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RESUMO

GOMES, SIMONE AZEVEDO; Dissertacdo apresentada ao Programa de POs-
Graduacdo em Producdo Vegetal; Universidade Estadual do Norte Fluminense
Darcy Ribeiro; Agosto de 2012; Avaliacdo da toxicidade de extratos da alga
Laurencia dendroideae e de Azadirachta indica (nim) e sinergismo entre o éleo de
Nim e o fungo entomopatogénico Metarhizium anisopliae contra larvas de Aedes
aegypti; Orientador: Richard lan Samuels; Coorientador: Adriano Rodrigues de
Paula.

No presente trabalho, foi investigado a toxicidade de extratos da alga
Laurencia dendroidea e da planta Azadirachta indica (Nim) a larvas do mosquito
Aedes aegypti. Também foi investigado o possivel sinergismo entre extratos de
Nim e o fungo entomopatogénico Metarhizium anisopliae visando o controle de
larvas de A. aegypti. No primeiro experimento as larvas foram expostas aos
extratos da alga L. dendroidea oriundas de diferentes locais e dissolvido em 0,1%
de Dimetilsulféxido (DMSO). Foi avaliado a sobrevivéncia de larvas de Aedes

vii



aegypti com trés repeticdes para cada tratamento, avaliado diariamente durante 8
dias. As larvas expostas a concentracdo de 5 ppm do extrato da alga coletada em
Manguinhos (ES) apresentaram porcentagem de sobrevivéncia de 47,7 (+ 7,98) e
tempo médio de sobrevivéncia (Sso) de 7 dias, as expostas a concentracdo de 10
ppm sobreviveram 1,1% (+ 13,2) com Sso de 3 dias. As larvas expostas a
concentragdes de 20 ppm resultaram em 0% de sobrevivéncia. O extrato de algas
coletadas em Angra dos Reis (RJ) na concentracdo de 5 ppm nao causou
mortalidade. As tratadas com a concentracdo de 10 ppm apresentaram
sobrevivéncia de 20% (+ 6,56) e Sso de 4 dias. Nas concentracdes de 20, 30 e 40
ppm 100% das larvas morreram. Todos os tratamentos com 0s extratos da alga
coletada em Parati (RJ) resultaram em 100% de mortalidade das larvas e Sso de 2
dias na concentracdo de 5 ppm e de 1 dia nas demais concentracfes. O extrato
da alga coletada em Buzios (RJ) resultou em 100% de mortalidade e Sso de 1 dia
em todas as concentracoes testadas. A sobrevivéncia do tratamento controle foi
de 100% e do tratamento DMSO foi de 98% (+ 0,35). No segundo experimento foi
avaliada a toxicidade do 6leo de Nim nas concentracdes de 10° % a 1%. As
larvas expostas as concentraces de 10°%, 107%, de Nim, resultaram em
sobrevivéncia de 92,2% (= 1,24), 82,2% (x 2), respectivamente, ndo diferindo
estatisticamente do tratamento controle P>0,01. As larvas expostas as
concentracdes de 10°%, 102 %, 5x102 %, 10" e 1% tiveram sobrevivéncia de
74,4% (+ 3,27), 18,12% (+ 15,95), 22,43% (+ 11,10), 16,7% (+ 16,92) e 5,6% (+
19,04), respectivamente, diferindo estatisticamente do controle (F7.3 = 71,51;
P<0,01). No terceiro experimento, foi utilizado o fungo entomopatogénico
Metarhizium anisopliae (ESALQ 818) nas concentracdes de 10° a 10® conidios/mL
suspenso em 0,05% Tween 80. A sobrevivéncia das larvas tratadas com as
concentracdes de fungo 10° e 5x10° conidios/mL foi de 93,3% (+ 1,03) e 92,2% (+
1,24), respectivamente, ndo diferindo estatisticamente do controle (P>0,01). A
sobrevivéncia das larvas tratadas com as demais concentracdes diferiu
estatisticamente do controle (Fsi7 = 226,13; P<0,01). As tratadas com as
concentracdes de 10° e 10" conidios/mL tiveram sobrevivéncia de 12,2% (+
11,83) e 7,8% (+ 13,86), respectivamente. As larvas tratadas com a concentracao
de 108 conidios/mL apresentaram sobrevivéncia de 0%. No quarto experimento foi
avaliado se o fungo associado ao 6leo de Nim reduziria a sobrevivéncia de larvas,

comparado com testes feitos somente com fungo ou somente com 0Oleo de Nim.
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Na formulacéo fungo (5x10° conidios/mL) associado ao 6leo de Nim (10™%) a
sobrevivéncia das larvas foi de 30% (= 12,2), comparado com o teste feito
somente com o fungo que teve 92% (z+ 1,2) de sobrevivéncia e com o 6leo de Nim
a sobrevivéncia foi de 98% (+ 0,35). Neste trabalho foi mostrado, pela primeira
vez, possibilidade da utilizacdo da alga marinha L. dendroidea para o controle de
larvas de A. aegypti, demonstrando que essa pode ser uma alternativa promissora
para o controle de insetos vetores de doencas. Também foi mostrado que o fungo
entomopatogénico M. anisopliae é mais virulento a larvas de A. aegypti quando
formulado em baixas concentragdes do 6leo vegetal de Nim, o que pode ser uma
alternativa promissora para aplicagéo do fungo no campo.

Palavras-chave: Dengue, alga, 0leo de Nim, controle biologico
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ABSTRACT

GOMES, SIMONE AZEVEDO. Dissertacdo apresentada ao Programa de Pés-
Graduacdo em Producdo Vegetal.UniversidadeEstadualdo Norte Fluminense
Darcy Ribeiro. August, 2012. Evaluation of the toxicity of extracts of the alga
Laurencia dendroideae and Azadirachta indica (neem) and synergism between
Neem oil and the entomopathogenic fungus Metarhizium anisopliae against
Aedes aegypti larvae. Professor Advisor: Richard lan Samuels. Co-advisor:
Adriano Rodrigues de Paula.

In the present study, we investigated the toxicity of extracts of the alga
Laurencia dendroidea and Azadirachta indica (Neem) to larvae of the mosquito
Aedes aegypti. We also investigated the possible synergism between neem
extracts and the entomopathogenic fungus Metarhizium anisopliae with the aim of
developing a control strategy for A. aegypti larvae. In the first experiment the
larvae were exposed to extracts of the alga L. dendroidea collected from different
locations in Brazil. The extract was dissolved in 0.1% dimethylsulfoxide (DMSO).
We evaluated the survival of larvae with with three replicates for each treatment
evaluated daily for 8 days. The larvae exposed to concentrations of 5 ppm of the
extract from algae collected in Manguinhos (ES) had a mean survival 47.7% (x
7.98) and median survival time (Sso) 7 days. Only 1.1% of the larvae exposed to
10 ppm (£ 13.2) survived with Sso of 3 days. No larvae survived following exposure
to 20 ppm. The algal extract collected in Angra dos Reis (RJ) when used at a
concentration of 5 ppm caused no mortality. Those treated with 10 ppm showed a

survival rate of 20% (+ 6.56) and Sso of 4 days. At concentrations of 20, 30 and 40
X



ppm 100% of the larvae died. All treatments with algal extracts collected in Paraty
(RJ) resulted in 100% mortality of larvae and Sso 2 days when using 5 ppm and
Ssp of 1 day at all other concentrations. The algal extract from Buzios (RJ) resulted
in 100% mortality and Sso of 1 day at all concentrations tested. Survival of controls
was 100% with water and 98% (x 0.35) with DMSO. In the second experiment the
toxicity of neem oil was evaluated at concentrations of 10°% to 1%. The larvae
exposed to concentrations of 10°% and 10™% Neem resulted in 92.2% (+ 1.24)
and 82.2% (+ 2) survival respectively, and were not statistically different from the
control treatment (P> 0.01). The survival rates of larvae exposed to concentrations
of 10°%%, 102%, 5 x 102% and 107% were 74.4% (+ 3.27), 18.12% (+ 15.95),
22.43% (£ 11.10), 16.7% (x 16.92) and 5.6% (+ 19.04), respectively, differing
statistically from the control (F 723 = 71.51; P <0.01). In the third experiment we
used the entomopathogenic fungus Metarhizium anisopliae (ESALQ 818) in
concentrations from 10° to 10® conidia / mL suspended in 0.05% Tween 80. The
survival of the larvae treated with concentrations of 10° and 5x10° conidia/mL was
93.3% (x 1.03) and 92.2% (+ 1.24), respectively, which were not statistically
different from the controls (P> 0.01). The survival of larvae treated with other
concentrations differed from the controls (gs, 17 = 226.13, P <0.01). The survival of
larvae treated with concentrations of 10° and 10’ conidia / ml was 12.2% (+ 11.83)
and 7.8% (+ 13.86) respectively. The survival rate of larvae treated with 10°
conidia/ml was zero. In the fourth experiment we evaluated whether the fungus
associated with Neem oil would reduce the survival of larvae, compared with tests
carried out with only fungus or only Neem oil. For the formulation fungus (5 x 10°
conidia/ml) + neem oil (10* %), larval survival was 30% (+ 12.2), whilst survival
with fungus alone was 92% (+ 1.2) and with Neem oil only survival was 98% (z
0.35). In this study we show for the first time, the potential of the marine alga L.
dendroidea for the control of A. aegypti larvae showing that this could be a
promising alternative for the control of insect vectors of disease. It was also shown
that the virulence of the entomopathogenic fungus M. anisopliae is enhanced
when formulated in low concentrations of neem oil, which may be a promising

alternative for applying the fungus under field conditions.

Keywords: Dengue, alga, Neem oil, biological control
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1. INTRODUCAO

O mosquito da espécie Aedes aegypti € originario da Africa sendo o
principal vetor da dengue. A. aegypti € amplamente distribuido nas regides
tropicais e subtropicais e é altamente adaptado a ambientes urbanos. Sendo
frequentemente encontrado dentro ou perto de casas desempenhando um papel
importante na transmisséo de arbovirus como a dengue e a febre amarela urbana
(Consoli & Oliveira, 1998).

A dengue € uma infeccdo viral causada por um dos quatro sorotipos
denominados DEN-1, DEN-2, DEN-3 e DEN-4. A dengue é endémica em muitos
paises tropicais e subtropicais, mas sua incidéncia segue um padrdo sazonal.
Isso ocorre porque a abundancia de A. aegypti € regulada pela chuva, que
fornece os locais de reproducdo e estimula a eclosdo dos ovos, e pela
temperatura, que influencia a sobrevivéncia dos insetos e sua taxa de

desenvolvimento e reproducao (Johansson et al., 2009).



As algas marinhas se apresentam como alternativa para o controle de
insetos, visto que em seu ecossistema elas produzem substancias para se
defender contra a injuria nos seus tecidos pela acdo de micro-organismos
parasitos, e organismos incrustantes. Elas sdo conhecidas por produzir uma
gama de produtos bioativos com possiveis usos na industria farmacéutica,
apresentando ag¢Bes como anticoagulante, antifingica, anti-helmintica,
antibacteriana e anti-inflamatoria (Mayer & Hamann, 2005).

As algas sintetizam produtos com um amplo espectro de atividades
biolégicas, principalmente os representantes de mares tropicais e subtropicais,
como é o0 caso da costa brasileira, sendo, portanto, muito relevante o seu uso
fitoquimico (Texeira et al., 1991).

Os extratos da planta Nim (Azadirachta indica) sdo capazes de controlar
grande numero de pragas por meio de uma gama de compostos bioativos. Seus
principais elementos quimicos sdo uma mistura de 3 ou 4 compostos correlatos,
gue podem ser modificados em mais de 20 outros menores, porém nao menos
ativos (Mossini & Kemmelmeier, 2005). Diante de tais propriedades essa espécie
vegetal tem sido relatada na literatura como eficiente no controle de insetos,
principalmente no controle de pragas agricolas.

A azadiractina, principal composto da planta com atividade inseticida, pode
atuar no nivel fisioldgico, interferindo na sintese e liberacdo de horménios levando
a muda incompleta em insetos imaturos. Em fémeas de adultos, um mecanismo
de acdo semelhante leva a esterilidade. Além disso, azadiractina € um composto
antialimentar potente para muitos insetos (Isman, 2006).

Vérios estudos tém sido realizados nos ultimos anos para elucidar as
modificacdes no mecanismo de controle enddocrino induzido pela azadiractina,
responsavel pelos efeitos observados na inibicdo de crescimento. Estes estudos
permitiram identificar modificacdes nos niveis de horménios morfogenéticos como
a ecdisona Foi identificada uma acentuada similaridade estrutural entre a
ecdisona e a azadiractina, entretanto ndo esta claro se os efeitos sobre estas

taxas hormonais sé&o diretos ou indiretos (Junior, 2003).



