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RESUMO

FARIA, Fernanda Sousa Compatibilidade de Beauveria sp. e Metarhizium sp. com 0leo
essencial da espécie vegetal Schinus molle L. e eficacia no controle de larvas de Aedes
aegypti. 2019. Dissertacdo (Mestrado no Curso de Pos-Graduacdo em Ciéncias Veterinarias).
Instituto de Veterinaria, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2019.
42p.

O presente estudo avaliou a compatibilidade entre os isolados CG 206 de Beauveria sp. e CG
153 de Metarhizium sp. associados ao 6leo essencial de Schinus molle L. (aroeira-salsa) e sua
eficacia no controle de larvas de A. aegypti. Para compatibilidade entre fungos e 6leo, foram
avaliadas as unidades formadoras de colonia (UFC) e avaliacdo de didmetro de colbnia.
Cinquenta microlitros de suspensdes com e sem Gleo (nas concentracdes de 75 e 25ppm) a
1,1x10% e 1,3x103 conidios mL™* respectivamente foram espalhados em cinco placas contendo
BDEL+ cloranfenicol (0,5%) e incubado (25°+1°C e UR>80%). Apds sete dias 0 numero de
colonias foi quantificado. Para avaliacdo de didmetro de coldnia, dez microlitros das suspensdes
sem e com Oleo a 25ppm foram inoculados no centro de placas de Petri contendo
BDEL+cloranfenicol (0,5%) e incubados (25°+1°C e UR>80%). Os pontos de in6culo, foram
mensurados durante 7 dias. No teste de avaliacdo de eficacia de S. molle as larvas (L2) foram
expostas a 22,5 mL do OE nas concentragdes 25, 50, 75 e 100ppm e o grupo controle foi imerso
em em agua desclorada estéril + tween 80, onde observou-se a taxa de sobrevivéncia durante
sete dias. No ensaio bioldgico com fungo e OE, conidios de Beauveria sp. CG 206 ou
Metarhizium sp. CG 153, cultivados em BDA, foram suspensos em agua desclorada estéril +
tween 80 (0,01%) na concentracdo de 1x10’ conidios mL™. Para preparagdo das suspensdes
fangicas acrescidas de 6leo, cada 10 mL de suspenséo fungica recebeu 0,0025% do OE. Grupos
contendo 15 larvas (N=45) L, foram imersas em 22,5mL das suspensdes. O grupo controle foi
imerso em agua desclorada estéril+tween 80. A taxa de sobrevivéncia das larvas foi avaliada
diariamente por sete dias. Os testes de UFC e diametro de col6nia foram submetidos ao teste
de Mann-Whitney. Os ensaios bioldgicos foram submetidos analise ndo paramétrica (Kruskal-
Wallis), seguido do teste SNK (Student-Newman-Keuls). A curva de sobrevivéncia e o célculo
da média de sobrevivéncia (Sso) foi realizada utilizando Kaplan-Meier. O nivel de significancia
foi de 5% (P<0,05). Nos testes da UFC observou-se que o OE a 75 ppm e 25 ppm diminuiram
0 numero de colbnias formadas; a queda nos percentuais de UFC foram de 72,33% (CG
153+75ppm), 43,92% (CG 206+75ppm), 67,96% (CG 153+25ppm) e 27,55% (CG
206+25ppm). Na avaliacdo do crescimento de coldnia ndo houve diferenca entre suspensoes
com e sem Oleo de ambos os isolados. No teste de eficacia do OE de S. molle, o dleo foi eficaz
nas concentracfes de 50, 75 e 100 ppm e, a 25ppm foi escolhido para compor as suspensdes,
pelo alto percentual de sobrevivéncia dar larvas (88,26%). Nos ensaios bioldgicos, as
suspensdes apresentaram eficacia, sendo os melhores resultados observados nos tratamentos
com o isolado CG 153 de Metarhizium sp. 107 conidios mL* associado ou n&o ao 6leo, onde
obteve-se 0 Sso das larvas de 1 dia. Conclui-se que ambos fungos e o 6leo essencial sdo
compativeis e, apesar de ndo haver acédo adjuvante, sdo boas opc¢des para controle de larvas de
A. aegypti.

Palavras chave: mosquitos, fungos entomopatogenicos, 6leo essencial.



ABSTRACT

FARIA, Fernanda Sousa. Compatibility of Beauveria sp. and Metarhizium sp. with essential
oil of the plant species Schinus molle L. and efficiency in the control of Aedes aegypti
larvae. 2019. Dissertacdo (Mestrado no Curso de Pds-Graduacdo em Ciéncias Veterinarias).
Instituto de Veterinaria, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2019.
42P.

The present study evaluated the compatibility between the CG 206 of Beauveria sp. and CG
153 Metarhizium sp. Isolates associated with the essential oil of Schinus molle L. (aroeira-salsa)
and its effectiveness in controlling A. aegypti larvae. For compatibility between fungi and oil,
they were evaluated as colony forming units (CFU) and colony diameter evaluation. Fifty
microliters of oil and non-oil suspensions (at concentration 75 and 25ppm) at 1.1 x 10% and 1.3
x 10° conidia mL™, respectively, spread on five identified plates BDEL + chloramphenicol
(0.5%) and incubated (25 + 1 °C and RH>80%). After seven days or number of colonies was
quantified. To evaluate the colony diameter, ten microliters of oil-free and 25ppm oil
suspension were inoculated into the center of Petri dishes containing BDEL + chloramphenicol
(0.5%) and incubated (250 £ 1 °C and RH>80%). Inoculum points were measured for 7 days.
In the S. molle efficacy evaluation test, larvae (L2) were exposed to 22.5 mL of EO at ratings
25, 50, 75 and 100ppm and the control group was immersed in sterile chlorinated water +tween
80 where the survival rate was observed for seven days. In the biological assay with fungus and
OE, Beauveria sp. CG 206 or Metarhizium sp. CG 153, grown in BDA, was suspended in sterile
chlorinated water + tween 80 (0.01%) at a concentration of 1x107 conidial mL™. For preparation
of the oil-added fungal suspensions, each 10 ml fungal suspension received 0.0025% of the EO.
Groups containing 15 larvae (N = 45) L, were immersed in 22.5mL of suspensions. The control
group was immersed in sterile chlorinated water + tween 80. A larval survival rate was
evaluated daily for seven days. CFU tests and colony diameter were submitted to the Mann-
Whitney test. Biological assays were submitted to nonparametric analysis (Kruskal-Wallis),
followed by SNK test (Student-Newman-Keuls). Survival curve and survival averaging (Sso)
was performed using Kaplan-Meier. The significance level was 5% (P<0.05). In CFU tests, 75
ppm and 25 ppm decreases the number of colonies formed; CFU percentages were 72.33% (CG
153 + 75ppm), 43.92% (CG 206 + 75ppm), 67.96% (CG 153 + 25ppm) and 27.55% (CG 206
+ 25ppm). In the evaluation of colony growth, there was no difference between oil and non-oil
suspensions of both isolates. In no efficacy test of S. molle EO, the oil was effective in the 50,
75 and 100 ppm tests and a 25 ppm was chosen to compose it as suspensions, for the largest
percentage of larvae duration (88.26%). In biological assays, as described suspensions, the best
results were observed in the treatments with CG 153 Metarhizium sp. 107 conidia mL™
associated or not with oil, where the larvae Sso was 1 day. It is concluded that both fungi and
essential oil are compatible and, although there is no adjuvant action, are good options for
controlling A. aegypti larvae.

Keywords: mosquitoes, entomopathogenic fungi, essential oil.
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1. INTRODUCAO

O mosquito Aedes aegypti (Linnaeus, 1762) € um importante vetor de agentes
patogénicos causadores de diversas doengas transmitidas aos seres humanos em areas urbanas,
como dengue, zika, chikungunya, mayaro e febre amarela urbana, esta que, apesar de nédo
ocorrer no Brasil ha mais de 70 anos, comprovou-se recentemente que 0 mosquito A. aegypti
ainda possui capacidade de transmiti-la nos dias atuais. Uma Unica picada do mosquito pode
ser capaz de transmitir zika e chikungunya j& que ambos virus conseguem replicar
simultaneamente em uma Unica célula. Essas doencas sao responsaveis por diversas epidemias
no pais, causando prejuizos sociais e econdémicos.

Diversas estratégias para o controle do mosquito sao utilizadas, entre elas o controle
mecanico, quimico e, em menor escala, o controle bioldgico. O uso de agentes bioldgicos para
o controle de mosquitos se mostra uma forma eficiente de controle, ja que ndo confere
resisténcia ao seu uso prolongado, além de apresentar minimo prejuizo residual ao ambiente,
ao contrario dos agentes quimicos amplamente utilizados. Esse método de controle também se
apresenta eficaz em uso concomitante com outros métodos, aumentando assim sua eficiéncia.

O controle de A. aegypti com a utilizacao de fungos entomopatogénicos se mostra uma
excelente alternativa por seu alto potencial de aplicabilidade, pois 0 mosquito realiza sua
postura em diversos tipos de recipientes e em maioria, com baixo volume de agua, nos quais as
formulagdes fungicas poderiam ser aplicadas.

