fagocitose, destruição de plasmócitos infectados, encapsulação do 

propágulo e formação de nódulos, são ativados para inibir o crescimento fúngico. Um 

fungo patogênico escapa do sistema imune através da excreção de toxinas que 

suprimem a resposta imune do artrópode infectado (PAL et al., 2007). Essas toxinas, 

associadas a alterações patológicas na hemocele, devido ao crescimento de propágulos 

fúngicos causam a morte do inseto. No cadáver, o fungo coloniza o corpo gorduroso, 

sistema digestivo, tubos de Malpighi, sistema nervoso, músculos e traquéias. Em 

seguida, hifas emergem através de espiráculos e da cutícula na superfície e inicia a 

produção de novos conídios os quais serão disseminados no ambiente através da água, 

vento e animais, contaminando e infectando novos insetos. Gêneros de fungos 

entomopatogênicos como Metarhizium, Beauveria, Paecilomyces, são os mais 
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estudados (KACHATOURIANS, 1998; FARIA; WRAIGHT, 2007). Dentre eles as 

espécies mais pesquisadas são Beauveria bassiana e Metarhizium anisopliae. Recentes 

trabalhos tem confirmado a alta suscetibilidade de mosquitos como Anopheles gambiae 

e A. aegypti a esses fungos (MNYONE et al.,  2010; FAHRENHORST et al., 2010; 

LELES et al.,  2010). 

        

             Figura 4- Ciclo da fase anamorfa de um Metarhizium sp. no inseto hospedeiro  

             (Alves 1998 adaptado). 

 

M. anisopliae foi descrito por Metschnikoff e Sorokin no final do século XIX. 

Sua atividade entomopatogênica foi demonstrada pelos mesmos pesquisadores, que 

utilizaram esse fungo no controle de praga do trigo Anisopliae austriaca, e de praga da 

beterraba Cleonus punctiventris. É um fungo filamentoso, ascomicético, pertencente à 

família Clavicipitaceae (ZIMMERMAN, 1993; ALMEIDA; BATISTA-FILHO, 2001). 

Possui distribuição cosmopolita, é encontrado comumente em solos, em clima 

temperado e tropical, podendo ser cultivado em meios artificiais simples (SHAH et al., 

2005). Seus conídios podem ser estocados com facilidade e utilizados para formulações 

aquosas ou oleosas (BATTA, 2003) atuando no controle de grande número de pragas. 

M. anisopliae, em condições de laboratório, possui atividade em vetores de importância 
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médica, como Triatoma infestans (LUZ et al., 1998; LUZ; BATAGIN, 2005), 

Amblyomma cajennense (LOPES et al., 2007),  A. aegypti e A. albopictus (SCHOLTE 

et al., 2007), An. gambiae (SCHOLTE et al., 2005) e Culex quinquefasciatus 

(SCHOLTE et al., 2003). Vários estudos mostraram que esse fungo é patogênico para A. 

aegypti no estágio de ovo (LUZ et al., 2007, 2008; ALBERNAZ et al., 2009; SANTOS 

et al., 2009),  larva (SCHOLTE et al., 2004 a) e adulto (SCHOLTE et al., 2007; PAULA 

et al., 2008; LELES et al., 2010). Não se conhecem danos ocasionados por M. 

anisopliae em organismos não alvo (ALVES, 1998; BUTT et al., 1998), como 

organismos do solo (BROZA et al., 2001), peixes (MILNER et al., 2002), anfíbios 

(GENTHENER et al., 1998), répteis (AUSTWICK ,1980), aves (WASTI et al., 1980) e 

o homem (ZIMMERMANN, 1993, 2007). 

 

1.4.1 Segurança no emprego de fungos entomopatogênicos 

 

Fungos entomopatogênicos, são considerados seguros tanto para o homem como 

para o ambiente. Não existem relatos de doenças, morte de pessoas ou de desequilíbrios 

ambientais provocados por fungos entomopatogênicos, apesar do contato constante de 

pessoas com propágulos desses microrganismos que ocorrem naturalmente ou que 

foram aplicados em plantações (ALVES, 1998; ZIMMERMANN, 2007). A segurança 

no uso de fungos entomopatogênicos se deve principalmente à grande diferença 

existente entre a fisiologia de insetos e vertebrados. Assim, organismos adaptados para 

desenvolvimento e reprodução em insetos em geral não possuem capacidade de 

desenvolvimento em vertebrados. A temperatura representa uma das principais barreiras 

que impede o crescimento de fungos entomopatogênicos sobre mamíferos, inclusive o 

ser humano. Como insetos são animais sem controle interno de temperatura, a 

temperatura do seu corpo normalmente fica abaixo da temperatura normal do corpo 

humano (36 - 37ºC) e de outros mamíferos. Assim, os microrganismos adaptados ao 

crescimento em insetos têm em geral crescimento ótimo abaixo de 30ºC e o 

desenvolvimento é muito limitado, ou nulo, em temperatura acima de 35ºC. Outra 

barreira importante nos vertebrados é o sistema imunológico. Embora os insetos 
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também possuam mecanismos complexos de imunidade, o sistema de vertebrados, em 

geral, é mais eficiente (ALVES, 1998). 

 

 

1.4.2 Formulação de fungos 

 

Fatores ambientais influenciam na germinação, conidiogênese e virulência de 

fungos entomopatogênicos em campo (ALVES, 1998). Dos muitos fatores que podem 

afetar a sobrevivência e a capacidade infectiva desses fungos no meio ambiente, a 

radiação solar, a umidade relativa e a temperatura são considerados os mais importantes 

(BUGEME et al., 2009). Vários estudos foram feitos para avaliar os efeitos de fatores 

abióticos em parâmetros biológicos de fungos, como M. anisopliae (BRAGA et al., 

2001; FERNANDES et al., 2008; LAZZARINI et al., 2006; BUGEME et al., 2009). 

Uma forma de melhorar o desempenho de fungos e aumentar a resistência às 

condições abióticas é a formulação de produtos.  Para isso, propágulos fúngicos são 

misturados a veículos líquidos como água, óleo puro e emulsões água-óleo, ou sólidos 

como pós e granulados de diferentes tamanhos. Por isso, maneiras específicas de 

formulação de fungos entomopatogênicos como formulações oleosas e secas visam 

aumentar a infectividade e persistência de propágulos fúngicos no meio ambiente 

(ALVES, 1998), além disso, esses ingredientes usados nas formulações podem melhorar 

o espalhamento na aplicação e adesão de conídios sobre a cutícula do inseto 

aumentando então a toxicidade sobre a praga alvo (BATISTA-FILHO et al., 1998). 

Formulados fúngicos preparados com óleo são utilizados no controle de pragas 

agrícolas como Diatraea saccharalis e Tetranychus urticae, e também no controle de 

gafanhotos mantendo a atividade do fungo alta mesmo em baixas condições de umidade 

(ALVES et al., 2002 a ; LOMER et. al., 2001). Isso provavelmente porque o óleo 

promove a resistência dos conídios a condições abióticas desfavoráveis, aumentando 

assim, o tempo de vida útil dos conídios (ALVES et al., 2002 a). Testes em condições 

de laboratório com formulados oleosos causaram maior mortalidade de T. infestans 

tratados com fungos quando comparados com formulações aquosas, demonstrando que 

o óleo melhora o contato da superfície lipofílica dos conídios com a cutícula do inseto e 

promove o aumento da contaminação quantitativa (LUZ; BATAGIN, 2005). 
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Formulações de M. anisopliae á base de óleo vegetal tem demonstrado grande atividade 

em adultos de A. aegypti, A. albopictus (SCHOLTE et al., 2007), An. gambiae e Culex 

quinquefasciatus (SCHOLTE et al., 2003). 

