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Introducao

Aedes aegypti (L.) € o principal vetor urbano de flavivirus causadores de dengue e
febre amarela. Os niveis de infestacdo do mosquito tém aumentado devido a
mudangas climaticas, urbanizagdo descontrolada e expansdo do comércio

internacional (Monath 2001, Lounibos 2002). O controle vetorial é feito

,Jprincipalmente, baseado no uso de inseticidas sintéticos. A detecgao de novos
casos de resisténcia de Ae. Aegypti a estes inseticidas estimulou estudos e a
integracdo de novos métodos de controle deste mosquito, como os reguladores de

crescimento e microorganismos entomopatogénicos (Rodriguez et al. 2000,

Polanczyk et al. 2003, Braga et al. 2004). Os fungos surgiram como candidatos a

controladores biologicos de mosquitos. Embora a susceptibilidade de larvas de
mosquitos a fungos como Lagenidium Schenk, Coelomomyces Keilin,
Culicinomyces Couch et al., Beauveria Vuillemin, Metarhizium Sorokin, e a outros

seja bem estudada (Scholte et al. 2004, Silva et al. 2004), ha pouca informacao

sobre atividade ovicida contra mosquitos. Penicillium citrinum Thom foi encontrado
sobre ovos de Ae. aegypti em testes de campo e pode agir como agente de

controle natural (Russell et al. 2001). Em outro estudo, com ovos do mesmo

mosquito, ndo houve evidéncia de atividade ovicida em condi¢des laboratoriais
com Beauveria bassiana (Balsamo) Vuillemin, um conhecido fungo
entomopatogénico (Clark et al. 1968). Ovos de Ae. aegypti que sdo geralmente

depositados em ambientes proximos a colegbes de agua tém suas larvas dentro

de ovos sobrevivendo por longo tempo até que os ovos sejam submersos em
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agua, desta forma, ovos estdo expostos a contaminacao e infeccao por fungos

terrestres.

Objetivos
O presente trabalho teve o objetivo de mostrar atividade de 21 fungos
entomopatogénicos contra ovos de Ae. Aegypti contribuindo possivelmente para

um controle integrado deste vetor.

Metodologia

Se ndo for mencionado diferentemente, ovos foram inoculados com conidios
obtidos a partir de 15 d de culturas esporuladas em meio batata dextrose agar
(BDA) ajustados a ph 7 em placas de Petri (100 por 20 mm), a 25°C e 12-h de
fotofase (Silva et al. 2005). Nomuraea rileyi (Farlow) Samson foi cultivado em meio

batata-maltose-agar, preparada de forma similar ao meio BDA, utilizando maltose
em vez de dextrose. Conidios foram obtidos através de raspagem direta com
espatula da superficie de cultura e suspendidos em 10 ml de solucéo estéril de
0.1% Tween 80. A suspensao foi agitada por 3 min com pérolas de vidro, filirada
com gaze para remover debris de hifas e ajustada a concentragdes definidas
através de camara de Neubauer. Eviachovaea kintrischica Borisov & Tarasov,
Hirsutella thompsonii Fisher, e Isaria amoenorosea P. Hennings produziram
quantidade infuficiente de conidios para os testes. Para estas espécies, corpos
hifais foram produzidos em meio liquido de Sabouraud-dextrose (SDY) (Goettel
and Inglis 1997) e estes foram inoculados com micélio ou conidios suspendidos

em 100 ml de SDY e incubados em um frasco Erlenmeyer de 250-ml por 5 d a
25°C e 240 rpm numa centrifuga. Corpos hifais foram, entdo, separados da massa
de micélio através de filtracao com gaze e, apoés, centrifugados por 5 min, lavados
duas vezes com 50 ml de 4gua estéril deionizada e ajustados a concentragoes
pré-definidas. A viabilidade de conidios ou corpos hifais de todos os fungos
testados foi confirmada a cada teste, 50 ul de 10° propagulos por ml foram
inoculados em SDY com 18 g/litro de agar em placas de petri (60 por 15 mm). A

germinagcdo ou crescimento foi avaliada para 100 conidios ou corpos hifais,
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respectivamente, em quatro areas separadas por placa apds 24-h de incubacao a
25°C e fotofase de 12-h. Ae.aegypti de larvas livres de virus coletadas em
Goiania, Brasil, em 1991, foram criadas em laboratério de acordo com Silva et al.
(1998). Ovos com 3 a 5 dias de idade foram cuidadosamente retirados com pincel
de papéis filtro utilizados pelas fémeas para oviposicao e 25 ovos foram colocados
sobre pequenos “barquinhos” de papel filtro estéril com bordas (1mm altura) e
superficie total de 1 cm?. Os barquinhos foram distribuidos em cima de papel filtro
sobre o fundo de uma placa de petri (100 por 20 mm). Ovos foram expostos a luz
UVC por 15 min para redu¢cdo de microbiota. Um efeito deletério de UVC em
larvas dentro dos ovos de Ae. Aegypti e sobre sua eclosdo subsequente foi
eliminada em testes prévios. Ovos foram entédo tratados topicamente com 50 ul de
propagulos flingicos suspendidos numa concentracéo final de 5 x 10° conidios ou
corpos hifais por cm?, ou apenas agua como controle, secados por 1 h a UR 75 +
5% e 25 £ 1°C e apds,incubados em camara umida de (40 por 37 por 27 cm) a
25°C e UR préxima de saturacdo. A umidade relativa >98% foi regulada com