Os fungos Metarhizium spp. e Beauveria spp. apresentam eficacia e sdo amplamente
utilizados no controle de diversos artropodes considerados pragas agricolas e, nos Ultimos anos,
sua aplicacdo vem sendo estudada para A. aegypti.

O controle quimico ainda € o mais utilizado no combate ao moquito Aedes aegypti.
Possui uma acdo muito eficaz, porém gera diversos prejuizos ao ambiente e a biodiversidade
local. O desenvolvimento de métodos alternativos utilizando inseticidas biologicos e 6leos
essenciais vem sendo explorado com o objetivo de minimizar os danos causados a salde da
populacdo e 0 meio ambiente.

Oleos essenciais podem ser utilizados como um método alternativo de controle quimico.
Apresentam boa eficacia no controle de mosquitos por possuirem acdo inseticida, seja por
contato, ingestdo ou fumigacdo dos insetos. Possuem também acédo repelente, além de baixa
toxicidade ao ambiente, seguranca a populacéo e aos aplicadores e serem biodegradaveis.

O odleo essencial extraido da arvore de Schinus molle, espécie vegetal popularmente
conhecida como aroeira-salsa, apresentou em estudos uma boa a¢do no controle de artropodes,
sendo uma arvore perene facilmente encontrada na mata atlantica brasileira, seu 6leo essencial
possui atividade antimicrobiana, antifungica, inseticida e repelente.

A acdo combinada entre diversos métodos de controles quimicos e biolégicos vem
sendo testada e, no presente estudo se objetivou realizar uma associacdo entre os fungos
Metarhizium sp. e Beauveria. sp. e 0 0leo essencial de S. molle para avaliacdo de sua
compatibilidade e efeito in vitro sobre larvas do mosquito A. aegypti.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Aedes aegypti
2.1.1. Biologia
O mosquito Aedes aegypti pertencente a ordem Diptera, familia Culicidae, tem em seu
ciclo de vida quatro fases: ovo, até quatro instares larvais, pupa — fase aquética e adulto — fase
aérea (Figura 1). As fémeas realizam sua postura em depdsitos, préximos a superficie da agua
(FUNASA, 2002).

« FASE AEREA TR
- & N
ovVo
* FASE AQUATICA ( ) 123dias
PUPA mw
1 a 2dias

6 a 10dias

Figura 1. Ciclo biol6gico do mosquito Aedes aegypti ilustrando suas quatro fases: ovo, quatro
instares larvais, pupa e adulta, composto por fase aquatica e fase aérea. Fonte: INEA adaptado.
<http://www.inea.rj.gov.br/cs/groups/public/ @inter _dilam/documents/document/zwff/mdil/~edis
p/inea 025933.jpg>

Os ovos medem cerca de um milimetro e sdo fusiformes, possuem inicialmente a cor
branca, mas rapidamente adquirem a coloracéo negra e brilhante. Esse processo de melanizagéo
da casca do ovo esta relacionado a sua viabilidade e resisténcia apds a formacdo da cuticula
serosa, fora da &gua. O aumento da pigmentacdo e a formacao da cuticula serosa conferem junto
a outros fatores como espessura e textura da casca resisténcia aos ovos, que aproximadamente
15 horas apds a postura podem sobreviver por meses fora do ambiente aquatico (FUNASA,
2001; REZENDE, 2008; FARNESI, 2017).

Larvas e pupas, assim como 0s ovos, fazem parte do ciclo aquatico do mosquito. As
larvas alimentam-se de matéria organica, sao sensiveis a movimentos bruscos e possuem
fotossensibilidade, buscando reflgio no fundo do reservatério de agua. As larvas possuem
quatro estadios evolutivos, sendo compostas por cabega, térax e abddmen. Respiram o ar do
ambiente, porém possuem alta resisténcia, sendo capazes de sobreviver sem ir a superficie por
um periodo de até 53 dias. As pupas nao se alimentam, sendo seu corpo dividido em cefalotdrax
e abddmen e possuem um par de tubos respiratorios que atravessam a dgua permitindo assim
sua respiracdo (CONSOLI; OLIVEIRA, 1994; FUNASA, 2001).

O adulto possui coloracéo escura e faixas brancas na base dos segmentos tarsais, alem
de um desenho com formato de lira no mesonoto. O macho distingue-se da fémea por suas
antenas plumosas, palpos mais alongados e na alimentacdo, onde a fémea alimenta-se
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frequentemente de sangue de animais vertebrados, apresentando antropofilia. As fémeas de A.
aegypti realizam mais de um repasto sanguineo entre duas oviposi¢des, 0 que eleva a
possibilidade de ingestdo e transmissao viral (FUNASA, 2001; BARATA, 2001).

2.1.2. Historia e distribuicéo

O mosquito Aedes (Stegomyia) aegypti (Diptera: Culicidae Linnaeus, 1762) pertence
ao Filo Arthropoda, Classe Insecta, Ordem Diptera, Familia Culicidae, Género Aedes (WALL
e SHEARER, 2001). Do grego aédés “odioso” e do latim agypt “do Egito”, o mosquito é
popularmente conhecido no pais e, também chamado de mosquito da dengue (FERREIRA,
1986). E um importante disseminador de diversas enfermidades emergentes e reemergentes
virais de transmissdao vetorial no Brasil, tendo como destaque atualmente a dengue, zika,
chikungunya, mayaro e a febre amarela urbana.

Originario da Africa, foi primariamente descrito no Egito, tem distribuicdo cosmopolita,
sendo identificado em predominancia nas regides tropicais e subtropicais, teve sua introducao
no Brasil no periodo colonial, possivelmente trazido em navios negreiros procedentes da Africa.
No territorio brasileiro, esta distribuido em locais onde ha maior concentracdo populacional e
dificilmente é encontrado em regides semi-silvestres (CONSOLI e OLIVEIRA, 1994).

No Brasil, ha referéncias sobre dengue desde 1846. A primeira campanha publica de
combate ao vetor ocorreu entre 1902 e 1907. O Brasil erradicou 0 mosquito em dois distintos
momentos, em 1955 sendo confirmado em 1958 sua exting¢ao, e em 1967 sua reintroducéo no
pais. Em 1973 foi erradicado novamente, com retorno em 1976, estando presente no pais desde
entdo. Em 1996 o Ministério da Saude criou o Plano de Erradicacdo de A. aegypti (PEAa), mas
ndo atingiu seu objetivo. Em 2001 a FUNASA eliminou a meta de erradicacdo do mosquito e
passou a objetivar apenas o controle do vetor. Em 2002, portanto, foi implementado o Programa
Nacional de Controle da Dengue (PNCD) presente até os dias atuais (BRAGA e VALLE,
2007a), no qual observa-se a implementacdo de dez componentes: vigilancia epidemioldgica,
combate ao vetor, assisténcia aos pacientes, integracdo com a atencdo basica, acGes de
saneamento ambiental, acGes integradas de educacdo em salde, comunicacdo e mobilizacao
social, capacitacdo de recursos humanos, legislacdo, sustentacdo politico-social e
acompanhamento e avaliacdo do Plano (FUNASA, 2002).

2.1.3. Importancia em Saude Pablica

A dengue (DENV), a febre de chikungunya (CHIKV) e a febre pelo Zika (ZIKV) e a
febre amarela urbana, sdo arboviroses de notificacdo compulsoria, sendo a febre pelo virus Zika
acrescida a lista através da Portaria n°® 204, de 17 de fevereiro de 2016 do Ministério da Salde.
Até 13 de abril de 2019 houve um aumento de 339,9% em relacdo ao ano de 2018 no mesmo
periodo de casos provaveis de dengue no Brasil, com 451.685 casos registrados. Até a mesma
data foram registrados 3.085 casos no ano de 2019, sendo em 2018 registrados 3.001 casos
provaveis. J& de chikungunya foram registrados 24.120 casos, sendo em igual periodo de
2018, 37.874 casos registrado, apresentando uma queda de 36,3% (BRASIL, 2019).

De acordo com Bhatt et al. (2013), o controle da dengue ha muitos anos é considerado
um desafio para autoridades politicas e em saude publica. Com alta incidéncia, foi estimado
em 2010 que mundialmente 0s casos sintomaticos e assintomaticos tenham sido por volta de
96 e 294 milhdes, respectivamente. E considerada a arbovirose de maior impacto na
humanidade, com estimativa de 10 milhdes de mortes anuais e com ocorrencia em
aproximadamente 125 paises (STANAWAY et al., 2016).

Em 2014, o primeiro caso autoctone do virus chikungunya foi identificado no Brasil no
municipio de Oiapogue, no Amap4, onde identificou-se o genotipo asiatico do virus (NUNES,
2016). O individuo com a doenca desenvolve dor e rigidez articular, com persistencia que pode
durar de meses a anos, com relatos de dor articular cronica apds 40 meses da infeccdo
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(TRITSCH, 2019), podendo evoluir também para complicacdes neuroldgicas, responsaveis
pelo maior numero de 6bitos pela doenca (CERNY, 2017).

