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RESUMO

Marchi MJ. Padronizacdo de técnica para producdo em massa de Culex
quinquefasciatus (Diptera: Culicidae) [Dissertacdo de mestrado]. Séo Paulo:
Faculdade de Saude Publica da USP; 2014.

Objetivo - Estabelecer um método para producdo em massa do mosquito Culex
(Culex) quinquefasciatus em laboratorio, com o intuito de fornecer subsidio ao
controle populacional desta espécie por meio da liberacdo de machos estéreis.
Métodos — Foi fundada uma col6nia de Cx. quinquefasciatus a partir de imaturos
coletados em janeiro de 2013 no rio Pinheiros, Sdo Paulo/SP, Brasil. Os mosquitos
adultos tiveram seus pesos secos mensurados e o desenvolvimento avaliado como o
tempo para atingirem o estagio de pupa e a fase adulta. No primeiro experimento
foram testadas quatro dietas diferentes (racéo de peixe, ragdo canina, mistura de 50%
de racéo de peixe e 50% de racdo canina e uma mistura de 33,33% de racdo de peixe,
33,33% de racdo canina e 33,33% de leite em pd) e trés temperaturas (27 + 2°C, 23 +
2°C e 20 £ 2°C). No segundo experimento testaram-se diferentes quantidades de
racao de peixe, densidades larvarias, volume e altura da coluna d’agua. Resultados -
No primeiro experimento ndo houve diferenca estatistica significante entre as quatro
dietas testadas e o tempo de formacdo até a fase de pupas e para 0 peso seco dos
adultos. No entanto a ragdo de peixe proporcionou a menor mortalidade. A maior
temperatura (27 £ 2°C) diminuiu o tempo do ciclo de vida dos imaturos, porém gerou
adultos com pesos secos menores. No segundo experimento, a condicdo 0,5
mg/larva, 5 ml/larva em 2,1 cm de coluna d’4gua e a 27 + 2°C ofereceu boa
producdo em massa e gerou maiores taxas de desenvolvimento, menor mortalidade
de imaturos e maior peso seco em adultos. Conclusé@o - Néao foi definida uma dieta
ideal para uso na produgdo em massa, considerando os pardmetros analisados. A
dieta menos custosa é a ragdo canina, porém deve ser moida manualmente ou em
maquina, tornando a racdo de peixe mais eficiente para ser diretamente aplicada nas
bandejas de producdo. O estudo sugere que a melhor condicdo para a producdo

massa do Cx. quinquefasciatus foi 0,5 mg de ragcdo de peixe/dia por larva num



volume de 5 ml/larva em 2,1 cm de coluna d’agua e a 27 = 2°C. O estudo sugere que

esta técnica pode auxiliar no controle populacional dessa espécie.

Palavras chave: Mosquitos, Culex quinquefasciatus, producdo em massa.



ABSTRACT

Marchi, M. J. Standardization of technique for mass production of Culex
quinquefasciatus (Diptera: Culicidae) [Master Dissertation]. Sdo Paulo (BR):
Faculdade de Saude Publica da USP; 2014.

Objective — To establish a method for mass rearing of Culex (Culex)
quinguefasciatus mosquitoes in laboratory, in order to provide subsidy to the
population control of this species through the release of sterile males. Methods - A
colony of Cx. quinquefasciatus was founded from immature collected in January
2013 in the Pinheiros River, Sdo Paulo/SP, Brazil. Adult mosquitoes had their dry
weights measured and the development was evaluated as the time to reach pupae and
adult phase. In the first experiment it was tested four different diets (fish food, dog
food, a mix of 50% fish and 50% dog food or a mix of 33.33% fish 33.33% dog food
and 33.33% milk powder) and three temperatures (27 + 2°C, 23 = 2°C and 20 £
2°C). In the second experiment it was tested several conditions of food amounts
(mg/day), larvae densities (ml of water/larva) and water column height that would
generate high development rate, low immature mortality and high adult dry weight.
Results - In the first experiment there was no statistically significant difference in the
time for the development to pupae stage or in the total dry weight of adults among
the four experimental diets. However, fish food provided less immature mortality.
The highest temperature (27 + 2°C) decreased the time of the immature life cycle,
but generated adults with lower dry weights. In the second experiment, the condition
0.5 mg/larva, 5 ml/larva in 2.1 cm of water column and 27 + 2°C offered good mass
rearing and generated higher development rate, lower immature mortality and higher
adult dry weights. Conclusion — No ideal diet was defined for mass rearing in the
parameters analyzed. The less expensive diet was the dog food, but this should be
milled by hand or machine, which makes the fish food more practical in the
production trays. This study suggested that the best condition for mass rearing of Cx.
quinguefasciatus mosquitoes was 0.5 mg of daily fish food/larva, 5 ml/larva in 2.1
cm of water column and 27 + 2°C. The study suggests that this technique can assist

in population control of this species.



Key words: Mosquitoes, Culex quinquefasciatus, mass rearing.
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1- INTRODUCAO

1.1.  OS MOSQUITOS E A VEICULACAO DE PATOGENOS

Os mosquitos (Diptera: Culicidae) sdo insetos presentes em todo o territorio
global, exceto a Antéartida (WRBU, 2013), com 3535 espécies descritas e
reconhecidas até o presente momento (HARBACH, 2013), sendo que no Brasil sdo
encontradas 473 destas espécies (WRBU, 2013), dentre as quais pouco além de 20
possuem importancia na saude publica (NEVES, 2001). Sao insetos holometabolos,
ou seja, ha metamorfose completa, e que passam por quatro estagios bioldgicos
distintos: ovo, larva (com quatro instares), pupa e adulto (LOZOVEI, 2001). Os trés
primeiros ocorrem na agua e a quarta etapa € classificada como fase aérea (TAIPE-
LAGOS e NATAL, 2003).

Esses dipteros cotidianamente nutrem-se de carboidratos. Procuram
substancias acucaradas como, por exemplo, o néctar de flores e os acucares de frutas
para que possam desenvolver funcbes basicas de sua sobrevivéncia como o voo, a
dispersdo e outras necessidades bioldgicas, exceto para maturacao de seus ovos. Para
a ultima funcdo, as fémeas adultas de culicideos, em geral, necessitam de fontes
proteicas e, dessa forma, o fazem ingerindo sangue de muitos vertebrados, nos quais
se incluem os seres humanos (FORATTINI, 2002).

Essa familia de insetos tem sido estudada desde o final do século X1X quando
foram relacionados a transmissdao de parasitas causadores de doencas ao homem e
outros vertebrados. Os géneros Aedes, Culex e Anopheles sdo os principais vetores de
agentes patogénicos para 0s seres humanos e transmitem, respectivamente: dengue,
filariose e maléaria (FORATTINI, 2002; TAIPE-LAGOS e NATAL, 2003). Nas
ultimas duas décadas, houve um aumento significativo na morbidade e na
mortalidade decorrentes das doengas cujos agentes sdo transmitidos por mosquitos
(NICHOLSON, 2007). Os virus da dengue, veiculados pelo Aedes aegypti (Linnaeus,
1762) e pelo Aedes albopictus (Skuse, 1894), afetam aproximadamente 100 milhdes
de pessoas por ano em todo mundo (CUMBERLAND, 2009). No ano de 2012 os

plasmddios da maléria, transmitidos por mosquitos do género Anopheles, foram



endémicos em 104 paises. Em 2011 aproximadamente 3,3 bilhdes de pessoas ao
redor do mundo viviam em zonas de risco de infeccdo. No ano de 2010 foram
estimados 219 milhdes de casos, com 660 mil mortes em decorréncia de malaria
(WHO, 2013).

1.2. Culex quinquefasciatus Say, 1823 — POSICAO SISTEMATICA,

ASPECTOS BIOLOGICOS E IMPORTANCIA EPIDEMIOLOGICA

O género Culex foi definido por Linnaeus em 1758, agrupa a maior
diversidade de espécies entre os culicideos, com ampla variedade de nichos
ecolégicos (FORATTINI, 2002). Abriga mais de 300 espécies descritas, entre as
quais algumas com capacidade vetora e, dessa forma, sdo de interesse
epidemioldgico. Entre as espécies de interesse a Saude Publica estd 0 mosquito Culex
quinguefasciatus (Figura 1), o qual representa desafio a Saude Publica devido a sua
capacidade vetora para a filariose e também diversos arbovirus, além de apresentar
distribuicdo em quase todo o territorio brasileiro (TAIPE-LAGOS e NATAL, 2003).
A espécie Culex quinquefasciatus pertence a ordem Diptera, familia Culicidae,

subfamilia Culicinae, tribo Culicini, género e subgénero Culex (WRBU, 2013).

Figura 1: Fémea de mosquito Culex quinquefasciatus realizando
hematofagia. Fonte: http://phil.cdc.gov/phil/details.asp. Acesso em: 10
dez. 2013.
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O nome popular mosquito doméstico tropical, durante cinco décadas, foi
referido a espécie Culex fatigans Wiedemann, 1828. Foi entdo que Alan Stone, no
final da década de 50, revisou a nomenclatura e alterou o nome para Culex
quinquefasciatus. John Belkin, apds vasto estudo do material-tipo dessas espécies,
comprovou que Cx. fatigans e Cx. quinquefasciatus se tratavam, na realidade, da
mesma espécie (BELKIN, 1977; MORAIS, 2006). O mosquito Cx. quinquefasciatus
faz parte do complexo Culex pipiens Linnaeus, 1758. A caracteristica morfologica
usada para distinguir Cx. pipiens de Cx. quinquefasciatus € baseada em diferencas
quantitativas em estruturas da genitalia dos mosquitos machos. Os dois taxa sao
validados e considerados espécies distintas (SIRIVANAKARN e WHITE, 1978;
HARBACH et al., 1985; WRBU, 2013). Segundo FORATTINI (2002) héa diferenca
entre as fémeas adultas analisando-se 0 comprimento da veia subcosta, ligada a veia

costa, em relacdo a bifurcacdo da veia radial Ry.3.

A espécie Cx. quinquefasciatus, considerada cosmopolita, esta distribuida
pelas regides tropicais e subtropicais. No Continente Americano estende-se desde as
regibes Centrais e Sul dos Estados Unidos até a Argentina (FORATTINI, 2002;
WRBU, 2013). Nos EUA, o Cx. pipiens é encontrado nas zonas temperadas e mais
frias, enquanto o Cx. quinquefasciatus habita zonas mais tropicais e quentes. Nas
areas intermediarias, podem encontrar-se ambas as espécies, inclusive podendo estas
copular e formar hibridos (BARR, 1957). Na América do Sul, mosquitos hibridos
Cx. pipiens/quinquefasciatus estdo distribuidos no Uruguai e na por¢do central da
Argentina, enquanto Cx. pipiens séo encontrados em regides no sul da Argentina
(MORAIS et al., 2012).

A espécie Cx. quinquefasciatus pode veicular diversos arbovirus, agentes
etiologicos de doencas como encefalite do virus do Nilo Ocidental (WNV),
encefalite de Saint Louis (SLEV). Nestes casos as aves sdo 0s principais
reservatorios dos arbovirus principalmente os passeriformes que se aproximam mais
das areas urbanizadas. O Cx. quinquefasciatus também ja foi incriminado vetor de
agentes etiologicos como o virus Oropouche (CONSOLI e LOURENCO-DE-
OLIVEIRA, 1994), e de filariases, a exemplo da dirofilariose (doenca cardiaca de
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cachorro) cujo agente etiolégico é a Dirofilaria immitis (AHID e LOURENCO-DE-
OLIVEIRA, 1999) e Wuchereria bancrofti, agente da filariase humana (REY, 2001).

O mosquito Cx. quinquefasciatus é uma espécie domiciliada e antropofilica,
pois tanto machos como fémeas estdo adaptadas a se refugiar em domicilios
humanos. Em um estudo realizado em Belém do Para, as coletas de adultos
demonstraram a presenca desta espécie dentro das casas em 97,8% dos casos, contra
2,1% fora das residéncias. A densidade de mosquitos Cx. quinquefasciatus,
encontrada em areas endémicas de filariase, chega a ser altissima, podendo variar de
300 a 500 insetos por residéncia, em determinados meses do ano (DEANE et al.,
1953; DEANE, 1961; REY, 2001).

Esse mosquito possui consideravel capacidade de voo, e pode cobrir varios
quildmetros de distancia, além de se desenvolver em criadouros dos mais diversos,
que incluem: agua de chuva acumulada em recipientes (como latas e pneus),
reservatorios, canais, fossas e esgoto a céu aberto. Os ovos séo colocados lado a lado
pelas fémeas, sobre a superficie d’agua, formando jangadas que podem passar de 200
ovos. Apods algum tempo, as larvas eclodem e completam essa fase entre quatro a
cinco dias, e as pupas, em mais dois. O ciclo completo requer 10 ou 11 dias (REY,
2001). A fase de pupa corresponde a um periodo de intensa atividade bioquimica
onde acontecera a transicdo entre a larva de quarto estadio para mosquito adulto.
Nessa etapa, 0 mosquito sofre mudancas fisioldgicas e morfoldgicas significativas,
pois utiliza a matéria ingerida e a energia acumulada na fase larvaria (FORATTINI,
2002).

Apdbs a emergéncia, 0 mosquito adulto estara apto para o voo e € estimulado
para a cépula (REY, 2001). Entretanto, durante o primeiro dia apés a emergéncia dos
machos, ha uma rotacdo do oitavo ao décimo segmento abdominal, processo
denominado “inversdo”. Isso talvez explique a emergéncia dos adultos machos um
dia antes das fémeas (CLEMENTS, 1999). A fémea armazena 0s espermatozoides
oriundos do macho numa estrutura chamada espermateca. As espermatecas, ou
receptaculo seminal, das fémeas do género Culex sdo triplas e, ap0s a cOpula, a
fémea armazenard esperma suficiente para fertilizar todos os ovos que produzira
durante seu ciclo de vida (REY, 2001; FORATTINI, 2002). As fémeas, durante o
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dia, ficam em repouso, e iniciam a sua atividade de repasto sanguineo a partir do
crepusculo, podendo picar durante a noite inteira (REY, 2001). Apds o acasalamento,
as fémeas sdo estimuladas a obter alimento e podem fazé-lo por meio de sucos e
néctares vegetais, além do repasto sanguineo, fundamental para desenvolvimento dos

ovarios e para maturacdo dos oocitos (GOMES et al., 2003).

O processo de urbanizacdo, em geral, pode resultar em condic¢des propicias
para a proliferacdo de mosquitos, pois diversas espécies possuem alta capacidade de
adaptacdo as modificacdes ambientais (MARCONDES, 2001). Conseguem, assim,
se beneficiar de criadouros artificiais ou de pogas d’agua resultantes da presenga
humana, e se reproduzirem com facilidade. Desta forma, com a proliferacdo do
nimero desses insetos proximos a areas urbanas, aumenta-se 0 risco de casos de
doencas humanas relacionadas aos mosquitos, bem como o risco de epidemias
(MARCONDES, 2001; PATERNO e MARCONDES, 2004).

O Cx. quinguefasciatus é uma espécie resistente a diversos graus de polui¢cdo
de agua, como no caso do rio Pinheiros, localizado em Sao Paulo/SP, Brasil. O rio
Pinheiros recebe cargas de efluentes de 290 industrias e dejetos de mais de 400 mil
familias (SMA 2002). Este rio ndo possui fluxo constante de agua, exceto em
periodos de chuvas em que as comportas da usina de Traicdo sdo elevadas,
ocasionando um escoamento das aguas em dire¢do a Represa Billings. Isso faz com
que o rio, na maior parte do tempo, constitua um enorme criadouro, por causa da
agua estagnada (MORAIS, 2006). A capacidade dessa espécie de mosquito de
sobreviver em cole¢des hidricas poluidas com dejetos domésticos e industriais
propicia a auséncia de predadores naturais e de competidores por nichos ecolédgicos
similares, que ndo sobrevivem a toxicidade deste tipo de agua, o gque causa um
desequilibrio ecoldgico e leva a populacdo de mosquitos a atingir densidades
altissimas (MERRITT et al., 1992).

Além disso, MORAIS (2006) relatou a coleta de diversos mosquitos adultos,
tanto machos como fémeas, as margens do rio Pinheiros. Isso se deve a presenca da
vegetacdo presente nesses locais, onde 0s mosquitos encontram abrigo contra as
condic¢des ndo favoraveis do clima, tais como altas temperaturas e chuvas. Segundo

BECK (1980) sdo comportamentos dos insetos que durante as horas claras do dia
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respondem fotonegativamente. Isso faz com que fiquem abrigados nas vegetacoes
durante as altas temperaturas do dia, que poderiam causar perda de agua e mesmo a
morte (CLARK et al., 1967).

1.3. FORMAS DE CONTROLE DISPONIVEIS

A importéncia dos insetos na economia humana € imensuravel, seja pelas
perdas que ocasionam na producdo de alimentos, como lavouras, pelas doencas
causadas ao gado e as doencas causadas aos seres humanos, por intermédio dos
insetos vetores. Ap6s a 22 Guerra Mundial, os mecanismos de combate aos
artropodes aumentaram consideravelmente, pela descoberta de inseticidas com acgéo
residual. Dessa forma, pensou-se que a luta contra os vetores e 0s parasitas, havia
sido simplificada. Isso refletiu num abandono dos trabalhos entomoldgicos e de
formacdo de especialistas nesta area, durante algumas décadas. O problema ressurgiu
quando ficou comprovado o aparecimento de resisténcia dos insetos aos diversos
inseticidas que vinham sendo utilizados nas areas de controle dos mesmos. Assim,
foi necessaria a diversificacdo e a integracdo das técnicas de controle dos insetos para
que houvesse sucesso no controle de pragas e vetores (REY, 2001).

A maioria dos inseticidas atua sobre o sistema nervoso dos insetos, e por
muitos deles ndo apresentarem especificidade ou seletividade adequada, permitem
gque morram concomitantemente espécies nocivas aos seres humanos e as
importantes a0 meio ambiente (ex: que participam da polinizacdo). Além disso,
podem causar efeitos toxicos sobre outros animais, como aves e mamiferos, e até
mesmo para 0 homem. As classes de inseticidas organicos sintéticos sdo: Os
organoclorados, como o DDT; o hexaclorociclo-hexano (HCF ou BHC), o dieldrin,
entre outros; os organofosforados (ex: malation;) os carbamatos (carbaril, propoxur);
0s piretroides (REY, 2001).

Desde a década de 40 o Cx. quinquefasciatus tem sido alvo de controle pelo
poder publico. Nesse periodo foram utilizados produtos arsénicos inorganicos, como
0 Verde Paris, e depois o organico-sintético clorado DDT. Posteriormente foram

usados produtos da classe dos organico-sintéticos fosforados, especialmente o
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malation, o larvicida temefés e os adulticidas clorpirifés e diazinon (BRACCO,
1998).

