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RESUMO 

 

 
Extratos de cinco gêneros de fungos endofíticos e uma espécie de fungo 

basidiomiceto foram utilizados para avaliar a atividade larvicida contra larvas de 3º 
estádio de Aedes aegypti e Anopheles nuneztovari. O material biológico, 
pertencente ao gênero Pycnoporus foi coletado na Reserva Adolpho Ducke do 
Instituto Nacional de Pesquisas da Amazônia – INPA , situada na periferia de 
Manaus – AM. As demais espécies de fungos endofíticos foram obtidas em 
colaboração com o Laboratório de Produtos Bioativos de Origem Microbiana, da 
Universidade Federal do Amazonas – UFAM. Os fungos endofíticos são 
provenientes de plantas na Fazenda da Agronomia – UFAM, BR Manaus – Rio 
Branco. Foram utilizados os extratos do micélio e do meio metabólico dos fungos 
endofíticos, dos gêneros: Pestalotiopsis, Penicillium, Trichoderma, Xylaria e um 
desconhecido (FED-15). 

Os testes biológicos tiveram início com os bioensaios seletivos, realizados 
em larvas de 3º estádio de A. aegypti. Os extratos do fungo basidiomiceto 
Pycnoporus sanguineus e do fungo endofítico Pestalotiopsis virgulata apresentaram 
os melhores rendimentos larvicidas. Na segunda etapa foram realizados os 
bioensaios de dose apenas com os fungos P. sanguineus e P. virgulata. Para a 
obtenção dos extratos brutos em escala preparativa os fungos foram cultivados em 
meio de cultura líquido – MID, obtendo com isso, dois tipos de extratos: extrato 
micelial aceto-etanólico e o extrato aceto-etanólico do meio metabólico. 

Quatro (04) dos nove (09) extratos de fungos estudados mostraram 
toxicidade contra larvas de A. aegypti para CL50 < 500 µg/ml. E três (03) dos sete 
(07) extratos de fungos estudados mostraram toxicidade contra larvas de A. 
nuneztovari para CL50 < 500 µg/ml. Estes resultados sugerem que em ambos os 
extratos miceliais dos fungos P. sanguineus e P. virgulata testados, há a presença 
de substâncias bioativas capazes de causar mortalidade nas larvas dos mosquitos 
dos gêneros Aedes e Anopheles. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

A malária continua sendo um grande problema de saúde pública em muitos 

países do mundo, e foi primeiramente citada na era pré-cristã por Hipócrates. É 

uma doença parasitária causada por um protozoário do gênero Plasmodium e 

transmitida ao homem por vetor específico, uma fêmea de mosquito do gênero 

Anopheles, previamente infectada (Alves, 1998; Neves, 2002, Tadei et al., 1998).  

Aproximadamente 40% da população mundial vive em países mais pobres e 

apresentam maiores riscos de contato com a malária. As estimativas de incidência 

variam até 500 milhões de casos por ano. Os países mais afetados são os 

africanos, situados ao Sul do deserto do Saara. Por outro lado, outras regiões 

apresentam casos de malária como os do Sudeste Asiático e os da América Latina, 

particularmente os situados na grande região da Bacia Amazônica brasileira, fato 

pelo qual a maior extensão territorial da Floresta Amazônica pertencer ao Brasil 

(OPAS, 2001; WHO, 2000; 2005). 

A doença representa um sério problema de saúde pública, principalmente nos 

países subdesenvolvidos. Essa situação interfere no crescimento de crianças, na 

capacidade produtiva dos trabalhadores, gerando obstáculos ao desenvolvimento 

sócio-economico desses países (Rozendaal, 1997; Wang´ombe & Mwabu, 1993). 

Os vetores da malária humana são insetos da ordem Diptera, da família 

Culicidae, do gênero Anopheles (Russel et al., 1946; Lane, 1953; Forattini, 1962; 

Tadei, 1993). No Brasil, já foram encontradas 14 espécies de anofelinos 

naturalmente infectadas, porém somente algumas estão relacionadas com a 

transmissão da doença. Os mosquitos anofelinos têm como criadouros 

preferenciais, coleções de água limpa, quente, sombreada e de baixo fluxo, 

situação muito freqüente na Região Amazônica (Deane, 1989; Oliveira-Ferreira et 

al., 1990; Póvoa et al., 2000; Tadei et al., 1993; 2004; 2005). 

 

1.1 Situação da Malária no Brasil 

 

Na região amazônica, concentram-se 99% dos casos de malária registrados 

no Brasil. Em 2007, foram registrados 540.047 casos de malária, segundo os 
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registros do Sistema de Informação de Vigilância Epidemiológica (SIVEP–Malária) 

e Sistema de Informações Hospitalares (SIH/DATASUS). 

Embora muitos progressos tenham sido obtidos na luta contra a doença nos 

últimos 60 anos, o número de casos registrados anualmente ainda é muito elevado. 

Desde o início da última década de 70, em decorrência da ocupação intensa e 

desordenada da Amazônia brasileira, a malária vem se constituindo em um dos 

principais problemas de saúde da região. Existem fatores favoráveis à transmissão 

da doença: temperatura, umidade, altitude e cobertura vegetal adequadas à 

proliferação do mosquito vetor e condições habitacionais e de trabalho facilitadoras 

do contacto deste vetor com os seres humanos (Deane, 1988; Tauil, 2005; Tadei et 

al. 1998). 

Por isso, o controle da malária vem se tornando complexo em decorrência de 

múltiplos fatores. A resistência dos parasitos aos anti-maláricos demanda a 

utilização de drogas alternativas tendo consequências econômicas e de difícil 

manuseio nas múltiplas dosagens objetivando superar a resistência (Tadei et al. 

2007). 

O homem, como parte e modificador do meio ambiente, tem papel chave no 

processo de manutenção da malária. Diferentes autores têm enfatizado que 

alterações introduzidas no ecossistema, em regiões endêmicas da malária, podem 

modificar o grau de incidência da doença, uma vez que alteram todo o sistema de 

relacionamento entre os organismos e seu meio (Tadei, 1993; Tadei et al., 1993; 

Tauil, 1992). 