Transmitido principalmente pela picada do mosquito, 0s primeiros casos autoctones de
Zika virus, também pertencente ao género Flavivirus, familia Flaviviridae, reportados no Brasil,
foram identificados em 2015 na cidade de Natal, RN (ZANLUCA et al., 2015), espalhando-se
rapidamente o nimero de casos €, em seguida foi identificada uma associacao entre a infecgdo
viral e 0 aumento de casos de microcefalia em neonatos e sindrome de Guillain-Barré, podendo
ser considerado um agente neuropatolégico para humanos (SCHULER-FACCINI et al., 2016;
WHITE et al., 2007). O mosquito adquire o virus primariamente picando o individuo infectado,
porém, apesar de haver indicios de que altera o ciclo biolégico do mosquito, diminuindo a
ecloséo de larvas e tornando sua evolucdo larval mais lenta, possui capacidade de transmissédo
vertical pelo fato de A. aegypti fémea transmitir o virus para sua prole (CHAVES, 2019). Essa
forma de transmissdo pode ser Util ao virus para que possa sobreviver sob condi¢Ges adversas
(THANGAMANI et al., 2016).

Previsdes mostram que a expansdo do mosquito se dara por mudancas climaticas e maior
diponibilidade de ambientes urbanos, especialmente entre 2050 e 2080, onde até 2050 49.13%
da populacdo mundial estara em risco de se infectar por uma arbovirose caso ndo haja esforcos
para limitar a expansdo do mosquito (KRAEMER et al., 2019).

2.2. Formas de controle

Existem diversas técnica desenvolvidas e empregadas para o controle de A. aegypti.
Entre as principais estdo as que utilizam o controle mecanico, que muitas vezes exige a
participacdo direta da populacdo, portanto exige-se maior sensibilizacdo da mesma; composto
por acdes que visam a eliminagdo direta de mosquitos adultos e criadouros, o controle quimico,
principal atividade utilizada, onde visa-se através do emprego de produtos quimicos a acdo
larvicida e inseticida, porém, neste tipo de controle deve-se haver atencdo para 0 manejo
ambiental e, o controle biolégico, onde se utilizam agentes biolégicos e que, quando em acbes
de uso integrado, minimiza a utilizacdo de inseticidas, dando maior sustentabilidade a
eliminacdo dos focos de mosquito. (BRAGA; VALLE, 2007b).

2.2.1. Controle mecanico

No controle mecanico a participacéo ativa da populacédo se faz importante. As principais
acOes envolvem educacgdo ambiental e saneamento basico e estdo relacionadas a prote¢éo contra
0 mosquito, tendo como exemplo o uso de telas de protecdo em portas e janelas, manutencao
adequada de caixas de agua e outros recipientes que possam armazenar agua, destruicdo ou
destinacdo adequada do criadouro com a drenagem dos reservatérios de agua, coleta e
destinacdo adequada de lixo (FUNASA, 2001; ZARA et al., 2016).

2.2.2. Controle quimico

Amplamente utilizado, consiste em utilizar produtos quimicos para matar larvas e
mosquitos adultos. Os principais ja utilizados para o combate de A. aegypti sd@o 0s
organoclorados, organofosforados, carbamatos e piretrdides. (VALLE E BRAGA, 2007b).
Segundo Morrison et al. (2008), um larvicida ideal teria alto poder residual, baixa toxicidade
para humanos e outros organismos, além de baixa resisténcia e, de acordo com Valle e Braga
(2007b), um dos avangos no controle de insetos de maior destaque do século passado foi o
desenvolvimento dos inseticidas com elevado poder residual, sendo o controle quimico,
utilizando inseticidas de origem organica e/ou inorganica, um dos principais métodos para o
controle de pragas em Saude Publica.

Exige-se cautela ao utilizar esse método devido a resisténcia adquirida pelos insetos,
pois apesar de muito eficaz, ao longo do tempo se adquire uma populagéo selecionada resistente
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aos produtos, além de gerar impactos ambientais pelo seu uso. Em virtude dessa resisténcia
observada ao longo dos anos, inseticidas inicialmente utilizados foram substituidos por novos
produtos desenvolvidos. Como exemplo disto, os organoclorados foram substituidos pelos
organofosforados e, os piretrdides sequencialmente tornaram-se uma alternativa para sua
substituicdo, apesar de ter como desvantagem o elevado custo, além do impacto ambiental
gerado (ZARA et al., 2016).

2.2.2.1. Compostos naturais e inseticidas fisiologicos

Uma boa alternativa ao uso de agentes quimicos convencionais é o uso de 6leos
essenciais e inseticidas fisioldgicos. Segundo Batista et al. (2016), os 0leos essenciais sdo
importantes fontes naturais de pesticidas. Diversos estudos vém utilizando extratos vegetais
com objetivo de encontrar substancias com acdo espécie seletiva para criacdo de novas
formulacBes comerciais, atuando com atividade larvicida, adulticida, repelente e impedindo
ovoposicdo (FURTADO et al., 2005; MARTIANASARI & HAMID, 2019).

As acdes de destaque dos inseticidas fisiologicos séo inibicdo da sintese de quitina, age
impedindo a correta formac&o da cuticula dos insetos, sendo o uso de Novaluron, um larvicida
do grupo benzoil-uréia, que atua inibindo a sintese de quitina do mosquito, permitido em agua
potavel (WHO, 2007) e, acdes andlogas do horménio juvenil, que atuam principalmente sobre
pupas, inibindo a emergéncia de adultos. Sendo importante ressaltar que ndo age matando larvas
e sim impedindo o desenvolvimento do inseto (BRASIL, 2005).

2.2.3. Controle bioldgico

O controle bioldgico pode ocorrer de diversas formas, com o0 uso de patégenos como
virus, bactérias, fungos entomopatogénicos, parasitos como nematdides entomopatogénicos, e
predadores como peixes e invertebrados aquaticos onde sdo utilizados com a finalidade de
reduzir a populacdo do vetor (ALVES, 1998; ZARA et al., 2016).

Entre as alternativas ja utilizadas para o controle biol6gico de A. aegypti, destaca-se o
uso de Bacillus thuringiensis israelensis (POLANCZYK et al., 2003) e de peixes larvéfagos,
como Betta splendens e Poecilia reticulata (PAMPLONA et al., 2004; PEREIRA &
OLIVEIRA, 2014).

2.2.4. Dificuldades para o controle

O dificil controle desse importante vetor, se da pela sua facil propagacédo, fécil
adaptabilidade a ambientes urbano, flexibilidade genética e elevada reprodutibilidade e por seus
mecanismos de resisténcia a diversos inseticidas, que se desenvolveram ao longo do tempo. A
resisténcia pode ocorrer com 0 uso consecutivo de pesticidas que irdo eliminar os individuos
suscetiveis, permanecendo aqueles que possuem alelos resistentes ao inseticida (BRAGA e
VALLE, 2007b; ARAUJO et al., 2015).

Existem poucos mecanismos identificados que podem conferir resisténcia a produtos
existentes, entre eles, a redugdo da taxa de penetracdo do inseticida pela cuticula do inseto, o
aumento na capacidade de metabolizar o inseticida, e a altera¢do no sitio-alvo, dificultando ou
impedindo a ligacdo do mesmo com o inseticida (BRAGA e VALLE, 2007b).

2.2.5. Técnicas combinadas de controle

Definido pela OMS como “O processo de tomada de decisdes racional para o uso
otimizado dos recursos para o controle de vetores”, o manejo integrado de pragas surge da
combinacéo entre diferentes técnicas de controle de forma integrada e racional, visando reducéo
dos gastos econdmicos e a diminuigdo de danos ao ecossistema (FUNASA, 2001). Acoes
conjuntas com reducéo de ambiente propicio a proliferacdo, uso de armadilhas e inseticidas tém



comprovada eficacia na reducdo da densidade de mosquitos fémeas de A. aegypti, reduzindo
assim o numero de casos de arboviroses (BARRERA, et al. 2018).

A adocdo de estratégias realmente eficazes adaptadas de acordo com cada regido,
analisando as variaveis regionais que possam ser empecilhos para as agdes de combate ao
mosquito e adaptando-se as particularidades da populacdo local para que as técnicas
empregadas sejam eficazes. (ZARA etal., 2016).

2.3. Fungos entomopatogénicos

Segundo Alves (1998), fungos foram os primeiros agentes utilizados no controle
microbiano de insetos, os quais, devido a sua grande variabilidade genética, podem ser
amplamente estudados e através de técnicas de ensaios biologicos, selecionados os isolados que
possuem caracteristicas mais adequadas ao controle de insetos. Atualmente, a anlise genémica
passou a facilitar a identificacdo de genes codificadores de moléculas presentes nesses fungos
que podem ser utilizadas para o desenvolvimento de produtos fitossanitarios e farmacéuticos
(WANG et al. 2016).

