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“Estamos na situagdo de uma criancinha que entra em uma imensa biblioteca, repleta
de livros em muitas linguas. A crianga sabe que alguém deve ter escrito aqueles livros,
mas nédo sabe como. Nao compreende as linguas em que foram escritos. Tem uma
palida suspeita de que a disposi¢do dos livros obedece a uma ordem misteriosa, mas
ndo sabe qual ela é”. (Albert Einstein)
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Cabeca de Aedes aegypti em vista superior- A: Fémea; B: Macho. a: antena;
pa: palpo maxilar; pr: probdscide.

Ciclo de vida de Aedes aegypti, com seus respectivos estagios: ovos (1), larvas
(2), pupas (3) e adultos (4). O ciclo bioldgico consiste em duas fases: aquatica
(larvas e pupas) e terrestre (adultos e ovos) (Biorender).

Ciclo de vida Metarhizium humberi. Fase patogénica: os conidios (C) entram
em contato com a epicuticula do inseto, e inicia-se a etapa de adesdo (1), C
comegam a germinar sobre a epicuticula formando o tubo germinativo (TG) e
apressorio (A) (2) que auxilia na penetracdo do fungo no corpo do inseto (3),
dentro do inseto, o fungo comeca a se multiplicar e crescer internamente
ocasionando danos internos e consequentemente a morte do inseto (4). Fase
saprobibntica: apds a morte ocorre a esporulagdo e conidiogénese post mortem
(5), por agcdes ambientais como o vento C se desprendem do corpo do inseto e
se propagam pelo meio ambiente dando continuidade ao ciclo de vida do fungo

Dispositivo de disseminacdo em gaiola telada; tira de papel de filtro ajustada
em um frasco (20 mL) (a) preenchido com solucdo aquosa de sacarose a 10%
previamente esterilizada (15 mL) para a alimentacdo dos adultos de Aedes

aegypti.

Area de peridomicilio simulado para testes em condi¢des de semi-campo;
tecidos pendurados em cada sala para descanso de mosquitos (a); dispositivo de
disseminacédo no chéo da sala da area (b).

Locais de cada peridomicilio com dispositivo de disseminagdo contendo
CC+TD e controle.

Pé micronizado de cera de carnadba e liofilizado (a); terra diatomacea
autoclavada (b); pé de cera de carnalba e terra diatomécea armazenados sobre
silica gel (c).

Criacédo de Aedes aegypti em laboratério: Papel filtro com ovos foi colocado em
bacia de plastico com &gua (a,b); as larvas foram alimentadas com rag&o para
gato até a pupacao (b); as pupas foram transferidas para copo plastico com agua
(c); o copo com as pupas foi colocado dentro de um recipiente plastico telado;
e os adultos emergentes foram alimentados com solugéo de sacarose a 10% (d).

Dispositivo copo de plastico transparente (200 mL) com a superficie lateral
interna asperizada (a); formulagdo C+CC+TD espalhada sobre a superficie
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Fig.10

Fig.11

Fig.12

Fig.13

Fig.14

lateral interna do dispositivo (b). Dispositivo telado para evitar a fuga de adultos
de Aedes aegypti durante os experimentos (c).

Dispositivo de disseminacdo, reservatdrio fechado para agua (a),
compartimento superior aberto (b), prato com gel (c), trés barbantes (sé um
mostrado d) que conecta a &gua com o gel, tubo para preencher o reservatorio
(e), tampa (f) e compartimento onde é posto o tecido (g) tratado com formulacao
(i), incisdo e fixacdo do tecido no compartimento superior do dispositivo (h).

Germinacdo media (%) de conidios de Metarhizium humberi IP 46, 24 h apds
incubacéo sobre meio SDAL a 25 + 1° C e 12 h de fotofase. Anteriormente, 0s
conidios [C] (5 mg) foram colocados em microtubos sem aditivos (a) ou
misturados com cera micronizada de carnauba [CC] seguindo a proporcéo de (a
cada 2 mg de CC tinha 107 C, e volume final de 5 mg) (b), terra diatomacea
[TD] (a cada 0,5 mg de TD tinha 10 C, volume final de 5 mg) (c) ou os dois
aditivos (a cada 2 mg de CC, e 0,5 mg de TD tinha 107 C, volume final de 5 mg)
(d) a 43%, 75% ou > 98% umidade relativa, 25 £ 1° C e 12 h de fot6fase até 14
d (quatro repeti¢des independentes).

Germinacdo média (%) + erro padrdo da média de conidios de Metarhizium
humberi IP 46, 24 h apds incubacao sobre meio SDAL a 25+ 1°C e 12 h de
fotofase. Anteriormente, os conidios [C] (5 mg) foram colocados em
microtubos sem aditivos ou misturados com cera micronizada de carnauba
[C+CC] (a cada 2 mg de CC tinha 10’ C, e volume final de 5 mg), terra
diatomécea [TD] (a cada 0,5 mg de TD tinha 10’ C, volume final de 5 mg) ou
os dois aditivos [C+CC+TD] (a cada 2 mg de CC, e 0,5 mg de TD tinha 10" C,
volume final de 5 mg), agitados e incubados a 43% I'1, 75% % ou B > 98% de
umidade relativa, 25 + 1° C e 12 h de fot6fase até 14 d. Os valores (quatro
repeticdes independentes) dentro do mesmo grupo (C; C+CC; C+TD;
C+CC+TD) com letras diferentes (a—c) foram significativamente diferentes
(ANOVA F221>18,2e P <0,001).

Mortalidade relativa acumulada média + erro padrdo da média de adultos de
Aedes aegypti [incubados a 75% (a) e > 98% (b) de umidade relativa, 25+ 1°C
e 12 h de fotofase por 15 d]. Anteriormente, dez adultos foram expostos durante
1 h em copo plastico, ndo tratado (controle) ou tratado com cera micronizada de
carnaliba [CC] (2 mg/cm?) e/ou terra diatomacea [TD] (0,5 mg/cm?) misturados
ou ndo com conidios de Metarhizium humberi IP 46 [C] (10" C/cm?) (quatro
repeticdes independentes).

Desenvolvimento de Metarhizium humberi em cadaveres de Aedes aegypti.
Adultos mortos foram colocados sobre meio &gar-agua com cristal violeta e
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Fig.15

Fig.16

Fig.17

Fig.18

Fig.19

incubados a 25° C, > 98% UR e fotofase de 12 h. O crescimento semi-
quantitativo de conidios foi analisado diariamente (a—d) durante 10 d.
Ampliacdo com estereoscopio (60x; Leica DMLS [V/00, Leica Microsystems,
Sédo Paulo, Brasil).

Média do nimero de ovos (£ erro padrdo da média) postos por inicialmente 60
fémeas de Aedes aegypti durante 15 d, em dispositivo de disseminacdo com
tecido previamente ndo tratado (controle) misturados ou ndo com cera
micronizada de carnadba [CC] (2 mg/cm?) elou terra diatoméacea [TD] (0,5
mg/cm?) e gel. Os testes foram realizados com quatro repeticdes independentes
em gaiolas teladas em umidade relativa e temperatura ambiente.

Mortalidade relativa média acumulada + erro padrdo da média de adultos de
Aedes aegypti. Anteriormente, com quatro repeti¢6es independentes, 60 adultos
foram expostos durante 15 d em gaiola telada, com dispositivo de disseminacéo
previamente ndo tratado (controle) (a,b) ou tratado com cera micronizada de
carnatiba [CC] (2 mg/cm?) efou terra diatomacea [TD] (0,5 mg/cm?) (a,b)
misturados ou ndo com conidios de Metarhizium humberi IP 46 [C] (107 C/cm?)
(b) em umidade relativa ambiente, 25 £+ 1° C e 12 h de fottfase.

Média do numero de ovos (£ erro padrdo da média) postos por inicialmente 100
fémeas de Aedes aegypti durante 15 d, em dispositivo de disseminacdo com
tecido previamente ndo tratado (controle) (a,b) ou tratado com conidios de
Metarhizium humberi IP 46 [C] (107 C/cm?) (b) misturados ou ndo com cera
micronizada de carnadba [CC] (2 mg/cm?) e/ou terra diatomacea [TD] (0,5
mg/cm?) (a,b) e gel. Os testes foram realizados em Goiania, GO, Brasil, entre
dezembro de 2022 a abril de 2023 (a) (época chuvosa, com oito repeticdes
independentes) e junho a agosto de 2023 (época seca) (com quatro repeticdes
independentes), em umidade relativa e temperatura ambiente.

Monitoramento de temperatura (a) e umidade relativa (b) fora do dispositivo de
disseminacdo (ambiente), em condi¢cGes simuladas de peridomicilio em
Goiania, GO, Brasil, entre dezembro de 2022 a abril de 2023 correspondente a
época chuvosa.

Média do nimero total de ovos (£ erro padrdo da media) postos por fémea de
Aedes aegypti durante 7 d, em dispositivo de disseminagdo com tecido
previamente ndo tratado (controle) ou tratado com cera micronizada de
carnatiba [CC] (2 mg/cm?) e terra diatomécea [TD] (0,5 mg/cm?) e gel. Os testes
foram realizados em quatro locais peridomiciliares (a—d), em Goiania, GO,
Brasil, entre dezembro de 2022 a abril de 2023 (época chuvosa), em umidade
relativa e temperatura ambiente (quatro repeticdes independentes).
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Fig.20 Meédia do numero total de ovos (+ erro padrdo da média) postos por fémea de 53

Tab.1

Aedes aegypti durante 7 d, em dispositivo de disseminacdo com tecido
previamente ndo tratado (controle) ou tratado com cera micronizada de
carnaliba [CC] (2 mg/cm?) e terra diatomacea [TD] (0,5 mg/cm?) e gel. Os testes
foram realizados em quatro locais peridomiciliares (a—d), em Goiania, GO,
Brasil, entre junho & agosto de 2023 (época seca), em umidade relativa e
temperatura ambiente (quatro repeticGes independentes).

Mortalidade relativa acumulada + erro padrdo da média (EPM) apés 5, 10 e 15
d e tempo letal (dias) com seus respectivos intervalos de confianga (IC) para
matar 50 e 90% (TLso e TLgo) de adultos de Aedes aegypti expostos a conidios
de Metarhizium humberi IP 46 [C] (107 conidios/cm?) formulados ou n&o com
po6 de cera de carnatba [CC] (2 mg/cm?) e terra diatomacea [TD] (0,5 mg/cm?)
e incubados a 25° C, umidade relativa de 75% ou >98% e fotofase de 12 h por
até 15 d. Com os respectivos nimeros de conidios por cadaveres de adultos
expostos ou ndo a CC e TD. Os valores foram calculados com quatro repeticdes
independentes dentro da mesma coluna (mortalidade e nimero de conidios com
ANOVA e teste SNK; TLsoe TLgo com andlise de Probit em seu IC 95%). *
Valores insuficientes para calcular tempo letal
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Resumo

Formulacdo de Metarhizium humberi & base de cera de carnauba e terra diatoméacea
para controle focal de Aedes aegypti

Introducéo: Metarhizium humberi é um fungo entomopatogénico que apresenta atividade
promissora no controle biologico de Aedes aegypti, vetor de arboviroses. Condi¢des ambientais
estressantes, como baixas umidades relativas (UR), dificultam a a¢do inseticida de M. humberi.
Aditivos em formulagdes de conidios (C), visam melhorar atividade inseticida desse fungo. P
de cera de carnauba (CC) como aditivo objetiva aumentar o contato de C na cuticula, e terra
diatoméacea (TD) provoca danos por abrasdo na epicuticula do vetor. Objetivos: Diante disso
0 objetivo desse estudo foi desenvolver uma formulagdo seca para controle de A. aegypti.
Materiais e métodos: Para isso, foi avaliada a germinacéo in vitro de C com CC e/ou TD, e 0
potencial de CC e TD como aditivos em condic6es de laboratorio, semi-campo e campo. Para
testes in vitro de germinacdo, C foram misturados com CC e/ou TD e expostos a 25°C, 43%,
75%, >98% UR e fotofase de 12 h por 14 d. Em testes in vivo: na estufa, adultos foram expostos
a CC e/ou TD misturados ou ndo com C por 60 minutos. Depois, foram incubados a 25°C, UR
de 75% ou >98% e fotofase de 12 h. Para testes em gaiolas teladas, os adultos foram expostos
a dispositivos de disseminacdo com CC e/ou TD misturados ou ndo com C. Em testes de semi-
campo, adultos expostos a dispositivos de disseminagcdo com C, C+CC+TD e controle em
época chuvosa ou seca. Para todos os testes in vivo, a mortalidade foi quantificada durante 15
dias. Em testes em campo, foram colocados dispositivos de disseminagdo com CC+TD e
controle em quatro locais peridomiciliares em Goiania, GO, Brasil, e ao final de cada repeticao
os dispositivos foram revisados e 0 nimero de ovos quantificados. Resultados: os testes
mostraram que na germinacao in vitro C com CC e/ou TD expostos a 43, 75 e >98% UR,
tiveram diferenca significativa na média da germinagdo em relacdo as umidades relativas (n°
de conidios germinados 43% < 75% < >98% UR). O tempo de exposi¢do (14 dias) ndo afetou
a germinacdo. Nos testes de laboratério a 75% UR, no 10° dia a mortalidade em C (58%) foi
inferior comparada a C+CC+TD (73%). Em semi-campo, na época chuvosa para C+CC+TD
mortalidade foi de 73%, e no controle 17,8%. Na época seca, em C+CC+TD foi 92%, para C
81% e controle 38%. Em campo, o nimero de ovos variou entre 84 e 2221 ovos. Conclusdes:
Os aditivos CC e TD podem ser utilizados em uma formula¢édo com C de M. humberi. CC néo
foi toxico para os adultos e a formulacdo C+CC+TD foi promissora em época seca. Relevancia
e impacto: Os conhecimentos resultantes deste estudo, representam um avango importante
para 0 pré-desenvolvimento de uma formulacdo seca eficaz e sustentdvel para controle
bioldgico, contribuindo para o surgimento de novas abordagens de controle de A. aegypti, vetor
de grande impacto na medicina tropical e saude publica.

