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1   INTRODUÇÃO 

A doença de Chagas (DC) é uma doença parasitária importante na América Latina. 

Estima-se que esta enfermidade acomete até 18 milhões de indivíduos e expõe outros 90 

milhões ao risco de infecção (DIAS, 2009). Causada pelo protozoário Trypanosoma cruzi, a 

DC é transmitida por triatomíneos. Os triatomíneos (família Reduviidae) são hemípteros 

vulgarmente chamados de “barbeiros”. São insetos hemimetábolos, com um ciclo constituído 

por ovo, cinco estádios ninfais e adulto. Ninfas e adultos de ambos os sexos são 

obrigatoriamente hematófagos. 

Triatoma infestans, vetor principal de T. cruzi em muitas regiões no sul da América 

Latina há alguns anos, está hoje bem controlado. Mesmo assim, há relatos preocupantes sobre 

populações dessa espécie resistentes a piretróides na Argentina (PICOLLO et al. 2005, 

ORIHUELA et al. 2008, TOLOZA et al. 2008, CARDOSO et al. 2010, JUÁREZ et al. 2010). 

Ainda existem populações silvestres na Bolívia e a invasão de ambientes silvestres pelo 

homem pode levar à infestação de casas por essa ou outras espécies silvestres, o que ressalta a 

necessidade de vigilância permanente e controle anti-vetorial (GUHL et al. 2009). 

A principal forma de controle de triatomíneos é feita com produtos químicos, como 

piretróides e carbamatos. Apesar de um controle com sintéticos ser muito eficiente eles 

podem causar danos ao meio ambiente e ao homem, além de levar ao desenvolvimento de 

tolerância e resistência, e assim comprometer o sucesso de campanhas (DIAS, 2009). 

Uma das alternativas ao controle químico de triatomíneos são bioinseticidas à base de 

microrganismos patogênicos aos insetos como vírus, bactérias e fungos. Bioinseticidas à base 

de fungos entomopatogênicos já são utilizados na agricultura para o controle de pragas, 

especialmente produtos que contêm fungos dos gêneros Beauveria, Metarhizium, 

Paecilomyces e Isaria. Esses fungos têm alta efetividade em todas as fases de 

desenvolvimento do inseto e são fáceis de serem produzidos em larga escala. A maioria das 



espécies de fungos entomopatogênicos relatada no mundo ocorre também nas Américas, e o 

Brasil é um dos líderes no controle biológico de pragas agrícolas (FARIA & WRAIGHT, 

2007).  

T. infestans e outras espécies de triatomíneos são altamente suscetíveis ao ataque de 

fungos entomopatogênicos em condições de laboratório (LUZ et al. 1998, 2004, LECUONA 

et al. 2001, PEDRINI et al. 2009, ROCHA et al. 2011, ROCHA & LUZ, 2011). No entanto, 

baixa umidade do ambiente é um fator limitante para a atividade fungica (FARGUES & LUZ 

1998, 2000, LUZ & FARGUES 1998, 1999, LAZZARINI et al. 2006). 

A formulação de micro-organismos tem como objetivo aumentar a eficiência do 

patógeno, facilitar a aplicação do formulado e aumentar a persistência no meio ambiente. 

Formulados podem ser aquosos, oleosos (óleo-água ou óleo puro) e secos (pós ou grânulos). 

Óleos puros ou emulsionados permitem melhor adesão e distribuição de conídios na 

superfície do inseto-alvo, e aumentam o efeito residual após a aplicação. Formulados secos 

combinam propriedades absorventes e abrasivas de pós, como a terra diatomácea, com a 

atividade entomopatogênica de fungos (BURGES, 1998). Em estudos anteriores terra 

diatomácea sem outros aditivos não apresentou efeito tóxico sobre ninfas de T. infestans 

(RODRIGUES at al., 2010), e não inviabilizou a germinação de conídios de Metarhizium 

anisopliae IP 46. 

 Uma linhagem de M. anisopliae que elimina ninfas, adultos e ovos tem grande 

interesse para um controle sustentável e biorracional destes vetores. Até hoje não existe 

formulado de um fungo que mantenha sua efetividade em condições subotimais de umidade 

para as fases de desenvolvimento extra-cuticular. 

  

2   OBJETIVOS 

Avaliar, em condições de laboratório, o efeito da combinação de terra diatomácea, 

óleo vegetal e M. anisopliae em ninfas de T. infestans. 