Apesar de ja serem amplamente utilizados na agricultura, entre os fatores que dificultam
sua utilizacdo estdo as variagfes de temperatura, a radiacdo UV e a umidade do ambiente que
influenciam diretamente a viabilidade e atividade dos fungos, além da producéo artificial dos
conidios (ALVES, 1998; MARQUES et al., 2000).

Além disso, os conidios tém caracteristicas hidrofobicas, devido a sua constituicao
lipidica, o que dificulta sua diluicdo em ambiente aquatico bem como a adesdo do fungo a
cuticula do hospedeiro-alvo (SILVA et al. 2006). Diversas técnicas sdo desenvolvidas afim de
facilitar essa adesdo e aumentar a capacidade de diluicdo, como técnicas de
microencapsulamento e utilizacdo de aditivos oleosos como o 6leo mineral nas formulacdes
elaboradas com os fungos (LIU et al., 2009; BITENCOURT et al., 2018).

Os fungos Beauveria sp. (Bals.) Vuillemin (1912) (Hypocreales: Cordypitaceae) e
Metarhizium sp. (Metschn.) Sorokin (1883) (Hypocreales: Clavicipititaceae) (MYCOBANK)
sdo utilizados como inseticidas bioldgicos principalmente para o controle de pragas
agropecudrias por apresentarem em décadas de estudos patogenicidades em diferentes estagios
evolutivos para artropodes como Sitophilus oryzae (KAVALLIERATOS et al., 2014), Lipaphis
erysimi (ARAUJO et al., 2009), Tetranychus cinnabarinus (SHI e FENG, 2004), Psoroptes ovis
(JIANG et al., 2019), Rhipicephalus microplus (BITTENCOURT et al., 1999) entre outras
diversas espécies.

Ainda de acordo com Alves (1998), ambos fungos estdo presentes em solos, sendo que
como caracteristicas diferenciais, Metarhizium. sp. possui conidios uninucleados, hialino ou
com fraca coloracdo formando-se sobre conidiéforos simples e, o inseto colonizado apresenta-
se recoberto por micélio em tonalidade verde (variando de claro a escuro), acinzentada ou
esbranguicada com pontos verdes.

A Beauveria sp. possui conidios globosos, com forma ovoide, cilindrica, verrugosos
curvado ou nao, que ficam sobre as hastes das fialides, agrupadas nos conidi6foros em espirais
ou solitarias. Individuos infectados ao fim da conidiogénese ficam cobertos por micélio branco.
(ALVES, 1998).

2.3.1. Uso de fungos entomopatogénicos no controle de Aedes aegypti e seu
mecanismo de infec¢cdo

O desenvolvimento de estratégias que utilizem formulacGes fungicas para controle de

larvas e adultos de A. aegypti € um importante alvo de pesquisas. Scholte et al. (2017)

comprovou através de testes in vitro a acdo inseticida de Metazhirium anisopliae. sobre

mosquitos adultos, sendo confirmados a campo em estudo posterior (CAROLINO, et al. 2014).

Apos a infeccdo com diferentes cepas de M. anisopliae, a cepa de alta viruléncia apresentou
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elevada taxa de mortalidade, reduzindo a fecundidade de fémeas que estiveram confinadas com
machos infectados (REYES-VILLANUEVA et al., 2011). Bitencourt et al. (2018) observaram
em seus estudos a viruléncia de diferentes isolados de Beauveria bassiana sobre larva de A.
aegypti, sendo todos os isolados eficazes no seu controle.

Armadilhas utilizando garrafas PET envoltas em panos pretos impregnados com fungo
M. anisopliae. demonstraram reducéo significativa na populagéo de mosquitos fémeas, sendo
um método promissor para o controle de adultos de A. aegypti (PAULA et al., 2016).

A partir da andlise do isolado IP 46 de M. anisopliae., Falvo et al. (2018) observaram
que a viruléncia de conidios contra L2 do inseto ndo foi afetada pela profundidade da agua ou
pelos niveis de radiacdo UV-B testados, assim como a germinagdo ndo caiu significativamente,
demonstrando que isolados de M. anisopliae. podem possuir significativo potencial de uso
contra larvas de A. aegypti, mesmo quando expostos a elevados niveis de adversidades.

Os fungos Metarhizium sp. e Beauveria sp. podem infectar diversos insetos via
tegumento ou por ingestdo do fungo (ALVES, 1998). A adesdo de conidios a cuticula do
hospedeiro envolve inicialmente forcas hidrofébicas seguidas da consolidacdo, facilitada pela
acao de enzimas extracelulares e secrecdo de mucilagem. Embora forcas fracas tenham sido
registradas em resposta a A. aegypti, o fungo nao conseguiu se consolidar firmemente na larva
do inseto. Analises da composicao da cuticula, revelaram uma auséncia de hidrocarbonetos de
cadeia longa em larvas de A. aegypti, que acredita-se serem necessarios para o desenvolvimento
de fungos na cuticula do hospedeiro. Os estudos indicam, por tanto, que o fungo mata sem
aderir a cuticula do hospedeiro e os conidios ingeridos também nédo germinam e sdo expelidos
no bolo fecal. Os inibidores de protease reduzem a mortalidade larval, o que indica a
importancia das proteases na interacdo do hospedeiro. A resposta imune das larvas a M.
Anisopliae parece limitada, enquanto o gene da resposta ao estresse oxidativo que codifica a
peroxidase tiol é regulado positivamente. A mortalidade portanto, parece estar ligada a autolise
através da atividade da caspase regulada pela Hsp70 e inibida, nas larvas infectadas, pelos
inibidores de protease (GREENFIELD et al., 2014; BUTT et al., 2013).

Segundo Dong et al. (2012) a infeccdo pelo fungo B. bassiana em A. aegypti foi capaz
de causar uma reducgdo no tempo de vida do mosquito e impediu a replicacdo do virus da dengue
no intestino do mosquito. Sugeriu-se que a atividade anti-dengue mediada pelo fungo é
provavelmente direta ou indiretamente, mediada pela ativacéo das vias Toll e JAK-STAT do
mosquito, via esta que, a partir de analises genéticas, comprovou-se a atuacdo no mecanismo
de defesa do inseto contra o fungo.

2.4. Oleo essencial de Schinus molle

A arvore Schinus molle (Linnaeus, 1753) da familia Anacardiaceae é conhecida
popularmente como aroeira-salsa, aroeira-mole, ou pimenteira-bastarda, € uma arvore perene,
nativa da América do Sul, podendo ser encontrada em regido de mata atlantica e pampa
brasileiro (Figura 2). Seu 6leo essencial extraido a partir de suas folhas e frutos apresenta
atividade antifungica, antimicrobiana, inseticida e repelente, ja sendo estudada para controle de
diversos artrépodes considerados pragas agricolas (SANTOS et al., 2010; SILVA-LUZ
&PIRANI, 2015) e ectoparasitas de cdes e gatos (BATISTA et al., 2016).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Reyes-Villanueva%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21906283

s 20l Roséngela G. Rolim
Figura 2 Folhas e frutos da arvore Schinus molle, utilizadas para extracdo de dleo essencial. A
espécie vegetal é encontrada em regido de mata atlantica e pampa brasileiro. Fonte: Rosangela
Rolim - Flora Digital. <http://www.ufrgs.br/fitoecologia/florars/open_sp.php?img=5477>

Martins et al. (2016) observaram em seus estudos que o 6leo essencial extraido a partir
de folhas e frutos de Schinus molle apresentou propriedades antioxidantes e antimicrobianas, ja
Prado et al. (2019) observou sua atividade antifungica contra Paracoccidioides brasiliensis
sugerindo que seu uso pode ser viavel na industria farmaceutica e alimenticia.

Os principais compostos encontrados no 6leo essencial de S. molle sdo da classe dos
terpenos (DUARTE, 2018), composto encontrado em plantas, sendo alguns utilizados para
elaboracio de medicamentos, fitoterapicos, precursores de vitaminas e inseticidas (SIMOES et
al., 1999). Batista et al. (2016) sugeriram gque 0s compostos majoritariamente presentes no 6leo
bem como seu extrato hexanico sejam estudados para desenvolvimento de novos pesticidas.

2.4.1. Uso de 6leos essenciais no controle de Aedes aegypti e seus mecanismos de

acao

Oleos essenciais sd0 importantes alternativas aos inseticidas sintéticos amplamente
utilizados ha muito tempo, pois sdo biodegradaveis, apresentam baixa toxicidade para
mamiferos e por possuirem uma ampla gama de constituintes bioativos com diferentes
mecanismos de acdo que podem ser utilizados no combate a diversas populacdes de insetos
alvo (MUTURI, 2017).

Muitos 0Oleos essenciais apresentam alta eficiéncia em estudos in vitro com atividade
sobre os estagios larvares de A. aegypti (FURTADO et al., 2005), podendo apresentar acdo
inseticida, repelente ou impedir a ovipoigdo do mosquito com acéo efeito dependente do estagio
evolutivo do inseto exposto (CASTILLO et al., 2017).