O controle do Cx. quinquefasciatus € realizado, desde 1977, pelo Centro de
Controle de Zoonoses (CCZ). Desde esta data até o ano 2000 foi realizado o controle
de larvas por meio do organofosforado temefos e, posteriormente, foi utilizado o
Vectolex®G a base do agente Bacillus sphaericus (Bs). O controle rotineiro de
adultos era realizado por meio do inseticida piretrdide a base de Betacyfluthrin
(Responsar® SC 1,25 SP) e também o piretrdide Cipermetrina (Fersol® 40 PM), ao
longo das margens do rio Pinheiros. Entretanto, segundo informagdes do CCZ, o
controle de adultos ndo tem sido realizado ha aproximadamente dois anos, por falta
de recursos disponiveis. Outra forma de controle realizado pelo poder pablico de Séo
Paulo, sdo as constantes limpezas de vegetacdo das margens do rio Pinheiros que
poderiam servir de abrigo para os mosquitos adultos (MORALIS, 2006).

Foi comprovado, em 1998, que a populagcdo de Cx. quinquefasciatus do rio
Pinheiros apresentava individuos resistentes aos inseticidas organofosforados
malation, propoxur e fenitrotion e tolerancia ao temefds. Essa populacdo estava
suscetivel ao piretroide permetrina e também ao DDT (BRACCO, 1998). Alguns
trabalhos comprovam a resisténcia adquirida por populacdes de campo do Cx.
quinguefasciatus submetidos a tratamentos intensivos com Bacillus sphaericus
(RAO et al., 1995; SILVA-FILHA et al., 1995; YUAN et al., 2000). A “knockdown
resistance” (ou kdr), termo utilizado para descrever casos de resisténcia a DDT e a
inseticidas piretroides, foi detectada quando da utilizacdo dos Ultimos em Aedes
aegypti na Indonésia e em Porto Rico, e em Cx. quinquefasciatus no estado norte-
americano da Louisiana. Outras formas de resisténcia, como a multirresisténcia
(quando dois ou mais mecanismos de resisténcia ocorrem no mesmo inseto) podem
ocorrer quando programas de controle fazem uso de varias classes de inseticidas em
sequéncia (BROGDON e MCALLISTER, 1998).

A resisténcia aos inseticidas se desenvolveu nos principais insetos vetores de
doencas de cada género. A partir de 1992, a lista de espécie vetoras resistentes a
inseticidas ja incluia 56 anofelinos, 39 culicineos, triatomineos, piolhos, percevejos,
nove espécies de carrapatos e oito espécies de pulgas. Outros insetos de importancia

em saude publica, tais como moscas e baratas, também apresentaram resisténcia em
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todos o0s seus géneros. Espera-se que a resisténcia a inseticidas ameace o controle de
doencas pelo mundo (WHO, 1992). Até o ano de 2011 foi detectada a resisténcia dos
mosquitos causadores da malaria a pelo menos um tipo de inseticida, em 64 paises
(WHO, 2013).

1.4. ALTERNATIVAS DE CONTROLE AOS INSETICIDAS E A
TECNICA DO INSETO ESTERIL (SIT - STERILE INSECT

TECHNIQUE)

O conceito de Manejo Integrado de Pragas (MIP) foi desenvolvido por
AXTELL e ARENDS (1990), e alerta que o controle com inseticidas deva ser feito
apenas como ultimo recurso e em cenarios de epidemia. As prioridades do MIP
baseiam-se no ordenamento ambiental, controle bioldgico e conscientizacdo da
populacdo. Seu objetivo € tornar mais eficiente o controle das populacdes de

mosquitos e preservar 0 meio ambiente de contaminagdes.

De acordo com REY (2001), vérias alternativas tém sido estudadas na busca
de solucdes para o controle de insetos. Entre elas estdo: a) o estudo de produtos
naturais com acao inseticida, encontrados em plantas (como as piretrinas), em
artrépodes (toxinas e venenos), em bactérias (como as exotoxinas de Bacillus
thuringiensis), em fungos, etc; b) uso de feroménios sexuais que possam atrair
insetos para armadilhas ou locais contendo inseticidas, ou que perturbem o encontro
dos sexos por desorientar 0s machos na atracdo pelas fémeas. Como os feromonios
possuem alta especificidade, ndo prejudicardo espécies que ndo sejam o alvo do
controle; c¢) estudo dos hormonios juvenis e de seus antagonistas para bloquear o
desenvolvimento larvario ou pupal, e que possa diminuir a populagdo de insetos
adultos; d) controle bioldgico, que pode incluir o uso de espécies predadoras, de
parasitos e de outros agentes patogénicos especificos; €) emprego de técnicas para
induzir a esterilidade dos machos, os quais seriam utilizados como competidores das

populagdes de machos normais.
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O controle dos vetores de agentes de doencas e de pragas agricolas sem que
haja agressdo ao ambiente, é indiscutivelmente o principal desafio das pesquisas
voltadas para a area da salde e da agricultura. Diversas técnicas tém sido
desenvolvidas visando a introducdo de insetos estéreis na natureza e a capacidade de
monitoramento desse processo. Uma alternativa que tem sido usada como ferramenta
para o controle de insetos € a SIT — Sterile Insect Technique (KNIPLING, 1955).
Nesta técnica, o processo de esterilizacdo € realizado com produtos quimicos ou
radiacdo ionizante, e consiste na producdo em massa de machos estéreis e a
subsequente liberagdo destes insetos na natureza, de modo a provocar uma reducéo
da populacédo alvo (ROBINSON, 2002).

A SIT é uma forma de controle espécie especifica, ndo agride o meio
ambiente nem libera agentes exoticos na Natureza. Também ndo insere novos genes
na populacdo alvo, tendo em vista que os individuos liberados sdo estéreis
(HENDRICHS et al., 2002). A técnica SIT possui uma vantagem em relacdo ao uso
de agentes quimicos e remocao de criadouros, pois utiliza o fato de que machos séo
competentes na busca por fémeas da mesma espécie, aumentando a efetividade da
técnica conforme a populacdo € reduzida (ALPHEY, 2002; ALPHEY et al., 2008;
WILKE et al., 2009).

O acasalamento dos machos estéreis com as fémeas selvagens leva a uma
diminuicdo no potencial reprodutivo das fémeas. Dessa forma, para que ocorra uma
diminuicdo drastica da populacdo de insetos vetores de patdgenos de doencas
humanas, animais e de pragas agricolas deve haver um estudo prévio da populacéo
de insetos nas areas onde 0s machos estéreis serdo introduzidos. Os machos estéreis
devem ser capazes de concorrer com 0s machos férteis e copularem com as fémeas
selvagens (WILKE et al, 2009).

A necessidade de liberacdo exclusiva de mosquitos machos € segura a saude
publica e deve-se ao fato destes ndo exercerem a hematofagia, pois sdo as fémeas
adultas que se alimentam de sangue e transmitem os agentes patogénicos (WILKE et
al., 2009). Por este motivo, a liberacdo de uma populacdo de machos estéreis na
natureza deve ser cuidadosamente inspecionada para que nao haja contaminacgao

desta populacdo com fémeas estéreis, pois estas podem comprometer o0 sucesso do
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programa ao inibir o acasalamento dos machos estéreis com as fémeas selvagens,
com risco de efeito neutralizador (MCINNIS et al., 1994).

Embora a técnica SIT venha sendo usada por mais de 50 anos no controle de
pragas agricolas, ela ndo foi utilizada eficientemente e com resultados positivos
contra 0s mosquitos, pois as doses de radiacdo utilizadas sugerem enfraquecer os
machos. Sabe-se que a esterilizacdo por irradiacdo é capaz de provocar reducdo na
expectativa de vida de mosquitos e perda drastica na capacidade de acasalamento dos
insetos irradiados, quando comparados com machos selvagens (ALPHEY, 2002;
CUMBERLAND, 2009). A tolerancia a radiacdo varia entre as espécies de inseto e
pode levar a perda de “fitness”, inviabilizando sua utilizacdo em insetos mais
sensiveis a radiacdo (ROBINSON, 2002).

De acordo com MARRELLLI et al. (2006) “fitness” € definido como o grau de
eficdcia de um gendtipo em transmitir seus genes para a geracdo seguinte. Os
componentes principais envolvidos s&o a reproducdo e a sobrevivéncia, que podem
ser avaliados utilizando parametros como: fertilidade, fecundidade, producdo de
biomassa larvéria, taxa de desenvolvimento, emergéncia dos adultos, proporcdo de

machos e competitividade para acasalamento.

Alguns experimentos tém sido conduzidos no sentido de liberar machos
estéreis de mosquitos no ambiente, como no caso do Anopheles arabiensis Patton,
1905 no Suddo (HELINSKI et al., 2008) e Ae. aegypti na Inglaterra
(CUMBERLAND, 2009). Tais experimentos demonstraram que existem algumas
dificuldades a serem solucionadas. Contudo, esses estudos apontam que a SIT é uma
ferramenta vidvel a ser utilizada para combater doengas como a maléria e as
arboviroses (CUMBERLAND, 2009).

Existem exemplos bem sucedidos da utilizacdo da SIT, como as erradicagdes
da mosca Cochliomyia hominivorax (Coquerel, 1858) nos EUA, México e em paises
da América Central (DAME, 1985; SNOW 1987; WYSS, 2000; CUMBERLAND,
2009), da mosca tsetse Glossina austeni na ilha de Zanzibar (VREYSEN et al., 2000)
e o controle da mosca da fruta do Mediterraneo Ceratitis capitata (Wiedemann,
1824) (DYCK et al., 2005).
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1.5. PRODUCAO EM MASSA DE INSETOS

A capacidade de produzir e manter insetos em condi¢cGes adequadas e
controladas h& tempos e considerada necesséria para auxiliar nas pesquisas em
entomologia. Uma das descobertas mais fascinantes nessa area € a de que 0s proprios
insetos ou produtos derivados dos mesmos podem ser usados para 0 controle de
insetos. O interesse quanto as caracteristicas do desenvolvimento e do
comportamento dos insetos tem crescido cada vez mais entre os cientistas, como, por
exemplo, o periodo entre o tempo de emergéncia do inseto e sua aptiddo para a
copula, ou até que possa depositar os primeiros ovos. Alem disso, é importante o
entendimento do comportamento em relacdo a estimulos para acasalamento e para
alimentacdo, além de outras formas de atratividade dos insetos. Uma completa
investigacao a respeito da fisiologia da espécie a ser controlada é essencial para que
estejamos a frente da luta contra os problemas causados por insetos. Além da
pesquisa e observacdes laboratoriais, € crucial a investigacdo acerca das populac6es
de campo dos insetos (KNIPLING, 1966).

Para que a técnica SIT seja viabilizada, é necessario que haja uma producédo
em massa da espécie-alvo. De acordo com CHAMBERS (1977), a producdo em
massa € definida como a producdo de insetos competentes para alcancar as metas do
programa de controle, com uma relacdo de custo beneficio aceitavel e um namero de
descendentes por geracdo de numeros entre dez mil a um milhdo de vezes a
produtividade média da populacdo nativa de fémeas. A qualidade do produto, no
caso 0s mosquitos, também é de suma importancia para que o programa de controle

da espécie-alvo seja bem sucedido.

Algumas técnicas genéticas, como a de Substituicdo Populacional ou de
Supressdao Populacional também necessitam que haja producdo em massa dos
insetos-alvo. Na primeira, pode-se realizar a modificacdo do codigo genético de
mosquitos de interesse epidemiolégico com intuito de tornad-los resistentes a
patogenos; a segunda baseia-se em causar a morte do mosquito em algum estagio
especifico do seu ciclo de vida (HANDLER, 2002). Um exemplo desta ultima
técnica é o sistema de Liberacdo de Insetos Carregando um Gene Letal Dominante

(RIDL — Release of Insects carrying a Dominant Lethal gene). Nele, os mosquitos
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transgénicos machos possuem como base um gene efetor letal que inviabilizara a

prole resultante da cdpula com fémeas selvagens (ALPHEY, 2002).

Outra técnica anadloga a SIT, usada para a supressao de populacdes naturais de
artrépodes, é a da Incompatibilidade Citoplasmatica, a qual também necessita que
haja producdo em massa do inseto-alvo e soltura de machos incompativeis no
ambiente (KRAFSUR, 1998; LAVEN, 1967). Nesta técnica, bactérias do género
Wolbachia sao utilizadas para causar mortalidade na fase embrionaria ou reduzir o
tempo de vida de mosquitos vetores de doencas, como o Cx. pipiens, quando machos
infectados com a bactéria copulam com fémeas que ndo sdo infectadas ou que ja
possuam outra linhagem de Wolbachia. Como machos néo infectados podem copular
com fémeas infectadas, a bactéria e seus genes podem rapidamente se espalhar numa
populacdo de mosquitos (BOURTZIS et al., 1998, 2003; RASGON e SCOTT, 2003;
BIAN et al., 2010). Essas bactérias sdo utilizadas como condutores para espalhar
genes resistentes a doengas em mosquitos, tornando-os refratérios, e podem inibir a
replicacdo viral, a disseminacdo e a transmissdo do virus da dengue em mosquitos
Aedes aegypti (BIAN G. et al, 2010).

O tempo necessario para a cOpula ap6s a emergéncia do adulto ou a
frequéncia de acasalamento de um inseto podem ser fatores importantes a serem
estudados para a aplicacdo da SIT (KNIPLING, 1966). Machos estéreis utilizados
para programas de SIT sdo geralmente derivados a partir de col6nias de insetos que
sdo produzidos em condicBes de laboratério durante varios anos. Isso pode resultar
em divergéncia genética significativa entre as populacdes colonizadas e as selvagens
(OROZCO-DAVILA et al., 2007). Alguns problemas podem acometer a colbnia, tais
como endogamia (ARMBRUSTER et al., 2000), o efeito fundador, efeito gargalo,
deriva genetica e selecdo (ex: de comportamentos andmalos para realizar a copula),
que podem induzir uma reducdo na variabilidade genética, levando a possiveis
perdas na aptiddo (“fitness”) fisiologica e reprodutiva do inseto (MACKAUER,
1972, 1976; VERNICK et al., 2005).

Ao se estudar a fisiologia de qualquer inseto, um parametro essencial a ser
considerado € o tamanho corporal. Principalmente em mosquitos, determinagdes do

peso corpdreo podem ser enganosas, exceto ao se considerar 0 peso seco do mesmo
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(BRIEGEL, 2003). De acordo com BLACKMORE e LORD (2000) ha uma
correlacdo positiva para 0 peso de pupas e o tamanho das asas de mosquitos adultos
da espécie Aedes albopictus. O tamanho do corpo esta também associado com muitos
componentes do “fitness” de insetos e de mosquitos de importancia médica
(HONEK, 1993). Também se relaciona com variaveis ecoldgicas e fisiologicas, tais
como fecundidade, longevidade e a quantidade de repasto sanguineo (SILVER e
RANSHAW, 1999). Para que os mosquitos machos adultos mantidos em laboratério
tenham eficadcia em competir com os machos selvagens, um fator crucial é a boa
capacidade de voo (BENEDICT et al., 2009).

Em busca de producdo em massa de algum inseto, é fundamental a procura
por dietas que garantam as necessidades basicas das larvas. Além disso, os alimentos
devem garantir facilidades no preparo, emprego e estocagem. De preferéncia devem
ser utilizados alimentos facilmente disponiveis. S&o prioridades dietas que
promovam um crescimento larval mais rapido, homogéneo, com taxas de sobrevida
elevadas que produzam adultos saudaveis (BERGO et al., 1990). Alguns estudos
indicam que o estresse larvario causado pela limitacdo de alimentos em habitats pode
afetar a sobrevivéncia larval, as taxas de crescimento e o “fitness” de adultos (FISH e
CARPENTER, 1982; MOGI, 1984; HARAMIS, 1985; HAWLEY, 1985).

ApoOs a emergéncia dos adultos, 0s insetos entram num “periodo de
maturagdo”, a fase teneral. Nos mosquitos, esta dura cerca de um dia. Muitos efeitos
se dao nessa importante fase, tais como: diferenciagdo anatdémica, maturagéo
comportamental, sistemas digestivo e enddcrino, vitelogénese e musculos de voo. As
células de gordura corporal de larvas completamente desenvolvidas de mosquitos Cx.
pipiens possuem goticulas de gorduras e proteinas, além de reservas de glicogénio
(BOISSEZON, 1930, 1932). Essas reservas sdo transportadas até a fase adulta, onde
desaparecem na medida em que véo sendo utilizadas (CLEMENTS, 1955). Desta
forma, as reservas energéticas adquiridas na fase larvaria se tornam fundamentais
para a fase adulta (BRIEGEL 1990a, 1990b; FORATTINI, 2002).
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1.6.  JUSTIFICATIVA

Na cidade de S&o Paulo, o rio Pinheiros comp@e cenario tipico onde se
somam condigdes favoraveis para a explosdo populacional do Cx. quinquefasciatus.
As aplicagOes de larvicidas e adulticidas neste local ndo influenciam nas frequéncias
de mosquitos adultos (MORAIS, 2006). Com isso, hd a elevacdo do risco de
introducao de virus exoticos, com potencial de gerar processo epidémico. Dentre as
arboviroses salienta-se a possibilidade de introducdo do WNV, em nosso pais.
Estudos apontam o Brasil na rota de migracéo de aves, as quais podem trazer o risco
dessa infeccdo para nossa realidade (LUNA e PEREIRA, 2003; NATAL e UENO,
2004). Alerta-se para a reprodutividade desse quadro epidemiologico na maioria das
cidades brasileiras (NATAL et al., 2004). Um estudo apontou por meio do método
ELISA, a presenca de anticorpos para 0 WNV em amostras retiradas de 13 equinos e
cinco aves. A presenca do virus em quatro dessas amostras de equinos foi
confirmada por outra técnica (PRNT90). Os animais estudados foram coletados

numa area entre os biomas do Pantanal e da Amazénia (OMETTO et al., 2013).

Diante do exposto justifica-se esse estudo que visa dois elementos: padronizar
uma técnica de producdo em massa de Cx. quinquefasciatus; e gerar mosquitos que
possuam bom desempenho apds serem esterilizados, para posteriormente concluir 0s
objetivos de sua soltura, como descreveria CHAMBERS (1977). Por desempenho
entende-se obter adultos machos mais aptos, vigorosos e saudaveis, com maiores
reservas energéticas. Um aparelho irradiador de raios-X estd a disposicdo do
laboratdrio de pesquisa situado a margem do rio Pinheiros, proximo a sede da EMAE
(Empresa Metropolitana de Aguas e Energia) para realizar a esterilizacdo dos
mosquitos. Apos a irradiacdo dos machos produzidos em laboratorio, possivelmente
as suas reservas energeticas aumentardo a capacidade dos mosquitos para competir
com machos selvagens na busca pelas fémeas. Dessa forma, esse trabalho forneceria
subsidios ao controle integrado populacional do mosquito Cx. gquinquefasciatus na
cidade de S&o Paulo, especialmente para a técnica SIT. Atualmente ndo ha

programas que envolvam a SIT como ferramenta de controle desta espécie no Brasil.
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2-OBJETIVOS

2.1.