Os fenômenos relacionados aos processos de desenvolvimento da região 

Amazônica, contribuíram para introduzir ou intensificar a malária nesses locais. O 

desmatamento de extensas áreas para a realização de empreendimentos (pólos de 

colonização, rodovias, hidrelétricas, garimpos, bases militares, aldeias indígenas, 

etc.) vem causando desequilíbrio no complexo homem/vetor/parasito, 

desencadeando novos focos da doença (Tadei, 1993; Tadei et al., 1993; Barata, 

1995). Agravando essa situação, o fluxo migratório das populações humanas na 

região à procura de melhores condições de vida, provoca a formação de faixas de 

transmissão em áreas periféricas, causando grande impacto da doença, pois as 

populações migrantes apresentam frequentemente, maior susceptibilidade à 
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infecção por Plasmodium, contribuindo para a expansão do reservatório do parasito 

(PHA/WHO, 1991; Tadei, 1993; 2001). 

 

1.2 Malária no Estado do Amazonas 

 

O Estado do Amazonas é o maior estado brasileiro em extensão territorial, 

apresentando 1.577.748 km2 e a população estimada em 2.840.889 habitantes. 

Esta característica torna-o operacionalmente em um dos mais difíceis Estados da 

Federação de ser administrado e proporcionar um serviço de saúde de elevado 

padrão à população. Além deste aspecto, a maioria das vias de transporte são 

fluviais, dificultando sobremaneira o pronto atendimento em surtos de endemias, 

nas diferentes localidades, especialmente a malária. Esta modalidade de transporte 

fluvial é de deslocamento lento e extremamente frágil no período do pulso da 

vazante, quando o nível dos rios abaixa cerca de 10 a 15 metros, atingindo até 20 

metros em alguns pontos. Nesta fase, o acesso a determinadas localidades toma-

se inviável (Tadei et al., 1993, 1998).  

O Estado do Amazonas tem mostrado aumentos significativos na incidência 

da malária no período 1995/2007. No cenário da Amazônia Legal, o Estado 

representava apenas 9% da malária em 1995 (52.602 casos). Aumentos 

sucessivos nos anos subseqüentes ocorreram e em 2007 atingiu a cifra de 33,4% 

(180.290 casos). Este aumento foi mais expressivo em regiões de intensa 

movimentação da população, assentamentos agrícolas e expansão urbana como 

nas regiões do Rio Negro, Manaus, Rio Madeira e Médio Solimões. Considerando o 

período de 1992 a 1996, os dados revelam que a população cresceu 10,4% e a 

incidência da malária aumentou em 132,2% (FUNASA- AM). 

Neste cenário do aumento da incidência da malária no Estado, destaca-se 

como fator preponderante a malária urbana, um evento muito freqüente nas últimas 

décadas, especialmente nos últimos 10 anos. O intenso fluxo migratório das 

populações do interior para as áreas periféricas dos povoados e cidades contribuiu 

sobremaneira para um impacto maior da infecção malárica. A urbanização da 

malária se enquadra nessas condições, uma vez que o processo envolve profundas 

modificações ambientais nas periferias das cidades. No Estado do Amazonas, a 
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falta de incentivo fiscal às populações do interior, é um fator decisivo para o 

aumento da malária urbana. (Tadei, 2001; Tadei et al., 1988; 2007).  

A expansão de Manaus tem sido rápida, devido a migrações do interior da 

Amazônia e de outros Estados. Esta população migrante frequentemente invade 

terrenos na periferia, ocupando espaços na interface mata virgem/cidade. As 

moradias são construídas de forma precária e estas “invasões” se tornam 

permanentes, constituindo uma das bases do problema da urbanização da malária 

em Manaus (Tadei, 1996; Tadei et al. 2007). 

Nestas mesmas condições, está o Município de Coari, situado na região 

fisiográfica do médio Solimões, às margens do Lago de Coari, na confluência do 

Rio Solimões. A área urbana da cidade de Coari apresenta malária urbana e a 

transmissão é generalizada tanto na periferia da cidade como na zona rural. Nesta, 

a prestação de assistência tanto nas atividades preventivas quanto curativas, é 

mais complexa devido ao intenso fluxo migratório interno que contribui para o 

aumento do reservatório do Plasmodium. Este fato contribui para a disseminação 

da doença, dificultando o controle sobre o homem doente, que procura o 

diagnóstico e tratamento, tardiamente. Este comportamento favorece a conclusão 

do ciclo assexuado do Plasmodium no homem infectado, fazendo com que o 

portador torne-se fonte de novas infecções para os anofelinos (Tadei et al. 1993; 

Tadei, 1996; Greenwood et al., 2008). 

 

1.3 Espécies de Anopheles – incidência, distribuição e aspectos ecológicos 

 

No Brasil, de acordo com a literatura atual, são registradas 57 espécies de 

Anopheles, pertencendo à cinco subgêneros do gênero Anopheles, são eles: 

Nyssorhyncus, Kerteszia, Stethomyia, Lphopodomyia e Anopheles. As espécies de 

anofelinos reportadas como vetores de malária no país pertencem aos subgêneros 

Nyssorhynchus e Kerteszia (Deane, 1986; Consoli & Lourenço de Oliveira, 1994; 

Tadei & Duraty-Thatcher, 2000). 

O conhecimento da incidência e distribuição das espécies de Anopheles em 

regiões naturais e em áreas sob impacto ambiental é de fundamental importância 

no controle da malária. Estudos realizados em diferentes regiões da Amazônia 

permitem verificar que a diversidade de espécies se modifica conforme o local 
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considerado. Anopheles darlingi, A. albitarsis, A. nuneztovari, A. oswaldoi e A. 

triannulatus são espécies de ampla distribuição na Amazônia; e A. apicimacula, A. 

squamifemur, A. rondoni, A. neivai e A. nimbus mostram distribuição mais restrita 

(Tadei et al., 1993; 1998; 2007).  

As diferentes regiões da Amazônia mostram ainda diferenciação quanto à 

prevalência das espécies. Os estudos no Estado de Rondônia revelaram uma 

elevada incidência de A. darlingi, especialmente quando as coletas foram feitas 

com iscas humanas no domicílio. Há localidades em que os registros mostraram 

valores de até 95% de A. darlingi em coletas de alados nas residências. Estes 

resultados contrastam com os obtidos na região da Hidrelétrica de Balbina, em que 

A. darlingi foi coletado apenas na BR-174 (Manaus/Boa Vista) contrastam também 

com os obtidos na Ilha de Maracá, onde a espécie representou apenas 3% do total 

de 3.564 exemplares capturados (Tadei et al., 1993; 1998). 