Formulações de propágulos fúngicos com óleo mineral também tem apresentado 

efetividade contra adultos de An. gambiae (MNYONE et al., 2009, 2010; 

FARENHORST et al., 2008, 2010) e An. funestus (FARENHORST et al., 2008). Óleos, 

tanto de origem vegetal como mineral, podem ter efeitos sobre microrganismos. No 

caso de fungos entomopatogênicos, o crescimento vegetativo, a viabilidade e a 

esporulação podem ser modificados alterando a sua virulência (ALVES, 1998). Assim, 

a viabilidade de fungos entomopatogênicos em conjunto com óleos tem sido avaliada 

em alguns trabalhos (LUZ et al., 2004; SILVA et al., 2008 b) bem como o sinergismo 

destes no controle integrado de pragas (HAZZARD et al., 2003). 

As informações sobre o efeito de óleos vegetais em vetores de importância em 

saúde pública ainda são poucas. Um óleo de soja não apresentou, em baixas 

concentrações, toxicidade e repelência para triatomíneos e adultos de A. aegypti. 

Porém, ficou claro, que microrganismos saprobiônticos, como fungos e bactérias, 

presentes no local da aplicação, metabolizam óleos vegetais e, proliferando, interferem 

no desenvolvimento de fungos entomopatogênicos no inseto e na persistência do 

propágulo formulado no meio ambiente (LUZ; BATAGIN, 2005; LOBO; LUZ, dados 

não publicados). 

Óleos minerais, utilizados em formulações, não têm efeito tóxico para 

microrganismos, incluindo fungos entomopatogênicos, pois são dificilmente 

metabolizados por microrganismos e têm efeito protetor mais estável para os conídios, 

aumentando assim, a persistência do conídio, como foi mostrado por Daoust et al. 

(1983) para conídios de M. anisopliae, porém ainda não se conhece os efeitos destes 

óleos em mosquitos adultos. 

Formulados secos de conídios preparados com pós que possuem propriedades 

absorbentes e abrasivas têm sido utilizados como inseticidas para o controle de pragas 

de grãos armazenados (PINTO JÚNIOR et al., 2008) e do cascudinho-dos-aviários, 

Alphitobius diaperinus (ALVES et al., 2006). Um pó muito utilizado para estes fins é a 

terra diatomácea, produto originado de algas microscópicas aquáticas constituídas 

predominantemente (86%) por dióxido de silício (ANDRADE et al., 2001). É atóxico a 
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pessoas e outros animais e não promove resistência em insetos (LORINI et al.,  2001). 

A morte dos insetos ocorre por estresse e desidratação, uma vez que moléculas de cera 

da camada superficial da epicutícula são adsorvidas pelas partículas de sílica, formando 

então pequenos canais qua permitem a evaporação de água (PINTO JÚNIOR et al., 

2008).  A terra diatomácea e o fungo atuam por meio do contato com a cutícula do 

inseto, o que pode resultar em uma interação positiva para o controle de pragas. 

Estudos demonstraram que a germinação dos fungos B. bassiana e M. Anisopliae não é 

afetada pela terra diatomácea e os danos que esta provoca aos insetos podem auxiliar na 

penetração do entomopatógeno (LORD, 2005; LUZ, et al., 2012 no prelo). Embora 

estudos comprovem a toxicidade de terra diatomácea em insetos pragas de grãos 

armazenados e aviários (PINTO JÚNIOR et al., 2008; OLIVEIRA ; ALVES, 2007), o 

seu efeito em mosquitos adultos de A. aegypti precisa ser esclarecido. 

 

1.4.3 Aplicação de formulados fúngicos  

 

O desempenho de um formulado fúngico depende muito do tipo de aplicação, 

que está ligado a aspectos biológicos da praga-alvo. Sendo assim, métodos adequados 

de aplicação de propágulos fúngicos são essenciais para o sucesso de um controle de 

pragas com micoinseticidas. 

A aplicação direta de conídios sobre o inseto leva a uma maior contaminação 

quantitativa quando comparada à aplicação indireta, ou seja, sobre uma área na qual o 

inseto entra em contato posteriormente (SCHOLTE et al., 2003; LUZ; BATAGIN, 

2005). Estudos com A. aegypti e M. anisopliae comprovaram que a aplicação direta de 

conídios sobre ovos e a exposição à alta umidade proporcionaram um elevado 

crescimento fúngico sobre os ovos e uma reduzida taxa de eclosão (ALBERNAZ et al., 

2009). Entretanto, métodos de aplicação indireta de conídios são mais importantes e 

realísticos para infectar adultos no campo, onde a pulverização direta de um 

micoinseticida parece inviável. Estudos recentes comprovam que fêmeas de A. aegypti 

fizeram oviposição sem considerar a presença de conídios no local da oviposição 

(LOBO; LUZ dados não publicados). Assim, ao colocar ovos em locais tratados com 

M. anisopliae, fêmeas e ovos provavelmente foram contaminados de forma indireta. 

Além disso, fêmeas contaminadas podem disseminar, no momento do acasalamento, o 
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patógeno para o macho, o que já foi comprovado em An. gambiae (SCHOLTE et al., 

2004 b) e recentemente também em A. aegypti (GARCÍA-MUNGUÍA et al., 2011). 

A aplicação de formulados de fungos, com alta atividade e resistência em locais 

de presença concentrada de adultos e ovos de mosquitos, como criadouros, sem 

exposição direta ao homem, parece ser uma estratégia promissora e segura para 

contaminar e infectar adultos e ovos e assim reduzir a população do vetor e o risco de 

transmissão da dengue.  

 

2 JUSTIFICATIVA 

 

Os altos gastos com inseticidas sintéticos, o aumento da resistência de A. 

aegypti aos mesmos, associados ao risco de produtos químicos para o meio ambiente e 

à saúde humana, incentivam a busca por medidas alternativas de controle deste 

mosquito. Medidas estas que sejam eficientes, economicamente viável e que causem 

menores danos ao meio ambiente. Formulações com fungos entomopatogênicos, como 

M. anisopliae, possuem especificidade elevada para artrópodes, não provocam danos à 

saúde humana e ao meio ambiente e atuam em ovos, larvas e adultos de mosquitos. Por 

estes motivos, os micoinseticidas são promissores para o controle integrado e 

sustentável de A. aegypti. Sendo assim, conhecimentos sobre a toxicidade de óleos 

vegetais e minerais e terra diatomácea para adultos de A. aegypti, contribuem para a 

escolha de um aditivo que potencialize a ação entomopatogênica do fungo em 

micoinseticidas sustentáveis e biorracionais para o controle biológico desse inseto.  
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3 OBJETIVOS 

 

3.1 Objetivo geral 

 

Contribuir para o controle integrado de A. aegypti com fungos 

entomopatogênicos. 

