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APRESENTACAO

A presente obra, que se oferece ao leitor, nomeada como “ Biological Sciences
Foudantions ” de publicacéo da Atena Editora, aborda 11 capitulos envolvendo estudos
biol6égicos de Norte a Sul do Brasil. Possuindo temas com vasta importancia para
compreendermos a importancia do conhecimento interferindo na nossa vida.

Alguns estudos abrangem pesquisas realizadas com auxilio de geotecnlogia,
melhoramento genético e estudos citogenéticos, atividades enzimaticas, com
diferentes classes de animais e plantas, relatando os distintos problemas distintos de
saude publica com visdo de minimizar os efeitos causados por doencas transmitidas
por insetos. Temos também pesquisas com areas de qualidade de agua subterranea;
ensino de microbiologia por jogos pedagdgicos e sobre perfil epidemiolégico de
infecgOes para os pacientes oncologicos.

Apesar dos avancos tecnoldgicos e as atividades decorrentes, ainda temos
problemas recorrentes que afetam nossa vida, causadores de riscos visiveis e invisiveis
a saude de todos dos humanos. Diante disso, lembramos a importéncia de discutir
questdes sobre a saude publica da populagéo, para aumentar a qualidade de vida.

Agradecemos sinceramente aos autores dos diversos capitulos, pela dedicacao
e esforcos sem limites, que viabilizaram esta obra que retrata os recentes avancgos
cientificos e todos os Organizadores da Atena Editora.

Por fim, esperamos que este obra possa colaborar e instigar mais estudantes e
pesquisadores na constante busca de novas pesquisas e assim, garantir a um melhor
ambiente paras futuras gerag¢des, minimizando os efeitos de doencas.

Patricia Michele da Luz
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CAPITULO 9

PERSISTENCIA DE BLASTOSPOROS DE Metarhizium
anisopliae VISANDO O CONTROLE DE LARVAS DO
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Universidade Estadual do Norte Fluminense
Darcy Ribeiro/ Centro de Ciéncias e Tecnologias
Agropecuarias, Campos dos Goytacazes-RJ.
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Agropecuarias, Campos dos Goytacazes-RJ.
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Richard lan Samuels
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RESUMO: O mosquito da espécie Aedes
aegypti é transmissor de virus que causam a
febre amarela urbana, dengue, chikungunya
e Zika. Conidios e blastosporos de fungos
entomopatogénicos podem ser utilizados para
o0 controle do mosquito. Blastosporos sao
esporos infectivos normalmente produzidos
na hemolinfa de insetos ap6s a penetracao
do fungo pelo tegumento. Os blastosporos
também podem ser produzidos em laboratério
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MOSQUITO Aedes aegypti

a partir de conidios utilizando meio de cultura
especifico. O objetivo desse trabalho foi
investigar a persisténcia da viruléncia de
blastosporos do fungo Metarhizium anisopliae
(Isolado LEF 2000) contra larvas oriundas do
campo, adicionadas a uma suspenséao do fungo
imediatamente apds o preparo da formulagéao
de blastosporos (0 horas) e ap6s 3, 6, 9 e 12
dias. Os resultados demonstraram a acéo
infectiva dos blastosporos por um periodo de
12 dias com 46,2% de sobrevivéncia das larvas
tratadas. ApOs o sexto dia foi possivel verificar
a presenca de conidios na agua originados dos
blastosporos, o que poderia ter contribuido para
a mortalidade das larvas.

PALAVRAS-CHAVE: Fungos
entomopatogénicos, virus, dengue e Zika.