2.2.

GERAL

Desenvolver técnica para producdo em massa de Culex

quinquefasciatus em laboratério.

ESPECIFICOS

Obter 0 maior numero de mosquitos em condicfes ideais no menor
intervalo de tempo possivel;

Padronizar técnicas de producéo eficientes;

Contribuir para o estudo de mosquitos Cx. quinquefasciatus que
poderd ser utilizado como subsidio no controle populacional desta

espécie.
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3- MATERIAIS & METODOS

3.1. AREAS DE ESTUDO

Em janeiro/2013, foram coletados imaturos (larvas e pupas) de Cx.
quinquefasciatus diretamente do rio Pinheiros (Figura 2) numa localidade ao lado da
Marginal Pinheiros, localizado proximo aos bairros Vila Cruzeiro e Jardim
Caravelas, na cidade de S&o Paulo/SP (S 23°37°58” ¢ W 46°43°02”). O local foi
selecionado, visto que, o rio Pinheiros representa um grande e extenso sitio de
oviposic¢do para as fémeas de Cx. quinguefasciatus que se abrigam em seu entorno. O
Parque Burle Marx, préximo ao local de coleta, possui criadouros em seu interior e
apresenta cobertura vegetal para abrigar tais populacdes. Além disso, possui
populacdes de aves cujo sangue, a exemplo do sangue dos humanos que frequentam
ou trabalham no parque, servem como fonte de alimento para 0s mosquitos. O
entorno do rio Pinheiros possui areas comerciais e residenciais, e apresenta
circulacdo de centenas de milhares de pessoas por dia, que podem servir de alvo para

repasto das fémeas dessa espécie.
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Figura 2: Local de coleta de formas |maturas de Cx qumquefasmatus no Rio Pinheiros, Sdo Paulo/SP,
Brasil (Fonte: Google Earth®).

3.2. PROCEDIMENTOS EM CAMPO

Para as coletas no local descrito foram utilizadas conchas entomoldgicas, que
foram mergulhadas no criadouro aproximadamente cinco vezes. Larvas e pupas
coletadas foram transferidas com pipetas para potes devidamente etiquetados e em
seguida foram transportadas ao laboratério de pesquisa situado na margem do rio
Pinheiros. A partir dessa coleta foi estabelecida uma colénia com o objetivo de obter
populacBes geneticamente similares as populacdes selvagens presentes nas margens
do rio Pinheiros para que, futuramente, pupas machos procedentes dessa colonia e
submetidas a irradiacdo resultem em adultos machos estéreis. Quando liberados em
campo, estes poderdo competir com machos selvagens no acasalamento com fémeas
selvagens, inviabilizando descendentes dessas fémeas. O local de coleta foi
novamente visitado em outubro/2013. Novos imaturos foram coletados e adicionados
as larvas e pupas da col6nia ja estabelecida, para aumentar o namero de individuos, e

evitar efeitos indesejados na coldnia, os quais serdo discutidos mais adiante. Os
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imaturos foram também utilizados como controle no experimento descrito na pagina
32.

3.3. PROCEDIMENTOS EM LABORATORIO

3.3.1. Desenvolvimento das larvas e pupas de Cx.

quinquefasciatus coletadas em campo

A alimentacdo das larvas coletadas no rio Pinheiros foi realizada diariamente
com racao para peixes (Hai Feng Super Red®). As larvas e pupas obtidas foram

agrupadas em bacias plasticas contendo 1,5 | de 4gua.

3.3.2. Colbnia de mosquitos

Na colbnia os mosquitos foram mantidos em temperatura de 27°C (x 2°C),
umidade relativa aproximada de 70-80% e fotoperiodo (periodo luminoso) com a
duracdo de 12 horas. Os adultos foram alimentados com solucdo de sacarose 10% e
semanalmente alimentados com sangue de cavalo ou cachorro. O sangue foi obtido
por meio de doacdo junto ao Banco de Sangue Veterinario da USP. As amostras de
sangue foram testadas para parasitas e foi comprovada a esterilidade das mesmas. O
sangue foi mantido em geladeira, a aproximadamente 4°C até o momento de sua

utilizacdo para o repasto sanguineo.

A alimentacdo por fonte sanguinea foi realizada por meio de um alimentador
artificial (Figura 3), que cicla a agua de um banho-maria em temperatura aproximada
de 37°C, além de parafilm® e do sangue. Foram utilizados tubos Falcon (50mL) que
tiveram suas tampas modificadas com posterior adicdo de plastico PVC ou
membrana de tripa de porco hidratada. Outros tubos plasticos e espigdes de metal
devidamente vedados foram conectados aos tubos Falcon. Para a ciclagem da agua

foi utilizada uma bomba de aquério de 4 W de poténcia.
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Figura 3: Alimentador artificial de mosquitos desenvolvido pelos alunos de pos-
graduacdo da Faculdade de Satde Publica/USP Marco Jacometto Marchi e Frederico
Alves D’Avila. Laboratério de pesquisa situado na margem do rio Pinheiros, Sdo
Paulo, SP.

Quatro dias apds o repasto sanguineo, realizado as escuras por periodo de
duas horas, foi colocado um recipiente contendo agua autoclavada no interior de cada
uma das gaiolas para que as fémeas realizassem a postura dos ovos. A &gua
autoclavada serve como estimulo para a eclosdo das larvas de forma sincronizada,
pois possui uma tensdo de oxigénio reduzida (NAYAR 1967, 1968). Apds 24 horas
0s recipientes contendo os ovos (Figura 4) foram retirados das gaiolas e

acompanhados até a eclosdo das larvas.
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Figura 4: Ovos dispostos em jangadas, e larvas de Cx. quinquefasciatus obtidas no
laboratério de pesquisa situado na margem do rio Pinheiros, Sdo Paulo, SP.

Boa parte das larvas eclodidas foram entdo coletadas e distribuidas em bacias
plasticas contendo 1,5 | de &gua, utilizadas para a manutencdo da col6nia; a outra
parcela foi separada para a realizacdo dos experimentos explicitados nas péaginas 30 a
33. A alimentacdo das larvas foi realizada diariamente com racdo para peixes (Hai
Feng Super Red®). As pupas obtidas foram separadas em machos e fémeas, por
meio de um aparelho separador (Figura 5) similar ao utilizado por CARVALHO et
al. (2014). Apds a emergéncia os adultos foram colocados em gaiolas entomoldgicas
de 30 cm®,
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Figura 5: Aparelho separador de pupas, mostrando estratificacdo das pupas de Cx.
quinquefasciatus (machos menores, mais abaixo; fémeas maiores, mais acima).
Laboratério de pesquisa situado na margem do rio Pinheiros, Séo Paulo, SP.

3.3.3. Alimentos larvarios

Todas as dietas utilizadas na alimentacdo dos mosquitos cumpriam as
especificacbes nutricionais para o desenvolvimento adequado, por possuirem 0s
componentes basicos necessarios para as larvas (DADD e KLEINJAN, 1979;
DADD, 1980, 1983; DADD et al., 1987; MERRIT et. al, 1992).

e Racdo de peixe (Hai Feng Super Red®)

Composicéo bésica: Farinha de algas marinhas, farinha de soja, lecitina de soja,
soro de leite em po, acido citrico, caulim, premix (vitaminico mineral), farinha
de peixe, antioxidante, farinha de milho, farinha de trigo, fosfato monocalcico,
germen de trigo, L-Lisina, spirulina desidratada.

Niveis de Garantia: Umidade (Méx.) 10%, Cloreto de s6dio (méax.) 2%, Extrato
Etéreo (min.) 5%, Matéria Fibrosa (max.) 4%, Matéria Mineral (méax.) 16%,
Proteina Bruta (min.) 38%.
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e Racdo de cdo (Dogchow® filhotes racas pequenas)

Composicdo basica: Milho integral moido*, farinha de subprodutos de frango,
farelo de glaten de milho*, farelo de soja*, gordura animal estabilizada, farinha
de carne e 0ssos, quirera de arroz, cloreto de sodio (sal comum), fosfato
bicélcico, cloreto de potassio, inulina, hidrolisado de figado de ave e suino,
vitamina E, acido ascorbico (fonte de vitamina C), cloreto de colina, L-lisina,
DL-metionina, corantes (amarelo 5, amarelo 6, vermelho 40, azul 2 e didxido de
tithnio), premix  vitaminico, premix mineral, antioxidante = BHT.
*Ingredientes Transgénicos - Espécies doadoras do gene: Agrobacterium

tumefaciens, Bacillus thuringiensis e Streptomyces viridochromogenes.

Niveis de Garantia: Umidade (max.) 120 g/kg, Proteina Bruta (min.) 270 g/kg,
Extrato Etéreo (min.) 100 g/kg, Matéria Fibrosa (max.) 35 g/kg, Matéria Mineral
(méx.) 80 g/kg, Célcio (min./méx.) 11 g/kg-14 g/kg, Fosforo (min./méx.) 9.000
mg/kg- 13 g/kg, Potassio (min.) 5.500 mg/kg, Sédio (min.) 2.000 mg/kg, Lisina
(min.) 7.000 mg/kg, Metionina (min.) 4.000 mg/kg, Vitamina E (min.) 450
Ul/kg, Vitamina C (min.) 70 mg/kg, Inulina (min.) 3.000 mg/kg.

Enriquecimento por quilograma do produto (min): Vitamina A (9.000Ul),
Vitamina D3 (600 Ul), Vitamina B1 (3 mg), Vitamina B2 (3 mg), Vitamina B6

(4 mg),
Vitamina B12 (20 pg), Niacina (20 mg), Acido pantoténico (10 mg), Acido
folico (1 mQ), Colina (1.100 mQ),

Zinco (110 mg), Ferro (70 mg), Cobre (10 mg), Manganés (7 mg), lodo (1,4
mg), Selénio (0,1 mg).

e Leite em po (Ninho® fortificado com Ferro, Vitaminas A, C e D)
Composicdo basica: Leite integral, vitaminas (A, C e D), pirofosfato férrico e

emulsificante lecitina de soja (Tabela 1).
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Tabela 1: Informagdo Nutricional de Leite em p6 Ninho - porgéo de 26 g

Quantidade por porcéo % VD(*)

Valor energético 130 kcal =546 kJ 7%
Carboidratos 999 3%
Proteinas 6,89 9%
Gorduras totais 7049 13%
Gorduras saturadas 399 18%
Gorduras trans Néo contém (**)
Fibra alimentar 0g 0%
Sédio 95 mg 4%
Célcio 246 mg 25%
Ferro 5,2mg 37%
Vitamina A 225 ug RE 38%
Vitamina D 1,8 pg 36%
Vitamina C 17 mg 38%

(*)% Valores diarios de referéncia com base em uma dieta de 2.000 kcal ou 8.400
kJ
(**)VD ndo estabelecido

3.4. EXPERIMENTOS

3.4.1. Experimento A — Desenvolvimento de larvas de Cx.
quinquefasciatus de 1° instar submetidas a diferentes dietas e

temperaturas

Apds separar as larvas de 1° instar com auxilio de pipeta e de microscopio
estereoscopio (Motic® SMZ-168), estas foram colocadas em quatro bandejas
plasticas de medidas iguais (24,5 x 14,5 x 6,0 cm), com a mesma quantidade de agua
de torneira em cada uma (500 ml). Os experimentos foram realizados conforme
descrito na Tabela 2, de forma que em todos os recipientes havia quantidade inicial
de 100 larvas de 1° instar em cada um deles. No primeiro deles foi usada a ragéo de
peixe moida da marca Hai Feng Super Red® como alimentacdo (20 mg/dia). No
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segundo recipiente foi testada a ra¢do canina moida da marca Dogchow® (20
mg/dia). No terceiro foi feita uma mistura em partes iguais de racdo de peixe e de
racdo canina moidas, totalizando 20 mg/dia. Por fim, no quarto recipiente, fez-se
uma mistura em partes iguais de racdo de peixe, racdo canina (moidas) e de leite em
po integral da marca Ninho® no total de 20mg/dia. O leite em po foi escolhido para
0 estudo, pois agregados de larvas de Cx. quinguefasciatus sdo atraidos a caseina
(BARBER et. al, 1983), e esta € uma das proteinas mais abundantes no leite em po.
As temperaturas testadas foram: 27 + 2°C; 23 + 2°C; 20 = 2°C. As larvas dos
mosquitos dos recipientes foram alimentadas durante 10 dias consecutivos, desde o

inicio dos experimentos.

Tabela 2: Parametros do experimento de dietas larvarias e temperaturas, realizado no Laboratério de
pesquisa situado na margem do rio Pinheiros, Sdo Paulo, SP (RP = rag&o de peixe, RC = ragéo canina,
L = leite em po).

Recipiente Dieta Quantidade de Volume d"agua Altura da coluna
alimento (mg/dia) (ml) d’agua (cm)
1 RP 20 500 1,2
2 RC 20 500 1,2
3 RP+RC 20 500 1,2
4 RP+RC+L 20 500 1,2

Nos recipientes utilizados para este experimento, as larvas ficaram numa
coluna d’agua de aproximadamente 1,2 cm de altura. De acordo com BRIEGEL
(2003) esta ¢ uma profundidade adequada para que haja um desenvolvimento
considerado 6timo (entre 1 e 2 cm) para larvas de cinco espécies de culicideos
testados (Cx. pipiens, Aedes aegypti e trés espécies de Anopheles).

Foram mensurados os dias do inicio do experimento até a formacéo das
pupas, bem como o tempo para a emergéncia dos adultos. Apos a formagéo de pupas,
estas eram separadas individualmente em copos plasticos (50 ml) e colocadas
individualmente em gaiolas entomolégicas de 30 cm®. Logo apés a emergéncia dos
adultos nas gaiolas, estes foram colocados em potes plasticos e mortos em freezer (-
20°C). Posteriormente, no Instituto de Quimica (1Q) da Universidade de S&o Paulo
(USP), esses adultos foram colocados em estufa (60°C) por 48h, e tiveram seus pesos

secos mensurados em balanca de precisdo (Figura 6), individualmente e com trés
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medi¢des; quando houve divergéncia nos valores pesados, foi realizada uma média
simples para determinar o peso final. Os mosquitos foram entdo acondicionados em
caixas entomoldgicas contendo naftalina e cristais de silica, para material

testemunho. Foram realizadas trés réplicas desse experimento.

Figura 6: Procedimento de pesagem de mosquito Cx. quinquefasciatus utilizando
balanca de precisdo, localizada no Instituto de Quimica (1Q) da USP.

3.4.2. Experimento B — Proporcdes ideais para desenvolvimento
de larvas de 1° instar de Cx. quinquefasciatus: densidade
larvaria/quantidade de alimento/volume e altura d’agua

Larvas de 1° instar foram pipetadas e acondicionadas em recipientes com
medidas (8,0 x 8,0 x 14,5 cm). As larvas deste experimento foram alimentadas por
10 dias consecutivos, desde o inicio dos experimentos. A temperatura utilizada neste
experimento foi de 27 + 2°C. A racdo utilizada foi a de peixe (Hai Feng Super
Red®). Seguiram-se os procedimentos descritos no Gltimo paragrafo da pagina 31
para a obtencdo do peso seco dos mosquitos. Os diferentes tratamentos foram
comparados com o controle, no qual os imaturos foram coletados diretamente do rio
Pinheiros e mantidos em agua do rio, sem adicdo de alimentos. O controle foi
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mantido na mesma temperatura e umidade que os outros recipientes/tratamentos. As

propor¢Oes utilizadas nos tratamentos estdo descritas na Tabela 3.

Tabela 3: Parametros do experimento de proporcdes ideais, realizado no Laboratdrio de pesquisa
situado na margem do rio Pinheiros, Sdo Paulo, SP.

Recipiente Quantidade de Quantidade de Volume d’agua  Altura da coluna
larvas (L1) alimento (mg/dia) (ml) d’agua (cm)
A 50 10 50 1,1
B 50 10 100 2,1
C 50 10 250 4,6
D 50 05 100 2,1
E 50 20 100 2,1
F 20 10 100 2,1
G 100 10 100 2,1

3.5.  TRATAMENTO DOS DADOS

Analise de variancia paramétrica (ANOVA) e andlise de variancia néao
paramétrica de Kruskal-Wallis (H) foram utilizadas objetivando:

Verificar diferenca significante (p<0,05) em relacdo ao peso seco dos machos
e fémeas de Cx. quinguefasciatus, cujos imaturos (larvas e pupas) foram submetidas
a trés variacOes de temperatura (27 = 2°C, 23 + 2°C e 20 + 2°C) e, cujas larvas que
originaram esses mosquitos adultos receberam alimentacéo distinta por tratamento.

Verificar diferenca significante (p<0,05) na mortalidade de imaturos de Cx.
quinguefasciatus, mantidos a 27 + 2°C, cujas larvas foram alimentadas com racéo de
peixe, em relagdo a trés volumes distintos de &gua (50 ml, 100 ml e 250 ml), de
experimento realizado em triplicata.

Verificar diferenca significante (p<0,05) na mortalidade de imaturos de Cx.
quinquefasciatus, mantidos a 27 + 2°C, em volume de 100 ml, quando as larvas séo
submetidas a trés dietas distintas e diarias (5mg, 10mg e 20mg).

A analise de variancia ndo paramétrica de Kruskal-Wallis (H) so foi utilizada
quando néo foi possivel obter a normalidade e homocedasticidade de variancia em

relacdo a distribuicdo dos dados que se objetivava comparar.
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Em todas as ocasifes em que se obteve ANOVA significante (p<0,05) foi
realizado o teste de pds-hoc de Tukey com o objetivo, na comparacéo duas a duas
entre as variaveis, encontrar qual teria sido “responsavel” pela significdncia desse
teste de inferéncia estatistica.

As anélises para os experimentos de dietas larvarias foram também realizadas
separando as pupas conforme os dias de duracdo das mesmas nesse estagio e
comparando os valores de peso seco de adultos pareados para cada ragdo (usando o
teste t de Student pareado), numa determinada temperatura.

Para comparar 0 peso seco de machos e fémeas de Cx. quinquefasciatus
provenientes de larvas e pupas submetidas a distintos tratamentos em relacdo ao
controle, foi utilizado o teste t de Student com nivel de significancia de 5% (p<0,05),
em funcdo da normalidade e homogeneidade de variancia dos dados.