Os estudos entomológicos possibilitam o conhecimento da diversidade e do 

índice epidemiológico das espécies, permitindo avaliar o nível de vulnerabilidade de 

uma determinada área, quantificando os fatores de risco (Tadei et al., 1998; Tosta, 

2007)  

Na Amazônia, onde é transmitida quase a totalidade da malária no país 

(99,7% em 1999 -FUNASA), à medida que os ambientes naturais vão sendo 

destruídos, a maioria dos anofelinos diminui muito em freqüência, com exceções de 

A. darlingi, A. albitarsis, A. braziliensis e A. nuneztovari. Estas espécies podem 

aumentar de freqüência em ambientes específicos. A. darlingi no entanto, se 

destaca pela intensidade que invade o domicílio para sugar sangue humano, 

mostrando acentuada antropofilia e alta susceptibilidade à infecção pelos 

plasmódios humanos (Lourenço de Oliveira, 1989; Tadei et al., 1998; Tosta, 2007). 

O Anopheles darlingi, é apontado como principal vetor da malária humana na 

Amazônia, apresentando acentuada antropofilia (Deane et al., 1988). De acordo 

com Lourenço de Oliveira et al. (1987) e Tadei et al. (1998), os dados atuais obtidos 

por técnicas com monoclonais, coincidem com os de Deane et al. (1988), 

considerando as espécies de Anopheles e a transmissão de malária na região 

amazônica. 

Anopheles nuneztovari Gabaldón (1940), é considerado o principal vetor da 

malária humana em áreas da Venezuela e Colômbia (Gabaldón, 1981; Ferreira, 
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1964). Na Amazônia brasileira, não existe correlacção entre a presença dessa 

espécie e endemicidade da malária (Deane, 1986). Porém, em estudos de infecção 

natural, utilizando monoclonais, essa espécie foi encontrada infectada pelo 

protozoário Plasmodium (Lourenço de Oliveira et al., 1987; Tadei et al., 1991, 1998; 

Consoli & Oliveira, 1994;). 

A malária é a primeira endemia a surgir em áreas de alteração. Este fato 

decorre principalmente dos parâmetros: (1) de distribuição do(s) vetor(es) nas 

áreas alteradas e (2) da susceptibilidade das populações imigrantes. Estas últimas 

mostram este aspecto porque procedem de regiões onde a malária nunca ocorreu, 

ou se existiu, foi erradicada (Tadei et al.,1986, 1998, 2007). 

A importância epidemiológica de uma população de anofelinos está na 

dependência de muitos fatores. Entre os mais importantes estão: (1) número total 

de mosquitos; (2) grau de atividade; (3) intensidade de contato com o homem; (4) 

proporção que sobrevive a uma idade de importância epidemiológica; e (5) 

susceptibilidade à infecção pelo Plasmodium (Tadei, 1993; Tadei et al.,1998). 
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2. OBJETIVOS 

 

 

 

2.1   Objetivo Geral 

 

Preparar extratos a partir de um screening microbiano de fungos endofíticos 

da região Amazônica e da espécie da Classe Basidiomycetes (Fungi: 

Basidiomycota) Pycnoporus sanguineus, avaliando a atividade larvicida para 

contribuir na implementação das ações de controle de vetores. 

 

 

 

 

2.2 Objetivos Específicos 

 

∞ Testar a eficiência dos extratos fúngicos contra larvas de terceiro estádio de 

Aedes aegypti e Anopheles nuneztovari. 

 

∞ Proceder o fracionamento químico dos extratos promissores e realizar o 

biomonitoramento utilizando larvas de Aedes aegypti. 

 

∞ Determinar a concentração letal mediana - CL50, bem como a CL90, nos 

intervalos de 48h e 72 horas de exposição para a leitura da mortalidade.   
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3. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

A malária tem se tornado um sério obstáculo ao desenvolvimento social e 

econômico, em muitas nações em via de desenvolvimento, nas áreas tropicais e 

subtropicais devido às muitas vítimas que incapacita em todo mundo (Gallup & 

Sachs, 1998). Os Programas de Controle Biológico de Vetores incentivam o 

desenvolvimento de novos agentes potenciais e a capacitação de técnicos para 

atuarem em programa nos diversos níveis (Central, Regional e Local) para os 

ensaios de avaliação dos produtos no laboratório e em campo.  

No início do século XX o conhecimento sobre o ciclo de vida dos anofelinos e 

suas relações com as águas estagnadas estava bastante difundido, o que 

contribuiu para o entendimento da importância do combate às formas imaturas 

(Costa, 2007). 

O controle de insetos, sejam eles nocivos à agricultura ou vetores de doenças, 

é feito, hoje, na sua maioria, por produtos químicos. O uso desses inseticidas vem 

causando danos ao homem e ao meio ambiente, atingindo inimigos naturais, 

contaminando alimento, solo, água e favorecendo uma rápida seleção de insetos 

resistentes (Arantes et al., 2002). A necessidade de reduzir o consumo de 

agroquímicos tem aumentado o interesse por estratégias de controle biológico de 

pragas e de doenças de inúmeras espécies cultivadas. Esse controle biológico 

pode ser feito alterando as condições ambientais que possibilitam o aparecimento 

de praga ou da doença, ou utilizando microrganismos com propriedades 

antagônicas aos patógenos (Azevedo et al., 2002). 

Biodiversidade é uma medida da variação ou variabilidade existente entre as 

espécies de seres vivos e dentro delas. O termo foi usado pela primeira vez em 

1986, resultado da contração das palavras "diversidade biológica" ou "diversidade 

biótica", e mede, em princípio, toda a variação biológica do planeta Terra (Azevedo 

et al., 2002). 

A biodiversidade da Amazônia constitui uma fonte para elevar as condições 

sócio-econômicas da região e contribuir para melhoria da qualidade de vida das 

populações. A principal contribuição deste projeto será na prospecção de produtos 

da biodiversidade da Amazônia, identificando-se fungos com potencial larvicida 

para o controle de mosquitos que são os principais responsáveis pela transmissão 
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de doenças nesta região, especialmente a malária, a febre amarela e as 

arboviroses, onde está inserido o vírus da Dengue. Portanto, para se conseguir 

uma maior eficácia dos programas de controle de vetores, há necessidade da 

busca de medidas alternativas (Tadei & Thatcher, 2000; Tadei, 2001).  