Muitos mecanismos podem estar envolvidos na a¢do de 6leos sobre larvas de A. aegypti,
podendo se inicializar por ingestdo seguida de absorcdo dos compostos, ou podem ter como
porta de entrada o sistema respiratorio ou a cuticula, penetrando por a¢do de fumigamento, por
exemplo (COITINHO et al., 2011). Podem ter acdo sistémica, causando a desnaturalizagdo da
proteina, inibicdo enzimatica e desintegracdo da membrana e, por serem lipofilicos podem
romper e penetrar pela matriz lipoproteica da membrana celular. Alguns agem impedindo a
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alimentacdo e outros regulando de forma antagbnica o crescimento dos insetos. (DIAS e
MORAES, 2014). Além disso, algumas evidéncias mostram que a rapida acdo dos 6leos ocorre
por agirem no sistema nervoso causando toxicidade neuromuscular nos insetos com acdo nos
canais de célcio modulados por GABA, ou na octopamina que age como neurohormonio
neuromodulador e neurotransmissor, responsavel por regular batimentos cardiacos,
movimentos, comportamento e metabolismo de insetos (COITINHO et al., 2011).

2.5. Compatibilidade e associacdo de fungos com 6leos essenciais

Diversos autores (MERTZ et al., 2010; TAMAII et al., 2002) afirmam a necessidade de
estudos sobre a utilizagdo de produtos de origem natural associados aos fungos
entomopatogénicos como estratégia para controle de insetos e reducdo de impactos, para que,
em conjunto a acdo dos agentes ndo seja comprometida, enfatizando a utilizacdo concomitante
destas duas alternativas para 0 manejo integrado de pragas.

Gomes et al. (2015) observaram em estudo in vitro que a formulac&o associando o 6leo
de Neem ao fungo M. anisopliae apresentou eficacia no controle de larvas de A. aegypti e
Mamprim et al. (2013) ap6s diversos testes avaliando os efeitos de extratos vegetais sobre M.
anisopliae observaram que os extratos alcoolicos reduziam a viabilidade do fungo,
possivelmente pelos compostos de acao toxica.



3. MATERIAL E METODOS

3.1. Local do experimento
Os experimentos foram conduzidos na Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro
(UFRRJ), no laboratdrio de Controle Microbiano (LCM), localizado na Estacdo Experimental
para Pesquisas Parasitoldgicas Wilhemn Otto Daniel Neitz (EEPPWON), Departamento de
Parasitologia Animal (DPA), Instituto de Veterinaria, localizado no municipio de Seropédica,
estado do Rio de Janeiro, no periodo de abril de 2017 a maio de 2019.

3.2. Obtencéo das larvas

Os ovos de A. aegypti (linhagem Rockefeller) foram mantidos e cedidos pelo
Laboratdrio de Bioquimica e Biologia Molecular de Insetos do Departamento de Bioquimica
da UFRRJ, projeto CEUA/ICBS numero 23083007342/2016-59, sob a coordenacdo do
professor Dr. Emerson Guedes Pontes.

Um papel filtro contendo os ovos de A. aegypti foram colocados em uma bandeja
plastica contendo 1,5 L de agua desclorada estéril com 0,75¢g de racdo de peixe estéril triturada
(Tretamin Alevinos®). Apo6s 24 horas de eclosdo, as larvas foram mantidas em bandejas
plasticas (80 larvas para cada 100 mL de agua) e alimentadas a cada 48 horas (0,05¢g por litro).

3.3. Obtencéo e Manutencéo dos isolados fingicos
Os isolados CG 153 de Metarhizium sp. e CG 206 de Beauveria sp. (Tabela 1) foram
mantidos no Laboratorio de Controle Microbiano, localizado na Estacdo Experimental para
Pesquisas Parasitoldgicas W.0.Neitz, do Instituto de Veterinaria da UFRRJ. Os isolados foram
cultivados em placas de Petri contendo meio de cultivo Batata Dextrose Agar (BDA, KASVI®
Sdo José dos Pinhais, PR, Brasil) e mantidos a 25°C e umidade relativa > 80% por 15 dias.

Tabela 1. Isolados de Beauveria sp. e Metarhizium sp., hospedeiro do qual foi isolado e local
de isolamento.

Isolado Hospedeiro do isolamento Origem geografica
Beauveria sp. CG 206 Hymenoptera: Vespidae Costa doA@Irapapa )

Deois incompleta

(Homoptera:Cercopidae) Altamira - PA

Metarhizium sp. CG 153

3.4. Obtencéo do 6leo essencial de Schinus molle
O 6leo essencial de S. molle foi cedido pelo Laboraratorio de Quimica de Bioativos
Naturais (LQBIioN) sob coordernagdo do professor Dr. Douglas Siqueira de Almeida Chaves,
onde foi extraido e caracterizado de acordo com Batista et al. (2016).
O armazenamento do OE foi realizado em frasco de vidro ambar na auséncia de luz e
em temperatura média de 4°C.

3.5. Preparo das suspensdes
Conidios dos isolados CG 153 de Metarhizium sp. e CG 206 de Beauveria sp. foram
raspados da superficie do meio de cultura com o auxilio de uma lamina estéril de bisturi e
suspensos em agua desclorada estéril + Tween 80® (Sigma Chem.Co, Saint Louis, MO, USA)
(0.01% v/v) tanto para o preparo das suspensdes contendo somente os isolados fingicos quanto
para o preparo das suspensdes fungicas acrescidas de oleo essencial (OE) de S. molle. Todas as
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suspensdes foram quantificadas em camara de Neubauer (ALVES, 1998). Em cada experimento
foi determinada uma concentracdo conidial distinta.

Para cada 10 mL de suspensdo fungica, foram adicionadas 0,25uL (0,0025%) de 6leo
essencial de S. molle para suspensdes com OE a 25 ppm, utilizados na execugéo dos testes de
compatibilidade, para viabilidade e ensaios biologicos de acdo da associacdo ou 0,75uL
(0,0075%) de OE para suspensdes com OE a 75 ppm também para testes de compatibilidade.

3.6. Viabilidade dos conidios

Para cada ensaio biologico foi realizada a viabilidade das suspensdes fungicas afim de
garantir que os isolados se encontravam em boas condigdes de germinagdo. Aliquotas de 10 uL
das suspensdes na concentragio 1x10° conidios mL* de cada isolado de M. sp. e B. sp. com ou
sem associacdo ao Oleo foram transferidas para uma placa de Petri com meio BDA e
cloranfenicol a 0,5% e em seguida incubadas a 25 = 1°C e UR>80% por 24 horas para
observacdo da viabilidade dos conidios. O célculo do percentual de germinacdo dos conidios
foi realizado segundo ALVES (1998). Sendo considerado viaveis o percentual de > 90% de
conidios germinados.

3.7. Avaliacdo de eficicia da acdo do 6leo essencial de Schinus molle em larvas de
Aedes aegypti
Grupos contendo 15 larvas de segundo instar de A. aegypti (N=45) foram dispostas em
copos descartaveis (50mL, 6¢cm de largura X 5cm de altura) e expostas a quatro concentracdes
de 6leo essencial de S. molle: 25 ppm, 50 ppm, 75 ppm e 100 ppm. Para 22,5mL de agua
desclorada estéril foram adicionados proporcionalmente o 6éleo essencial de S. molle nas
concentragdes de 0,01% (100 ppm), 0,0075% (75 ppm), 0,005% (50 ppm) e 0,0025% (25 ppm)
(Figura 3). Apds o tratamento, 0s percentuais de sobrevivéncia das larvas foram avaliados
diariamente durante sete dias. As larvas mortas foram retiradas e os nimeros de larvas vivas
foram anotados diariamente. A cada 48 horas as larvas eram alimentadas com ragéo para peixe,
triturada, estéril (Tretamin, Alevinos®; 0,05mg/L). O ensaio bioldgico foi realizado trés vezes
em tempos distintos usando lotes diferentes de larvas. O grupo controle foi exposto somente a
agua desclorada estéril.

Figura 3. Larvas de segundo instar de Aedes aegypti expostas durante sete dias as suspensdes
de 6leo essencial de Schinnus molle nas concentragdes de 0,01% (100 ppm), 0,0075% (75 ppm),
0,005% (50 ppm) e 0,00025% (25 ppm). Grupo controle exposto somente a agua desclorada
estéril.
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3.8. Compatibilidade do 06leo essencial de Schinus molle com Metarhizium sp. e
Beauveria sp.

Para a realizacdo do teste de compatibilidade, foram preparados 5 mL de suspensdes
fangicas dos isolados CG 153 de M. sp. e CG 206 de B. sp. associadas ao 6leo ou ndo nas
concentragdes de 1,1x10%e 1,3x10° conidios mL™%, respectivamente. As concentracdes de 6leo
essencial para preparacao das suspensdes fungicas foram de 75 e 25 ppm. Aliquotas de 50 pL
de cada suspensao com e sem OE foram espalhados com auxilio de al¢a de Drigalski em placa
de Petri (60 x 15 mm) contendo BDA suplementado com cloranfenicol (0,5%) e acrescido de
1g/L*de extrato de levedura. As placas foram mantidas em camara climatizada com umidade e
temperaturas controladas (25°+1°C e UR>80%) durante sete dias. Apds este periodo, 0
percentual relativo de unidades formadoras de coldnia (UFC) que foram quantificadas em cada
placa (BERNARDO, 2016) foi calculado. Cada grupo foi composto por 5 placas. O
experimento foi realizado em trés tempos diferentes com trés lotes distintos de isolados
fangicos.

