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“Quem observa o vento, nunca semeara, € o que olha para as
nuvens nunca segara.”

Eclesiastes 11: 4
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RESUMO

Aedes aegypti € o vetor da dengue e da febre amarela urbana no Brasil. A eliminacao
deste mosquito é uma estratégia para o controle da dengue, e medidas como o controle
integrado, tem sido adotadas. Fungos entomopatogénicos como Metarhizium anisopliae
possuem atividade ovicida, larvicida e adulticida em A. aegypti, por isso, sdo de grande
interesse para um controle deste mosquito. Formulagdes fungicas a base de agua, 6leo,
agua-oleo e pd, podem auxiliar o fungo na superacéo de efeitos adversos no ambiente e
potencializar sua acdo entomopatogénica. Entretanto, pouco se sabe sobre o efeito de
aditivos nas formulagdes em adultos de A. aegypti. O presente estudo relata o efeito de
terra diatomacea e 6leos (vegetal e mineral), formulados ou ndo com conidios de M.
anisopliae IP 46 em adultos de A. aegypti, o efeito de diferentes tempos de exposicéo
sobre a mortalidade acumulada destes mosquitos e o efeito de formulados sobre
conidiogénese quantitativa em adultos mortos por infeccdo. Foram testados 6leo vegetal
Graxol® em duas concentragdes (0,25 e 0,05 pl/cm?), 6leo mineral Naturol® a 0,25
ul/cm? e terra diatomacea KeepDry® a 0,6 mg/cm?. Primeiramente os aditivos foram
avaliados separadamente e também em combinacdes (KeepDry® + Graxol®; KeepDry®
+ Naturol®). Posteriormente formulacdes oleosas ou combinagdes de IP 46 a 3,3 x 10°
conidios/cm? + KeepDry® + 6leos (Graxol® ou Naturol® ) foram testadas. Aditivos e
formulagdes foram aplicados na &rea interna de copos plésticos. 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 solucdo agucarada a 10%. Para avaliar o
efeito do tempo de exposicdo, mosquitos foram expostos a conidios de IP 46 (3,3 x 10°
conidios/cm?) formulados em terra diatomacea e 6leo mineral durante 0,016 h (60s), 12
h, 48 h, 72 h e 120 h. Um grupo controle sem tratamento foi mantido nas mesmas
condicdes. A mortalidade foi avaliada, diariamente, por 15 dias. Mosquitos mortos por
infeccdo fungica foram incubados por 10 dias em cdmara Umida com umidades relativas
perto de saturagdo (> 98%) e em seguida suspensos em Tween 80® (0,1%) para
quantificacdo de conidios em cdmara de Neubauer. Os resultados mostraram que 0s
aditivos possuem toxicidade para adultos de A. aegypti e efeito sobre a mortalidade
acumulada (Fs,3s = 31,9, P = 0,0001). Conidios de IP 46 combinados com KeepDry®

puro ou em associa¢Ges com 0Oleos apresentaram menor tempo para matar 50% (TLso)
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dos mosquitos e o formulado IP 46 + KD + N, levou menos tempo para matar 90%
(TLoo) que foi 7,5 dias. N&o houve diferenca significativa do tempo de exposicdo sobre
a mortalidade acumulada de adultos expostos a conidios de IP 46 formulados ou ndo. O
crescimento de micélio sobre adultos mortos teve inicio com 2 dias de incubacdo em
camara Umida. Novos conidios de IP 46 foram visualizados a partir do 3° dia
independentemente da concentracdo de conidios e do tipo de formulado em que os
mosquitos tinham sido expostos anteriormente. O efeito do formualado sobre a
conidiogénese quantitativa em mosquitos mortos foi significativamente diferente (Fs,18=
3,8; P = 0,02), sendo encontrado maior nimero de conidios em mosquitos que foram
expostos ao formulado IP 46 + KeepDry®. A combinacgdo de conidios 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 entomopatogénicos, toxicidade de aditivos, diferentes

tempos de formulacao
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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 pl/cm?), as well as Naturol® mineral oil
(0,25 pl/cm?) and KeepDry® diatomaceous earth (0,6 mg/cm?). 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 10°
conidia/cm? + 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 10° conidia/cm?)
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 (Fe,35s = 31,9, P = 0,0001). IP 46 conidia combined
to pure KeepDry® or on oil associations took shorter to kill 50% (TLso) of mosquitoes
and the IP 46 + KD + N combination took less time to kill 90% (TLgo), 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 3™ 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 (Fs,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

XiX



1 INTRODUCAO

1.1 Aedes aegypti

Aedes aegypti € um artrépode pertencente a ordem Diptera, familia Culicidae e
subfamilia Culicinae. Evidéncias faunisticas de A. aegypti na Africa indicam que a
espécie surgiu nesse continente, na regido da Etiopia, tendo sido introduzido nas
Américas pelas expedicdes colonizadoras dos europeus (SILVA; SILVA 1999). Com
distribuicio mundial, geralmente pode ser encontrado em &reas 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 bioldgicos e morfoldgicos

A. aegypti possui desenvolvimento holometabdlico, com fases de ovo, larva,
pupa e adulto (Fig. 1). Com excecao da fase adulta, que € terrestre, as outras fases sdo
aquaticas. Machos e fémeas possuem habitos diurnos, acasalando e alimentando-se
durante o dia. Ambos alimentam-se de seiva de plantas, mas as fémeas necessitam de
sangue como fonte de proteina para maturar seus ovos, por isso, sdo responsaveis pela
transmissao de patdgenos (FORATTINI, 2002). Uma mesma fémea pode alimentar-se
de sangue diversas vezes no mesmo hospedeiro ou em hospedeiros diferentes (SCOTT
et al., 1993) que sdo na maior parte vertebrados, inclusive o homem. Regifes mais
baixas do corpo humano sdo preferencialmente as mais picadas, como por exemplo, as
partes inferiores das pernas e os pés (EIRAS, 2005).

As fémeas possuem um complexo sistema sensorial, formado por varios tipos de
receptores, como o0s de temperatura e umidade. Estimulos visuais, tateis e olfatorios no
ambiente, que podem atrair ou repelir a fémea, como por exemplo cor, densidade Optica,
textura, refringéncia do substrato, umidade e temperatura sdo utilizados na selecdo dos
sitios de oviposicdo (BADANO; REGIDOR, 2002). A presenca de bactérias e fungos

saprobidnticos e seus metabdlitos volateis, em aguas poluidas ou em infusdes a base de
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gramineas, também sdo estimulos atraentes para fémeas de A. aegypti e outros
mosquitos, no momento da oviposicdo (NAVARRO et al., 2003). Por serem bem
adaptadas ao ambiente urbano, as fémeas utilizam recipientes em lugares sombreados,
proximos & superficie da &gua ou sobre substratos adjacentes, no domicilio ou
peridomicilio, para realizar ovipostura (MADEIRA et al., 2002). Uma fémea pde,
durante dois meses, cerca de oitenta ovos (MICIELLI; CAMPOS, 2003). Em um
mesmo ciclo gonotréfico a fémea pode colocar ovos em varios criadouros, garantindo
assim sobrevivéncia e dispersdo melhor de sua prole. Esse comportamento tem sido
chamado de saltos de oviposicdo (REITER, 1991). Tanques de armazenamento de gua
e vasilhames temporarios, dentro e fora das casas, como potes, barris, pneumaticos
usados, latas, garrafas e vasos de plantas, frequentemente sdo selecionados como sitios
de oviposicdo e para 0 desenvolvimento de sua fase larvaria. Ovos e larvas também
podem ser encontrados em calhas de telhado, bambus cortados e axilas de folhas
(MANGUDO et al., 2010).

PRIMEIRC ESTADIO iy
DA LARVA

SEGUNDO ESTADIO
DA LARVA

TERCEIRA ESTADIO
DA LARVA

QUARTO ESTADIO
DA LARVA

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

Os ovos sao elipticos, alongados, fusiformes e medem cerca de 1 mm de
comprimento. No momento da postura sdo brancos, no entanto, apds algumas horas
adquirem coloracdo enegrecida e tonalidade brilhante (FORATTINI, 2002). Com
temperatura em torno de 27° C e umidade relativa de 80%, o desenvolvimento
embrionario se completa em 48 horas. Estando completamente amadurecido, 0 ovo
resiste as situacfes adversas como dessecacdo, baixa de temperatura e insolacéo,
estabelecendo a diapausa dentro do ovo. A presenca de uma cuticula serosa constituida
por quitina e a existéncia de expressdo génica relacionada tanto com a producdo de
quitina quanto de lipideos importantes para o0 processo de impermeabilizacdo
(REZENDE et al., 2008), a temperatura (FARNESI et al., 2009) e a rigidez do corion
(PEREIRA et al., 2006), séo fatores que favorecem esse mecanismo de resisténcia.
Assim, 0s ovos resistem meses ou anos no ambiente, s6 eclodindo quando em contanto
com a agua (SILVA; SILVA, 1999; JULIANO et al., 2002; LUZ et al., 2008). Durante
esse periodo de resisténcia, 0s ovos podem ser transportados a grandes distancias,
tornando-se o principal meio de dispersdo do inseto. Essa resisténcia € um sério
obstaculo para a erradicagdo do mosquito. A diapausa € interrompida ndo s6 apos
submersdo dos ovos na dgua, como também por agitacdo, variacdes de temperatura e
devido a estimulos por metabodlitos de microrganismos (LIVDHAL et al., 1984;
EDGERLY; MARVIER, 1992).