 

 

3.2 Objetivos específicos 

 

Avaliar a toxicidade de óleos e terra diatomácea em adultos de A. aegypti. 

Avaliar a ação combinada de M. anisopliae com óleos e terra diatomácea na 

mortalidade de adultos de A. aegypti. 

Avaliar o efeito de diferentes tempos de exposição de adultos de A. aegypti a 

conídios de M. anisopliae formulados em terra diatomácea e óleo mineral. 

Avaliar o efeito de formulados sobre a conidiogênese quantitativa em mosquitos 

mortos. 
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4 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

4.1 Origem e criação de A. aegypti  

 

Larvas de A. aegypti não infectadas pelo vírus da dengue foram coletadas em 

Goiânia, Brasil, no ano de 1991, e originaram uma população de A. aegypti que foi 

criada em condições adequadas no Laboratório de Biologia e Fisiologia de Insetos e 

Xenodiagnóstico do Instituto de Patologia Tropical e Saúde Pública, Universidade 

Federal de Goiás. A população de mosquitos foi mantida em gaiolas acondicionadas em 

uma sala climatizada a 28 ± 1°C, 80 ± 5% de umidade relativa e fotofase de 12 h. 

Machos e fêmeas foram alimentados em algodão de absorvente feminino (do tipo ob.) 

embebido em água açucarada. Para repasto sanguíneo as fêmeas se alimentaram em 

camundongos imobilizados em uma tela de náilon. No interior das gaiolas de criação, 

foi colocado um recipiente de vidro âmbar contendo água e um papel filtro, do tipo 

coador de café, para oviposição. Diariamente o papel filtro com ovos era coletado e 

colocado para secar em temperatura ambiente, e, em seguida, acondicionado em saco 

plástico constituindo uma “ovoteca”. Para obtenção de larvas, ovos aderidos ao papel 

filtro eram incubados em bacias brancas (30 cm de diâmetro x 7 cm de altura) contendo 

2 L de água de torneira. Após eclosão as larvas eram transferidas para bacias novas e 

alimentadas com ração triturada para gato (Black Jack
®

 Alisul Alimentos S.A.) até 

empuparem. Após a emergência, os adultos eram transferidos para as gaiolas de criação 

(SILVA et al., 1998). 

 

4.2 Preparo de adultos para testes 

 

Pupas foram transferidas para um recipiente plástico, com 100 ml de água de 

torneira, autoclavada, vedado com uma malha de filó e liga. Após a emergência, os 

mosquitos adultos foram transferidos, com auxílio de um “capturador de Castro”, para 

outro recipiente plástico, estes foram alimentados com solução açucarada a 10% 

embebida em algodão hidrófilo (Fig. 5). Os testes foram realizados com mosquitos 

adultos, emergidos entre 24 e 72 h. 
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Figura 5- Preparo de adultos de A. aegypti  para testes. A, pupas em 100 ml de água. B, adultos 

recém emergidos. 

 

 

 

4.3 Origem e cultivo de M. anisopliae 

 

M. anisopliae s. l. IP 46 foi coletado em solo de Cerrado do Centro-Oeste 

brasileiro em 2001 e está armazenado na Coleção de Fungos Entomopatogênicos do 

IPTSP/UFG. Para assegurar que a virulência do isolado não fora reduzida em função do 

armazenamento ou do cultivo in vitro, o isolado foi previamente passado em adultos de 

A. aegypti a cada três meses (LUZ et al., 2007), reisolado e então cultivado em meio 

BDA (batata, dextrose e ágar). O meio BDA foi preparado com 170 g de batatas 

descascadas e autoclavadas em 1.000 ml de água destilada. Após o cozimento, a mistura 

foi peneirada, acrescida de 20 g de dextrose, 18 g de ágar e água destilada até completar 

1.000 ml e o pH ajustado em 7. Novamente, o meio foi autoclavado durante 20 minutos 

à 120ºC e distribuído em placas de Petri (100 x 20 mm) esterilizadas, as quais, 

posteriormente, foram armazenadas a 4ºC até a utilização. O isolado IP 46 foi cultivado 

em meio BDA, em placas de Petri a 25ºC, 75 ± 10% de umidade relativa e fotofase de 

12 h, durante 10 dias. 

 

 

A B 
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4.4 Preparo de recipiente para exposição de mosquitos a aditivos ou formulados 

 

Para expor adultos a uma área tratada, foram usados copos plásticos 

transparentes e descartáveis de 500 ml (Copobras SBEDE Ltda, São Ludgero, SC) com 

área interna total de 336 cm
2
. Para melhor aderência do óleo, da terra diatomácea e dos 

conídios à superfície, lixas (Norton
®
- Massa advance A257, n

º
 12E) foram usadas para 

lixar as laterais, o fundo do copo e a face interna da tampa. Para manter a umidade 

constante no interior do copo, após receber algum aditivo ou formulado, este foi 

perfurado nas laterais numa altura média. No total foram quarenta e cinco perfurações 

com 1 mm de diâmetro divididas em três grupos. No interior de cada copo foi fixado um 

frasco de vidro (2 cm de diâmetro x 4,5 cm de altura), contendo solução açucarada 

(sacarose) a 10% previamente autoclavada. Um papel filtro (5,5 cm de diâmetro) foi 

colocado em contato com a solução açucarada para que os adultos pudessem se 

alimentar (Fig. 6). 

 

 

 

 

 

 

 

 

                                                                      A                                                              B                     

 

 

 

 

 

 

 

                                                                                                   C 

Figura 6- Preparo do copo plástico para exposição de adultos a aditivos ou formulados. A, 

copo sendo lixado. B, perfuração na lateral. C, copo contendo frasco de vidro com solução 

açucarada. 
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4.5 Aditivos  

 

Os aditivos utilizados nos experimentos foram: óleo vegetal emulsionável 

Graxol
®
 (G; Agrária Indústria e Comércio Ltda, Jardinópolis, SP), óleo mineral 

Naturol
®
 (N; Farmax – Amaral Ltda, Divinópolis, MG) e terra diatomácea KeepDry

®
 

(KD; Irrigação Dias Cruz Ltda, São Paulo, Brasil). O óleo vegetal foi testado em duas 

concentrações (0,25 e 0,05µl/cm
2
), o óleo mineral a uma concentração de 0,25 µl/cm

2
 e 

a terra diatomácea a 0,;6 mg/cm
2
. 