 

3   METODOLOGIA 

 

3.1 Origem e cultura do M. anisopliae 

 M. anisopliae IP 46 proveniente da coleção de Fungos Entomopatogênicos do 

IPTSP foi cultivado rotineiramente em meio BDA (batata, dextrose, agar) a 25ºC, 75 ± 5%  de 

umidade relativa (UR) e fotoperíodo de 12:12 horas durante 15 dias e depois armazenado a 

4ºC até utilização. Para preparação de formulado, conídios foram raspados com espátula da 



superfície da cultura e postos para secar em dissecador contendo sílica-gel, por pelo menos 48 

horas a 4°C. 

 

3.2 Origem da terra diatomácea e do óleo vegetal 

 Óleo vegetal emulsionável foi adquirido em casa de produtos agrícolas, 

comercializado com o nome Graxol
®
 (G; Agrária Indústria e Comério Ltda, Jardinópolis, São 

Paulo, Brasil). Terra diatomácea também foi adquirida em casa de produtos agrícolas, 

comercializada com o nome KeepDry
®
 (KD; Irrigação Dias Cruz Ltda., Santo André, São 

Paulo, Brasil). 

 

3.3 Origem e preparação de ninfas 

 T. infestans foi criado em laboratório e alimentado em galinhas conforme o 

método descrito por SILVA et al., (1988). Nos testes foram utilizadas ninfas de terceiro 

estádio (N3) recém mudadas. Durante os testes as ninfas não foram alimentadas. 

 

3.4 Avaliação dos formulados de M. anisopliae em T. infestans 

 Dez N3 foram expostas, em placas de Petri, a papel filtro tratado com conídios 

(10
7
 conídios/cm

2
), G (3 µL/cm

2
), KD (1 mg/cm

2
) separadamente ou em combinação ou sem 

tratamento (controle). Posteriormente foram incubadas a 25ºC, com umidades relativas (UR) 

de 75 ± 5% ou perto de saturação (> 98%). A sobrevivência quantitativa das ninfas foi 

avaliada diariamente até 25 dias. Ninfas mortas foram transferidas para câmera úmida e o 

desenvolvimento de IP 46 sobre os cadáveres examinado durante 15 dias. 

  

3.5 Análises dos resultados 

 Os testes foram realizados em 4 repetições independentes. Resultados percentuais 

foram transformados em arcsin e examinados com análise de variância (ANOVA) e teste de 

comparação multiple Student-Newman-Keuls. Médias foram consideradas significativamente 

diferentes com P  0,05. Os tempos letais necessários para matar 50 e 90% das ninfas (TL50 e 

TL90) foram calculados com análise de Probit para valores dependentes (THRONE et al. 

1995). 

4   RESULTADOS  

 Formulados de ambas as UR testadas (> 98% e 75%) tiveram efeito altamente 

significativo sobre a mortalidade (F7,24  16,7; P < 0,0001; Tabs. 1 e 2). Comparando as 



mortalidades acumuladas entre o mesmo tratamento, independentemente das umidades 

testadas, os valores diferiram significativamente nos testes contendo somente G, IP 46 sem 

aditivos e IP 46 formulado em G ou KD (F7, 48 = 3,1; P = 0,008). 

 Em UR próximas à saturação todas as ninfas foram mortas em menos de 10 dias 

de exposição em papel filtro tratado com IP 46, independentemente dos aditivos testados 

(Tab. 1 e Fig. 1). Os valores de TL50 e TL90 das N3 foram  5,8 e  6,7 dias, respectivamente. 

Ambos os TL50 e TL90 foram significativamente menores quando IP 46 (10
7
 conídios/cm

2
) foi 

formulado em G (3 l/cm
2
) com KD (1 mg/cm

2
), em comparação com as outras formulações 

(Tab. 1). A mortalidade de N3 expostas a papel filtro sem tratamento ou papel filtro tratado 

somente com KD variou apenas de 5 a 10%, após 25 dias de exposição. A sobrevivência de 

N3 foi significativamente reduzida nos testes contendo somente G ou combinado com KD 

(Tab. 1). 

 

Tabela 1: Mortalidade acumulada (%; ± erro padrão) e tempos letais com intervalos de confiança 

(I.C; dias) para matar 50 ou 90% (TL50/90) de Triatoma infestans, expostos a conídios de Metarhizium 

anisopliae IP 46 formulados com terra diatomácea (KD) e / ou óleo (G), e incubados por até 25 dias 

em > 98% de umidade relativa e 25ºC. 