As larvas sdo vermiformes, alongadas e esbranquicadas. Possuem cabeca e 0
corpo é formado por térax e abdome. A cabeca possui um par de antenas, olhos
compostos e aparelho bucal mastigador-raspador. O térax é globoso, mais largo que a
cabeca, com segmentos fundidos e revestidos por cerdas. No oitavo e Gltimo segmento
localiza-se o sifdo respiratério que é curto, grosso e escuro (FORATTINI, 2002).
Encontradas principalmente em recipientes de pequeno porte (STEIN et al., 2011), sdo
exclusivamente aquaticas, possuem vida livre e representam os periodos de alimentagédo
e crescimento do mosquito. Alimentam-se de particulas organicas presentes na agua,
como alguns tipos de algas (AHMAD et al., 2001) e a filtracdo é a forma mais comum
de alimentacdo (CONSOLI; OLIVEIRA, 1998). Seu ciclo de vida compreende quatro
estadios (L1- L4) e o completo desenvolvimento da fase larval ocorre em cerca de 8 a

10 dias e ¢ influenciado pela temperatura, luminosidade, salinidade e poluentes
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orgénicos e inorganicos (FORATTINI, 2002), e também pela disponibilidade de
alimento e densidade populacional no criadouro (BESERRA et al., 2006).

A pupa, por possuir a cabeca unida ao torax, formando o cefalotérax, tem
aspecto de virgula (Fig. 1). E mdvel, mas geralmente fica parada na superficie da agua,
ndo se alimenta e desenvolve-se em dois dias. Este é o0 estagio de vida que representa a
transicdo do individuo do meio aquatico para o terrestre (FORATTINI, 2002).

O adulto de A. aegypti mede cerca de 3-6 mm de comprimento, possui 0 corpo
delgado, pernas longas com manchas prateadas e apresenta um par de asas funcionais e
outro par de asas transformado em balancins. A cabeca tem um par de antenas com 15 a
16 articulos cada, sendo plumosas nos machos e pilosas nas fémeas. Possui também
probdscida e um par de palpos maxilares, que sdo mais curtos que a proboscida nas
fémeas e mais longos que a probdscida nos machos (Fig. 2). As fémeas possuem
aparelho bucal do tipo picador (sugador-pungitivo) e os machos do tipo sinfonador-
sugador. Os olhos compostos ocupam grande parte da porcao antero-lateral da cabeca e
sdo constituidos de pequenos omatideos, que séo responsaveis por captar a luz. O térax
é divido em protdrax, mesotorax, onde estdo inseridas as asas, metatérax, onde estdo o0s
balancins. O escudo caracteristico 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 anus e genitdlia externa. O térax, as pernas, as asas € 0

abdome séo revestidos por escamas e, em geral, apresentam a cor marrom médio
(FORATTINI, 2002).

Figura 2. Cabeca de culicineo em vista superior — A, Culicinae fémea; B,
Culicinae macho. a: Antena; pa: Palpo maxilar; pr: Probdscida (Fonte: Eiras
2005).



1.1.2 Importancia como vetor

A fémea de A. aegypti previamente infectada, transmite aos humanos os virus da
febre amarela urbana e da dengue (FOLEY et al., 2007). Ela adquire a infeccdo por
respasto sanguineo em um individuo infectado, ou pela via transovariana (CONSOLLI;
OLIVEIRA, 1998). A febre amarela urbana foi erradicada no Brasil em 1942, em
consequéncia da utilizagdo de vacina, mas h& um risco de reurbanizacdo da febre
amarela silvestre. Isso porque individuos infectados no ambiente silvestre através de
outros vetores poderdo entrar em contato com A. aegypti no ambiente urbano, ainda no
periodo de incubacdo ou fase virémica da doenca. Assim, apos a infeccdo, o A. aegypti
podera transmitir a febre amarela urbana para pessoas ndo imunizadas (BARRET;
HIGGS, 2007).

A dengue, uma das arboviroses humanas mais importantes atualmente, € uma
doenca infecciosa febril causada por virus da familia Flaviviridae, do qual existem
quatro sorotipos. A dengue e suas formas graves (dengue hemorragica e sindrome do
choque da dengue) estdo hoje presentes em quase todos os estados do Brasil. A
ocorréncia dos quatro sorotipos (Den-1, Den-2, Den-3 e Den-4) no pais, potencializa o
risco de surgimento de epidemias de febre hemorragica por dengue, sobre tudo nas
grandes metrdpoles que tiverem epidemias por dois sorotipos.

Os dados divulgados pela Secretaria de Vigilancia em Satde do Ministério da
Salde da Semana epidemioldgica 1 a 39 de 2011 registraram um total de 721.546 casos
notificados de dengue no pais. Esses dados mostram uma reducdo de 24% no numero de
casos notificados de dengue em comparacdo ao ano de 2010 (944.662 casos notificados)
(Fig. 3). A regido Centro-Oeste teve uma reducdo de 78% de casos, mas o estado de
Goiés é 0 que detém a maior incidéncia de casos notificados da regido (Ministério da
Saude 2011).

A persisténcia e a progressdo desta virose estdo condicionadas a sobrevivéncia e
reproducédo do seu vetor no ambiente. Como néo existe ainda uma vacina para a dengue,

a eliminacéo do vetor é ainda a melhor estratégia para o controle da doenca.
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Figura 3. Incidéncia de dengue nos municipios brasileiros de janeiro a margo, 2010 e 2011.
(Fonte: Ministério da Saude 2011).

1.2 Controle de A. aegypti

O controle de A. aegypti tem sido alvo de campanhas politicas sanitaristas desde
1900, idealizadas por Oswaldo Cruz, para a erradicacdo da febre amarela urbana no Rio
de Janeiro. Através de ataques aos focos do vetor e participacdo voluntaria da
populacdo, o mosquito foi erradicado do pais entre as décadas de 1950 e 1960. Porém,
com o aumento da complexidade urbana, essas politicas tornaram-se ineficazes e houve
em 1976 a reintroducdo do mosquito no pais (TAUIL, 2002). Com isso, 0 Ministério da
Salde, através da Fundacdo Nacional de Saude (FUNASA), implantou diversos
programas visando controlar a transmissdo da doenca. Essas agdes sdo dirigidas a
populacdo e aos 6rgdos setoriais de saude e saneamento, buscando a eliminacdo dos
focos de criagdo no domicilio e peridomicilio (OPAS, 1995). Em todos os programas
houve uma associacdo entre campanhas para a eliminagdo de criadouros por meio de
politicas de conscientizagdo populacional associadas a vigilancia entomologica e

combate ao vetor, e 0 emprego de inseticidas quimicos, como por exemplo, 0 uso de
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temefds como larvicida e nebulizacdo térmica e atérmica para o controle de adultos
(BRAGA; VALLE, 2007).

1.2.1 Controle quimico

O controle quimico 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 0s insetos por VArios meses
(ROZENDAAL, 1997). Organofosforados, carbamatos e piretroides sdo outros
inseticidas comumente utilizados, de modo geral eles atuam sobre o sistema nervoso
central de insetos. Os organofosforados em especial sdo amplamente utilizados no
controle de vetores, pois sdo biodegradaveis e ndo se acumulam nos tecidos. Porém, tem
como principal desvantagem, a instabilidade quimica, o que torna obrigatoria a
renovacdo periddica de sua aplicacdo. Além disso, sdo mais toxicos para organismos
ndo-alvos mesmo em doses relativamente baixas (LUNA et al., 2004). Um exemplo é a
intoxicagdo aguda em vertebrados devido a inibig&o irreversivel da aceticolinesterase, o
que gera acumulo de acetilcolina nos receptores trazendo riscos a salde humana e
animal. Apesar desses indicios, o derivado da uréia, diflubenzuron, é o larvicida
sintético recomendado pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS) para tratamento
focal em depoésitos domiciliares de agua potavel, e o malathion e piretréides como
adulticidas (BRAGA; VALLE, 2007).

1.2.2 Resisténcia a inseticida

A. aegypti tem se adaptado a diferentes situacdes, tornando-se resistente aos
quimicos comumente utilizados. Casos de resisténcia de larvas ao temefds ja foram
notificados em diversas regides do Brasil como nos estados de Sdo Paulo (MACORIS et
al., 2003), Rio de Janeiro, Espirito Santo, Sergipe, Alagoas (BRAGA et al., 2004),
Ceara (LIMA et al., 2006) e Paraiba (BESERRA et al., 2007). Resisténcia de adultos a
cipermetrina também foi relatada no Parana (LUNA et al., 2004), Rio de Janeiro e
Alagoas (CUNHA et al., 2005).



A resisténcia de A. aegypti a esses produtos quimicos pode ocorrer como
resultado de fatores genéticos e operacionais. A resisténcia é uma caracteristica genética
que se insere numa populacdo em fungdo do uso de inseticidas. Ou seja, quanto mais o
inseticida é utilizado, maior € a selecdo de insetos resistentes na populagdo e maior o
nivel de resisténcia atingido (BARRETO 2005). Sendo assim, em muitas regifes, esse
desenvolvimento de resisténcia exige aplicacdo de doses crescentes de inseticidas, o que
pode aumentar o risco a saude humana (HEMINGWAY & RANSON 2000) e causar
grandes desiquilibrios ambientais que atingem tanto 0s insetos quanto o restante da
fauna e da flora da area afetada (D’AMATO et al. 2002). Por esses motivos, nos Gltimos
anos, pesquisas sdo realizadas para o desenvolvimento de medidas integradas de

controle de dengue.

1.2.3 Controle integrado

Os reguladores de crescimento sdo substancias quimicas que atuam como
inibidores da sintese da quitina ou analogos do horménio juvenil, impedindo assim a
ecdise e consequentemente matam as larvas (BORGES et al.,, 2004), tém sido
empregados como uma medida alternativa para o controle de mosquitos. Reguladores de
crescimento possuem acao especifica e apresentam riscos reduzidos de toxicidade para
vertebrados (BRAGA et al.,, 2005). O uso de inseticidas botanicos e bioinseticidas
também se apresentam como uma opcao econdmica e ecologicamente viavel (SILVA et
al. 2004).

O desenvolvimento de inseticidas botanicos a partir da pesquisa de principios
ativos em plantas é outra importante linha de estudo para controle de mosquitos (SILVA
et al., 2004, 2007, 2008 a). Substancias de baixo peso molecular, como o0s
fenilpropandides e os terpendides sdo os principais constituintes que estdo envolvidos
nas interacdes planta-inseto (ALVES, 2001). Substancia extraida 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

boténicos para o controle de A. aegypti, nenhum produto ainda foi comercializado.



