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RESUMO

O interesse em fungos entomopatogénicos para controle integrado de mosquitos é
grande. Entretanto pouco se sabe sobre o efeito de fungos em adultos e transmissao
de micoses em Aedes aegypti. No presente trabalho, estudaram-se, em condi¢des de
laboratério, a atividade adulticida e a propagacgdo da infecgdo para ovos postos por
fémeas tratadas com trés isolados de Paecilomyces spp, dois Isaria spp, um
Penicillium sp e um Metarhizium anisopliae. Foram realizados dois experimentos: Com
conidios secos de M. anisopliae IP 46 a 5x10* conidios/cm® (Teste 1) e com conidios
dos outros fungos formulados em dleo-agua, a 10% do dleo, a 10° conidios/cm? (Teste
2). As fémeas foram alimentadas com sangue de camundongo em dias alternados e,
para ambos os sexos, solugdo agucarada (5%) foi ofertada ad libitum. Os adultos
foram mantidos a 25°C, umidade relativa (UR) de 70% e fotofase de 12 h até 10 d pds-
tratamento (p.t.). Individuos mortos e ovos postos foram retirados, contados e
incubados em UR > 98% e 25°C por 15 d. Os ovos foram em seguida submersos em
agua e a eclosdo de larvas avaliada diariamente até 5 d para todos os testes.
Primeiros ovos postos foram encontrados em até 48 horas apos a primeira
hematofagia das fémeas. O nimero médio de ovos/fémea/dia (o/f/d) no teste 1 foi de
2,5 e no teste 2 variou entre 0,15 (Paecilomyces carneus CG 525) e 1,3 off/d (Isaria
fumoserosea CG 325). Apenas IP 46 formou hifas e novos conidios sobre ovos e
reduziu significativamente a eclosdo quantitativa de larvas (39,2%), comparado com o
grupo controle (68,6%; t = 2,3; P = 0,04). Nos demais testes a eclosdo foi acima de
40%. Primeiros adultos geralmente morreram a partir de 48 h p.t. € 0 maior nimero de
mortos foi encontrado 2 a 4 d depois, independentemente do teste realizado. A maior
mortalidade, 10 d p.t. foi 39% (IP 46), seguido por 28% (/saria farinosa CG 195),
16,4% (Paecilomyces marquandii CG 190), 8% (Penicillium sp IP 182), 6,8% (P.
carneus CG 525), 4,7% (Paecilomyces lilacinus CG 362) e 4,6% (/. fumoserosea CG
325). A mortalidade encontrada para os controles foi < 12% no mesmo momento.
Mosquitos tratados com CG 195, CG 525, IP 46, CG 325 e CG 190 tiveram
desenvolvimento de fungo em cadaveres. Mosquitos mortos pertencentes aos grupos
tratados com os isolados IP 182, CG362 e controle ndo tiveram desenvolvimento de
micélio. Os resultados mostraram que, de acordo com o tipo de aplicagédo utilizada,
fémeas de A. aegypti contaminaram ovos e assim propagaram a micose. Tratamento
com conidios secos levou a uma maior contaminagdo das fémeas e assim também
dos ovos postos, comparada com a aplicagéo indireta utilizada para os demais fungos,
no qual provavelmente a contaminacao ficou restrita as partes do corpo em contato
com a superficie tratada. A mortalidade reduzida encontrada para todos os fungos e
para ambas técnicas pode estar relacionada a umidade subotima na qual foram
mantidos os mosquitos e também ao tempo curto de observacdo dos adultos pods-
tratamento. Os fungos testados tém atividade reduzida em adultos de A. aegypti e
fémeas desse mosquito podem transmitir a micose durante a oviposi¢cao. Mais estudos
precisam ser feitos para selecionar linhagens mais virulentas e entender melhor
mecanismos de infecgéo e transmissao horizontal de fungos em A. aegypti.
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ABSTRACT

The interest in entomopathogenic fungi for integrated mosquito control is high.
However, little is known about the effect of fungi in adults and transmission of micoses
in Aedes aegypti. In the present study the adulticidal activity and propagation of the
infection to the eggs layed by females treated with three Paecilomyces spp, two Isaria
spp, one Penicillium sp and one Metarhizium anisopliae were studied under laboratory
conditions. Two experiments were performed: dried M. anisopliae IP 46 conidia at
5x10* conidia/cm?® (Test 1) and oil-water formulated conidia of the other fungi at 10% of
the oil and 10° conidia/cm? (Test 2). Females were fed with mice blood every two days
and sugar solution (5%) was offered two both, females and males, ad libitum. The
adults were held at 25°C, relative humidity (RH) of 70% and a 12 h photophase up to
10 d post-treatment (p.t). Dead individuals and layd eggs were removed, quantified and
incubated at RH > 98% for 15 d. Subsequently, the eggs were submersed in water and
the eclosion of larvae evaluated daily up to 5 d. In all tests first layed eggs were found
few hours after the first blood meal of females. The mean number of eggs/female/day
(eff/d) in the first test was 2.5 and in the second test, numbers varied between 0.15
(Paecilomyces carneus CG 252) and 1.3 e/f/d (I. fumoserosea CG 325). Only IP 46
produced hyphae and new conidea on eggs and significantly reduced quantitative
eclosion of larvae (39.2 %) compared to the control group (68.6%; t = 2.3; P = 0.04). In
the other tests, eclosion was > 40%. Generally, first adults died after 48 h p.t. and
highest number of dead individuals was found 2 - 4 d later, regardless of the test.
Highest mortality, 10 d p.t. was 39% (IP 46), followed by 28% (/saria farinosa CG 195),
16,4% (Paecilomyces marquandii CG 190), 8% (Penicillium sp IP 182), 6,8% (P.
carneus CG 525), 4,7% (Paecilomyces lilacinus CG 362) and 4,6% (I. fumoserosea CG
325). The control mortality was < 12% at the same moment. Mosquitoes treated with
CG 195, CG 525, IP 46, CG 325 and CG 190 were found with developing fungus on
cadavers. Dead mosquitoes present on groups treated with IP 182, CG 362 and control
do not shows conidia development. Results showed that according to the kind of
application used A. aegypti female contaminated eggs and in this way disseminated
the micose. Treatment with dried conidia resulted in a higher contamination of females
and also of layed eggs, compared to the indirect application used for the other fungi,
where contamination probably was restricted to parts of the body in contact with the
treated surface. The reduced mortality registered for all fungi and both methods may be
related to suboptimal humidity in wich the mosquitoes were held and also to the short
time of observation of the adults after treatment. The tested fungi have reduced activity
in A. aegypti adults and females of this mosquito can transmit mycose to the eggs
during oviposition. More studies should be done in order to select more virulent strains
and to understand better mechanisms of infection and horizontal transmission of fungi
in A. aegypti.
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1.1. Aedes aegypti

1.1.1 Sistematica e morfologia

A. aegypti € um artropode pertencente a ordem Diptera, familia Culicidae e
subfamilia Culicinae. Como todo culicineo adulto, tem corpo delgado, pernas
longas e apresenta um par de asas funcionais e outro par transformado,
chamado balancins, que regula o equilibrio do inseto durante o véo. A cabeca
segue o padrdo geral de culicineos com um par de antenas de 15 articulos
cada, proboscida ou aparelho bucal e um par de palpos maxilares, esses mais
curtos que a probdscida nas fémeas e o contrario nos machos (Fig. 1). A
proboscida é constituida de maxilas, mandibulas, labro e hipofaringe
recobertos pelo labio que permite a formagdo de um canal pungitivo sugador
(Fig. 2). Os palpos maxilares sédo estruturas penta-articuladas que se situam
lateralmente ao aparelho bucal. Os olhos compostos ocupam grande parte da
porcao antero-lateral da cabeca e sao constituidos de pequenos omatideos, os

quais sao unidades 6pticas responsaveis pela captacao de luz.