solugdo saturada de K>SO, (Winston and Bates 1960). Apdés 24 h, ovos foram

avaliados em microscopio (80x) verificando-se danos fisicos. Testes prévios
mostraram que um breve contato com a suspensao durante tratamento induziu a
eclosdo de 10-20% das larvas. Estas ndo sobreviveram e tiveram suas cascas
parcialmente abertas e dessecaram, morrendo dentro de horas. Considerando tal
fato, apenas 20 ovos sem danos visiveis foram deixados em cada barquinho de
teste, depois eles foram incubados a mesma temperatura e UR por até 25 d. Apos
um periodo de 5, 10, 15 e 25 d, ovos foram checados quanto ao crescimento
fungico e os barquinhos foram submersos em copinhos de plastico (3.5 por 5 cm)
com 20 ml de 4gua da torneira autoclavada. Uma pequena quantidade de ragao
triturada para gatos (Black Jack, Alisul Alimentos S.A., Sdo Leopoldo, Rio Grande
do Sul, Brazil) foi salpicada sobre os copinhos e deixados a 25°C, 75 £ 5% UR, e
12-h fotofase. Eclosao larval foi estimulada através de incubacao por 15 min em
banho-maria a 37°C e avaliada 2 h depois. Presenca de larvas foi examinada
diariamente por 10 d apds submersao dos ovos em agua. Os niveis de agua foram

substituidos a cada dia e as larvas foram alimentadas em dias alternados como
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mencionado anteriormente. Quatro repeticbes independentes de 20 ovos foram
testadas, cada teste com diferentes culturas fungicas, para cada espécie de fungo.
Valores encontrados foram transformados em Arcsine-square root e analisados
com andlise de variancia e Student—-Newman—Keuls (SNK) multiple range test.
Médias foram consideradas estatisticamente diferentes a P > 0.05.

Resultados

Micélio e conidios novos foram detectados primeiramente sobre ovos tratados com
Cladosporium cladosporioides (Fresenius) deVries, Isaria farinosa (Holm: Fries)
Fries, Isaria fumosorosea (Wize), Paecilomyces carneus (Duché & Heim) Brown &
Smith, Paecilomyces lilacinus (Thom) Samson, and Penicillium sp., 5 d apos
aplicacao e incubagédo. Nos dias seguintes houve mumificacdo de ovos, micélio
abundante e conidios foram encontrados em grande quantidade de ovos ( 80%)
tratados com C. cladosporioides, Metarhizium anisopliae (Metschnikoff) Sorokin,
Penicillium sp., and all Isaria/Paecilomyces spp., except I. amoenorosea and
Paecilomyces variotii Bainier. Ap6s submersdo de ovos, as larvas de primeiro
instar foram observadas em alguns minutos com contato com &agua,
independentemente do tempo de incubacdo prévia. A maioria das eclosbes
ocorreu durante os 6 primeiros dias apds submersao (Fig. 1). Subsequentemente,
a eclosao nao ultrapassou 25 % do total de eclosdes independentemente do fungo
ou periodo de incubacao testado. Embora ndo houvesse diferenca estatistica
significativa entre os fungos testados quando tratados com corpos hifais, houve
uma alta significancia do efeito de conidios das diferentes espécies sobre a
eclosdo (F = 3.5; df= 17,270; P < 0.001) e também no tempo de exposicao de
ovos tratados (F = 31.8; df= 3,284; P < 0.001) sobre a eclosdao acumulada. As
faltas de eclosbes aumentaram com o aumento do tempo de exposicao de ovos
tratados com conidios e a 25 d de exposi¢cao houve menos eclosées (F = 38.01; df
= 17,54; P < 0.001). As faltas de eclosdo aumentaram com o tempo de exposi¢cao
de ovos tratados com conidios e foi maxima com 25 d de exposi¢ao (F = 38; df =
17, 54; P < 0.001).
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Um periodo curto de incubacgao (5-d) de ovos tratados de alguma forma atrasou a
eclosdo em comparacao com 10 e 15 d de exposicdo. Embora as eclosbées
tenham chegando a 58.8% (M. anisopliae) ap6s exposicao em até 15 d, a ecloséo
de larvas decresceu distintamente entre ovos incubados por 15 d. Nesse periodo
de exposicao, a eclosdao acumulada ndo excedeu 50% para as nove espécies,
independentemente do propagulo fungico testado, com valores minimos
encontrados para /. farinosa (1.3%), P. carneus (2.5%). Paecilomyces marquandii
(Massee) Hughes (5.1%), [. fumososrosea (6.3%), M. anisopliae (11.3%),
Penicillium sp. (20%), P. lilacinus (21.3%), B. bassiana (28.8%), and E. kintrischica
(40%). As larvas que eclodiram com sucesso tornaram-se pupas a partir de 5 d
apds submersdao em agua de ovos tratados com B. bassiana, Penicillium sp., P.
lilacinus, e de ovos controle. Um dia apds, pelo menos uma pupa foi observada