1.3 Controle biol6gico

O controle biologico é também outra alternativa efetiva e segura para 0 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 larvéfago que
apresentou grande potencial para o controle de larvas de A. aegypti em criadouros
permanentes (CAVALCANTI et al., 2007), ou por meio de manipulacdo de
microrganismos. Produtos bioldgicos mostram-se eficazes, pois sdo mais especificos
quanto ao alvo, ndo apresentam risco a outros organismos, tem menor risco de danos ao
meio ambiente, uma vez que ndo agridem a flora e outros individuos da fauna e ndo sao
toxicos a humanos. Bactérias entomopatogénicas por terem acgéo rapida e seletiva foram
0s primeiros agentes de controle bioldgico efetivos contra larvas de mosquitos
(BECKER et al., 1998). Biolarvicidas a base de Bacillus thuringiensis israelensis (Bti)
sdo 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 a base
de e Bacillus sphaericus (Bs) também sdo 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 resisténcia de larvas as toxinas
bacterianas ja foram registrados (TABASHNIK, 1994), e isso aumenta o interesse da
comunidade cientifica para a busca de outros agentes de controle bioldgico de

mosquitos, principalmente por fungos.

1.4 Fungos entomopatogénicos

A maior parte das doencas naturais dos insetos e de outros artropodes (cerca de
oitenta por cento), sdo causadas por fungos (ALVES, 1998). Estima-se que exista mais
de setecentas espécies de fungos entomopatogénicos agrupadas em noventa géneros
(DESTEFANO et al., 2004). A grande biodiversidade de espécies e linhagens, como
seus metabdlitos secundarios toxicos, apresentam um enorme potencial para controle de
vetores e outras pragas (INGLIS et al., 2001; ZIMMERMANN, 2007), por isso nos

ultimos anos o conhecimento sobre a atividade de fungos entomopatogénicos como
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agentes de controle bioldgico de mosquitos vem aumentando (ALBERNAZ et al.,
2009). Fungos entomopatogénicos foram os primeiros patdgenos utilizados no controle
bioldgico de pragas e sdo importantes agentes para o controle de insetos de importancia
em saude publica (LUZ et al., 2003; Luz et al., 2004). O uso destes agentes apresenta
vantagens por serem mais especificos, por terem capacidade de dispersdo e
multiplicacdo, por serem patogenos de largo espectro e estarem dispersos em diferentes
ambientes, como solos, vegetais, agua e ar (INGLIS et al., 2001) e apresentarem grande
variabilidade genética e numero elevado de linhagens virulentas que sdo Uteis para o
controle de mosquitos. Além disso, ndo sdo agressivos a salde humana e ao meio
ambiente, mas podem induzir respostas caracteristicas de alergias (WARD et al., 1998).

O ciclo bioldgico de fungos entomopatogénicos, em insetos terrestres, se inicia
com a adesdo de formas infectantes, geralmente conidios, a cuticula do inseto (Fig. 4).
Em seguida inicia-se a germinacdo do conidio que se completa entre doze e vinte horas,
com formacdo de um tubo germinativo e hifas. Em alguns fungos ha formacédo de
apressorio e grampo de penetracdo. A penetracdo é favorecida pela pressao exercida
pelas hifas em é&reas membranosas ou esclerosadas associadas a enzimas como
proteases,  quitinases e  lipases, produzidas durante a  penetracdo
(KHACHATOURIANS, 1998). Proteases e metabdlitos secundarios toxicos sdo
considerados fatores chave para a eficiéncia do processo de invasdo (Moraes et al.,
2003). Apbs a penetracdo 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, destruicdo de plasmocitos infectados, encapsulacdo do
propagulo e formacdo de nddulos, sdo ativados para inibir o crescimento fangico. Um
fungo patogénico escapa do sistema imune através da excrecdo de toxinas que
suprimem a resposta imune do artropode infectado (PAL et al., 2007). Essas toxinas,
associadas a alteracdes patologicas na hemocele, devido ao crescimento de propagulos
fangicos causam a morte do inseto. No cadaver, o fungo coloniza o corpo gorduroso,
sistema digestivo, tubos de Malpighi, sistema nervoso, musculos e traquéias. Em
sequida, hifas emergem através de espiraculos e da cuticula na superficie e inicia a
producdo de novos conidios os quais serdo disseminados no ambiente através da &gua,
vento e animais, contaminando e infectando novos insetos. Géneros de fungos

entomopatogénicos como Metarhizium, Beauveria, Paecilomyces, sdo 0s mais
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estudados (KACHATOURIANS, 1998; FARIA; WRAIGHT, 2007). Dentre eles as
espécies mais pesquisadas sdo 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).
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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 entomopatogénica foi demonstrada pelos mesmos pesquisadores, que
utilizaram esse fungo no controle de praga do trigo Anisopliae austriaca, e de praga da
beterraba Cleonus punctiventris. E um fungo filamentoso, ascomicético, pertencente a
familia Clavicipitaceae (ZIMMERMAN, 1993; ALMEIDA; BATISTA-FILHO, 2001).
Possui distribuicdo cosmopolita, é encontrado comumente em solos, em clima
temperado e tropical, podendo ser cultivado em meios artificiais simples (SHAH et al.,
2005). Seus conidios podem ser estocados com facilidade e utilizados para formulagdes
aquosas ou oleosas (BATTA, 2003) atuando no controle de grande nimero de pragas.

M. anisopliae, em condicdes de laboratorio, possui atividade em vetores de importancia
11
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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). Vérios estudos mostraram que esse fungo € patogénico para A.
aegypti no estagio de ovo (LUZ et al., 2007, 2008; ALBERNAZ et al., 2009; SANTOS
etal., 2009), larva (SCHOLTE et al., 2004 a) e adulto (SCHOLTE et al., 2007; PAULA
et al.,, 2008; LELES et al., 2010). Ndo se conhecem danos ocasionados por M.
anisopliae em organismos ndo alvo (ALVES, 1998; BUTT et al., 1998), como
organismos do solo (BROZA et al., 2001), peixes (MILNER et al., 2002), anfibios
(GENTHENER et al., 1998), répteis (AUSTWICK ,1980), aves (WASTI et al., 1980) e
0 homem (ZIMMERMANN, 1993, 2007).

1.4.1 Seguranca no emprego de fungos entomopatogénicos

Fungos entomopatogénicos, sdo considerados seguros tanto para 0 homem como
para 0 ambiente. Nao existem relatos de doengas, morte de pessoas ou de desequilibrios
ambientais provocados por fungos entomopatogénicos, apesar do contato constante de
pessoas com propagulos desses microrganismos que ocorrem naturalmente ou que
foram aplicados em plantacGes (ALVES, 1998; ZIMMERMANN, 2007). A seguranca
no uso de fungos entomopatogénicos se deve principalmente a grande diferenca
existente entre a fisiologia de insetos e vertebrados. Assim, organismos adaptados para
desenvolvimento e reproducdo em insetos em geral ndo possuem capacidade de
desenvolvimento em vertebrados. A temperatura representa uma das principais barreiras
que impede o crescimento de fungos entomopatogénicos sobre mamiferos, inclusive o
ser humano. Como insetos sdo animais sem controle interno de temperatura, a
temperatura do seu corpo normalmente fica abaixo da temperatura normal do corpo
humano (36 - 37°C) e de outros mamiferos. Assim, 0s microrganismos adaptados ao
crescimento em insetos tém em geral crescimento Otimo abaixo de 30°C e o
desenvolvimento é muito limitado, ou nulo, em temperatura acima de 35°C. Outra

barreira importante nos vertebrados &€ o sistema imunoldgico. 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 Formulagéo de fungos

Fatores ambientais influenciam na germinacdo, conidiogénese e viruléncia de
fungos entomopatogénicos em campo (ALVES, 1998). Dos muitos fatores que podem
afetar a sobrevivéncia e a capacidade infectiva desses fungos no meio ambiente, a
radiacdo solar, a umidade relativa e a temperatura sdo considerados os mais importantes
(BUGEME et al., 2009). Varios estudos foram feitos para avaliar os efeitos de fatores
abiodticos em parametros biologicos 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 resisténcia as
condicdes abioticas € a formulacdo de produtos. Para isso, propagulos fungicos sdo
misturados a veiculos liquidos como agua, 6leo puro e emulsdes agua-6leo, ou solidos
como po6s e granulados de diferentes tamanhos. Por isso, maneiras especificas de
formulacdo de fungos entomopatogénicos como formulacdes oleosas e secas visam
aumentar a infectividade e persisténcia de propagulos fungicos no meio ambiente
(ALVES, 1998), além disso, esses ingredientes usados nas formulagdes podem melhorar
o0 espalhamento na aplicacdo e adesdo de conidios sobre a cuticula do inseto
aumentando entdo a toxicidade sobre a praga alvo (BATISTA-FILHO et al., 1998).

Formulados flangicos preparados com Gleo sdo utilizados no controle de pragas
agricolas como Diatraea saccharalis e Tetranychus urticae, e também no controle de
gafanhotos mantendo a atividade do fungo alta mesmo em baixas condi¢des de umidade
(ALVES et al., 2002 a ; LOMER et. al., 2001). Isso provavelmente porque o 6leo
promove a resisténcia dos conidios a condi¢des abidticas desfavoraveis, aumentando
assim, o tempo de vida til dos conidios (ALVES et al., 2002 a). Testes em condicdes
de laboratério com formulados oleosos causaram maior mortalidade de T. infestans
tratados com fungos quando comparados com formulagdes aquosas, demonstrando que
0 6leo melhora o contato da superficie lipofilica dos conidios com a cuticula do inseto e

promove 0 aumento da contaminagdo quantitativa (LUZ; BATAGIN, 2005).
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FormulacGes de M. anisopliae & base de 6leo vegetal tem demonstrado grande atividade
em adultos de A. aegypti, A. albopictus (SCHOLTE et al., 2007), An. gambiae e Culex
quinguefasciatus (SCHOLTE et al., 2003).