Os fungos entomopatogénicos sao relatados com potencial para o controle
de insetos agricolas e vetores. Trabalhos realizados pelo grupo de pesquisa do
professor Richard lan Samuels da Universidade Estadual do Norte Fluminense-
Darcy Ribeiro mostraram a suscetibilidade do mosquito A. aegypti aos fungos
entomopatogénicos Metarhizium anisopliae e Beauveria bassiana visando o
controle de larvas (Pereira et al., 2009) e adultos (Paula et al., 2008). Em trabalho
posterior Paula et al., (2011) formularam o fungo entomopatogénico M. anisopliae
com dose subletal do inseticida Imidacloprid para aumentar a viruléncia do fungo,
contra adulto de A. aegypti e observaram efeitos sinérgicos.

Neste trabalho, além dos testes realizados com a alga marinha da espécie
Laurencia dendroidea coletada em diferentes regides, também foram realizados
testes para investigar o possivel sinergismo do fungo entomopatogénico M.
anisopliae com o 6leo de Nim, visando melhorar a eficiéncia do fungo para o
controle de larvas de A. aegypti.

O presente trabalho objetivou buscar métodos alternativos ao controle do
mosquito vetor da dengue, avaliando em laboratdrio a toxidade do extrato quimico
da alga marinha L. dendroidea coletada em diferentes regiées do Brasil contra
larvas de A. aegypti. Também foi avaliada a toxicidade de diferentes
concentracdes do 6leo vegetal de Nim, e a viruléncia de diferentes concentracées
do fungo entomopatogéncio M. anisopliae. Para finalizar foi avaliada a associagéo
do dleo vegetal de Nim com o fungo para averiguar a acéo sinérgica. A principal
perspectiva € a utilizacdo de tais métodos em pesquisa de campo apos testes de

persisténcia em laboratério.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Biologia do mosquito A. aegypti.

Os mosquitos sdo insetos pertencentes a Ordem Diptera e Familia
Culicidae (Tabela 1), conhecidos também como pernilongos, muricocas ou
carapanas. Mosquitos do género Aedes desenvolvem-se em criadouros, tanto
naturais (buracos em éarvore, bromélias, internédios de bambu) quanto artificiais
gue sao representados principalmente por pneus, latas, vidros, cacos de garrafa,
pratos de vasos e xaxins e vasos de cemitério, caixas d'agua, tonéis, latdes e
cisternas destampadas ou mal tampadas, ou mesmo lagos artificiais, piscinas e
aquarios abandonados.

Tabela 1: Classificacdo do mosquito da espécie Aedes aegypti segundo Linnaeus,
1762

Classificagao cientifica

Aedes aegypti (Linnaeus, 1762)

Aedes aegypti (Aedes do grego "odioso" e aegypti do latim "do Egito").

Reino Animalia
Filo Arthropoda
Classe Insecta
Ordem Diptera
Familia Culicidae
Género Aedes
Espécie Aedes aegypti




Os mosquitos fémeas se alimentam de seiva e, ap0s a cOpula precisam
de sangue para a producao de ovos. Nesse ato podem adquirir o virus da dengue
ou Febre Amarela e apdés o estabelecimento da infeccdo no mosquito pode
transmitir ao homem.

Em geral, a fémea de culicideos faz uma postura apdés cada repasto
sanguineo. Entretanto, A. aegypti, alimenta-se mais de uma vez entre oviposi¢cdes
sucessivas, antes de estar totalmente ingurgitado. Essa caracteristica aumenta a
possibilidade do mosquito ingerir e transmitir o virus (Barata et al., 2001).

Os ovos dos mosquitos sdo elipticos ou ovais, muitas vezes com um lado
achatado, plano ou mesmo um tanto cbncavo. De modo geral, quando
observados em corte transversal sdo de contorno circular ou eliptico. Tém cor
palida no momento da oviposicdo, tornando-se escuros apds alguns minutos,
sendo que os inférteis geralmente ndo alcancam a tonalidade escura dos férteis
(Consoli & Oliveira, 1998). A oviposicao nao é feita diretamente na agua, 0s ovos
sao depositados isoladamente na superficie (parede) do recipiente, cercade 1 a 2
centimetros acima do nivel da agua (Roberts & Hsi, 1977).

As larvas dos mosquitos sdo sempre aquaticas, tém aspectos vermiforme e
com coloracdo que varia do esbranquicado ao enegrecido. O corpo é dividido
nitidamente em cabeca, térax e abdome e ao contrario dos adultos que possuem
aparelho bucal picador sugador, as larvas dos mosquitos tém aparelho bucal do
tipo mastigador-raspador (Consoli & Oliveira, 1998). .As mandibulas e maxilas
sdo placas robustas, dotadas de dentes e cerdas fortes, Uteis a trituracdo dos
alimentos e empregadas em estudos filogenéticos (Harbach & Peyton, 1993). A
fase larval do inseto € um periodo de nutricdo e desenvolvimento pelo qual as
larvas passam a maior parte do tempo se alimentando de matéria organica
acumulada nas laterais ou no fundo do recipiente. A duragcéao desta fase depende
da temperatura, disponibilidade de alimento e densidade das larvas no criadouro
(Brasil, 2001).

As pupas possuem o aspecto de virgula e é nesta fase que elas cessam a
alimentacdo devido ao periodo de metamorfose do estagio larval para o adulto.
Séo divididas em cefalotorax e abdomen. Normalmente ficam paradas na
superficie da éagua e se movimentam ativamente quando perturbadas
(Mardondes, 2001).



Segundo Gama et al.,, (2005), o tamanho corporal das fémeas de
mosquitos parece estar relacionado a varios fatores de importancia ecoldgica e
epidemioldgica, tais como: longevidade, numero de ovos por postura e
capacidade vetorial. Os autores observaram uma relacdo inversamente
proporcional entre densidade larval e tamanho de adultos, com uma redugdo no
tamanho de fémeas e machos de A. aegypti em condi¢ces de laboratério quando

a densidade das larvas criadas em bandejas foi aumentada.

2.2 Historico da dengue e distribuicdo geografica do vetor

A palavra dengue tem origem espanhola e quer dizer "manha”. O nome faz
referéncia ao estado de moleza e prostracdo em que fica a pessoa contaminada
pelo arbovirus (abreviatura do inglés de arthropod borne virus: virus oriundo dos
artropodes). A transmissdo ocorre pela picada do mosquito A. aegypti, uma
espécie hematdfaga originaria da Africa que chegou ao continente americano na
época da colonizacao. A dengue foi vista pela primeira vez no mundo no final do
século XVIII, no Sudoeste Asiatico, em Java, e nos Estados Unidos, na Filadélfia.
Mas a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) s6 a reconheceu como doenca
neste século (Ministério da Saude, 2011).

Embora oriundo do Velho Mundo (provavelmente da regido Etidpica, tendo
sido originalmente descrito do Egito), o mosquito A. aegypti acompanhou o
homem em sua longa e ininterrupta migracao pelo mundo, e permaneceu onde as
alteracbes antropicas propiciaram a sua proliferacdo. Hoje é considerado um
mosquito cosmopolita, com ocorréncia nas regides tropicais e subtropicais,
compreendidas principalmente entre os paralelos (latitudes) 45° N e 35° S ou
mesmo fora desses limites, mas dentro das zonas isotermais de 20 °C (Consoli &
Oliveira, 1998).

O primeiro caso de febre hemorragica da dengue que se tem noticia
apareceu na década de 50, nas Filipinas e Tailandia. Ap6s a década de 60, a
presenca do virus intensificou-se nas Américas. Pesquisadores identificaram
varios sorotipos do virus, que foram numerados de 1 a 4. O sorotipo 1 apareceu
pela primeira vez em 1977, inicialmente na Jamaica, mas foi a partir de 1980 que
foram notificadas epidemias em varios paises. O sorotipo 2, encontrado em Cuba,

foi o responsavel pelo primeiro surto de febre hemorragica ocorrido fora do



Sudoeste Asiatico e Pacifico Ocidental e o segundo surto ocorreu na Venezuela,
em 1989 (Ministério da Saude, 2011).

No Brasil, ha referéncias de epidemias desde 1916, em Sao Paulo, e em
1923, em Niterdi, no Rio de Janeiro, sem comprovacao laboratorial. A primeira
epidemia, documentada clinica e laboratorialmente, ocorreu entre os anos de
1981 e 1982, em Boa Vista, Roraima, causada pelos sorotipos 1 e 4. A partir de
1986, surtos importantes ocorreram nos estados de Alagoas, Ceara e na cidade
do Rio de Janeiro, causados pelo sorotipo 1 do virus da dengue (Finkelman,
2002).

Desde entdo, a dengue vem ocorrendo no Brasil de forma continuada,
intercalando-se com a ocorréncia de epidemias, geralmente associadas com a
introducdo de novos sorotipos em areas anteriormente ilesas. Na epidemia de
1986, identificou-se a ocorréncia da circulacdo do sorotipo 1, inicialmente no
Estado do Rio de Janeiro, disseminando-se, a seguir, para outros seis estados até
1990. Nesse mesmo ano, foi identificada a circulacdo do sorotipo 2, também no
estado do Rio de Janeiro, onde entre 1991 e 1992, foram identificados 462 casos
de febre hemorragica da dengue, com 8 débitos. A transcendéncia da doenca
assumiu outra dimenséo, e esta passou a ser reconhecida como um dos
principais problemas de saude publica no pais, com o agravante de sua baixa
vulnerabilidade as medidas de controle existentes (Ministério da Saude, 2011).

A cidade do Rio de Janeiro sofreu uma grave epidemia de dengue em
2008. Esta foi a pior epidemia, caracterizada por um aumento acentuado na taxa
de letalidade, principalmente entre os individuos mais jovens. Uma combinacdo
de fatores como, clima, abundancia de mosquitos, o acumulo da populacdo
suscetivel, ou evolucdo viral, poderia explicar a gravidade desta epidemia
(Hondrio et al., 2009).

A possibilidade de reintroducéo do virus causador da febre amarela no
ambiente urbano, pela ampla dispersdo de A. aegypti, tem motivado uma intensa
atividade de vacinacéo, que registrou mais de 60 milhbes de doses aplicadas
entre 1998 e 2002 (Finkelman, 2002).



2.3 Métodos de controle do mosquito A.aegypti

2.3.1 Controle mecéanico

Para iniciar o controle de mosquitos vetores € importante 0 monitoramento
do inseto para verificar a abundancia em diferentes locais, a resisténcia e
eficiéncia das estratégias de controle utilizadas anteriormente.

O controle mecénico das larvas consiste na retirada de ambientes
propicios, natural ou artificial, para a proliferacdo do mosquito vetor. No ambiente
urbano foram introduzidas bromélias que sdo usadas pelos mosquitos fémeas
para a postura dos ovos, 0 que torna agravante nesses ambientes por nao
estarem presentes os predadores das larvas desses mosquitos. O fator mais
preocupante € o acumulo de lixo, que em periodos de chuvas servem para
armazenar agua, propiciando a eclosédo de larvas provenientes de ovos postos
nas paredes internas dos recipientes, que podem permanecer por meses e eclodir
na proxima estacdo chuvosa. O controle mecéanico dos mosquitos adultos
consiste principalmente na colocacdo de telas nas janelas e cortinados sobre as

camas (Consoli & Oliveira, 1998).

2.3.2 Controle quimico

Uma estratégia global importante para conter doencas transmitidas por
mosquitos é o controle de vetores utilizando inseticidas quimicos. No entanto, a
forte dependéncia de inseticidas para o controle de mosquito no mundo inteiro e o
uso de tais produtos quimicos tém levado a resisténcia fisiol6gica de importantes
mosquitos vetores nos ultimos anos, incluindo Anopheles gambiae (Koffi et al.,
2012), Aedes aegypti (Dusfour et al., 2011) e Culex pipiens (Liu et al., 2011) .

Os inseticidas tém sido bastante usados, tanto na agricultura e
agropecuaria quanto na area da Saude Publica. Seu uso continuado tem
provocado o aparecimento de populagbes resistentes e ocasionado problemas
para o controle de vetores. Resisténcia tem sido detectada para todas as classes
de inseticidas, afetando a reemergéncia das doencas transmitidas por vetores
(Brogdon & McAllister, 1998). Apesar dos importantes avancos alcancados no
desenvolvimento de métodos alternativos, 0s inseticidas quimicos continuam
sendo uma importante ferramenta dos programas integrados de controle (Rose,
2001).



O controle quimico, com inseticidas de origem organica ou inorganica, é
uma das metodologias mais adotadas como parte do manejo sustentivel e
integrado para o controle de vetores em Saude Publica (Rose, 2001).

A principal tatica adotada para o combate de mosquito € o uso macico de
produtos quimicos para o controle de larvas e adultos. Entretanto, o uso intensivo
de agentes quimicos aumenta o custo de controle e pode afetar a saude publica
(Polanczyk et al., 2003).