 

4.6 Preparo de formulados 

 

Conídios foram raspados da superfície do meio com auxílio de espátula e 

colocados para secar em placas de Petri, sobre sílica gel, durante 5 dias a 4ºC. Para a 

avaliação da quantidade de conídios, uma pequena alíquota com cerca de 2 mg de 

conídios secos foi pesada em balança analítica, e posteriormente, suspensa em 1 ml de 

água destilada estéril com Tween  80
®
 a 0,1%. A suspensão foi agitada em vórtex e, 

após diluição, os conídios foram quantificados em câmara de Neubauer. Para a 

avaliação do efeito de diferentes concentrações de conídios em A. aegypti, conídios de 

IP 46 não formulados, foram padronizados em cinco concentrações 10
5
, 10

6
, 3,3 x 10

6
, 

10
7
 e 3,3 x 10

7
 conídios/cm

2
.  Para avaliar o efeito do formulado em adultos de A. 

aegypti, conídios de IP 46 foram ajustados a uma concentração de 3,3 x 10
6
 

conídios/cm
2
. Nas combinações de IP 46 e óleo, Graxol

®
 (0,05µl/cm

2
)
 
ou Naturol

®
 

(0,25 µl/cm
2
) foi uniformemente espalhado em toda superfície interna do copo e em 

seguida os conídios foram aplicados sobre o mesmo. Já nos formulados com 

combinações de terra diatomácea, óleo e IP 46, conídios foram misturados com 

KeepDry
®
 em um tubo de vidro e agitado em vórtex (Fig. 7). Após agitação, a mistura 

foi aplicada sobre o óleo que previamente foi espalhado na superfície do copo. No início 

de cada experimento, a viabilidade dos conídios (> 90 %) foi confirmada pela 

inoculação de 100 µl da suspensão de conídios, em placa de Petri contendo meio SDAY 

(Sabouraud, dextrose, ágar, extrato de levedura), preparado em laboratório, incubadas a 

25 + 1ºC por até 24 h. A contagem de conídios germinados foi realizada com o uso de 

microscópio óptico. 



22 

 

22 

 

 

 

 

         

 

 

                                                                  A                                                                  B 

                  

 

 

 

                                                                  C                                                                D 

 

 

 

4.7 Bioensaios 

 

4.7.1 Avaliação da toxicidade de aditivos para A. aegypti 

 

Os aditivos foram avaliados separadamente, Graxol
®
 (0,05 e 0,25 µl/cm

2
), 

Naturol
®
 (0,25 µl/cm

2
) e KeepDry

®
 (0,6 mg/ cm

2
)  ou em combinações de KeepDry

® 
e 

Graxol
®
 (KD + G) e KeepDry

®
 e Naturol

®
 (KD + N). Óleos e terra diatomácea foram 

previamente autoclavados.  Os óleos foram aplicados em toda superfície interna do copo 

com a ponta do dedo usando luvas enquanto KeepDry
®

 foi aplicado com auxílio de 

pincel (Fig. 8). Dez mosquitos adultos foram colocados em cada copo imediatamente 

após aplicação dos aditivos, um copo sem tratamento também recebeu dez mosquitos 

Figura 7- Preparo de formulados. A, conídios sendo raspados da superf meio. B, conídios 

em placa de Petri sobre sílica gel. C, pesagem de conídios. D, conídios misturados a 

KeepDry
®
.  
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(grupo controle). Os copos foram mantidos a 25 ± 1º C, 75 ± 10% UR e fotofase de 12 h 

e a mortalidade foi avaliada diariamente durante 15 dias. Foram realizadas seis 

repetições em dias diferentes. 

 

                                                           

 

            

 

                                                                   A                                                                    B          

 

 

  4.7.2  Avaliação de diferentes concentrações de conídios em A. aegypti 

 

Foram avaliadas cinco concentrações de conídios, 10
5
, 10

6
, 3,3 x 10

6
, 10

7
 e 3,3 x 

10
7
 conídios/cm

2
. Conídios, em diferentes concentrações, foram aplicados com pincel 

com pincel no interior de copos plásticos. Após aplicação, cada copo recebeu dez 

mosquitos. Os copos foram mantidos a 25 ± 1º C, 75 ± 10% UR e fotofase de 12 h 

durante 15 dias e a mortalidade foi avaliada diariamente. Nas mesmas condições foi 

mantido um grupo de mosquitos em copo sem conídios (grupo controle). Foram 

realizadas quatro repetições independentes. 

 

4.7.3 Avaliação de formulados em A. aegypti  

  

 Os formulados testados foram: KeepDry
®

 e IP 46 (KD + IP 46); KeepDry
®

 e 

Naturol
®
 e IP 46 (KD + N + IP 46); KeepDry

®
 e Graxol

®
 e IP 46 ( KD + G + IP 46); 

Naturol
®
 e IP 46 (N + IP 46) e Graxol

®
 e IP 46 ( G + IP 46). Todos os formulados 

foram preparados e aplicados em copos como descrito no item 4.6. Após aplicação, cada 

copo recebeu dez mosquitos. Estes copos foram acondicionados a 25 ± 1º C, 75 ± 10% 

UR e fotofase de 12 h durante 15 dias e a mortalidade foi avaliada diariamente. Dois 

Figura 8- Aplicação de aditivos em copo plástico. A, Aplicação de óleo com a ponta do 

dedo. B, aplicação de KeepDry® com pincel. 
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grupos controle foram mantidos nas mesmas condições: um grupo sem nenhum 

tratamento e outro com apenas conídios de IP 46 a 3,3 x 10
6
 conídios/cm

2
. Para a 

avaliação do efeito de aditivos em formulados de conídios de IP 46 em adultos de A. 

aegypti, os óleos (G a 0,05µl/cm
2 

e N a 0,25 µl/cm
2
)
 
e terra diatomácea (KD a 0,6 

mg/cm
2
) em combinações ou separadamente, foram testados novamente ao mesmo 

tempo em que os formulados. Quatro repetições independentes foram realizadas. 

 

4.7.4 Avaliação de diferentes tempos de exposição de A. aegypti a conídios de IP 46 

formulados em terra diatomácea e óleo mineral 

 

               Grupos com dez mosquitos cada, foram utilizados para a exposição ao 

formulado IP 46 + KD +N e a três controles (copo contendo apenas IP 46 na 

concentração de 3,3 x 10
6
 conídios/cm

2
; copo tratado com KD + N e copo sem 

tratamento). A exposição ocorreu em cinco tempos diferentes: 60 s (0,016 h), 12 h, 48 

h, 72 h e 120 h. Copos plásticos contendo o formulado e os controles foram preparados 

do mesmo modo e mantidos nas mesmas condições como mencionadas anteriormente. 

Após cada período de exposição, os mosquitos foram acondicionados por 30 s em baixa 

temperatura (- 4ºC) para imobilização temporária. Com o auxílio de um capturador, os 

mosquitos foram transferidos para novos copos contendo apenas frasco de vidro com 

solução açucarada a 10%. Quatro repetições independentes foram realizadas. 

 

4.7.5 Avaliação da conidiogênese quantitativa sobre adultos mortos 

 

 Mosquitos mortos foram transferidos para placas de Petri com papel filtro 

esterilizados e incubados a umidades relativas perto de saturação (≥ 98%) a 25º C e 

fotofase de 12 h. A formação de conídios sobre os cadáveres (conidiogênese) foi 

avaliada qualitativamente em dias alternados, durante 10 dias com auxílio de uma lupa 

estereoscópica. Passado o período de incubação, cada cadáver foi cuidadosamente 

colocado em tubo de vidro com 5 ml de solução aquosa de Tween 80
®
 (0,1%) e pérolas  

de vidro e agitado em vórtex por 3 minutos (Fig. 9). Aconcentração de conídios foi 

estimada em câmara de Neubauer e ajustado o número de conídios/ml em 5 ml. Foram 

realizadas quatro repetições independentes, tanto para mosquitos mortos que tinham 



25 

 

25 

 

sido expostos a diferentes concentrações de conídios, quanto para mosquitos mortos que 

foram expostos a diferentes formulados. 