Há muitos trabalhos com o controle bacteriano e, neste projeto, foi enfocada a 

utilização de extratos a partir de fungos da região amazônica, com ênfase ao 

estudo de extratos obtidos a partir de espécies fúngicas de basidiomicetos e fungos 

endofíticos, como potenciais fontes de inseticidas naturais da região amazônica. 

Muitos fungos têm sido testados para a produção de substâncias de interesse 

industrial, especialmente em indústrias de fermentação. Interesse existe também 

em explorar novos aspectos biotecnológicos como: biotecnologia ambiental; 

tratamento de resíduos líquidos e biorremediação de solos poluídos; mineralogia e 

biohidrometalurgia; empregos em controle biológico (Castro e Silva, 1996; Ferrara, 

2006). Além de sua importância natural, os fungos estão presentes em nossa vida 

por ser um recurso de uso real e potencial como, por exemplo, nas indústrias 

alimentícia, farmacêutica (produção de metabólitos secundários, antifúngicos, 

antibacterianos) e cosmética (Kües & Liu, 2000; Shon & Nam, 2001; Stamets, 2002; 

Rosa et al., 2003). Por outro lado, estes mesmos organismos podem ser utilizados 

na recuperação ambiental, em processos de biodegradação e biorremediação 

(Hofrichter et al., 1999). 

Outro aspecto importante da utilização desses bioenseticidas seria a descrição 

da ação tóxica em relação ao inseto alvo. Alguns trabalhos descrevem o 

comportamento desses agentes microbianos em diferentes tipos de insetos (Smith 

& Grula, 1983; Sosa-Gómes et al., 1994; Esposito & Azevedo, 2004; Ferrara, 2006; 

Park et al., 2002; Tadei et al., 2006). Ronchi (1985) descreve o modo de ação da 

bactéria Bacillus thuringiensis var israelensis contra lagartas Ascia monuste 

monuste (Lepidopteras: Pieridae) tanto em aspectos histopatológicos como em 

sintomatológicos.      

Na descoberta contínua de novas cepas fúngicas potencialmente tóxicas 

contra vetores de malária na Amazônia, neste projeto o desenvolvimento de 

ensaios em laboratório com diferentes cepas fúngicas extraindo extratos brutos, e 

fazendo um screening de seus compostos com diferentes solventes, foi o objetivo 

neste trabalho.  O questionamento então a ser respondido, era se a ação tóxica dos 
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extratos obtidos destas cepas fúngicas apresentariam potencial biolarvicida, e com 

isso, selecionar os melhores resultados da atividade larvicida e dar seqüência ao 

processo na busca do princípio ativo. 

Diante da necessidade de implementação de alternativas e/ou atividades 

complementares aos métodos atualmente empregados no controle das formas 

imaturas de vetores de doenças na Amazônia, neste projeto foi dada ênfase ao 

estudo de extratos obtidos a partir de espécies fúngicas da Classe Basidiomycetes 

e de fungos endofíticos, como potenciais fontes de larvicidas naturais contra 

espécies vetores da malária de ocorrência na região Amazônica, selecionando 

aqueles extratos com alta toxicidade que poderiam ser utilizadas em formulações 

de inseticidas biológicos. 

 

 

3.1 Estratégias de Controle de vetores  

 

A descoberta do inseticida DDT em 1943 revolucionou os métodos de controle 

da malária. O programa de tentativa de erradicação começou em 1957 e só em 

1961 houve ampliação do controle em todo o mundo.  As tentativas de controle 

foram diminuindo em 1967 quando se constataram alguns problemas técnicos 

como a grande resistência dos insetos e a poluição ambiental e a não 

especificidade. A Organização Mundial de Saúde - OMS adotou novas estratégias, 

propondo em 1980 o controle integrado da malária que consistia no emprego de 

todos os métodos disponíveis na luta contra endemias consideradas 

particularidades de cada área (Ivanissevich & Nussenzveig, 1991; Tadei et al. 

2007). 

Desde a segunda guerra mundial, os inseticidas químicos têm sido 

amplamente utilizados no controle de vetores de doenças. Após a descoberta do 

DDT, os programas de controle se apoiaram amplamente na sua aplicação em 

decorrência da sua eficácia e pela disponibilidade em baixos custos (Nicolas, 

1986). Outros inseticidas de contato foram introduzidos no mercado como os 

organofosforados, carbamatos e os piretróides. Devido ao uso indiscriminado 

desses produtos, se instalou um processo seletivo que desencadeou a resistência 

dos insetos alvo. São relatos que já estão resistentes 51 espécies de anofelinos e 
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42 de culicídeos (WHO, 1970; 1980; 2008). Registros de danos ambientais foram 

constatados em várias localidades da África e do Sudeste Asiático (Nicolas, 1986; 

Guerra et al., 2008). Considerando os vetores, a pressão seletiva dos inseticidas 

está levando cada vez mais à resistência das populações de mosquitos (Brown, 

1986; Okoye et al., 2008).  

Portanto, somente o controle dos mosquitos adultos não é suficiente para 

diminuir a densidade do vetor. As formas imaturas desenvolvem-se em coleções 

hídricas, seus criadouros naturais, sob excelentes condições. Neles há abundância 

de matéria orgânica e condições de temperatua, luminosidade e pH suficientes para 

rapidamente se desenvolverem e atingirem a fase adulta (Tadei et al. 2007). 

Em decorrência dessa pressão de seleção, há necessidade de novos produtos 

que levem a um mínimo de impacto para o ambiente, servindo de estímulo a busca 

por estratégias alternativas no controle de pragas (Van Rie et al.,1990). 

Considerando as ações mal sucedidas colocadas em função da aplicação de 

inseticidas químicos detectou-se a necessidade de novas estratégias servindo 

como alternativa e/ou complemento para o controle de malária nas áreas 

endêmicas. O controle biológico consiste no uso de inimigos naturais tais como 

peixes, vírus, fungos e as bactérias entomopatogênicas (Rodrigues, 1996; Ghosh et 

al., 2005; 2006; Ghosh & Dash, 2007).  

O controle nas regiões onde a presença do parasita e o vetor são freqüentes é 

realizado através de uma consistente estratégia de controle e intesificação e 

manutenção do mesmo controle de vetores (FUNASA, 2003). Dentre as formas de 

controle disponíveis considera-se o emprego de inseticida químico e biológico. 