PR = nUmero de colbnias no grupo tratado x 100
nUmero de coldnias no grupo controle

Para avaliagdo do crescimento radial de col6nia foram utilizadas as suspensdes
preparadas para o0 ensaio biolégico com larvas. Dez microlitros de cada suspensdo foram
inoculados no centro de placas de Petri (60 x 15 mm) contendo BDA suplementado com
cloranfenicol (0,5%) e acrescido de 1g/L‘de extrato de levedura. Cada grupo foi composto por
5 placas (MARQUES et al., 2004). Apos o primeiro sinal de desenvolvimento das col6nias,
estas foram mensuradas com auxilio de régua milimétrica (paquimetro digital) (STARFER®0,1
mm) diariamente durante 9 dias.

Para ambos os testes (isto €, contagem de UFC e avaliacdo do crescimento radial) os
experimentos foram realizados em trés tempos diferentes com trés lotes distintos de isolados
fangicos.

3.9. Ensaio bioldgico de acdo da associacéo dos isolados de Metarhizium sp. e Beauveria
sp. ao 6leo de Schinus molle contra larvas de Aedes aegypti

Grupos contendo 15 larvas de segundo instar de A. aegypti (N=45) dispostas em copos
descartaveis (50mL; 6cm de largura x 5cm de altura) foram imersas em 22,5mL de suspensdes
(Figura 4), foram formados entdo os seguintes grupos: Um grupo tratado com a suspenséo CG
153 de M. sp. na concentragdo de 1,3x107, um grupo tratado com a suspensdo CG 153 de M.
sp. na concentragdo de 1,3x10’ com o OE de S. molle na concentragdo de 25 ppm, um grupo
tratado com a suspensdo CG 206 de B. sp. na concentragdo de 1,2x107, um grupo tratado com
a suspensdo CG 206 de B. sp. na concentragdo de 1,2x10” com o OE na concentragio de 25
ppm. Dois grupos controle, sendo um exposto a agua desclorada estéril + Tween 80%a 0,01% e
0 outro tratado com 0leo essencial de S. molle a 25 ppm. Para suspenséo fungica adicionadas
ao Gleo, a concentracdo de 6leo essencial de S. molle escolhida foi de 25 ppm (0,0025%), eleita
de acordo com os resultados previamente observados nos testes de compatibilidade e acdo do
Oleo sobre as larvas que, por apresentar taxa de sobrevivéncia maior que as demais
concetracdes, seu uso em adi¢édo a suspensao fungica poderia ser melhor estudado.

Durante sete dias de imersdo, os percentuais de sobrevivéncia das larvas foram
avaliados. As larvas mortas, retiradas e os numeros de larvas vivas foram anotados diariamente.
A cada 48 horas as larvas eram alimentadas com ragdo para peixe triturada, estéril (Tretamin,
Alevinos®; 0,05 mg/L). O ensaio bioldgico foi realizado trés vezes em tempos distintos usando
lotes diferentes de larvas e fungos (GOMES, et al. 2015).
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Figura 4. Larvas de segundo instar de eaesaeg'pti epostzs dur:':mte Sée dias a suspensdes
aquosas dos isolados CG 153 de Metarhizium sp. ou CG 206 de Beauveria sp. ou suspensoes
fangicas associadas ao 6leo essencial de Schinnus molle a 25 ppm (0,0025%).

3.10. Andlise estatistica

Os resultados obtidos nos testes de UFC e crescimento de col6nia foram submetidos ao
teste de Mann-Whitney, que foi utilizado para avaliacdo dos dados pareados. Os ensaios
bioldgicos foram submetidos a teste de normalidade, tendo as médias comparadas entre 0s
grupos, através da analise ndo paramétrica de Kruskal-Wallis, seguido do teste Student-
Newman-Keuls (SNK), para comparagdo entre as médias e verificar entre quais tratamentos
houve diferenca significativa, com niveis de significancia de 5% (P<0,05) (SAMPAIO, 2010)
(Bioestat 5.0). A curva de sobrevivéncia e o calculo da média de sobrevivéncia (Sso) foi
realizada utilizando Kaplan-Meier (ELANDT-JOHNSON et al, 1980). O nivel de significancia
foi de 5% (P<0,05). Todos os resultados foram obtidos através dos programas estatisticos Prism
(GraphPad, v.7.00, Inc) e Bioestat 5.0.
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4. RESULTADOS

4.1. Viabilidade dos conidios

O percentual de conidios germinados apds 24 horas das suspensdes flngicas dos
isolados CG 206 de Beauveria sp. e CG 153 de Metarhizium sp. com e sem adi¢édo de 6leo de
S. molle foram avaliados (Figura 5). O percentual de germinacdo da suspenséo do isolado de
Metarhizium sp. foi de 99%, sendo 97% para o isolado de Beauveria sp. (Figura 5A e 5C,
respectivamente). As formulagdes apresentaram percentual de germinagdo de 94% para o
isolado de Metarhizium sp. e de 93% para o isolado Beauveria sp. (Figura 5B e 5D,
respectivamente).
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Figura 5. Germinacdo de conidios de Metarhizium sp. e Beauveria sp. apés 24 horas de
crescimento em meio BDA. (A) Conidios de Metarhizium sp. isolado CG 153 (B) Conidios de
Metarhizium sp. CG 153 com o0leo essencial de Schinus molle (C) Conidios de Beauveria sp.
isolado CG 206 (D) Conidios de Beauveria sp. isolado CG 206 com éleo essencial de Schinus
molle, aumento de 40x, em microscopio Optico. Seta verde indicando conidios germinados e
seta vermelha indicando conidios ndo germinados

1.1. Avaliacdo de eficacia da acio do 6leo essencial de Schinus molle em larvas de
Aedes aegypti

Os percentuais de sobrevivéncia podem ser visualizados na Figura 11. O grupo tratado

somente com agua desclorada estéril apresentou percentual de sobrevivéncia de 95,56%,

entretanto, ocorreram expressivas redugdes nos percentuais de sobrevivéncia dos grupos tratado
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com Oleo essencial de S. molle a 100 ppm, 75 ppm e 50ppm, sendo de 10,33% (P<0,0001),
65,56% (P=0,0028) e 57,78% (P=0,0002), respectivamente. Em contrapartida, o grupo tratado
com Oleo essencial de S. molle a 25 ppm apresentou percentual de sobrevivéncia de 88,26%
néo sendo estatisticamente significativo (P=0,5739) em comparagéo ao controle (Tabela 4).
Quando comparados entre si, a reducdo do percentual de sobrevivéncia do grupo tratado

com S. molle a 100 ppm apresentou resultado estatisticamente significativo em comparagéo aos
grupos tratados nas menores concentracdes do 6leo (P<0,0001) (Tabela 4). O percentual de
sobrevivéncia dos grupos tratados com dleo essencial de S. molle a 75 ppm ou 50ppm néo foram
estatisticamente significativos entre si (P=0,5739), porém apresentaram diferenca significativa
(P=0,0203 e P=0,0024, respectivamente) em compara¢do ao grupo tratado a 25 ppm do 6leo
essencial (Tabela 4).

Aqui, apenas a exposic¢do das larvas a 100 ppm de dleo essencial de S. molle foi capaz
de reduzir o tempo médio de sobrevivéncia das larvas para apenas um dia (Tabela 4).

100 °
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§ 75 - - S . molle 100 ppm
= A =&~ S.molle 75ppm
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E 50 - —%— S.molle 50ppm
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Figura 6. Sobrevivéncia (%) das larvas de Aedes aegypti apos sete dias de exposicao ao 6leo
essencial de Schinus molle a 100 ppm, 75 ppm, 50 ppm e 25 ppm. Grupo controle exposto
somente a agua desclorada estéril (Controle aquoso).

Tabela 2. Média e desvio padrdo da sobrevivéncia (%) das larvas de Aedes aegypti expostas a
o6leo essencial de Schinnus molle a 100 ppm, 75 ppm, 50 ppm e 25ppm durante sete dias. Tempo
médio de sobrevivéncia (Sso). Grupo controle exposto somente a agua desclorada estéril
(Controle aquoso). ND = Né&o determinado.

Tratamento Sobrevivéncia (%) Sso
Controle aquoso 95,56a+7,26 ND
S. molle 25 ppm 88,89 a+ 12,69 ND
S. molle 50 ppm 57,78 b + 23,33 ND
S. molle 75 ppm 65,56 b + 22,97 ND

S. molle 100 ppm 10,33 ¢ + 14,78 1

*Resultados seguidos de mesma letra na mesma coluna, ndo diferem significativamente entre
si (P>0,05).
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1.2. Compatibilidade do dleo essencial de Schinus molle com Metarhizium sp. e
Beauveria sp.
Ap0s quatro dias, ja foi possivel observar formacao de colbnias (Figura 6).