ABSTRACT: The mosquito Aedes aegyptiis the
vector of viruses that cause urban yellow fever,
dengue, chikungunya and Zika. Conidia and
blastospores of entomopathogenic fungi can be
used in vector control programs. Blastospores
are infective cells that are normally produced in
insect hemolymph after fungi penetration of the
integument. In the laboratory, blastospores can
also be produced using specific culture media.
The propose of this study was to investigate the
persistence and virulence of blastospores of
the fungus Metarhizium anisopliae (isolate LEF
2000) against larvae from natural populations.
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The larvae were exposed to fresh prepared blastospores suspensions (0 hour) and after
3, 6,9 and 12 days. The results showed that blastospores maintained infectiveness for
over 12 days, with 46.2% larvae survival at that time. After six days, the presence of
conidia produced by the blastospores could be observed. This fact may have contributed
to larvae mortality.

KEYWORDS: Entomopathogenic fungi, virus, dengue and Zika.

11 INTRODUCAO

A diminuicdo da populacdo de vetores é o método mais eficaz para reduzir
doencas transmitidas por mosquitos (LUZ et al., 2008), e produtos naturais derivados
de plantas e microrganismos tém sido utilizados como alternativa aos inseticidas
convencionais (QUESADA-MORAGA et al., 2006). Trabalho realizado por Gomes et
al. (2015) demonstrou a viruléncia do 6leo vegetal de Nim (Azadirachta indica) contra
larvas de A. aegypti. Fungos entomopatogénicos também sé&o eficientes no controle
de larvas (PEREIRA et al., 2009) e mosquitos adultos (CAROLINO et al., 2014; PAULA
et al., 2008) da espécie A. aegypti.

Ainfeccao de insetos com fungos entomopatogénicos ocorre através de uma série
de eventos que vao desde a adesao dos conidios, geminacao, penetracao, crescimento
e proliferagao dentro do corpo do hospedeiro, a interacdo com mecanismos de defesa
do inseto e, finalmente morte do hospedeiro (HEGEDUS; KHACHATOURIANS, 1995).
Apos a penetracao do fungo através do tegumento do inseto, as hifas crescem e ao
atingirem a hemolinfa dao origem a hifas do tipo levedura unicelular (blastosporos) que
tem a capacidade de circular liviemente dentro da hemolinfa e explorar rapidamente
os tecidos do hospedeiro (WANCHOO et al., 2009).

O objetivo desse trabalho foi investigar a persisténcia da viruléncia de blastosporos
do fungo entomopatogénico M. anisopliae (Isolado LEF 2000), contra larvas de A.
aegypti provenientes de ovos coletados no campo.

2| METODOLOGIA

Os ovos do mosquito da espécie A. aegypti foram coletados com a utilizacéo
de armadilhas de coleta (ovitrampas) conforme metodologia desenvolvida por Fay e
Perry (1965) e Fay e Eliason (1966). As palhetas contendo os ovos do mosquito foram
secas em temperatura ambiente e colocadas em agua para eclosao das larvas.

Para a producao de blastosporos do fungo M. anisopliae (Isolado LEF 2000)
foi feito utilizando meio de cultura liquido contendo 3% de agua de maceracéo de
milho, 4% de glucose e 4% de extrato de levedura. Para cada 100 mL de meio foram
adicionados 1 mL de conidios na concentracéo de 1x107 conidios mL™ previamente
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cultivado em BDA. A solucéo foi incubada em Shaker Orbital a 27°C e 152 rpm por trés
dias, filtrada em tecido Whatman n° 105 e centrifugada a 3000 rpm. O sobrenadante
foi descartado e os blastosporos foram formulados em dgua destilada na concentracao
de 1x107 blastosporos mL". Os controles foram feitos com agua destilada.

O experimento foi montado em laboratério em copos plasticos contendo 50 mL
da suspensao de blastosporos para cada parcela, totalizando quatro parcelas e trés
repeti¢coes. Aformulagao foi distribuida nos copos logo apds o preparo. Dez larvas (L, ,)
foram adcionadas em cada parcela. No tempo zero hora, as larvas foram adicionadas
em cada parcela logo ap6s o preparo da formulagédo. Para verificar a persisténcia da
viruléncia dos blastosporos, larvas foram adicionadas ap0s trés, seis, nove e doze
dias do preparo da formulagao. O experimento foi avaliado durante sete dias apds a
adicao das larvas. Para a comparacao das curvas de sobrevivéncia e o tempo médio
de sobrevivéncia (S,,), foi utilizado o método de Kaplan-Meier pelo programa Graph
Pad Prism 5.0.