 

 

3.2 Controle químico 

 

 Os organoclorados começaram a ser utilizados após a descoberta das 

propriedades inseticidas do DDT em 1939, por Paul Müller e colaboradores. O 

programa de tentativa de erradicação começou em 1957 e somente em 1961 houve 

ampliação do controle em todo o mundo (Cavalcante, 1993).  

 A utilização do DDT revolucionou os métodos de combate às pragas agrícolas 

e aos vetores de doenças. Em 1942, foi considerada como sendo “a era dos 
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pesticidas orgânicos" passando a ser conhecida como “a era do DDT".  As 

tentativas de controle foram diminuindo em 1967 onde as maiores críticas atribuída 

ao seu uso estavam relacionadas ao fato de deixarem resíduos do produto ou de 

seus metabólitos no meio ambiente. Os vários efeitos adversos e ordem ecológicas 

a grande resistência dos insetos e a não especificidade fizeram dele um 

instrumento de ação não muito significativa a manutenção do controle de pragas 

agrícolas e agentes vetores de doenças (Ivanissevich & Nussenzveig, 1991; Okoye 

et al., 2008). 

 A Organização Mundial de Saúde - OMS adotou novas estratégias, propondo 

em 1980 o controle integrado da malária que consistia no emprego de todos os 

métodos disponíveis na luta contra endemia consideradas particularidades de cada 

área (Ivanissevich & Nussenzveig, 1991). 

 Costa (2007) fez uma revisão bibliográfica completa sobre as formas de 

controle químico de mosquitos vetores de malária no Brasil, em duas formas de 

vida do mosquito: adulto e larva; também o controle químico com reguladores de 

crescimento de insetos. 

 

 

3.3 Controle biológico 

 

O controle biológico consiste na supressão de pragas e doenças através de 

agentes bióticos que lhes são tóxicos e/ou letais (Rodrigues, 1996; Alves, 1998). O 

objetivo desse tipo de controle é a redução da população de um organismo 

hospedeiro, com o uso de inimigos naturais. Por outro lado, a abundância destes 

hospedeiros influencia a população de inimigos naturais. Estas interações originam 

um equilíbrio dinâmico, onde nenhuma das populações suprime outra causando 

efeitos ecológicos indesejáveis (Fontes, 1992; Fowler & Di Romagnano, 1992).  

O emprego de entomopatógenos, foi primeiramente proposto por Metsehnikoff 

em 1879, no seu clássico trabalho de controle de pragas, onde usou o fungo 

Metarhizium anisopliae no controle de larvas do beseouro Anisopia austíaca (Alves, 

1986). 

No Brasil, o controle biológico começou a ser utilizado com o fungo 

entomopatogênico Metarhizium anisopliae e com o Baculovírus, no controle das 
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cigarrinhas da cana e das pastagens e no contrele da Anticarsia gematalis na soja, 

respectivamente. Na cultura do cacau, o fungo Trichoderma tem sido utilizado com 

sucesso em restos de ramos doentes para o controle do fungo Moniliophthora, 

agente causal da vassoura-de-bruxa (Azevedo et al., 2002). A utilização desse tipo 

de controle apresenta inúmeras vantagens em relação aos inseticidas químicos 

convencionais, tais como: 

a) a especificidade, apontada como vantajosa no caso do ataque direto ao inseto 

alvo e por não afetar parasitados e predadores dessas pragas como o fazem 

os inseticidas químicos, portanto não causando desequilíbrio ecológico; 

b) a multiplicação e dispersão, a capacidade que os patógenos têm de persistir 

no ambiente por meio dos indivíduos da população mesmo de uma geração 

para outra como focos secundários, terciários e etc., por meio dos ovos dos 

insetos. Nesses efeitos secundários, além da mortalidade direta, os patógenos 

conseguem afetar as gerações seguintes diminuindo a ovoposição e a 

viabilidade dos ovos; 

c) controle associado, pode ser empregado juntamente com inseticida seletivo 

em subdosagens visando a ação e, portanto, em controle mais rápido e eficaz 

da praga sem os inconvenientes das superdosagens dos inseticidas químico; 

d) não são tóxicos, ou seja, não poluem o meio ambiente, portanto não afetam os 

animais e o próprio homem exceto para as populações alvos; 

e) finalmente, o fato dos insetos não se tornarem resistentes aos patógenos por 

serem esses inimigos naturais (Alves, 1986). 

Os fungos foram os primeiros patógenos de insetos a serem utilizados no 

controle microbiano. A maioria dos gêneros entomopatogênicos já relatados ocorre 

no Brasil, sendo que, desses, mais de 20 incidem sobre pragas de importância 

econômica. A grande variabilidade genética desses entomopatógenos pode ser 

considerada uma das suas principais vantagens no controle microbiano de insetos. 

Com técnicas apropriadas de bioensaios é possível selecionar isolados de fungos 

altamente virulentos, específicos ou não, com características adequadas pra serem 

utilizados como inseticidas microbianos (Alves, 1998). 

Dentre as bactérias utilizadas no controle biológico destaca-se o gênero 

Bacillus thuringiensis por produzir proteínas Cry, codificadas por um único gene, 

que formam cristais protéicos com ação inseticida manifestada apenas quando 
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atingem o intestino médio da larva (Habib, 1989; Germani, 1993). Este controle das 

formas imaturas de mosquitos vem sendo empregada pela toxicidade de cerca de 

130 espécies de insetos das ordens Lepidoptera, Diptera e Coleoptera bem como 

os vetores de doenças humana, como contra os gêneros Aedes, Culex, Anopheles 

(Lereclus et al., 1993; Bücker et al., 2007a). Não há evidência de danos ao homem 

e ao meio ambiente produzidos por esse agente de controle nesses 60 anos de uso 

(Arantes et al., 2002). 

 Mesmo fungos entomopatogênicos bastante conhecidos e já largamente 

empregados no controle biológico de insetos-pragas da agricultura são encontrados 

como endófitos. Esse é o caso de Beauveria bassiana, encontrado como endófito 

no milho, protegendo o hospedeiro contra o ataque de insetos (Bing & Lewis, 1993). 

Muitos outros casos são relatados, como pode ser apreciado na revisão de Breen 

(1994). 