Figura 7. Avaliacdo de Unidades formadoras de coldnia. Col6nias formadas de CG 153 de
Metarhiziun sp. (A e E), associado ao 6leo essencial de Schinus molle 75 ppm (B) e 25 ppm (F)
e de CG 206 de Beauveria sp. (C e G), associado ao 6leo essencial de Schinus molle a 75 ppm
(D) e 25 ppm (H).

Ambos os isolados fangicos associados ao Oleo essencial de S. molle a 75 ppm
apresentaram diferenca significativa (P=0,0079 para ambos) quando comparados as suas
respectivas suspensdes fungicas utilizadas isoladamente. O 6leo essencial de S. molle foi capaz
de interferir na formacédo de col6nias fungicas mesmo na menor concentracdo (25 ppm). A
reducdo nos percentuais de UFC dos isolados associados ao 6leo foram de 72,33% (CG 153+75
ppm), 43,92% (CG 206+75ppm), 67,96% (CG 153+25 ppm) e 27,55% (CG 206+ 25 ppm). As
quantificacbes de UFC podem ser visualizados nas Tabelas 2 e 3 e Figuras 6 e 7.

Tabela 3. Média e desvio padrao das unidades formadoras de colonia (UFC) dos isolados CG
153 de Metarhizium sp. e CG 206 de Beauveria sp. associados ou ndo ao 6leo essencial de
Schinus molle a 75 ppm.

UFC (+) UFC (+) Desvio
Tratamento Desvio Padrao Tratamento Padrao
Metarhizium sp. 120 a + 16,08 Beauveria sp. 284,3 ¢ £ 20,63

Metarhizium sp.+ OE 332b+4,43 Beauveria sp.+ OE 159,6 d + 25,19
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*Resultados seguidos de mesma letra na mesma linha, ndo diferem significativamente entre si
(P>0,05).
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Figura 8. Unidades formadoras de coldnia dos isolado CG 153 de Metarhizium sp. e CG 206
de Beauveria sp. associados ou ndo ao 0leo essencial de Schinus molle a 75 (A; B).

Tabela 4. Média e desvio padrdo das unidades formadoras de colénia (UFC) dos isolados CG
153 de Metarhizium sp. e CG 206 de Beauveria sp. associados ou ndo ao 6leo essencial de
Schinus molle a 25 ppm.

UFC (2) UFC (2)
Tratamento Desvio Padrdo Tratamento Desvio Padrdo
Metarhizium sp. 180,8 a + 38,37 Beauveria sp. 184.6 c + 17,86

Metarhizium sp.+OE 57,67 b + 5,46 Beauveria sp + OE 133,8d + 4,89
*Resultados seguidos de mesma letra na mesma linha, nao diferem significativamente entre si
(P>0,05).
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Figura 9. Unidades formadoras de coldnia dos isolado CG 153 de Metarhizium sp. e CG 206
de Beauveria sp. associados ou ndo ao 0leo essencial de Schinus molle a 25 ppm (C; D).

Embora o 6leo essencial tenha interferido no nimero de col6nias formadas de ambos os
isolados fungicos, na avaliacdo do crescimento radial da coldnia o éleo essencial de S. molle a
25 ppm ndo apresentou diferenga significativa (P=0,7304) no tamanho das colbnias tendo
desenvolvimento médio final de 28,81 mm para a coldnia do isolado CG 153 de Metarhizium
sp. sem associacdo com Gleo e de 30,48 mm para a coldnia fungica associada ao 6leo essencial.
O mesmo foi observado no isolado CG 206 de Beauveria sp., ndo sendo estatisticamente
significativo (P=0,8633) os diametros das col6nias associadas ao 6leo essencial (30,70 mm) e
sem o Oleo essencial (31,22 mm).
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Figura 10. Crescimento do diametro da coldnia avaliado a partir de pontos de inoculo do
isolado CG 153 de Metarhizium sp. associado ou ndo ao 6leo essencial de Schinus molle na
concentracédo de 25 ppm durante nove dias.
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Figura 11. Desenvolvimento médio diario do didmetro da coldnia, aferidos a partir de pontos
de indculo do isolado CG 206 de Beauveria sp. associado ou ndo ao 6leo essencial de Schinus
molle na concentracdo de 25 ppm durante nove dias.

Figura 12. Avaliagcdo de crescimento do diametro das coldnias. Col6nia de CG 153 de
Metarhizium sp. isolado (A) ou associado ao 6leo essencial de Schinus molle a 25 ppm (B) e
CG 206 de Beauveria sp. isolado (C) ou associado ao 6leo essencial de Schinus molle a 25 ppm
((D), sete dias ap0ds inoculagdo em meio de cultura.
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4.4 Ensaio bioldgico de acdo da associacao dos isolados de Metarhizium sp. e Beauveria
sp. ao 6leo de Schinus molle contra larvas de Aedes aegypti

Os percentuais de sobrevivéncia de larvas de A. aegypti apds exposicdo a suspensdes
fangica com e sem o OE podem ser visualizados na Figura 12 e Tabela 5. N&o foi observada
diferenca significativa (P=0,600) nos percentuais de sobrevivéncia entre 0s grupos controle
expostos a dgua + Tween 80% em comparacao ao tratamento com 6leo essencial de S. molle L.
a 25 ppm.

As larvas expostas tanto a suspensdo do isolado CG 153 de Metarhizium sp. ou a
suspensdo do mesmo isolado acrescida de OE apresentaram diferenca significativa (P<0,0001)
quando comparados com ambos 0s grupos controles. Interessantemente, 24h apds exposic¢éo,
0s percentuais de sobrevivéncia das larvas foram inferiores a 25% para ambos tratamentos com
Metarhizium sp. a 107 conidios mL™,

Neste ensaio biologico, o 6leo essencial na concentracdo de 25 ppm ndo apresentou
melhora no desempenho do isolado CG 153 de Metarhizium sp. quando comparamos as
suspensdes acrescidas de OE com suspensdes aquosas (P=1,000). O mesmo foi observado nos
percentuais de sobrevivéncia das larvas expostas ao isolado CG 206 de Beauveria sp., ndo sendo
estatisticamente significativo (P=0,6531) a comparacdo entre o desempenho da suspensdo
composta por fungo adicionado de éleo com a suspensao aquosa.

Os resultados obtidos das larvas de A. aegypti expostas ao isolado CG 153 de M. sp.
foram melhores quando comparados ao tratamento com o isolado CG 206 de B. sp.. Sendo
estatisticamente significativos ambos os tratamentos (com e sem 6leo) (P=0,0075) em
comparacdo a suspensdo do isolado CG 206 de B. sp. somada ou ndo ao OE de S. molle
(P=0,0261).

Quando comparados os percentuais de sobrevivéncia das larvas de A. aegypti expostas
ao isolado CG 206 de Beauveria sp., somente as larvas tratadas com Oleo essencial
apresentaram diferenca significativa (P<0,0322) em comparagdo ao grupo controle exposto ao
6leo essencial de S. molle. A suspensdo do mesmo isolado sem adicao de 6leo ndo apresentou
resultados estatisticamente significativo (P=0,0905) em comparacdo ao controle oleoso.

E interessante destacar que o tempo médio de sobrevivéncia das larvas de A. aegpyti foi
de apenas um dia ap6s exposicao ao isolado CG 153 de Metarhizium sp. associado ou nao ao
6leo (Tabela 5).

100
-»- Controle aquoso

T 75l - Controle OE a 25 ppm
2 -+ Suspensdo CG 153
z 50 -+ Suspensdo CG 153+0E
é -+ Suspensao CG 206
:*; 25 -e- Suspensdo CG 206 + OE

A

0 1 2 3 4 5 & 7

Dias

Figura 13. Sobrevivéncia (%) das larvas de Aedes aegypti apds sete dias de exposicdo as
suspensdes de isolados CG 153 de Metarhizium sp. ou CG 206 de Beauveria sp. foram
preparadas com 0Oleo essencial de Schinus molle a 0,0025% (25ppm). Grupo controle expostos
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somente a agua desclorada estéeril + Tween 80 0,01% ou 6leo essencial de Schinus molle a
0,0025% (25ppm).

Tabela 5. Média e desvio padrdo da sobrevivéncia (%) das larvas de Aedes aegypti expostas a
aos fungos CG 153 de Metarhizium sp. ou CG 206 de Beauveria sp. utilizados isoladamente ou
associados ao 6leo essencial de Schinus molle a 25ppm. Grupo controle exposto somente a dgua
desclorada estéril + Tween 80 0,01% (Controle aquoso) ou 6leo essencial de Schinus molle a
25ppm (Controle oleoso). Tempo médio de sobrevivéncia (Sso). ND= nédo determinado.