 

 

                                 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.8 ANÁLISE DE DADOS 

 

Os resultados foram examinados com análise de variância (ANOVA) e teste de 

comparação múltipla Student-Newman-Keuls. Médias foram consideradas 

significativamente diferentes com p < 0,05. Para cálculo do tempo letal (TL) e 

concentração letal (CL) de 50 e 90% dos indivíduos foi realizada análise de probit.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9 - Transferência de mosquitos mortos após 

período de incubação para tubos de emsaio de vidro com 

Tween 80
®
 (0,1%). 
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5 RESULTADOS 

 

5.1 Efeito de aditivos sobre a mortalidade acumulada 

 

Mosquitos adultos expostos à terra diatomácea (KD), apresentaram uma leve 

alteração no comportamento. Estes mosquitos, em comparação aos mosquitos expostos 

a óleos (vegetal ou mineral) e aos mosquitos do grupo controle, tiveram uma maior 

frequência da friccionação das patas entre si e das patas contra a cabeça, principalmente 

nas antenas e probóscida. 

Os primeiros adultos morreram entre 24 e 72 h de exposição a Graxol
®
 a 0,25 e 

0,05 µl/cm
2
. Nos grupos de mosquitos expostos a KD, ao óleo mineral (N) ou às 

combinações de KD e óleos (N ou G), a mortalidade iniciou a partir do 4º dia de 

exposição. Neste período, todos os adultos do grupo controle tinham sobrevivido. A 

mortalidade acumulada até o 5º dia de exposição variou entre 5% (KD combinado com 

G a 0,25 µl/cm
2
) e 31,7% (G a 0,25 µl/cm

2
), não havendo efeito do aditivo sobre a 

mortalidade (F6,35 = 2,3; P = 0,06; Tab 1). Com 15 dias de exposição, o efeito dos 

aditivos sobre a mortalidade acumulada foi significativamente diferente (F6,35 = 31,9; P 

< 0,001; Tab. 1)  de KD com óleos e para KD e G nas duas concentrações (Fig. 10). Os 

tempos letais para matar 50% (TL50) dos adultos foram de 5,3 dias para G a 0,25 µl/cm
2
 

e 10,8 dias para N, e o TL90 variou entre 10,1 dias (G a 0,25 µl/cm
2
) e 18,4 dias (N) 

(Tab. 1). 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 10- Copo com mosquitos mortos após 15 dias 

de exposição à KeepDry
®
. 
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5.2 Efeito da concentração de conídios sobre a mortalidade acumulada 

 

 Os adultos sobreviveram nos dois primeiros dias de exposição ao M. anisopliae 

IP 46 independentemente das concentrações de conídios testadas (10
5
 a 3,3 x 10

7
 

conídios/cm
2
). Os primeiros mosquitos mortos foram encontrados após 3 dias de 

exposição, nas concentrações 10
7
 e 3,3 x 10

7
, conídios/cm

2
 e a partir do 4º dia nas 

demais concentrações. Houve um efeito altamente significativo da concentração na 

mortalidade acumulada em até 5 dias (F5,18 = 47,4; P < 0,001) e 15 dias (F5,18 = 32; P < 

0,001; Tab. 2). As concentrações letais para matar 50% (CL50) e 90% (CL90) dos adultos 

foram de 5,8 x 10
6
 e 1,7 x 10

7
 conídios/cm

2
 com 5 dias de exposição, e 2,7 x 10

5
 e 2,4 x 

10
6
 conídios/cm

2
 com 10 dias de exposição respectivamente (Tab. 3). Na maior 

concentração de conídios (3,3 x 10
7
 conídios/cm

2
) foram encontrados os menores 

valores de TL50 e TL90 com 3,8 e 4,6 dias, respectivamente. Na menor concentração de 

conídios testada (10
5
 conídios/cm

2
), os mosquitos adultos sobreviveram por mais tempo 

com TL50 de 11,7 dias e TL90 de 19,3 dias (Tab. 2). Não houve mortalidade no grupo 

controle em nenhuma repetição. Com base no valor de CL50 (5,8 x 10
6
) e seu respectivo 

intervalo de confiança (2 x 10
6
 – 1,3 x 10

7
) para 5 dias de exposição, a concentração de 

3,3 x 10
6
 conídios/cm

2
 foi selecionada para avaliar o efeito de aditivos em formulações 

com conídios de IP 46 em A. aegypti. 

 

5.3 Efeito de formulados sobre a mortalidade acumulada 

  

A mortalidade iniciou ao 3º dia de exposição ao formulado IP 46 + KD e ao 

formulado IP 46 + KD + N. Em grupos de mosquitos expostos somente a conídios de IP 

46 e ao formulado IP 46 + KD + G, a mortalidade teve início a partir do 4º de 

exposição, enquanto que, para os demais formulados (IP 46 + N e IP46 + G) foi a partir 

do 5º dia (Tab. 4). O efeito dos formulados sobre a mortalidade acumulada foi 

significativamente diferente tanto em até 5 dias de exposição (F11,36 = 2,2; P = 0,03) 

quanto em 15 dias (F11,36 = 16,3; P < 0,001; Tab. 4). Em 5 dias de exposição não houve 

mortos em grupos de mosquitos expostos apenas a Graxol
®
 a 0,05 µl/cm

2
 e no grupo 

controle, já nos demais formulados e aditivos a mortalidade acumulada variou entre 

7,5% (KD; KD + N; KD + G; IP 46 + N; IP 46 + G) e 30% (N; IP 46 + KD + G).  Com 
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15 dias de exposição não houve mortalidade no grupo controle e os valores da 

mortalidade acumulada foram de 17,5% (G) e acima de 75% nos demais formulados e 

aditivos (Tab. 4). O tempo letal para matar 50% (TL50) dos adultos foi de 5,8 dias para o 

formulado IP 46 + KD e IP 46 + KD + N e 17,6 dias para o aditivo G. Para matar 90% 

(TL90), os valores variaram entre 7,5 dias para o formulado IP 46 + KD + N e 21,9 dias 

para o aditivo G. A adição da combinação de terra diatomácea com óleo (G ou N) aos 

conídios de IP 46, diminuíram o tempo necessário para matar 90% dos mosquitos 

(TL90) comparado ao TL90 apresentado por apenas conídios de IP 46 (Tab. 4). Isso 

demonstra um leve efeito dos aditivos nos formulados de IP 46. 

 

5.4 Efeito do tempo de exposição sobre a mortalidade acumulada 

 

 Mosquitos mortos foram encontrados a partir do 3º dia de avaliação 

independentemente do tempo que estiveram expostos ao formulado (IP 46 + KD + N), 

ao fungo (IP 46) ou à combinação da terra diatomácea com o óleo mineral (KD + N). 

Não houve efeito do tempo de exposição na mortalidade acumulada em até 5 dias de 

avaliação (F14,45 = 1,3; P = 0,25). Os valores da mortalidade acumulada para esse 

período variaram entre 10% para grupos de mosquitos expostos ao KD + N por 0,016 h 

e 38% para mosquitos expostos ao formulado (IP 46 + KD + N) durante 120 h (Tab. 5). 