Em certas gramíneas, a presença de fungos endofíticos reduz o ataque de 

insetos, como Spodoptera frugiperda e S. eridana (Breen, 1993). Nesse caso, é 

interessante o fato de S. frugiperda discriminar plantas infectadas por fungos 

endófitos do gênero Acremonium. Não sendo atacadas por insetos, essas plantas 

tornam-se mais vigorosas e, conseqüentemente, resistem mais ao ataque de 

doenças e são selecionadas. Essa é uma maneira de seleção de determinados 

endófitos dentro de plantas (Clay et aI., 1993). Também em algumas plantas de 

clima temperado, como os olmeiros, coleópteros transmitem certas doenças, como 

a causada pelo fungo Ceratocystis ulmi. Na presença do fungo endofítico 

Phomopsis oblonga, as árvores são menos afetadas pela doença graças à proteção 

que o fungo endofítico proporciona, por diminuição do ataque dos insetos. Casos 

específicos de proteção direta contra doenças de plantas, proporcionados por 

microrganismos endofíticos, serão vistos no próximo seguinte. 

O controle biológico se constitui em uma ferramenta fundamental nas ações 

de combate á malária. No entanto, não é suficiente apenas introduzir as medidas 

para o controle. As atividades devem ser implementadas dento de determinadas 

normas, específicas para cada área da Amazônia, estabelecidas a partir das 

condições locais, conhecendo-se a dinâmica de transmissão (Tadei et al., 1998; 

Tadei 2001; Tadei & Pinheiro, 2002). 
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O uso de bioinseticidas bacterianos no controle de vetores da malária na 

Amazônia é de grande relevância, quando se considera a preservação ambiental, 

além da busca de métodos eficazes para atuação contra as formas imaturas. Como 

microrganismo patógeno para insetos, as bactérias têm sido amplamente utilizadas, 

em decorrência de seu modo de ação e especificidade. Dentre as espécies do 

gênero Bacillus, geralmente gram-positivos, aeróbios ou anaeróbios facultativos e 

formadores de endósporos (Melo, 1998), são entomopatógenos mais efetivos as 

estirpes de Bacillus sphaericus e de Bacillus thuringiensis (Tadei & Rodrigues, 

2002). 

 

 

 

3.4 Biodiversidade Microbiana 

 

Biodiversidade é uma medida da variação ou variabilidade existente entre as 

espécies de seres vivos e dentro delas. O termo foi usado pela primeira vez em 

1986, resultado da contração das palavras "diversidade biológica" ou "diversidade 

biótica", e mede, em princípio, toda a variação biológica do planeta Terra (Azevedo, 

2001b). 

Sabe-se atualmente que os microrganismos como bactérias e fungos, além de 

responsáveis por importantes transformações metabólicas, pelo controle biológico 

de doenças e pragas, pela fixação biológica do nitrogênio atmosférico, pela 

degradação de resíduos vegetais e outros produtos, inclusive tóxicos, são também 

um manancial de fármacos, corantes, enzimas e ácidos orgânicos, entre muitos 

outros produtos úteis e ainda inexplorados. Ou seja, além de exercerem um papel 

na sobrevivência de outras espécies e na manutenção do equilíbrio entre elas, são 

fonte de produtos que contribuem para o bem-estar da população humana, 

inclusive remediando o mal que a própria espécie humana produz no ambiente. Em 

outras palavras, a importância dos microrganismos para a ecologia e biotecnologia 

é inquestionável (Straatsma et al., 2001; Azevedo, 2001b).  

Como Olembo (1995) salienta muito bem, a relação entre biodiversidade e 

biotecnologia é de dependência mútua. Biodiversidade é a base genética da qual a 
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biotecnologia se vale para desenvolver processos e produtos de interesse 

econômico e/ou social. 

 

 

3.4.1 Fungos da Classe Basidiomycetes 

 

Os fungos são organismos de grande importância, pois participam 

praticamente de quase todas as transformações físicas ou químicas que acontecem 

na natureza, seja no macro ou micro ambiente, estando, assim, intimamente 

ligados à manutenção da vida na terra. Em ambientes tropicais chegam a compor 

90% da biomassa viva no solo das florestas (Moore & Frazer, 2002; Mueller & Bills, 

2004).  

Os fungos são organismos heterotróficos que, por muito tempo, foram 

considerados plantas primitivas, sem clorofila. Porém, evidências moleculares 

recentes demonstraram que os fungos são mais relacionados com os animais do 

que com as plantas. Na verdade, eles têm forma de vida bastante distinta dos 

outros seres vivos, o que os faz pertencer a um reino próprio, designado Reino 

Fungi (Raven, 2001). Existem fungos que são parasitas, obtendo alimento através 

do ataque a outros seres vivos, como plantas, animais domésticos, insetos e 

humanos (Quadros et al., 2005).  

Os fungos constituem o grupo mais diverso de eucariontes em ambiente 

terrestre depois dos insetos, devido a sua ampla distribuição e associação com 

substratos inorgânicos e orgânicos (Gewin, 2002; Holf et al., 2004). A partir de 

1990, a estimativa mais aceitável, não somente por micólogos, mas em quaisquer 

trabalhos de biodiversidade global, é de 1 a 1,5 milhão de espécies. Outras 

estimativas variam de 1,5 a 13,5 milhões, nas quais estão incluídas espécies não 

descritas que infectam insetos (Lodge et al., 1995; Lodge & Cantrell, 1995; Lodge, 

2001). 

Os Basidiomicetos constituem aproximadamente 25% das espécies descritas 

do Reino Fungi. São caracterizados pela formação de esporos nos tipos 

diferenciados de hifas (basídio) (Griffin, 1994; Carlile & Watkinson, 1997). 

Atualmente, Basidiomycetes, são propostos como Classe, baseando-se essa 

indicação na presença ou ausência de basidioma macroscópico, forma e ciclo de 
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vida, incluindo especialização a hospedeiro (Willerding et al., 2005; Loguercio-Leite 

et al., 2006). 

A utilização de fungos para o controle de insetos-pragas se fundamenta em 

sua capacidade de infectá-los, causando doença e morte num processo 

dependente de fatores bióticos e abióticos (Onofre et al., 2002). As diferenças na 

patogenicidade dos fungos são indicativas de variações genéticas ocorrendo 

naturalmente, sendo a natureza e a extensão dessas variações desconhecidas. 

Entretanto, a variação tem sido identificada em caracteres associados com a 

patogenicidade, incluindo atividades enzimáticas (St. Leger et al., 1986; 1987), e 

sistemática molecular em fungos (Valadares et al., 1998; Vilarinhos et al., 1992). 