Fig. 1. Cabeca de culicineo em vista
superior- A: Culicinae fémea; B: Culicinae
macho. a: antena; pa: palpo maxilar; pr:
probdéscida (Fonte: Eiras 2005).
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Fig. 2: Probdscida de um culicineo (A - C). Ib: labro; md: mandibulas; hf:
hipofaringe; mx: maxilas; I: labio; f: palpo; ca: canal alimentar (Fonte: Eiras
2005).

O térax é dividido em protérax, mesotdrax e metatérax, sendo grande parte
tomada pelo mesotorax, onde estdo inseridas as asas. Os balancins
encontram-se inseridos no metatorax. O escudo caracteristico de A. aegypfi
apresenta um conjunto de escamas prateadas em forma semelhante a uma
lira, e juntamente com o escutelo compreende o mesonoto (Fig. 3C).

O abdome é composto por oito segmentos evidentes e dois segmentos

reduzidos modificados em anus e genitalia externa (Consoli & Oliveira 1998).



Fig. 3: A: Culicideo em vista lateral: escudo (es) e escutelo (e); B:
mesonoto com escudo e escutelo (Fonte: Consoli & Oliveira 1998); C:

Aedes aegypti: desenho caracteristico em forma de lira no mesonoto
(Fonte:http://www fiocruz.br/ccs/cgi/cgilua.exe/sys/start.ntm?Infoid=1282$sid=9&tpl=pri
nterview; Acesso em 10 de Novembro de 2008).

1.1.2 Aspectos biolégicos

A. aegypti tem desenvolvimento holometabdlico, com as fases de ovo, larva,
pupa e adulto. Os ovos sao eliptiformes e recobertos por uma camada
impermeavel chamada coério. Sdo postos de forma isolada em superficies
préximas a agua limpida represada. O tempo médio entre a postura e a
ecloséo das larvas, apds o contato dos ovos com a agua € variavel. Estudos
realizados com cepas goianas, criadas em laboratorio, tiveram periodos
variando entre 1 e 85 dias, e as eclosdes ocorreram em blocos. E possivel que
esse comportamento também se repita para outras cepas (Silva & Silva 1999).
Parte dos ovos permaneceu viavel por mais de 450 dias em ambiente
ressecado (Silva & Silva 1999; Luz et al. 2008), o que segundo Silva & Silva
(1999), pode contribuir com a dispersédo passiva de ovos para outras regides
através do transporte de materiais utilizados como criadouros pelas fémeas.

Os criadouros de A. aegypti estao fortemente relacionados a ambientes
urbanos, sobretudo materiais reciclaveis que acumulam agua de chuvas como
latas, pneus e garrafas mas também vasos de plantas ou locais de estoque de

agua para uso humano, por exemplo, caixas d’agua e cisternas. Esses ultimos



podem contribuir a manter populacdes importantes nas cidades em periodos
mais secos do ano (Consoli & Oliveira, 1998).

Apods a eclosao das larvas, as mesmas passam por 4 estadios larvais e um
periodo pupal, todos eles aquaticos, para enfim chegarem a fase adulta (Fig.
4). A proporcao de sexo dos adultos emergidos é de cerca de um macho para
cada fémea. A longevidade dos adultos foi considerada maior para fémeas
gquando comparado a machos, podendo chegar a até mais de 50 dias para
fémeas (Silva & Silva 1999). Os adultos podem dispersar-se ativamente mais
de 800 metros (Hondrio et al. 2003; Liew & Curtis 2004).

A. aegypti apresenta habitos diurnos e atividades como acasalamento e
alimentacado ocorrem durante o dia. Machos e fémeas alimentam-se de seiva,
entretanto, a fémea necessita de repastos sanguineos para a maturagao de
ovos, sendo apenas as fémeas hematdfagas. O inicio da manha e o fim da
tarde sdo os horarios mais comuns para a hematofagia. Embora as fémeas
ténham habitos alimentares ecléticos, a principal fonte de sangue é o homem.
A mesma fémea pode alimentar-se diversas vezes no mesmo hospedeiro ou
em hospedeiros diferentes, e prefere picar regides mais baixas do corpo

humano como a parte baixa das pernas e os pés (Consoli & Oliveira, 1998).
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Fig. 4: Fases evolutivas de Aedes aegypti (Disponivel

em: www.prdu.unicamp.br/dengue/mosquito.html - Acessado
em 30 de outubro de 2008).

1.1.3 Importancia como vetor

Além dos incémodos gerados pelas picadas das fémeas, A. aegypti é vetor
do virus da febre amarela em seu ciclo urbano e também dos quatro sorotipos
distintos dos virus da dengue. A transmissao de ambas as doengas para os
humanos se da a partir da picada da fémea previamente infectada. Ela adquire
a infecgdo via repasto num individuo doente ou via transovariana (Consoli &
Oliveira, 1998).

Dengue é caracterizado como uma das principais arboviroses de
repercussdao mundial. Casos dessa doenga ja foram notificados em mais de
100 paises (Foley et al. 2007; CDC 2008). O primeiro caso de dengue,
confirmado por exames laboratoriais, ocorrido no Brasil foi registrado em 1981
no estado de Roraima (Siqueira Jr et al. 2005). Até 1993, a doenga seguiu em
ondas epidémicas em areas isoladas do pais. Apdés a introdugao de novos

sorotipos varias epidemias ocorreram em praticamente todo o pais, com



excegao dos estados de Santa Catarina e Rio Grande do Sul (Siqueira Jr et al.
2005). Contudo, nesses dois estados, casos da doenga tém sido notificados
desde 2007 (Ministério da Saude 2008a). Os primeiros casos de “febre
hemorragica da dengue” (FHD) confirmados no Brasil datam de 1990, apéds a
introducdo do sorotipo 2 (DENV2). Entre janeiro e marco de 2008, foram
notificados cerca de 120.570 casos de dengue no Brasil, sendo 647 de FHD
com 48 6bitos (Ministério da Saude 2008a). A maioria dos casos de FHD no
Brasil ainda € mais comum em adultos, embora, em estados como Amazonas o
indice da doenca em pacientes menores de 15 anos tem aumentado (Siqueira
Jr et al. 2005). Em 2006 e até 2008 os sorotipos 1, 2 e 3 circulavam no Brasil
(Ministério da Saude 2008a; Fig. 5).

SVS) ; g
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Fig. 5: Sorotipos de virus da dengue circulantes nos estados do

Brasil no ano de 2006 (Fonte:http:/portal.saude.gov.br/portal/arquivos/
kitdengue2/epidemiologia/imagens.html — Acesso em 03/12/2008).

A febre amarela é considerada uma das doencgas viréticas febris de maior
gravidade, devido as complicagbes hepaticas caracteristicas as quais geram

altos indices de mortalidade. Essa doenca é dividida em “Febre Amarela



Urbana (FAU)” e “Febre Amarela Silvestre (FAS)”, em funcdo dos diferentes
locais e vetores envolvidos na transmiss&o.

Casos de FAU n&o foram descritos no Brasil desde 1942. ntretanto, a FAS
permanece até hoje e € de dificil erradicacédo devido a impossibilidade de
controle dos vetores em ambientes silvestres, a manutencdo do ciclo por
macacos e a falta de cobertura vacinal de toda a populacao. Ao final de 2007 e
inicio de 2008 foram confirmados 18 casos de FAS no Brasil, com 9 obitos,
sendo 14 casos e 9 mortes no estado de Goias (Ministério da Saude 2008b).

Os surtos ciclicos de FAS tornam real o risco de novos casos de FAU em
municipios brasileiros, ja que a FAU e dengue s&o transmitidos pelo mesmo
vetor (Massad et al. 2001).