As estratégias de controle do A. aegypti estdo baseadas na utilizacdo de
produtos quimicos e biologicos, integrados com programas de manejo ambiental.
No Brasil, os programas que visam o0 controle do A. aegypti utilizam
principalmente inseticidas quimicos, onde se destacam os organofosforados (OP)
e piretroides (P) que requerem monitoramento de resisténcia constante (Luna et
al., 2004). Portanto, devem-se investir formas de controle alternativas que possam
eliminar ou minimizar os riscos de desenvolvimento de resisténcia aos produtos
utilizados. Uma delas é o controle integrado, medida que esta sendo incentivada
no Brasil, envolvendo o controle quimico, biolégico e mecéanico, com a
participacdo da populacao e respeitando as peculiaridades de cada area infestada
(Lima et al., 2006).

O monitoramento aos vetores de doencas tem como finalidade o
mapeamento de areas de risco em determinados territérios e se utilizando da
vigilancia entomoldgica que se caracteriza pela presenca do vetor, indices de
infestacdo, caracteristicas bioldgicas, tais como susceptibilidade aos inseticidas e
aos virus, avaliacdo da eficacia dos métodos de controle, etc. Se utiliza também
das acdes de controle quimico, bioldgico ou fisico, e das rela¢cdes com a vigilancia
epidemioldgica quanto a incidéncia e prevaléncia dessas doencas e ao impacto
das acdes realizadas (Funasa, 2002).

Marques et al., (1993), com a finalidade de aprimorar a vigilancia
entomoldgica dos vetores de dengue e febre amarela (A. aegypti e A. albopictus),
no Estado de S&o Paulo, realizaram um estudo comparativo de eficacia de
larvitrampas (armadilhas para larvas), e ovitrampas (armadilhas para ovos).
Conclui-se que a ovitrampa, apresenta-se como sendo bom instrumento de
deteccéo precoce de vetores de Dengue e Febre Amarela.

A implantacdo de um sistema de vigilancia de alerta precoce, com a

capacidade de integrar dados meteorologicos, sera uma ferramenta valiosa para a
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prevencdo bem-sucedida e controle da dengue, especialmente em paises nao
endémicos (Shang et al., 2010).

Lima et al.,, (2011) averiguaram 0s niveis de resisténcia dos inseticidas
Temefos e Cipemetrina e caracterizaram 0s mecanismos de resisténcia do A.
aegypti, tanto em nivel molecular e bioquimica em populacbes do Estado do
Ceara. Segundo os autores, a resisténcia a produtos quimicos inseticidas é uma
caracteristica multifatorial que pode ser afetada pela disponibilidade (ambientais e
tipos de locais de criacdo), operacional (frequéncia de aplicacdo de inseticida,
quantidade e tempo de exposi¢do) e fatores genéticos. O controle das larvas
constitui aplicagcdo de inseticidas em locais de reproducéo, induzindo mortalidade
inicial elevada, que decai lentamente com o tempo (Pontes et al., 2005).

Segundo Luz et al., (2009) o monitoramento continuo da resisténcia €&
necessario para o controle adequado de A. aegypti e, portanto, a transmisséo da
dengue. Para os autores a aplicacdo de inseticidas deve ser restrita a incidéncia
da dengue, reduzindo assim a resisténcia e aumentando o tempo de vida de um
inseticida. O desenvolvimento de estratégias de controle deve otimizar a alocacao
de recursos, reduzir a transmissdo da dengue e minimizar a evolucdo da

resisténcia.

2.3.3 Controle biolégico

O termo “controle biol6gico” foi usado pela primeira vez em 1919 pelo
pesquisador Harry S. Smith, quando se referiu ao uso de inimigos naturais no
controle de insetos pragas (Parra et al., 2002). O controle biologico é feito através
de predadores, parasitoides e patdgenos. O controle microbiano é feito pelos
agentes entomopatogénicos, que Sao microorganismos que vivem oOu se
alimentam sobre ou dentro de um inseto hospedeiro. Além de micro-organismos
como fungos, bactérias, virus e protozoarios, inclui os nematoides, que ndo sao
micro-organismos, mas sao considerados agentes entomopatogénicos, usados no
controle de insetos (Parra et al.,, 2002). Destes, os fungos entomopatogénicos
talvez sejam os mais adequados para o desenvolvimento como biopesticidas,
porque eles ndo requerem a ingestdo pelo hospedeiro, pois infectam via contato
externo (Thomas & Read, 2007)

O controle bioldgico também pode ser feito com a utilizagdo de peixes
larvofagos. Pamplona et al., (2004) utilizaram para o controle de larvas do A.
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aegypti o peixe Betta splendens em tanques de cimento localizados em nivel do
solo e observaram a capacidade dessa espécie como agente de controle
bioldgico.

Por ser de dificil acesso aos agentes da dengue, as piscinas de casas de
veraneio nao utilizadas se transformaram em criadouros de mosquito. A
Secretaria de Saude Publica (Sesap) da Praia Grande em S&o Paulo tem utilizado
peixes larvofagos conhecidos como “Guppy”, que se alimentam de larvas do
pernilongo comum e da espécie que transmite a dengue. Os exemplares sdo
colocados em reservatorios que apresentam riscos, como pocos de elevador de
obras e piscinas abandonadas (Almeida et al., 2007).

Os bioinseticidas, ao contrario dos inseticidas, permanecem no ambiente,
pois sdo disseminados entre os insetos da populacdo. Os patdégenos microbianos
apresentam vantagens em relacdo aos inseticidas quimicos de largo espectro,
pois ndo afetam populagcdes de parasitos, predadores e polinizadores (insetos ndo
alvo), ndo poluem o ambiente e, ndo sao téxicos para o0 homem e outros animais
(Alves, 1998).

Dentre os métodos de controle bioldgico as bactérias e os fungos
entomopatogénicos sdo os mais utilizados. No grupo das bactérias encontram-se
as duas espécies mais estudadas e utilizadas, Bacillus thuringiensis israelensis
(Bti) e Bacillus sphaericus, que possuem elevadas propriedades larvicidas. Ambas
produzem endotoxinas proteicas, as quais, quando ingeridas pelas larvas atacam
e destroem o epitélio do intestino meédio, levando-as a morte (Consoli & Oliveira,
1998). Atualmente, Bti € comercializada em larga escala para o controle de
mosquitos e borrachudos, e um grande numero de produtos eficientes estédo
disponiveis no mercado (Polanczyk et al., 2003).

Os departamentos governamentais brasileiros tém aumentado o interesse
na utilizacao de inseticidas microbianos em programas de controle de mosquitos
em areas urbanas (Andrade & Modolo, 1991). Entretanto, a pratica atual da
campanha contra o A. aegypti ainda é o tratamento com inseticida quimico
perifocal e focal baseado principalmente em uma formulacdo granulada de
temephos contra a fase larval (Lima & Aragéo, 1987).

No género Bacillus, B. thuringiensis € considerada a espécie de maior

interesse, pois € um entomopatdégeno que atua em varias ordens de insetos
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pragas, como Lepidoptera, Coleoptera, além de dipteros vetores de doencgas
humanas (De Maagd et al., 2003).

A eficiéncia de Bti depende do tipo de formulagdo, habitos alimentares das
espécies de Culicidae e suscetibilidade dos insetos (Lopes et al., 2010). Segundo
FAO & WHO (2002), todos os produtos comerciais formulados devem ter uma
vida atil sem qualquer perda de poténcia superior a 20%.

Bacillus thuringiensis (Bt) tem a capacidade de produzir inclusdes
cristalinas, que séo toxicos para certos invertebrados, especialmente as espécies
de larvas de insetos pertencentes a ordem coledpteros, dipteros e lepidopteros.
As inclusbes sdo formadas por diferentes proteinas cristalinas com atividade
inseticida. Durante o crescimento vegetativo, varias cepas de Bt produzem uma
variedade de antibioticos, enzimas, metabdlitos e toxinas, que podem ter efeitos
prejudiciais sobre organismos alvo e ndo-alvo (WHO, 2009).

Tratamentos experimentais com diferentes microrganismos tém como
objetivo selecionar agentes entomopatogénicos mais adequados para o controle
bioldgico de determinadas pragas, em que devem ser considerados 0s seguintes
fatores: a seguranca de utilizagdo, a especificidade, a patogenicidade, a
capacidade de producdo industrial e a viabilidade apds exposi¢cdo a condi¢bes
ambientais (Alves, 1998). Fernandes (2007) destaca que a maior parte dos
estudos, em gue se avalia o efeito entomopatogénico sobre o hospedeiro alvo, é
realizada em condi¢des ideais de laboratério, 0 que poderia superestimar sua
acao em condicOes naturais.

Véarios fungos tém sido pesquisados como potenciais no controle de
mosquitos tanto na fase de larvas quanto adulto. As espécies de fungos
entomopatogénicos Beauveria bassiana e Metarhizium anisopliae sdo as mais
pesquisadas. Pereira et al., (2009) demonstraram o potencial de isolados de
Beauveria bassiana e Metarhizium anisopliae no controle de larvas de A. aegypti.
Munguia et al.,, (2011) realizaram o primeiro estudo que demonstrou a
transmissdo de B. bassiana, por comportamento de acasalamento, de machos
virgens contaminados com conidios para fémeas saudaveis de A. aegypti,
causando 90% de mortalidade em 15 dias. Esporos infectantes de B.bassiana e
M. anisopliae tém sido usados no controle de larvas e adultos de mosquito, mas
tém como limitacdo a falta de persisténcia dos esporos no meio ambiente (Scholte
et al., 2004).
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Os fungos entomopatogénicos variam em seu modo de acao e viruléncia. Para
a infeccao ser bem-sucedida depende principalmente da capacidade de adesao e
de penetracdo do fungo no tegumento do hospedeiro e uma variedade de
enzimas extracelulares é produzida durante a degradacédo do tegumento do inseto
(Shahid et al., 2012). Portanto, existem vantagens e desvantagens em se utilizar
o controle biolégico, assim como acontece ao se utilizar outros métodos de
controle, como o quimico (Gallo et al.,, 2002). Entre as desvantagens estdo a
necessidade de condi¢des climaticas favoraveis e o cuidado no armazenamento
(Alves, 1998).

M. anisopliae € um dos fungos mais utilizados em programas de manejo
integrado de pragas (Albuquerque et al., 2005). Entretanto, em alguns casos, a
lentiddo no processo de infeccdo por alguns isolados torna inconveniente o seu
uso, pois nas relacdes patdgeno/hospedeiro, os primeiros disturbios detectados
na hemolinfa disparam reagfes de defesa dos hemadcitos na tentativa de eliminar
0 agente invasor ou limitar seu desenvolvimento. Estudos sobre esses
mecanismos podem sugerir o desenvolvimento de estratégias eficientes para o
controle de pragas (Gunnarsson & Lackie 1985).

Quanto aos métodos de producdo de fungos entomopatogénicos
comercializados ou em vias de ser comercializados no Brasil, foram
desenvolvidos no inicio do século passado e aqui introduzidos na década de 60,
baseando-se no emprego de arroz ou outros cereais como substrato (Faria &
Magalhées, 2001).

2.3.4 Controle Integrado

Desde 1980 o Programa de Controle da Dengue tem proposto o controle
integrado do vetor com medidas sanitarias, reducdo de criadouros, informacao e
participacdo da comunidade (Funasa, 1994). Em 1995, uma abordagem mais
ampla para o problema foi iniciada com o Plano Nacional de Erradicagédo do A.
aegypti (Macoris et al., 2007). Esse plano propunha saneamento ambiental,
comunicacdo e mobilizacdo social e combate direto ao vetor (Sucen 1997, 2002).
No entanto, as atividades de controle foram quase todas centradas no controle

guimico usando inseticidas para eliminar larvas e adultos.



14

Porém, a utilizacdo de inseticidas estad sendo prejudicada por problemas de
resisténcia a inseticidas, contaminagdo ambiental e riscos para a saude humana
(Hemingway & Ranson, 2000). Braga et al., (2004) realizaram trabalho de
monitoramento da resiténcia de larvas provenientes de ovos coletados no Rio de
Janeiro (RJ), Sergipe (SE) e Alagoas (AL) ao inseticida temefds. Eles observaram
resisténcia das larvas ao Temefds nos 12 municipios avaliados. Lima et al.,
(2011) verificaram resisténcia de larvas de A. aegypti coletadas em trés
localidades no Ceara ao inseticida temefés. Segundo os autores, os resultados
demonstram que as populagbes estudadas sofrem pressdo de selecdo por
temefés, comprometendo a eficacia deste organofosforado. Tais resultados
também fornecem evidéncias de que o processo de reducdo de resisténcia ao
larvicida presente no campo é dificil e lento e pode exigir mais de sete anos para
que aconteca uma reversdo. Segundo Montella et al., (2007), no Brasil a
resisténcia do A. aegypti ao temefés, utilizado desde 1967, foi detectada em
varios municipios, em 2000.

Portanto, abordagens alternativas sédo requeridas para minimizar a selecéo de
insetos resistentes (Zaim & Guillet, 2002). O uso de produtos quimicos em
concentracbes subletais junto com agentes biol6gicos é uma estratégia que
permite reduzir a quantidade e o custo com o inimigo natural (Tamai et al., 2002).
Uma alternativa ¢é a utilizacdo de inseticidas em associacdo com
entomopatdégenos no manejo integrado de pragas que vem se mostrando capaz
na reducdo da densidade populacional de pragas desde que ambos sejam
compativeis (Borges & Nova, 2011).