em 85.7% dos testes e a pupagao continuou pelo restante da observagao.

Discussao

Entre as espécies fungicas testadas, B. bassiana, E. kintrischica, M. anisopliae, P.
carneus, l. farinosa, I. fumosorosea, P. marquandii, P. lilacinus, and Penicillium sp.
mostraram forte atividade ovicida contra Ae. aegypti. A efetividade de B. bassiana
e M. anisopliae contra larvas e adultos foi demonstrada previamente, mas nao
sobre uma atividade ovicida desses ou de outros fungos contra 0 mesmo (Clark et
al. 1968; Riba et al. 1986; Miranpuri and Khachatourians 1990; Silva et al. 2004,
2005). Fungos hifomicéticos dos géneros Fusarium, Paecilomyces, e outros que

nao foram testados nesse estudo foram encontrados em campo em mosquitos
adultos, mas eles nao foram considerados como altamente efetivos contra larvas

ou adultos de mosquitos (Scholte et al. 2004). Contudo, neste estudo, larvas nao-

eclodidas pareceram ser altamente susceptiveis a maioria das espécies de
Isarial Paecilomyces spp. testadas. Tolypocladium cylindrosporum W. Gams pode
atingir larvas de Ae. aegypti larvae (Soares et al. 1985, Riba et al. 1986), mas nao

teve efeito sobre ovos desta espécie. Com excecao de M. anisopliae, que reduziu

eclosbes apds 15-d ou mais de incubagéo, larvas dentro de ovos tratados néo
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foram afetadas e sobreviveram quando incubados até 15 d a 25°C e UR >98%. A
15 d, a maior parte das larvas eclodiu com sucesso e conseguiu chegar a pupacao
com taxas comparadas as dos controles, apesar da atividade ovicida observada
em alguns fungos apés longos periodos de exposicao. A contaminacao e infeccao
das larvas dentro dos ovos pela invasao fungica e seu subsequente efeito sobre o
desempenho de pupas e adultos pode ocorrer, mas nao foi testada. A incubacdo a
longos periodos larvas dentro de ovos foram obviamente afetadas por alguns dos
fungos testados impedindo as mesmas de eclodirem, nao esta claro, porém, se as
larvas haviam morrido pela invasdo fungica e infeccdo. Contudo, houve
desenvolvimento abundante de micélio e conidios sobre a superficie dos ovos,
acompanhado por deformacao significativa de ovos pela maioria dos fungos que
reduziu eclosdo apds 25 d de exposicao. Supbe-se que as larvas nao-eclodidas
tenham morrido devido a micoses. Umidade elevada durante desenvolvimento
fungico na superficie da cuticula de insetos foi demonstrada como sendo fator
chave para matar rapidamente grande quantidade de triatomineos e outros insetos
(Luz and Fargues 1999, Fargues and Luz 2000, El Damir 2006).

Conclusoes

Criadouros de Ae. aegypti sdo geralmente proximos a colegdes de agua e a
umidade nestes microhabitats, especialmente em pontos subterraneos, sao
comparaveis aqueles de condicdes mostradas experimentalmente para permitir
desenvolvimento fungico. Larvas de aedini dentro dos ovos podem sobreviver por
semanas ou até meses até que sejam inundadas com agua para que haja
eclosdo. Nossos resultados mostraram que fungos entomopatogénicos,
especialmente M. anisopliae e Isaria/ Paecilomyces spp., tém potencial como um
agente de controle natural para atacar ndo somente adultos e larvas de aedine

mas também seus ovos.
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Fig.1. Eclosdo acumulada percentual (£ erro padrdao da média) de Ae. Aegypti de ovos tratados
com agua (controle), conidios (B. bassiana, I. farinosa, M. anisopliae e Penicillium sp) ou corpos

hifais (E. kintrischica), expostos a umidade relativa > 98% por 5, 10, 15 e 25 d antes de submerséao

em agua.
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