Os dados foram organizados e tratados com a utilizagdo da planilha do Excel
2007 da Microsoft Office e analisados por meio do programa BioEstat versao 5.0.
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4- RESULTADOS

Os resultados aqui apresentados mostram dois experimentos em que adultos
machos e fémeas da espécie Cx. quinquefasciatus, procedentes de larvas e pupas
submetidas a tratamentos distintos, com relacdo a dieta larvaria, variacdes de
temperatura, variacfes de volume de &gua contida nos recipientes utilizados em
laboratério como criadouro foram verificadas quanto ao peso seco. Também foi
verificado o tempo de formacdo das pupas desde a eclosao das larvas e a mortalidade

das formas imaturas submetidas aos diferentes tratamentos.

4.3. EXPERIMENTO A - DIETAS LARVARIAS E
TEMPERATURAS
4.3.1. Dietas larvarias

As anélises para os experimentos de dietas larvérias foram realizadas por meio
da separacdo das pupas conforme os dias de duracdo das mesmas nesse estagio e a
comparacgdo dos valores de peso seco de adultos pareados para cada racdo (usando o
teste t de Student), numa determinada temperatura; depois se unificaram esses
valores e compararam-se 0s valores de peso secos das racdes entre si (usando analise

paramétrica de ANOVA), também para cada temperatura.

4.3.1.1. Andlises das dietas
43.1.1.1. Machos
o 27+2°C

A Figura 7 apresenta a distribuicdo dos pesos secos dos machos de Cx.
quinquefasciatus, cujas larvas foram mantidas em temperatura 27 £ 2°C, e foram
submetidas a diferentes dietas larvarias. A media e 0 erro padrdo para 0 peso seco
dos exemplares, adultos machos de Cx. quinquefasciatus, derivados das formas

imaturas submetidas as dietas racdo de peixe, ragdo canina, mistura de racdo de peixe
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e canina (P+C) e mistura de racdo de peixe, canina e leite em pé (P+C+L) foram
respectivamente: 0,3636 + 0,0139; 0,4086 + 0,0261; 0,2998 + 0,0143 e 0,3138 *
0,0156. A analise de variancia paramétrica ANOVA mostrou que existe diferenca
estatisticamente significante (p<0,05) com 3 graus de liberdade (g.l.) (F= 7,7383; p<
0,001). O teste pos-hoc de Tukey mostrou que as comparacdes entre a racdo de peixe
com a mistura P+C, bem como a racdo canina comparada as dietas P+C e P+C+L

foram as responsaveis pela diferenca estatistica significante da ANOVA.
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Figura 7: Box-plot com médias e erro padrdo para o peso seco de machos de Cx.
quinquefasciatus provenientes de larvas mantidas a partir de diferentes dietas, mantidas em
temperatura 27 + 2°C. [P+C= mistura de racdo de peixe e ra¢do canina; P+C+L= mistura de
racao de peixe, racdo canina e leite em pd].

o 23%2°C

A Figura 8 apresenta a distribuicdo dos pesos secos dos machos de Cx.
quinquefasciatus, cujas larvas foram mantidas em temperatura 23 £ 2°C, e foram
submetidas a diferentes dietas larvarias. A media e 0 erro padrdo para 0 peso seco
dos exemplares adultos machos de Cx. quinquefasciatus, cujas larvas foram
submetidas as dietas racao de peixe, racdo canina, mistura de ragdo de peixe e canina
(P+C) e mistura de ragdo de peixe, canina e leite em pd (P+C+L) foram
respectivamente: 0,3984 + 0,0184; 0,3431 £+ 0,0158; 0,3875 = 0,0138 e 0,3521 +
0,0114. A anélise de variancia parametrica ANOVA mostrou que houve diferenca
estatistica significante (p<0,05), com 3 g.l. (F= 3,1615; p= 0,0258), entre as
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diferentes dietas para essa temperatura. O teste pds-hoc de Tukey mostrou que a
racdo de peixe comparada a racdo canina foi a responsavel pela diferenca estatistica
significante de ANOVA.
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Figura 8: Box-plot com médias e erro padrdo para o peso seco de machos de Cx.
quinquefasciatus provenientes de larvas mantidas a partir de diferentes dietas, mantidas em
temperatura 23 + 2°C. [P+C= mistura de racdo de peixe e ra¢do canina; P+C+L= mistura de
racdo de peixe, ragdo canina e leite em po].

o 20x2°C

A Figura 9 apresenta a distribuicdo dos pesos secos dos machos de Cx.
quinguefasciatus, cujas larvas foram mantidas em temperatura 20 + 2°C, e foram
submetidas a diferentes dietas larvarias. A média e 0 erro padrdo para 0 peso Seco
dos exemplares adultos machos de Cx. quinquefasciatus, cujas larvas foram
submetidas as dietas racao de peixe, racdo canina, mistura de racéo de peixe e canina
(P+C) e mistura de ragdo de peixe, canina e leite em pd (P+C+L) foram
respectivamente: 0,4040 + 0,0108; 0,3789 + 0,0109; 0,4568 + 0,0141 e 0,4775 %
0,0145. A analise de variancia paramétrica ANOVA mostrou que existe diferenca
estatistica significante (p<0,05) com 3 g.l. (F= 13,5177; p<0,001). O teste pds-hoc de
Tukey mostrou a ragdo de peixe comparada as outras duas dietas (P+C e P+C+L),
bem como a ragdo canina comparada as outras duas dietas (P+C e P+C+L) foram as

responsaveis pela diferenca estatistica significante da ANOVA.
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Figura 9: Box-plot com médias e erro padrdo para 0 peso seco de machos de Cx.
quinquefasciatus provenientes de larvas mantidas a partir de diferentes dietas, mantidas em
temperatura 20 + 2°C. [P+C= mistura de racdo de peixe e ra¢do canina; P+C+L= mistura de
racao de peixe, racdo canina e leite em pd].

43.1.1.2. Fémeas
o 27+2°C

A Figura 10 apresenta a distribuicdo dos pesos secos das fémeas de Cx.
quinguefasciatus, cujas larvas foram mantidas em temperatura 27 + 2°C, e foram
submetidas a diferentes dietas larvarias. A média e 0 erro padrdo para 0 peso seco
dos exemplares adultos fémeas de Cx. quinquefasciatus, cujas larvas foram
submetidas as dietas racao de peixe, racao canina, mistura de racdo de peixe e canina
(P+C) e mistura de ragdo de peixe, canina e leite em pd (P+C+L) foram
respectivamente: 0,5000 + 0,0292; 0,6076 + 0,0224; 0,6229 + 0,0332 e 0,6224 +
0,0304. A analise de variancia paramétrica ANOVA mostrou que existe diferenca
estatistica significante (p<0,05) com 3 g.l. (F= 4,0806; p= 0,0088). O teste pds-hoc
de Tukey mostrou que as comparacdes entre a racdo de peixe com as trés outras
racOes e misturas foram duas a duas, as responsaveis pela diferenca estatisticamente
significante da ANOVA.
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Figura 10: Box-plot com médias e erro padrdo para o peso seco de fémeas de Cx.
quinguefasciatus provenientes de larvas mantidas a partir de diferentes dietas, mantidas em
temperatura 27 £ 2°C. [P+C= mistura de racio de peixe e rac¢do canina; P+C+L= mistura de
racao de peixe, racdo canina e leite em pd].

o 23x2°C

A Figura 11 apresenta a distribuicdo dos pesos secos das fémeas de Cx.
quinquefasciatus, cujas larvas foram mantidas em temperatura 23 + 2°C, e foram
submetidas a diferentes dietas larvarias. A média e o0 erro padrdo para 0 peso seco
dos exemplares adultos fémeas de Cx. quinquefasciatus, cujas larvas foram
submetidas as dietas racdo de peixe, racdo canina, mistura de racdo de peixe e canina
(P+C) e mistura de racdo de peixe, canina e leite em pd (P+C+L) foram
respectivamente: 0,7042 + 0,0237; 0,6396 + 0,0219; 0,7287 + 0,0282 e 0,7198 +
0,0208. A analise de variancia paramétrica ANOVA mostrou que existe diferenca
estatistica significante (p<0,05) com 3 g.l. (F= 3,131 ; p= 0,027). O teste p6s-hoc de
Tukey mostrou que as comparacOes entre a racdo canina e a mistura de racdo de
peixe e canina foram as responsaveis pela diferenca estatistica significante da
ANOVA.
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Figura 11: Box-plot com médias e erro padrdo para o peso seco de fémeas de Cx.
quinquefasciatus provenientes de larvas mantidas a partir de diferentes dietas, mantidas em
temperatura 23 £ 2°C. [P+C= mistura de racdo de peixe e ra¢do canina; P+C+L= mistura de
racdo de peixe, racdo canina e leite em pd].

e 20x2°C

A Figura 12 apresenta a distribuicdo dos pesos secos das fémeas de Cx.
quinquefasciatus, cujas larvas foram mantidas em temperatura 20 £ 2°C, e foram
submetidas a diferentes dietas larvarias. A média e 0 erro padrdo para 0 peso Seco
dos exemplares adultos fémeas de Cx. quinquefasciatus, cujas larvas foram
submetidas as dietas racao de peixe, racao canina, mistura de racdo de peixe e canina
(P+C) e mistura de racdo de peixe, canina e leite em pd (P+C+L) foram
respectivamente: 0,7993 + 0,0260; 0,7419 + 0,0299; 0,7239 * 0,0256 e 0,8057 *
0,0289. A analise de variancia paramétrica ANOVA mostrou que ndo houve
diferenca estatistica significante (p>0,05), com 3 g.l. (F=2,1941; p= 0,089), entre as
diferentes dietas para essa temperatura.
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Figura 12: Box-plot com médias e erro padrdo para o peso seco de fémeas de Cx.
quinquefasciatus provenientes de larvas mantidas a partir de diferentes dietas, mantidas em
temperatura 20 + 2°C. [P+C= mistura de racdo de peixe e rac¢do canina; P+C+L= mistura de
racdo de peixe, racdo canina e leite em pd].

4.3.1.2. Analise dos pesos secos de adultos conforme o tempo de
duracédo do periodo pupal
4.3.1.2.1. Machos

A figura 13 apresenta a distribuicdo dos pesos secos dos machos de Cx.
quinguefasciatus, cujas larvas foram mantidas em temperatura 27 = 2°C e
submetidas a diferentes dietas larvarias. Verificou-se se houve diferenca estatistica
significante entre o peso seco dos adultos quando pareados conforme os dias de
duracdo de seus periodos no estagio de pupa, para cada tipo de dieta.

Nota-se que a média para os adultos machos de Cx. quinquefasciatus
emergidos de pupas cujas larvas receberam ragdo de peixe foi maior para aqueles que
emergiram em um dia (P1) comparado aos que emergiram em dois dias (P2) de
desenvolvimento no estagio de pupa. A média no primeiro caso foi de (0,3989 +
0.0082) e a de P2 foi de (0,3076 + 0,0291) (figura 13). No entanto o teste t de
Student pareado demonstrou que houve diferenca estatistica significante (p<0,05)

entre peso seco de adultos para as pupas que se desenvolveram ao longo dos dias,
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com 16 g.l (t= 2.7537; p= 0,0141) e com 95% de intervalo de confian¢a (IC) igual a
[0,0211 a 0,1624].

Com relagéo ao peso dos adultos machos de Cx. quinquefasciatus oriundos de
pupas cujas larvas se alimentaram de racdo canina observa-se na figura 13, que o
peso dos que se desenvolveram em um dia (C1) foi superior ao peso dos que se
desenvolveram em dois dias (C2) de desenvolvimento no estagio de pupa,
respectivamente com média e erro de (0,4713 + 0,0572) e (0,3729 £ 0,0211).
Contudo, o teste t de Student pareado indicou que essa diferenca ndo foi significante
(p>0,05) com 7g.l. (t=1,19980; p= 0,2692 ). O IC (95%) foi de [-0,0716 a 0,2191].

Para o peso dos adultos machos que se originaram de pupas cujas larvas
receberam como dieta a mistura de ra¢fes de peixe e canina, verifica-se na figura 13
que, o peso dos que emergiram em um dia de desenvolvimento no estagio de pupa
(PC1), a exemplo do experimento anterior, também superou o peso das que
emergiram apds dois dias nesse estagio (PC2), com média e erro de (0,3777 £
0,0181) e (0,2660 + 0,0154). O teste t de Student pareado mostrou diferenca
estatistica muito significante com 12 g.l (t=4,9965; p<0,0001) e no IC (95%) igual a
[0,0655 a 0,1668].

Para a mistura de ragdes de peixe, canina e leite em po, observa-se na figura
13 que o peso dos machos de Cx. quinquefasciatus procedentes de pupas cujas larvas
que se alimentaram dessa dieta, também apresentaram média maior no primeiro dia
de desenvolvimento (PCL1) comparada a média daqueles que emergiram de pupas
com duracdo de dois dias (PCL2) nesse mesmo estagio. Respectivamente, a média e
o0 erro padrdo foram de (0,4100 + 0,0324) e (0,2842 + 0,0135). Neste caso, o teste t
de Student pareado mostrou que a diferenca entre as médias foi significante (p<0,05).
O valor de t com 7 g.l. foi de (t=3,0874; p=0,0176) com IC(95%) de [ 0,0281 a
0,2119].
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Figura 13: Box-plot com médias e erro padrdo para o peso seco de adultos machos de Cx.
quinquefasciatus emergidos conforme o periodo de duracdo das pupas, que foram produzidas
a partir de diferentes dietas e mantidas em temperatura 27 + 2°C. [P1= machos emergidos
apos 1 dia, produzidos com racdo de peixe; P2= machos emergidos apos 2 dias, produzidos
com racdo de peixe; C1= machos emergidos apés 1 dia, produzidos com ra¢do canina; C2=
machos emergidos apés 2 dias, produzidos com ragdo canina; PC1= machos emergidos apds
1 dia, produzidos com mistura de ragfes de peixe e canina; ; PC2 machos emergidos apos 2
dias, produzidos com mistura de rag@es de peixe e canina; PCL1= machos emergidos ap6s 1
dia, produzidos com mistura de races de peixe, canina e leite em pd; PCL2= machos
emergidos apoés 2 dias, produzidos com mistura de ragdes de peixe, canina e leite em pd].

o 23x2°C

A figura 14 apresenta a distribuicdo dos pesos secos dos machos de Cx.
quinquefasciatus, cujas larvas foram mantidas em temperatura 23 + 2°C, e foram
submetidas a quatro diferentes dietas larvarias. Verificou-se se houve diferenca
estatistica significante entre o peso seco dos adultos quando pareados conforme o
periodo de duracdo no estagio de pupa, para cada tipo de dieta.

Quando se comparou 0 peso seco de machos de Cx. quinquefasciatus
emergidos de pupas cujas larvas receberam racdo de peixe submetida a 23 + 2°C
(figura 14) verificou-se que a média de peso seco dos adultos que se formaram apds
dois dias (P2) de duracdo no periodo de pupa foi inferior a média dos que duraram

trés dias (P3) nesse estagio. O valor da média respectivamente para cada
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experimento, com seu erro padrdo foi de (0,4325 + 0,0761) e (0,3944 £ 0,0189).
Contudo, o teste t de Student pareado revelou que essa diferenca nao foi significante
ao nivel de 5% com 3 g.1 foi de (t= 1,9314; p= 0,1489), com IC (95%) de [-0,0793 a
0,3243].

Observa-se na figura 14 que a meédia para o peso seco dos machos de Cx.
quinguefasciatus emergidos de pupas cujas larvas se alimentaram de racdo de cao,
foi maior no experimento em que as pupas tiveram periodo de desenvolvimento de
trés dias (C3) comparado a média dos que tiveram pupas com dois dias de duracao
(C2) nesse mesmo estagio, e foram respectivamente de (0,3724 + 0,0193) e (0,2764
+ 0,0144). O teste t de Student pareado revelou que essa diferenca foi significante
(p<0,05) com 10 g.l (t= - 2.9591; p= 0.0143) com IC (95%) igual a [-0.0845 a —
0.0119].

No caso em que as larvas receberam a dieta de racdo de peixe misturada com
a de cdo, a média do peso seco dos machos emergidos das pupas que duraram dois
dias nessa fase (PC2) foi maior comparada a média do peso seco dos adultos cujas
pupas duraram trés dias (PC3), e as médias e erros padrdo foram de (0,4325 +
0,0189) e (0,3830 £ 0,0149) respectivamente. Contudo o teste t Student pareado com
3 g.1 néo foi significante (p<0,05) ao nivel de 5% (t= 2,4715; p= 0,0899) com IC
(95%) igual a [-0,0280 a 0,2230].

Da mesma forma, o peso seco de adultos machos de Cx. quinguefasciatus
oriundos de larvas alimentadas com dieta de racdo de peixe, de cdo e leite em pd
apresentaram peso seco maior nos oriundos de pupas que tiveram tempo de
desenvolvimento de dois dias (PCL2) comparados aos originados de pupas
desenvolvidas em trés dias (PCL3). A média e erro padrdo para 0 peso seco dos
machos em cada um dos experimentos foi de (0,3822 + 0,0316) e (0,3441 + 0,0117).
No entanto o teste t de Student pareado indicou que essa diferenca nédo foi
significante ao nivel de 5% (o = 0.05) (t=1.2260; p= 0,2550) com 8 g.l e IC (95%)
igual a [-0,0431 a 0,1408].
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Figura 14: Box-plot com médias e erro padrdo para o peso seco de adultos machos de Cx.
quinquefasciatus emergidos conforme o periodo de duracdo das pupas, que foram produzidas
a partir de diferentes dietas e mantidas em temperatura 23 + 2°C. [P2= machos emergidos
apos 2 dias, produzidos com ragdo de peixe; P3= machos emergidos ap6s 3 dias, produzidos
com racdo de peixe; C2= machos emergidos apés 2 dia, produzidos com ragdo canina; C3=
machos emergidos apés 3 dias, produzidos com racdo canina; PC2= machos emergidos ap6s
2 dias, produzidos com mistura de racdes de peixe e canina; ; PC3 machos emergidos apds 3
dias, produzidos com mistura de ragdes de peixe e canina; PCL2= machos emergidos ap0s 2
dias, produzidos com mistura de racdes de peixe, canina e leite em po; PCL3= machos

emergidos apos 3 dias, produzidos com mistura de ragdes de peixe, canina e leite em pd].

20+ 2°C

A figura 15 apresenta a distribuicdo dos pesos secos dos machos de Cx.

quinguefasciatus, cujas larvas foram mantidas em temperatura 20 + 2°C, e foram

submetidas a diferentes dietas larvarias. Foi verificado se houve diferenca estatistica

significante entre o peso seco dos adultos quando pareados conforme os dias de

duracdo dos seus periodos de pupa, para cada tipo de dieta.