1.1.4 Principais métodos e dificuldades para controle vetorial

A. aegypti tem sido alvo de campanhas de combate desde a década de
1900 através de politicas sanitaristas idealizadas por Oswaldo Cruz para
erradicacdao da FAU no Rio de Janeiro. Essa espécie foi erradicada do Brasil e
de mais 17 paises das Américas entre 1950 e 1960. O combate era realizado
através de ataques aos focos do vetor, baseadas em rigidas estruturas
hierarquicas e participagdo voluntaria da populagdo (Tauil 2002). Entretanto,
devido ao aumento da complexidade urbana essas politicas tornaram-se
ineficazes e em 1976 houve a re-introdugao definitiva do vetor no pais, a partir
do estado do Para (Tauil 2002) (Fig. 6).



Fig. 6: Distribuicio de Aedes aegypti nas

Américas em 1970 e em 2002 (Fonte:http://www.cdc.
gov/ncidod/dvbid/dengue/index.htm).

O “Programa Nacional de Controle do Dengue” (PNCD) atualmente em
vigor tem como principais medidas de controle, politicas de conscientizagao
populacional associadas a vigilancia entomolégica e combate ao vetor, através
do uso de temefés como larvicida e nebulizacdo térmica e atérmica para
controle de adultos (Braga & Valle 2007). Desde 1985 os inseticidas mais
utilizados em nebulizagdes foram o propoxur, malathion e piretréides (Macoris
et al. 1999; Braga & Valle 2007). Entretanto, segundo estudos realizados na
cidade de Salvador, a pratica proposta pelo PNCD, além de muito onerosa,
mostrou-se ineficaz para a minimizagdo de casos de dengue nesta cidade e
acredita-se que o mesmo quadro se repita no restante do pais (Teixeira et al.
2002; Ministério da Saude 2008a).

Mudancas em relagdo a métodos de controle tém sido propostas pelo
PNCD, de acordo com a situagdo epidemiolégica especifica em diferentes
estados. A falta de melhor planejamento regional de agdes publicas de
controle, necessidade de melhores condi¢cdes sanitarias nas cidades
brasileiras, uma pequena participagao popular em campanhas de destrui¢cao de
focos do mosquito e uma queda de suscetibilidade do vetor a inseticidas

utilizados, dificultam a erradicagdo de A. aegypti. Resisténcia de larvas a
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temefés ja foi notificada nos estados de Sao Paulo (Macoris et al. 2003),
Espirito Santo, Rio de Janeiro, Sergipe, Alagoas (Lima et al. 2003; Braga et al.
2004), Distrito Federal (Carvalho et al. 2004), Ceara (Lima et al. 2006) e
Paraiba (Beserra et al. 2007). Casos de adultos resistentes a cipermetrina
foram relatados no Parana (Luna et al. 2004), Rio de Janeiro e Alagoas (Cunha
et al. 2005). O mesmo quadro de resisténcia a piretroides e organofosforados
também se repete em outros paises da América Latina como em Cuba
(Rodriguez et al. 2002) e Peru (Chavez et al. 2005). Nos estados do Rio de
Janeiro e Rio Grande do Norte, em fungao da situacao criticas de resisténcia
de larvas a temefés, sao utilizados biolarvicidas a base de Bacillus thuringiensis
israelensis (Bti) desde o ano de 2001. Embora esses biolarvicidas apresentem
menor persisténcia do que o temefds quando expostos diretamente a luz solar,
séo eficazes no controle de larvas resistentes (Braga & Valle 2007).

Similares sintéticos de hormdnios juvenilizantes produzidos pelos insetos,
conhecidos como inibidores de crescimento, sdo também recomendados pela
OMS para controle de A. aegypti (OMS 1997). Estes produtos tém
demonstrado resultados promissores no manejo populacional de larvas

resistentes a temefés em laboratorio (Braga et al. 2005)

1.2 Controle biolégico de pragas

Medidas de controle biolégico visam manipular inimigos naturais para
reduzir populagbes de uma determinada praga alvo (Pedigo 2002). O uso de
seres vivos para controle de pragas agricolas ja é antigo. Desde o ano 300 a.C.
os chineses utilizavam formigas a fim de diminuir pragas em laranjais (Pedigo
2002). Muitos conhecimentos histéricos e populares, entretanto, foram
negligenciados durante anos, quando novos produtos a base de enxofre,
arsénico e plantas com propriedades inseticidas entraram com grande sucesso
no dia a dia do produtor. O DDT (Dicloro Difenil Tricloroetano) popularizou
definitivamente os inseticidas quimicos sintéticos, inclusive no combate de
insetos de importancia médica. O livro “Silent Spring” publicado em 1962

(Carson 1962) ressaltou os efeitos secundarios dramaticos do DDT sobre o
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ambiente, especialmente em animais, e foi considerado um marco da
preocupacido e conscientizacdo no uso indiscriminado de DDT. Esse livro
contribuiu para o surgimento de formas alternativas, eficazes, especificas e
menos poluentes para o controle de pragas agricolas e de artrépodes de
importancia médica e veterinaria (Pedigo 2002). Hoje, o controle biolégico
tornou-se uma ferramenta indispensavel no controle integrado devido a
sustentabilidade, especificidade e aos baixos danos ambientais.

Um exemplo de controle integrado de vetores bem sucedido é a erradicagao
de A. aegypti num pequeno vilarejo no Vietna, unindo controle biolégico e
conscientizagao da populacdo (Nam et al. 1998). Nesse vilarejo, com cerca de
400 habitacbes, nos principais pocos e locais de armazenamento de agua
foram liberados microcrustaceos aquaticos do género Mesocyclops, que sao
predadores de larvas de mosquitos. Os habitantes foram responsaveis pela
manutencdo dos microcrustaceos e eliminagdo de criadouros nos quais 0s
microcrustaceos nao conseguiam sobreviver, como garrafas, pneus, entre
outros. N&o houve reaparecimento de larvas e de adultos de A. aegypti durante
dois anos apos a eliminagdo do mosquito (Nam et al. 1998).

Além de predadores, pragas podem ser combatidas com patégenos como
virus, bactérias, fungos, protozoarios ou nematdédeos. O microsporideo
Edhazardia aedis € um patdégeno especifico de A. aegypti. Pode ser transmitido
via oral, pela ingestdo de esporos ou via transovariana, caso a larva sobreviva
a infeccdo e se torne adulta (Becnel & Johnson 2000). Apds aplicagcao
inundativa desse patogeno, até 100% de larvas de A. aegypti foram eliminadas
em testes de laboratério (Becnel & Johnson 2000). Porém, a sobrevivéncia e
atividade dos microsporideos em criadouros naturais ndo se mostraram
suficientes sem novas aplicagbes inundativas (Becnel & Johnson 2000).

Bactérias esporogénicas como o Bti sdo bem conhecidas no controle de
larvas de mosquitos (Boisvert & Boisvert 2000). Os esporos contém cristais
protéicos denominados protoxinas, que sdo ativadas quando os esporos séo
ingeridos pelas larvas e entram em contato com o meio alcalino do intestino
médio. As toxinas ligam-se ao epitélio do meséntero onde formam poros o que

leva o inseto a morte por septicemia.
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Produtos a base de Bti causaram mortalidade acima de 95% em larvas de
A. aegypti durante um periodo de até 100 dias em condi¢des de laboratorio
(Lima et al. 2005). No entanto, em condigbes de campo, a alta atividade
larvicida foi mantida por apenas 13 dias e um efeito residual, com mortalidades
acima de 70%, por 2 a 5 semanas (Lima et al. 2005). A eficiéncia foi menor
devido a suscetibilidade dos esporos a luz ultravioleta.

Em recipientes de ferro a mortalidade n&o ultrapassou 80% a partir do
sétimo dia pdés-aplicacdo. E possivel que reacdes de oxidacdo nesses

recipientes tenham minimizado a eficacia dos esporos (Lima et al. 2005).