Sinergismo do inseticida Imidaclopid aplicado junto com o fungo
entomopatogénico M. anisopliae, foi observado por Paula et al., (2011), que
verificaram uma reducdo na sobrevivéncia de mosquitos adultos da espécie A.
aegypti, quando comparado com a formulacdo apenas com fungo. Oliveira &
Alves (2007) estudaram o sinergismo do fungo entomopatogénico B. bassiana
com algas diatomaceas para o controle do cascudinho, (Alphitobius diaperinus)
gque € considerado uma das principais pragas presentes em gréos da avicultura.
Eles concluiram que pode ocorrer interacdo sinérgica entre 0s agentes
dependendo da estratégia adotada, sendo a umidade do ambiente e a
concentracdo do fungo os fatores limitantes a serem considerados para a

interacdo. Em condi¢cdes de campo Neves & Alves (1999) estudaram a eficiéncia
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do controle de colbnias do cupim (Cornitermes cumulans), utilizando Imidacloprid
juntamente com os fungos entomopatogénicos (M. anisopliae e B. bassiana) e
observaram que ocorre acao sinérgica quando aplicados em associacdo com o
estressor Imidacloprid em concentracdes subletais.

O objetivo do trabalho de Rondelli et al., (2011) foi avaliar a eficiéncia, a
estabilidade, a forma de aplicacdo e a compatibilidade do 6leo de mamona com o
fungo entomopatogénico B. bassiana no controle da traca-das-cruciferas, Plutella
xylostella (Lepidoptera: Plutellidae), que é a praga mais importante de plantas da
familia Brassicaceae. A mistura do 0leo de mamona a 2%, com B. bassiana é
compativel e eficiente no controle de P. xylostella.

O controle integrado utilizando inseticidas seletivos e fungos
entomopatogénicos € uma estratégia viavel, porém alguns dos inseticidas podem
atuar negativamente sobre o fungo, reduzindo o crescimento vegetativo, a
esporulacédo e viabilidade (Andal6 et al., 2004). Polanczyk & Alves (2005), ao
estudarem em laboratério a interagdo de isolados de B. thuringiensis com B.
bassiana, para o controle da lagarta-do-cartucho, (Spodoptera frugiperda),
observaram que o controle com os dois agentes juntos foi igual quando usados

separadamente.

2.4 Produtos naturais para o controle de insetos vetores de doencas

A utilizacdo de produtos naturais pode ser considerada uma alternativa
importante para o controle de insetos, uma vez que sao biodegradaveis e nao
agridem ao ambiente. Algumas espécies vegetais tém demonstrado potencial no
controle de insetos pragas e vetores.

Nos ultimos anos, esfor¢os tém sido feitos na busca de produtos naturais
derivados de plantas e microrganismos como alternativa aos inseticidas quimicos
convencionais (Quesada-Moraga et al., 2006). Pesticidas biolégicos sdo muitas
vezes apontados como sendo mais seguros e mais sustentaveis. Mas eles
também tendem a ser menos eficazes e mais caros, limitando o0 seu uso
generalizado (Thomas & Read, 2007).

O extrato vegetal de ramos de Trichilia pallida (Meliaceae) ao ser
impregnado em folhas de milho, causa mortalidade larval de 100% da lagarta-do--
-cartucho em concentracdo igual ou superior a 0,05%. Na concentracdo de
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0006% afeta a sobrevivéncia e alonga a fase larval e em concentragéo igual ou
inferior a 0,0008% n&o provoca qualquer efeito aparente (Roel et al., 2000).

Souza & Vendramim (2001) avaliaram a atividade inseticida de extratos
aguosos de ramos, folhas, frutos verdes e frutos maduros de Melia azedarach e
de ramos, folhas e cortex de Trichilia pallida, ambas Meliaceae, sobre ovos e
ninfas da mosca-branca Bemisia tabaci, criada em tomateiro. Os autores
verificaram que os frutos verdes de M. azedarach foram a estrutura vegetal mais
efetiva, seguindo-se as folhas e os frutos maduros. Para T. pallida, os ramos
foram os mais efetivos, vindo a seguir as folhas. Os extratos de ramos de M.
azedarach e de coértex de T. pallida ndo apresentaram efeito inseticida
significativo. Nenhum dos extratos testados afetou a duracdo das fases imaturas.

A espécie de planta Schinus terebinthifolia, popularmente conhecida
como aroeira, tem mostrado eficiéncia no controle dos estadios de ovo, larva e
pupa das espécies de mosquitos An. gambiae, An. arabiensis e CXx.
quinquefasciatus (Kweka et al., 2011).

Simas et al., (2004), verificaram acao téxica de Myroxylon balsamum, uma
arvore da familia das leguminosas, contra larvas do mosquito A. aegypti. Os
resultados obtidos por Pimenta et al., (2006) sugerem que extrato de frutos de
Pterodon polygalaeflorus (Leguminosae) € um promissor agente larvicida sobre A.
aegypti.

Silva et al., (2004) apresentaram pela primeira vez, o estudo fitoquimico
das fracbGes larvicidas isoladas da casca do caule de Magonia pubescens
(Sapindaceae), planta caracteristica do Cerrado brasileiro, sobre larvas de 3°
estadio de A. aegypti, e observaram que das noves fracdes de compostos

obtidas apenas trés apresentaram atividade toxica.

2.5 Extratos de algas marinhas

As algas vermelhas (Rhodophyta) sdo reconhecidas como as maiores
produtoras de substancias halogenadas no meio marinho (Fenical, 1975; Teixeira,
1991). Dentre elas, o género Laurencia destaca-se como uma fonte fascinante de
novos produtos naturais (Erickson, 1983). Essas algas sdo amplamente
distribuidas em mares temperados-quentes e tropicais do mundo (Bold & Wynne,
1978).
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Segundo Oliveira-Filho, (1977), as algas s&o organismos eucariéticos que
possuem clorofila a e um talo ndo diferenciado em raiz, caule ou folhas, com
habito predominantemente aquatico. Neste ambiente, as algas podem fazer parte
dos “bentos” (individuos fixos no substrato) ou “plancton” (individuos suspensos
na agua).

O ambiente marinho, principalmente nas regides tropicais, apresenta uma
diversidade de espécies comparavel aquela presente nas florestas tropicais. Esta
riqueza de espécies é capaz de produzir uma enorme variedade de estruturas
quimicas com um potencial elevado para descoberta de novos farmacos (Molinski
et al., 2009).

As algas vermelhas estdo entre as principais produtoras de metabdlitos
secundarios no ambiente marinho. Dentre as espécies mais estudadas
mundialmente, encontram-se as algas do género Laurencia (Cardozo et al.,
2007). O género é encontrado em mares subtropicais e tropicais de todo mundo,
abrangendo cerca de 150 espécies (Machado et al., 2010).

As algas marinhas bentbnicas produzem diversos metabdlitos
secundarios que minimizam a acgdo de herbivoros (Hay, & Steinberg, 1992;
Pereira, 1993). Por outro lado, varias substancias também podem apresentar,
simultaneamente, outras fungdes, tais como defesa frente a agentes patogénicos
e organismos incrustantes (que ficam aderidos sobre as algas) e, deste modo,
aumentam o valor adaptativo para as algas que as produzem (Van Alstyne &
Paul, 1988).

Acredita-se que a producdo de metabdlitos secundarios esteja
relacionada a adaptacdo da alga ao ambiente marinho. Estudos mostram que os
metabdlitos de Laurencia podem apresentar multiplas fun¢des, como protecao
contra herbivoros e organismos incrustantes, aumentando a capacidade
adaptativa do individuo ao ambiente (Pereira et al., 2003). A mediacdo destes
metabdlitos em interagdes entre organismos pode indicar que estas moléculas
também atuam em outros sistemas bioldgicos (Machado et al., 2010).

Santos et al.,, (2010) investigaram a atividade tdxica de sesquiterpeno
elatol, o maior constituinte da alga vermelha brasileira L. dendroidea contra o
protozoario Leishmania amazonensis e mostraram que o elatol € um potente
agente antiproliferativo contra as formas promastigotas e amastigosta

(intracelular), e induziram mudancas notaveis na ultraestrutura da mitocondria do
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parasita. Mendes et al., (2010) relataram atividade antiviral da alga verde marinha
Ulva fasciata na replicagdo do metapneumovirus humano causador de infecgéo
respiratoria. Estudos realizados por lliopoulou et al., (2003) relataram atividades
de metabdlitos isolados de Laurencia obtusa contra virus HIV e outros.

As algas marinhas sdo abundantes no nosso territorio e esse recurso
natural pode ser testado para o controle de insetos vetores de doencas, visto que

nao existem pesquisas nesse sentido.

2.6 Oleo de Nim

2.6.1 Caracteristicas da planta Nim

A espécie vegetal conhecida popularmente como Nim (Azadirachta indica
A. Juss) é nativa da india (Dua et al., 2009) e cresce bem em é&reas de clima
tropical e subtropical (Verkerk & Wright, 1993).

Esta espécie pertence a familia Meliaceae, como o mogno, e o0 porte da
arvore pode variar de 15 a 20 m de altura, com tronco semirreto a reto, de 30 a 80
cm de diametro, relativamente curto e duro, com fissuras e escamas, de
coloracdo marrom-avermelhada (Mossini & Kemmelmeier, 2005). O diametro da
copa varia de 8 a 12m, podendo atingir 15 m em arvores isoladas (Martinez,
2002).

A planta de Nim tem chamado a atencdo de muitos pesquisadores por suas
propriedades medicinais, uso na agricultura e na industria, como arvore de
sombra, producdo de madeira etc. A azadiractina, um tetranortriterpenoide isolado
da semente de Nim, constitui um importante principio ativo do ponto de vista
entomoldgico (Mordue et al., 2000).

Nim tem sido descrito com atividade antimalérica: estudos relatam efeitos
do extrato de sementes sobre o crescimento e desenvolvimento dos estagios
sexual e assexual do parasita humano da malaria Plasmodium falciparum
(Mossini & Kemmelmeier, 2005).

Produtos a base de dleo de Nim tém demonstrado efeitos antifertilidade,
acdo espermicida direta e atividade antimicrobiana significativa contra patégenos
sexualmente transmissiveis (Garg et al., 1998). Shaikh et al., (2009) verificaram

efeitos do o6leo de Nim na estrutura e funcdo de ovarios de fémeas de ratos
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albinos e concluiram que o 6leo de Nim tem potencial anticonceptivo dose-
dependente.

O composto azadiractina e o extrato aquoso de folhas também
demonstram acao inibitoria in vitro e in vivo sobre a replicacdo do virus da
Dengue tipo 2 (Parida et al., 2002). O Nim tem demonstrado afetar o
desenvolvimento do protozoario parasita Trypanosoma cruzi em diferentes

espécies do vetor triatomineo (Dhar et al., 1998).

2.6.2 Utilizacdo de Nim no controle de insetos

Todos os inseticidas naturais a base de Nim sdo produzidos por extracao
da planta e sdo biodegradaveis, portanto ndo deixam residuos toxicos nem
contaminam o ambiente. Possuem acao repelente, antialimentar, reguladora de
crescimento e inseticida, além de atividade acaricida, fungicida e nematicida
(Martinez, 2003).

O d6leo de A. indica é retirado de sementes, onde 0s principios ativos sdo
mais concentrados e seus derivados mais efetivos (Oliveira et al., 2007) . De
acordo com Balandrin et al., (1988), dentre os componentes com atividade
inseticida presentes em A. indica, 75% deles estdo concentrados nas sementes.

Produtos inseticidas de origem vegetal possuem efeito apds a ingestéo,
inibindo algumas das funcdes vitais, tais como reproducdo, alimentacéo,
crescimento, sempre na dependéncia da concentragéo utilizada antes de provocar
mortalidade (Rodriguez & Vendramim, 1997). Produtos derivados de Nim tém
vantagem de ser praticamente ndo téxicos ao homem e serem rapidamente
degradados no solo e nas plantas (Isman, 2006).

Umeh & Ivbijaro (1999) observaram a eficiéncia do extrato aquoso de Nim
contra cupins que infestam as lavouras de milho, mostrando que o Nim pode ter
eficiéncia em pequenas culturas. O 6leo de Nim teve efeito téxico contra larvas de
Anopheles gambiae e inibiu o desenvolvimento de pupas (Okumu et al., 2007).
Dua et al., (1995) verificaram acéo repelente de creme de Nim contra mosquitos
das espécies A. albopictus, A. aegypti, C. quinquefasciatus, Anopheles
culicifacies e Anopheles subpictus.

A pulverizagdo de solugBes aquosas de 6Oleo de Nim sobre plantulas de

cafeeiros reduziu o numero de ovos depositados por adultos de Leucoptera
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coffeella sobre as folhas, mostrando a acéo inibitoria de oviposicdo do produto
sobre a espécie vegetal. Verificaram também que a pulverizacdo sobre ovos
desta espécie reduziu a eclosdo das larvas dependentes da dose, mostrando
efeito larvicida de contato do produto sobre essa espécie (Martinez, 2003).