Palavras — chave: mosquito, controle biolégico, fungo entomopatogénico, aditivo



Abstract

Formulation of Metarhizium humberi based on carnauba wax and diatomaceous earth
for focal control of Aedes aegypti

Introduction: Metarhizium humberi is an entomopathogenic fungus that shows promising
activity in the biological control of Aedes aegypti, a vector of arboviruses. Stressful
environmental conditions, such as low relative humidity (RH), hinder the insecticidal action of
M. humberi. Additives in conidial formulations (C) aim to improve the insecticidal activity of
this fungus. Carnauba wax powder (CC) as an additive aims to increase the contact of C on the
cuticle, and diatomaceous earth (DE) causes abrasion damage to the vector's epicuticle.
Objectives: The aim of this study was to develop a dry formulation for controlling A. aegypti.
Materials and Methods: To this end, the in vitro germination of C with CC and/or ED was
evaluated, as well as the potential of CC and DE as additives in laboratory, semi-field and field
conditions. For in vitro germination tests, C was mixed with CC and/or TD and exposed to
25°C, 43%, 75%, >98% RH and 12 h photophase for 14 days. In in vivo tests: in the greenhouse,
adults were exposed to CC and/or ED mixed or not with C for 60 minutes. They were then
incubated at 25°C, 75% RH or >98% RH and 12-hour photophase. For tests in screened cages,
adults were exposed to spreading devices with CC and/or ED mixed or not with C. In semi-
field tests, adults exposed to spreading devices with C, C+CC+DE and control in rainy or dry
seasons. For all in vivo tests, mortality was quantified over 15 days. In field tests, dissemination
devices with CC+ED and control were placed in four peridomiciliary sites in Goiania, GO,
Brazil, and at the end of each repetition the devices were reviewed and the number of eggs
quantified. Results: In the in vitro tests C with CC and/or DE exposed to 43, 75 and >98% RH,
had a significant difference in the mean germination in relation to the relative humidities
(number of germinated conidia 43% < 75% > 98% RH). Exposure time (14 days) did not affect
germination. In laboratory tests at 75% RH, on the 10" day mortality in C (58%) was lower
than in C+CC+DE (73%). In the semi-field, mortality in the rainy season for C+CC+DE was
73%, and in the control 17%. In the dry season, C+CC+DE mortality was 92%, C 81% and
control 45%. In the field, the number of eggs varied between 84 and 2221 eggs. Conclusions:
The additives CC and DE can be used in a formulation with C of M. humberi. CC was not toxic
to adults and the C+CC+DE formulation was promising in the dry season. Relevance and
impact: The knowledge resulting from this study represents an important advance in the
development of an effective and sustainable dry formulation for biological control, contributing
to the emergence of new approaches to controlling A. aegypti, a vector with a major impact on
tropical medicine and public health.

Key words: mosquito, biological control, entomopathogenic fungus, additive



1. Introducéo

Aedes aegypti, vetor de arboviroses de importancia publica (GODOY et al., 2021), tem
sido alvo de intensos esforcos para controle e prevencdo, dada a sua capacidade de
transmitir doencas graves. Entre as abordagens inovadoras, 0s fungos entomopatogénicos
tém se destacado como antagonistas naturais eficazes contra mosquitos (SCHOLTE et al.,
2004). Nesse contexto, o Metarhizium humberi IP 46, um fungo entomopatogénico
originario do solo do Brasil central (ROCHA et al., 2022), é potente contra A. aegypti
(RODRIGUES et al., 2019). No entanto, a acdo desse fungo € influenciada por condigdes
ambientais estressantes, o que tem levado a busca por estratégias que otimizem a sua
eficacia (BATTA., 2003). Uma abordagem promissora envolve o uso de aditivos em
formulac@es fangicas, capazes de atenuar efeitos de estresse ambientais (LUZ; BATAGIN,
2005).

O p6 de cera de carnauba é um aditivo, derivado da Copernicia prunifera, uma palmeira
nativa do nordeste brasileiro (DEMARTELAERE et al., 2021). O seu potencial como
aditivo € novo, ainda ndo se conhece o efeito da cera de carnaiba sobre os conidios de M.
humberi. Por sua natureza dielétrica (ATHANASSIOU et al., 2007), especula-se que as
particulas desse po6, quando misturadas aos conidios, possam servir como veiculos que
facilitem o contato de conidios com a cuticula lipofilica de A. aegypti. Outro aditivo de
interesse é a terra diatomacea, um pé derivado de residuos fdsseis de algas diatomaceas,
rico em silicio (LORINI et al., 1999). Com propriedade abrasiva, ao entrar em contato com
a cuticula dos insetos, resulta em danos e desidratacdo, levando & morte do vetor (BATTA
et al., 2008).

A terra diatoméacea também tem se mostrado interessante como aditivo em formulacdes
fungicas (LUZ et al., 2012; RODRIGUES et al., 2015), aumentando a suscetibilidade a
infecgdo fungica devido ao estresse causado em insetos apds o contato. A combinagao dessa
substancia com conidios de M. humberi demonstrou ndo prejudicar a viabilidade desses
conidios (LUZ et al., 2012; RODRIGUES et al., 2019). Entretanto, permanece
desconhecido o impacto da sinergia entre a terra diatomacea e 0 po de cera de carnatba em
uma formulagdo contendo conidios de M. humberi contra os adultos de A. aegypti.
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2. Fundamentacao téorica

2.1. Aedes aegypti
2.1.2. Morfologia

Aedes aegypti € um inseto pertencente a ordem Diptera e familia Culicidae.
Adultos machos e fémeas apresentam tamanho de 4-7 mm, e um corpo delgado com
cabeca, torax e abdémen. A cabeca se constitui por um par de antenas, aparelho bucal
também conhecido como proboscide, e um par de palpos maxilares que se diferem entre
0S sexos, sendo mais curtos que a probdscide nas fémeas (Fig. 1A) enquanto nos machos
s&o mais longos (Fig. 1B) (CONSOLI; OLIVEIRA, 1998).

A probdscide e os palpos apresentam receptores que detectam substancias volateis
como o didxido de carbono emitido por hospedeiros, orientando as fémeas para
alimentacdo, locais de repouso e oviposi¢do. Os olhos se localizam na por¢do antero-
lateral da cabeca (Fig. 1) e sdo revestidos por unidades Opticas denominadas de
omatideos, responsaveis pela captacdo de luz (CONSOLI; OLIVEIRA, 1998). As fémeas
possuem antenas pilosas e aparelho bucal picador (Fig. 1A) que permite a alimentacao
por hematofagia, enquanto os machos possuem antenas plumosas e aparelho bucal do tipo
sugador e se alimentam de néctar de plantas (Fig. 1B).

O térax é dividido em trés segmentos: protdrax, mesotorax e metatorax, sendo que
0 mesotdrax corresponde ao maior segmento. Este por sua vez possui caracteristicas
particulares, tais como 0 mesonoto com um conjunto de escamas prateadas em forma
semelhante a uma lira que é caracteristico de A. aegypti. O abdémen é subdivido por oito
segmentos que sao evidentes, e dois segmentos modificados em genitélia externa e anus
(CONSOLI; OLIVEIRA 1998). Ademais, possuem trés pares de pernas longas com
manchas prateadas e um par de asas anteriores que sdo acompanhadas com um outro par
de asas posteriores modificadas denominadas de balancins, estas por sua vez auxiliam no
equilibrio do inseto durante o seu voo (CONSOLI; OLIVEIRA, 1998).

Fig. 1. Cabeca de Aedes aegypti em vista superior- A: Fémea; B: Macho. a: antena; pa: palpo maxilar; pr:
probdscide (EIRAS.,2005)
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2.1.3. Aspectos bioldgicos

A. aegypti € holometabdlico e se desenvolve por metamorfose completa em quatro
estagios sendo eles; ovos, larvas, pupas e adultos (Fig. 2). Os ovos e adultos séo de fase
terrestre, enquanto larvas e pupas de fase aquatica (Fig. 2). E um mosquito sinantrépico
e vive em ambientes urbanos onde se faz presente nos domicilios e peridomicilios.
(CONSOLLI; OLIVEIRA, 1998; CLEMENTS, 2000). As atividades de acasalamento e
alimentacédo ocorre durante o dia (CONSOLI; OLIVEIRA, 1998) (Fig. 2).

A principal fonte de sangue é o ser humano onde a fémea consegue alimentar-se
mais de uma vez no mesmo hospedeiro, ou em hospedeiros diferentes, e possui
preferéncia em picar regiGes mais baixas (DONALISIO et al., 2017). Apds repasto
sanguineo, digestdo e acasalamento as fémeas gravidas procuram criadouros para
oviposicdo. A selecdo de um criadouro € por meio de alguns fatores, como estrutura,
tamanho, coloragdo do local, além de fatores abiodticos dentre eles destacam-se
temperatura e umidade (FAY, 1965; BENTLEY; DAY, 1989; CONSOLI; OLIVEIRA,
1998).

Apbs a escolha do criadouro, as fémeas depositam os ovos em substratos Umidos
e nas proximidades de colecdes de agua dos criadouros (BENTLEY; DAY, 1989;
CONSOLI; OLIVEIRA, 1998). Os ovos conseguem resistir a longos periodos de
dessecacdo até o inicio da estacdo chuvosa (LOPES et al., 2015). O cérion dos ovos é
permeavel a agua, e em condicBes adequadas de umidade e temperatura, 0S 0vVO0S
absorvem agua e aumentam de peso e tamanho (CLEMENTS, 1992). Tornam-se entdo
resistentes a perda de dgua apds o total escurecimento do cérion, mudando de coloracao
branca para preta (CLEMENTS, 1992). A ecloséo das larvas acontece apés a conclusao
do desenvolvimento embrionério até 48 h apds a oviposicdo, em condi¢des ambientais
adequadas (CLEMENTS, 1992).

Existem diversos fatores que podem interferir na sobrevivéncia de larvas, como:
1°) disponibilidade de agua; as larvas precisam de dgua para sobreviver e desenvolver. A
auséncia de agua pode levar a desidratacdo e morte. 2°) a qualidade da 4gua pode afetar
na sobrevivéncia, agua limpa e sem contaminantes é mais propicia para a sobrevivéncia.
3% a temperatura que € um determinante direto de sobrevivéncia, temperaturas extremas
podem prejudicar o desenvolvimento das larvas e, consequentemente, sua sobrevivéncia.
(CHRISTOPHERS, 1960; RUEDA et al., 1990; BARRERA et al., 2006). 4°) a matéria

organica presente na agua, a fonte de alimentacdo das larvas (CLEMENTS, 1992).
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As larvas passam por quatro estadios de desenvolvimento (L1 até L4). Apds o
periodo de 5 d em 6timas condigdes ambientais, as larvas mudam para a fase de pupa
onde passam por metamorfose até ocorrer a emergéncia de adultos (CLEMENTS, 1992)
(Fig. 2). Adultos machos sobrevivem até 35 (CONSOLI; OLIVEIRA, 1998;
CLEMENTS, 2000). A sobrevida de adultos foi considerada maior para fémeas podendo
chegar a até mais de 50 d (SILVA; SILVA, 1999).