1.2.1 Fungos entomopatogénicos para o controle biolégico

1.2.1.1 Mecanismos gerais de infec¢ao

Os primeiros estudos sobre fungos patogénicos em insetos foram feitos a
partir de 1834 quando o cientista italiano Agostino Bassi infectou lagartas
Bombyx mori com um fungo, hoje conhecido como Beauveria bassiana (Alves
1998).

O principal mecanismo de infeccao de insetos por esse e muitos outros
fungos é através da cuticula, diferentemente de outros patégenos que invadem
o inseto através da ingestdo de alimentos contaminados (Alves 1998). A
invasdo parenteral garante a esse grupo de entomopatogenos a possibilidade
de infectar diversos estagios como ovos, larvas, pupas e adultos.

Os processos de invasao do inseto pelo fungo se dao basicamente em
quatro etapas: adesdo; germinacao; penetragcdo e colonizacdo. A adesao a
cuticula é fundamental para o sucesso da infeccdo. De forma geral, conidios
presentes no nicho dos insetos fixam-se passivamente a cuticula. Alguns
fungos tém uma camada de muco sobre os conidios, que protege o conidio
contra a dessecacao e reforca a adesao sobre a cuticula (Alves 1998). Em
condicoes favoraveis, principalmente umidade alta, conidios aderidos comegcam
a germinar. Para isso formam um tubo germinativo e apressoério que auxilia

durante a penetragao de hifas. A penetracido pode variar de acordo com a



13

espécie do fungo ou do inseto, condigdes ambientais e a presenga de
determinados nutrientes e microbiota sobre a cuticula. Esse processo envolve
fatores fisicos de pressdo da hifa terminal sobre a cuticula associados a
mecanismos enzimaticos. Os principais locais de invasao sido as membranas
intersegmentares, e além dessas, o aparelho bucal, espiraculos, anus, sifao
respiratorio e tarsos. A invasdo pode ocorrer também via oral e nesse caso a
infeccao inicia - se no meséntero do inseto (Alves 1998).

Hifas que chegam a hemocele, colonizam o inseto inteiro ramificando-se e
produzindo corpos hifais. A morte do inseto ao final da infeccdo esta
relacionada com acdo de micotoxinas, atividades histoliticas e bloqueios
mecanicos no canal digestivo e espiraculos por hifas. Apés a morte, hifas
comegam a emergir sobre o cadaver e novos conidios sao formados. Esses
podem contaminar outros insetos, dando continuidade ao ciclo de vida do

fungo.

1.2.1.2 Métodos de aplicagao, formulagado e seguranga no uso

Em vista do potencial de fungos para controle de insetos, € importante
salientar que os métodos de aplicagdo adaptados as pragas alvo, sdo decisivos
para bons resultados. A aplicacao direta de conidios sobre um inseto, leva a
uma maior contaminagao quantitativa comparada a aplicagéo indireta, ou seja,
sobre uma area na qual o inseto posteriormente entra em contato (Scholte et
al. 2003; Luz & Batagin, 2005). Mesmo assim, métodos indiretos de aplicagéo
mostram ter maior praticidade em mosquitos adultos (Blanford et al. 2005;
Scholte et al. 2005; Paula et al. 2008).

Fatores abidticos adversos no ambiente natural como umidade relativa
subotimal para os fungos e luz ultravioleta tendem a dificultar ou até mesmo
inviabilizar o desenvolvimento de micoses em insetos. Aditivos em formulagdes
de conidios podem auxiliar o fungo na superacdo de efeitos deletérios no
ambiente e potencializar a agdo entomopatogénica (Bateman 1997; Fargues et
al. 1997; Lomer et al. 2001; Alves et al. 2002; Luz & Batagin, 2005). Conidios

formulados em 6leo, por exemplo, mantiveram a atividade alta contra
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gafanhotos em umidades subotimais (Bateman et al. 1993). Formulagbes a
base de 6leo aumentaram a mortalidade também de outros insetos tratados
com fungos quando comparados a formulagdes aquosas (Fargues et al. 1997;
Batta 2003; Luz & Batagin 2005; Maranga et al. 2005). Provavelmente o éleo
melhorou o contato de conidios com a cuticula, devido a superficie lipofilica de
ambos, e aumentou assim a contaminacdo quantitativa dos insetos com os
conidios (Luz & Batagin 2005). Além disso, formulagbes oleosas protegeram
conidios da acéo de raios ultravioletas e aumentaram o tempo de vida util de
conidios (Alves et al. 2002; Batta et al. 2003).

Fungos entomopatogénicos normalmente ndo estao relacionados a quadros
infecciosos em humanos. Casos esporadicos foram notificados em individuos
imunossuprimidos (Vestergard et al. 2003). Para M. anisopliae nao se
conhecem efeitos adversos em organismos nao alvos (Alves et al. 1996, Butt et
al. 1998), como aqueles existentes no solo (Broza et al. 2001), peixes (Milner et
al. 2002), anfibios (Genthener et al. 1998), répteis (Austwick, 1980), aves
(Wasti et al.1980) e o homem (Ignoffo 1973, Saik et al.1990, Siegel &
Shadduck 1990, Zimmermann 1993, 2007, Goettel et al. 2001, Vestergard et al.
2003).

1.2.1.3 Controle biolégico de vetores

Fungos tém sido estudados como ferramenta para controle biolégico de
vetores importantes em saude publica. Em ensaios de laboratério, triatomineos,
vetores da tripanossomiase americana em diversos paises da Ameérica Latina,
mostraram-se muito susceptiveis a infecgdo por B. bassiana e M. anisopliae
(Luz et al. 1998; Lecuona et al. 2001; Luz & Batagin 2005). Moscas, da espécie
Musca domestica, morreram em altas taxas quando expostas a suspensio
aquosa de conidios de Aspergillus flavus e Penicillium corylophilum (Senna -
Nunes et al. 2002).

Fungos entomopatogénicos também tém sido estudados e demonstraram
ter potencial para o controle de mosquitos (Scholte et al. 2004a). Resultados

obtidos em estudos com B. bassiana e M. anisopliae em Anopheles gambiae
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indicaram uma possivel redugédo nos niveis de transmissao vetorial da malaria
em mais de 80% (Scholte et al. 2003, 2005; Blanford et al. 2005). Outros
estudos sobre transmissao horizontal mostraram que conidios de M. anisopliae
podem ser veiculados da fémea para o macho de An. gambiae durante o
acasalamento (Scholte et al. 2004b).

Isolados de M. anisopliae causaram até 100% de mortalidade de larvas de
segundo estadio de A. aegypti (Silva et al. 2004). Em outro estudo, adultos de
A. aegypti, A. albopictus e Culex quinquefasciatus tratados com conidios desse
fungo tiveram mais de 80% dos seus individuos infectados. Os tempos de
sobrevivéncia (TLsp) dos mosquitos foram significativamente mais curtos
guando comparados ao controle (Scholte et al. 2003, 2007).

Varios fungos mostraram ter também atividade ovicida em A. aegypti em
condigbes de laboratério (Luz et al. 2007, 2008). A redugédo da eclosdo de
larvas variou de acordo com a espécie do fungo (Luz et al. 2007), reducdes de
mais de 80% foi observado em ovos tratados com fungos dos géneros
Paecilomyces, Isaria e Penicillium e também com M. anisopliae.

Linhagens que consigam infectar todos os estagios de A. aegypti e de
outros mosquitos apds aplicacdo em habitats ou por transmissao horizontal

teriam grande interesse para uso em um controle integrado desse vetor.
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2. Introducao
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A. aegypti € um mosquito de origem africana, encontrado principalmente em
paises de clima tropical e subtropical. E o principal vetor da febre amarela
urbana e dos quatro sorotipos da dengue, em mais de cem paises (Foley et al.
2007). Tem maior distribuicdo em ambientes urbanos, ricos em criadouros
artificiais gerados pelo aglomerado de residéncias e acumulo de lixo.