Esses estudos mostram que espécies de fungos, embora morfologicamente 

similares, podem ser geneticamente distintas quanto à produção de enzimas, 

patogenicidade e outros fatores.  

A maioria das espécies de basidiomicetos, conhecidas popularmente como 

orelhas-de-pau e cogumelos, são capazes de degradar a madeira (lignina e/ou 

celulose e hemicelulose). Todas essas espécies são denominadas lignolíticas ou 

lignocelulolíticas (Newell et al., 1996; Anagnost, 1998). Os fungos lignolíticos estão 

divididos em três grupos, dois grupos principais compreendendo os causadores de 

podridão branca (white-rot) e os causadores de podridão castanha (brown-rot) 

(Ejechi et al., 1996; Nakasone, 1996; Worrall et al., 1997; Highley & Dashek, 1998).  

Os fungos apresentam atividade degradativa de amplo espectro, podendo 

secretar grande diversidade de enzimas extracelulares, o que os tornam capazes 

de metabolizar moléculas recalcitrantes. Os basidiomicetos, fungos causadores da 

podridão branca da madeira, têm sido estudados como tipicamente ligninolíticos, 

por terem a capacidade de degradar substâncias complexas como a lignina, devido 

à ação de suas enzimas extracelulares, produzidas durante o metabolismo 

secundário, como conseqüência da limitação de nutrientes (Fratila-Apachitel et al., 

1999).  

No grupo dos basidiomicetos lignocelulolíticos encontramos organismos que 

atuam como importantes decompositores, sendo os principais responsáveis pela 

reciclagem do carbono nos ecossistemas. Degradam os componentes da madeira, 

celulose, hemicelulose e lignina a partir dos quais obtém energia para seu 

crescimento e reprodução. Esses microrganismos são os únicos conhecidos com a 
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capacidade de metabolizar completamente a molécula de lignina a gás carbônico e 

água, sendo os maiores responsáveis pela degradação dos tecidos vegetais 

(Rezende et al., 2001). 

Os dados da literatura apontam que o fungo da espécie Pycnoporus 

sanguineus, que será um dos fungos utilizados nos bioensaios, apresentam um 

grande potencial para produção de enzimas, para utilização nas indústrias e 

atividade antibacteriana (Castro e Silva, et al. 1993; Ferreira, 2005). O P. 

sanguineus é da Classe Basidiomycete da família Polyporaceae, com propriedades 

detorioradoras de madeira e encontrados em florestas subtropicais e tropicais dos 

hemisférios norte e sul (Nobles & Frew, 1962; Bücker et al., 2006ab).  

Neste contexto citamos a análise das atividades antibacterianas das 

substâncias produzidas por este fungo, na inibição de crescimento de várias 

espécies de bactérias (Smânia Jr., et al. 1995, 2003; Smânia, et al., 1997), também 

a utilização comercial, pelo alto rendimento na produção de lacases contitutivas, 

pelo fungo Botryosphaeria sp. (Giese, et al. 2004) e o trabalho realizado por Rosa, 

et al. (2003) pelo Screening de basidiomicetos no Brasil com atividade 

antimicrobiana, teve como parte do programa desenvolver novos metabólitos 

bioativos a partir desta diversidade de basidiomicetos encontrados no Brasil. 

Relataram um total de 103 isolados de basidiomicetos representando 84 espécies 

coletados de diferentes localizações (Anke, 1989; Maziero et al., 1999; Suay et al., 

2000). 

Vários diferentes tipos de organismos deterioram a madeira, mas o maior 

dano resulta dos fungos. Podridão é a forma mais séria de deterioração 

microbiológica porque pode causar o colapso da estrutura muito rapidamente. 

Estudos recentes têm avançado nosso conhecimento sobre como os componentes 

são degradados por microrganismos e suas enzimas, permitindo rápido avanço na 

biotecnologia. Dentre os organismos fúngicos que degradam a madeira, aqueles 

que causam a podridão branca são os que apresentam um maior potencial de 

aplicação biotecnológica. A presença de ligninase, Mn-peroxidase e glucosidase, 

por exemplo, na cepa amazônica de Pycnoporus sanguineus indica-o como 

potencial para uso industrial, especialmente em tratamento de efluentes de 

indústria papeleira. Vários outros fungos deterioradores da madeira apresentam 

potencial biotecnológico, como por exemplo, Antrodia, Tyromeces, para a 
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bioremediação do solo, produção de enzimas de interesse para a agricultura, 

indústria de alimentação, fabricação de detergentes, fungicida e inseticida. (Castro 

e Silva et al. 2002). 

 

 

3.4.2 Fungos Endofíticos 

 

Microrganismos endófitos foram mencionados pela primeira vez no início do 

século XIX, mas foi Bary (1866) quem primeiro delineou uma possível distinção 

entre eles e patógenos de plantas. Definidos como assintomáticos, não produzindo, 

portanto, efeitos benéficos ou prejudiciais aos seus hospedeiros, permaneceram 

praticamente esquecidos até o final dos anos 70, quando, por uma série de 

motivos, começaram a chamar atenção. Nessa época verificou-se que, longe de 

serem meros habitantes do interior de vegetais, possuíam propriedades de 

interesse, como por exemplo conferir proteção contra insetos-pragas, outros 

microrganismos patogênicos e inclusive contra herbívoros. Atualmente, sabe-se 

que endófitos podem produzir toxinas, antibióticos e outros fármacos, fatores de 

crescimento e muitos produtos de potencial interesse biotecnológico, além de 

exercerem outras funções de importância para a sobrevivência do hospedeiro 

(Azevedo, 2001a; Ferrara, 2006). 

Provavelmente todas as plantas possuem microrganismos endofíticos. Uma 

mesma planta pode albergar vários deles, incluindo fungos e bactérias, habitando, 

de modo geral, suas partes aéreas, como folhas e caules, sem causar 

aparentemente nenhum dano a seus hospedeiros. Portanto, eles se diferenciam 

dos microrganismos fitopatogênicos, que são prejudiciais às plantas, causando-lhes 

doenças (Azevedo, 2001a). 

Verificou-se alta similaridade entre linhagens selvagens e mutantes do fungo 

Namurea rileyi considerando características relacionadas à produção de enzimas 

extracelulares e virulência, constatando-se que a elevada produção de lipases e 

proteases estavam associadas com o aumento da virulência (Barros, 1995). Em 

outros estudos, utilizando linhagens do fungo Beauveria bassiana provenientes de 

diferentes regiões geográficas, verificou-se que, independentemente da origem 
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geográfica, as linhagens com elevada produção de lipases foram mais virulentas do 

que as com baixa produção (Paris & Segretáin, 1975). 