Fig. 2. Ciclo de vida de Aedes aegypti, com seus respectivos estagios: ovos (1), larvas (2), pupas (3) e
adultos (4). O ciclo bioldgico consiste em duas fases: aquatica (larvas e pupas) e terrestre (adultos e ovos)

(Biorender).
@
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2.1.4. Importancia como vetor

A. aegypti é vetor de arboviroses como Zika, Chikungunya e dengue. O vetor se
distribuiu em regiGes tropicais e subtropicais do mundo (SIMMONS et al., 2012). Por
meio do comércio de pessoas escravizadas em grandes embarcacdes e as trocas
comerciais, 0 vetor se disseminou pela Africa e Asia durante os séculos XV ao XIX
(SIMMONS et al., 2012). Com o aumento do comércio, viagens e urbanizacdo se
espalhou globalmente (SIMMONS et al., 2012). O comércio de pneus atuou na dispersao
de formas imaturas do vetor em novos ambientes (SIMMONS et al., 2012). A crescente
urbanizagdo e consequentemente o aumento da densidade populacional resulta no
surgimento de novos focos de disseminagéo do vetor (SIMMONS et al., 2012).

A transmissdo de arboviroses por A. aegypti é por meio da fémea previamente
infectada, que adquire a infeccdo através do repasto sanguineo em um individuo
infectado, ou por via transovariana (CONSOLI; OLIVEIRA 1998). Os arbovirus sao

motivos de preocupacdo na saude publica, possuem manifestacdes clinicas que variam de
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doenca febril leve, quadros de febre hemorragica, sindromes articulares e neuroldgicas, e
de forma geral apresentam casos de morbidade e letalidade (LOPES et al., 2014).

Dentre as arboviroses a dengue é uma importante doenca epidémica, que ocasiona
impacto econémico, social e de saide publica A situacdo se agrava em regides que
possuem condi¢Ges ambientais e socioecondmicas que favorecem as caracteristicas
bioldgicas do vetor (SIMMONS et al., 2012). Regides com maior frequéncia de chuvas,
propiciam aumento de criadouros artificiais e consequentemente populagbes de
mosquitos (SIMMONS et al., 2012; DONALISIO et al., 2017). A adaptacdo do mosquito
as areas urbanas, favorece seu contato com o homem e a veiculagdo de doencas
(SIMMONS et al., 2012). Além da transmissdo de arboviroses o vetor gera incomodo
com a sua picada, podendo provocar alergias (DONALISIO et al., 2017).

2.1.5. Controle do vetor no Brasil

Desde 2000, A. aegypti tem se tornado alvo em campanhas de erradicacéo (Plano
de Erradicacédo do A. aegypti) cujo principal objetivo se concentrava na reducao dos casos
de dengue hemorrégica. O controle era realizado por meio da participacao voluntaria da
populacdo, através da conscientizacdo e cooperacdo popular em campanhas de ataques
aos focos do vetor (TAUIL, 2002). O vetor foi erradicado do pais entre as décadas de 50
e 60, porém em 1976 houve a reintroducdo do mosquito no pais (TAUIL, 2002).

O Ministério da Saude em 2002 criou o Programa Nacional de Controle da
Dengue, que apresenta como principais enfoques o fortalecimento das vigilancias
epidemioldgicas e entomoldgicas para ampliar a capacidade de deteccdo precoce de
surtos da dengue, a integracdo das acdes de controle da dengue na atencdo basica, com a
mobilizacdo do Programa de Agentes Comunitarios de Salude e Programa de Saude da
Familia (BRAGA; VALLE, 2007). Atualmente, o controle do vetor é realizado por meio
de estratégias de prevencdo, destruicdo ou a destinacdo adequada de criadouros de A.
aegypti, a drenagem de reservatorios, bem como a instalacao de telas em portas e janelas
(Programa Nacional de Controle da Dengue, 2022).

No entanto fatores como, falta de aplicacdo de acBes publicas de prevencao,
precariedade de condicGes sanitarias em algumas cidades brasileiras, pouca participagdo
popular em campanhas de destruicdo aos focos do vetor e a queda de suscetibilidade de
adultos a inseticidas utilizados, dificultam o controle de A. aegypti no Brasil (FRANCA
etal, 2017; FARIA et al., 2023).
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2.1.5.1. Controle quimico

O controle quimico compreende o0 uso de inseticidas organicos ou inorganicos, e
é uma das metodologias mais empregadas para o controle de vetores na satde publica
(BRAGA & VALLE, 2007). Por suas caracteristicas quimicas esses inseticidas sao
classificados em quatro grupos principais, organoclorados, organofosforados, carbamatos
e piretrdides.

O primeiro inseticida de efeito prolongado desenvolvido, foi um organoclorado
sintético dicloro-difenil-tricloroetano, inseticida criado durante a 2° Guerra Mundial, com
efeito prolongado. Quando aplicado em ambientes domiciliares, permanecia ativo contra
0 vetor durante meses (BRAGA; VALLE, 2007). No entanto, devido aos grandes
maleficios ocasionados ao homem, e animais ocasionando acimulo em tecidos do
organismo, além da resisténcia de mosquitos, os inseticidas dessa classe foram proibidos
em varios paises (BECKER et al., 2010).

No Brasil o organofosforado; temefos foi utilizado como forma de controle de
larvas de A. aegypti, e hoje ndo apresenta efetividade contra o vetor. Assim, 0 uso
recorrente de inseticidas gera a selecdo genética de populacdes de mosquitos resistentes.
Necessario aumentar a dose de aplicacdo para contornar a resisténcia, colocando em risco

a salde do homem, animais e meio ambiente (BARRETO, 2005).

2.1.5.2. Controle bioldgico

O controle bioldgico realiza a regulacdo de populac@es de pragas de importancia
agricola e médica, por meio do uso de inimigos naturais podendo ser predadores,
parasitoides ou entomopatégenos como virus, bactérias e fungos (PARRA et al., 2002).

No Brasil os estudos sobre o controle bioldgico de pragas iniciaram em 1974,
quando o curso de Pos-Graduagdo em Entomologia da USP criou a disciplina de patologia
de insetos, através disso a producdo cientifica com enfoque no controle entomoldgico foi
estimulada e desenvolvida no Pais (ALVES, 1998). A utilizagdo de entomopatdgenos no
controle bioldgico ndo seleciona popula¢fes com individuos resistentes, porém algumas
desvantagens sdo relatadas como, uma agao mais lenta no hospedeiro alvo. A maioria dos
entomopatogenos necessita de condi¢es favordveis para a sobrevivéncia e infeccéo,
como umidade relativa, temperatura entre outros.

O Brasil é referéncia mundial além de exportar tecnologias de controle biologico
para outros paises. Produtos denominados de micoinseticidas, formulados a base de

fungos entomopatogénicos sdo eficazes no controle bioldgico e desempenham um
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importante papel na agricultura, um exemplo ¢ a eficacia do género Metarhizium sobre a
cigarrinha da raiz da cana de agtcar (MASCARIN, 2010).

2.2. Fungos entomopatogénicos

2.2.1. Aspectos bioldgicos

A maioria das espécies de fungos entomopatogénicos é da ordem Hypocreales do filo
Ascomycota, e é encontrada no meio ambiente ou em insetos. S80 organismos que
infectam acaros e uma ampla gama de insetos ocasionando doencas e a morte desses
individuos. A principal via de infec¢do de insetos por esses fungos é através da cuticula
(ALVES, 1998; MORA et al., 2017).

O ciclo de vida de Metarhizium humberi (Fig. 3) se da em duas fases, sendo uma
patogénica que vai desde a infeccdo até a morte do hospedeiro, e uma fase saprobidntica
que inicia no cadaver do hospedeiro. A fase patogénica se da quando os conidios se fixam
na cuticula do hospedeiro, e inicia o processo de adesdo, sendo esta, a etapa primordial
para o sucesso da infeccdo (1). A adesdo é favorecida por meio da lipofilicidade dos
conidios e da cuticula do inseto. Em condicdes favoraveis principalmente em locais com
alta umidade relativa os conidios comecam a germinar (2), formando um tubo
germinativo, e logo em seguida um apressorio (3) que auxilia na etapa de penetracéo na
cuticula. Durante a penetragdo, os fungos entomopatogénicos produzem enzimas que
degradam a cuticula convertendo os tecidos do inseto em nutrientes para 0 seu
crescimento (FERNANDES, 2012; BUTT et al., 2016). Apos a penetracdo, hifas chegam
a hemocele e colonizam todo o inseto ramificando-se e produzindo corpos hifais (4). Por
acOes de supressdo do sistema imunoldgico, retarda a resposta imunoldgica do inseto a
infeccdo, permitindo que o fungo se espalhe mais eficazmente. Apds a morte do
hospedeiro e em condi¢cdes favoraveis de temperatura e umidade inicia-se a fase
saprobiontica, hifas emergem sobre o cadaver e entdo novos conidios sdo formados (5).
Esses podem contaminar e infectar outros insetos dando continuidade ao ciclo de vida do
fungo (6) (BUTT et al., 2016; MORA et al., 2017).

Fig. 3. Ciclo de vida Metarhizium humberi. Fase patogénica: os conidios (C) entram em contato com a
epicuticula do inseto, e inicia-se a etapa de adesao (1), C comegcam a germinar sobre a epicuticula formando
0 tubo germinativo (TG) e apressério (A) (2) que auxilia na penetracédo do fungo no corpo do inseto (3),
dentro do inseto, o fungo comeca a se multiplicar e crescer internamente ocasionando danos internos e
consequentemente a morte do inseto (4). Fase saprobibntica: ap6s a morte ocorre a esporulagdo e
conidiogénese post mortem (5), por acGes ambientais como o vento C se desprendem do corpo do inseto e
se propagam pelo meio ambiente dando continuidade ao ciclo de vida do fungo (autoral).
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2.2.2. Metarhizium

Fungos do género Metarhizium, ocorrem principalmente em solos, insetos e
estabelecem relacBes de simbioses com plantas de forma facultativa (ZIMMERMANN,
2007; STONE; BIDOCHKA, 2020). O género Metarhizium é filamentoso com hifas
hialinas e morfologicamente constituido por conidios de coloracdo esverdeada,
geralmente cilindricos ou ovais (ZIMMERMANN, 2007; BISCHOFF; REHNER;
HUMBER, 2009).

Muitas espécies de Metarhizium atualmente sdo descritas como integrantes dos
complexos M. anisopliae ou M. flavoviride (KHONSANIT; MONGKOLSAMRIT,
2020). No Brasil, M. anisopliae é bastante empregado no controle bioldgico de insetos de
importancia agricola (SCHOLTE et al., 2004).

2.2.2.1. Metarhizium humberi

Uma nova espécie do complexo M. anisopliae foi coletada pela primeira vez em
2001, em amostras de solo no Centro-Oeste do estado de Goias (GO) (LUZ et al., 2019).
A espécie foi nomeada de M. humberi. Atualmente sabe-se que a espécie € comum em
solos do Brasil e México, e foi isolada de insetos de ordens Coleoptera, Hemiptera e
Lepidoptera (LUZ et al., 2019). Pesquisadores demonstraram o potencial dessa espécie
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no controle de A. aegypti, com alta atividade inseticida em ovos, larvas e adultos deste
vetor (LUZ et al., 2008; SANTOS et al., 2009; RODRIGUES et al., 2019).

2.3. Producéo e formulacao de fungos entomopatogénicos

Conidios de fungos entomopatogénicos podem ser produzidos em laboratério
onde os propagulos séo cultivados em meios de cultura, e armazenados em condigdes
adequadas e controladas de temperatura, umidade relativa e fot6fase. No entanto, no meio
ambiente, a temperatura, umidade relativa e radiacdo solar influenciam diretamente na
viruléncia, germinacdo e conidiogénese post mortem, podendo afetar a sobrevivéncia e a
taxa de infeccdo desses fungos (LUZ; FARGUES, 1997).