Conforme a figura 15 nota-se que a média do peso seco dos machos de Cx.

quinguefasciatus emergidos de pupas cujas larvas receberam dieta de ragcdo de peixe

e as pupas tiveram periodo de desenvolvimento no decorrer de trés dias (P3) foi

maior comparado ao peso dos nos quais as pupas levaram quatro dias (P4) para se

desenvolverem. A média e o erro padrdo de cada um foram, respectivamente,
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(0,41046 + 0,0140) e (0,3893 £ 0,0155). O teste t de Student pareado revelou que
essa diferenca foi significante (p<0,05) com 14 g.l (t= 2,4653; p= 0,0272) com IC
(95%) igual a [0,0064 a 0.0923].

Ainda de acordo com a figura 15 nota-se que a média do peso seco dos
machos de Cx. quinquefasciatus emergidos de pupas cujas larvas receberam dieta de
racao canina e as pupas tiveram periodo de desenvolvimento no decorrer de trés dias
(C3) foi maior quando se comparou com a média do peso seco dos emergidos de
pupas que apresentaram tempo de desenvolvimento de quatro dias (C4). A médiae o
erro registrado para cada um dos experimentos foi respectivamente de (0,3992 +
0,0124) e (0,3260 + 0,0161). O teste t de Student pareado indicou que houve
diferenca estatistica significante (p<0,01) com 5% de significancia. O teste t com 14
g.l foi igual a (t= 3,9595; p= 0,0014). O IC (95%) foi de [0,0431 a 0,1449].

O peso seco dos machos de Cx. quinquefasciatus emergidos de pupas cujas
larvas receberam dieta de racdo de peixe e canina e que as pupas tiveram periodo de
desenvolvimento no decorrer de trés dias (PC3) teve média maior comparado ao peso
seco dos emergidos de pupas com tempo de desenvolvimento de quatro dias (PC4),
conforme a figura 15. A média e o erro padrdo do peso desses machos foram
respectivamente de (0,4848 + 0,0184) e (0,4000 + 0,0186). O teste t de Student (t =
2,7556; p = 0,0147) foi significante com 15 g.l., (p<0,05) e IC (95%) de [0,0143 a
0,1119].

Conforme a figura 15, o peso seco dos machos de Cx. quinquefasciatus
emergidos de pupas cujas larvas receberam dieta de racéo de peixe, canina e leite em
pO nos quais as pupas tiveram periodo de desenvolvimento no decorrer de trés dias
(PCL3) teve média maior comparado ao peso seco daqueles emergidos de pupas com
tempo de desenvolvimento de quatro dias (PC4). As médias de peso seco e erro
padréo foram respectivamente para PCL3 e PCL4 de (0,5027 + 0,0192) e (0,4382 +
0,0198). No entanto, a diferenca entre essas médias ndo foi significante com t de
Student pareado revelando um valor de (t= 1,5941; p=0,1304) com 16 g.l e IC (95%)
igual a [-0,0165 a 0,1165].
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Figura 15: Box-plot com médias e erro padrdo para o peso seco de adultos machos de Cx.
quinquefasciatus emergidos conforme o periodo de duracéo das pupas, que foram produzidas
a partir de diferentes dietas e mantidas em temperatura 20 + 2°C. [P3= machos emergidos
apos 3 dias, produzidos com ragdo de peixe; P4= machos emergidos ap6s 4 dias, produzidos
com ragao de peixe; C3= machos emergidos ap0s 3 dias, produzidos com ragdo canina; C4=
machos emergidos apés 4 dias, produzidos com ragdo canina; PC3= machos emergidos ap0s
3 dias, produzidos com mistura de racfes de peixe e canina; ; PC4 machos emergidos ap6s 4
dias, produzidos com mistura de ra¢des de peixe e canina; PCL3= machos emergidos apds 3
dias, produzidos com mistura de racdes de peixe, canina e leite em po; PCL4= machos
emergidos apos 4 dias, produzidos com mistura de ragdes de peixe, canina e leite em pd].

4.3.1.2.2. Fémeas
o 27+2°C

A figura 16 apresenta a distribuicdo dos pesos secos das fémeas de Cx.
quinquefasciatus, cujas larvas foram mantidas em temperatura 27 £ 2°C, e foram
submetidas a quatro diferentes dietas larvarias. Foi verificado se houve diferenca
estatistica significante entre o peso seco dos adultos quando pareados entre os dias de
duracéo de seus periodos pupais, conforme cada tipo de dieta.

Observou-se que a média do peso seco das fémeas adultas de Cx.
quinquefasciatus cujas larvas receberam racdo de peixe foi maior para aquelas em
que as pupas tiveram periodo de desenvolvimento em um dia (P1) comparado as que

tiveram dois dias de desenvolvimento nesse estagio (P2). A media e erro padrdo no
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primeiro caso foram de (0,5917 + 0,0746) e do segundo foram de (0,4750 + 0,0299)
(figura 16). No entanto o teste t de Student pareado demonstrou que ndo houve
diferenca estatistica significante (p>0,05) entre peso seco de adultos para as pupas
que se desenvolveram ao longo dos dias, com 5 g.l (t= 2,0968; p= 0,09) e com IC
(95%) igual a [-0,0388 a 0,3822].

Com relacdo ao peso seco das fémeas adultas de Cx. quinquefasciatus
oriundos de larvas que se alimentaram de racdo canina, observa-se na figura 16 que o
peso seco das que se desenvolveram em um dia (C1) na fase de pupa foi superior ao
peso das que se desenvolveram em dois dias (C2) nesse mesmo estégio,
respectivamente com média e erro padréo de (0,6160 + 0,0733) e (0,6058 + 0,0234).
Contudo, o teste t de Student pareado indicou que essa diferenca ndo foi significante
(p>0,05) com 4 g.1. (t=-0,3897; p= 0,7166). O IC (95%) foi de [-0,3574 a 0,2694].

Para o peso das fémeas adultas que se originaram de larvas que receberam
como dieta a mistura de ragOes de peixe e canina, verifica-se na figura 16 que, o peso
das que emergiram apds dois dias na fase de pupa (PC2) superou o peso das que
emergiram apos um dia (PC1) nesse estagio, e tiveram respectivamente médias e
erros padrdo de (0,6420 + 0,0439) e (0,5882 + 0,0494). No entanto, o teste t de
Student pareado indicou que essa diferenca nao foi significante (p>0,05) com 10 g.1.
(t= 0,6558; p=0,5268). O IC (95%) foi de [-0,0872 a 0,1599].

Para a mistura de racdes de peixe, canina e leite em pd, se observa na figura
16 que o peso das fémeas de Cx. quinquefasciatus procedentes de larvas que se
alimentaram dessa dieta apresentou média maior apds um dia desenvolvimento nessa
fase (PCL1) comparada a média das que emergiram de pupas com dois dias de
duracdo nesse estagio (PCL2). Respectivamente, a média e o erro padrdo foram de
(0,7480 £ 0,0488) e (0,5910 £ 0,0327). Neste caso, o teste t de Student pareado
mostrou que a diferenca entre as médias foi significante (p<0,05). O valor de t com 4
g.l. foi de (t=5,3300; p= 0,0060) com IC (95%) = [0,1466 a 0,4654].
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Figura 16: Box-plot com médias e erro padrdo para o peso seco de fémeas adultas de Cx.
quinquefasciatus emergidas a partir do periodo de duracdo das pupas, que foram produzidas a
partir de diferentes dietas e mantidas em temperatura 27 + 2°C. [P1= fémeas emergidas apds
1 dia, produzidas com racdo de peixe; P2= fémeas emergidas apos 2 dias, produzidas com
racdo de peixe; C1= fémeas emergidas apos 1 dia, produzidas com ragdo canina; C2= fémeas
emergidas ap6s 2 dias, produzidas com ragdo canina; PC1= fémeas emergidas apds 1 dia,
produzidas com mistura de ragGes de peixe e canina; ; PC2= fémeas emergidas ap0ds 2 dias,
produzidas com mistura de ra¢es de peixe e canina; PCL1= fémeas emergidas apés 1 dia,
produzidas com mistura de ragGes de peixe, canina e leite em p6; PCL2= fémeas emergidas
apos 2 dias, produzidas com mistura de ragOes de peixe, canina e leite em po].

e 23x2°C

A figura 17 apresenta a distribuicdo dos pesos secos das fémeas de Cx.
quinguefasciatus, cujas larvas foram mantidas em temperatura 23 = 2°C, e foram
submetidas a diferentes dietas larvéarias. Foi averiguado se havia diferenca estatistica
significante entre o peso seco dos adultos quando pareados conforme os dias de
duracdo dos seus periodos de pupa, para cada tipo de dieta.

Observou-se que a média do peso seco para as fémeas de Cx.
quinguefasciatus emergidas de larvas que receberam racdo de peixe foi maior para
aquelas que emergiram em trés dias apos a formacdo das pupas (P3) comparado a
média das que emergiram ap6s dois dias (P2) de desenvolvimento nesse estagio. A
média no primeiro caso foi de (0,7139 + 0,0261) e a do segundo foi de (0,6400 +
0,0460) (figura 17). No entanto o teste t de Student pareado demonstrou que néo

houve diferenca estatistica significante (p>0,05) entre peso seco de adultos para as
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pupas que se desenvolveram ao longo dos dias, com 4 g.l (t= 1,6444; p= 0,1754) e
com IC (95%) igual a [-0,0261 a 0,1021].

Com relacdo ao peso seco das fémeas de Cx. quinquefasciatus oriundos de
larvas se alimentaram de ragdo canina observa-se na figura 16, que o peso seco das
que se desenvolveram em trés dias ap6s a formacdo das pupas (C3) foi superior ao
peso das que se desenvolveram em dois dias (C2), respectivamente com média e erro
de (0,6562 + 0,0226) e (0,5962 + 0,0527). Entretanto, o teste t de Student pareado
indicou que essa diferenca ndo foi significante (p>0,05) com 12 g.l. (t= 1,5089; p=
0,1571). O IC (95%) de confianca foi igual a [-0,0321 a 0,1767].

Para o peso das fémeas cujas larvas receberam como dieta a mistura de rac6es
de peixe e canina, verifica-se na figura 17 que o peso das que emergiram em trés dias
(PC3) apobs a formacgdo das pupas superou o peso das que emergiram em dois dias
(PC2) com média e erro de (0,7438 + 0,0325) e (0,6600 + 0,0448). Neste caso, 0
teste t de Student pareado mostrou que a diferenca entre as médias foi significante
(p<0,05). O valor de t com 6 g.l. foi de (t= 3,2413; p= 0,0176) com IC (95%) de
[0,0315 a 0,2256].

Para a mistura de ragdes de peixe, canina e leite em po, se observa na figura
17 que o peso das fémeas de Cx. quinquefasciatus cujas larvas que se alimentaram
dessa dieta foi maior nas que emergiram em trés dias (PCL3) apds a formacdo das
pupas superou o peso das que emergiram em dois dias (PCL2). Respectivamente, a
média e o erro padrdo foram de (0,7303 £ 0,0260) e (0,6946 + 0,0340). Contudo, o
teste t de Student pareado indicou que essa diferenca ndo foi significante (p>0,05)
com 12 g.l. (t=1,9244; p=0,0783). O IC (95%) foi igual a [-0,0090 a 0,1443].
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Figura 17: Box-plot com médias e erro padrdo para o peso seco de fémeas adultas de Cx.
quinquefasciatus emergidas a partir do periodo de duracdo das pupas, que foram produzidas a
partir de diferentes dietas e mantidas em temperatura 23 £ 2°C. [P2= fémeas emergidas ap6s
2 dias, produzidas com racdo de peixe; P3= fémeas emergidas apds 3 dias, produzidas com
racdo de peixe; C2= fémeas emergidas apds 2 dias, produzidas com ragdo canina; C3=
fémeas emergidas ap6s 3 dias, produzidas com racdo canina; PC2= fémeas emergidas apés 2
dias, produzidas com mistura de races de peixe e canina; ; PC3= fémeas emergidas ap6s 3
dias, produzidas com mistura de racBes de peixe e canina; PCL2= fémeas emergidas ap6s 2
dias, produzidas com mistura de racfes de peixe, canina e leite em pd; PCL3= fémeas
emergidas apds 3 dias, produzidas com mistura de ragdes de peixe, canina e leite em p6].

o 20x2°C

A figura 18 apresenta a distribuicdo dos pesos secos das fémeas de Cx.
quinguefasciatus, cujas larvas foram mantidas em temperatura 20 + 2°C, e foram
submetidas a diferentes dietas larvarias. Foi verificado se havia diferenca estatistica
significante entre o peso seco dos adultos quando pareados entre os dias de duracéo
de seus periodos pupais, conforme cada tipo de dieta.

Observou-se que a média para as fémeas de Cx. quinguefasciatus cujas larvas
receberam racdo de peixe foi maior para aquelas que emergiram em quatro dias (P4)
apos a formacgdo das pupas, comparadas as que tiveram trés dias (P3) de
desenvolvimento nesse estagio. A média no primeiro caso foi de (0,8375 + 0,0842) e
a do segundo foi de (0,7913 * 0,0265), como se pode observar na figura 18. Neste

caso, o0 teste t de Student pareado mostrou que a diferenca entre as médias foi
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significante (p<0,05). O valor de t com 7 g.l. foi de (t= -2,4004; p= 0,0474) com IC
(95%) igual a [-0,4864 a -0,0036].

Com relacdo ao peso seco das fémeas de Cx. quinquefasciatus cujas larvas se
alimentaram de racdo canina, observa-se na figura 18 que o peso das que se
desenvolveram em trés dias (C3) ap6s a formacdo das pupas foi superior ao peso das
que se desenvolveram em quatro dias (C4) nessa fase, respectivamente com média e
erro de (0,7703 + 0,0328) e (0,6480 + 0,0635). Contudo, o teste t de Student pareado
indicou que essa diferenga ndo foi significante (p>0,05) com 9 g.l. (t= -1,1101; p=
0,2957). O IC (95%) foi de [-0,2582 a 0,0882].

Para o peso das fémeas cujas larvas receberam como dieta a mistura de rac6es
de peixe e canina, verifica-se na figura 18 que o peso das que emergiram em trés dias
(PC3) apos a formacdo das pupas superou 0 peso das que emergiram em quatro dias
(PC4) com média e erro de (0,7682 + 0,0353) e (0,6400 + 0,0259). Neste caso, 0
teste t de Student parecado indicou que essa diferenga nao foi significante (p>0,05)
com 14 g.l. (t=0,9676; p= 0,3496). O IC (95%) foi de [-0,0511 a 0,1351].

Para a mistura de racGes de peixe, canina e leite em pd, observa-se na figura
18 que o peso das fémeas de Cx. quinquefasciatus cujas larvas se alimentaram dessa
dieta apresentou média maior no terceiro dia (PCL3) ap6s a formacdo das pupas
comparado as fémeas que se desenvolveram em quatro dias (PCL4) nesse estagio.
Respectivamente, a média e o erro padrdo foram de (0,8392 + 0,0339) e (0,7264 +
0,0491). Entretanto, o teste t de Student pareado indicou que essa diferenca néo foi
significante (p>0,05) com 10 g.l. (t= 0,3761; p=0,7147). O IC (95%) foi de [-0,0851
a0,1196].
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Figura 18: Box-plot com médias e erro padrdo para o peso seco de fémeas adultas de Cx.
quinquefasciatus emergidas a partir do periodo de duracdo das pupas, que foram produzidas a
partir de diferentes dietas e mantidas em temperatura 20 + 2°C. [P3= fémeas emergidas apds
3 dias, produzidas com racdo de peixe; P4= fémeas emergidas apds 4 dias, produzidas com
racdo de peixe; C3= fémeas emergidas apds 3 dias, produzidas com ragdo canina; C4=
fémeas emergidas ap0s 4 dias, produzidas com ragdo canina; PC3= fémeas emergidas apés 3
dias, produzidas com mistura de ra¢des de peixe e canina; ; PC4= fémeas emergidas ap6s 4
dias, produzidas com mistura de racfes de peixe e canina; PCL3= fémeas emergidas apos 3
dias, produzidas com mistura de racBes de peixe, canina e leite em po6; PCL4= fémeas
emergidas apds 4 dias, produzidas com mistura de racdes de peixe, canina e leite em pd].

4.3.2. Temperaturas
4.3.2.1. Machos

A figura 19 apresenta a distribuicdo dos pesos secos de mosquitos machos,
provenientes de larvas alimentadas com ragédo de peixe e submetidas, assim como na
fase de pupas, a trés variagdes de temperatura. A média e o erro padrdo para 0 peso
seco dos exemplares adultos machos de Cx. quinquefasciatus derivados das formas
imaturas supracitadas, submetidas as temperaturas de 27 + 2°C, 23 + 2°C e 20 + 2°C
foram respectivamente: 0,3636 + 0,0139; 0,3984 + 0,0184 e 0,4040 £ 0,0108. Apesar
da temperatura 20 + 2°C apresentar a maior média de pesos secos (figura 19), a

andlise de variancia ndo paramétrica de Kruskal-Wallis, com dois graus de liberdade
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(2 g.l.), (H = 2,440; p= 0,295) mostrou que ndo ha diferenca estatistica significante

(p>0,05) entre as médias dos pesos secos dos exemplares machos.
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Figura 19: Box-plot com médias e erro padrdo para o
peso seco de machos de Cx. quinquefasciatus
provenientes de larvas mantidas a partir de dieta de ragéo
de peixe, e assim como as pupas, submetidas a trés
variacBes de temperatura.

Com relagéo, a distribuicdo dos pesos secos de mosquitos machos de Cx.
quinquefasciatus procedentes de larvas alimentadas com racdo de cdo que
juntamente com suas pupas foram submetidas a trés variacdes de temperatura (Figura
20), nota-se que 0s machos, cujas formas imaturas foram submetidas a temperatura
de 27 + 2°C apresentaram peso seco maior com média e erro padrao igual a (0,4086
+ 0,026), quando comparados aos machos cujas formas imaturas foram submetidas
as temperaturas de 23 + 2°C (0,3431 + 0,0158) e 20 + 2°C (0,3789 £ 0,0109). A
analise de variancia paramétrica  ANOVA, mostrou que essa diferenga foi
significante (p<0,05) com 2 g.l. (F= 3.485; p= 0,033). A analise pos-hoc de Tukey
mostrou que a comparacdo das médias do peso seco dos machos submetidos a
temperaturas de 27 + 2°C e 23 + 2°C com p<0,05 foram o0s responsaveis pela
significancia da ANOVA.
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Figura 20: Box-plot com médias e erro padrdo para 0 peso
seco de machos de Cx. quinquefasciatus cujas larvas foram
mantidas a partir de dieta de racdo de cdo, e assim como as
pupas, submetidas a trés variagdes de temperatura.