Para Mordue et al., (2000) a Azadiractina, principal composto do 6leo de
Nim, pode apresentar efeitos diretos causando inibicdo da divisdo celular e na
sintese de proteina acarretando paralisia dos musculos, necrose e falta de
producdo de enzimas no intestino médio. Azevedo et al., (2005) estudaram o
efeito do 6leo de Nim no controle de Bemisia tabaci (mosca-branca) em cultura de
meloeiro no Nordeste brasileiro e verificaram que foi eficiente no controle de

adultos e ninfas.

2.6.3 Fungos entomopatogénicos no controle de insetos

Os fungos foram os primeiros patdgenos de insetos utilizados em controle
microbiano (Alves, 1998). Os fungos entomopatogénicos invadem seus
hospedeiros através do esqueleto externo (cuticula), que é uma estrutura
complexa composta por proteina e quitina. Por meio da acdo combinada de
enzimas hidroliticas, tais como quitinase, protease e lipase, os micélios fungicos
sdo capazes de penetrar nestas barreiras (Bidochka & Khachatourians, 1987).

Dessa forma, o fungo pode atuar no inseto pelo contato néo precisando ser
ingerido. A infeccéo do inseto envolve adeséo e germinagdo dos esporos com a
formacdo do tubo germinativo e apressério que torna a infec¢cdo possivel,
juntamente com as enzimas de degradacédo da cuticula (Devi & Lal, (2008).

Entre as principais vantagens da utilizagdo do M.anisopliae no controle
biolégico de insetos esta a facilidade de producdo das suas unidades infectivas
em escala comercial, facilidade de aplicacdo em condi¢cdes de campo, o baixo
custo decorrido de sua utilizagédo e, principalmente, o reduzido impacto ambiental
(Orlandelli & Pamphile, 2011).

A associacdo de extratos de origem vegetal com fungos
entomopatogénicos pode aumentar a eficiéncia do controle biolégico de pragas,
reduzindo custos e impactos. Foi demonstrado que o 6leo de Nim nao tem efeito
na viabilidade dos fungos (Marques et al., 2004). Segundo o0s autores este

resultado € importante, pois mostra o potencial de utilizacdo conjunta de esporos
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do fungo veiculados em solucdo aquosa de 6leo de Nim, sem que haja reducéo
da germinacao dos esporos.

Santos et al., (2009) avaliaram em laboratério a compatibilidade dos
fungos entomopatogénicos Metarhizium anisopliae var. acridum e Metarhizium
anisopliae var. anisopliae com o 6leo de Nim em meio de cultura batata-dextrose-
dgar (BDA). Os autores observaram que ambas as linhagens fungicas
apresentaram compatibilidade com 6leo de Nim. Dessa forma, espera-se que o
produto considerado compativel nesse tipo de teste também o seja quando
aplicado em condicbes de campo.Trabalho realizado por Santos et al., (2009) em
teste em meio de cultura batata-dextrose-agar (BDA) verificou que as linhagens
fungicas M. anisopliae var. acridum e M. anisopliae var. anisopliae apresentaram

compatibilidade com o éleo de Nim.
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3. HIPOTESES DO TRABALHO

Investigar se as larvas de A. aegypti serdo suscetiveis aos efeitos toxicos
do extrato da alga marinha Laurencia dendroidea e aos efeitos toxicos do 6leo

extraido da planta de Nim (Azadirachta indica).

O extrato quimico da alga extraido de diferentes regides poderia apresentar

diferencas em toxicidade contra larvas.

O 6leo de Nim com o aumento das concentracbes causara reducdo

progressiva na sobrevivéncia das larvas.

O oOleo de Nim em associacdo com o fungo entomopatogénico M.

anisopliae tera efeito sinérgico no controle das larvas.
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4. OBJETIVO GERAL

Investigar em laboratoério a toxidade do extrato da alga marinha Laurencia
dendroidea e do Oleo vegetal de Nim e a viruléncia de diferentes concentracdes
do fungo entomopatogénico M. anisopliae isoladamente e em associagdo com o

6leo de Nim contra larvas de Aedes aegypti da linhagem Rockfeller.
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5. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar a toxicidade de diferentes concentracdes do extrato quimico da alga
marinha L. dendroidea coletada em diferentes regides do Brasil.

Avaliar a toxicidade de diferentes concentracbes do 6leo de Nim contra

larvas de A. aegypti.

Avaliar a sobrevivéncia das larvas expostas a 6leo de Nim associada ao

fungo M. anisopliae.
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6. MATERIAL E METODOS

A pesquisa foi desenvolvida durante a dissertacdo de mestrado no
Laboratério de Entomologia e Fitopatologia (LEF), no Centro de Ciéncias e
Tecnologias Agropecuarias da Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy
Ribeiro. Os experimentos com o0s extratos da alga foram realizados em
colaboracdo com Nucleo de Pesquisas Ecolégicas de Macaé (NUPEM) da
Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ).

6.1 Criagcdo dos mosquitos linhagem Rockfeller

Os mosquitos da espécie A. aegypti (Linhagem Rockfeller) foram criados
no insetario do LEF e NUPEM. Os mosquitos adultos foram criados em gaiolas de
plastico (30 cm x 20 cm x 20 cm) cobertas com organza e alimentados com
sacarose 10%. ApoOs copularem foram colocados em contato com uma ave em
estagio juvenil (do género Gallus) e imobilizada para as fémeas procederem ao
repasto sanguineo. ApOs o0 repasso as fémeas ovipositaram em papel filtro
colocado em um pote de 100 mL coberto com 50 mL de agua no interior da
gaiola. O papel fitro contendo os ovos foi coletado apds quatro dias e seco em
condicbes ambientais durante trés dias. Posteriormente o papel filtro foi colocado
em bandeja de (10 cm x 30 cm x 20 cm) com &gua de torneira tratada, preparada
com 24 horas de antecedéncia, com aproximadamente 1 grama de racéo de gato,
para favorecer a proliferacdo de bactérias e facilitar o desenvolvimento das
larvas. ApoOs dois dias as larvas que apresentaram desenvolvimento no segundo e
terceiro estadio foram coletadas para uso nos experimentos. As demais larvas
foram mantidas na bandeija até a formacdo de pupas que foram coletadas e

colocadas nas gaiolas de criacdo para a manutencao da colbnia.
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6.2 Montagem do experimento

O experimento foi conduzido na bancada em temperatura ambiente . Dez
larvas no segundo e terceiro estadio foram adicionadas em copos plasticos de
100 mL, com 50 mL de &gua de torneira tratada, totalizando trés parcelas por
repeticdo (30 larvas cada repeticdo), e trés repeticdes. A mortalidade das larvas

foi contabilizada diariamente durante 8 dias.

6.2.1 Preparo do extrato da alga e montagem do experimento

A metodologia do preparo e o fracionamento dos extratos foi a empregada
na dissertacdo da Fernanda Lacerda da Silva Machado desenvolvida em 2009 no
programa de Pos-Graduacao da Farméacia na UFRJ (Machado, 2009).

Segundo essa metodologia, a coleta das algas foi feita através de
técnicas de mergulho livre. Apés a coleta, o material foi congelado a - 20°C. Antes
de serem submetidos ao processo de extracdo, 0s espécimes das algas foram
triados para retirada de epifitas e material acompanhante. A identificacdo das
algas foi feita pela Dra. Mutue Toyota Fujii (Instituto de Botanica de Sao Paulo) e
pela Profa. Dra. Lisia Monica Gestinari (Nupem/UFRJ). Todo o material botanico
esta disposto no Herbario RFA, do Departamento de Botanica, Instituto de
Biologia da Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ).

Apos secagem do material a temperatura ambiente, este foi triturado para
ser submetido ao processo de extracdo, o qual foi feito por maceragcdo com uma
mistura de diclorometano: metanol (1:1) passando por quatro extracdes durante
sete dias. Os solventes utilizados foram da marca Tedia.

Para os tratamento controle foi utilizado apenas agua e um controle com o
solvente Dimetilsulfoxido (DMSO), utilizado no preparo do extrato da alga, que foi
previamente testado de forma a estabelecer concentra¢des néo letais (0,01-10%).
Para os tratamentos com alga foram utilizados extratos da alga Laurencia
dendroidea coletada em Manguinhos (ES), Angra dos Reis, Parati e Buzios (RJ).
A concentracao do extrato foi preparada em ppm (mg/L) de forma a determinar a
média de sobrevivéncia das larvas.

Para o tratamento com o extrato da alga foram utilizadas concentragdes de
5; 10; 20; 30 e 40 ppm, sendo que apenas para a alga coletada em Buzios foi

utilizada a concentracdo mais baixa de 1; 2,5;5; 7,5 e 10 ppm. Para todos os
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tratamentos o extrato foi diluido em 0,1% de DMSO e adicionado em 50 mL de

agua de torneira com 10 larvas.

6.2.2 Experimento com 6leo vegetal de Nim

Para o tratamento controle foi utilizado apenas 50 mL de 4gua de torneira.
Para os tratamentos com Nim foi utilizado o 6leo comercial “Base Nim” da marca
Base fértii Nim com 0,12% p/p de Azadiractina, principal componente com
atividade inseticida. Para averiguar a toxicidade, o oOleo foi diluido em agua
destilada para o preparo de solucéo estoque de 0,01%, 5% e 10% do produto. A
solucdo estoque de 0,01% foi utilizada para o preparo de solucbes de 107 %,
10 %, e 10™ %. A solucdo estoque de 10% foi utilizada para o preparo de
solucdes de e 1%, 10 % e 102 %, A solucdo estoque de 5% foi utilizada para
preparar a solucdo de 5x10°% do produto. Para a selecdo das concentracées
utilizadas levou em consideracdo a concentracdo de 1%, que € a recomendada
pelo fabricante para uso no campo.

As diferentes concentracfes foram testadas para a obtencdo da dose

subletal como demonstra na Tabela 1.

Tabela 1: Diferentes concentragdes do 6leo Nim

Solucédo Estoque Volume Concentragao final
0,01% 50 uL 10™ %

0,01% 500 L 107 %

0,01% 5000 uL 10° %

10% 50 uL 10° %

5% 500 uL 5x107 %

10% 500 L 10" %

10% 5000 uL 1%
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6.3 Producéao do fungo

Para a realizacdo dos testes de sinergismo foi utilizado o fungo
entomopatogénico M. anisopliae da linhagem ESALQ 818 de Piracicaba em Sao
Paulo, cultivado previamente em placas de Petri em meio de cultura soja-
dextrose-agar (SDA) contendo 2g de Agar; 1g de Dextrose; 0,25g de Peptona;
0,25g de Extrato de Levedura, autoclavado em 100 mL de agua destilada durante
20 minutos a 1 atm (121 °C). As placas de Petri foram mantidas em camera
climatizada (BOD) a 27 °C por duas semanas e depois armazenadas em
geladeira.

Apoés o periodo de incubacdo na camara de germinacdo uma pequena
aliquota de conidios foi retirada da placa de Petri com o auxilio de uma espéatula,
previamente esterilizada, e misturada no arroz em Céamera de Fluxo Laminar para
evitar contaminacao. Para a multiplicacdo do fungo foi utilizado arroz parborizado
autoclado em Erlemeyers de 500 mL fechados com algoddo e papel aluminio,
sendo 90g de arroz em 200 mL de agua destilada, autoclavados durante 20
minutos a 1 atm (121 °C).

Os Erlemeyers foram mantidos em camara de germinacéo, a 27 °C, por
um periodo de 10 dias e depois mantidos em geladeira até processar na maquina
separadora de esporos. O arroz contendo os conidios foi colocado em saco de
papel e secos, por 24 h, em estufa de secagem a 33 °C. Apds a secagem do
arroz os conidios foram separados do arroz no equipamento denominado
“Mycoharvester” e guardados com silica gel em geladeira de forma a evitar

umidade.

6.3.1 Experimento com o fungo entomopatogéncio M. anisopliae

Para averiguar a viruléncia do fungo foram testadas as concentracfes de
108, 107, 10° 5x10° 10° conidios/mL obtidas a partir de conidios pesados e
diluidos em 0,05% do agente dispersante Tween 80 previamente autoclavado. Foi
adicionado 1 mL do fungo diluido em cada copo contendo a agua e as larvas. O
tratamento controle foi feito apenas com Tween 80. Para manter a concentragao
desejada foi retirado 1 mL de agua antes da adic&o do fungo. Os calculos para a

contagem dos conidios foram realizados previamente pelo grupo de pesquisa do



29

LEF utilizando a camara de Neubauer (dados néo publicados) conforme
demonstra Na Tabela 2.

Para verificar o sinergismo entre Nim e M. anisopliae foi selecionada uma
concentracdo do 6leo de Nim em que a sobrevivéncia foi igual ao controle (dose
subletal) e, uma concentracdo do fungo que ndo matasse 100% das larvas. Os
dois agentes foram testados juntos. O tratamento controle foi realizado apenas

com Tween 80.