FormulagBes flangicas sdo utilizadas a fim de superar fatores de estresse
ambientais e aumentar a resisténcia e infectividade desses fungos no meio ambiente
(CARRENO, 2003). Em formulacdes, os conidios sdo misturados com um ou mais
aditivos liquidos como; agua, 6leo puro ou emulsdes 6leo-a4gua, ou sélidos na forma de
pos, e granulados de diferentes tamanhos (BURGUES, 1998).

Formulados secos constituidos de conidios, sdo capazes de proteger os conidios,
além de facilitarem sua aplicacdo e ainda estabilizam a formulacdo durante o processo de
armazenamento (FARIA; WRAIGHT, 2007). Estudos com a utilizacdo de po6s
eletrostaticos como o Entostat, comprovaram que foram eficientes na entrega de
feromonios para técnicas de auto-confusdo e ruptura de acasalamento em pragas de
armazenamento (BARTON et al., 2006; ATHANASSIOU, 2016; ATHANASSIOU,
2017). Particulas com cargas eletrostaticas em p6 agem como transportadores de conidios
para a cuticula que acumula cargas elétricas durante o tempo de voo e/ou ao entrar em
contato com uma superficie (EDWARDS, 1962).

2.3.1. P4 de cera de carnauba

O po de cera de carnauba é eletrostatico extraido da folha da palmeira Copernicia
prunifera, uma planta nativa do Brasil. O potencial do p6 como aditivo em formula¢Ges
fangicas secas ainda é pouco estudado. Trabalhos avaliando formulag6es de conidios com
0 p6 de cera de carnalba, demonstraram que 0 mesmo é um carreador potencialmente
viavel de entrega de fungos entomopatogénicos (ATHANASSIOU et al., 2017; MUNIZ
et al., 2020).

MUNIZ et al., (2020) testaram uma formulagdo com de p6 de cera de carnalba,

para aumentar a atividade inseticida de fungos Beauveria bassiana, Beauveria
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pseudobassiana e Akanthomyces muscarius em moscas adultas Lucilia sericata. Os
tratamentos com conidios de B. bassiana e A. muscarius formulados com o pé de cera de
carnauba, exibiram um maior desempenho inseticida. O po foi capaz de aumentar a taxa
de infeccdo de insetos pelos conidios. Além disso, o po de cera de carnaiba nao afetou
negativamente a viabilidade dos conidios dos fungos entomopatogénicos testados. Os
autores concluiram que a cera de carnalba pode ser uma opgdo promissora para melhorar
a eficacia de fungos entomopatogénicos no controle de insetos pragas, como a mosca

varejeira.

2.3.2. Terra diatomacea

Terra diatomacea é um aditivo em p6 composto por diatoméaceas, uma espécie de
alga com parede celular de silica (LORINI et al., 1999). Apresenta propriedade abrasiva
e, ap6s contato com a cuticula do inseto pode levar a danificacdo da cuticula. As
moléculas de cera da camada superficial da epicuticula sdo adsorvidas pelas particulas de
silica da terra diatomécea, formando entdo pequenos canais que permitem a evaporacao
de agua e consequentemente a desidratacdo do inseto, levando a morte (FERREIRA et
al., 2001; ALVES et al., 2008; ATHANASSIOU; STEENBERG, 2007; BATTA., 2008).

ATHANASSIOU et al. (2014) avaliaram efeito inseticida de duas formulagdes de
terra diatomacea contra 0s besouros Sitophilus oryzae e Rhyzopertha dominica de graos
de trigos armazenados. Os resultados mostraram que ambas as formulagdes de terra
diatoméacea foram eficazes no controle dessas pragas de grdos armazenados, com

mortalidade superior a 90% ap6s 14 d de exposic¢ao.

A terra diatoméacea também pode ser utilizada como aditivo em formulacbes
fangicas para controle biol6gico de insetos de importancia médica (RODRIGUES et al.,
2019). Um estudo de laboratério realizado por RODRIGUES et al., (2019) avaliou a
eficacia da combinacdo de terra diatoméacea, 6leo vegetal ou mineral e M. anisopliae
contra adultos de A. aegypti. Os resultados mostraram que a formulagcdo reduziu a
sobrevivéncia dos adultos, com maior mortalidade do que apenas o uso isolado de M.

anisopliae e terra diatomacea.

2.3.4. Aplicagdo de fungos entomopatogénicos

Métodos de aplicacéo para o hospedeiro alvo sdo fatores decisivos para 0 sucesso
dos resultados de infeccdo por fungos entomopatogénicos (FARIA; WRAIGHT, 2007).
A estratégia de aplicacdo de formulagdes fungicas depende do vetor alvo. A aplicacdo
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direta de conidios sobre um inseto gera uma maior contaminacao quantitativa comparada
com a aplicagdo indireta, em que os conidios sdo aplicados sobre uma superficie na qual
0 inseto posteriormente entra em contato (LUZ; BATAGIN, 2005). Métodos de aplicacao
indireta de conidios sdo mais realisticos para infectar adultos no campo, onde a
pulverizacdo direta de uma formulacao parece inviavel.

Os adultos de A. aegypti procuram locais atrativos para oviposicdo e repouso
(BRAGA; VALLE, 2007). Com isso dispositivos que simulam criadouros e que atraem
tanto fémeas como machos de A. aegypti tém potencial para controle focal desse vetor
com fungos entomopatogénicos (MARTINEZ et al., 2021). Esses dispositivos possuem
substancias atrativas que direcionam os adultos para um local, e esses entram em contato
com uma superficie tratada com o fungo, e se contaminam com conidios. Os adultos
contaminados carregam os conidios para outros locais, e podem dar continuidade ao ciclo
de contaminacdo. Esta estratégia permite o controle do vetor em areas domiciliares e

peridomiciliares.
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3. Justificativa

A prevencéo e controle das arboviroses transmitidas pelo A. aegypti representam
desafios significativos para as autoridades de satde publica global (WHO, 2023). Entre
as estratégias utilizadas para reduzir as populacbes de mosquitos adultos em &reas
urbanas, destaca-se o controle quimico (VARGAS et al., 2022). No entanto, a utilizacdo
inadequada de inseticidas tem resultado na selecdo de populagdes de vetores resistentes e
na diminuicdo da eficacia dessas medidas de controle (SMITH et al., 2016). Além disso,
é importante ressaltar que os inseticidas possuem efeitos toxicos ndo apenas para 0s
vetores, mas também para outros organismos vivos (BARRETO, 2005; VARGAS et al.,
2022). Nesse contexto, a busca por alternativas mais eficazes e menos prejudiciais a sadde
humana e ao meio ambiente se torna fundamental. Como por exemplo, o uso de
formulagdes com M. humberi IP 46 ndo apresenta riscos a saude humana e tem se
mostrado eficaz contra A. aegypti (RODRIGUES et al., 2019).

A inclusdo de aditivos nas formulacdes tem o objetivo de potencializar o efeito
inseticida de conidios de M. humberi no vetor. O emprego de pé de cera de carnaiba e
terra diatomécea em combinacdo com os conidios de M. humberi representa uma
abordagem inovadora. Acredita-se que o pé de cera de carnauba possa aumentar o contato
de conidios com a cuticula lipofilica do vetor, melhorando a eficacia da contaminacédo
fangica. Além disso, a terra diatomacea pode induzir estresse na epicuticula do vetor,
tornando-o mais suscetivel a infeccdo e favorecendo a contaminagdo, uma vez que 0

mosquito pode tentar remover a formulacéo.

A adaptacdo dessa formulacdo para um dispositivo de disseminacdo focal
demonstra um comprometimento em desenvolver novas estratégias de controle do vetor.
Os conhecimentos resultantes da combinacdo dos aditivos p6 de cera de carnalba e terra
diatomacea com conidios de M. humberi podem representar um avango importante no

desenvolvimento de uma formulacdo seca para controle biologico de A. aegypti.
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4. Obijetivos

4.1. Objetivo geral

contribuir para o desenvolvimento de uma formulag&o seca com conidios de M. humberi,

po de cera de carnalba e terra diatomacea para controle focal de adultos de A. aegypti
4.2. Objetivos especificos
Avaliar:
- efeito tdxico de cera de carnauba (laboratdrio in vitro; germinacgéo)

- efeito repelente de cera de carnauba (semi-laboratério, semi-campo, campo, in

VivO; 0Viposi¢éo)

- efeito adulticida de conidios formulados ou ndo com cera de carnalba e/ou terra

diatoméacea (laboratorio, semi-campo in vivo; mortalidade)

- efeito da formulacdo fungica na conidiogénese post mortem (laboratério, semi-

campo; nimero de conidios em adultos mortos)
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5. Materiais e métodos

5.1. Condicgoes dos testes

Dois diferentes dispositivos foram utilizados para desenvolver os testes: um copo
de pléstico polipropileno transparente para testes exclusivamente em condicGes de
laboratério e um dispositivo de disseminacdo para testes de laborat6rio, semi-campo e

campo.

5.1.1. Testes em laboratdrio

Os experimentos foram executados no Laboratorio de Patologia de Invertebrados
(LPI) do Instituto de Patologia Tropical e Saude Publica (IPTSP), da Universidade
Federal de Goias (UFG), Goiania, GO.

5.1.1.1. Testes in vivo em semi-laboratorio

Testes com dispositivo de disseminagdo foram executados em gaiolas teladas (80
cm de largura, 80 cm de altura, 60 cm de comprimento) (Fig. 4). Antes de cada teste, as
gaiolas foram limpas com alcool 70% e solucdo de hipoclorito a 3%. A limpeza foi

realizada 48 h antes de iniciar e no final de cada teste.

Fig. 4. Dispositivo de disseminacdo em gaiola telada; tira de papel de filtro ajustada em um frasco (20 mL)
(a) preenchido com solucdo aquosa de sacarose a 10% previamente esterilizada (15 mL) para a alimentagdo

dos adultos de Aedes aegypti.
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5.1.2. Testes em semi-campo

Foram realizados testes com dispositivos de disseminacdo (Fig. 5) em condicbes
de semi-campo. Para isso foi utilizada uma area simulada de peridomicilio localizada em
area urbana no Campus | Colemar Natal e Silva da UFG na cidade de Goiéania, Goiés. A
area possui em sua estrutura 5 m de comprimento, 9 m de largura, 3 m de altura dividida
em trés compartimentos com 12 m? de superficie cada e uma antecAmara de 9 m? (Fig. 5).
O teto foi feito com telhas metalicas, as paredes de cada sala foram separadas por uma
malha metalica fina que permite a livre circulacdo de ar e impede a fuga de mosquitos.
Cada sala tem uma porta metélica para entrada e saida de equipamentos de pesquisa. Na
parte externa esquerda e direita da area foram penduradas malhas de policarbonato para
proteger os mosquitos do sol e da chuva (Fig. 5). Em cada sala foram pendurados trés
tecidos (1 m?) de cor preta para esconderijo ou lugar de descanso para adultos (Fig. 5).
Antes de cada teste, todas as salas foram limpas com auxilio de um aspirador elétrico
(Midea Petit VCA35, Midea, Uberlandia, Brasil) e uma lavadora de alta pressao
(PowerWash Eco EWS30, Electrolux, Curitiba, Brasil) para dgua. Seguido de lavagem

com solucdo de agua com sabdo, e posteriormente solucéo de hipoclorito a 3%.

Fig. 5. Area de peridomicilio simulado para testes em condigdes de semi-campo; tecidos pendurados em
cada sala para descanso de mosquitos (a); dispositivo de disseminagdo no chdo da sala da area (b).

5.1.3. Testes em campo
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Os testes de campo foram executados no Centro Brasil entre dezembro de 2022 a
abril de 2023 (estacdo chuvosa) e junho a agosto de 2023 (estacdo seca). Em residéncias
na cidade de Goiania, nos setores Leste Universitario, Leste Vila Nova e Jardim Brasil
(Fig. 6). Foram realizadas visitas em cada residéncia pela equipe de pesquisa para

confirmar a presenca de adultos Aedes sp.

Fig. 6. Locais (1: Leste Vila Nova, 2: Jardim Brasil, 3 e 4: Leste Universitario) de cada residéncia com

dispositivo de disseminagdo contendo pé de cera de carnaliba com terra diatomacea e controle.
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5.2. Preparacéo de pds e formulados

O pb micronizado de cera de carnatba (CC) (PVP Sociedade Anbénima, Parnaiba,
Brasil) (Fig. 7a) foi liofilizado (Laboratorio de Tecnologia Farmacéutica da Faculdade de
Farmacia/UFG FARMATEC, Goiania, Brasil). A terra diatomacea (TD) (GPD Vet
Quimica, Passo Fundo, Brasil) (Fig. 7b) foi autoclavada antes dos testes. Os pds foram

mantidos em dessecadora sobre silica gel a 4 + 1°C por 5 d (Fig. 7c).