Embora esse vetor tenha sido erradicado do Brasil na década de 1950, foi
reencontrado a partir de 1976, e desde entdo as medidas utilizadas tém sido
ineficientes para o seu controle permanente (Tauil 2002; Teixeira et al. 2002).
Dentre os principais fatores que levaram a esse insucesso, destaca-se uma
crescente ineficacia do temefés no combate de larvas e de piretréides no
combate de adultos, que s&o os principais inseticidas utilizados no controle
deste vetor (Macoris et al. 1999; Luna et al. 2004; Cunha et al. 2005; Braga &
Valle 2007). Além disso, a falta de adeséo da populagao no combate aos focos
e criadores do vetor e a falta de um melhor planejamento especifico das
campanhas de combate para cada cidade, também contribuiram para o
insucesso.

Novas formas de controle tém sido desenvolvidas nos ultimos anos, visando
reduzir os riscos de propagacao de vetores resistentes e efeitos nocivos
promovidos pelos inseticidas quimicos, tanto para o homem quanto para o
ambiente. Larvicidas sintéticos, como reguladores de crescimento ou larvicidas
a base de bactérias sdo utilizados em programas de controle em regides com
resisténcia comprovada de larvas de A. aegypti contra o temefds, por exemplo.
Bti tem elevada atividade larvicida e grande efeito residual quando protegido da
luz solar (Melo — Santos et al. 2001; Lima et al. 2005). O uso de Bti ja tem sido
praticado em programas de controle de A. aegypti nos estados do Rio de
Janeiro e Rio Grande do Norte, onde o status de resisténcia de larvas ao
temefds é considerado critico (Braga & Valle 2007).

Fungos entomopatogénicos sdo também promissores no controle de
mosquitos. Atividades larvicida e adulticida de B. bassiana e M. anisopliae em
mosquitos ja foram descritas em condigdes de laboratério (Scholte et al. 2003,
2004a; Silva et al. 2004). Esses fungos foram estudados intensamente para

uso contra An gambiae, principal vetor da malaria na Africa sub-saariana
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(Scholte et al. 2003, 2005; Blanford et al. 2005). Atualmente estdo sendo
realizados testes de campo com M. anisopliae e B. bassiana na Tanzania, a fim
de avaliar modelos matematicos promissores elaborados para a mesma regiao
por Scholte et al. (2005) que prevéem reducdo de pelo menos 80% da
transmissdo de malaria por esse vetor (Mnyone et al. - resultados néao
publicados).

A atividade de fungos varia de acordo com a espécie e linhagem. Linhagens
virulentas que conseguem infectar e eliminar rapidamente todos os estagios
evolutivos de A. aegypti tém potencial para um controle mais eficiente desse
vetor. M. anisopliae apresentou atividade larvicida (Silva et al. 2004) adulticida
(Scholte et al. 2007; Paula et al. 2008) e ovicida (Luz et al. 2007; 2008;
Albernaz et al. 2009, Santos et al. 2009) em A. aegypti. Outros fungos dos
géneros Isaria, Paecilomyces e Penicillium também infectaram ovos de A.
aegypti, semelhante a M. anisopliae (Luz et al. 2007). Contudo, a atividade
contra adultos e larvas desses ultimos fungos ainda n&o foi estudada.

Fungos entomopatogénicos propagam-se em condigdes naturais por
disseminacao de conidios formados principalmente sobre insetos mortos pela
infeccdo, contaminando o meio ambiente e novos insetos. A transmissao
acontece indiretamente ou também pelo contato direto entre insetos sadios e
insetos vivos contaminados e/ou infectados ou ainda insetos mortos com fungo.
Ainda existem poucos estudos sobre transmissao de micoses entre insetos
vivos ou diferentes estagios do mesmo inseto. Melhores conhecimentos sobre
a dindmica de uma micose numa populacédo alvo relacionada a transmissao
horizontal irdo contribuir para um controle mais efetivo da praga visada.
Estudando doses variadas de conidios de M. anisopliae em An. gambiae,
Scholte et al. (2004b) observaram que fémeas tratadas contaminaram machos
durante o vbOo de acasalamento (Scholte et al. 2004b). Para A. aegypti,
entretanto, nao existem relatos sobre uma transmissao da infecgcdo entre
estagios.

Grande parte de fungos entomopatogénicos precisa de alta umidade,
sobretudo, durante o desenvolvimento extra-cuticular como na invasdo do

inseto, e propagacao de conidios apds a morte do inseto. Formulados a base
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de 6leo muitas vezes garantem um contato melhor do produto com a cuticula e
assim uma maior contaminacdo quantitativa também com conidios, dado a
caracteristica lipofilica tanto da cuticula como dos conidios (Luz & Batagin,
2005). Além disso, o 6leo aumenta a resisténcia dos conidios a fatores
abidticos como umidades subotimais e luz ultravioleta (Alves et al. 2002),
sendo que formulados oleosos tém mostrado mais eficiéncia, além de
permanecerem viaveis por mais tempo quando comparados a formulados
aquosos (Bateman et al. 1993; Luz et al. 1998; Batta 2003; Maranga et al.
2005).

Testes sobre a patogenicidade de um fungo num inseto ou estagio alvo, em
condicbes de laboratdrio, visam oferecer ao fungo as melhores condigbes para
a infeccdo, como dosagens altas e umidade elevada. A aplicagdo de conidios
pode ser feita diretamente por pulverizacao de individuos ou indiretamente por
tratamento de um suporte e posterior exposicdo dos insetos. No caso de
mosquitos adultos, um tratamento indireto, visando a contaminagdo em locais
de repouso ou oviposicao parece ser a técnica mais indicada.

Em estudos sobre transmissdo horizontal entre individuos do mesmo
estagio e entre estagios diferentes, grupos tratados estdo sendo expostos a
grupos nao tratados ou a sua propria prole (Scholte et al. 2004b).

No presente trabalho foi estudada a atividade adulticida de isolados de M.
anisopliae, Isaria farinosa, Isaria fumoserosea, Paecilomyces marquandii,
Paecilomyces lilacinus, Paecilomyces carneus e Penicillium sp, todos com
atividade ovicida em A. aegypti previamente comprovada (Luz et al. 2007), em
diferentes formulagdes e aplicagao indireta. Foi também avaliado o efeito da
infeccdo sobre o numero de ovos postos, a contaminacdo com conidios

durante a oviposicao e a eclosdo quantitativa de larvas oriundas desses ovos.
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3. Objetivos
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Avaliar a agao de M. anisopliae |P 46, |. farinosa CG 195, I. fumoserosea
CG 325, P. carneus CG 525, P. marquandii CG 190, P. lilacinus CG 362,

Penicillium sp IP 182 sobre:

1. Patogenicidade em adultos de A. aegypiti.

2. Influéncia da infeccao fungica sobre o numero de ovos postos e

eclosao quantitativa de larvas de A. aegypti.

3. Transmissdo da micose de fémeas de A. aegypti para 0s ovos

postos.
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4. Metodologia



23

4.1 Criagao do mosquito e obtencao dos adultos

A populacédo de A. aegypti originou-se a partir de larvas livres de virus
coletadas em 1991 em Goiania, Brasil (Silva et al. 1998). Toda a criagéo
ocorreu em sala climatizada a 28 + 5°C, UR de 80 + 10% e fotofase natural.
Ovos aderidos a papéis filtro foram incubados em bacias brancas (30 cm de
didmetro x 7 cm de altura) contendo 1,5 litros de agua de torneira. Larvas
eclodidas foram transferidas para bacias novas e alimentadas com ragéo
triturada para gato (Black Jack® - Alisul Alimentos S. A., Rio Grande do Sul,
Brasil; Silva et al. 1998) (Fig. 7).

4 D adultos
e & =
- i
gaiolas de criagao
para adultos

pupas

copo com papel
filtro com ovos em
“criadouro
simulado”

—

larvas em bacia
com agua

Fig. 7: Criagcao de Aedes aegypti em laboratdrio.