Formulac@es de propagulos fangicos com 6leo 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). Oleos,
tanto de origem vegetal como mineral, podem ter efeitos sobre microrganismos. No
caso de fungos entomopatogénicos, 0 crescimento vegetativo, a viabilidade e a
esporulagdo podem ser modificados alterando a sua viruléncia (ALVES, 1998). Assim,
a viabilidade de fungos entomopatogénicos em conjunto com 6leos 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 informacges sobre o efeito de Oleos vegetais em vetores de importancia em
salde publica ainda sdo poucas. Um d6leo de soja ndo apresentou, em baixas
concentracdes, toxicidade e repeléncia para triatomineos e adultos de A. aegypti.
Porém, ficou claro, que microrganismos saprobiénticos, como fungos e bactérias,
presentes no local da aplicacdo, metabolizam éleos vegetais e, proliferando, interferem
no desenvolvimento de fungos entomopatogénicos no inseto e na persisténcia do
propagulo formulado no meio ambiente (LUZ; BATAGIN, 2005; LOBO; LUZ, dados

ndo publicados).

Oleos minerais, utilizados em formulacbes, ndo tém efeito toxico para
microrganismos, incluindo fungos entomopatogénicos, pois sdo dificilmente
metabolizados por microrganismos e tém efeito protetor mais estavel para os conidios,
aumentando assim, a persisténcia do conidio, como foi mostrado por Daoust et al.
(1983) para conidios de M. anisopliae, porém ainda ndo se conhece os efeitos destes

6leos em mosquitos adultos.

Formulados secos de conidios preparados com pos que possuem propriedades
absorbentes e abrasivas tém sido utilizados como inseticidas para o controle de pragas
de grdos armazenados (PINTO JUNIOR et al., 2008) e do cascudinho-dos-aviarios,
Alphitobius diaperinus (ALVES et al., 2006). Um pé muito utilizado para estes fins é a
terra diatomacea, produto originado de algas microscOpicas aquaticas constituidas
predominantemente (86%) por didxido de silicio (ANDRADE et al., 2001). E atoxico a
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pessoas e outros animais e ndo promove resisténcia em insetos (LORINI et al., 2001).
A morte dos insetos ocorre por estresse e desidratacdo, uma vez que moléculas de cera
da camada superficial da epicuticula sdo adsorvidas pelas particulas de silica, formando
entdo pequenos canais qua permitem a evaporacdo de agua (PINTO JUNIOR et al.,
2008). A terra diatomécea e o fungo atuam por meio do contato com a cuticula do
inseto, 0 que pode resultar em uma interacdo positiva para o controle de pragas.
Estudos demonstraram que a germinacdo dos fungos B. bassiana e M. Anisopliae nédo é
afetada pela terra diatomécea e 0s danos que esta provoca aos insetos podem auxiliar na
penetracdo do entomopatégeno (LORD, 2005; LUZ, et al., 2012 no prelo). Embora
estudos comprovem a toxicidade de terra diatomacea em insetos pragas de grdos
armazenados e aviarios (PINTO JUNIOR et al., 2008; OLIVEIRA ; ALVES, 2007), o

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

1.4.3 Aplicacado de formulados fungicos

O desempenho de um formulado flngico depende muito do tipo de aplicacéo,
que esta ligado a aspectos bioldgicos da praga-alvo. Sendo assim, métodos adequados
de aplicacdo de propagulos flngicos sdo essenciais para 0 sucesso de um controle de
pragas com micoinseticidas.

A aplicacdo direta de conidios sobre o inseto leva a uma maior contaminacédo
quantitativa quando comparada a aplicacdo indireta, ou seja, sobre uma area 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 aplicacdo direta de
conidios sobre ovos e a exposicdo a alta umidade proporcionaram um elevado
crescimento fungico sobre 0s ovos e uma reduzida taxa de eclosdo (ALBERNAZ et al.,
2009). Entretanto, métodos de aplicacdo indireta de conidios sdo mais importantes e
realisticos para infectar adultos no campo, onde a pulverizacdo direta de um
micoinseticida parece inviavel. Estudos recentes comprovam que fémeas de A. aegypti
fizeram oviposicdo sem considerar a presenca de conidios no local da oviposicao
(LOBO; LUZ dados nédo publicados). Assim, ao colocar ovos em locais tratados com
M. anisopliae, fémeas e ovos provavelmente foram contaminados de forma indireta.

Além disso, fémeas contaminadas podem disseminar, no momento do acasalamento, o

15



16

patdégeno para 0 macho, o que ja foi comprovado em An. gambiae (SCHOLTE et al.,
2004 b) e recentemente também em A. aegypti (GARCIA-MUNGUIA et al., 2011).

A aplicacdo de formulados de fungos, com alta atividade e resisténcia em locais
de presenca concentrada de adultos e ovos de mosquitos, como criadouros, sem
exposicdo direta ao homem, parece ser uma estratégia promissora e segura para
contaminar e infectar adultos e ovos e assim reduzir a populacdo do vetor e o risco de

transmisséo da dengue.

2 JUSTIFICATIVA

Os altos gastos com inseticidas sintéticos, o aumento da resisténcia de A.
aegypti aos mesmos, associados ao risco de produtos quimicos para 0 meio ambiente e
a salde humana, incentivam a busca por medidas alternativas de controle deste
mosquito. Medidas estas que sejam eficientes, economicamente viavel e que causem
menores danos ao meio ambiente. FormulagGes com fungos entomopatogénicos, como
M. anisopliae, possuem especificidade elevada para artropodes, ndo provocam danos a
salide humana e ao meio ambiente e atuam em ovos, larvas e adultos de mosquitos. Por
estes motivos, 0s micoinseticidas sdo promissores para 0 controle integrado e
sustentavel de A. aegypti. Sendo assim, conhecimentos sobre a toxicidade de 6leos
vegetais e minerais e terra diatoméacea para adultos de A. aegypti, contribuem para a
escolha de um aditivo que potencialize a acdo entomopatogénica do fungo em

micoinseticidas sustentaveis e biorracionais para o controle biol6gico desse inseto.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Contribuir para o controle integrado de A. aegypti com fungos

entomopatogénicos.

3.2 Objetivos especificos

Avaliar a toxicidade de 6leos e terra diatomacea em adultos de A. aegypti.

Avaliar a acdo combinada de M. anisopliae com 6leos e terra diatomacea na
mortalidade de adultos de A. aegypti.

Avaliar o efeito de diferentes tempos de exposicdo de adultos de A. aegypti a
conidios de M. anisopliae formulados em terra diatoméacea e 6leo mineral.

Avaliar o efeito de formulados sobre a conidiogénese quantitativa em mosquitos

mortos.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Origem e criacdo de A. aegypti

Larvas de A. aegypti ndo infectadas pelo virus da dengue foram coletadas em
Goiéania, Brasil, no ano de 1991, e originaram uma populacdo de A. aegypti que foi
criada em condicdes adequadas no Laboratério de Biologia e Fisiologia de Insetos e
Xenodiagnoéstico do Instituto de Patologia Tropical e Saude Publica, Universidade
Federal de Goias. A populacdo 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 fémeas foram alimentados em algoddo de absorvente feminino (do tipo ob.)
embebido em agua acucarada. Para repasto sanguineo as fémeas se alimentaram em
camundongos imobilizados em uma tela de nailon. No interior das gaiolas de criacao,
foi colocado um recipiente de vidro ambar contendo &gua e um papel filtro, do tipo
coador de café, para oviposicdo. Diariamente o papel filtro com ovos era coletado e
colocado para secar em temperatura ambiente, e, em seguida, acondicionado em saco
plastico constituindo uma “ovoteca”. Para obtencdo de larvas, ovos aderidos ao papel
filtro eram incubados em bacias brancas (30 cm de didmetro x 7 cm de altura) contendo
2 L de agua de torneira. Apés eclosdo as larvas eram transferidas para bacias novas e
alimentadas com ragdo triturada para gato (Black Jack® Alisul Alimentos S.A.) até
empuparem. Apos a emergéncia, os adultos eram transferidos para as gaiolas de criacao
(SILVA et al., 1998).

4.2 Preparo de adultos para testes

Pupas foram transferidas para um recipiente plastico, com 100 ml de agua de
torneira, autoclavada, vedado com uma malha de fil6 e liga. Apds a emergéncia, 0s
mosquitos adultos foram transferidos, com auxilio de um “capturador de Castro”, para
outro recipiente plastico, estes foram alimentados com solucdo acucarada a 10%
embebida em algoddo hidréfilo (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 dgua. B, adultos
recém emergidos.

4.3 Origem e cultivo de M. anisopliae

M. anisopliae s. I. IP 46 foi coletado em solo de Cerrado do Centro-Oeste
brasileiro em 2001 e estd armazenado na Colecdo de Fungos Entomopatogénicos do
IPTSP/UFG. Para assegurar que a viruléncia do isolado ndo fora reduzida em funcéo do
armazenamento ou do cultivo in vitro, o isolado foi previamente passado em adultos de
A. aegypti a cada trés meses (LUZ et al., 2007), reisolado e entdo cultivado em meio
BDA (batata, dextrose e agar). O meio BDA foi preparado com 170 g de batatas
descascadas e autoclavadas em 1.000 ml de agua destilada. Apds o cozimento, a mistura
foi peneirada, acrescida de 20 g de dextrose, 18 g de agar e agua destilada até completar
1.000 ml e o pH ajustado em 7. Novamente, o meio foi autoclavado durante 20 minutos
a 120°C e distribuido em placas de Petri (100 x 20 mm) esterilizadas, as quais,
posteriormente, foram armazenadas a 4°C até a utilizacdo. O isolado IP 46 foi cultivado
em meio BDA, em placas de Petri a 25°C, 75 = 10% de umidade relativa e fotofase de
12 h, durante 10 dias.
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4.4 Preparo de recipiente para exposi¢ao de mosquitos a aditivos ou formulados

Para expor adultos a uma é&rea tratada, foram usados copos plasticos
transparentes e descartaveis de 500 ml (Copobras SBEDE Ltda, S&o Ludgero, SC) com
érea interna total de 336 cm?. Para melhor aderéncia do 6leo, da terra diatomécea e dos
conidios & superficie, lixas (Norton®- Massa advance A257, n’ 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, apo6s receber algum aditivo ou formulado, este foi
perfurado nas laterais numa altura média. No total foram quarenta e cinco perfuracdes
com 1 mm de didmetro divididas em trés grupos. No interior de cada copo foi fixado um
frasco de vidro (2 cm de didmetro x 4,5 cm de altura), contendo solugdo agucarada
(sacarose) a 10% previamente autoclavada. Um papel filtro (5,5 cm de diametro) foi
colocado em contato com a solucdo acgucarada para que 0s adultos pudessem se

alimentar (Fig. 6).