Trés formulagdes em po6 foram ajustadas em: (1) conidios com cera de carnalba
em uma proporcao de (107 conidios/2 mg de CC), (1) conidios com terra diatomécea (10’
conidios/0,5 mg de TD) e (111) conidios com cera de carnatba e terra diatomacea (10’
conidios/2 mg de CC + 0,5 mg de TD).
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Fig. 7. P6 micronizado e liofilizado de cera de carnadba (a); terra diatomacea autoclavada (b); p6 de cera
de carnauba e terra diatomécea armazenados sobre silica gel (c).

5.3 Preparacao de meios
5.3.1. Sabouraud, Dextrose e Agar

O meio SDAL (Sabouraud, Dextrose e Agar acrescido com extrato de levedura)
foi preparado com 2,5 g/L de peptona (Kasvi, Curitiba, Brasil,), 2,5 g/L de extrato de
levedura (Sigma Aldrich, San Louis, EUA), 10 g/L de dextrose (Neon, S&o Paulo, Brasil),
15 g/L de &gar-4gar, 0,5 g/L de cloranfenicol (Sigma Aldrich, San Louis, EUA) e 0,004

g/L de tiabendazol (Nortec, Quimica, Duque de Caixas, Brasil).
5.3.1. Agar-agua

O meio 4gar-agua (AA: 10 g/L de é&gar) foi preparado com 0,5 g/L de
cloranfenicol, 0,004 g/L de tiabendazol e 0,010 g/L de cristal violeta (Cromato Produtos
Quimicos, Sdo Paulo, Brasil). Tiabendazol e clorafenicol foram dissolvidos

separadamente em 1 mL de etanol absoluto.
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5.3.4. Batata, Dextrose e Agar

O meio BDA (Batata, Dextrose e Agar 49 g/L, Kasvi, Curitiba, Brasil) foi
acrescido de 2,5 g/L de extrato de levedura e 15 g/L de agar-agar (BDAL).

Todos os meios foram preparados com agua destilada aquecida (50°C), agitados
com agitador magnético por 2 min a rotacdo de 500 rpm, posteriormente autoclavados,
distribuidos em placas de Petri (6 cm x 1,5 cm) estéreis, e as placas armazenadas a 4 +

1°C até a utilizag&o.

5.4. Origem, cultura e preparacédo de Metarhizium humberi

A linhagem de M. humberi IP 46 foi isolada de uma amostra de solo coletada no
Cerrado na regido central do Brasil em 2001 e esta armazenada na colecdo de fungos do
IPTSP. Foi depositada como CG 620 na Colecdo de Germoplasma da Embrapa Recursos
Genéticos e Biotecnologia, Brasilia (LUZ et al., 2019). Foi cultivada como descrito por
RODRIGUES et al. (2019), em placas de Petri (100 mm x 20 mm) sobre meio BDAL a
25+ 1°C, 75 = 10% UR e fotofase de 12 h durante 15 d.

Conidios foram raspados da cultura com o auxilio de uma espatula, transferidos para
uma placa de Petri e colocados para secagem em dessecadora com silica gel & 4°C por 5
d, e entdo homogeneizados com uma barra de vidro estéril. Para a determinacéo da relacdo
namero de conidios/peso, aproximadamente 5 mg de conidios secos foram pesados e
suspensos em 1 mL de Tween 80 (monoleato de polioxietileno sorbitano, Sigma,
Jurubatuba, Brasil) estéril a 0,01%. A suspensao foi agitada em vortex durante 2 min, e 0
namero de conidios foi determinado com base em contagens com hemocitdmetro. No
inicio de cada teste, a viabilidade dos conidios (> 95% de germinacdo) foi verificada com
a inoculacdo de 50 pl de suspensdo (10 conidios/mL) em meio SDAL, e incubagdo a 25
+ 1°C, UR 75 + 5% e 12 h de fotofase por 24 h. A germinagdo foi examinada com
microscopio de contraste de fase (Leica 020- 518.500 DM/L5, Leica Microsystems
GmbH, Wetzlar, Alemanha,). Para cada teste foram cultivados e preparados novos lotes
de conidios e em seguida utilizados. Os conidios que sobraram de cada lote foram

devidamente descartados
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5.5.  Origem, manutencdo e preparacao de Aedes aegypti

A colbnia de A. aegypti originou-se de ovos coletados com ovitrampa em Goiania,
Brasil, em 2012, e € mantida no LPI do IPTSP da UFG a 27 £ 5°C, umidade relativa (UR)
de 75 £ 10% e fotofase natural. Os adultos foram mantidos em gaiola telada (50 cm de
altura, 40 cm de largura e 50 cm de profundidade) e alimentados ad libitum com solugéo
aquosa de sacarose a 10% em frasco (10 mL) com papel filtro. As fémeas foram
alimentadas duas vezes por semana em camundongos seguindo 0 método descrito por
LIMA et al. (2009), esta técnica foi aprovada pela Comissio de Etica no Uso de Animais
da UFG, Goiania (CEUA 050/20).

Para oviposi¢do foi colocado dentro da gaiola um frasco ambar (150 mL) contendo
agua (100 mL) e papel filtro (15 cm de diametro, 7 cm de comprimento). Duas vezes por
semana, o papel filtro foi retirado e substituido. O papel filtro com ovos foi transferido
para cadmara Umida (27 + 5°C) e incubado por trés d para completar o processo da
embriogénese. Posteriormente, foi colocado para secar e estocado em caixa pléstica (12
cm de altura, 26 cm de largura e 33 cm de profundidade) a temperatura e umidade
ambiente.

Para a manutencéo da col6nia e producdo de adultos para experimentos, papéis filtro
com ovos foram colocados em recipiente contendo 1.500 mL de &gua de torneira (37
1°C) para estimular a eclosdo de larvas (Fig. 8a). As larvas foram alimentadas com racao
seca triturada para gato (Black Jack; Alisul Alimentos S.A., Sdo Leopoldo, Brasil) (Fig.
8b) até atingirem o estagio de pupa, e as pupas foram entdo transferidas com uma pipeta
plastica (3 mL) para um copo plastico (50 mL) contendo agua (30 mL). O copo com as
pupas foi colocado dentro da gaiola telada para emergéncia de adultos (RODRIGUES et
al. 2019).

Para os testes de laboratério e semi-campo, um copo com nimero adequado de pupas
(Fig. 8c) foi colocado dentro de um recipiente plastico polipropileno transparente (500
mL) telado. Um namero suficiente de adultos fémeas e machos de 2 a 5 d ap6ds a
emergéncia foram transferidos com aspirador entomoldgico de suc¢do bucal para outros
recipientes plasticos telados (500 mL), com frasco &mbar (20 mL) contendo 15 mL de
solugéo aquosa de sacarose a 10% e papel filtro (Fig. 8d). A cada 48 h as fémeas foram

alimentadas com sangue de camundongo como descrito anteriormente.
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Fig. 8 Criacdo de Aedes aegypti em laboratorio: Papel filtro com ovos (a) foi colocado em bacia de pléstico
com agua (b); as larvas foram alimentadas com ragdo para gato até a pupagdo (b); as pupas foram
transferidas para copo plastico com agua (c); o copo com as pupas foi colocado dentro de um recipiente
plastico telado; e os adultos emergentes foram alimentados com solugéo de sacarose a 10% (d).

5.6. Preparacéo de dispositivos para os testes
5.6.1. Copo plastico

A superficie lateral interna de um copo de polipropileno transparente (Copocentro,
Anapolis, Brasil, com area de superficie interna total de 253 cm?) foi asperizada com uma
lixa (A-257, G220, Norton Saint-Gobain Abrasivos, Guarulhos, Brasil) (Fig. 9a). A
alteracdo da textura da superficie permitiu uma melhor distribuicdo e adesdo dos
formulados em p6 (RODRIGUES et al. 2019). Os formulados foram espalhados sobre a
superficie lateral interna do dispositivo (Fig. 9b) com auxilio de um pincel (Mestre Tigre
25,4 mm, no 1, Sdo Paulo, Brasil). Durante os testes o dispositivo de copo plastico foi

telado para conter os adultos (Fig. 9c).
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Fig. 9. Dispositivo copo de plastico transparente (200 mL) com a superficie lateral interna asperizada (a);
formulagdo com conidios p6 de cera de carnauiba e terra diatomacea espalhada sobre a superficie lateral
interna do dispositivo (b). Dispositivo telado para evitar a fuga de adultos de Aedes aegypti durante os

experimentos (c).

5.6.2. Dispositivo de disseminagéo

O dispositivo de disseminacdo foi constituido por um recipiente circular preto com
21 cm de altura, 22 cm de didmetro superior e 13,5 cm de diametro inferior (MARTINEZ
et al., 2021). Possui um reservatério fechado para agua (a), compartimento superior
aberto (b). Reservatorio e compartimento sdo separados por um prato com gel (c), trés
barbantes que conecta a agua com o gel (d), tubo para preencher o compartimento inferior
com &gua (e), e tampa (f). Tecido sintético preto (g) foi grampeado em um molde de
carpete preto de polietileno PET (Ecotex, Inylbra, Sdo Paulo, Brasil), a fim de permitir
uma melhor sustentacéo do tecido no dispositivo de disseminacao. Posteriormente, foram
feitas incisdes no compartimento superior do dispositivo (h), e o tecido com o carpete foi
fixado nas incisbes com clips para papel de ago galvanizado (11 x 32 mm, clipes n° 5
ACC CX 100 un) (h). As formulac6es foram espalhadas sobre o tecido (g) com auxilio

de um pincel.
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Fig. 10. Dispositivo de disseminacao, reservatorio fechado para agua (a), compartimento superior aberto
(b), prato com gel (c), trés barbantes (s6 um mostrado d) que conecta a &gua com o gel, tubo para preencher
o reservatorio (e), tampa (f) e compartimento onde é posto o tecido (g) tratado com formulagdo (i), incisdo

e fixag&o do tecido no compartimento superior do dispositivo (h).

5.6.3 Origem do gel e preparacéo da infusdo

Um gel hidroretentor (Copolimero Poliacrilico de Potéssio Poliacramida, Forth
TecNutri, Sdo Paulo, Brasil) foi preparado seguindo o método descrito por MARTINEZ
et al. (2021). Foi acrescido ao gel uma infusdo de folhas de bambu (Bambusa vulgaris
vittata, Poaceae), a infusdo foi preparada com folhas cortadas em secfes de 4 cm e secas
em estufa por 24 h a 40°C. Apos a secagem, 10 g de folhas foram colocadas em garrafa
plastica contendo 1 L de agua de torneira por 15 d para fermentagdo em temperatura
ambiente como descrito por SANTANA et al. (2003).

5.7. Diferentes umidades relativas
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Os testes in vitro e em laboratorio foram realizados em diferentes umidades
relativas; 43% UR (testes in vitro), 75% UR e > 98% UR (testes in vitro e laboratério).
As umidades relativas foram controladas colocando 500 mL de solugdo saturada de
K2COs3 (carbonato de potassio; 43% UR), 500 mL de NaCl (cloreto de sodio; 75% UR) e
500 mL de &gua destilada em umidade proxima a saturacdo superior a 98% (WINSTON
et al., 1960), em containers de plastico (Nitronplast, S8o Paulo, Brasil) separados e

devidamente tampados a 25°C.
5.8. Testes em laboratorio
5.8.1. Testes in vitro com pé de cera de carnauba, terra diatomacea e conidios

Tubos falcon de 50 mL com formulag6es e controle s6 com conidios (pesados e
preparados como descrito anteriormente no item 5.2 foram agitados em vortex durante 2
min, e armazenados & 25°C, 43% UR, 75% UR ou > 98% UR e fotofase de 12 h durante
14 d. Amostras das formulac6es correspondentes a 5 mg foram retiradas em tempos de 0,
2,4,6, 8,10, 12 e 14 d de armazenamento, e suspensas em 1 mL de Tween 80a 0,01%

esterilizado.