31 RESULTADOS

Os resultados apresentados na Tabela 1 demonstraram que as larvas adicionadas
logo apds o preparo da suspensao fungica tiveram a sobrevivéncia reduzida e
apresentaram tempo médio de sobrevivéncia (S,,) de um dia. As larvas adicionadas
apos 3 dias apresentaram 6,2% de sobrevivéncia e S, de 4 dias. Os tratamentos 6 e 9
dias apresentaram 2,5% e 17,5% de sobrevivéncia, respectivamente e S, de 2 dias.
No tratamento de 12 dias, as larvas apresentaram 46,2% de sobrevivéncia, e S, de 6
dias No tratamento controle 97,5% da larvas sobreviveram.

Aos 6 e 9 dias foi possivel verificar na superficie da suspenséo fungica a presenca
de conidios oriundos da germinagao dos blastosporos, o que pode ter influenciado na
mortalidade das larvas (Figura 1).

Tratamentos % Sobrevivéncia + Desv.Pad. S,
0 hora 0 1
3 dias 6,227 4
6 dias 25+17 2
9 dias 17,5+4.2 2
12 dias 46,2 +5.5 6
Controle 97,517 Nao determinado

Tabela 1- Porcentagem de sobrevivéncia de larvas de A. aegypti tratadas com blastosporos do
fungo M. anisopliae (Isolado LEF 2000).
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Figura 1- Blastosporos de M. anisopliae durante o experimento com larvas de A. aegypti (A) e
que deram origem a conidios (B).

4 | DISCUSSAO

Neste trabalho foi possivel constatar a persisténcia de blastosporos em agua
0 que acarretou na mortalidade das larvas de A. aegypti ao longo dos dias. Os
blastosporos presentes na agua deram origem a conidios que também contribuiu para
a mortalidade das larvas.

A determinacéo da persisténcia de agentes inseticidas € essencial para definir
a concentracao e o tempo necessario para infectar e matar os mosquitos (MNYONE
et al., 2009). Segundo Scholte et al. (2004), conidios de M. anisopliae sao eficientes
no controle de larvas e adultos de mosquitos, mas tem como fator limitante a falta de
persisténcia dos esporos no ambiente. Entretanto, na literatura ndo existem trabalhos
gue relatam a persisténcia de blastosporos de fungos entomopatogénicos no controle
de larvas de mosquitos. Riaz et al. (2013) demonstraram, em trabalho de laboratério,
que conidios do fungo M. anisopliae dao origem a blastosporos quando os conidios
sdo adicionados em meio de cultura liquido. Porém nao ha relato na literatura da
capacidade de blastosporos originar conidios, especialmente em agua sem meio de
cultura. Segundo Alkhaibari et al. (2016) os blastosporos, ao contrario dos conidios,
aderem e penetram facilmente a cuticula das larvas de mosquitos e sao facilmente
ingeridos pelas larvas e podem infectar o inseto através do intestino, invadindo a
hemocele rapidamente.

O presente estudo demonstrou pela primeira vez a persisténcia da viruléncia de
blastosporos visando o controle de larvas de A. aegypti. Foi observado a capacidade
desse tipo de esporo em originar conidios que também foram infectivos as larvas.
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51 CONCLUSAO

Blastosporos de M. anisopliae séo eficientes no controle de larvas de campo
do mosquito A. aegypti. A germinacdo e penetracdo rapida dos blastosporos e a
observacao de conidios formados na agua, tornam blastosporos de M. anisopliae
promissores para controle de larvas. Esta capacidade permite que o fungo atua por
mais tempo no ambiente.
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