Sobrevivéncia

Tratamento (%) Sso

Controle aquoso 88,89 dat 5,77 ND

Controle OE a 25ppm 86,67 a+5,77 ND
Metarhizium sp. 0,74 c+2,22 1
Metarhizium sp.+ OE & 25 ppm 0,74c+2,22 1

Beauveria sp. 74,07 db £9,68 ND

Beauveria sp.+ OE a 25 ppm 71,11b + 8,16 ND

*Resultados seguidos de mesma letra na mesma coluna, ndo diferem significativamente entre
si (P>0,05).
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5. DISCUSSAO

O desenvolvimento de formulagGes com baixo impacto ambiental vem sendo alvo de
diversos estudos para 0 combate do mosquito Aedes aegypti. Mascarin et al. (2018) definem
que novos produtos desenvolvidos a partir da combinacao de inseticidas obtidos de compostos
naturais ou quimicos convencionais podem proporcionar oportunidades para ampliar a faixa
alvo de pragas e eficacia, ja que existem diversos empecilhos para a producdo massiva de
conidios de fungos entomopatogénicos.

Estudos mostram que os fungos Metarhizium sp. e Beauveria sp. possuem ac¢éo eficaz
no controle de larvas de A. aegypti e, de acordo com Butt et al. (2013) Metarhizium sp. apesar
de ser um fungo de acdo em hospedeiros terrestres, possui acdo larvicida porem sem adesao a
cuticula do hospedeiro, por mecanismos proprios de infeccdo ainda ndo completamente
elucidados. Falvo et al. (2018) observaram que a profundidade da agua e os niveis de radiacdo
UV-B avaliados em seus testes ndo reduziu significativamente a viruléncia e germinacao dos
conidios de Metarhizium sp. e, portanto, apresenta um bom potencial para uso em ambiente
aquatico.

Segundo Alkhaibari et al. (2017) ha uma diferenca baixa na mortalidade de larvas de A.
aegypti utilizando-se suspensdes fungicas de Metarhizium anisopliae. nas concentracdes 1 x
107 ou 1 x 108 conidios mL*, sugerindo um limiar acima do qual ndo se alcancariam niveis de
controle ou beneficio econémico mais altos. No presente estudo, a concentragdo 1 x 10’
conidios mL ~* foi utilizada para ambos os fungos e mostrou-se eficaz no controle de A. aegypti
com o fungo Metarhizium sp. e, quando comparados ambos, a espécie flngica
entomopatogénica Beauveria sp. apresentou uma maior taxa de sobrevivéncia das larvas,
indicando assim um diferencial na viruléncia das espécies utilizadas, sendo portanto
Metarhizium sp. mais virulento.

O oleo essencial escolhido para compor os testes de associacao realizados no estudo e
verificar sua acao sobre Metarhizium sp. e Beauveria sp., segundo Santos (2010) é encontrado
de Pernambuco ao Rio Grande do Sul, ou seja, em boa parte do territdrio brasileiro e, apesar
de Prado et al. (2019) terem observado a a¢do antifungica do 6leo essencial de S. molle sobre o
fungo Paracoccidioides brasiliensis, mostrou acdo fraca sobre Cryptococcus
neoformans, Trichophyton quinckeanum e nenhuma agéo sobre Candida sp., sendo assim, o
6leo mostra um potencial antifingico, porém com um numero limitado de espécies sensiveis a
sua acao.

Durante a verificacdo da compatibilidade do 6leo essencial de S. molle com os fungos
Metarhizium sp. e Beauveria sp., 0s resultados indicam ser compativeis nas concentracdes
testadas, ja que seu crescimento ndo foi inibido e, assim, observamos que em concentracdes
testas, realizadas a partir de diluicdes seriadas (25 e 75 ppm), o fungo ndo tem seu
desenvolvimento impedido, sendo assim, é possivel que a acdo dos fungos sobre o hospedeiro
alvo ndo seja impedida pela acdo concomitante do dleo.

Bitencourt et al. (2018) obtiveram uma relagéo positiva na associagdo entre 6leo mineral
e suspenséo conidial de Beauveria sp. e Gomes et al. (2015) observaram que adicéo de 6leo de
neem as suspensdes conidiais elevou a viruléncia, e reduziu o tempo de sobrevivéncia de larvas.
Ja no presente trabalho, comprovou-se que o uso do Oleo essencial de S. molle, em na
concentragdo de 25 ppm ndo alterou a eficiéncia do fungo no controle de larvas e ndo apresentou
efeito deletério com valores semelhantes na sobrevivéncia de larvas com e sem adi¢do do dleo.
O oleo essencial podera ser futuramente testado em novas concentragdes e em associagdo a
Oleos vegetais carreadores, beneficiando-se dessa associacdo, reduzindo sua concentracdo
utilizada.

No presente estudo observamos também que o 6leo essencial de S. molle possui boa
acdo quando utilizado no controle de larvas de A. aegypti que deve ser explorada na industria
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de pesticidas, como sugerido por Batista, et al. (2016) em sua pesquisa de acéo do 6leo de S.
molle sobre a espécie Ctenocephalides felis felis. Duarte et al. (2018) analisaram efeitos
genotoxicos por parte do 6leo essencial e concluiram que células linfocitarias ndo sofreram
danos nas concentragdes testadas de 6leo nem efeitos mutagénicos, apenas em concentraces
acimade 42,07ul/ml ocorreram efeitos citotoxicos somente em macréfagos apresentando maior
frequéncia de micronucleos, sendo seu uso seguro em doses baixas, como as que utilizamos nos
testes, dando assim maior seguranca na sua aplicabilidade.

No teste de a¢do do dleo sobre larvas do mosquito, os resultados apresentados mostram
uma acao larvicida positiva do 6leo nas concentracGes acima de 50 ppm, esses resultados
observados assemelham-se com o estudo de Procopio et al. (2015) que utilizou o 6leo essencial
de uma planta do mesmo género, a Schinus terebinthifolius, e obteve um resultado positivo no
controle de larvas de A. aegypti, onde observaram danos ao intestino médio das larvas
analisadas pelos autores. Estudos afim de esclarecer os mecanismos de ac¢do do OE de S. molle
deverao ser realizados, comprovando sua eficécia e agdo sobre larvas do mosquio.

Corroborando com o estudo de Mamprim et al. (2013) onde o tratamento com
associacdo a diversos extratos vegetais em diferentes concentragdes influenciou na formagéo
de col6nias e principalmente na viabilidade (com reducéo variandode 50 a 80%) verificou-se a
compatibilidade para todos os extratos. Porém, no presente trabalho ndo houve grande reducao
no percentual de germinacdo da suspencéo fungica em relacédo a formulacgéo acrescida de 6leo.
No presente estudo o 6leo essencial e os fungos testados também foram compativeis.

Na avaliacdo de unidades formadoras de col6nia observou-se um atraso no crescimento
do fungo, apesar de ndo causar uma reducdo no percentual de germinacdo como citado
anteriormente e ndo alterar o diametro das coldnias avaliadas. TAMAI et al. (2002) prop6em
em seus estudos que a aplica¢do do produto aditivo a acdo do fungo seja feita apos 48h, pois
esse € 0 tempo necessario para germinacdo do conidio e acdo do mesmo sobre o hospedeiro
alvo. O presente estudo ndo apresentou uma relacao de potencializacdo do efeito de M. sp. e B.
sp. sobre as larvas de A. aegypti, assim a adi¢do de 6leo essencial posteriormente a 48h citadas
é uma possivel solucéo.

Dong et al. (2012) observaram que os fungos Metarhizium sp. e Beauveria sp. reduziram
a expectativa de vida de mosquitos adultos, portanto, sugere-se que estudos continuados
utilizando diferentes concentracGes tanto de M. sp. e B. sp. e S. molle sejam realizados para que
se verifique seu potencial para o combate de mosquitos adultos bem como seu efeito residual e
no ambiente.
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6. CONCLUSOES

O dleo essencial de Schinus molle nas concentracdes de 25 ppm e 75 ppm é compativel
com os fungos Metarhizium sp. e Beauveria sp.

O oleo essencial de S. molle utilizado nas concentragdes 25 ppm e 75 ppm interfere na
formacgéo de coldnias e do isolado CG 153 de Metarhizium sp. e CG 206 de B. sp. os
retardandos.

O o6leo essencial de S. molle é ativo contra larvas L» de Aedes aegypti nas concentragdes
de 50 ppm, 75 ppm e 100 ppm;

O uso concomitante de suspensfes fungicas de Metarhizium sp. ou Beauveria sp.
associadas ao 0Oleo essencial de S. molle ndo apresentou melhora no desempenho do
fungo, porém, ndo interferiu no desempenho do mesmo, podendo-se associar os dois
métodos de controle sem efeitos deletérios a ambos.
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7. CONSIDERACOES FINAIS

O manejo integrado continua sendo a forma mais eficaz no controle do mosquito. Novos
estudos podem ser realizados testando-se diferentes concentracdes de Oleo essencial e de
suspensdes fangicas, assim como diferentes isolados fungicos, afim de verificar a eficiéncia de
Beauveria sp. e Metarhizium sp. associados a Schinus molle em larvas e em mosquitos adulto
de Aedes aegypti bem como seu periodo residual no ambiente.
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