Microtubos com suspensdes foram agitados em vortex durante 2 min e as
suspensoes foram ajustadas em 108 conidios/ml para quantificagdo da germinagdo. Foram
inoculados 50 pl de cada suspensdo em placas diferentes de meio SDAL, e as placas
foram incubadas a 25°C, UR 75% e 12 h de fotofase por 24 h. A germinacao foi avaliada
com microscépio de contraste de fase, e 0s conidios germinados ou ndo foram
quantificados, contando 100 conidios em 4 areas da placa. Os conidios foram
considerados germinados quando o comprimento do tubo germinativo excedia o didmetro
do conidio (RODRIGUES et al. 2019).
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5.8.2. Testes in vivo em laboratério

Em testes com dispositivos de copos plasticos correspondentes (1) CC, (Il) TD,
(II1) CC+TD, (IV) controle sem conidios e aditivos, (V) C, (VI) C+CC, (VII) C+TD e
(V1) C+CC+TD. Dez adultos foram transferidos para cada copo tratado com o auxilio
de um capturador de Castro, e expostos a aditivos e/ou conidios por 60 minutos em
temperatura e UR ambiente. Em seguida, transferidos para copos telados sem tratamento
contendo um frasco de vidro (20 mL) com (15 mL) de solucdo de sacarose a 10%
previamente esterilizada e papel filtro para alimentacao ad libitum dos adultos. Os copos
com adultos foram incubados a 25°C, fotofase de 12 h e 75% UR ou >98% UR. A
mortalidade foi monitorada diariamente por um periodo de 15 d. Os adultos mortos foram
retirados e incubados em meio AA com cristal violeta & 25°C, >98% UR e fotofase de 12
h. A conidiogénese semiquantitativa post mortem foi verificada diariamente por 10 d. Os
adultos mortos foram entéo transferidos individualmente para tubos com 1 mL de 0,01%
Tween 80 e agitados em vortex durante 3 min. As suspensdes de conidios foram diluidas
conforme necessario, e 0 numero total de conidios determinado com base em contagem

com hemocitbmetro.
5.8.3. Testes in vivo em semi-laboratdrio

Dispositivos de disseminacdo com e sem conidios correspondentes aos aditivos (I)
CC, (I TD, (I11) CC+TD e (IV) grupo controle sem conidios e aditivos foram colocados
separadamente em gaiolas teladas (Fig. 4). Adultos, 30 machos, e 30 fémeas previamente
alimentados com sangue conforme mencionado anteriormente (item 5.5), foram liberados
em cada gaiola. Diariamente, por um periodo de 15 d os adultos alimentavam-se ad
libitum com solucéo de sacarose a 10%. Os mosquitos mortos foram colocados sobre
meio (AA) e incubados a 25 + 1°C, 75 + 5% UR e 12 h de fotofase por 10 d. Ao final do
experimento 0s mosquitos vivos foram capturados com auxilio de um aspirador
(Dustbustert, Lithium 14.4 Wh, Stanley Black + Decker, Idstein, Alemanha) colocados
sobre meio (AA) até a morte e observados em estereomicroscopio (40x; Leica DMLS
IV/00, Leica Microsystems, Sdo Paulo, Brasil) para anélise qualitativa e quantificacéo
guantitativa de crescimento de micélio e conidios sobre o0s cadaveres. Os 0vos postos no
gel e no tecido dos dispositivos foram quantificados seguindo o método descrito por
MARTINEZ et al. (2021).
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5.9. Testes em semi-campo

Para testes de semi-campo foram colocados no chdo, um dispositivo de
disseminacdo com a formulagédo (I) C+CC+TD em uma sala da estufa, (I1) C em uma
segunda sala e um dispositivo (I11) controle em terceira sala. Adultos, 100 machos e 100
fémeas de A. aegypti alimentadas com sangue conforme mencionado anteriormente,
foram liberados em cada sala. Diariamente por um periodo de 15 d os mosquitos mortos
foram coletados, quantificados e processados em meio (AA). No décimo quinto dia, 0s
mosquitos vivos nas salas foram capturados com o auxilio de um aspirador e colocados
sobre meio AA até a morte, para quantificacdo de conidios sobre os cadaveres. Os
dispositivos foram retirados das salas para quantificacdo de ovos no tecido e no gel
seguindo o método descrito por MARTINEZ et al. (2021).

5.10. Testes em campo

Para os testes de campo foram colocados no ch&o de cada local (Fig. 6) protegidos
de sol e da chuva dois dispositivos (1) controle e (I1) CC+TD. Semanalmente os géis e
tecidos com os aditivos eram substituidos por novos, e levados ao laboratorio para
contagem de ovos conforme descrito por MARTINEZ et al. (2021). Dez por cento dos
ovos retirados dos géis e tecidos foram estocados em cadmara Umida. Posteriormente
submergidos em copos com agua a (36°C) para estimular a eclosdo das larvas, que foram
alimentadas com racdo para gato até fase de pupa. As pupas foram separadas, e adultos

emergidos foram identificados de acordo com RUEDA (2004).

5.11. Andlise estatistica dos dados

Os dados das variaveis dependentes (germinacdo, mortalidade e oviposi¢do) foram
examinados com analise de variancia (ANOVA) e teste multiplo de comparacdo de
Student-Newman-Keuls (SNK) (Statistica 7.1; StatSoft, Tulsa, EUA). Para determinar o
efeito das variaveis independentes (tempo, umidade relativa, formulacdo) sobre as
variaveis dependentes, as médias foram consideradas significativamente diferentes
quando o valor de P < 0,05%. O tempo letal para matar 50% e 90% e seus intervalos de
confiancga (IC 95%), foi calculado com analise Wolfram Mathematica 7 for Students.
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6. Resultados

6.1. Germinacao in vitro de conidios de Metarhizium humberi IP 46 com os aditivos

Os testes in vitro realizados para avaliar os efeitos dos aditivos pé de cera de
carnauba (CC) e terra diatomécea (TD) em formulag¢6es com conidios (C) de M. humberi,
demonstraram que tanto o CC quanto a TD ndo apresentaram efeitos fungiestaticos, ou

seja, ndo inibiram a germinacao e, ndo ocasionaram a morte de C (efeitos fungicidas).

A influéncia das diferentes umidades relativas (UR) (43%, 75% e > 98%) foi
comprovada. Independentemente da presenca de CC e/ou TD, as UR tiveram efeito

significativo na média de germinacédo de C (F221=35e P < 0,001, Fig. 12).

Nas condic¢des de 43% UR e > 98% UR, a germinacao foi maior no grupo C+CC
guando comparada com as outros grupos testados (C+CC > C+CC+TD > C+TD > C, Fig.
12) (F221=22,5e P <0,001). CC ndo afetou a germinacéo dos conidios nessas condicdes.
Em 75% UR o grupo C+TD apresentou uma média de germinacéo inferior em relagéo
aos outros grupos (Fig. 12).

O tempo de exposicdo ndo teve impacto significativo na média de germinacgéo
para todos os grupos avaliados (Fiags < 1,45 e P > 0,14, Fig. 11). Durante o periodo
testado, 0s grupos mantiveram uma consisténcia em relacdo a germinacdo de C,

independentemente do tempo de exposicao (Fig. 11).
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Fig. 11. Germinacdo média (%) de conidios de Metarhizium humberi IP 46, 24 h ap6s incubagédo sobre
meio SDAL a 25 + 1° C e 12 h de fot6fase. Anteriormente, os conidios [C] (5 mg) foram colocados em
microtubos sem aditivos (a) ou misturados com cera micronizada de carnatba [CC] seguindo a propor¢éo
de (a cada 2 mg de CC tinha 107 C, e volume final de 5 mg) (b), terra diatomacea [TD] (a cada 0,5 mg de
TD tinha 107 C, volume final de 5 mg) (c) ou os dois aditivos (a cada 2 mg de CC, e 0,5 mg de TD tinha

107 C, volume final de 5 mg) (d) a 43%, 75% ou > 98% umidade relativa, 25 + 1° C e 12 h de fotdfase até
14 dias (quatro repeticdes independentes).

Germinagao (%)
Germinagao (%0)

Germinagdo (7o)
Germinagao (7o)

45



Fig. 12. Germinagdo média (%) + erro padrdo da média de conidios de Metarhizium humberi IP 46, 24 h
apods incubacdo sobre meio SDAL a 25 + 1° C e 12 h de fot6fase. Anteriormente, os conidios [C] (5 mg)
foram colocados em microtubos sem aditivos ou misturados com cera micronizada de carnatba [C+CC] (a
cada 2 mg de CC tinha 107 C, e volume final de 5 mg), terra diatoméacea [TD] (a cada 0,5 mg de TD tinha
107 C, volume final de 5 mg) ou os dois aditivos [C+CC+TD] (a cada 2 mg de CC, e 0,5 mg de TD tinha
107 C, volume final de 5 mg), agitados e incubados a 43% I'1, 75% % ou 8 > 98% de umidade relativa, 25
+ 1°C e 12 h de fotdfase até 14 dias. Os valores (quatro repeticdes independentes) dentro do mesmo grupo
(C; C+CC; C+TD; C+CC+TD) com letras diferentes (a—c) foram significativamente diferentes (ANOVA
F201> 18,2 e P <0,001).
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6.2. Atividade adulticida em condicGes de laboratorio

A 75% UR, 10 dias apds a exposicao, observou-se uma mortalidade de 58 + 0,9%
no grupo C (Fig. 13a, Tab. 1). Para os grupos de C formulados com CC e TD, a
mortalidade foi de 68 + 0,4% e 55 + 0,2%, respectivamente (Fig. 13a, Tab. 1). O grupo
C+CC+TD apresentou uma mortalidade ainda maior, atingindo 73 + 0,7% (Fig, 13a).
Comparativamente, o controle sem aditivos a mortalidade foi de 5 + 0,2%, enquanto os
grupos com aditivos apresentaram mortalidade inferior a 40 + 0,4% (Fig. 13a). A analise
do tempo letal para matar 50% (TLso) e 90% (TLoo) dos individuos expostos a C e
incubados a 75% UR foram de 9,6 d e 13,6 d, respectivamente (Tab. 1). J& para a
formulagdo C+CC+TD, os valores foram reduzidos para 8,3 d e 10,8 d (Tab. 1). Além
disso, a analise revelou que houve diferenca significativa em TLgo entre 0s grupos, com
C+CC+TD apresentando valor inferior comparado aos grupos C+CC, C+TD e C (Tab.
1).

Em condicbes de > 98% UR, tanto o grupo C quanto os grupos formulados
atingiram uma mortalidade de 100% no 10° dia (Fig. 13b). O controle apresentou uma
mortalidade de 17 % 0,2%, que foi superior ao grupo CC (15 £ 0,5%) (Fig. 13b, Tab. 1).
As formulagdes que continham TD e CC+TD a mortalidade foi de 32 +0,9% e 15 + 0,5%,
respectivamente (Fig. 13b, Tab. 1). N&o foi observado diferenca significativa no tempo
letal entre os grupos, com TLso e TLgo paraCa4,6de 7 d, e paraC+CC+TD de4,1de
5,7d (Tab. 1).
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Fig. 13. Mortalidade relativa acumulada média + erro padrdo da média de adultos de Aedes aegypti
[incubados a 75% (a) e > 98% (b) de umidade relativa, 25 + 1°C e 12 h de fot6fase por 15 d]. Anteriormente,
dez adultos foram expostos durante 1 h em copo plastico, ndo tratado (controle) ou tratado com cera
micronizada de carnatiba [CC] (2 mg/cm?) e/ou terra diatoméacea [TD] (0,5 mg/cm?) misturados ou ndo com

conidios de Metarhizium humberi IP 46 [C] (107 C/cm?) (quatro repeticdes independentes).
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Tab. 1 - Mortalidade relativa acumulada + erro padrdo da média (EPM) apds 5, 10 e 15 d e tempo letal (dias) com seus respectivos intervalos de confianca (IC) para matar 50

e 90% (TL 50 e TL o0) de adultos de Aedes aegypti expostos a conidios de Metarhizium humberi IP 46 [C] (107 conidios/cm?) formulados ou ndo com p6 de cera de carnatba

[CC] (2 mg/cm?) e terra diatomacea [TD] (0,5 mg/cm?) e incubados a 25° C, umidade relativa de 75% ou >98% e fotofase de 12 h por até 15 d. Com os respectivos nimeros de

conidios por cadaveres de adultos expostos ou ndo a CC e TD. Os valores foram calculados com quatro repetigdes independentes dentro da mesma coluna (mortalidade e nimero

de conidios com ANOVA e teste SNK; TLspe TLgo com analise de Probit em seu IC 95%). * Valores insuficientes para calcular tempo letal