Tabela 2: Peso do fungo seco diluido em Tween 80 para a obtencdo das
diferentes concentracdes de fungo

Concentracéo do Fungo | Volume (Tween) Peso do Fungo (p6 seco)
10° conidios/mL 100 mL 29

10" conidios/mL 100 mL 0,29

10° conidios/mL 100 mL 0,02¢g

5x10° conidios/mL 100 mL 0,01g

10° conidios/mL 100 mL 0,002 g

6.3.2 Efeito de Nim na germinacgéo de M. anisopliae

As concentracdes do 6leo de Nim (1%, 10 %, 5x1072 %, 102 %, 10 %,
10™ %, 10° %) foram utilizadas para realizagéo de teste de germinacdo com o
fungo M. anisopliae na concentracéo de 10° conidios/mL.

O teste foi realizado em placa de Elisa utilizando meio de cultura liquido
(10g de Dextrose, 2,59 de Peptona, 2,59 de Extrato de Levedura em 1L de agua
destilada).

As concentracfes do 6leo de Nim foram preparadas no meio de cultura
utilizando a mesma metodologia para os testes de sobrevivéncia de larvas de A.
aegypti (Tabela 2). O fungo foi resuspenso em 0,05% de Tween 80 e acrescido 30
ML em cada pocgo da placa Elisa. Foi adicionado um volume final de 300 puL em
cada poco, sendo descontado desse volume final o volume de cada concentracéo
de Nim e o volume do fungo. O tratamento controle foi realizado apenas com 30
ML do fungo diluido em meio de cultura e adicionado no po¢o com 270 pL de meio

de cultura.
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6.4 Analise dos resultados

Os dados de sobrevivéncia foram tabelados de forma a obter o total das
trés parcelas para cada repeticdo. Para a obtencao das curvas e do tempo médio
de sobrevivéncia (Ssp) 0s dados foram analisados pelo Software GraphPad Prism
Version 5.03. Primeiramente foram analisadas as repeticbes de cada tratamento
para averiguar se as curvas de sobrevivéncia entre as repeticdes ndo eram
estatisticamente diferentes. Confirmada que ndo havia diferenca entre as
repeticoes as trés repeticbes foram agrupadas e procedeu a andlise das curvas
de sobrevivéncia entre os tratamentos.

A homogeneidade dos experimentos foi determinada usando o teste de
Log-Rank (Elandt & Johnson, 1980) em nivel de significancia de 95%. Os
resultados foram agrupados para andlise da curva de sobrevivéncia, média
percentual da sobrevivéncia e desvio padrdao. As comparacbes das médias de
sobrevivéncia das larvas de A. aegypti foram calculadas usando andlise de
variancia (ANOVA) de uma via e teste post-hoc de Duncan. O tempo médio de
sobrevivéncia (Ssp) foi calculado pelo método de Kaplan-Meier (Blanford et al.,
2005).
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7. RESULTADOS

7.1 Experimentos com extrato da alga

Primeiramente foram realizados experimentos com somente o solvente
DMSO nas concentragdes de 0,01%, 0,1%, 1%, 5% e 10% como demonstra a
Figura 1.

Comparando as taxas de sobrevivéncia, a analise de variancia e o teste
Ducan pode-se verificar que a sobrevivéncia das larvas expostas a concentracao
de 0,01% foi de 88,8 (+ 0,8), a sobrevivéncia das expostas a concentracdo de
0,1% foi de 96,6 (x 0,74) e a sobrevivéncia das expostas a concentracdo de 1%
foi de 86,6 (+ 2,2), ndo diferindo estatisticamente do tratamento controle (P>0,01)
como demonstra a Tabela 3.

As larvas tratadas com as concentracdes de 5% e 10% apresentaram
mortalidade de 100%, diferindo estatisticamente do controle (Fsi17; = 68,48; P<
0,01), apresentando tempo médio de sobrevivéncia (Ssp) de 2 e 1 dias,
respectivamente.

Portanto, a concentragédo de 0,1% DMSO foi selecionada para dissolver o

extrato quimico da alga.
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Figura 1: Teste preliminar para obtengc&o da concentracéo subletal do solvente
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Dimetilsulfoxido (DMSO) utilizado para o preparo do extrato das algas.

Tabela 3: Porcentagem de sobrevivéncia, desvio padrdo e tempo médio de

sobrevivéncia das larvas tratadas com diferentes concentracdes de

DMSO. ND": N&o determinado.

Tratamentos %Sobrevivéncia + Desv. Pad. Sso
0,01% 88,8+0,8a ND
0,1% 96,6 + 0,7 a ND
1% 86,6 x2,2a ND
5% Ob 2
10% Ob

Controle 955+0,7a ND

Os valores seguidos de mesma letra indicam que os resultados ndo foram

estatisticamente diferentes quando comparados usando o teste post-hoc de

Duncan (5% probabilidade).
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O extrato da alga L. dendroidea coletada em Manguinhos (ES) apresentou
redugdo na sobrevivéncia das larvas com o0 aumento da concentracgao,
demonstrando o efeito toxico e curva dose-resposta dessa alga contra larvas de
A. aegypti (Figura 2). A sobrevivéncia das larvas expostas a todas as
concentracbes do extrato das algas coletadas na praia de Manguinhos (ES)
diferiu estatisticamente do controle (Fs20 = 435,66; P<0,01), demonstrado na
Tabela 4.

As larvas expostas a concentracdo de 5 ppm do extrato coletado em
Manguinhos apresentaram sobrevivéncia no oitavo dia de avaliagdo de 47,8% e
tempo médio de sobrevivéncia (Sso) de 7 dias. As larvas expostas a concentragao
de 10 ppm, sobreviveram apenas 1% com Ss de 3 dias.

As larvas expostas as concentracdes de 20, 30 e 40 ppm apresentaram
mortalidade de 100% ao quarto, terceiro e primeiro dia do experimento, e Sso de
2, 1 e 1 dias, respectivamente.

O tratamento controle usando 0,1% de DMSO né&o diferiu estatisticamente

do controle feito apenas com agua.

Manguinhos (ES)

100 —n

-~ Controle
.g 80+ - DMSO
@ 50 -+ 5 ppm
.% -+ 10 ppm
S 40- -~ 20 ppm
A -0~ 30 ppm
X 20- -8 40 ppm

O-

Dias

Figura 2: Teste para verificar a sobrevivéncia de larvas expostas a diferentes

concentragdes de extrato quimico da alga obtida em Manguinhos (ES).



Tabela 4: Porcentagem de sobrevivéncia, desvio padrdo e tempo médio de sobrevivéncia das larvas tratadas com diferentes

concentracdes dos extratos das algas coletadas em Manguinhos (ES), Angra dos Reis, Parati e Buzios (RJ)

Manguinhos (ES) Angra (RJ) Parati (RJ) Buzios (RJ)
Tratamentos % Sob. + Desv. Pad. Ss % Sob. + Desv. Pad. Sso % Sob. + Desv. Pad. Ssy % Sob. £ Desv. Pad. Ss
5 ppm 47,7 +7,98 b 7 100 a ND Ob 2 Ob 1
10 ppm 1,1+13,2c 3 20£6,56 b 4 Ob 1 Ob 1
20 ppm Oc 2 Oc 2 Ob 1 Ob 1
30 ppm Oc 1 Oc 2 Ob 1 Ob 1
40 Oc 1 Oc 1 Ob 1 Ob 1
Controle 100 a ND 100 a ND 100 a ND 100 a 1
DMSO 98,88 +0,35a ND 98,88 + 0,35 a ND 98,88 + 0,35 a ND 98,88 + 0,35 a 1

Os valores seguidos de mesma letra indicam que os resultados n&do foram estatisticamente diferentes quando comparados usando o

teste post-hoc de Duncan (5% probabilidade). ND: N&o determinado.

ve
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As larvas tratadas com o extrato oriundo das algas coletadas em Angra dos
Reis a uma concentracdo de 5 ppm apresentaram sobrevivéncia estatisticamente
igual aos controles agua e DMSO (P>0,01) como demonstra a tabela 4. A
sobrevivéncia das larvas expostas as demais concentragfes diminuiu a medida
que as concentracdes foram aumentando, sendo estatisticamente diferente do
controle (Fs20=1479,10; P<0,01).

Das larvas tratadas com a concentracdo de 10 ppm sobreviveram 20% e
teve um Ssp de 4 dias. As expostas a 20 ppm apresentaram mortalidade de 100%
no sexto dia de avaliagdo e Sso de 2 dias. As larvas tratadas com 30 e 40 ppm
apresentaram mortalidade de 100% no segundo dia de experimento e Sso de 2
dias e 1 dia, respectivamente.

O tratamento com somente DMSO né&o diferiu estatisticamente do

fratamento apenas com égua.

Angra dos Reis (RJ)

100 ——A
-o- Controle
S 80-
fﬂg 60- -+ 5 ppm
§ - 10 ppm
2 40~ - 20 ppm
@ -©- 30 ppm
S 207 8- 40 ppm
0

Dias

Figura 3: Teste para verificar a sobrevivéncia de larvas expostas a diferentes
concentracbes de extrato quimico da alga obtida em Angra dos Reis
(RJ).



36

O extrato quimico da coletada em Parati (RJ) foi mais toxico para as larvas
guando comparado ao extrato da alga coletada em Manguinhos (ES) e Angra dos
Reis (RJ) o que pode ser observado na figura 4, diferindo estatisticamente do
tratamento controle (Fg 20 = 13351,00; P<0,01) mostrado na tabela 4.

Todos os tratamentos com o0s extratos da alga coletada em Parati
causaram mortalidade das larvas em 100%. O tratamento com 5 ppm apresentou
mortalidade de 100% no quarto dia de experimento, no tratamento com 10 ppm
no terceiro dia e nos tratamentos com 20, 30 e 40 ppm no primeiro dia. O valor de
Sso foi de dois dias para o tratamento com 5 ppm e um dia para os demais
tratamentos.

O tratamento DMSO néo diferiu estatisticamente do tratamento controle.

Parati (RJ)

100 —
© 80 -o- Controle
LCJ - DMSO
fg 60+ -+ 5 ppm
o —~ 10 ppm
(‘,8) 404 -~ 20 ppm
< 0l -©- 30 ppm
8- 40 ppm

O' T T T T

0 1 2 3 4 5 6 7 8

Dias

Figura 4. Teste para verificar a sobrevivéncia de larvas expostas a diferentes

concentracdes de extrato quimico da alga obtida em Parati (RJ).
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O extrato quimico da alga coletada em Buzios (RJ) causou mortalidade das
larvas em 100% para todas as concentracdes testadas (Figura 5), sendo
significativamente diferente do controle (Fs20 = 13351,00; P<0,01), representado
na Tabela 2.

A concentragéo de 10 ppm causou 100% de mortalidade no segundo dia e
as demais concentragfes causaram 100% da mortalidade no primeiro dia de
avaliacao.

Em todas as concentracdes analisadas o Ssp foi de um dia, demonstrando
maior toxicidade do extrato coletado nessa praia.

Os tratamentos controle e DMSO néo diferiram estatisticamente entre si.

Buzios (RJ)

100 —g—_
-o— Controle
< 80-
fqz) 60- -+ 5 ppm
® —*- 10 ppm
8 40- - 20 ppm
N -©- 30 ppm
S 207 8- 40 ppm
0' T T T T T
0 1 2 3 4 5 6 7 8
Dias

Figura 5: Teste para verificar a sobrevivéncia de larvas expostas a diferentes

concentracfes de extrato quimico coletado em Buazios (RJ).

O extrato da alga coletada em Buzios causou maior mortalidade das larvas,
por isso, foi realizado posteriormente experimento com as diluicbes de 1; 2,5; 5;
7,5 e 10 ppm (Figura 6).

A sobrevivéncia das larvas tratadas com baixas concentracdes do extrato
quimico da alga coletada em Buzios (RJ) diferiu estatisticamente do controle (Fs 20
=279,03; P<0,01) como demonstra a Tabela 5.
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As concentracbes de 1 e 2,5 ppm resultaram em 32,2% e 55% de
sobrevivéncia e valores de Sso de 6 e 3 dias, respectivamente.
As concentragdes de 5; 7,5 e 10 ppm reduziram a sobrevivéncia das larvas

em 100% e apresentaram Sso de dois dias para 5; 7,5 ppm e um dia expostas a

10 ppm.
O tratamento com DMSO nao diferiu estatisticamente do controle apenas
com agua.
Blzios (RJ)
100
< 80- -o- Controle
o - DMSO
2 60- - 1ppm
3 -»- 2.5 ppm
9 407 -~ 5 ppm
‘\2 -©- 7,5ppm
> 207 8 10 ppm
0

Dias

Figura 6: Teste para verificar a sobrevivéncia de larvas expostas a baixas

concentracfes de extrato quimico de algas coletadas em Buzios (RJ).
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Tabela 5: Porcentagem de sobrevivéncia, desvio padrdo e tempo médio de
sobrevivéncia das larvas tratadas com baixas concentracdes do

extrato quimico da alga coletada em Buzios (RJ).