Para a obtencdo dos adultos utilizados nos testes, quarenta pupas foram
transferidas para um copo de poliestireno (50 cm® com 20 ml de agua de

torneira autoclavada. Esse copo foi grampeado na face interna da parede
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lateral de outro copo maior (500 cm®) do mesmo material. As pupas foram
mantidas a temperatura e fotofase natural. O copo maior foi fechado com uma
malha de fil6 e liga (Fig. 8). Dessa maneira, os adultos, ao emergirem do
pupario podiam voar no interior do copo, sendo contidos pela tela de fil6. Apds
o final da emergéncia dos adultos, um “capturador de Castro” era introduzido
no recipiente através de um pequeno orificio feito na parede lateral do copo

maior e todos os adultos eram retirados, sexados e usados nos testes.

\ \
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Fig. 8 - Recipiente para obtencdo de adultos de Aedes
aegypti - A: Malha de filé; B: Copo maior (500 cm?®); C: Copo

menor (50 cm?®).
4.2 Origem e cultivo dos fungos

Os fungos utilizados foram: M. anisopliae, I. farinosa, I. fumoserosea; P.
carneus; P. marquandii; P. lilacinus e Penicillium sp. Informag¢des sobre os
isolados, bem como o pais e colegdo de origem, ano do isolamento e o

hospedeiro ou substrato original estdo apresentadas na tabela 1.
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Tab. 1 — Informagdes sobre os fungos estudados

Género/Espécie Isolado  Colecao Pais Ano  Hospedeiro/
Substrato

Metarhizium anisopliae  |P 46 B Brasil 2001 solo

Isaria farinosa CG 195 A Brasil 1983  Chlosyne lacinia
(Lepidoptera)

I. fumoserosea CG 325 A Filipinas 1985 Nilaparvata lugens
(Homoptera)

Paecilomyces carneus CG 525 A Brasil 1995 solo

P. marquandii CG 190 A Brasil 1990 solo

P. lilacinus CG 362 A Brasil 1991  solo

Penicillium sp IP 182 B Brasil 2003  Scaptocoris carvalhoi

(Hemiptera)

A = Embrapa — Recursos Genéticos e Biotecnologia, Brasilia, DF;
B = IPTSP/UFG, Goiania, GO.

Todos os isolados foram previamente passados em Triatoma infestans,
para aumento da viruléncia (Luz et al. 2007), reisolados e entao cultivados em
meio de cultura BDA (batata, dextrose, agar) em placa de Petri (90 x 15 mm)
durante 15 d a 25°C, 70 +10% de umidade relativa (UR) e fotofase de 12 h.
Para a preparacdo do meio, 170 g de batatas descascadas e cortadas em
pequenos pedacos foram autoclavadas em 1.000 ml de agua destilada. Apds
resfriamento e filtracdo por peneira, o filtrado foi completado com agua
destilada até 1.000 ml e acrescido de 20 g de dextrose e 18 g de agar. O meio
teve o pH ajustado em sete, foi autoclavado novamente durante 20 min e

distribuido em placas de Petri.
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4.3 Preparo de conidios e bioensaios

Foram realizados dois testes com métodos de tratamento indireto diferentes:
Exposicdo de adultos a conidios secos de M. anisopliae |IP 46 sem outra
formulagao (teste 1) e exposicao de adultos a conidios dos demais isolados
formulados em 6leo — agua (teste 2). Em ambos os testes, os mosquitos foram
mantidos a 25+ 1 °C, 70 + 10% de UR e fotofase de 12 h.

4.3.1 Preparo de conidios secos e tratamento dos adultos (teste 1)

Conidios de M. anisopliae foram raspados da superficie da cultura com uma
espatula e colocados em placa de Petri sobre silica gel durante 5 d a 4°C.

Para a avaliagdo da quantidade de conidios, uma aliquota de 0,02 g de
conidios secos foi pesada em balanca analitica, suspensa em 10 ml de Tween
80® (0,1%), e o numero de conidios/ml foi contado em camara de Neubauer.

Um total de 25 casais de A. aegypti foi colocado num copo plastico (500
cm3) com abertura superior fechada com malha de fil6 e liga. Por meio de um
orificio (5 mm) feito na parede lateral deste copo, foi introduzido um funil de
vidro, pelo qual 10’ conidios secos de M. anisopliae foram colocados dentro do
copo. O orificio foi em seguida vedado com fita crepe e os conidios foram
cautelosamente distribuidos por todo o interior do copo em movimentos
horizontais. Os mosquitos permaneceram dentro do copo tratado por 30
minutos. O tratamento foi realizado a temperatura e umidade ambiente.
Mosquitos do grupo controle também foram mantidos em copos plasticos sem
nenhum tratamento, movimentados igualmente aos do grupo teste e expostos
as mesmas condi¢cdes de temperatura e umidade. Terminado o periodo de
exposigao, os mosquitos foram transferidos para gaiolas teladas (33 x 30 x 21,5

cm) e mantidas nas condigdes mencionadas.
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4.3.2 Preparo de formulados oleosos e tratamento dos adultos (teste 2)

Conidios foram raspados da superficie das culturas e colocados em tubos
de ensaio com pérolas de vidro e 10 ml de Tween 80® (0,1%). Os tubos foram
agitados em vortex, o conteudo filtrado com algod&o hidréfilo e o numero
conidios/ml quantificado em cadmara de Neubauer.

Os formulados foram preparados em suspensdo 6leo-agua 10% de o6leo
emulsionavel (Graxol® - Agraria Industria e Comércio Limitada, Industria
Brasileira) acrescido da suspenséao de conidios previamente preparada.

Papeis filtro de formato circular (38,5 cm?) foram colocados em placa de
Petri descartaveis e com o auxilio de uma micropipeta, foi aplicado sobre cada
um, 1 ml de formulado, em movimento espiral lento (Fig. 9) a fim de alcancar
uma distribuicido homogénea de 10° conidios/cm? sobre a superficie de cada
papel filtro. As placas foram entdo deixadas em repouso, semi - fechadas
durante 24 h para secar. Depois os papéis filtro foram colocados na base de
copos plasticos de 500 cm®, um para cada papel tratado. Trinta adultos, com
pelo menos 10 fémeas, com idade entre 2 e 3 d foram colocados em cada copo
telado e mantidos por 24 h em contato com a superficie tratada, sendo entédo

transferidos para gaiolas teladas, iguais as utilizadas no teste 1.

Fig. 12 - Tratamento

de papel filtro com
formulado em O6leo—

agua.
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4.3.3 Manuteng¢ao dos adultos nas gaiolas

Em todos os testes, solugdo agucarada (5%) previamente autoclavada foi
permanentemente oferecida aos mosquitos. A mesma foi colocada em tubo de
Eppendorf de 1 ml, cuja tampa foi perfurada e através deste orificio foi
colocado um fio de algodao hidroéfilo em contato com a solugdo agucarada, o
que permitia a alimentacdo dos adultos. Alimentacdo sanguinea em
camundongos imobilizados durante 90 minutos, foi ofertada em dias alternados

segundo a metodologia proposta por Silva et al. (1998).

4.3.4 Avaliagdo da ovipostura, conidiogénese sobre ovos e eclosao de

larvas

Para ambos os testes, recipientes simulados para oviposicdo com baixa
luminosidade e alta umidade, fatores importantes para a oviposicao das fémeas
(Silva et al. 1998) foram mantidos permanentemente em cada gaiola. Cada
“criadouro simulado” consistia de uma xicara de vidro de cor ambar (90 cm?®)
com algodao umedecido na base e um papel filtro em formato circular (r = 2,5
cm) sobre o algoddo, o papel permanecia umido permanentemente pelo
contato com o algodéo (Fig. 10). Sobre a xicara, colocava-se um copo plastico
de cor azul escuro (300 ml) de forma invertida, com o fundo recortado, o que
limitava a exposicao do papel filtro a luz.