Figura 6- Preparo do copo plastico para exposi¢do de adultos a aditivos ou formulados. A,
copo sendo lixado. B, perfuracdo na lateral. C, copo contendo frasco de vidro com solugéo
acucarada.
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4.5 Aditivos

Os aditivos utilizados nos experimentos foram: Oleo vegetal emulsionavel
Graxol® (G; Agréria Industria e Comércio Ltda, Jardinépolis, SP), 6leo mineral
Naturol® (N; Farmax — Amaral Ltda, Divinépolis, MG) e terra diatomécea KeepDry®
(KD; Irrigacdo Dias Cruz Ltda, Sdo Paulo, Brasil). O dleo vegetal foi testado em duas
concentragdes (0,25 e 0,05pl/cm?), o 6leo mineral a uma concentracéo de 0,25 pl/cm? e

a terra diatomacea a 0,;6 mg/cm®.
4.6 Preparo de formulados

Conidios foram raspados da superficie do meio com auxilio de espatula e
colocados para secar em placas de Petri, sobre silica gel, durante 5 dias a 4°C. Para a
avaliacdo da quantidade de conidios, uma pequena aliquota com cerca de 2 mg de
conidios secos foi pesada em balanca analitica, e posteriormente, suspensa em 1 ml de
4gua destilada estéril com Tween 80® a 0,1%. A suspensdo foi agitada em vortex e,
apos diluicdo, os conidios foram quantificados em camara de Neubauer. Para a
avaliacdo do efeito de diferentes concentracdes de conidios em A. aegypti, conidios de
IP 46 n&o formulados, foram padronizados em cinco concentragdes 10°, 10°, 3,3 x 10°,
10" e 3,3 x 10" conidios/cm?. Para avaliar o efeito do formulado em adultos de A.
aegypti, conidios de IP 46 foram ajustados a uma concentracio de 3,3 x 10°
conidios/cm®. Nas combinacdes de IP 46 e 6leo, Graxol® (0,05pl/cm?) ou Naturol®
(0,25 pl/cm?) foi uniformemente espalhado em toda superficie interna do copo e em
seguida os conidios foram aplicados sobre o mesmo. J& nos formulados com
combinacBes de terra diatomacea, 6leo e IP 46, conidios foram misturados com
KeepDry® em um tubo de vidro e agitado em voértex (Fig. 7). Apés agitacdo, a mistura
foi aplicada sobre o éleo que previamente foi espalhado na superficie do copo. No inicio
de cada experimento, a viabilidade dos conidios (> 90 %) foi confirmada pela
inoculacédo de 100 pl da suspenséo de conidios, em placa de Petri contendo meio SDAY
(Sabouraud, dextrose, agar, extrato de levedura), preparado em laboratério, incubadas a
25 + 1°C por até 24 h. A contagem de conidios germinados foi realizada com o uso de

microscopio optico.
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Figura 7- Preparo de formulados. A, conidios sendo raspados da superf meio. B, conidios

em placa de Petri sobre silica gel. C, pesagem de conidios. D, conidios misturados a
KeepDry®.

4.7 Bioensaios
4.7.1 Avaliacéo da toxicidade de aditivos para A. aegypti

Os aditivos foram avaliados separadamente, Graxol® (0,05 e 0,25 pl/cm?),
Naturol® (0,25 pl/cm?) e KeepDry® (0,6 mg/ cm?) ou em combinacdes de KeepDry® e
Graxol® (KD + G) e KeepDry® e Naturol® (KD + N). Oleos e terra diatomacea foram
previamente autoclavados. Os 6leos foram aplicados em toda superficie interna do copo
com a ponta do dedo usando luvas enquanto KeepDry® foi aplicado com auxilio de
pincel (Fig. 8). Dez mosquitos adultos foram colocados em cada copo imediatamente
apos aplicacdo dos aditivos, um copo sem tratamento também recebeu dez mosquitos
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(grupo controle). Os copos foram mantidos a 25 + 1° C, 75 + 10% UR e fotofase de 12 h
e a mortalidade foi avaliada diariamente durante 15 dias. Foram realizadas seis

repeticdes em dias diferentes.

Figura 8- Aplicacdo de aditivos em copo pléastico. A, Aplicacdo de 6leo com a ponta do

dedo. B, aplicacdo de KeepDry® com pincel.
4.7.2 Avaliacéo de diferentes concentrac6es de conidios em A. aegypti

Foram avaliadas cinco concentracdes de conidios, 10°, 10°, 3,3 x 10° 10" e 3,3 x
10" conidios/cm®. Conidios, em diferentes concentracdes, foram aplicados com pincel
com pincel no interior de copos plasticos. Apos aplicagdo, cada copo recebeu dez
mosquitos. Os copos foram mantidos a 25 + 1° C, 75 £ 10% UR e fotofase de 12 h
durante 15 dias e a mortalidade foi avaliada diariamente. Nas mesmas condigdes foi
mantido um grupo de mosquitos em copo sem conidios (grupo controle). Foram

realizadas quatro repeti¢des independentes.
4.7.3 Avaliacédo 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. Apos aplicacdo, cada
copo recebeu dez mosquitos. Estes copos foram acondicionados a 25 + 1° C, 75 + 10%

UR e fotofase de 12 h durante 15 dias e a mortalidade foi avaliada diariamente. Dois
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grupos controle foram mantidos nas mesmas condi¢cdes: um grupo sem nenhum
tratamento e outro com apenas conidios de IP 46 a 3,3 x 10° conidios/cm?® Para a
avaliacdo do efeito de aditivos em formulados de conidios de IP 46 em adultos de A.
aegypti, os 6leos (G a 0,05pl/cm? e N a 0,25 pl/cm?) e terra diatomécea (KD a 0,6
mg/cm?®) em combinacBes ou separadamente, foram testados novamente ao mesmo

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

4.7.4 Avaliacdo de diferentes tempos de exposicdo de A. aegypti a conidios de IP 46

formulados em terra diatomacea e 6leo mineral

Grupos com dez mosquitos cada, foram utilizados para a exposicdo ao
formulado IP 46 + KD +N e a trés controles (copo contendo apenas IP 46 na
concentracdo de 3,3 x 10° conidios/cm? copo tratado com KD + N e copo sem
tratamento). A exposic¢do ocorreu em cinco tempos diferentes: 60 s (0,016 h), 12 h, 48
h, 72 h e 120 h. Copos plasticos contendo o formulado e os controles foram preparados
do mesmo modo e mantidos nas mesmas condi¢cbes como mencionadas anteriormente.
Ap0s cada periodo de exposicao, os mosquitos foram acondicionados por 30 s em baixa
temperatura (- 4°C) para imobilizacdo temporaria. Com o auxilio de um capturador, os
mosquitos foram transferidos para novos copos contendo apenas frasco de vidro com

solugéo agucarada a 10%. Quatro repeti¢cdes independentes foram realizadas.

4.7.5 Avaliacdo da conidiogénese quantitativa sobre adultos mortos

Mosquitos mortos foram transferidos para placas de Petri com papel filtro
esterilizados e incubados a umidades relativas perto de saturacdo (> 98%) a 25° C e
fotofase de 12 h. A formacdo de conidios sobre os cadaveres (conidiogénese) foi
avaliada qualitativamente em dias alternados, durante 10 dias com auxilio de uma lupa
estereoscOpica. Passado o periodo de incubacgdo, cada cadaver foi cuidadosamente
colocado em tubo de vidro com 5 ml de solucéo aquosa de Tween 80® (0,1%) e pérolas
de vidro e agitado em vortex por 3 minutos (Fig. 9). Aconcentracdo de conidios foi
estimada em camara de Neubauer e ajustado o nimero de conidios/ml em 5 ml. Foram

realizadas quatro repeticGes independentes, tanto para mosquitos mortos que tinham
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sido expostos a diferentes concentrac@es de conidios, quanto para mosquitos mortos que

foram expostos a diferentes formulados.

Figura 9 - Transferéncia de mosquitos mortos apos
periodo de incubacédo para tubos de emsaio de vidro com
Tween 80° (0,1%).

4.8 ANALISE DE DADOS
Os resultados foram examinados com analise de variancia (ANOVA) e teste de
comparagdo  multipla  Student-Newman-Keuls. Médias foram  consideradas

significativamente diferentes com p < 0,05. Para calculo do tempo letal (TL) e
concentracdo letal (CL) de 50 e 90% dos individuos foi realizada analise de probit.
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5 RESULTADOS

5.1 Efeito de aditivos sobre a mortalidade acumulada

Mosquitos adultos expostos a terra diatomacea (KD), apresentaram uma leve
alteracdo no comportamento. Estes mosquitos, em comparagdo aos mosquitos expostos
a Oleos (vegetal ou mineral) e aos mosquitos do grupo controle, tiveram uma maior
frequéncia da friccionacéo das patas entre si e das patas contra a cabeca, principalmente
nas antenas e probdscida.

Os primeiros adultos morreram entre 24 e 72 h de exposicdo a Graxol® a 0,25 e
0,05 pl/cm® Nos grupos de mosquitos expostos a KD, ao 6leo mineral (N) ou as
combinagbes de KD e 6leos (N ou G), a mortalidade iniciou a partir do 4° dia de
exposicdo. Neste periodo, todos os adultos do grupo controle tinham sobrevivido. A
mortalidade acumulada até o 5° dia de exposicao variou entre 5% (KD combinado com
G a 0,25 pllcm?) e 31,7% (G a 0,25 pl/cm?), ndo havendo efeito do aditivo sobre a
mortalidade (Fg,35 = 2,3; P = 0,06; Tab 1). Com 15 dias de exposi¢do, o efeito dos
aditivos sobre a mortalidade acumulada foi significativamente diferente (Fg,35 = 31,9; P
< 0,001; Tab. 1) de KD com o0leos e para KD e G nas duas concentracfes (Fig. 10). Os
tempos letais para matar 50% (TLso) dos adultos foram de 5,3 dias para G a 0,25 pl/cm?
e 10,8 dias para N, e 0 TLg variou entre 10,1 dias (G a 0,25 pl/cm?) e 18,4 dias (N)
(Tab. 1).