Tratamentos %Sobrevivéncia + Desv. Pad. Sso
1 ppm 32,22+531b 6
2,5 ppm 555954 c 3
5 ppm Oc 2
7,5 ppm Oc 2
10 ppm Oc 1
Controle 100 a ND
DMSO 100 a ND

Os valores seguidos de mesma letra indicam que os resultados ndo foram
estatisticamente diferentes quando comparados usando o teste post-hoc de

Duncan (5% probabilidade). ND: N&o determinado.

7.2 Toxicidade do 6leo vegetal de Nim

O tratamento controle, que foi apenas a agua da torneira contida nos
copos, apresentou sobrevivéncia de 93,3%. As concentracdes de 10°%, 10™%,
103% de Nim, resultaram em sobrevivéncia de 92,2%, 82,2% e 74,4%,
respectivamente (Figura 7). Como demonstra a tabela 6 as larvas expostas as
concentracdes de 10 % e 10 % n&o diferiram estatisticamente do tratamento
controle P>0,01. As expostas as demais concentrac@es diferiram estatisticamente
do controle (F7.23 = 71,51; P<0,01). As larvas expostas a concentracdo de 107 %
apresentaram sobrevivéncia de 74,44% e as expostas & concentracédo de 1072 %
de 18,12% e Sspde 3,5 dias.

As larvas expostas & concentracdo de 5x107%%, 10 % e 1% tiveram
sobrevivéncia de 22,43%, 16,7% e 5,6 %, respectivamente com Sso de um dia
(Tabela 6).
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Oleo de Nim

Controle
Nim 10 %
Nim 10™* %
Nim 107 %
Nim 107 %
Nim 5x107 %
Nim 10 %
Nim 1 %

%Sobrevivéncia

A REERX

Dias

Figura 7: Toxicidade de diferentes concentracdes de 6leo vegetal de Nim a larvas

de Aedes aegypti.

Tabela 6: Porcentagem de sobrevivéncia, desvio padrdo e tempo médio de
sobrevivéncia das larvas tratadas com diferentes concentracbes do

Oleo vegetal de Nim.

Tratamentos %Sobrevivéncia + Desv. Pad. Sso
10 % 92,22+1,24a ND
10 % 82,22+ 2 ab ND
107 % 74,44 +327 b ND
102 % 18,12 + 15,95 ¢ 3,5
5x 102 % 22,43+11,10¢c 1
10 % 16,66 + 16,92 cd 1
1% 5,55+ 19,04 d 1
Controle 93,33+0,88 a ND

Os valores seguidos de mesma letra indicam que os resultados n&do foram
estatisticamente diferentes quando comparados usando o teste post-hoc de
Duncan (5% probabilidade). ND: Nao Determinado.
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Antes da realizag&o dos testes com combina¢des do 6leo de Nim e o fungo
M. anisopliae, foi selecionada uma concentracdo do fungo para ser utilizada
posteriormente. Foram testadas concentracdes de 10°, 5x10°, 10° 10’ e 10°
conidios/mL (Figura 8). Das concentracbes testadas, as de 10° e 5x10° ndo
diferiram estatisticamente do controle (P>0,01) (Tabela 7), apresentando
sobrevivéncia das larvas de 93,3% e 92,2%, respectivamente. A sobrevivéncia
das larvas tratadas nas concentracdes de 10° 107 e 108 diferiu estatisticamente
do controle (Fs17=226,13; P<0,01).

As larvas tratadas com as concentracdes de 10° e 107 tiveram sobrevivéncia
de 12,2% e 7,8%, respectivamente. Na concentracdo de 10° a mortalidade das
larvas foi de 100% no segundo dia de avaliacdo. O Sso para as trés maiores

concentracdes foi de dois dias (Tabela 7).

M. anisopliae

Controle

Fungo 10°
Fungo 5x10°
Fungo 10°
Fungo 10’
Fungo 108

% Sobrevivéncia
¢¢ 4t

Dias

Figura 8: Teste para verificar a sobrevivéncia de larvas expostas a diferentes

concentracfes do fungo M. anisopliae
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Tabela 7: Porcentagem de sobrevivéncia, desvio padrdo e tempo médio de

sobrevivéncia das larvas tratadas com diferentes concentragcdes do fungo M.

anisopliae.

Tratamentos %Sobrevivéncia £ Desv. Pad. Sso
10° 93,33+1,03a ND’
5x10° 92,22+1,24a ND
10° 12,22 +11,83 b 2
10’ 7,77 +13,86 ¢ 2
108 od 2
Controle 100 a ND

Os valores seguidos de mesma letra indicam que os resultados ndo foram
estatisticamente diferentes quando comparados usando o teste post-hoc de

Duncan (5% probabilidade). ND": N&o determinado.

Os testes de sinergismos foram realizados com a concentracdo de 10™ %
do 6leo de Nim combinado com 5x10° conidios/mL de fungo.

Para a realizacdo dos testes de possiveis efeitos sinérgico da combinacao
do fungo e Nim, primeiramente foram testadas diferentes concentragdes do fungo
para encontrar uma concentracdo que em associacdo com o Nim diminuisse a
sobrevivéncia das larvas.

Para o tratamento controle com 0,05% Tween 80, a sobrevivéncia das
larvas foi de 100%. A sobrevivéncia das larvas tratadas com Oleo de Nim na
concentracdo de 10™% foi de 98,8% e a sobrevivéncia das larvas expostas ao
fungo na concentracdo de 5x10° conidios/mL foi de 92,2% (Figura 9)
demonstrando que a sobrevivéncia das larvas tratadas apenas com Nim e apenas
com fungo néo diferiu estatisticamente do controle ( P>0,01) (Tabela 8).

A associacdo do fungo com o déleo de Nim reduziu significativamente a
sobrevivéncia das larvas de A. aegypti (30% de larvas vivas), comparado com 0s
testes feitos com somente Nim (98,8 % de larvas vivas) ou com somente o fungo
(92, 2% de larvas vivas), demonstrando efeito sinérgico entre os dois tratamentos
(Fs11=159,92; P<0,01).
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Controle (TW)
Nim 10™ %
Fungo 5x10°

Nim 10 % +
Fungo 5x10°

Figura 9: Teste de sobrevivéncia de larvas expostas ao 6leo de Nim, Fungo e 6leo

de Nim + Fungo.

Tabela 8: Porcentagem de sobrevivéncia, desvio padrdo e tempo médio de

sobrevivéncia das larvas tratadas com o 6leo de Nim, fungo M. anisopliae e a

combinagdo do Nim + Fungo. ND": N&o determinado.

Tratamentos %Sobrevivéncia + Desv. Pad. Sgo
Nim 10 98,88 + 0,35 a ND’
Fungo 5x10° 92,22+1,24 a ND
Nim10™ + Fungo 5x10° 30,00+ 12,28 b 2
Controle 100 a ND

Os valores seguidos de mesma letra indicam que os resultados ndo foram

estatisticamente diferentes quando comparados usando o teste post-hoc de

Duncan (5% probabilidade).
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7.3 Teste de germinacao

O teste de germinacdo demonstrou que todas as concentracdes do Oleo de
Nim utilizadas ndo afetaram a germinacdo dos conidios. A observacdo apés 6
horas de incubacdo impossibilitou a contagem dos conidios. A Figura 10
demonstra a germinacéo do fungo no tratamento controle, apenas com fungo na
concentracdo de 10° conidios/mL e no tratamento com o 6leo de Nim na

concentracéo de 10™ %.

CONTROLE Nim 104 %

Figura 10: Teste de germinacdo dos conidios do fungo M. anisopliae no
tratamento controle (apenas fungo) e no tratamento com 6leo de Nim
(107%).
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8. DISCUSSAO

O aumento da incidéncia da dengue tem levado a busca por novos
meétodos de controle do mosquito vetor. Os mosquitos transmitem doencas para
aproximadamente 700 milhdes de pessoas anualmente (Fradin & Day, 2002). As
estratégias de controle das doencas transmissiveis por vetores sdo complexas,
principalmente quando associadas a existéncia de reservatérios domésticos e
silvestres e aos aspectos ambientais (Maciel et al., 2010). Atualmente no Brasil,
as principais doencas vetoriais sujeitas a controle sdo dengue, malaria,
leishmanioses, doenca de Chagas e as filarioses (Maciel et al., 2010).

Dos métodos atuais de controle o uso de inseticida € o mais comum.
Entretanto o uso continuo tem levado a selecdo de insetos resistentes. A
resisténcia dos insetos aos inseticidas €, hoje, um dos assuntos centrais quando
se trata de vetores de doencas ou pragas da agricultura, uma vez que dificulta ou
mesmo inviabiliza programas de controle. De modo geral, o0s mecanismos de
desenvolvimento de resisténcia séo ainda pouco conhecidos, podendo mesmo ser
diferentes para um mesmo organismo, em diferentes localidades e em relacdo a
diversos inseticidas (Guirado & Bicudo, 2009).

Visando a reducdo ou substituicAo ao uso de inseticidas, pesquisadores

tém buscado e obtido algumas formas alternativas de controle, as quais causam a
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morte das larvas em seus proprios criadouros, sendo importantes especialmente
guando estes ndo podem ser eliminados (Guirado & Bicudo, 2009).

Diante de tais fatos tem-se buscado métodos alternativos de controle de A.
aegypti, que visem reduzir a selecao de insetos resistentes e causar menos danos
ambientais. Com esse propdsito 0 nosso trabalho buscou testar produtos naturais
como mais uma alternativa no controle. No presente trabalho foi testado contra
larvas de A. aegypti o extrato quimico da alga marinha da espécie L. dendroidea
coletada em diferentes regides do litoral brasileiro. Também foi testado o 6leo
vegetal de Nim (A. indica), o fungo entomopatogénico M. anisopliae e o
sinergismo entre ambos.

No Brasil, a regido costeira compreendida entre o Estado do Ceara e o
norte do Estado do Rio de Janeiro abriga a flora de algas mais diversificada do
pais (Vidotti & Rollemberg, 2004). A toxicidade do extrato da alga coletada na
praia de Manguinhos (Figura 2) foi mais eficiente em maiores concentragoes,
apresentando mortalidade de 100% nas concentracfes de 20, 30 e 40 ppm.
Provavelmente as substancias que foram toxicas as larvas sdo produzidas pela
alga como defesas contra os predadores, patdgenos e competidores (Hay &
Fenical, 1996). Na busca pela adaptacdo ao ambiente marinho e como estratégia
de sobrevivéncia e defesa quimica, as algas marinhas produzem metabdlitos
secundarios com interessantes atividades biologicas, muitas vezes apresentando
estruturas quimicas ndo encontradas no ambiente terrestre (Carté, 1996). A
multiplicacdo da diversidade quimica torna-se ainda de maior relevancia se
considerar que espécies do género Laurencia sdo as mais ricas fontes de
produtos naturais marinhos (Hay & Fenical, 1996).

O extrato quimico da alga coletada no litoral do Rio de Janeiro apresentou
porcentagem de sobrevivéncia das larvas variada nas diferentes praias. O que
pode ser devido ao fato das comunidades de algas serem afetadas por muitos
fatores ambientais, biéticos e abidticos, os quais podem, por sua vez, ser afetados
por espécies quimicas estranhas ao meio (contaminantes), produzindo mudancas
na estrutura e no funcionamento da comunidade (Vidotti & Rollemberg, 2004).

A mortalidade das larvas expostas ao extrato da alga coletada na praia de
Angra dos Reis (Figura 3) foi menor apresentando mortalidade de 100% apenas
nas trés maiores concentragfes testadas (20, 30 e 40 ppm). A alga coletada na

praia de Parati (Figura 4) apresentou mortalidade das larvas em 100% em todas
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as concentracoes testadas (5, 10, 20, 30 e 40 ppm). A diferenca na toxicidade dos
extratos coletados em diferentes regides pode ser devido a adaptacdo desses
organismos em seus diferentes ecossistemas, estando expostas a variacdes de
fatores abioticos tais como exposicdo a luz solar, variacdo na temperatura,
salinidade, disponibilidade de nutrientes e dessecacdo que sao extremamente
relevantes para a distribuicdo geografica das comunidades de macroalgas
marinhas, assim como sao responsaveis por diversas respostas fisioldgicas
destes organismos (Lobban et al., 1985).

A diferenca na toxicidade dos extratos da alga pode ser devido a fatores
ambientais naturais ou devido a influéncia das atividades humanas que podem
ser benéficas ou ndo, e acabam alterando as caracteristicas dos organismos
aguaticos de determinadas regifes (Almeida, 2008). A sobrevivéncia e 0 sucesso
reprodutivo dos seres vivos estdo relacionados a adaptagcdes ao ambiente,
abrangendo as suas caracteristicas fisicas e as intera¢des ecolégicas com outros
organismos das comunidades nas quais estdo inseridos (Pianka, 1999 apud
Sudatti, 2010).