Os papéis filtro com ovos foram retirados das gaiolas em dias alternados,
durante 10 d (Fig. 11) e colocados em placas de Petri para contagem. As
placas com os ovos foram incubadas em UR > 98% a 25°C e fotofase de 12 h
durante 15 d. Passado o periodo de incubacéo, foi avaliado o crescimento de
fungos sobre os ovos, bem como a ecloséo de larvas.

Para a avaliacdo da eclosdao, uma aliquota com cerca de 20 ovos foi
submersa em um copo de poliestireno (50 cm3) com 20 ml de agua de torneira
autoclavada. Os copos foram mantidos nas condicbes de temperatura,

umidade e fotoperiodo ja mencionadas. Larvas eclodidas foram contadas
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diariamente durante 5 d e alimentadas com ragao triturada para gatos em dias

alternados.

Fig. 10 — “Criadouro” simulado para ovipostura de Aedes
aegypti: A. Xicara (90 cm®) de cor ambar; B. Xicara com
algodado umedecido; C. Papel filtro colocado sobre o

algodao; D. Copo azul escuro invertido sobre a xicara.
4.3.5 Avaliagao da mortalidade e conidiogénese sobre adultos mortos

A leitura da mortalidade dos adultos foi feita durante 10 d em dias
alternados (Fig. 11). Mosquitos mortos foram retirados das gaiolas e colocados
em placas de Petri com meio agar agua (18 g de agar em 1000 ml de agua). A
formagdo de conidios sobre os cadaveres (conidiogénese) foi avaliada de
maneira qualitativa durante 10 d em dias alternados, com o auxilio de uma lupa

estereoscopica.
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Gaiola com adultos

l

testes 1e 2 (10d)

Mortalidade ﬁ Ovipostura
quantitativa quantitativa

Incubagao de cadaveres em Incubagé&o dos ovos
meio agar agua em umidade saturada
(10 d) (15 d)
Conidiogénese qualitativa Conidiogénese qualitativa

sobre 0s ovos e eclosao
quantitava de larvas.

Fig. 11 — Avaliacdo de mortalidade de adultos, postura de ovos e eclosdo de

larvas.

4.4 Analise dos resultados

Os testes com conidios secos (teste 1) foram realizados em duas repetigoes
independentes, cada uma delas com seis réplicas ao mesmo tempo,
totalizando doze réplicas do tratamento com M. anisopliae. Os bioensaios com
os demais fungos foram feitos em trés repeticdes independentes (teste 2). Os
resultados percentuais foram transformados em arcsin e examinados com teste
de t ou analise de variancia (ANOVA) e teste de comparagao multipla Student-
Newman-Keuls. As médias foram consideradas significativamente diferentes
com P < 0,05.
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5. Resultados
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5.1 Oviposigao

A postura de ovos, de forma geral, teve inicio em até 48 h apds a primeira
alimentagéo das fémeas com sangue. O periodo de maior postura foi entre 5 e
8 d pbs — tratamento (p.t.). e variou entre 0,7 ovos por fémea por dia (o/f/d)
para mosquitos tratados com P. carneus e 6,9 o/f/d em tratamentos com M.
anisopliae. O numero médio de ovos postos durante 10 d p.t. para fémeas
tratadas com conidios secos de IP 46 foi de 2,5 o/f/d (teste 1; Tab. 2). Fémeas
tratadas com os outros fungos tiveram numero médio de ovos variando entre
0,15 off/d (P. carneus) e 1,3 o/f/d (I. fumoserosea) (teste 2; Tab. 3). Nao houve
efeito tratamento sobre a oviposicdo quantitativa durante 10 d p.t. (t4=1,4; P =
0,2; teste 1; Fs 133 = 1,8; P = 0,1; teste 2; Tabs. 2 e 3).

Tab. 2: Numero médio de ovos de Aedes aegypti (+ erro padrao da média)
durante 10 d pés-tratamento dos adultos com conidios secos de Metarhizium
anisopliae IP 46, eclosao relativa, 5 d apés a submersado de ovos em agua,
mortalidade dos adultos e numero relativo de cadaveres com fungo sobre a

cuticula, 10 d apos incubacdo em meio agar-agua (teste 1).

Tratamento* Ovos/fémea Eclosdo (%)**  Mortalidade (%0)*** Conidiogénese (%)****
/dia

Metarhizium 2,5+0,5a 61,8+ 12,1a 39+32a 94,3+2

anisopliae

Controle 1,3+04a 68,6+59a 12+2,3b 0
t14: 1,4 tg: 0,2 t14:4,7 -
P=0,19 P=0,85 P <0,001 -

* Conidios secos aplicados em copo com 50 adultos (5x104 conl'dios/cm3) e grupo controle sem
conidios.

** Os ovos foram incubados por 15 d em umidade relativa (UR) > 98% e depois submersos em
agua.

*** Adultos foram expostos por 30 min aos conidios e posteriormente incubados a 25°C e 70 +
10% UR durante 10 d.

**** Adultos mortos foram incubados por 15 d em UR > 98%.

Resultados na mesma coluna seguidos pelas mesmas letras (a ou b) ndo apresentaram
diferenga significativa (teste de t; P < 0,05). Foram realizadas duas repeticbes independentes,

cada uma com seis gaiolas teste.
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Tab. 3: Numero médio de ovos de Aedes aegypti (+ erro padrao da média)
durante 10 d pds-tratamento com fungos (teste 2), eclosao relativa, 5 d apds
submersdo de ovos em agua, mortalidade dos adultos e numero relativo de

cadaveres com fungo sobre a cuticula, 10 d apds incubagdo em meio agar -

agua
Tratamento* Isolado Ovos/fémea  Eclosao** Mortalidade***  Conidiogénese
/dia (%) (%) (%) ****
Isaria farinosa CG195 1£025a 557+7,1a 28+92a 82,1+79
I fumoserosea CG325 13+04a 50+25a 46t1c 50 £ 28,9
Paecilomyces carneus  CG 525 0,15+0,06a 28+7,1a 6,8+3,2bc 100
P. lilacinus CG362 0,6+031a 41,7+83a 47+3¢ 0
P. marquandii CG190 0,6+024a 46,4+3,6a 16,4+4D 55,5+£5,5
Penicillium sp IP182 0,6+0,27a 50%25a 8+2,8bc 0
Controle - 0,6+0,15a 61,2+26,7a 6,5+19¢c¢ 0
Fe133= 1,8 Fe61=0,8 Fe08= 8,5 Fe14=12,9
P =0,097 P=0,57 P <0,001 P <0,001

* Conidios formulados em 6éleo — agua (10% v/v) e grupo controle com apenas 6leo — agua
(10% v/v) aplicados sobre papel filtro (1 0° conidios/cmz).

** Os ovos foram incubados por 15 d em umidade relativa (UR) > 98%.

*** Os adultos foram expostos sobre papel filiro durante 24 h e posteriormente incubados a
25°C e 70 £ 10% UR durante 10 d.

**** Adultos mortos foram incubados por 15 d em UR > 98%.

Resultados na mesma coluna seguidos pelas mesmas letras (a, b ou c) ndo apresentaram
diferenga significativa (Andlise de Variancia e teste de comparac¢do multipla Student Newman

Keuls, P < 0,05). Foram realizadas até quatro repeticbes independentes, com 30 adultos cada.