A figura 21 apresenta a distribuicdo dos pesos secos de mosquitos machos
oriundos de larvas alimentadas com mistura de racOes de peixe e de cdo e
submetidas, assim como na fase de pupas, a trés variagcdes de temperatura. A média e
0 erro padrdo para 0 peso seco dos exemplares adultos machos de Cx.
quinquefasciatus derivados das formas imaturas supracitadas, submetidas as
temperaturas de 27 + 2°C, 23 + 2°C e 20 £ 2°C foram respectivamente: 0,2998 +
0,0143; 0,3875 £ 0,0138 € 0,4568 + 0,0141. A ANOVA mostrou que existe diferenca
estatistica muito significante entre essas médias com 2 g.l (F= 31,1421; p<0,0001).
O teste pos-hoc de Tukey mostrou que, todas as comparagdes, duas a duas, das
médias dos pesos das formas imaturas, submetidas as trés variacGes de temperatura

foram responsaveis pela analise significante de ANOVA.
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Figura 21: Box-plot com médias e erro padréo para 0 peso
seco de machos de Cx. quinquefasciatus cujas larvas foram
mantidas com dieta de mistura de ragdes de peixe e de céo,
e assim como as pupas, submetidas a trés variagdes de
temperatura.

A figura 22 apresenta a distribuicdo dos pesos secos de mosquitos machos
cujas larvas foram alimentadas com mistura de racGes de peixe e de cdo e leite em po
e foram, assim como na fase de pupas, submetidas a trés diferentes variacdes de
temperatura. A média e o erro padrdo para o peso seco dos exemplares adultos
machos de Cx. quinquefasciatus derivados das formas imaturas supracitadas,
submetidas as temperaturas de 27 = 2°C, 23 + 2°C e 20 = 2°C foram
respectivamente: 0,3138 + 0,0156; 0,3521 + 0,0114 e 0,4775 £ 0,0145. A analise de
variancia paramétrica ANOVA mostrou que existe diferenca estatistica muito
significante com 2g.l. (F= 38,1220 ; p<0,0001). O teste pos-hoc de Tukey mostrou
que, a comparagdo entre 0s pesos médios das formas imaturas submetidas a 27 + 2°C
com os submetidos a 20 £ 2°C, bem como, a comparacdo dos pesos secos dos
submetidos a temperaturas de 23 + 2°C com 20 + 2°C, foram o0s responsaveis pela
diferenca significante com p<0,05 de ANOVA.
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Figura 22: Box-plot com médias e erro padréo para o peso
seco de machos de Cx. quinquefasciatus cujas larvas foram
mantidas a partir de dieta de mistura de ragdes de peixe, cdo
e leite em po, e assim como as pupas, submetidas a trés
variacOes de temperatura.

4.3.2.2. Fémeas

A figura 23 apresenta a distribuicdo dos pesos secos das fémeas de Cx.
quinguefasciatus, cujas larvas foram alimentadas com racdo de peixe e submetidas,
da mesma forma que as pupas, a trés diferentes variacdes de temperatura. A média e
0 erro padrdo para 0 peso seco dos exemplares adultos fémeas de Cx.
quinquefasciatus derivados das formas imaturas supracitadas, submetidas as
temperaturas de 27 + 2°C, 23 + 2°C e 20 £ 2°C foram respectivamente: 0,5000 +
0,0292; 0,7042 = 0,0237e 0,7993 + 0,0260. A analise de variancia paramétrica
ANOVA mostrou que existe diferenca estatistica muito significante com 2 g.l. (F=
30,221 ; p<0,0001). O teste pds-hoc de Tukey mostrou que as comparac¢des duas a
duas entre todas as trés variacOes de temperatura foram responsaveis pela diferenca

estatisticamente significante da ANOVA.
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Figura 23: Box-plot com médias e erro padrdo para peso
seco de fémeas de Cx. quinquefasciatus cujas larvas
receberam dieta de racéo de peixe, e assim como as pupas,
submetidas a trés variacBes de temperatura.

A figura 24 apresenta a distribuicdo dos pesos secos das fémeas de Cx.
quinguefasciatus cujas larvas foram alimentadas com racéo de céo, e assim como as
pupas, submetidas a trés diferentes temperaturas. A média e o erro padrdo para o
peso seco dos exemplares adultos fémeas de Cx. quinquefasciatus derivados das
formas imaturas supracitadas, submetidas as temperaturas de 27 + 2°C, 23 + 2°C e
20 + 2°C foram respectivamente: 0,6076 + 0,0224; 0,6396 + 0,0219 e 0,7419 +
0,0299. A andlise de variancia paramétrica ANOVA mostrou que a diferenca entre as
médias de peso das fémeas procedentes das formas imaturas submetidas as trés
variagdes de temperatura foi significante com 2 g.l (F= 7,168; p=0,002). O teste pos-
hoc de Tukey apontou que essa diferenca estatisticamente significante é devida a
comparacao entre as medias dos pesos secos para as temperaturas de 27 + 2°C com
20 + 2°C e de 23 = 2°C com 20 £ 2°C, todas significantes (p<0,05).
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Figura 24: Box-plot com médias e erro padréo para o peso
seco de fémeas de Cx. quinquefasciatus oriundas de larvas
que receberam dieta de racdo de cdo, e assim como as
pupas, submetidas a trés variag¢des de temperatura.

A figura 25 apresenta a distribuicdo dos pesos secos das fémeas de Cx.
quinguefasciatus cujas larvas foram alimentadas com mistura de racfes de peixe e de
cdo, e submetidas, da mesma forma que as pupas, a trés variagdes de temperatura.
Observa-se que a média dos imaturos submetidos a temperatura de 23 + 2°C (0,7287
+ 0,0282) foi maior comparado aos submetidos a temperatura 27 + 2°C (0,6229 *
0,0332) e a temperatura 20 + 2°C (0,7239 + 0,0256). A analise ANOVA mostrou que
existe diferenca estatisticamente significante (p<0,05) quando se compara as médias
do peso seco das fémeas de Cx. quinquefasciatus submetidas a este tratamento, com
2 g.l. (F= 3,889; p= 0,023). O teste pds-hoc de Tukey apontou que essa diferenca
significante é devida, a comparacdo das médias dos pesos das fémeas, cujos imaturos
foram submetidos a 27 £ 2°C contra 23 +2°C e 27 = 2°C contra 23 £ 2°C, cujas

comparacg0Oes evidentemente mostraram-se significantes.
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Figura 25: Box-plot com médias e erro padrdo para peso
seco das fémeas de Cx. quinquefasciatus cujas larvas
receberam dietas de mistura de ragdes de peixe e de cdo, e
assim como as pupas, submetidas a trés variacbes de
temperatura.

A figura 26 apresenta a distribuicdo dos pesos secos das fémeas de Cx.
quinguefasciatus, cujas larvas foram alimentadas com mistura de racdes de peixe e
de cdo e leite em pod e, assim como a fase de pupas, submetidas a trés variacdes de
temperatura. A média e o erro padrdo para o peso seco dos exemplares adultos
fémeas de Cx. quinquefasciatus derivados das formas imaturas supracitadas,
submetidas as temperaturas de 27 + 2°C, 23 £+ 2°C e 20 + 2°C foram
respectivamente: 0,6224 + 0,0304; 0,7198 + 0,0208 e 0,8057 + 0,0289. A analise de
variancia paramétrica  ANOVA, mostrou haver diferenca estatistica muito
significante entre os pesos secos das fémeas submetidas ao tratamento supracitado
nas diferentes variagdes de temperatura. Essa diferenga com 2 g.l. foi de (F= 10,482;
p= 0,0002). O teste pds-hoc de Tukey indicou que todas as comparagdes para 0
tratamento nas trés variagdes de temperatura, duas a duas, foram significantes

(p<0,05) e, portanto foram responsaveis pela diferenca significante de ANOVA.



61

12

1.0

06

Peso seco (mg)

0.4

0.2

Temperatura (°C)

Figura 26: Box-plot com médias e erro padrdo para peso
seco de fémeas de Cx. quinquefasciatus cuja larvas
receberam dieta de mistura de ragdes de peixe, cdo e leite
em pd, e assim como as pupas, submetidas a trés variacoes
de temperatura.

4.3.3. Tempo de desenvolvimento das larvas até obtencdo de

pupas de Cx. quinquefasciatus

e 27+2°C

A figura 27 mostra os graficos de tempo de formacao das pupas ap0s o inicio
de cada experimento. Todas as dietas apresentaram o0 maior pico de formacgéo de
pupas entre os dias 7 e 9 apds o inicio dos experimentos. Todas também
apresentaram um segundo pico de formacdo de pupas, correspondendo ao dia 12, e
apresentando um declinio no nimero de formacgdo das pupas apds esse dia, até
chegarem a zero. A mortalidade dos imaturos para cada dieta especifica foi: racao de
peixe (19%), racdo para cdo (40%), mistura de racdes de peixe e cdo (12%) e mistura
de peixe, cdo e leite em pd (25%).

As pupas que se desenvolveram em menor periodo de tempo, 19 dias, tiveram
como dieta a racdo de peixe; as que se desenvolveram em maior periodo, 24 dias,
foram aquelas submetidas a mistura de peixe, cdo e leite em pd. Foi realizada a

analise de variancia ANOVA para verificar se havia relagdo entre a quantidade de
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pupas e o tempo de formacdo delas para as diferentes dietas testadas. No entanto, néo
foi constatada diferenca estatistica significante (p>0,05) entre as amostras (F= 0,205;
p= 0,892) para 3 graus de liberdade (g.l.). A racdo de peixe foi a que apresentou o
maior nimero de pupas (69) formadas entre os doze primeiros dias desde o inicio dos
experimentos (periodo que compreende os dois maiores picos de formacao das pupas
para todas as dietas), seguido pela dieta com mistura de racdes de peixe e cédo (63),
pela mistura de racdes de peixe, de cdo e leite em pd (60) e por fim a racdo canina
(57).

40 40
@ {
2 35 ‘E 35
- ‘o
§ 30 -E 30
]

§ 25 825 -
o — DEIXE £ — CAO
£ 20 Z 20
B3 .
J 15 3 15 1
s -]
w 10 g 10
g .
& 51 S5
% -

0 - - Z o —r

5 8 9 10 11 12 13 14 15 g 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19

Dias apés o inicio do experimento Dias apés o inicio do experimento
40 - 40 -

35 - 35 -

30 - 30 -

25 - T 25 -
PEIXE+CAO PaCaL

20 - 20 -

15 - 15 -

10 - 10 -

N2de pupas de Cx.quinquefasciatus
N2 de pupas de Cx.quinquefasciatus

7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19
Dias apds o inicio do experimento Dias apés o inicio do experimento

Figura 27: Numero de pupas de Cx. quinquefasciatus formadas apds o inicio de cada experimento,
conforme diferentes tipos de dieta para a temperatura 27 + 2°C. (Peixe+C8o= mistura de ra¢des de
peixe e de cdo; P+C+L= mistura de ragdes de peixe, canina e leite em pd).

e 23+2°C
A figura 28 mostra os gréaficos de tempo de formacdo das pupas apos o inicio
de cada experimento. Todas as dietas apresentaram um primeiro pico de formagéo de
pupas entre os dias 7 e 8 apds o inicio dos experimentos e um periodo grande de
pupas formadas entre os dias 7 e 14, com declinio posteriormente. A mortalidade dos
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imaturos para cada dieta especifica foi: racdo de peixe (6%), racdo para cdo (4%),
mistura de racdes de peixe e cdo (11%) e mistura de peixe, cdo e leite em po (1%).
As pupas que se desenvolveram em menor periodo de tempo, 18 dias, tiveram
como dieta a ragdo de peixe; as que se desenvolveram em maior periodo foram
aquelas submetidas a racdo de cdo e também a mistura de peixe, cdo e leite em po,
ambos os tratamentos se desenvolvendo em 20 dias. Foi realizado um teste de
ANOVA para verificar se havia relacdo entre a quantidade e o tempo de formacéo de
pupas para as diferentes dietas. No entanto, ndo foi constatada diferenca estatistica
significante (p>0,05) entre as amostras (F= 0,041; p= 0,988) para 3 graus de
liberdade (g.1.). A racdo de peixe foi a que apresentou 0 maior nimero de pupas (86)
formadas entre os 14 primeiros dias desde o inicio dos experimentos (periodo que
compreende o maior nimero de formacdo das pupas para todas as dietas), seguido
pela dieta com mistura de racfes de peixe e cdo e leite em pd (84), pela mistura de
racOes de peixe e de cdo (79) e por fim a racdo canina (71). No entanto, se
considerarmos os 15 primeiros dias de formacdo das pupas, a mistura de racao de
peixe, cdo e leite em pd supera a racdo de peixe, em numero de pupas, sendo 94 e 88,

respectivamente.
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Figura 28: Numero de pupas de Cx. quinquefasciatus formadas apds o inicio de cada experimento,
conforme diferentes tipos de dieta para a temperatura 23 + 2°C. (Peixe+Cao= mistura de ra¢des de
peixe e de cdo; P+C+L= mistura de ra¢fes de peixe, canina e leite em pd).

e 20+2°C

A figura 29 mostra os graficos de tempo de formacao das pupas apos o inicio
de cada experimento. Todas as dietas apresentaram um primeiro pico de formacéo de
pupas entre os dias 11 e 12 apds o inicio dos experimentos e também um 2° pico
entre os dias 16 e 17, declinando apos esse periodo. A mortalidade dos imaturos para
cada dieta especifica foi: ragdo de peixe (3%), racdo para cdo (3%), mistura de racoes
de peixe e cdo (8%) e mistura de peixe, cdo e leite em po (19%).

As pupas que se desenvolveram em menor periodo de tempo, 20 dias, tiveram
como dieta a racdo de peixe e a racdo canina; as que se desenvolveram em maior
periodo foram aquelas submetidas a dieta de mistura de racGes de peixe e céo, as
quais se desenvolveram em 24 dias. Foi realizada a analise de variancia paramétrica
ANOVA para verificar se havia relagdo entre a quantidade de pupas e o tempo de
formacgdo das mesmas para as diferentes dietas. No entanto, ndo foi constatada

diferenca estatistica significante (p>0,05) entre as amostras (F= 0,08; p= 0,97) para 3
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g.l. A ragdo canina foi a que apresentou o maior nimero de pupas (94) entre os 18

primeiros dias desde o inicio dos experimentos (periodo que compreende o maior

numero de formacao das pupas para todas as dietas), seguido pela racao de peixe (93)

e pela mistura de racGes de peixe e céo (78) e, por fim, a mistura das racoes de peixe,

racao canina e leite em pé (70).
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Figura 29: Numero de pupas de Cx. quinquefasciatus formadas apds o inicio de cada experimento,
conforme diferentes tipos de dieta para a temperatura 20 + 2°C. (Peixe+C8o= mistura de ragdes de
peixe e de cdo; P+C+L= mistura de ragdes de peixe, canina e leite em pd).
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4.4, EXPERIMENTO B - PROPORCOES IDEAIS: DENSIDADE
LARVARIA/QUANTIDADE DE ALIMENTO/VOLUME E ALTURA

D’AGUA

44.1. Mortalidade dos imaturos nos tratamentos

A figura 30 mostra a mortalidade de formas imaturas submetidas a temperatura
de 27 + 2° C, cujas larvas receberam racdo de peixe como alimentacédo e que foram
mantidas juntamente com as pupas, até completar o seu ciclo aquéatico, em trés
volumes diferentes de agua em triplicata. Observa-se que, em média o percentual de
mortalidade foi maior na primeira réplica para os imaturos submetidos a 50 ml. Na
segunda réplica a maior mortalidade foi registrada para os imaturos submetidos a 100
ml. Ja na terceira réplica, aparentemente foi registrada a mesma proporcdo de
mortalidade para os imaturos submetidos a 50 e 250 ml. No entanto, a analise de
variancia de ANOVA (F= 0,464; p= 0,653) registrou que ndo houve diferenca

estatistica significante (p>0,05) entre as médias dos tratamentos.
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Figura 30: Média e erro padrdo da mortalidade (%) de imaturos
(50 L1) de Cx. quinquefasciatus mantidos com ragdo de peixe
(10 mg/dia) a partir de diferentes tratamentos com volumes
d’agua diferentes [A= 50 ml; B= 100 ml; C= 250 ml], com trés
triplicatas, em temperatura 27 £ 2°C.

A figura 31 registra a mortalidade dos imaturos de diferentes tratamentos de
proporcdes ideais. As larvas de Cx. quinquefasciatus mantidas a temperatura de 27 +
2° C e, em volume de 100 ml receberam trés distintas propor¢des diarias em
miligramas de racdo de peixe (B=10mg/dia, D=5mg/dia, E=20mg/dia), em triplicata.
Observa-se que a maior proporcdo de mortalidade foi registrada para as larvas que
receberam 5mg didria de alimentacdo comparada a mortalidade das larvas que
receberam os outros tratamentos alimentares nas triplicatas. A ANOVA mostrou que
existe diferenga estatisticamente significante com 2 g.l. (F= 14,505; p= 0,006)
guando se compara as mortalidades dos diferentes tratamentos supracitados. O teste
de pos-hoc de Tukey apontou que essa diferenca estatisticamente significante é
devida a comparacgéo entre as porcentagens de mortalidade entre os tratamentos B e
D, bem como entre os tratamentos E e D. O tratamento D apresentou a maior

mortalidade para as trés triplicatas realizadas.
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Figura 31: Média e erro padrdo da mortalidade (%) de imaturos
de Cx. quinquefasciatus mantidos com racéo de peixe e volume
d’agua de 100 ml, a partir de diferentes tratamentos com
quantidades de alimento diferentes [B= 10 mg/dia; D= 5
mg/dia; E= 20mg/dia], com trés triplicatas, em temperatura 27
+2°C.

A figura 32 mostra a mortalidade dos imaturos de diferentes tratamentos de
proporcdes ideais. Utilizou-se a mesma quantidade de alimento (F e G=10 mg/dia) e
de volumes d’agua (F e G= 100 ml), e variou-se a quantidade de larvas (F= 20 e G=
100 larvas L1). O teste t de Student para amostras independentes revelou que houve
diferenca estatistica significante (p<0,05) entre as proporc¢des de mortalidades com 4
g.l. (t=-11,95; p= 0,0003), sendo que a média da mortalidade do tratamento F foi de

21,67% e do tratamento G foi de 72,67%.
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Figura 32: Média e erro padrdo da mortalidade (%) de imaturos
de Cx. quinquefasciatus mantidos com ragdo de peixe, a partir de
tratamentos com diferentes quantidades de larvas e a mesma
quantidade de alimento e de volume d’agua [ProporgGes entre
quantidade de alimento diaria/larva/volume d’agua: F= 0,5/1/5;
G=0,1/1/1], com trés triplicatas, em temperatura 27 + 2°C.