A alga coletada na praia de Buzios apresentou mortalidade de 100% em
todas as concentracdes testadas (5, 10, 20, 30 e 40 ppm) e também apresentou
mortalidade em concentrac6es menores (1, 2,5, 5, 7,5 e 10 ppm).

Trabalho realizado por Pereira et al., (2009) com a alga da espécie
Laurencia filiformis verificou que em experimento de variacdo de regime de maré,
foi observada menor producdo de elatol (substancia produzida pela alga) nos
periodos de maré baixa e alta, sendo a maior concentracdo durante a maré
intermediaria. Os fatores abidticos ou estresse fisico que variam durante um ciclo
de marés sdo provavelmente: o tempo de exposicdo das macroalgas, a
dessecacao e exposicdo aos raios ultravioleta do sol.

As plantas terrestres também sédo promissoras para o controle de insetos,
pois sdo organismos que coevoluem com insetos e outros micro-organismos,
sendo, portanto, fontes naturais de substancias inseticidas e antimicrobianas, ja
que as mesmas sao produzidas pelos vegetais em resposta a um ataque
patogénico (Simas et al. 2004).

Diante das pesquisas realizadas com a azadiractina, principal componente
do Nim, para o controle agricola de pragas seria interessante pesquisar a

utilizacao de produtos provenientes do Nim para o controle de mosquitos. Ndione
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(2007) investigou a toxicidade, histopatologia e efeitos de retardamento do
crescimento nos ultimos instares larvais de A. aegypti tratados com Nim.

A planta Nim pode fornecer medicamentos de baixo custo, reduzir a taxa
de crescimento da populacdo humana, e talvez até mesmo reduzir a erosédo, o
desmatamento, e a temperatura excessiva de um superaquecimento global
(National Research Council, 1992).

Neste trabalho o 6leo comercial de Nim “Base Nim” da marca Base Feértil
Controle Organico de Pragas com 0,12% p/p de Azadiractina, foi diluido em agua
destilada e testado contra larvas de A. aegypti. Das diferentes concentracfes
testadas a sobrevivéncia das larvas nas concentracdes de 10°%, 10™%, 10°%,
nao diferiu estatisticamente do controle (Figura 7). Segundo Nagvi et al., (1991)
em experimentos realizados com Nim contra larvas de A. aegypti observaram que
muitas das larvas morreram e as que sobreviveram deram origem a pupas
melanizadas. Houve contracao geral do corpo larval e as pupas apresentaram o
abdbémen reduzido. Alguns adultos ndo foram capazes de emergir e os que foram
capazes apresentaram anomalias nas pernas, abdémen e asas reduzidas.

Nas maiores concentracdes, (10%%, 5x102%, 10™%, 1%) a sobrevivéncia
das larvas diferiu estatisticamente do controle. Martinez & Emden, (2001)
testaram as concentracdes de 0.01, 0.05, 0.1, 0.5 e 1 ppm (p/v) de azadiractina
em larvas de Spodoptora littoralis e observaram que a azadiractina causou
mortalidade mais elevada quando utilizada em maiores concentragbes. Os
autores reforcam a teoria de que a azadiractina afeta o sistema neurossecretor e
€ mais provavel que mate o inseto por perturbar a regulacdo do horménio da
ecdise e ndo pela sua toxicidade.

Segundo Roel & Vendramim (1999), produtos inseticidas de origem vegetal
possuem efeito apds a ingestédo, inibindo algumas das funcdes vitais, tais como
reproducao, alimentacao, crescimento, sempre na dependéncia da concentracao
utilizada antes de provocar a mortalidade. Oliveira et al., (2007) aplicaram 1% do
6leo de Nim e 2% do extrato aquoso de Nim em folhas de milho para o controle
da lagarta-do-cartucho (S. frugiperda) e verificaram que os produtos comecaram a
afetar o desenvolvimento da lagarta-do-cartucho alguns dias apos a pulverizacao
das folhas.

Os experimentos realizados com o fungo M. anisopliae demonstraram que

a sobrevivéncia das larvas tratadas com as concentracbes 10° e 5x10°



49

conidios/mL néo diferiu estatisticamente do controle, evidenciando que em baixas
concentracdes do fungo a mortalidade das larvas € baixa. Quando as larvas foram
tratadas com a concentracdo de 10° conidios/mL a sobrevivéncia foi reduzida a
12,22%, sendo estatisticamente diferente do controle, demonstrando que o
aumento da concentragdo do fungo é fator determinante para o aumento da
mortalidade das larvas. A sobrevivéncia das larvas tratadas com a concentracao
do fungo de 10’ conidios/mL foi de 7,77, sendo estatisticamente diferente das
larvas tratadas com a concentracéo de 10° conidios/mL. As larvas tratadas com a
concentracdo de 10° conidios/mL apresentaram 0% de sobrevivéncia, sendo
estatisticamente diferente quando comparado com a sobrevivéncia das larvas
tratadas com as concentracdes menores.

Trabalho realizado por Pereira et al., (2009) demonstrou que o fungo B.
bassiana (isolado CG 24) e M. anisopliae (isolado ESALQ 818) na concentracdo
de 10® conidios/ml causaram 50% de mortalidade das larvas de A. aegypti em 6
dias de avaliacdo. A menor mortalidade foi de 6% para B. bassiana (isolado CG
494) e a mortalidade mais elevada foi de 90% causada por M. anisopliae (isolado
CG 144). Os autores ainda observaram que das larvas expostas ao fungo que
permaneceram vivas, apenas 20% (21.37+1.56%) delas formaram pupas nao
completando o ciclo para a formacao dos adultos.

Silva et al., (2004) testaram a atividade larvicida de uma gama de isolados
de M. anisopliae originado de solo do Cerrado brasileiro em larvas de A. aegypti.
A mortalidade de larvas do segundo estadio variou de 10 e 100%, 10 dias apos a
aplicacdo de 5x10° conidios/ml, para os 80 isolados testados.

Bukhari, et al (2010) compararam a mortalidade de larvas de Anopheles
gambiae e Anopheles stephensi expostas a esporos de M. anisopliae ou B.
bassiana em diferentes tempos. Eles observaram que as larvas expostas ao
fungo por 1, 3 e 5 dias foram afetadas da mesma forma que as expostas por 7
dias. As larvas do controle se mantiveram vivas durante os sete dias.

A associacao de fungos entomopatogénicos com inseticidas quimicos vem
sendo utilizada e nessa associacdo, espera-se que 0 agroquimico atue como
agente estressor na populacdo praga para aumentar a eficacia do patdgeno,
contribuindo para o controle do inseto praga (Alves et al., 1998).

Neste trabalho foi verificado a atuacdo do 6leo vegetal de Nim, que possui

atividade inseticida em combinagdo com M. anisoplae. As larvas expostas ao 6leo
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vegetal de Nim (10™%) combinado com o fungo (5x10°> conidios/mL)
apresentaram mortalidade em 70%, demonstrando acgdo sinérgica. Trabalho
similar foi realizado por Scholte et al., (2003) em que demonstraram a
combinacdo do fungo M. anisopliae com o Oleo vegetal de girassol. As
concentracdes do fungo foram de 10°, 107 e 10° conidios/mL diluido em 0,05% de
Tween 20. A cada formulagdo foi adicionado 10% do O6leo de girassol. Eles
verificaram que o mosquito adulto macho e fémea da espécie A. gambiae, foram
suscetiveis ao fungo nas duas formulacdes utilizadas. A analise mostrou que a
patogenicidade n&o era dependente do tempo de exposicdo. O trabalho
demonstrou que o M. anisopliae tem sua viabilidade aumentada quando
formulado em 6leos vegetais.

Rondelli et al., (2011) em experimento para avaliar a compatibilidade do
6leo de mamona com B. bassiana, prepararam suspensfes na concentracao de
3x10° conidios/mL dos isolados ESALQ-447 e do formulado Boveril PM (isolado
ESALQ-PL63) no controle da traca-das-cruciferas (Plutella xylostella). Eles
observaram que a mortalidade dos insetos tratados com o isolado ESALQ-447 foi
de 48,7%, com o isolado ESALQ-PL63 de 44,0% e com o 6leo de mamona de
24,4%. Quando o 6leo de mamona foi formulado com o fungo a mortalidade da
combinacdo ESALQ-447 + Oleo de mamona foi de 74,9% e da combinacao
(Boveril PM + 6leo de mamona) foi de 78,0%, constatado sinergismo de B.
bassiana com 6leo de mamona.

Alguns trabalhos tém evidenciado o efeito de combinacdo de baixas doses
de inseticidas com fungos entomopatogénicos para facilitar a atuacdo do fungo
sobre o inseto alvo. Santos et al., (2007) combinaram dose subletal do inseticida
Imidaclopid (10 ppm) com o fungo entomopatogénicos B. bassiana (1x10’
conidios/mL) contra adultos de formigas da espécie Atta sexdens rubropilosa. Os
resultados mostraram que o inseticida aumenta a suscetibilidade dos insetos a
infeccdo do fungo. A percentagem de mortalidade dos insetos tratados com o
Imidaclopid e subsequentemente infectados com B. bassiana (CG24) foi de
aproximadamente 20% mais elevada do que apenas com o fungo.

Galvanho et al., (2012) investigaram o comportamento de auto limpeza
(self-grooming) e de locomocé&o da formiga da espécie Acromrymex subterraneus
subterraneus quando expostas ao inseticida Imidacloprid (IMI) e ao fungo

entomopatogénico Beauveria bassiana. Eles observaram que baixas
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concentragcbes de IMI (10 ng/inseto) combinadas com o fungo diminuiram o
comportamento de auto limpeza e a locomocédo das formigas. Quando as
formigas foram expostas apenas ao fungo foi observado o aumento do
comportamento de auto limpeza e uma ligeira diminuicdo na locomocao.
Subsequentemente quando as formigas foram expostas ao IMI e ao fungo foi
observado diminuicdo da auto limpeza e ligeiro aumento na locomocéo. Os
resultados sugerem que a utilizacdo de baixas concentracbes do inseticida
combinado com fungo pode ser uma estratégia promissora para o controle de
formigas cortadeiras, visto que o Imidaclopid interferiu no comportamento de auto
limpeza, facilitando a penetracdo do fungo.

Para comprovar que o Oleo de Nim nao interfere na germinacdo dos
conidios do fungo foi realizado um experimento onde os conidios foram incubados
em 6leo de Nim. Em todas as concentracBes utilizadas, o Nim ndo afetou a
geminacdo do fungo M. anisopliae. Segundo Alves, (1998) testes de
compatibilidade de produtos fitossanitarios com fungos entomopatogénicos in vitro
mostram que os produtos promovem grande variacdo de resposta e, dependendo
do produto quimico, podem ser observados efeitos deletérios, nulos ou mesmo
sinérgicos sobre esses agentes de controle microbiano.

Provavelmente a germinacdo do fungo néo foi afetada porque foram
utilizadas baixas concentracées do 6leo de Nim. O mesmo foi demonstrado em
trabalho realizado por Araujo et al., (2009), em que o isolado CG 001 de B.
bassiana teve o crescimento vegetativo (diametro das colbnias) e a esporulacéo
(quantificacdo de conidios) inibida apenas na maior concentracdo do Neemseto®
(0,5%), ndo havendo nenhum efeito sobre sua viabilidade. Ja para o isolado CG
30 de M. anisopliae, o crescimento vegetativo foi reduzido nas trés concentracdes
(0,125, 0,25 e 0,5%); porém o numero e a viabilidade de conidios produzidos s6
foram reduzidos na concentracdo de 0,5%.

Neste trabalho observou-se, pela primeira vez, que os extratos da alga
marinha L. dendroidea foram eficazes no controle de larvas de A. aegypti,
mostrando que esse recurso natural e abundante no litoral brasileiro pode ser
uma alternativa promissora para o controle de insetos vetores. Também foi
evidenciado que o 0leo de Nim apresenta agdo toxica contra larvas de A. aegypti,
mesmo quando aplicado em baixas concentragbes, e em baixas concentracdes o

6leo pode ser utilizado juntamente com o fungo entomopatogénco M. anisopliae,
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propiciando maior mortalidade das larvas e consequentemente diminuindo os

custos de aplicagéo do fungo no campo.
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9. CONCLUSOES

Os extratos das algas marinhas da espécie L. dendroidea coletada em
diferentes regibes foram altamente tdxicos para as larvas de A. aegypti,
observando que os extratos das algas coletadas na praia de Buzios (RJ) foram os

mais toxicos.

O 6leo de Nim também foi toxico para larvas de A. aegypti, apresentando

maiores mortalidades nas larvas nas maiores concentracfes testadas.

O fungo entomopatogénico M. anisopliae foi virulento as larvas de A.
aegypti apresentando mortalidade das larvas expostas as maiores concentracdes

testadas.

O 6leo de Nim formulado com o fungo apresentou efeito sinérgico sendo
altamente promissor para o desenvolvimento de novas estratégias de controle do

mosquito vetor da dengue.
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