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RESUMO - Atualmente no Brasil, o0 mosquito Aedes aegypti € transmissor das
arboviroses dengue, chikungunya e Zika. Nao existe tratamento especifico para
estas doencas. A reducao da populacao do vetor ainda é o método mais eficaz para
reduzir as taxas dessas arboviroses. O presente estudo comparou a viruléncia de
blastosporos e conidios de Metarhizium anisopliae contra larvas do mosquito A.
aegypti provenientes de coletas no campo. Blastosporos foram mais virulentos para
larvas, sendo observada 100% mortalidade das larvas em apenas 48 horas. Larvas
infectadas com conidios apresentaram 100% de mortalidade somente no quinto
dia pos-infeccao. O presente estudo mostra que blastosporos apresentam grande
potencial para controle de larvas de A. aegypti no campo.

PALAVRAS-CHAVE: Fungo entomopatogénico, controle, viruléncia, dengue,
chikungunya, Zika.

1. INTRODUCAO

0 mosquito Aedes aegypti € o principal vetor do virus que causa a dengue,
uma doenca que continua a ser um grande problema de saude publica em paises
subtropicais e tropicais (RODRIGUES et al., 2015). O virus Zika também é
transmitido pelo mosquito, possivelmente entrou no Brasil em 2014, e esta
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migrando para as Américas (BOGOCH et al., 2016). A associacao do virus Zika com
criancas nascidas com microcefalia foi confirmada e segundo a vigilancia
epidemioldgica do Brasil, até 12 de marco de 2016 foram confirmados 863 casos
de microcefalia ou alteracoes sugestivas de infeccao congénita causada pelo virus
Zika (BRASIL, 2016). O virus chikungunya é transmitido principalmente pelos
mosquitos A. aegypti e Aedes albopictus e desde 2013 o virus € relatado em 31
paises das Américas (STAPLES e FISCHER, 2014).

O estudo de medidas para o controle de insetos vetores de virus é
importante como alternativa a utilizacao de inseticidas sintéticos, que causam
danos ambientais e selecionam na populagao o0s insetos mais resistentes. Os
fungos entomopatogénicos sao relatados com potencial para o controle de insetos
agricolas e vetores de doenca. Trabalhos realizados por Pereira et al. (2009) e
Paula et al. (2008) mostraram a suscetibilidade de larvas e adultos do mosquito A.
aegypti a conidios dos fungos entomopatogénicos Metarhizium anisopliae e
Beauveria bassiana. Outro propagulo de fungos entomopatogénicos sao os
blastosporos que nao sao amplamente utilizados, mas apresentam vantagens em
relacao aos conidios por apresentarem germinacao rapida o que € determinante na
viruléncia do propagulo (JACKSON et al.,1997).

O presente trabalho objetivou investigar a patogenicidade e viruléncia de
conidios e blastosporos do fungo entomopatogénico M. anisopliae no controle de
larvas do mosquito A. aegypti coletadas no campo.

2. METODOLOGIA

Coleta de ovos dos mosquitos Aedes aegypti: Os ovos dos mosquitos foram
coletados no Campus da UENF e em bairros da cidade de Campos dos Goytacazes-
RJ, com a utilizacao de armadilhas de coleta de ovos (ovitrampa) que consiste em
um pote preto (10 x 6 x 6 cm) com quatro palhetas de madeira compensada tipo
“Eucatex” (12 x 3 cm). Os potes foram espalhados no campo acrescido de 200 mL
de agua limpa e foram coletados apdés uma semana, conforme metodologia
desenvolvida por Fay e Perry (1965) e Fay e Eliason (1966). As palhetas foram
secas em temperatura ambiente e colocadas em agua para eclosao das larvas.

Producao e formulacao de conidios e blastosporos de M. anisopliae : Para a
realizacao dos experimentos foi utilizado o fungo M. anisopliae da linhagem 4556.
Para a producao de conidios, o fungo foi cultivado em placas de Petri em meio de
cultura com batata, dextrose e agar (BDA). As placas de Petri foram mantidas em
camera climatizada (BOD) a 27°C por duas semanas para germinacao e formacao
dos conidios. Ap6s a germinacao, os conidios foram formulados em Tween 80
(0,01%). A concentracao do fungo utilizada nos ensaios foi a de 1x107 conidios mL-
1. Para a producao de blastosporos, foi adicionado 1 mL de suspensao de conidios
a 1x107 mL?, previamente diluido em Tween 80 (0,01%), em 100 mL de meio
liquido contendo 3% de agua de maceracao de milho, 4% de glucose e 4% de
extrato de levedura. A solucao foi acondicionada em Erlenmeyers e incubada em
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“Shaker” Orbital a 27°C e 130 rpm durante trés dias. Apds esse periodo, 0s
blastosporos foram filtrados em tecido Whatman n°® 105. Os blastosporos foram
formulados em agua na concentracao de 1x107 blastosporos mL? para utilizagao
Nnos ensaios.