Com 15 dias de avaliação houve efeito do tempo de exposição na mortalidade 

acumulada (F14, 45 = 2,7; P = 0,006), com valores de 42,5% para mosquitos expostos a 

KD + N por 0,016 h e acima de 67,5% para os demais grupos de mosquitos (Tab. 5). 

Grupos de mosquitos expostos ao formulado (IP 46 + KD +  N) durante 120 h 

apresentaram menor tempo para matar 50 e 90% dos indivíduos com valores de 5,2 e 

7,8 dias, respectivamente. Enquanto que grupos expostos ao KD + N por 0,016 h, 

apresentaram os maiores valores tanto para TL50 (11,4 dias) quanto TL90 (25 dias). Uma 

análise de variância foi realizada separadamente para cada tratamento: formulado com 5 

dias de avaliação (F4,15 = 0,7; P = 0,6), com 15 dias de avaliação (F4,15 = 0,90; P = 0,5); 

terra diatomácea e óleo mineral (F4,15 = 1,7; P = 0,2; F4,15 = 1,3; P = 0,3) para o 5º e 15º 

dia de avaliação respectivamente e para conídios de IP 46 com F4,15 = 0,3; P = 0,9 no 5º 

dia de avaliação e F4,15 = 0,9; P = 0,5 no 15º dia de avaliação. Estes resultados 

mostraram que não houve efeito do tempo de exposição na mortalidade acumulada (Fig. 
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11, 12 e 13). A mortalidade no grupo controle (copo sem tratamento) durante todo 

período de avaliação foi menor que 5% (Tab. 5). 

 

5.5 Efeito de formulados sobre a conidiogênese quantitativa 

 

O crescimento de micélio sobre adultos mortos iniciou com 2 dias de incubação 

em câmara úmida, independentemente da concentração de conídios, do tipo de  

formulado a que os mosquitos foram expostos anteriormente e do tempo de exposição 

aos mesmos. Novos conídios de IP 46 sobre cadáveres foram visualmente detectados a 

partir do 3º dia de incubação nas formulações de KD em combinação com óleos (IP 46 

+ KD + N e IP 46 + KD + G), e a partir do 4º dia nas demais formulações e em todas as 

concentrações de conídios testadas (Fig. 14). Em mosquitos expostos somente a 

conídios em concentrações diferentes, o número de conídios encontrados nos cadáveres, 

após uma incubação de 10 dias, variou entre 4,9 x 10
6
 (a 10

5
 conídios/cm

2
) e 13,4 x 10

6
 

conídios (a 3,3 x 10
7
 conídios/cm

2
), e não houve efeito significativo da concentração 

inicial de conídios testada sobre a conidiogênese quantitativa em mosquitos mortos (F 

4,10 = 1,3; P = 0,36; Tab. 2). Já em mosquitos expostos a diferentes formulados, a 

conidiogênese quantitativa sobre os cadáveres foi significativamente diferente (F5,139 = 

12; P < 0,01; Tab. 4). Os valores de conídios encontrados em cada mosquito morto 

variaram ente 3,8 x 10
6
 conídios (IP 46 + G) e 5,7 x 10

6
 conídios (IP 46 + KD + G). 

Também foi encontrada diferença significativa (F9,158 = 3,67; P = 0,003; Tab. 5) no 

número de conídios sobre os cadáveres de mosquitos que foram expostos em tempos 

diferentes ao fungo e ao formulado IP 46 + KD + N. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11- Novos conídios de Metarhizium 

anisopliae em Aedes aegypti, após 10 dias de 

incubação. 



30 

 

30 

 

Tabela 1.  Mortalidade acumulada (%; ± erro padrão, EP) com 5 e 15 dias de exposição e tempo 

letal (dias) para matar 50 ou 90% (TL50 e TL90 com respectivos intervalos de confiança de 

95%, slopes e EP) de adultos de Aedes aegypti, expostos a aditivos separadamente ou em 

combinações. 

Dez adultos foram expostos a copo plástico com 336 cm ² de área total da superfície interna, previamente 

tratada ou não (controle) com KeepDry® (KD), óleo mineral Naturol® (N), óleo vegetal Graxol® (G), 

combinados KD e N ou KD e G, incubados a 75 ± 5% UR e 25 ± 1ºC até 15 dias. Os valores (calculados 

para seis repetições independentes) na mesma coluna (mortalidades com base em análise de variância e 

teste SNK, P < 0,05; TL50 e TL90 IC 95%), seguidos por letra diferentes (a – c), foram significativamente 

diferentes entre si. *Mortalidade insuficiente para calcular TL50 e TL90. 

 

Tabela 2. Mortalidade acumulada (%; ± erro padrão, EP) com 5 e 15 dias de exposição 

e tempo letal (dias) para matar 50 ou 90% (TL50 e TL90 com respectivos intervalos de 

confiança de 95%, slopes e EP) de adultos de Aedes aegypti, expostos a Metarhizium 

anisopliae IP 46; conidiogênese quantitativa na fase saprobiôntica. 

 

Dez adultos foram expostos a copo plástico com 336 cm ² de área total da superfície interna, previamente 

tratada ou não (controle) com diferentes concentrações de conídios e incubados a 75 ± 5% UR e 25 ± 1ºC 

até 15 dias. Os valores (calculados para quatro repetições independentes) na mesma coluna (mortalidades 

com base em análise de variância e testa SNK, P < 0,05; TL50 e TL90 com seu IC 95%), seguidas por letras 

diferentes (a – d), foram significativamente diferentes entre si. *Mortalidade insuficiente para calcular 

TL50 e TL90. **Valores multiplicados por 10
6
. 
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Tabela 3. Concentração letal (conídios/ cm² dias) para matar 50 ou 90% (CL50 e CL90 

com seus respectivos intervalos de confiança de 95%, slopes e EP) de adultos de Aedes 

aegypti, expostos a Metarhizium anisopliae IP 46. 

 

Dez adultos foram expostos a copo plástico com 336 cm ² de área total da superfície interna, previamente 

tratada com diferentes concentrações de conídios (10
5 

– 3,3 x 10
7 

conídios/ cm
2
) e incubados a 75 ± 5% 

UR e 25 ± 1ºC até 15 dias. Os valores (calculados para quatro repetições independentes) na mesma coluna 

seguidos por letras diferentes (a – b) foram significativamente diferentes entre si. 

 

Tabela 4. Mortalidade acumulada (%; ± erro padrão, EP) com 5 e 15 dias de exposição 

e tempo letal (dias) para matar 50 ou 90% (TL50 e TL90 com respectivos intervalos de 

confiança de 95%, slopes e EP) de adultos de Aedes aegypti, expostos a aditivos 

separadamente ou a combinações de diferentes formulados de Metarhizium anisopliae 

IP 46; conidiogênese quantitativa na fase saprobiôntica. 