Figura 10- Copo com mosquitos mortos ap6s 15 dias

L ® 26
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5.2 Efeito da concentracéo de conidios sobre a mortalidade acumulada

Os adultos sobreviveram nos dois primeiros dias de exposicdo ao M. anisopliae
IP 46 independentemente das concentracdes de conidios testadas (10° a 3,3 x 10’
conidios/cm?). Os primeiros mosquitos mortos foram encontrados ap6s 3 dias de
exposicdo, nas concentragdes 10° e 3,3 x 10’, conidios/cm® e a partir do 4° dia nas
demais concentracfes. Houve um efeito altamente significativo da concentracdo na
mortalidade acumulada em até 5 dias (Fs1s = 47,4; P < 0,001) e 15 dias (Fs15 = 32; P <
0,001; Tab. 2). As concentrag0es letais para matar 50% (CLsp) e 90% (CLgp) dos adultos
foram de 5,8 x 10° e 1,7 x 10" conidios/cm? com 5 dias de exposicdo, e 2,7 x 10° e 2,4 x
10° conidios/cm?® com 10 dias de exposicdo respectivamente (Tab. 3). Na maior
concentracdo de conidios (3,3 x 10’ conidios/cm?) foram encontrados os menores
valores de TLsp € TLgp com 3,8 € 4,6 dias, respectivamente. Na menor concentracao de
conidios testada (10° conidios/cm?), os mosquitos adultos sobreviveram por mais tempo
com TLsp de 11,7 dias e TLgo de 19,3 dias (Tab. 2). Ndo houve mortalidade no grupo
controle em nenhuma repetic&o. Com base no valor de CLsg (5,8 x 10°) e seu respectivo
intervalo de confianca (2 x 10° — 1,3 x 10°) para 5 dias de exposicdo, a concentracio de
3,3 x 10° conidios/cm? foi selecionada para avaliar o efeito de aditivos em formulagdes

com conidios de IP 46 em A. aegypti.

5.3 Efeito de formulados sobre a mortalidade acumulada

A mortalidade iniciou ao 3° dia de exposicdo ao formulado IP 46 + KD e ao
formulado IP 46 + KD + N. Em grupos de mosquitos expostos somente a conidios de IP
46 e ao formulado IP 46 + KD + G, a mortalidade teve inicio a partir do 4° de
exposicao, enquanto que, para os demais formulados (IP 46 + N e IP46 + G) foi a partir
do 5° dia (Tab. 4). O efeito dos formulados sobre a mortalidade acumulada foi
significativamente diferente tanto em até 5 dias de exposi¢do (Fi13s = 2,2; P = 0,03)
quanto em 15 dias (F11,36 = 16,3; P < 0,001; Tab. 4). Em 5 dias de exposi¢do ndo houve
mortos em grupos de mosquitos expostos apenas a Graxol® a 0,05 pl/cm? e no grupo
controle, j& 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 exposicdo ndo 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% (TLsp) 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%
(TLgo), 0s valores variaram entre 7,5 dias para o formulado IP 46 + KD + N e 21,9 dias
para o aditivo G. A adi¢do da combinacédo de terra diatomacea com 6leo (G ou N) aos
conidios de IP 46, diminuiram o tempo necessario para matar 90% dos mosquitos
(TLgo) comparado ao TLgy apresentado por apenas conidios de IP 46 (Tab. 4). Isso
demonstra um leve efeito dos aditivos nos formulados de IP 46.

5.4 Efeito do tempo de exposicéo sobre a mortalidade acumulada

Mosquitos mortos foram encontrados a partir do 3° dia de avaliacdo
independentemente do tempo que estiveram expostos ao formulado (IP 46 + KD + N),
ao fungo (IP 46) ou a combinacdo da terra diatomacea com o 6leo mineral (KD + N).
N&o houve efeito do tempo de exposi¢cdo na mortalidade acumulada em até 5 dias de
avaliacdo (Fi44s = 1,3; P = 0,25). Os valores da mortalidade acumulada para esse
periodo 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 avaliagdo houve efeito do tempo de exposicdo na mortalidade
acumulada (Fi14, 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 individuos 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 TLs (11,4 dias) quanto TLgo (25 dias). Uma
analise de variancia foi realizada separadamente para cada tratamento: formulado com 5
dias de avaliacdo (F415 = 0,7; P = 0,6), com 15 dias de avaliacdo (F415 = 0,90; P = 0,5);
terra diatoméacea e 6leo mineral (F415 = 1,7; P =0,2; F415 =1,3; P =0,3) para 0 5° e 15°
dia de avaliag&o respectivamente e para conidios de IP 46 com F415=0,3; P =0,9 no 5°
dia de avaliacdo e Fs15 = 0,9; P = 0,5 no 15° dia de avaliagdo. Estes resultados

mostraram que n&o houve efeito do tempo de exposi¢cdo na mortalidade acumulada (Fig.
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11, 12 e 13). A mortalidade no grupo controle (copo sem tratamento) durante todo

periodo de avaliacao foi menor que 5% (Tab. 5).
5.5 Efeito de formulados sobre a conidiogénese quantitativa

O crescimento de micélio sobre adultos mortos iniciou com 2 dias de incubacéo
em camara Umida, independentemente da concentracdo de conidios, do tipo de
formulado a que os mosquitos foram expostos anteriormente e do tempo de exposi¢ao
aos mesmos. Novos conidios de IP 46 sobre cadaveres foram visualmente detectados a
partir do 3° dia de incubacdo nas formulacGes de KD em combinagdo com 6éleos (IP 46
+ KD +NelIP 46 + KD + G), e a partir do 4° dia nas demais formulacGes e em todas as
concentragfes de conidios testadas (Fig. 14). Em mosquitos expostos somente a
conidios em concentracfes diferentes, 0 nimero de conidios encontrados nos cadaveres,
ap6s uma incubacdo de 10 dias, variou entre 4,9 x 10° (a 10° conidios/cm?) e 13,4 x 10°
conidios (a 3,3 x 10 conidios/cm?), e ndo houve efeito significativo da concentracio
inicial de conidios testada sobre a conidiogénese quantitativa em mosquitos mortos (F
410 = 1,3; P = 0,36; Tab. 2). J& em mosquitos expostos a diferentes formulados, a
conidiogénese quantitativa sobre os cadaveres foi significativamente diferente (Fs 139 =
12; P < 0,01; Tab. 4). Os valores de conidios encontrados em cada mosquito morto
variaram ente 3,8 x 10° conidios (IP 46 + G) e 5,7 x 10° conidios (IP 46 + KD + G).
Também foi encontrada diferenca significativa (Fg 153 = 3,67; P = 0,003; Tab. 5) no
namero de conidios sobre os cadaveres de mosquitos que foram expostos em tempos

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

Figura 11- Novos conidios de Metarhizium
anisopliae em Aedes aegypti, apés 10 dias de 29
incubacao.
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Tabela 1. Mortalidade acumulada (%; + erro padréo, EP) com 5 e 15 dias de exposic¢éo e tempo
letal (dias) para matar 50 ou 90% (TL50 e TL90 com respectivos intervalos de confianga de
95%, slopes e EP) de adultos de Aedes aegypti, expostos a aditivos separadamente ou em
combinagoes.

Mortalidade acumulada Tempo letal
Aditivos Concentragdo /cm?® - -
5 dias 15 dias Tl Tlao Slope + EP
Sem aditivos 0 83+26a * * -
kD 0,6 mg 11,7 + 5A 96, 7+26¢c 5.9(68-109)b 133 (113-17.3)b  0,3+0,03
N 0,25 uL 10+43 766+75b 108(85-13.3)b 184(155-236)c 0,2+0,02
0,25 pL 31,7+103 100¢ 53(3-7.5)a 101 (7,.8-147)a 0,3+0,03
G 0,05 pL 25+9 95+45¢c 8143-117)b 15(114-23.7) bc 0,2 £0,02
kD + N 0,6mge 0,25 pL 1M0+55 933+45¢c 8.5(6,7-102)b 11,8 (101-152)b  0,4+0,03
kD +G 06mge 0,25 pL 5+18 100 ¢ 9(683-9.8)b 128 (119-141b  0,3+0,03
Faas 2.3 31,9
P 0,06 0,001

Dez adultos foram expostos a copo plastico com 336 ¢cm 2 de area total da superficie interna, previamente
tratada ou ndo (controle) com KeepDry® (KD), 6leo mineral Naturol® (N), 6leo vegetal Graxol® (G),
combinados KD e N ou KD e G, incubados a 75 + 5% UR e 25 + 1°C até 15 dias. Os valores (calculados
para seis repeticdes independentes) na mesma coluna (mortalidades com base em anélise de variancia e
teste SNK, P < 0,05; TLs e TLg IC 95%), seguidos por letra diferentes (a — c), foram significativamente
diferentes entre si. *Mortalidade insuficiente para calcular TLsye TLgy.

Tabela 2. Mortalidade acumulada (%; + erro padréo, EP) com 5 e 15 dias de exposigédo
e tempo letal (dias) para matar 50 ou 90% (TL50 e TL90 com respectivos intervalos de
confianca de 95%, slopes e EP) de adultos de Aedes aegypti, expostos a Metarhizium
anisopliae IP 46; conidiogénese quantitativa na fase saprobidntica.