UR % Grupo Mortalidade (%) + EPM Tempo Letal (IC)
Namero de
Inclinagdo  conidios (x 10°
5° dia 10° dia 15° dia TLsg TLgo + EPM /cadaver)
75 Controle Oa 5+0,2d 20+05d * * * -
cC 5+0,5a 12+0,7d 20+02d * * * -
TD 15+06a 40+0,4bc 80+0,4b 11,1(9-134)a 19,2 (16,4-24)c 0,1+£0,02 -
CC+TD 15+1,1a 25+0,8cd 55+0,2c 13,9 (11,1-17,9)b 24,1 (19,6-335d 0,3+0,12 -
C 25+0,2a 58+0,9ab 100a 9,6 (8,6—10,7)a 13,6 (12,3-15,5b 0,3+0,04 6,06+0,12a
C+CC 5+05a 68+04a 100a 8,9 (7,1-10,7)a 12,9 (11-16,5)abc  0,3+0,04 6,51+0,24a
C+TD 5+0,3a 55+0,2ab 100a 9,7 (8,8—10,7)a 13,3(12,2-149)b 0,3+0,04 6,95+0,51a
C+CC+TD Oa 73+0,7a 100a 8,3 (7,7-8,9)a 10,8 (10-11,8)a 05+04 6,17 £0,13a
F724 1,1 15,5 81,3 - - - Fs12 1,8
P 0,36 < 0,001 < 0,001 - - - P 0,2
> 98 controle Ob 17+£02c 27x04b * * * -
CC 5+02b 13+02c 20+04b * * * -
TD 20+1,2b 32+09 80+1,1b 10,7 (6,2-16,5b 19,8 (14,7-36)b 0,1+0,02 -
CC+TD 10+05b 15+05¢c 25+0,2b * * * -
C 55+0,6a 100a 100a 4,6 (3,9-5,3)a 7 (6,2—8,5)a 05+0,09 6+0,3a
C+CC 55+1,2a 100a 100a 4,8 (4,2-5,4)a 7,1(6,4-8,1)a 0,5+0,07 6,74+0,08a
C+TD 52 +0,8a 100a 100a 4,7 (4-5,3)a 7,2 (6,4-8,5)a 0,3+0,04 60,232
C+CC+TD 72+0,7a 100a 100? 4,1 (3,7-4,5)a 5,7 (5,2—6,4)a 0,7+£0,1 6,14 £ 0,23a
F7,24 12 133,2 48,2 - - - F312 2,4
P < 0,001 < 0,001 < 0,001 - - - P 0,1
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6.2.1. Numero de conidios post mortem em adultos de A. aegypti apds exposicao a

conidios e formulados

Nos resultados da incubacédo de adultos mortos, observou-se que hifas comegaram
a se desenvolver apos 2 d de incubagdo em cAmara Umida, independentemente do tipo de
formulacdo e da UR em que os mosquitos foram previamente expostos (Fig. 14b). A
formacéo de micélio foi observada de 3 a 5 d ap6s a morte dos adultos (Fig. 14c). Os
conidios, comecaram a ser visiveis nos cadaveres a partir do 10° dia de incubacgéo para

todos os tratamentos avaliados (Fig. 14d)

Em mosquitos expostos exclusivamente a C, o numero médio de conidios
encontrados nos cadaveres apds 10 d de incubagio variou de 6,06 x 10° + 0,12 x 10°
conidios/cadaver a 6 x 10° + 0,3 x 10° conidios/cadaver, para 75% e > 98% UR,
respectivamente (Tab. 1). Para o grupo exposto a C+CC+TD, os valores foram de 6,17 x
10°+ 0,13 x 108 conidios/cadaver (75% UR) e 6,14 x 10® + 0,23 x 10° conidios/cadaver
(> 98% UR) (Tab. 1).

Sobre os cadaveres de adultos expostos a formulagdo C+CC+TD e incubados a
75% ou > 98% UR, houve um menor desenvolvimento de fungos contaminantes em
comparagdo com os demais grupos. Mosquitos expostos apenas a CC e/ou TD, bem como
no grupo controle, ndo foi observado o desenvolvimento do fungo M. humberi. A anélise
estatistica ndo indicou diferenca significativa no nimero de conidios por cadaver entre os
diferentes tratamentos para ambas as umidades relativas testadas (Fz,12<2,4; P >0,1). As
formulacGes e os aditivos ndo influenciaram de forma significativa a quantidade de
conidios produzidos nos cadaveres dos mosquitos sob diferentes condi¢des de umidade

relativa.
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Fig. 14. Desenvolvimento de Metarhizium humberi em cadaveres de Aedes aegypti. Adultos mortos foram
colocados sobre meio agar-agua com cristal violeta e incubados a 25° C, > 98% UR e fotéfase de 12 h. O
crescimento semi-quantitativo de conidios foi analisado diariamente (a: 0 d, b: 2 d, c: 3 d, d: 10 d).
Ampliacdo com estereomicroscépio (60x; Leica DMLS [V/00, Leica Microsystems, Sdo Paulo, Brasil).
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6.3. Efeito repelente em condic¢des de semi-laboratorio

6.3.1 Efeito repelente e adulticida nos grupos controle e aditivos

O dispositivo contendo o aditivo CC apresentou a maior média de ovos
depositados, totalizando 352,5 *+ 55,8 ovos (t = 3,4; df = 6; P = 0,014) (Fig. 15a). Em
comparagao com os outros dispositivos testados. No dispositivo com aditivo TD a média
foi de 253 + 20,87 (t =2,1; df = 6; P = 0,07) (Fig. 15b), indicando uma quantidade menor
de ovos em relacao ao dispositivo com CC. A combinacdo de CC+TD teve uma meédia de
330,5 + 88,5 ovos (t= 2; df = 6; P = 0,09) (Fig. 15c). O dispositivo controle, que néo
continha os aditivos, apresentou uma meédia de 184,2 + 27,5 ovos sendo menor em

comparagdo com os dispositivos que continham aditivos.

No grupo controle, a média de mortalidade dos adultos foi de 5 + 1,7% no 15° dia
de exposic¢do (Fig. 17a), para CC foi de 5,2 £ 0,7% (Fig. 17a). Ja no grupo tratado com
TD, a média de mortalidade foi mais elevada, atingindo 8 + 2,4% (Fig. 17a). No grupo
CC+TD a mortalidade foi de 5,3 + 0,8% (Fig. 17a). N&o teve diferenca significativa entre
0s grupos (Fs2,18= 0,6; P = 0,9).

6.3.2 Efeito repelente e adulticida nos grupos controle e conidios

No dispositivo tratado apenas com C, a média do nimero total de ovos foi de 178,5
+ 17,2 ovos (Fig. 16b). Para C+CC+TD, a média foi levemente inferior, totalizando 178
+ 7,7 ovos (Fig. 16¢). No grupo controle, a média do ndmero total de ovos foi mais
elevada, chegando a 292,7 + 29,2 ovos. No grupo que recebeu a combinacao de CC+TD,
a média foi de 279,7 £ 29,2 ovos (Fig. 16a).

A média da mortalidade relativa?? de adultos de A. aegypti no grupo controle foi
de 13,8% + 1 no 15 °dia. Nos grupos CC+TD, C e C+CC+TD as médias foram de 25,6%7?
* 4, 56,1%7?? £ 6,6 e 76,5% + 1,4, respectivamente (Fig. 17b) sendo significativamente
diferentes (Fs2,18 = 3,6; P < 0,001).
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Fig. 15. Média do nimero de ovos (+ erro padrdo da média) postos por inicialmente 60 fémeas de Aedes
aegypti durante 15 d, em dispositivo de disseminagdo com tecido previamente ndo tratado (controle)
misturados ou ndo com cera micronizada de carnaliba [CC] (2 mg/cm?) e/ou terra diatomacea [TD] (0,5
mg/cm?) e gel. Os testes foram realizados com quatro repeticGes independentes em gaiolas teladas em
umidade relativa e temperatura ambiente.
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Fig. 16. Média do nimero de ovos (+ erro padrao da média) postos por inicialmente 60 fémeas de Aedes
aegypti durante 15 d, em dispositivo de disseminagdo com tecido previamente ndo tratado (controle) tratado
ou ndo com conidios de Metarhizium humberi IP 46 [C] (10" C/cm?) misturados ou ndo com cera
micronizada de carnalba [CC] (2 mg/cm?) e terra diatomacea [TD] (0,5 mg/cm?) e gel. Os testes foram
realizados com quatro repetigBes independentes em gaiolas teladas em umidade relativa e temperatura
ambiente.
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Fig. 17. Mortalidade relativa média acumulada + erro padrdo da média de adultos de Aedes aegypti. Com
quatro repeticdes independentes, 60 adultos foram expostos durante 15 d em gaiola telada, com dispositivo
de disseminagdo previamente ndo tratado (controle) (a,b) ou tratado com cera micronizada de carnaiba
[CC] (2 mg/cm?) e/ou terra diatomacea [TD] (0,5 mg/cm?) (a,b) misturados ou ndo com conidios de
Metarhizium humberi IP 46 [C] (107 C/cm?) (b) em umidade relativa, temperatura ambiente, e 12 h de
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6.4. Efeito repelente e adulticida em condi¢fes de semi-campo

Durante a época chuvosa (Fig. 20), a média do numero total de ovos quantificados
no dispositivo tratado com C+CC+TD foi registrada em 508 + 24,8 ovos, dos quais 456,3
* 23,4 ovos foram depositados no gel e 30,5 £ 3,6 ovos no tecido, no 15° de exposicédo
(Fig. 18a). Em comparacdo, o dispositivo controle apresentou uma média no gel de 304,3
+ 33 ovos e no tecido de 34,6 + 4,8 ovos (Fig. 18a). A analise estatistica ndo revelou
diferenca significativa entre os ovos quantificados no dispositivo tratado com C+CC+TD
e o dispositivo de controle, tanto no tecido quanto no gel (t=0,6; df = 14; P=0,5parao
tecido; t = 1,3; df = 14; P = 0,2 para o gel).

Na época seca, 0s dispositivos tratados com C+CC+TD apresentaram uma media
de 175 £ 6 ovos depositados sobre o0 gel e 12,6 + 2,1 ovos no tecido (Fig. 18b). No grupo
C a média foi de 180 £ 6 ovos no gel e 13,6 £ 2,6 ovos no tecido (Fig. 18b). O dispositivo
controle, por outro lado, registrou uma média de ovos no gel de 299 + 38,4 ovos € no
tecido de 14,6 £ 1,7 ovos (Fig. 18b). A analise estatistica revelou diferenca significativa
entre os ovos quantificados nos dispositivos controle, C e C+CC+TD, no gel (F29=6 P
=0,02) (controle > C = C+CC+TD).