 

Dez adultos foram expostos a conídios de IP 46 (3,3 x 10
6
 conídios/ cm²) ou com KeepDry® (KD)a 0,6 

mg/cm², óleo mineral Naturol® (N) a 0,25 μL/ cm², óleo vegetal Graxol® (G) a 0,05 μL/ cm², 

combinados KD + N ou KD + G ou combinados com conídios de IP 46 (IP 46 + KD; IP 46 + N; IP46 + 

G; IP 46 + KD + N; IP 46 + KD + G), incubados a 75 ± 5% UR e 25 ± 1ºC até 15 dias. Os valores 

(calculados para quatro repetições independentes) na mesma coluna (mortalidades com base em análise 

de variância e teste SNK, P < 0,05; TL50 e TL90 IC 95%), seguidos por letra diferentes (a – c), foram 

significativamente diferentes entre si. * Mortalidade insuficiente para calcular TL50 e TL90. ** Valores 

multiplicados por 10
6
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Tabela 5. Mortalidade acumulada (%; ± erro padrão, EP) do 5º e  15º dia de avaliação de grupos de  adultos de Aedes aegypti expostos a  

conídios de Metarhizium anisopliae IP 46 formulados em terra diatomácea e óleo mineral em tempos diferentes  e tempos letais (dias) para matar 

50 e 90% (TL50 e TL90 com respectivos intervalos de confiança de 95%, slope e EP) e conidiogênese quantitativas na fase saprobiôtica. 

 

 

Dez adultos foram expostos em tempos diferentes: 0,016 h (60 s), 12 h, 48 h, 72 h e 120 h, a conídios de IP46 (3,3 x 10
6
 conídios/cm

2
) formulados em KeepDry ® (KD)a 0,6 

mg/cm
2
 e óleo mineral Naturol ® (N) a 0,25 µl/cm

2
 (IP 46 + KD + N) incubados a 75  5% UR e 25  1º C até 15 dias. Os valores (calculados para quatro repetições 

independentes) na mesma coluna (mortalidades com base em análise de variância e teste SNK, P <0,05; TL50 e TL90 com seu IC 95%), seguidos por letra diferentes (a – c), 

foram significativamente diferentes entre si. * Mortalidade insuficiente para calcular TL50 e TL90. ** Valores multiplicados por 10
6
. 
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Figura 12. Mortalidade acumulada de Aedes aegypti após exposição, em diferentes 

tempos, à combinação de terra diatomácea e óleo mineral (KD + N). 
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Figura 13. Mortalidade acumulada de Aedes aegypti após exposição, em 

diferentes tempos, a conídios de Metarhizium anisopliae IP 46 a 3,3 x 10
6
 

conídios/cm
2
. 
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Figura 14. Mortalidade acumulada de Aedes aegypti após exposição, em diferentes 

tempos, a conídios de Metarhizium anisopliae IP 46 a 3,3 x 10
6
 conídios/cm

2
 

formulados em terra diatomácea e óleo mineral (IP 46 + KD + N). 
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6 DISCUSSÃO 

 

6.1 Toxicidade de aditivos  

 

A toxicidade é a medida do potencial tóxico de uma substância. Alguns fatores 

como: frequência da exposição, duração da exposição e via de administração 

influenciam na toxicidade. Além disso, existe uma relação direta ente a frequência e a 

duração da exposição no efeito tóxico de uma substância (VERNALHA et al., 1977). 

Neste estudo, a toxicidade dos aditivos foi comprovada mediante a mortalidade 

acumulada de adultos de A. aegypti. Sendo assim, os resultados mostraram que a terra 

diatomácea (KD) e ambos os óleos, mineral (N) e vegetal (G), separadamente ou em 

combinações nas concentrações testadas, apresentam toxicidade para os mosquitos 

adultos de A. aegypti.  Pois em uma exposição prolongada, houve efeito altamente 

significativo dos aditivos na mortalidade acumulada dos mesmos. 

O efeito tóxico da terra diatomácea está bem esclarecido para pragas de grãos 

armazenados e insetos urbanos, e este produto é comercializado como inseticida para o 

controle destes insetos (ALVES et al., 2006, FAULDE et al., 2006; ATHANASSIOU et 

al., 2007). Porém, em mosquitos adultos, os efeitos da terra diatomácea ainda não estão 

bem estabelecidos. Em um experimento com escolha multiopcional para sítios de 

oviposição, Lobo e Luz, (dados não publicados), mostraram que tanto fêmeas quanto 

machos de A. aegypti, pousaram sobre papel filtro tratado com terra diatomácea 

independentemente da concentração testada. Indicando então, que possivelmente, não 

há um efeito repelente deste produto para adultos de A. aegypti. Em outro estudo, Luz et 

al. 2012 no prelo, mostraram que terra diatomácea não possui ação repelente nem efeito 

tóxico para ninfas de Triatoma. infestans.  

A ação abrasiva e absorbente da terra diatomácea, provavelmente, provocou um 

estresse nos mosquitos adultos, tornando-os assim mais susceptíveis à atividade tóxica 

da mesma. Isso pode ser explicado pelo aumento do mecanismo de limpeza da 

superfície do próprio corpo apresentado pelos adultos expostos à terra diatomácea 

quando comparados aos demais tratamentos. 

No presente estudo, os resultados comprovaram o efeito tóxico do óleo vegetal 

Graxol
®
 mesmo em baixa concentração do óleo (0,05 µl/cm

2
). A vulnerabilidade destes 
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adultos ao óleo vegetal pode ter aumentada devido ao estresse provocado pela 

incubação ou por substâncias tóxicas eventualmente geradas pela degradação química 

do óleo pela microbiota presente na cutícula (LUZ et al., 2012). Resultados semelhantes 

foram encontrados em um estudo onde o mesmo óleo vegetal foi testado em três 

concentrações (0,1, 1 e 10 µl/cm
2
) e as concentrações crescentes do óleo não só 

aumentaram a mortalidade dos mosquitos como também repeliram fêmeas grávidas 

(Lobo e Luz dados não publicados). Fica claro então que, óleo vegetal Graxol
®
, além de 

apresentar atividade tóxica para adultos de A. aegypti possui ação repelente aos 

mesmos. 

A toxicidade de óleo mineral para adultos de A. aegypti não está esclarecida, 

uma vez que, até esse momento, nenhum estudo foi encontrado referente ao efeito 

tóxico ou repelente de óleos minerais para mosquitos de A. aegypti. Sendo assim, os 

resultados deste estudo relatam pela primeira vez a toxicidade de um óleo mineral 

(Naturol
®

) para mosquitos adultos, por meio de uma exposição prolongada.  

A combinação de terra diatomácea e óleos (vegetal ou mineral) não reforçou o 

efeito tóxico destes aditivos em adultos. Talvez isso tenha ocorrido porque a terra 

diatomácea absorveu o óleo retardando assim a eficácia de ambos. Resultados diferentes 

foram mostrados por LUZ et al., (2012 no prelo), onde a combinação de terra 

diatomácea e óleo vegetal apresentou um efeito altamente significativo sobre a 

mortalidade acumulada de ninfas de T. infestans. 