 Mortalidade acumulada  Tempo letal  

Formulado 10 dias 25 dias  TL50 TL90   

Controle 2,5±2,5 a 5 ± 2,8 ab  * *  

KD 7,5 ±7,5a 10 ± 10 a  * *  

G 0 a 45±18,5 bc  * *  

KD + G 5 ± 5 a 55 ±23,3 c  23,9 (20,3 - 28,7) d 37 (31,5 – 48,1) d  

IP 46 100 b 100 d  5,8 (5,5 - 6) c 6,7 (6,5 – 7,3) c  

IP 46 + KD 100 b 100 d  5,7 (4,7 – 6,7) bc 6,7 (5,9 - 10) bc  

IP 46 + G 100 b 100 d  4,9 ( 4,7 – 5,1) b 5,6 (5,4 – 5,9) b  

IP 46 + KD + G 100 b 100 d  4,5 (4,3 – 4,6) a 5 (4,8 – 5,3) a  

F7,24 

P 

123,6 

< 0,001 

16,7 

< 0,001 

 - 

- 

- 

- 
 

Dez ninfas de terceiro estádio (4 repetições) foram expostas a papel filtro sem tratamento (controle) ou 

tratado com KeepDry (KD; 1 mg/cm
2
) e / ou Graxol (G; 3 μl/cm

2
), formulados ou não com conídios 

de IP 46 (10
7
 conídios/cm

2
). Valores na mesma coluna seguidos por letras diferentes (a - d) foram 

significativamente diferentes entre si (P < 0,05). 

* mortalidade não suficiente para calcular TL50 e TL90. 

 



 

Figura 1: Sobrevivência relativa de ninfas de Triatoma infestans expostas a papel filtro  tratado  com 

Metarhizium anisopliae IP 46 (–-□–-) ou formulado com KeepDry  (KD; 1 mg/cm
2
; –-▲–-)  ou 

Graxol (G; 3 μl/cm
2
; –-◊–-) e com a combinação dos dois aditivos (–-▼–-) e incubados por até 25 dias 

em > 98% de umidade relativa e 25ºC. Papel filtro sem tratamento foi usado como controle (–-○–-). 

 

 Em 75% de UR a mortalidade acumulada de N3 expostas a papel filtro tratados 

com IP 46 ou IP 46 formulado com KD ou G e incubadas por 25 dias variou entre 25% (IP 

46) e 77,5% (IP 46 e G; Tab. 2 e Fig. 2). No entanto, a formulação contendo IP 46, G e KD 

induziu à mortalidade total. Os TL50 e TL90 foram 6,2 e 8,3 dias, respectivamente, 

significativamente menores se comparados com os outros valores encontrados nesta umidade. 

Enquanto a maioria das N3 (> 95%) sobreviveram até fim do experimento (25 dias) após a 

exposição ao papel filtro sem tratamento ou tratado com KD ou G em 75% de UR, houve 

70% de mortalidade para ninfas expostas a KD combinado com G (Tab. 2). 

 Após incubação em câmara úmida, M. anisopliae desenvolveu-se abundantemente 

sobre os cadáveres de todas as ninfas mortas que haviam sido avaliadas com conídios, 

independentemente das formulações e umidades testadas. 

 



Tabela 2: Mortalidade acumulada (%; ± erro padrão) e tempos letais com intervalos de confiança 

(I.C; dias) para matar 50 ou 90% (LT50/90) de Triatoma infestans, expostos a conídios de Metarhizium 

anisopliae IP 46 formulados com terra diatomácea (KD) e/ou óleo (G), e incubados por até 25 dias em 

75% de umidade relativa e 25ºC 

 Mortalidade acumulada  Tempo letal 

Formulado 10 dias 25 dias  TL50 TL90   

Controle 2,5±2,5 a 2,5 ± 2,5 a  * *  

KD 0 a 5 ± 5 a  * *  

G 0 a 0 a  * *  

KD + G 15±6,5 b 70 ± 5,8 c  18,2 (15,6 -21,6) b 28,2 (24,2-35,4) b  

IP 46 15±6,5 b 25 ± 6,5 b  * *  

IP 46 + KD 25 ± 5 b 65 ± 5 c  15,7 (12,6 – 19,8)b 27,2 (22,3-37,5) b  

IP 46 + G 35 ±6,5 b 77,5 ±6,3 c  13,7 (10,9 - 16,9) b 24,1 (20,2-31,6) b  

IP 46 + KD + G 95 ± 5 c 100 d  6,2 (4,4 – 7,7) a 8,3 (7 - 13) a  

F7,24 

P 

31 

< 0,001 

54,1 

< 0,001 

 - 

- 

- 

- 
 

Dez ninfas de terceiro estádio (4 repetições) foram expostas ao papel filtro sem tratamento (controle) 

ou tratado com  KeepDry  (KD; 1 mg/cm
2
) e / ou Graxol (G; 3 μl/cm

2
),  formulados ou não com 

conídios de IP 46 (10
7
 conídios/cm

2
). Valores na mesma coluna seguidos por letras diferentes (a - d) 

foram significativamente diferentes entre si (P < 0,05). 