} Conidios por

Conidiol crm? Mortalidade acumulada Tempao letal adulto **

5 dias 15 dias TLsa TLa Slope+ S5E (= SE)
] 0a 0a * * - -
107 75+3a 75+32b 117(98-14)c 193(166-236)b 02x002 49(x14)a
108 45+x44b 100c 7T5(53-95)b 124{103-165)b 03x003 87(x37)a
33x108 20x46a 100c 7T2(42-99 b 119(94-187)b 032004 7E(x16)a
107 iTx6c 100 ¢ 42(05-69)ah 72(52-175)b 172025 87(x1)a
33x107 87+17d 100c 38(36-4)a 46(43-49)a 02007 134(zx23)a
Fs.ia 47 4 32 - - Firp 1.4
P = 10,001 = 0,001 - - Po4

Dez adultos foram expostos a copo plastico com 336 cm 2 de area total da superficie interna, previamente
tratada ou ndo (controle) com diferentes concentrac6es de conidios e incubados a 75 + 5% UR e 25 + 1°C
até 15 dias. Os valores (calculados para quatro repeticdes independentes) na mesma coluna (mortalidades
com base em analise de variancia e testa SNK, P < 0,05; TLsoe TLgycom seu IC 95%), seguidas por letras
diferentes (a — d), foram significativamente diferentes entre si. *Mortalidade insuficiente para calcular
TLsoe TLgo. **Valores multiplicados por 10°.
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Tabela 3. Concentracdo letal (conidios/ cm? dias) para matar 50 ou 90% (CL50 e CL90
com seus respectivos intervalos de confianga de 95%, slopes e EP) de adultos de Aedes
aegypti, expostos a Metarhizium anisopliae IP 46.

Dias Clsg Clag ﬁLQ,Q_Q +EP
3 5.8x108(2x108-13x107 a 1.7x107 (9.2 x108-7T1x107) a 27011
10 2Tx 105 (13 x105-4x10% b 24105 (1,5 x 105 -4 x108) b 1.1+ 0,13

Dez adultos foram expostos a copo plastico com 336 ¢cm 2 de area total da superficie interna, previamente
tratada com diferentes concentragdes de conidios (10° — 3,3 x 10’ conidios/ cm?) e incubados a 75 + 5%
UR e 25 + 1°C até 15 dias. Os valores (calculados para quatro repetigdes independentes) na mesma coluna
seguidos por letras diferentes (a — b) foram significativamente diferentes entre si.

Tabela 4. Mortalidade acumulada (%; + erro padrdo, EP) com 5 e 15 dias de exposi¢édo
e tempo letal (dias) para matar 50 ou 90% (TLso e TLgo cOm respectivos intervalos de
confianca de 95%, slopes e EP) de adultos de Aedes aegypti, expostos a aditivos
separadamente ou a combinagdes de diferentes formulados de Metarhizium anisopliae
IP 46; conidiogénese quantitativa na fase saprobiontica.

%E:LT'::F&;E: Mortalidade acumulada Tempo letal CDQII:ITI?;,EDF

5 dias 15 dias Tlsa(IC) TLeo (IC) Slope = EP (£ EP)

Controle Da la * * - -

KD ;ﬁ 4 g75+82c 104(86-122)b  172(149-208)c 022002 -

M I +16b TTh+1de 5.7 (0-30T)ab 198 (124-1798)¢c 0,1+002 -

G Da 17F5+6b 176(159-308)b 219(181-45T)c 03x01 -

KD+N TExd4gh 9S25zx4dc 8.9(77-102)ab 139(125-189)c 03003 -

KD + G 7Ex2ah 975:x2c  S98(79-118ab  151(129-189)c 022003 -

IP 45 225260 100c 64(57-T)a 5(82-101)b 05006 E(x03)b

IP 46 + KD 175+9b 100c 5 (4-8)a 79(64-148)ab  06+008 63 (£0,08)¢

P46+ N 7Ex4sh 85:6c 102(1,8-19)gh  170(126-548)c 022002 28(=01)a

P46+ G ThEx6ah 7Thx13c 10,2 (0,3- 23,4)ab 185 (126-8758)c 0.2 +0,02 3(x01)ab

P45 +KD + M 25+2b 100 ¢ E8(54-63)a 75(69-33)a 0,8x01 4(x09) b

P45+ KD + G 30 +59b 100 ¢ BE9(54-563)a 76(7-85)a 07x01 G(x02)c

Fioz 23 18,3 - - Frazs 12

P 0,03 < 0,001 - - F=0,01

Dez adultos foram expostos a conidios de IP 46 (3,3 x 10° conidios/ cm2) ou com KeepDry® (KD)a 0,6
mg/cm?, 6leo mineral Naturol® (N) a 0,25 pL/ cm?, 6leo vegetal Graxol® (G) a 0,05 pL/ cm?,
combinados KD + N ou KD + G ou combinados com conidios 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 £ 1°C até 15 dias. Os valores
(calculados para quatro repetigdes independentes) na mesma coluna (mortalidades com base em analise
de variancia e teste SNK, P < 0,05; TLsy € TLgy IC 95%), seguidos por letra diferentes (a — c), foram
significativamente diferentes entre si. * Mortalidade insuficiente para calcular TLsy e TLgg, «« Valores
multiplicados por 10°
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Tabela 5. Mortalidade acumulada (%; £ erro padrdo, EP) do 5° e 15° dia de avaliacdo de grupos de adultos de Aedes aegypti expostos a
conidios de Metarhizium anisopliae IP 46 formulados em terra diatoméacea e 6leo mineral em tempos diferentes e tempos letais (dias) para matar
50 e 90% (TLso e TLgo com respectivos intervalos de confianca de 95%, slope e EP) e conidiogénese quantitativas na fase saprobi6tica.

Conidios  Aditivos  Tempo de Mortalidade acumulada Tempo letal Conidios por adulto .
IP 46 KD+ M  exposicdolh) i
5 Dias 15 Dias TLsg (IC) TLag (IC) Slope [+ EP) (+ EP)

- + 0,016 10475 42523255 * * - -

- + 12 30154 67,5+12 3h 11,4 (3-26,7) be 25 (16,1-82) b 0,1+0,02 -

- + 48 17,5+54 §25+743h 10,5 (6,1-16) abc 18,7 (14-33)b 0,1+0,03 -

- + 72 17,5+65 77,5+ 7.4 ah 11,3 (4,1-21.4)c 21(14,6-57.4)b 0,1+0,02 -

- + 120 a 75+0ah 10,8 (5,5-17.8) ab, 19,8 (14,4-41,2) b 0,1+ 0,03 -

+ - 0,016 225+114 77,5+ 11,4 5h 9.6 (7,4-12)ab 18 (15,2-23.2) b 0,1+0,03 4.3 + 6abc

+ - 12 275%12 O0+86 b 8,1(2,1-13,3) hc 16,8 (12-33,7)a 0,1+003 44+73he

+ - 48 20+14 58 0 +E86 b 8,1(7-9,3) ab 12,7(11,2-15)a 0,3 +004 E4+06cC

+ - 72 325441 975+272h 8.3 (6,5-10) ab 15 (13-18,2)a 0,2+0,03 6.3+ 7.2 abc

+ - 120 32574 100 b 5,9 (5-6,7) a 0 (8-10,4)ah 0.4 + 0,06 42+70a

+ 0,016 27,5+8,2 D0 +86h 7 (5,3-8,4) ab 13 (11-15,7)ah 0,2 + 0,03 5,5+ 5,8 he

- - + +

. 12 175474 854103 ab B, 7(7-10) ab. 15,4 (;E.z 18,9) 0,2 + 0,03 5.8+ 19,3 abc
48 35+103 05+43b 6,4 (1,8-10,2) b 12,1(8,7-22,1) ab 0,2+003 5548 hc
72 37,50 100 b 5,8 (5,1-6,4) a 8,2(7,5-93)a 0,5+ 0,06 771824 s5h
120 g +14 100 b 5,2 (4,5-5,8)a 7EBI(7-890)a 0,5+ 0,06 43+63a
Einas 13 2,7 - - Faiss 3,7
P 0,25 0,006 - - P 0,003

Dez adultos foram expostos em tempos diferentes: 0,016 h (60 s), 12 h, 48 h, 72 h e 120 h, a conidios de P46 (3,3 x 10° conidios/cm?) formulados em KeepDry ® (KD)a 0,6
mg/cm? e 6leo mineral Naturol ® (N) a 0,25 pl/cm? (IP 46 + KD + N) incubados a 75 + 5% UR e 25 + 1° C até 15 dias. Os valores (calculados para quatro repeticdes
independentes) na mesma coluna (mortalidades com base em andlise de variancia e teste SNK, P <0,05; TLs, e TLgy com seu IC 95%), seguidos por letra diferentes (a — c),
foram significativamente diferentes entre si. * Mortalidade insuficiente para calcular TLs e TLgo. ** Valores multiplicados por 10°.
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Figura 12. Mortalidade acumulada de Aedes aegypti apds exposicdo, em diferentes
tempos, a combinacdo de terra diatoméacea e 6leo mineral (KD + N).
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Metarhizum anisopliae 1P 46

Figura 13. Mortalidade acumulada de Aedes aegypti apds exposicdo, em
diferentes tempos, a conidios de Metarhizium anisopliae IP 46 a 3,3 x 10°

conidios/cm?.
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Figura 14. Mortalidade acumulada de Aedes aegypti ap0s exposicao, em diferentes

tempos, a conidios de Metarhizium anisopliae IP 46 a 3,3 x 10° conidios/cm?
formulados em terra diatomécea e 6leo mineral (IP 46 + KD + N).
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6 DISCUSSAO

6.1 Toxicidade de aditivos

A toxicidade é a medida do potencial toxico de uma substancia. Alguns fatores
como: frequéncia da exposicdo, duracdo da exposicdo e via de administragéo
influenciam na toxicidade. Além disso, existe uma relacdo direta ente a frequéncia e a
duracdo da exposicdo no efeito toxico de uma substancia (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
diatoméacea (KD) e ambos os 6leos, mineral (N) e vegetal (G), separadamente ou em
combinagbes nas concentracOes testadas, apresentam toxicidade para 0s mosquitos
adultos de A. aegypti. Pois em uma exposicdo prolongada, houve efeito altamente
significativo dos aditivos na mortalidade acumulada dos mesmos.