Primeiros adultos morreram até 24 h de exposicdo a C+CC+TD tanto para época
chuvosa quanto para a seca. A mortalidade acumulada no dia 15 de exposi¢cdo com
formulado C+CC+TD na época chuvosa foi de 73,7 + 0,02% e controle de 17,8 £ 0,012%
(Fig. 19a). Teve efeito significativo da formulacdo sobre a mortalidade de adultos (Fi421
= 66,4; P < 0,001, formulado > controle). A mortalidade de acordo ao sexo dos adultos
expostos a formulado, ap6s 15 d de exposicéo foi de 42,8 + 0,02% machos e 30,9 + 0,02%
fémeas, o tempo letal TLso de 11,5d, e TLoo de 22,6 d. A mortalidade dos adultos controle
foi de 10,8 £ 0,01% machos e 7 + 0,008% fémeas. Na época seca, a mortalidade
acumulada no dia 15 de exposi¢do com formulado C+CC+TD foi de 91,8 + 3,4% (Fig.
19b), sendo 41 + 3,2% machos e 36,3 + 9,3% fémeas. A mortalidade s6 com C foi de 78,5
+ 10,6% (Fig. 19b), com 49,4 + 5% machos e 21,9 £ 4% fémeas. No controle, a
mortalidade foi de 13,1 + 3,9% (Fig. 19b). Ndo teve diferenca significativa da formulacao
(F2s13=1,38; P = 0,12, C+CC+TD = C > controle).
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Fig. 18. Média do nimero de ovos (z erro padrdo da média) postos por inicialmente 100 fémeas de Aedes
aegypti durante 15 d, em dispositivo de disseminacdo com tecido previamente néo tratado (controle) (a,b)
ou tratado com conidios de Metarhizium humberi IP 46 [C] (107 C/cm?) (b) misturados ou ndo com cera
micronizada de carnalba [CC] (2 mg/cm?) e/ou terra diatoméacea [TD] (0,5 mg/cm?) (a,b) e gel. Os testes
foram realizados em Goiania, GO, Brasil, entre dezembro de 2022 a abril de 2023 (a) (época chuvosa, com
oito repeticdes independentes) e junho a agosto de 2023 (época seca) (com quatro repeticbes

independentes), em umidade relativa e temperatura ambiente.
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Fig. 19. Mortalidade relativa média acumulada + erro padrdo da média de adultos de Aedes aegypti. Para
cada repeticao, 200 adultos foram expostos durante 15 d em sala de peridomicilio simulado, com dispositivo
de disseminacédo previamente ndo tratado (controle) (a,b) ou tratado com conidios de Metarhizium humberi
IP 46 [C] (107 C/cm?) (b) misturados ou ndo com cera micronizada de carnadba [CC] (2 mg/cm?) e terra
diatomacea [TD] (0,5 mg/cm?) (a,b). Os testes foram realizados em Goiania, GO, Brasil, entre dezembro
de 2022 a abril de 2023 (a) (época chuvosa, com oito repeticdes independentes) e junho a agosto de 2023

(época seca) (com quatro repetices independentes), em umidade relativa e temperatura ambiente.
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Fig. 20. Monitoramento de temperatura (a) e umidade relativa (b) fora do dispositivo de disseminagéo
(ambiente), em condicdes simuladas de peridomicilio em Goiénia, GO, Brasil, entre dezembro de 2022 a

abril de 2023 correspondente a época chuvosa.
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6.5.  Efeito repelente dos aditivos em condi¢bes de campo

Fémeas de A. aegypti colocaram ovos em ambos os dispositivos (CC+TD e
controle) sobre os substratos (tecido e gel) em condicdes de campo na época chuvosa e

seca. O nimero de ovos variou entre as semanas testadas para todos os locais.

Na época chuvosa, no local 1, a média do nimero total de ovos em dispositivo
controle nas 20 semanas testadas foi de 695 + 126,7 ovos. Neste mesmo local, o
dispositivo com os aditivos CC+TD teve uma média de 466,1 + 80 ovos (Fig. 21a). O
maior nimero de ovos foi encontrado na superficie do gel para ambos os dispositivos. No
local 2, a média do nimero total de ovos em dispositivo de disseminacdo controle foi de
563 + 116 ovos. O numero de ovos encontrado na superficie do gel foi de 468 ovos, € no
tecido 110 ovos. O dispositivo com CC+TD a média foi de 713,5 + 135,5 ovos, com 0
maior nimero de ovos na sexta e sétima semana com 193 e 222 ovos (Fig. 21b). Para o
local 3, o dispositivo de disseminacdo controle teve nas 20 semanas testadas uma média
de 1109,3 £ 176 ovos. Sendo que 0 maior nimero de ovos na sexta e ha nona semana com
186 e 211 ovos. O dispositivo CC+TD teve um numero total de 1293 + 203 ovos, com 0
maior nimero de ovos na oitava semana 636 ovos (Fig. 21c). O maior nimero de ovos
foi encontrado na superficie do gel 1865 ovos, no tecido o numero total foi de 64 ovos.
No local 4, a média do nimero total de ovos em dispositivo de disseminagdo controle

durante foi de 1899 + 308 ovos. O dispositivo com CC+TD teve um nimero total de 1701
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+ 226 ovos, com 0 maior numero de ovos na quinta e décima primeira semana com 295 e
264 ovos (Fig. 21d).

Na época seca, no local 1, a média do numero total de ovos em dispositivo controle
nas 7 semanas testadas foi de 52,4 £ 16 ovos. Neste mesmo local, o dispositivo com 0s
aditivos CC+TD teve uma média de 78,2 + 20 ovos (Fig. 22a). O maior nimero de ovos
foi encontrado na superficie do gel para ambos os dispositivos. No local 2, a média do
numero total de ovos em dispositivo de disseminacéo controle foi de 63,2 + 19 ovos. O
dispositivo com CC+TD a média foi de 78,2 = 20 ovos (Fig. 22b). Para o local 3, 0
dispositivo de disseminagéo controle teve nas 7 semanas testadas uma média de 588 +
124 ovos. O dispositivo CC+TD teve um numero total de 658 + 141 ovos (Fig. 22c). No
local 4, a média do namero total de ovos em dispositivo de disseminacdo controle foi de
834 + 316 ovos. O dispositivo com CC+TD teve um numero total de 524 + 156 ovos (Fig.
22d).

Fig. 21. Média do nimero total de ovos (z erro padrdo da média) postos por fémea de Aedes aegypti durante
20 semanas, em dispositivo de disseminacdo com tecido previamente no tratado (controle) ou tratado com
cera micronizada de carnauiba [CC] (2 mg/cm?) e terra diatomacea [TD] (0,5 mg/cm?) e gel. Os testes foram
realizados em quatro locais peridomiciliares (a—d), em Goiania, GO, Brasil, entre dezembro de 2022 a abril

de 2023 (época chuvosa), em umidade relativa e temperatura ambiente (quatro repeticdes independentes).
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Fig. 22. Média do nimero total de ovos (+ erro padrdo da média) postos por fémea de Aedes aegypti durante

7 semanas, em dispositivo de disseminacdo com tecido previamente ndo tratado (controle) ou tratado com

cera micronizada de carnauiba [CC] (2 mg/cm?) e terra diatomacea [TD] (0,5 mg/cm?) e gel. Os testes foram

realizados em quatro locais peridomiciliares (a—d), em Goiénia, GO, Brasil, entre junho a agosto de 2023

(época seca), em umidade relativa e temperatura ambiente (quatro repeti¢cdes independentes).
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A infeccdo e o desenvolvimento de conidios de M. humberi IP 46 em adultos de Aedes
aegypti dependeu da umidade relativa do ambiente. Nos testes in vivo de laboratorio,
independentemente do grupo testado, em umidade préxima a saturacdo precisou de menos
tempo para matar os adultos. A alta umidade ambiente estd bem documentada
desempenhando um papel critico na infeccdo de artropodes por fungos
entomopatogénicos (LUZ; FARGUES, 1997, LUZ; FARGUES, 2000; RODRIGUES et
al., 2021), e na producéo de conidios em cadaveres (LUZ; FARGUES, 1998, ARTHURS;
THOMAS, 2003; TANG; HOU, 2001; RODRIGUES et al., 2021). No campo, a umidade
relativa € um fator limitante para o desenvolvimento de fungos entomopatogénicos em
insetos. Baixas umidades como na época seca, prejudicam principalmente; a germinacao

do fungo na cuticula do hospedeiro, e a dispersdo de conidios apos a morte do inseto.

As descobertas desse trabalho evidenciam a importancia do estudo de uma nova
formulacdo seca com conidios de M. humberi contra adultos de A. aegypti, a fim de
superar condicdes estressantes de umidade relativa na época seca. Além disso, reforcam
a importancia da progressdo dos testes em condi¢cdes de laboratorio, semi-laboratério,

semi-campo e eventualmente para 0 campo onde as condi¢fes sao reais.

O uso da formulacdo seca de conidios de M. humberi IP 46 com p6 de cera de
carnalba e terra diatomacea apresentou vantagens como; a facil aplicacdo no dispositivo
de disseminacdo para controle focal. Além disso, foi demonstrado através dos testes de
semi-laboratdrio, semi-campo e campo que, as fémeas oviporam sobre o tecido com 0s
aditivos e/ou conidios, a formulagéo nédo repeliu as fémeas de A. aegypti. Sendo este um
fato positivo, quando comparado a uma formulacdo com 6leo vegetal Graxol que em
grandes concentracfes repeliu fémeas gravidas de A. aegypti (LOBO et al., 2016). A
combinacdo dos aditivos p6 de cera de carnalba e terra diatomacea ndo foi toxica para os
conidios. Estes sdo importantes resultados para gradual desenvolvimento e aplicagédo

dessa formulagdo como um micoinseticida.

Para todos os testes in vivo com a formulagéo, em condicdes estressantes de umidades
relativas, a combinacgéo de conidios com po de cera de carnauba e terra diatomacea matou
mais mosquitos em menor tempo quando comparado ao grupo testado somente conidios
de M. humberi. Sendo um ponto relevante, pois a formulagdo aumentou a taxa de infecgéo

do fungo mesmo em baixas umidades relativas em condi¢Ges de laboratorio, semi-
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laboratério e semi-campo. Selecionando esta formulacdo como candidata, para ser

aplicada em condicBes de campo na época seca.

Apesar disso a formulacao nédo teve o efeito adulticida esperado. Supds que, o pé de
cera de carnauba desempenhou um efeito protetor para 0s mosquitos contra a abrasdo na
cuticula provocada pela terra diatomécea. Esse efeito, parece ter contribuido para uma
reducdo na mortalidade dos adultos quando comparado ao grupo exposto exclusivamente
a terra diatoméacea. Esses resultados, indicam que o possivel efeito protetor do pé de cera
de carnalba pode ter, impactando significativamente a taxa de mortalidade dos adultos.
Além disso, comportamentos de limpeza dos adultos de A. aegypti, como demonstrado
pelo trabalho de SANTOS (2023, Trabalho de concluséo do curso) pode ter influenciado

na dinamica de infeccdo do fungo.

Foi visto que conidios e/ou aditivos ndo tiveram diferenca significativa na
esporulacao de novos conidios sobre mosquitos mortos pela infec¢do fungica. Os aditivos
po de cera de carnauba e terra diatomacea ndo interferiram na producédo post mortem dos
conidios. Resultados diferentes foram mostrados por RODRIGUES et al., (2019), onde
maiores nimeros de novos conidios sobre adultos de A. aegypti mortos por infeccdo
foram encontrados no grupo exposto a conidios de M. humberi formulados com terra

diatomécea.

A presenca de novos conidios de fungos entomopatogénicos encontrados sobre
mosquitos mortos em areas de concentracdo de adultos, como criadouros cripticos de
dificil acesso, desempenha um papel importante na disseminacdo eficaz do fungo. Estes
locais sdo visitados por mosquitos saudaveis, e tém a possibilidade de se infectarem com
os conidios do fungo dando continuidade ao ciclo de infecgao.

Os mosquitos infectados por fungos entomopatogénicos podem sobreviver por alguns
dias, mas, dependendo da viruléncia do isolado, a atividade alimentar é comprometida
(BUSTILLO et al., 2001; MORA et al., 2017). Portanto, as fémeas tornam-se menos
ativas, reduzindo a hematofagia e, consequentemente, diminuindo sua competéncia
vetorial (BLANFORD et al.,2005). Além disso, a atividade reprodutiva dos mosquitos é
afetada rapidamente apos a infeccdo. A reducdo do numero de fémeas gravidas e,
consequentemente, da sua progénie, reduz a densidade populacional do vetor e

consequentemente a possivel transmisséo de doencas virais.
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Mosquitos adultos sdo alvos para controle focal com um micoinseticida. As fémeas
gravidas procuram locais para oviposicao e adultos de ambos 0s sexos para descanso. O
dispositivo de disseminacdo desenvolvido por MARTINEZ et al. (2021), utilizado nos
testes, simulou um criadouro de adultos de A. aegypti. Fémeas que entraram no
dispositivo de disseminacdo oviporam no gel e com menor frequéncia no tecido, isso se
deve ao fato de que a superficie do gel é umida enquanto a do tecido é seca. A umidade
de substratos no interior do dispositivo influenciou a taxa de oviposi¢do, como ja foi
demonstrado com A. aegypti no trabalho de MARTINEZ et al., (2021). Sdo necessarios
estudos a respeito do comportamento de fémeas gravidas no inferior do dispositivo, a fim

de melhorar o contato das fémeas com a formulagéo.
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8. Conclusoes

- Osaditivos CC e TD podem ser utilizados na formulag&o de Metarhizium humberi
para controle focal de Aedes aegypti por ndo serem toxicos e repelentes

- A formulacdo foi eficiente em condi¢des de laboratdrio e semi-campo

- Os aditivos CC e TD ndo influenciaram na esporulacéo de conidios post mortem
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