 

6.2 Susceptibilidade de A. aegypti a M. anisopliae formulado ou não  

 

Adultos de A. aegypti são altamente susceptíveis à infecção fúngica (LELES et 

al., 2010, GARCÍA-MUNGUIA, 2011). Os resultados mostraram que 

independentemente da concentração de conídios, M. anisopliae IP 46 apresenta 

toxicidade contra os adultos de A. aegypti mesmo em condições subotimais para o 

desenvolvimento do fungo (75% UR). Porém, maiores concentrações do fungo (10
7
 e 

3,3 x 10
7 

conídios/cm
2
), precisaram de menos tempo para matar os adultos. Dados 

semelhantes a estes foram relatados por SCHOLTE et al., 2003, mostrando que maiores 

concentrações de M. anisopliae também levam menor tempo para matar adultos de An. 

gambiae. 
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A combinação de IP 46 com terra diatomácea e óleos mostrou um leve efeito 

sinérgico porque matou mais mosquitos em menor tempo quando comparado a somente 

conídios de IP 46. Isso provavelmente ocorreu porque o óleo não só aumentou a adesão 

de conídios na cutícula do adulto (LUZ & BATAGIN, 2005) como também de 

partículas de sílica. Sendo a abrasão e o dissecamento da cutícula, uma das propriedades 

da terra diatomácea (PINTO JÚNIOR et al., 2008), hipoteticamente, um estresse foi 

gerado e levou o mosquito adulto a se friccionar com maior frequência removendo 

então mais escamas da cutícula (o que promove o contato de mais conídios com a 

mesma), havendo então aumento na evaporação de água,o que facilitou uma invasão por 

maior número de conídios e também proporcionou um microclima favorável ao 

desenvolvimento do entomopatógeno. Além do mais, a combinação de 

entomopatógenos com terra diatomácea já foi apresentada como controle de insetos, 

principalmente contra pragas de grãos armazenados, PINTO JÚNIOR et al., (2008). 

Este estudo então, relata pela primeira vez o efeito sinégico entre fungo, terra 

diatomácea e óleo em baixa umidade em adultos de A. aegypti.  

A combinação de entomopatógenos com terra diatomácea já foi apresentada 

como mecanismo de controle de insetos, principalmente contra pragas de grãos 

armazenados (PINTO JÚNIOR et al., 2008). Isso porque a abrasão e o dessecamento da 

cutícula, são uma das propriedades da terra diatomácea (PINTO JÚNIOR et al., 2008). 

Luz; Batagin, (2005), mostraram que em barbeiros, a presença de óleo em formulados 

fúngicos, aumentou a adesão de conídios e também de sílica na cuticula do adulto. 

Neste estudo, a combinação de IP 46 com terra diatomácea e óleos mostrou um aumento 

no número de mosquitos mortos, em menor tempo de exposição,  quando comparados a 

tratamento contendo somente conídios de IP 46. Isso hipoteticamente ocorreu, porque 

um estresse foi gerado e levou o mosquito adulto a se friccionar com maior frequência 

removendo então mais escamas da cutícula (o que promove o contato de mais conídios 

com a mesma), aumentando assim a evaporação de água, o que facilitou uma invasão 

por maior número de conídios e também proporcionou um microclima favorável ao 

desenvolvimento do entomopatógeno. Sendo assim, este estudo, relatou pela primeira 

vez o efeito sinégico entre fungo, terra diatomácea e óleo em baixa umidade para 

adultos de A. aegypti.  
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6.3 Tempo de exposição 

 

 Mosquitos adultos são frágeis e isso invibializa a aplicação direta de formulados 

sobre os mesmos. Por este motivo, nos bioensaios deste trabalho, os formulados foram 

aplicados indiretamente por meio de exposição permanente dos adultos por até quinze 

dias a um substrato tratado, o que não corresponde à realidade, onde adultos têm 

multiplas escolhas de abrigo. Por isso, estudos sobre o tempo mínimo necessário para 

conídios infectarem e matarem mosquitos adultos, são de grande importância para o 

desenvolvimento de estratégias de controle integrado em campo. A escolha dos tempos 

de exposição deste trabalho foi selecionada a fim de representar períodos realistas de 

exposição. O menor tempo (0,016 h) foi baseado na hipótese de um pouso rápido de 

adultos para um descanso, considerando que o mesmo seja “perturbado” (pela presença 

humana, ou predador, ou até mesmo por alguma substância repelente) fazendo-o voar 

novamente. O tempo de 12 h foi selecionado com base no período, após o crepúsculo, 

em que o mosquito adulto repousa para dormir (FORATTINI, 2002). Já os tempos de 

48 e 72 h foram baseados no período em que fêmas alimentadas de sangue, permanecem 

em repouso nos lugares chamados de abrigo pós-prandial até que ocorra a digestão do 

sangue ingerido (FORATTINI, 2002). O tempo de 120 h foi selecionado com base nos 

bioensaios anteriores onde o formulado IP 46 + KD + N e apenas conídios de IP 46 

levaram cerca de 120 h para matarem 50% dos adultos. Os resultados deste estudo 

mostraram que tanto em um contato curto (0,016 h) quanto em um longo contato (120 

h) de adulto de A. aegypti com conídios de IP 46 formulados ou não, é suficiente para 

causar  infecção e levá-lo a morte. Os resultados mostraram também que o efeito de 

doses baixas de conídios (3,3 x 10
6
 conídios/cm

2
) em curto período de exposição e em 

baixa umidade, não é necessariamente anulado pela resposta imunológica do mosquito. 

Dados semelhantes a estes já foram apresentados para An. gambiae com B. bassiana e 

M. anisopliae (MNYONE et al., 2009). 

 

6.4 Conidiogênese quantitativa 

 

 Maiores números de novos conídios sobre mosquitos mortos por infecção foram 

encontrados nos grupos de adultos expostos a conídios de IP 46 formulados em terra 
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diatomácea (KD). Provavelmente a desidratação da cutícula causada pela terra 

diatomácea aumentou a umidade proporcionando um microclima favorável ao 

desenvolvimento do fungo. 

A presença de novos conídios de M. anisopliae IP 46 sobre mosquitos mortos 

em locais de concentração de adultos, como abrigos e criadouros, aumenta a dispersão 

deste entomopatógeno. Pois este locais são frequentados por mosquitos sadios que 

podem se infectar. Por isso, a intervenção com micoinseticidas em criadouros naturais 

ou simulados, onde o fungo é protegido contra radiação ultravioleta e temperaturas 

extremas, onde os adultos de A. aegypti podem permanecer por um período prolongado, 

parece ser uma estratégia promissora para o controle integrado deste mosquito. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



41 

 

41 

 

7 CONCLUSÃO E CONSIDERAÇÕES FINAIS  

 

 

Os resultados apresentados neste estudo comprovaram que: 

 • Adultos de A. aegypti são susceptíveis a conídios de IP 46 mesmo em baixas 

concentrações e com umidades relativas subotimais para o desenvolvimento do fungo. 

• Terra diatomácea e óleos vegetal e mineral, nas concentrações testadas, 

possuem toxicidade para adultos de A. aegypti em condições de laboratório. 

• Formulados de conídios em terra diatomácea apresentaram maior número de 

novos conídios sobre os mosquitos mortos por infecção.  

• Embora não haja efeito sinérgico destes aditivos em formulações com 

propágulos fúngicos, IP 46 formulados com KeepDry
®

 e Naturol
®
 (KD + N) são 

promissores para o controle de adultos de A. aegypti. 

• Um curto período de exposição (0.016 h) a conídios de IP 46, formulado ou 

não, é suficiente para infectar e matar mosquitos adultos.  

Sendo assim, novos estudos que avaliem a repelência de Naturol
®
 em diferentes 

concentrações para A. aegypti irão contribuir com o desenvolvimento de micoinseticidas 

para o controle deste mosquito. 
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