A figura 33 mostra os tratamentos (E e F) que apresentaram as menores
porcentagens de mortalidade de imaturos. Utilizou-se o mesmo volumes d’agua (E e
F= 100 ml), e variou-se a quantidade de larvas (E= 50 e F= 20 larvas L1) e a
quantidade de alimento (E= 20 mg e F= 10 mg/dia). Optou-se por utilizar o teste t de
Student para amostras independentes, pois 0s parametros para manter 0s imaturos
foram diferentes. O teste t de Student para amostras independentes mostrou que nao
houve diferenca estatistica significante (p<0,05) entre as proporcdes de mortalidades
com 4 g.l. (t=0,8955; p= 0,4211), sendo que a média da mortalidade do tratamento E
foi de 24,67% e do tratamento F foi de 21,67%.
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Figura 33: Média e erro padrdo da mortalidade (%) de imaturos
de Cx. quinquefasciatus mantidos com ragdo de peixe, a partir de
tratamentos com diferentes nimeros de larvas (E= 50 e F= 20) e
quantidade de alimento (E=20mg/dia e F=10mg/dia).
[Proporgdes entre quantidade de alimento diaria/larva/volume
d’agua: E= 04/1/2; F= 0,5/1/5], com trés ftriplicatas, em
temperatura 27 + 2°C.

4.4.72. Peso seco
4.4.2.1. Fémeas

Com relacéo ao peso seco das fémeas de Cx. quinquefasciatus, a tabela 4 e a
figura 34 registram a comparacdo da média e do erro padrdo de imaturos dessa
espécie submetidos a distintos tratamentos e ao controle (dgua do rio Pinheiros).
Nota-se que, comparado a meédia obtida para o controle (0,765 = 0,0189), as trés
maiores medias de peso seco foram registradas para as fémeas cujas larvas
receberam o tratamento F (0,748 + 0.0211), seguida pelas que receberam o
tratamento E (0,640 £ 0,0263) e em terceiro pelas que receberam o tratamento C
(0,572 £ 0,0191). O menor valor da média comparado ao controle foi registrado para
o tratamento D (0,365 + 0,0263). A andlise de t de Student revelou que, todas as

comparacGes de média de peso seco das fémeas provenientes dos diferentes
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tratamentos, com excecdo do tratamento F, resultaram em diferencas estatisticas
significantes quando comparadas as médias das fémeas provenientes do controle.

A andlise de variancia paramétrica ANOVA foi realizada entre os tratamentos
AxBxC, para verificar se o parametro volume d’agua teve influéncia no peso seco
das fémeas de mosquitos adultos. Essa analise indicou haver diferenca estatistica
significante (p<0,05) entre os tratamentos (F= 6,219; p= 0,003). O teste pds-hoc de
Tukey mostrou que essa diferenca foi devida a comparacéo entre os tratamentos A e
C.

A anélise de ANOVA foi realizada entre os tratamentos BXDXE para verificar
se 0 parametro quantidade de alimento influenciou no peso seco das fémeas de
mosquitos adultos. O resultado do teste mostrou que houve diferenca estatistica
significante (p<0,05) entre os tratamentos (F= 23,315; p<0,0001). O teste pos-hoc de
Tukey mostrou que essa diferenca foi devida a comparacdo entre todos o0s
tratamentos, quando combinados dois a dois.

Tabela 4: Média do peso seco/individuo de fémeas de Cx quinquefasciatus para cada tratamento,
mostrando o erro padrdo, o valor do teste t de Student e a significancia do teste, para cada tratamento
em relacdo ao controle [Propor¢fes entre quantidade de alimento diéria/larva/volume d’agua por
tratamento: A= 0,2/1/1; B=0,2/1/2; C=0,2/1/5; D= 0,1/1/2; E= 0,4/1/2; F= 0,5/1/5; G= 0,1/1/1]. (* ndo
significante)

Média do Peso Valor do testetde  Valor de p do teste t

Tratamento seco/individuo (mg)  Student com nivel de Student para
e Erro padréo (EP)  de significanciade  cada tratamento em
5% (0=0.05) relacdo ao controle
A 0,453 + 0,0257 -9,7731 p <0,05
B 0,520 + 0,0261 -7,5988 p <0,05
C 0,572 +0,0191 -7,1826 p <0,05
D 0,365 £ 0,0270 -12,5116 p <0,05
E 0,640 £ 0,0263 -3,8535 p <0,05
F 0,748 £ 0,0211 -0,5901 p > 0,05(*)
G 0,285 + 0,0289 -13,7040 p <0,05
Controle 0,765 + 0,0189 - -
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Figura 34: Média e erro padrdo do peso seco/individuo de fémeas de Cx
quinquefasciatus para cada tratamento. [Propor¢Bes entre quantidade de alimento
diéria/larva/volume d’agua por tratamento: A= 0,2/1/1; B=0,2/1/2; C= 0,2/1/5; D=
0,1/1/2; E= 0,4/1/2; F= 0,5/1/5; G= 0,1/1/1].

4.4.2.2. Machos

Com relagdo ao peso seco dos machos de Cx. quinquefasciatus provenientes
de imaturos submetidos a diferentes tratamentos comparados aos provenientes do
controle (imaturos criados na agua do rio Pinheiros), a tabela 5 e figura 35 mostram
que a maior media foi registrada para o tratamento F (0,572 + 0.0191) quando
comparada ao controle (0,524 + 0,0148), como ocorreu para as fémeas dessa espécie.
A segunda maior média (0,339 + 0,0120) foi registrada para o tratamento A seguida
da média registrada para o tratamento C (0,334 + 0,0140) praticamente similar ao
tratamento D (0,334 + 0,0114), quando comparadas a media do controle. A menor
média (0,259 = 0,0125) foi registrada para o tratamento G. O teste t de Student
revelou que todas as comparacdes feitas para as médias dos tratamentos em relagéo a
média do controle, novamente excetuando-se o tratamento F, tiveram diferencas

estatisticamente significantes no nivel de significancia de 5% (tabela 5).
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A andlise de variancia paramétrica ANOVA foi realizada entre os tratamentos
AXBXC, para verificar se 0 parametro volume d’agua influenciava o peso seco dos
mosquitos machos adultos. Essa analise revelou haver diferenca estatistica
significante (p<0,05) entre os tratamentos (F= 3,840; p= 0,025). O teste pds-hoc de
Tukey mostrou que essa diferenca foi devida & comparacao entre os tratamentos A e
B.

A analise de ANOVA foi realizada entre os tratamentos BxDXxE, para
verificar se o pardmetro quantidade de alimento influenciava o peso seco dos
mosquitos machos adultos. O resultado mostrou que houve diferenca estatistica
significante (p<0,05) entre os tratamentos (F= 5,458; p= 0,006). O teste pds-hoc de
Tukey mostrou que essa diferenca foi devida a comparacao entre os tratamentos E e

B e os tratamentos E e D.

Tabela 5: Média do peso seco/individuo de machos de Cx quinquefasciatus para cada tratamento,
mostrando o erro padrédo, o valor do teste t de Student e a significancia do teste, para cada tratamento
em relacdo ao controle. [Proporgdes entre quantidade de alimento didria/larva/volume d’agua por
tratamento: A= 0,2/1/1; B=0,2/1/2; C= 0,2/1/5; D= 0,1/1/2; E= 0,4/1/2; F= 0,5/1/5; G= 0,1/1/1]. (* ndo
significante)

Média do Peso Valor do testetde  Valor de p do teste t

Tratamento seco/individuo (mg)  Student com nivel de Student para
e Erro padrdo (EP)  de significanciade  cada tratamento em
5% (0=0,05) relagdo ao controle
A 0,339 £ 0,0120 -9,6423 p <0,05
B 0,291 £ 0,0140 -11,3912 p <0,05
C 0,334 £ 0,0140 -9,3332 p <0,05
D 0,278 + 0,0116 -12,8944 p <0,05
E 0,334 £ 0,0114 -10,2054 p <0,05
F 0,522 + 0,0130 -0,1281 p > 0,05(*)
G 0,259 + 0,0125 -13,6829 p <0,05

Controle 0,524 +0,0148 - -
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Figura 35: Média e erro padrdo do peso seco/individuo de machos de Cx quinquefasciatus
para cada tratamento. [Proporcfes entre quantidade de alimento diaria/larva/volume
d’agua por tratamento: A= 0,2/1/1; B=0,2/1/2; C= 0,2/1/5; D= 0,1/1/2; E= 0,4/1/2; F=
0,5/1/5; G=0,1/1/1].

4.2.3. Tempo de desenvolvimento das larvas em cada tratamento
até obtencdo de pupas de Cx. quinquefasciatus

A Figura 36 mostra o tempo de formacdo de pupas, considerando apenas
variagoes nos volumes d’agua para cada tratamento. Os tratamentos apresentaram os
maiores valores de velocidade de formacgédo das pupas entre os dias 8 e 12 apds o
inicio dos experimentos. O tratamento C apresentou ligeira vantagem em relacdo aos
outros. Foi realizada analise de variancia ANOVA para esses trés tratamentos (A, B e
C), e essa demostrou ndo haver diferenca estatistica significante (p>0,05) entre os
tratamentos (F= 0,007; p=0,993).
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Figura 36: Percentual de pupas de Cx. quinquefasciatus formadas apds o inicio de cada tratamento,
conforme variagdes nos volumes d’agua, em temperatura 27 + 2°C. [ProporcOes entre quantidade de
alimento diéria/larva/volume d’agua por tratamento: A= 0,2/1/1; B=0,2/1/2; C=0,2/1/5].

A Figura 37 mostra o tempo de formacdo de pupas, considerando apenas

varia¢Bes nas quantidades de alimento disponibilizadas as larvas para os tratamentos

B, D e E. Todos os experimentos tiveram o periodo de pico para formacao das pupas

entre os dias 7 e 11 ap6s o inicio dos experimentos. O tratamento E foi o que

apresentou os melhores resultados. Entretanto a analise de variancia ndo paramétrica

de Kruskal-Wallis (H) ndo revelou diferenca estatistica significante (p>0,05) entre

eles (H=0,454; p=0,797).
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Figura 37: Percentual de pupas de Cx. quinquefasciatus formadas ap6s o inicio de cada tratamento,
conforme quantidades de alimento disponibilizadas para as larvas, em temperatura 27 + 2°C.
[Proporcdes entre quantidade de alimento diéria/larva/volume d’agua por tratamento: B=0,2/1/2; D=
0,1/1/2; E= 0,4/1/2;].

A Figura 38 mostra o tempo de formacéo de pupas, considerando extremos de
variacfes no numero de larvas, nas quantidades de alimento disponibilizadas e no
volume d’agua para os tratamentos F e G. No entanto a figura ¢ apenas ilustrativa, e
ndo foi feita nenhuma analise estatistica, pois ndo ha como verificar qual dos fatores
influenciou positivamente ou negativamente os resultados, ou mesmo se houve uma
soma de fatores. O tratamento F foi 0 que apresentou os melhores resultados, pois o
tempo de formacdo de pupas, entre os dias 7 e 10 ap06s o inicio do experimento,
correspondeu a aproximadamente 80% do total de imaturos do tratamento. O
tratamento G apresentou uma curva bastante desigual, sem picos definidos para a

formacé&o de pupas.
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Figura 38: Percentual de pupas de Cx. quinquefasciatus formadas ap6s o inicio de
cada tratamento, conforme quantidade de alimento disponibilizada para as larvas,
em temperatura 27 + 2°C. [Propor¢fes entre quantidade de alimento
didria/larva/volume d’agua por tratamento: B=0,2/1/2; D= 0,1/1/2; E= 0,4/1/2;].
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5- DISCUSSAO

5.1. EXPERIMENTO A - DIETAS LARVARIAS E
TEMPERATURAS

Acidos graxos alimentares s&o um fator crucial para o desenvolvimento bem-
sucedido dos mosquitos (DADD et al., 1987). Sem as enzimas especificas, é
essencial que o acido araquidénico ou um fator relacionado a fosfolipideos de
animais seja adquirido através da dieta larval para o bom funcionamento da fisiologia
do inseto (DADD e KLEINJAN, 1979; DADD, 1980, 1983). Para o género Aedes o
acido araquidénico materno é depositado na gema dos ovos, permitindo assim a
conclusdo do desenvolvimento embrionario, apesar da possivel escassez desse
componente no alimento larval (DADD, 1985). A espécie Ae. aegypti parece ser a
espécie mais bem adaptada a varios tipos de dietas. Na gema materna, depdsitos de
fatores essenciais adquiridos por sucessivos repastos sanguineos tornam possivel a
suplementacdo ndo obtida na fase larvaria, como visto acima com o acido
araquidonico. Isso talvez explique o grande sucesso adaptativo a novos habitats e
continentes pelo Ae. aegypti (TIMMERMANN e BRIEGEL, 1996).

Os resultados explicitados nas figuras 7 a 12 mostraram que ndo houve uma
dieta larvaria utilizada que apresentou resultados 6timos para gerar maiores pesos
secos em adultos de Cx. quinguefasciatus. As quatro racdes testadas nos varios
experimentos, para trés faixas de temperaturas diferentes, tiveram resultados bem
distintos. Apesar da ANOVA ter mostrado haver diferenca estatistica significante
entre as diferentes dietas, nas diferentes temperaturas, ndo se conseguiu padronizar
qual a melhor racdo para a dieta, referente ao peso seco dos adultos. No entanto, a
sobrevivéncia dos imaturos foi maior utilizando-se a racdo de peixe para as faixas de
temperatura 27 £ 2°C e 23 + 2°C. Dessa forma, optou-se por esta ragdo para 0S
experimentos de propor¢Oes ideais, e também por ser a mais utilizada em trabalhos
relatados na literatura (MCDONALD et. al, 1978; BLAUSTEIN e KOTLER, 1993;
CARVALHO et al., 2014). Além disso, a racdo de peixe possui flocos com maior

superficie de contato para as larvas (mais “finos” e que podem ser facilmente moidos
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ou triturados, ao contrério da racdo canina, que € mais dificil de ser macerada), é
facilmente encontrada em lojas e estocada em laboratorio (BERGO et. al, 1990).

MCDONALD et al. (1978) testaram para a espécie Culex annulirostris Skuse
1889, diferentes dietas larvérias, porém ndo observaram diferenca estatistica
significante entre os varios tipos de nutrientes e a sobrevivéncia dos imaturos. Os
autores utilizaram como dieta larvaria: infusdo de erva (Dactylis glomerata L,),
sangue de ovelha, mistura de DogChow® e levedura, racdo de peixe Liquifry® e
infusdo de trigo. Segundo YE-EBYI1O et al. (2000) uma quantidade muito maior de
larvas de An. arabiensis se desenvolvem mais rapidamente até a fase pupal quando
as larvas de primeiro instar recem-eclodidas sdo submetidas a uma dieta de polen de
milho, comparadas as larvas que receberam essa suplementacdo mais tardiamente e
as que nao se alimentaram de polen. Além disso o tamanho dos adultos, verificado
por morfometria alar, demonstrou que estes eram maiores quando as larvas haviam
se alimentado de pdlen, em relacdo aos que ndo tiveram essa dieta. Sugere-se que,
num estudo posterior, seja testada essa dieta a base de polen de milho, para averiguar
se ela pode influenciar positivamente no tempo de desenvolvimento dos imaturos e
no peso seco, diretamente proporcional ao tamanho, de adultos de Cx.
quinquefasciatus.

O desenvolvimento larvario nas espécies de mosquitos Cx. pipiens,
Anopheles albimanus Wiedemann 1820 e Ae. aegypti até a formacdo de pupas foi
notadamente mais acelerado com dietas a base de produtos animais, como racao de
peixe, ao invés de dietas vegetais e de fungos. Para a espécie Cx. pipiens, a
sobrevivéncia das larvas e pupas também foi maior com este tipo de racdo, bem
como o tamanho do mosquito (medido pelo tamanho da asa), suas reservas proteicas
e de lipideos (TIMMERMANN e BRIEGEL, 1996).

O tamanho corporeo, que € diretamente proporcional ao peso seco, em insetos
adultos é determinado geneticamente e modificado por variagbes ambientais durante
o desenvolvimento larvario, como tipo de dieta e diferentes temperaturas. Além
disso, outros fatores como alimentos e recursos disponiveis para os adultos também
determinardo, por exemplo, a massa e 0 numero de ovos que serdo produzidos
(HONEK, 1993).
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Mosquitos da mesma espécie podem variar o seu tamanho corporeo, e
consequentemente o peso seco, (FEINSWOD e SPIELMAN, 1980), sendo que 0s
maiores adultos possuem uma tendéncia de maior longevidade (AMENESHEWA e
SERVICE, 1996). A longevidade do inseto (as fémeas, no caso dos mosquitos) pode
contribuir fortemente para a capacidade de transmissao de patdégenos, pois aumenta o
potencial de picadas infectivas aos hospedeiros (GARRET-JONES e SHIDRAWI,
1969; SILVER e RENSHAW, 1999).

Os resultados mostrados nas figuras 19-26, com exce¢do da figura 20,
mostraram que as médias de pesos secos dos adultos de Cx. quinquefasciatus foram
maiores, tanto para machos quanto para fémeas, quando as larvas foram mantidas na
menor temperatura testada, 20 + 2°C. De acordo com AYTEKIN et al. (2009) as
comparagbes das medidas de centroides das asas de mosquitos Anopheles
superpictus Grassi, 1899 mostraram que o tamanho das asas, bem como o tamanho
dos individuos, lembrando ainda que sdo diretamente proporcionais ao peso seco,
foram menores em resposta a maiores temperaturas, para ambos 0s sexos. Resultados
similares foram observados para as espécies Anopheles quadrimaculatus Say, 1824
(LANCIANI, 1992) e para Aedes punctor (Kirby, 1837) (PACKER e CORBET,
1989).

Sabe-se que 0s mosquitos imaturos desenvolvem bem o seu ciclo aquatico
durante os periodos de chuva, quando se registram temperaturas em torno de 23°C a
27°C, ocasido em que se registra uma grande abundéncia de adultos (FORATTINI,
2002; CONSOLI e LOURENCO-DE-OLIVEIRA, 1994). Quanto ao tempo de
desenvolvimento dos imaturos, nota-se nas figuras 27-29 que nas trés temperaturas
testadas, as formas imaturas tiveram menor tempo de desenvolvimento guando
submetidas a dieta ragdo de peixe. No entanto a diferenca foi pequena comparada as
outras dietas e ndo foi estatisticamente significante (p>0,05). A maior temperatura
testada (27 + 2°C) também acelerou o ritmo de desenvolvimento das formas
imaturas, gerando a maior quantidade de pupas entre 7 e 12 dias ap0s o inicio do
experimento. Segundo MORAIS (2006) na extremidade sul do rio Pinheiros a
temperatura da dgua é mais elevada comparada a extremidade norte (exceto em dias
de chuva), o que favorece proliferacdo excessiva de mosquitos, mesmo em pleno

inverno.
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Ao analisarmos o tempo de duracdo dos estagios de pupas (Figuras 13 a 15),
notou-se que os machos gque emergem ap0s curto periodo na fase de pupa foram
individuos com maiores pesos secos, comparados aos que emergem apos um periodo
mais longo nesse estagio, com exce¢do dos tratamentos com racdes de peixe e
canina, para temperatura 23 £ 2°C (Figura 14). Uma selecdo artificial poderia ser
feita em laboratorio, selecionando 0s machos que emergem primeiramente, com
vistas em produzir uma colénia com gendtipos favoraveis para gerarem adultos
maiores. Para fémeas ndo pareceu existir tal regra, sendo que os pesos secos foram
aleatdrios entre os adultos emergidos, independentemente do tempo que passaram na
fase de pupa (Figuras 16 a 18). O periodo pupal de Cx. quinquefasciatus dura cerca
de 48 horas, em temperatura 29 + 1°C (DE MEILLON e THOMAS, 1966).