* mortalidade não suficiente para calcular TL50 e TL90. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

Figura 2: Sobrevivência relativa de ninfas de Triatoma infestans expostas a papel filtro tratado com 

Metarhizium anisopliae IP 46 (–-□–-) ou formulado com KeepDry  (KD; 1 mg/cm
2
; –-▲–-)  ou 

Graxol (G; 3 μl/cm
2
; –-◊–-) e com a combinação dos dois aditivos (–-▼–-) e incubados por até 25 dias 

em 75% de umidade relativa e 25ºC. Papel filtro sem tratamento foi usado como controle (–-○–-). 

 

5   DISCUSSÃO 

 

 O óleo vegetal Graxol sem outros aditivos teve efeito inseticida retardado sobre 

ninfas de T. infestans após duas semanas de exposição em altas umidades. O estresse devido à 

incubação prolongada em alta umidade (mesmo assim a mortalidade do controle em UR > 

98% chegou a apenas 5%, após 25 dias) ou substâncias tóxicas geradas pela oxidação ou  

elevada degradação metabólica do óleo pela microbiota presente na cutícula pode ter 

aumentado a vulnerabilidade das ninfas. LUZ & BATAGIN (2005) avaliaram o efeito de 11 

óleos vegetais, incluindo óleo de soja sobre o T. infestans e mostraram que as ninfas 

sobreviveram à exposição prolongada, mesmo a altas concentrações (até 16 μl óleo/cm
2
), 



independentemente do óleo testado. Nestes testes ninfas evitaram áreas com alta concentração 

de óleo (LUZ & BATAGIN 2005). 

 M. anisopliae IP 46 matou todas as ninfas, independentemente dos aditivos 

testados, quando incubadas em umidade próxima à saturação. Triatomíneos como T. infestans 

e Rhodnius spp são altamente suscetíveis à infecção fungica em umidade elevada (LUZ et al. 

1998, 2004; ROCHA et al. 2011; ROCHA & LUZ, 2011). Considerando que a eficácia do 

fungo só foi reduzida em umidade subótima para o seu desenvolvimento sobre a cutícula, 

como mostrado por este e outros trabalhos com fungos e triatomíneos (LUZ & FARGUES 

1999; FARGUES & LUZ 2000; LUZ et al. 1998, 2003; LUZ & BATAGIN 2005 e 

LAZZARINI et al. 2006), a virulência do fungo sobre os insetos aumentou nitidamente com 

conídios formulados em G ou KD e ninfas foram altamente suscetíveis aos conídios 

preparados com G e KD à 75% UR. O contato das ninfas com o formulado contendo G e KD 

provavelmente aumentou a adesão e a disseminação de partículas (KD e conídios) na cutícula 

lipofílica do inseto, e sua infiltração em microambientes protegidos por membranas 

intersegmentares e articulações. O desenvolvimento extra-cuticular dos conídios 

provavelmente foi favorecido pela maior umidade nestes micro-ambientes devido à 

transpiração causada pela abrasão do KD e pelo G que cobriu líquidos extravasados, 

impedindo a sua evaporação. Além disso, a susceptibilidade de ninfas à infecção fúngica 

provavelmente foi intensificada pelo estresse causado pela ação abrasiva de KD combinada 

com óleo, que é sustentado pelo aumento da mortalidade após exposição de ninfas a papeis 

filtro tratados com KD e G sem conídios, tanto a UR de 75% e UR > 98%. 

 A ação combinada de poeiras dessecante e fungos entomopatogênicos está bem 

estabelecida, especialmente no controle de pragas que atacam grãos secos armazenados 

(LORD 2007; AKBAR et al. 2004; OLIVEIRA & ALVES 2007; DAL BELLO et al. 2006; 

BATTA 2008; VASSILAKOS et al. 2006 e PEDRINI et al. 2009). No entanto, este é o 

primeiro estudo a mostrar o efeito sinérgico de óleo com terra diatomácea sobre a virulência 

de um fungo entomopatogênico em um inseto. 

 

6 - CONCLUSÃO 

 O bom desempenho de M. anisopliae IP 46 formulado com óleo e pó dessecante, 

que matou rapidamente todas as ninfas de T. infestans, mesmo em condições mais secas de 

umidade, reforça o interesse em micoinseticidas para controle integrado de triatomíneos. 
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