Ensaios de sobrevivéncia de larvas de Aedes aegypti em condicoes de
laboratério: Larvas de A. aegypti (Lo-3) foram separadas em grupos de 10 e
inseridas em copos plasticos. Um volume de 50 mL da suspensao de blastosporos
formulados em agua (1x107 propagulos mL?) foi adicionado ao recipiente. No
tratamento com conidios, larvas foram submetidas ao fungo na concentracao de
1x107 conidios mL2. Seguindo a mesma metodologia supracitada na infeccao por
blastosporos. Foram feitas 4 parcelas por tratamento, totalizando 40 larvas por
ensaio. Os controles foram conduzidos com larvas incubadas em agua e/ou Tween,
sem fungo. A sobrevivéncia das larvas foi monitorada pelo periodo de 7 dias.

3. RESULTADOS

As larvas expostas a blastosporos apresentaram a menor taxa de
sobrevivéncia comparada aos demais tratamentos. Em 24 horas de exposi¢cao ao
fungo, apenas 30% das larvas se mantiveram vivas, chegando a 100% de
mortalidade com 48 horas de infeccao. No tratamento com conidios, em 24 horas
foram constatados 47% de sobrevivéncia das larvas. A mortalidade total dessas
larvas so foi verificada no quinto dia de experimento. Ao fim do experimento, os
controles nao apresentaram diferenca estatistica entre si, apresentando a média
de sobrevivéncia de aproximadamente 90%.

100+ )
E a —* Controle (agua)
2 80- -=— Controle (tween)
© —— Blastosporos
= 604 —— Conidios
s
E 40+
S
m 20'
0 L) L] L] L] L}

O =
2]
~J

-
0 1 2 3 4
Dias

Figura 1. Curva de sobrevivéncia de larvas de campo do mosquito A. aegypti expostas a blastosporos
e conidios do fungo entomopatogénico M. anisopliae, isolado 4556.
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4. DISCUSSAQ

No presente estudo foi possivel constatar que blastosporos de M. anisopliae
foram mais virulentos para larvas de A. aegypti coletadas no campo do que conidios
do mesmo fungo. O controle eficiente de larvas de campo mostra a importancia
deste estudo. Larvas de campo do mosquito A. aegypti podem apresentar
resisténcia a maioria dos produtos quimicos usados para seu controle (BRAGA e
VALLE, 2007 e WONDJI et al., 2008). O controle efetivo dessas formas imaturas,
reduzem o indice populacional de adultos, que sao os trasmissores de arboviroses.
Algumas caracteristicas estruturais de blastosporos podem ser a chave para sua
grande eficiéncia.

Blastosporos possuem caracteristicas hidrofilicas e desta forma em
ambiente aquoso sao capazes de aderir facilmente ao tegumento da larva,
favorecendo as interacoes entre a cuticula e a superficie do fungo (MIRANPURI e
KHACHATOURIANS, 1990). Nos ensaios, em 24 horas ja foi possivel observar alta
taxa de mortalidade das larvas tratadas com blastosporos, diferentemente do
tratamento com conidios, que causou apenas a infeccao tardia das larvas. No
controle microbiano, a adesao do fungo a cuticula do seu hospedeiro € uma etapa
decisiva da infeccao, e blastosporos sao conhecidos por produzir mucilagem, o que
facilita a sua adesao ao tegumento dos insetos aquaticos. Um estudo recente
utilizando larvas de laboratério constatou que na presenca das larvas, blastosporos
produzem grandes quantidades de mucilagem, um dos fatores determinantes para
facilitar a infeccdo no hospedeiro (ALKHAIBARI et al., 2016). Conidios de M.
anisopliae sao os propagulos mais utilizados no controle de insetos terrestres e
apresentam certa tolerancia a ambientes hostis, sendo capazes de suportar a
temperaturas de 40°C (RANGEL et al., 2005). Entretanto, conidios, ao contrario de
blastosporos, sao hidrofobicos e nao conseguem manter a interacao com o
tegumento das larvas em ambiente aquatico. Butt et al. (2013) constataram que
nao ocorre interacdo dos conidios com o tegumento do inseto e, portanto, os
conidios nao germinam, mas sao ingeridos pelas larvas e a producao de enzimas
no intestino provoca estresse na larva, levando-as a morte.

O presente estudo mostra pela primeira vez, que blastosporos de M.
anisopliae sao patogénicos para larvas de campo de A. aegypti e apresentam um
grande potencial para o controle das formas imaturas do vetor.

5. CONCLUSAO

Blastosporos de M. anisopliae foram mais virulentos para larvas do
mosquito A. aegypti oriundas do campo quando comparados com conidios do
mesmo fungo. A rapida eficiéncia torna o propagulo uma potencial alternativa de
controle para larvas do vetor. A reducao do indice populacional de larvas influencia
diretamente na reducao da populacao adulta do mosquito, reduzindo sua
capacidade vetorial de transmitir doencas para populacao.
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ABSTRACT: Aedes aegypti is the main arbovirus vector in Brazil, transmitting
dengue, chikungunya and Zika. Currently there is no specific treatment for these
diseases. The most effective method to reduce the transmission of arboviruses is by
controlling the vector population. The current study compared the virulence of
blastopores and conidia of Metarhizium anisopliae to wild type larvae of Aedes
aegypti. Blastospores were more virulent to larvae than conidia, with no larvae alive
at 48 hours following infection. Larvae treated with conidia only showed 100%
mortality on the fifth day after infection. This work shows that blastospores are a
potential alternative for the control wild type larvae of Aedes aegypti in field
conditions.

KEYWORDS: Entomopathogenic fungi, control, virulence, dengue, chikungunya and
Zika
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