Em nosso experimento houve mortalidade dos imaturos e estes foram
contabilizados, tanto larvas quanto pupas. Notou-se que, na maioria dos tratamentos,
faltavam individuos quando se somaram os adultos emergidos com 0s imaturos
mortos, comparados ao numero de individuos que haviam iniciado os experimentos.
Supds-se entdo que algumas larvas foram devoradas pelas outras. De acordo com
TIMMERMANN e BRIEGEL (1996), durante o quarto e ultimo instar da fase larval
ocorre de 80 a 90% do crescimento e da biossintese do mosquito. Se a quantidade de
alimento nao foi suficientemente acumulada, as larvas podem esperar por duas a trés
semanas até que finalmente virem pupas ou morram. Caso o Ultimo ocorra, estes
imaturos podem servir de alimento adicional para as demais larvas. De fato,
observacGes de comportamentos predatorios e, talvez, canibalismo, ja foram
reportados em outro estudo, para as espécies Anopheles gambiae s,s, Giles, 1902 e
Cx. quinquefasciatus (MUTURI et al., 2010).

5.2. EXPERIMENTO B - PROPORCOES IDEAIS: DENSIDADE
LARVARIA/QUANTIDADE DE ALIMENTO/VOLUME E ALTURA

D’AGUA
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Neste experimento buscou-se obter densidade larvéria, quantidade de dieta,
volume e altura da coluna d’agua do criadouro em laboratério que proporcionassem
producdo em massa de pupas e adultos de Cx. quinquefasciatus que possam auxiliar
novos estudos como, por exemplo, o de dose ideal para esterilizagdo dos mosquitos
machos na fase de pupas por meio de raios-X, buscando o controle populacional por
meio da copula entre 0s machos estéreis com as fémeas selvagens.

As tabelas 4 e 5, bem como as figuras 34 e 35, demonstram que a média do
peso seco entre os diferentes tratamentos, analisados individualmente com o controle
(usando o teste t de Student), tiveram diferencas estatisticas significantes (p<0,05)
para todos os tratamentos em relagdo ao controle, exceto para o F (20 larvas; 10 mg
ragdo de peixe/dia; 100 ml agua; 2,1 cm coluna d’agua). Nesse ultimo, o valor de t do
teste de Student foi t = -0,5901 para machos e t = -0,1281 para fémeas, ambos
resultando em valores estatisticos ndo significantes (p>0,05), demonstrando que as
médias dos pesos secos, tanto para machos quanto para fémeas, foram similares entre
o tratamento F e o controle. Logo, deduz-se que esse tratamento foi o que apresentou
a melhor propor¢cdo de quantidade de alimento/larva/volume e altura da coluna
d’agua para a producdo de adultos de mosquitos (machos e fémeas) com pesos secos
similares aos das populagdes que vivem préximas ao rio Pinheiros.

Ainda de acordo com as mesmas tabelas e figuras, os segundos melhores
resultados para maiores pesos secos dos adultos foram, para fémeas, resultantes do
tratamento E (50 larvas; 20 mg racdo de peixe/dia; 100 ml agua; 2,1 cm coluna
d’agua); para os machos foram os tratamentos A (50 larvas; 10 mg ragdo de
peixe/dia; 50 ml agua; 1,1 cm coluna d’agua), seguido pelo tratamento E. Os piores
tratamentos, que resultaram em menores valores de peso seco para 0S mosquitos
adultos (tanto machos quanto fémeas) foram o tratamento G (100 larvas; 10 mg racéo
de peixe/dia; 100 ml agua; 2,1 cm coluna d’agua), seguido pelo tratamento D (50
larvas; 05 mg ragao de peixe/dia; 100 ml agua; 2,1 cm coluna d’agua).

Os resultados explicitados nos dois paragrafos acima corroboram com 0s
estudos realizados por NAYAR e SAUERMAN (1970a, b), que relacionaram 0s
efeitos de quantidade de alimento e densidade larvaria com o crescimento de adultos
(logo apds a emergéncia) de 11 espécies de culicideos, incluindo o Cx.

quinquefasciatus. A temperatura para a manutencdo dos insetos em laboratorio foi de
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27°C e fotoperiodo de 12 horas (similar as usadas no presente estudo). Em quase
todas as espécies estudadas, inclusive o Cx. quinquefasciatus, os percentuais de
lipideos e reservas de glicogénio sao mais abundantes em adultos com caracteristicas
morfoldgicas e pesos secos maiores, em relagdo aqueles que exibem caracteristicas
morfoldgicas e pesos secos menores. Os padrdes de porcentagens de lipideos e
glicogénio presentes apds a emergéncia dos adultos sdo especificos para cada espécie
de mosquito, algumas apresentando porcentagens maiores, outras menores.

Larvas de diversas espécies mantidas com racdo basica (270mg de Fermento
Fleischmann’s® e 10 mg de figado em pd, distribuidos nos 7 primeiros dias desde a
eclosdo dos ovos), em densidades de 75 e 200 larvas por recipiente (350mL) e com
salinidade de 1/20 de agua do mar, resultaram em adultos que foram
significativamente (p<0,05) menores em caracteristicas morfologicas, pesos secos e
porcentagem de gorduras, comparados as larvas tratadas com o dobro da quantidade
de racdo bésica. Entretanto, quando as larvas tiveram ofertas quatro vezes maiores de
racdo basica, em densidades de 75 e 200 larvas por recipiente, os adultos foram
menores em todas as caracteristicas acima, comparados aos que tiveram o dobro da
racao basica na fase larvaria (NAYAR e SAUERMAN, 1970b).

Os adultos com maiores pesos secos e reservas (glicogénio e lipideos) foram
obtidos com o dobro da quantidade de racdo basica e densidade de 75 larvas por
recipiente. J& 0s com menores pesos secos e reservas foram obtidos com quantidade
basica de racdo e densidade de 200 larvas por recipiente. O aumento da salinidade do
meio ndo alterou as caracteristicas dos adultos, de uma forma geral. As propor¢oes
aproximadas desse experimento: 0,51 mg de fermento e 0,02 mg de figado em po
diarios — 1 larva (L1) — 4,66 ml de agua (com diferentes salinidades) para recipientes
com 75 larvas, 0,2 mg de fermento e 0,01 mg de figado em po diarios — 1 larva (L1)
— 4,66 ml de agua para recipientes com 200 larvas (NAYAR e SAUERMAN,
1970b). Foi demonstrado que quando 200 larvas de Cx. quinquefasciatus receberam
apenas a quantidade basica de alimento, tiveram a duracdo do periodo larval até
formacéo de pupas entre 5 a 9 dias, regularmente distribuidos. Quando receberam o
dobro da quantidade béasica de alimento tiveram um pico de formag&o de pupas entre
5 e 7 dias ap06s a eclosdo das larvas, declinando ap6s esse periodo (NAYAR e
SAUERMAN, 1970a).



84

Foi demonstrado que o glicogénio é a principal fonte imediata de energia para
0 Voo na espéecie Culex pipiens. Os lipideos foram utilizados para sustentar voos
muito longos e o sangue ingerido pelas fémeas também pode ser utilizado como
fonte energética para o voo dos mosquitos (CLEMENTS, 1955). O desempenho de
voo de fémeas adultas das espécies Culex tarsalis Coquillett, 1896 e Ae. aegypti
diminuiram conforme 0s mosquitos avancavam em idade, especialmente apos a 22
semana de vida. Fémeas de Ae. aegypti com idades entre 1 a 12 dias utilizaram quase
todo o glicogénio disponivel em voos exaustivos. Durante a terceira e quarta
semanas, as reservas de glicogénio nas fémeas exaustas aumentava na medida em
que a capacidade de voo diminuia (ROWLEY e GRAHAN, 1968; ROWLEY, 1970).

No trabalho de DE MEILLON e THOMAS (1966), foram encontrados bons
resultados para a producdo de Cx. pipiens fatigans (atualmente reconhecido como
Cx. quinguefasciatus) na faixa de temperatura 29°C = 1°C e com proporcao ideal de
1,33 mg de biscoito canino diarios(*) — 1 larva (L1) — 2,5 a 5 ml de 4gua. (*)Biscoito
canino Spratt’s Bonio®. De acordo com o fabricante e com estudos mais detalhados,
0s componentes alimentares sdo: proteinas (13%), carboidratos (69%), Oleos
(1,18%), fibras alimentares (0,57%), cinzas (3,97%), fésforo (0,48%), calcio (0,85%)
e sodio (0,41%), vitamina Bl (ug% 183), vitamina B2 (ug% 60) e ferro (mg%
12,94).

Num estudo realizado para a producdo em massa da espécie Cx. annulirostris,
a proporcdo ideal estabelecida foi de 0,2 mg de racdo (Dogchow® e levedura) diaria
— 1 larva (L1) — 5 ml de 4gua, mantidos em temperatura 26°C * 1°C. A medida que
se aumentava o numero de larvas dos experimentos (25, 50, 75 e 100), utilizando-se
a mesma quantidade de alimento, tanto a taxa de desenvolvimento quanto a
sobrevivéncia das larvas diminuiram (MCDONALD et al., 1978).

Quanto ao tempo de desenvolvimento larvario até a fase de pupas (Figura 38),
o tratamento F (20 larvas; 10 mg racdo de peixe/dia; 100 ml &gua; 2,1 cm coluna
d’agua) foi novamente o que apresentou os resultados mais efetivos, sendo que
aproximadamente 80% do total de pupas (de cada triplicata) foram formadas entre os
dias 7 e 10 apos o inicio dos experimentos (comparados a periodos maiores nos

outros tratamentos, representados nas figuras 36 e 37). Além disso, o tratamento F
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foi 0 que apresentou o menor indice de mortalidade das formas imaturas (larvas e
pupas), comparado a todos 0s outros tratamentos. O segundo tratamento que
apresentou menores valores de mortalidade de imaturos foi o E (Figura 33), o qual
ndo apresentou diferenca estatistica significante (p>0,05) para o tratamento F. O que
apresentou maior mortalidade de larvas e pupas foi o tratamento G (100 larvas; 10
mg racao de peixe/dia; 100 ml agua; 2,1 cm coluna d’agua), seguido pelo tratamento
D (50 larvas; 05 mg ragao de peixe/dia; 100 ml agua; 2,1 cm coluna d’agua).

Quantidades de alimento insuficientes e altas densidades larvarias retardam a
pupacdo, reduzem a sobrevivéncia na fase adulta e geram adultos pequenos,
geralmente sem uniformidade de tamanho. Ha uma correlac&o linear entre densidade
larvaria, oferta de alimentos e tamanho de adultos, o qual esta diretamente
relacionado a fecundidade (IKESHOJI, 1965; AGNEW et al., 2000;
JIRAKANJANAKIT et al., 2007). Foi demonstrado que larvas de 3° instar de Cx.
quinquefasciatus, mantidas em densidades larvérias altas (de cinco a sete larvas por
ml de agua) produzem substancias quimicas altamente toxicas para as larvas de 1°
instar desse mosquito, assim como para as espécies Ae. aegypti, An. albimanus e Cx.
tarsalis. Isso resultou em reducdo no crescimento e desenvolvimento de imaturos,
bem como deformagdes morfoldgicas nas larvas (IKESHOJI e MULLALI, 1970).

No rio Pinheiros 0os mosquitos Cx. quinquefasciatus constituem, até o
presente momento, a Unica espécie da familia Culicidae que se desenvolve no grau
de poluicdo aquética que este apresenta. Dessa maneira, essa espécie encontra todas
as condicBes necessarias para se desenvolver com a maior quantidade de recursos
alimentares disponiveis, ja que o rio recebe grande carga de matéria organica, além
da auséncia de predadores naturais (MORAIS, 2006). Cx. quinquefasciatus, espécie
onivora, a exemplo de larvas de outros mosquitos, alimentam-se de detritos
submersos de origem animal e vegetal, assim como de microrganismos associados.
Quanto mais tempo os detritos ficam presentes no habitat das larvas, maior é o
resultado da degradac@o microbiana, que por sua vez, pode permitir um aumento na
absorcdo e no metabolismo das larvas (DE MEILLON e THOMAS, 1966;
CUMMINS e KLUG, 1979). Os microrganismos ingeridos pelos culicideos séo,
principalmente, bactérias e protistas, incluindo algas. Na superficie d’agua, forma-se

uma “pelicula de superficie”, a qual possui alta atividade bioldgica e ¢ rica em
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proteinas, polissacarideos e &cido humico, com poucos lipideos. Os detritos e
microrganismos podem estar suspensos na coluna d’dgua ou em depdsitoS nOS
substratos submersos (MERRIT et al., 1992).

O comportamento de alimentacdo de larvas de mosquitos pode ser dividido
em trés atividades: movimento em direcdo a uma fonte alimentar; captura do
alimento por um comportamento adequado conforme a fonte alimentar; e a
coordenacdo dos movimentos bucais da larva (CLEMENTS, 1999). Quanto as
formas de se alimentar: coletora-filtradora, coletora-reunidora, dilaceradora,
raspadora e predadora, as larvas de Cx. quinquefasciatus se incluem na primeira
classe e podem remover particulas suspensas na superficie ou na coluna d’agua do
rio Pinheiros. Salienta-se, contudo, que uma determinada espécie raramente
restringe-se a apenas um unico modo de se alimentar (MERRIT et al., 1992).

Essa abundancia de matéria organica talvez possa explicar os maiores valores
de pesos secos dos mosquitos machos (Tabela 5, Figura 35) e fémeas (Tabela 4,
Figura 34) mantidos em aguas do rio Pinheiros (controle), comparados aos mosquitos
tratados com racGes, misturas e propor¢des diferentes em laboratorio (exceto os do
tratamento F). Possivelmente, a abundéncia de matéria orgénica presente na
“pelicula de superficie” e na coluna d’agua do rio possa ter propiciado uma
adaptacdo no comportamento das larvas, levando-as a nadarem pouco ou mesmo a
ndo desanexarem-se da superficie aquatica para buscarem alimentos. Isso poderia
refletir numa economia energética e, talvez, gerar adultos com maiores pesos secos.
Muito provavelmente as larvas de Cx. quinquefasciatus no rio Pinheiros nao
necessitam desanexarem-se da superficie aquatica em funcdo da alta disponibilidade
de alimentos. Segundo MELLANBY (1958) larvas com densidades menores do que
1,0 (ex: Ae. aegypti) devem nadar para submergir, mas podem ascender
passivamente; larvas com densidades relativas maiores que 1,0 (caso do Cx. pipiens)
afundam apds desanexarem-se da superficie aquatica, e devem nadar para retornar a
superficie.

Para a producdo em massa do mosquito Cx. quinquefasciatus este estudo
recomenda a utilizagdo de temperatura em 27 £ 2°C, por acelerar o ciclo de vida dos
imaturos, contribuindo para o numero de mosquitos produzidos semanalmente,

apesar de diminuir o peso seco dos mosquitos adultos. A técnica com a proporcéo
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ideal entre alimento (racdo de peixe) diério, larva (L1) e volume/altura da coluna
d’agua padronizada neste estudo foi: 0,5 mg/larva, 5 ml de agua/larva, mantidos
em 2,1 cm de coluna d’agua.

As bandejas para producdo em massa do laboratério, por medirem, (34,0 x
23,0 x 12,5 cm) terdo uma profundidade d’agua variando de um a dois cm de altura
(1,5 I d’agua, aproximadamente) ¢ poderdo abrigar centenas ou milhares de larvas de
Cx. quinquefasciatus, considerando que as pupas, ao se formarem, ocupam em média
(8,0 x 2,2 x 1,5 mm) de espaco fisico, cada uma. Sugere-se a criagdo de um armario
com varias bandejas em forma de gavetas com grandes areas de superficie (que
auxiliam na aeracdo) e de, no maximo, dez centimetros de altura cada, para

economizar espaco e aperfeicoar a producdo em massa (MCDONALD et al., 1978).
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6- CONCLUSOES

° Este estudo possibilita a utilizagdo de uma técnica para producdo em massa

do mosquito Cx. quinquefasciatus.

o A melhor técnica encontrada foi a que utilizou a proporcdo de 0,5 mg de
racdo de peixe diérios, por larva (L1), em cada 5 ml de agua, mantidos em 2,1
cm de coluna d’agua. Nesses pardmetros obtiveram-se fémeas e machos de Cx.

quinguefasciatus com maior relacéo peso seco/individuo adulto.

o Nenhuma relacdo foi observada entre os quatro tipos de dietas testadas e o
tempo de desenvolvimento do ciclo de vida das larvas, nem com a média do peso

seco/individuo adulto.

o Os primeiros machos adultos a emergirem possuem maiores pesos Secos

guando comparados aos que emergem posteriormente, dado um mesmo tratamento.

o A sobrevivéncia das formas imaturas foi maior utilizando-se racdo de peixe,

nas faixas de temperatura 27 = 2°C e 23 £ 2°C.

o A maior temperatura testada (27 + 2°C) acelerou o desenvolvimento do ciclo
de vida das fases imaturas dos mosquitos Cx. quinquefasciatus, porém gerou machos
e fémeas com menores pesos secos. Quanto menor a temperatura (entre outras duas
experimentadas, 23 + 2°C e 20 * 2°C), maior a média dos pesos secos dos mosquitos

adultos e maior o tempo de desenvolvimento do ciclo de vida das formas imaturas.

o A ragdo de peixe € mais pratica para ser utilizada como alimento larvario,
pois é mais facilmente moida em grédos menores. A ragdo de cdo, por ser dificilmente

macerada manual ou mecanicamente, ndo é recomendada.
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o Este estudo, possivelmente, poderd auxiliar em programas de controle
populacional do mosquito Cx. quinquefasciatus, tal como o que utiliza a técnica SIT.
Machos esterilizados, com maiores reservas energéticas, provavelmente serdo mais
vigorosos e aptos a competirem com machos selvagens na busca por fémeas no meio

ambiente, o que pode levar a uma diminuicéo da populacgéo alvo.
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