5.2 Eclosao

As primeiras larvas eclodiram poucos minutos apds submersao dos ovos
em agua, independentemente do isolado ou tratamento testado. A ecloséo
cumulativa de larvas a partir de ovos postos por fémeas tratadas com M.
anisopliae |IP 46 (teste 1) e incubadas por até 48 h p.t. foi significativamente
menor (24 + 8,6%) comparada com a eclosdao no mesmo periodo do controle
(78 £ 3%; t = 3,4; P = 0,02; Fig. 13). Considerando todas as médias gerais
obtidas durante 10 d p.t. para todos os fungos e tratamentos, ndo houve efeito

do tratamento sobre a eclosdo quantitativa (ts = 0,2; P = 0,85; teste 1; Fgg1 =
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0,8: P = 0,57, teste 2; Tabs. 2 e 3). Apenas para IP 46 foram encontrados
micélio e novos conidios sobre ovos em 34% das gaiolas de tratamento e a
eclosdo média nessas repeticdes (39,2 + 13,8%) foi significativamente menor

do que a eclosdo no grupo controle (68,6 £ 5,9%; t = 2,3; P = 0,04).

00
80 -
>
o 60
wy
o
E 4[} T |
L :
!
20 1 ; —e— Metarhizium anisopliae IP 46
7 --=—. Controle
D’ L T T T T T
0 2 4 6 8 10

Dias pds-tratamento

Fig. 13: Eclosdo acumulativa de larvas pés -
submersdo em agua de ovos coletados em dias
alternados pés tratamento com IP 46 e incubados em

umidade relativa > 98% durante 15 d.
5.3 Mortalidade dos adultos e conidiogénese

Primeiros adultos morreram a partir de 2 d p.t., independentemente do
fungo e tratamento testado. Em grupos tratados com M. anisopliae foi obtida a
maior mortalidade, 10 d p.t. (39 + 3,2%), seguido de [. farinosa CG 195 (28 %
9,2%), P. marquandii CG 190 (16,4 + 4%), Penicillium sp IP 182 (8 + 2,8%), P.
carneus CG 525 (6,8 + 3,2%), P. lilacinus CG 362 (4,7 £+ 3%) e I. fumoserosea
CG 325 (4,6 £ 1%). A mortalidade no controle no mesmo momento foi de 12 £
2,3% e 6,5 £ 1,9% para os testes 1 e 2, respectivamente (Tabs 2 e 3). O efeito
tratamento sobre a mortalidade acumulada, 10 d p.t. foi altamente significativo

para os ensaios com conidios secos (t14 = 4,7; P < 0,001; teste 1) e com
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conidios formulados em 6leo - agua (Fs 98 = 8,5; P < 0,001; teste 2), sendo que,
M. anisopliae, I. farinosa e P. marquandii foram os fungos que causaram
mortalidade a adultos significativamente maior quando comparado com o grupo
controle (Tabs. 2 e 3; Figs. 14 e 15).
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Fig. 14 - Mortalidade acumulada (+ erro padrao da
média) de adultos de Aedes aegypti durante 10 d
pos tratamento com conidios secos de Metarhizium

anisopliae e grupo controle.

Cadaveres oriundos de adultos tratados anteriormente com M. anisopliae, |I.
farinosa, I. fumoserosea, P. marquandii e P. carneus tiveram desenvolvimento
de micélio e novos conidios na superficie (Fig.16). A formacao de hifas foi
observada 2 d apés a morte de adultos em testes com [. farinosa, P. carneus e
M. anisopliae, sendo que mais de 80% dos cadaveres tiveram
desenvolvimento de novos conidios dos fungos aplicados. P. marquandii e |I.
fumoserosea cresceram em cerca de 50% dos cadaveres, sendo que o
desenvolvimento de micélio foi observado apds 4 e 8 d respectivamente.
Mosquitos tratados com P. lilacinus, Penicillium sp e controle, ndo formaram

hifas sobre cadaveres durante o periodo de observacao (Tabs. 2 e 3).
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Fig. 15 - Mortalidade acumulada (+ erro padrao da média) de
adultos de Aedes aegypti até 10 d pods-tratamento com
conidios em formulado 6leo-agua (10% v/v) de Isaria farinosa,

Paecilomyces marquandii e controle (6leo-agua 10% v/v).

Fig. 16 - Desenvolvimento de micélio e
conidios de [Isaria farinosa (CG 1985)
sobre adulto macho de Aedes aegypti

morto incubados sobre agar agua.
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6. Discussao
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Os resultados mostraram pela primeira vez que fémeas de A. aegypti
tratadas com conidios podem contaminar ovos durante a oviposigédo e assim
transmitir a micose aos ovos, reduzindo o numero de novas larvas.
Transmissédo de M. anisopliae entre adultos ja foi descrito anteriormente para
An. gambiae quando fémeas tratadas com o fungo infectaram machos sadios
durante o acasalamento (Scholte et al. 2004b). Acredita-se que o contagio de
ovos no presente estudo tenha se dado pelo contato de ovos com o ovipositor
da fémea contaminado no momento da postura. Isso ocorreu exclusivamente
com M. anisopliae provavelmente devido ao tratamento com conidios secos,
diferente do utilizado para os demais fungos. Embora todos os isolados
testados tenham apresentado atividade ovicida sobre A. aegypti em estudos
anteriores (Luz et al. 2007), e ambos os tipos de tratamento tenham sido
indiretos, a maior dispersao dos conidios secos no espaco no qual os adultos
foram mantidos durante o tratamento (teste 1) e assim também na superficie
dos individuos, pode ter proporcionado uma contaminacdo quantitativa maior
das fémeas do que o contato com o formulado a base de 6leo aplicado sobre o
papel filtro (teste 2), que concentrou a contaminagado com conidios nos tarsos.

M. anisopliae, |. farinosa, e P. marquandii apresentaram discreta
patogenicidade em adultos de A. aegypti, nas condigées nas quais foram
testados. P. lilacinus e |. fumoserosea, que também desenvolveram sobre um
numero reduzido de adultos mortos, comprovaram ser patogénicos para esse
mosquito. Resultados mais promissores com outras linhagens de M. anisopliae
ja foram relatados por Scholte et al. (2007) e Paula et al. (2008), ambos os
estudos realizados com formulados oleosos, aplicagao indireta de conidios e
UR inferiores a 98%.

Em vista da baixa mortalidade de adultos encontrada para todos os fungos
e formulacbes testados, acredita-se que o formulado a base de 6leo nao foi
eficaz a ponto de superar a limitagdo imposta pela umidade subotimal de 70%
no desenvolvimento da micose. Além disso, € possivel que os dez dias de
acompanhamento dos adultos tratados tenham sido insuficientes para a
instalacdo da infeccao e morte de mais individuos. Contudo, é importante

ressaltar que um biopesticida a base de fungos para ter potencial no controle
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integrado de A. aegypti e outros mosquitos, precisa matar rapidamente um
numero elevado de adultos para interromper a transmissao de dengue e outras
doencas transmitidas por esses vetores.

Novos estudos ainda sdo necessarios na busca por isolados mais
virulentos contra A. aegypti e para esclarecimento de mecanismos envolvidos

na transmissao horizontal de micoses.
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7. Conclusodes e consideragoes finais
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7.1 Conclusoes

1. M. anisopliae, I. farinosa e I. fumoserosea séo patogénicos para adultos

de A. aegypti.

2. Ambos os tipos de formulacado e aplicacdo de conidios testados nao
causaram mortalidade rapida e alta de mosquitos € nem reducdo do

numero de ovos postos.

3. Verificou-se a transmissdo de micose das fémeas tratadas com M.

anisopliae |P 46 para ovos postos por elas.

7.2 Consideragoes finais

Outras linhagens mais virulentas dessas espécies de fungos tém
interesse para controle integrado desses vetores. A transmissdo da micose
de fémeas contaminadas para os ovos postos por elas depende da
viruléncia da linhagem e da contaminagdo quantitativa das fémeas, com
conidios. Portanto, novos estudos na busca por outras linhagens mais
virulentas desses, ou outros fungos, para adultos de A. aegypti, bem como
0 esclarecimento dos mecanismos envolvidos na transmissdo de conidios

para a prole se fazem necessarios.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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