O efeito tdxico da terra diatomacea estd bem esclarecido para pragas de graos
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 diatomécea ainda ndo estéo
bem estabelecidos. Em um experimento com escolha multiopcional para sitios de
oviposicdo, Lobo e Luz, (dados ndo publicados), mostraram que tanto fémeas quanto
machos de A. aegypti, pousaram sobre papel filtro tratado com terra diatoméacea
independentemente da concentracdo testada. Indicando entdo, que possivelmente, ndo
ha um efeito repelente deste produto para adultos de A. aegypti. Em outro estudo, Luz et
al. 2012 no prelo, mostraram que terra diatomacea nao possui acao repelente nem efeito
toxico para ninfas de Triatoma. infestans.

A acdo abrasiva e absorbente da terra diatoméacea, provavelmente, provocou um
estresse nos mosquitos adultos, tornando-os assim mais susceptiveis a atividade toxica
da mesma. Isso pode ser explicado pelo aumento do mecanismo de limpeza da
superficie do proprio corpo apresentado pelos adultos expostos a terra diatomacea
quando comparados aos demais tratamentos.

No presente estudo, os resultados comprovaram o efeito toxico do 6leo vegetal

Graxol® mesmo em baixa concentragdo do 6leo (0,05 ul/cm?). A vulnerabilidade destes
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adultos ao O6leo vegetal pode ter aumentada devido ao estresse provocado pela
incubacdo ou por substancias toxicas eventualmente geradas pela degradacdo quimica
do 6leo pela microbiota presente na cuticula (LUZ et al., 2012). Resultados semelhantes
foram encontrados em um estudo onde o mesmo 6leo vegetal foi testado em trés
concentracdes (0,1, 1 e 10 pl/cm®) e as concentracdes crescentes do 6leo ndo s6
aumentaram a mortalidade dos mosquitos como também repeliram fémeas gravidas
(Lobo e Luz dados ndo publicados). Fica claro ent&o que, 6leo vegetal Graxol®, além de
apresentar atividade tdxica para adultos de A. aegypti possui acdo repelente aos
mesmos.

A toxicidade de 6leo mineral para adultos de A. aegypti ndo esta esclarecida,
uma vez que, até esse momento, nenhum estudo foi encontrado referente ao efeito
toxico ou repelente de dleos minerais para mosquitos de A. aegypti. Sendo assim, 0s
resultados deste estudo relatam pela primeira vez a toxicidade de um 6leo mineral
(Naturol®) para mosquitos adultos, por meio de uma exposicdo prolongada.

A combinacdo de terra diatoméacea e 6leos (vegetal ou mineral) ndo reforcou o
efeito toxico destes aditivos em adultos. Talvez isso tenha ocorrido porque a terra
diatomé&cea absorveu o 6leo retardando assim a eficacia de ambos. Resultados diferentes
foram mostrados por LUZ et al.,, (2012 no prelo), onde a combinacdo de terra
diatomacea e Oleo 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 néo

Adultos de A. aegypti sdo altamente susceptiveis a infeccdo fungica (LELES et
al., 2010, GARCIA-MUNGUIA, 2011). Os resultados mostraram que
independentemente da concentracdo de conidios, M. anisopliae IP 46 apresenta
toxicidade contra os adultos de A. aegypti mesmo em condi¢BGes subotimais para o
desenvolvimento do fungo (75% UR). Porém, maiores concentracdes do fungo (10° e
3,3 x 10’ conidios/cm?), precisaram de menos tempo para matar os adultos. Dados
semelhantes a estes foram relatados por SCHOLTE et al., 2003, mostrando que maiores
concentragfes de M. anisopliae também levam menor tempo para matar adultos de An.

gambiae.

37



38

A combinacéo de IP 46 com terra diatoméacea e 6leos mostrou um leve efeito
sinérgico porque matou mais mosquitos em menor tempo quando comparado a somente
conidios de IP 46. Isso provavelmente ocorreu porque o 6leo ndo s6 aumentou a adesdo
de conidios na cuticula do adulto (LUZ & BATAGIN, 2005) como também de
particulas de silica. Sendo a abraséo e o dissecamento da cuticula, uma das propriedades
da terra diatoméacea (PINTO JUNIOR et al., 2008), hipoteticamente, um estresse foi
gerado e levou o mosquito adulto a se friccionar com maior frequéncia removendo
entdo mais escamas da cuticula (0o que promove o contato de mais conidios com a
mesma), havendo entdo aumento na evaporacdo de agua,o que facilitou uma invasdo por
maior nimero de conidios e também proporcionou um microclima favoravel ao
desenvolvimento do entomopatégeno. Além do mais, a combinacdo de
entomopatdgenos com terra diatomécea j& foi apresentada como controle de insetos,
principalmente contra pragas de grdos armazenados, PINTO JUNIOR et al., (2008).
Este estudo entdo, relata pela primeira vez o efeito sinégico entre fungo, terra
diatoméacea e 6leo em baixa umidade em adultos de A. aegypti.

A combinacdo de entomopatégenos com terra diatomacea ja foi apresentada
como mecanismo de controle de insetos, principalmente contra pragas de graos
armazenados (PINTO JUNIOR et al., 2008). Isso porque a abrasdo e o dessecamento da
cuticula, sdo uma das propriedades da terra diatomacea (PINTO JUNIOR et al., 2008).
Luz; Batagin, (2005), mostraram que em barbeiros, a presenca de 6leo em formulados
fangicos, aumentou a adesdo de conidios e também de silica na cuticula do adulto.
Neste estudo, a combinacdo de IP 46 com terra diatomacea e 6leos mostrou um aumento
no numero de mosquitos mortos, em menor tempo de exposi¢do, gquando comparados a
tratamento contendo somente conidios de IP 46. Isso hipoteticamente ocorreu, porque
um estresse foi gerado e levou o mosquito adulto a se friccionar com maior frequéncia
removendo entdo mais escamas da cuticula (o que promove o contato de mais conidios
com a mesma), aumentando assim a evaporacdo de agua, o que facilitou uma invasédo
por maior numero de conidios e também proporcionou um microclima favoravel ao
desenvolvimento do entomopatdgeno. Sendo assim, este estudo, relatou pela primeira
vez o efeito sinégico entre fungo, terra diatomacea e 6leo em baixa umidade para

adultos de A. aegypti.
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6.3 Tempo de exposi¢cao

Mosquitos adultos sdo frageis e isso invibializa a aplicacdo direta de formulados
sobre os mesmos. Por este motivo, nos bioensaios deste trabalho, os formulados foram
aplicados indiretamente por meio de exposi¢do permanente dos adultos por até quinze
dias a um substrato tratado, o que ndo corresponde a realidade, onde adultos tém
multiplas escolhas de abrigo. Por isso, estudos sobre o tempo minimo necessario para
conidios infectarem e matarem mosquitos adultos, sdo de grande importancia para o
desenvolvimento de estratégias de controle integrado em campo. A escolha dos tempos
de exposicao deste trabalho foi selecionada a fim de representar periodos realistas de
exposicdo. O menor tempo (0,016 h) foi baseado na hipo6tese de um pouso rapido de
adultos para um descanso, considerando que o mesmo seja “perturbado” (pela presenca
humana, ou predador, ou até mesmo por alguma substancia repelente) fazendo-o voar
novamente. O tempo de 12 h foi selecionado com base no periodo, apds o crepusculo,
em que 0 mosquito adulto repousa para dormir (FORATTINI, 2002). J& os tempos de
48 e 72 h foram baseados no periodo em que fémas alimentadas de sangue, permanecem
em repouso nos lugares chamados de abrigo pds-prandial até que ocorra a digestdo 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 conidios 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 conidios de IP 46 formulados ou ndo, é suficiente para
causar infeccdo e leva-lo a morte. Os resultados mostraram também que o efeito de
doses baixas de conidios (3,3 x 10° conidios/cm?) em curto periodo de exposicio e em
baixa umidade, ndo é necessariamente anulado pela resposta imunoldgica do mosquito.
Dados semelhantes a estes ja foram apresentados para An. gambiae com B. bassiana e
M. anisopliae (MNYONE et al., 2009).

6.4 Conidiogénese quantitativa

Maiores nimeros de novos conidios sobre mosquitos mortos por infeccdo foram

encontrados nos grupos de adultos expostos a conidios de IP 46 formulados em terra
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diatomacea (KD). Provavelmente a desidratacdo da cuticula causada pela terra
diatomacea aumentou a umidade proporcionando um microclima favoravel ao
desenvolvimento do fungo.

A presenca de novos conidios de M. anisopliae IP 46 sobre mosquitos mortos
em locais de concentracdo de adultos, como abrigos e criadouros, aumenta a disperséo
deste entomopatdgeno. Pois este locais sdo frequentados por mosquitos sadios que
podem se infectar. Por isso, a intervencdo com micoinseticidas em criadouros naturais
ou simulados, onde o fungo é protegido contra radiacdo ultravioleta e temperaturas
extremas, onde os adultos de A. aegypti podem permanecer por um periodo prolongado,

parece ser uma estratégia promissora para o controle integrado deste mosquito.
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7 CONCLUSAO E CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados apresentados neste estudo comprovaram que:

* Adultos de A. aegypti sdo susceptiveis a conidios de IP 46 mesmo em baixas
concentragdes e com umidades relativas subotimais para o desenvolvimento do fungo.

« Terra diatoméacea e Oleos vegetal e mineral, nas concentracdes testadas,
possuem toxicidade para adultos de A. aegypti em condicGes de laboratorio.

 Formulados de conidios em terra diatomacea apresentaram maior nimero de
novos conidios sobre os mosquitos mortos por infecgéo.

« Embora ndo haja efeito sinérgico destes aditivos em formulacGes com
propagulos flngicos, IP 46 formulados com KeepDry® e Naturol® (KD + N) séo
promissores para o controle de adultos de A. aegypti.

« Um curto periodo de exposicdo (0.016 h) a conidios de IP 46, formulado ou
ndo, é suficiente para infectar e matar mosquitos adultos.

Sendo assim, novos estudos que avaliem a repeléncia de Naturol® em diferentes
concentragOes para A. aegypti irdo contribuir com o desenvolvimento de micoinseticidas

para o controle deste mosquito.
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