Estudos da variabilidade genética de fungos relacionados à virulência são 

extremamente importantes para a seleção de linhagens mais efetivas, as quais 

poderão ser utilizadas como bioinseticidas em programas de controle integrado de 

pragas. A virulência de fungos pode estar associada à viabilidade de seus conídios, 

à produção de enzimas extracelulares e produção de metabólitos secundários 

dentre outros fatores (Onofre et al., 2002). 

 Modelos epidemiológicos mostram que ambos os componentes de 

fecundidade e repasto sangüíneo são juntos os mais importantes fatores que 

afetam a capacidade adaptativa dos mosquitos e a transmissão da malária, 

sugerindo que os fungos tem potencial para ser encarado como um agente de 

biocontrole para o controle de doenças que utilizam mosquitos como vetores 

(Scholte et al., 2006). 

 

 

3.5 Metabólitos secundários 

 

Metabólitos secundários são compostos especiais com estruturas geralmente 

diferentes das de metabólitos primários como açúcares, aminoácidos e ácidos 

orgânicos, dos quais são derivados. Entre estes compostos encontram-se 

antibióticos, pigmentos, toxinas, indutores de competição ecológica e simbiose, 

pesticidas, inibidores de enzimas, agentes moduladores de resposta imunológica, 

agentes anti-tumorais, feromônios e promotores de crescimento de animais e 

plantas (Azevedo, et al., 2002). O metabolismo secundário não é essencial para o 

crescimento dos microrganismos que os produzem, mas é uma via alternativa que 

colabora para a sua sobrevivência na natureza. A produção de metabólitos 

secundários por microrganismos encontra ampla aplicação na área de fármacos e 

de agroquímicos (Etchegaray, 2002; Nogueira et al., 2006). 

Um crescente interesse nos estudos com microrganismos endofiticos tem 

surgido recentemente, em parte causada pela possibilidade de que tais espécies 

possam ser utilizadas como agentes de biocontrole contra insetos (Azevedo, et al., 

2002; Okumu et al., 2007; Bücker et al., 2007b). 
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Além disso, os fungos endofiticos constituem uma valiosa fonte de metabólitos 

secundários com potencial ação como antimicrobianos, na biotecnologia e na 

agricultura (Alves, 1998; Etchegaray, 2002; Castro e Silva et al. 2002; Nogueira & 

Tiosso, 2003). 

A busca de substâncias de uso prático para o homem na natureza é uma das 

mais antigas atividades da nossa civilização. No Brasil, as plantas têm sido os 

organismos vivos mais investigados como fonte de produtos naturais (Bras-Filho, 

1994; Verpoorte et al., 1999). No entanto, os microrganismos, organismos 

marinhos, pequenos insetos e animais também têm se mostrado uma fonte rica de 

substâncias para a humanidade (Natori et al., 1981). Como o Brasil ocupa destaque 

na biodiversidade de plantas e animais, é de se esperar que ocorra uma alta 

diversidade de bactérias e fungos e, como conseqüência, uma fonte versátil de 

substâncias pode ser encontrada. 

A grande maioria dessas substâncias é classificada como metabólitos 

secundários para diferencia-las daquelas de função primária básica para os 

organismos vivos. Os metabólitos primários são em geral macromoleculares, 

possuem as mesmas funções e são amplamente produzidos pelos seres vivos 

independentemente da sua classificação taxonômica (Harborne & Tomas-Barberan, 

1991). Ao contrário, os metabólitos secundários geralmente são micromoleculares, 

não apresentam funções básicas aparentes, e sua produção depende do tipo de 

organismo e de sua espécie (Nosov, 1994). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 22 

4. MATERIAL E MÉTODOS 

4.1. Coleta e manejo dos mosquitos 

∞ Aedes aegypti Linnaeus, 1762 

Os ovos de Aedes aegypti foram obtidos a partir de colônias do Laboratório de 

Malária e Dengue do INPA, onde foram mantidas em gaiolas no insetário. Nessas 

gaiolas são colocados pequenos copos de sorvete, revestidos com tiras de papel 

filtro, e com uma lâmina de água no fundo para manter a tira úmida, onde os 

mosquitos depositam seus ovos. 

As tiras de papel filtro contendo ovos desidratados de A. aegypti serviram para 

a eclosão das larvas, onde foram mantidas em cubas esmaltadas com água de 

poço artesiano, até atingirem o terceiro estádio do desenvolvimento larval, objeto 

das observações quanto às doses de efeito e susceptibilidade. Na manutenção das 

larvas para posterior utilização e manutenção da colônia, as larvas foram 

alimentadas com 5mL de alimento líquido, compostos de uma mistura de farinha de 

peixe e pó de fígado, adicionados cada dois dias, até atingirem o estágio de pupa 

(Cristophers, 1960). 

Para a obtenção dos mosquitos adultos, as pupas são transferidas para uma 

bandeja plástica e colocadas em uma gaiola, onde após 48 horas ocorre a 

emergência dos mosquitos adultos. Na manutenção dos mosquitos na gaiola, os 

machos são alimentados com uma solução preparada com água e açúcar, 

misturados em um erlenmeyer, contendo na borda um algodão umedecido pela 

solução.  

Para a oviposição, as fêmeas são alimentadas com sangue de hamster 

(Mesocricetus auratus), imobilizado em uma caçapa (gaiolas confeccionadas com 

telas  

de nylon), onde permaneciam durante uma hora cada dois dias (Figura 1a). Depois 

da manutenção, as fêmeas colocam os ovos sobre a tira de papel, em maior 

concentração no limite com a água (Figura 1b). Os ovos permanecem cerca de dois 

dias para o embrionamento e, em seguida, são armazenados de forma desidratada 

para continuidade da colônia ou obtenção de novas larvas para trabalhos futuros 

(Figura 1c). 
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Figura 1. (a) Repasto sangüíneo das fêmeas de A. aegypti com sangue de hamster 

(M. auratus); (b) Verificação da oviposição das fêmeas de A. aegypti após o repasto 
sangüíneo; (c) Embrionamento para obtenção das larvas para os testes biológicos 
e continuidade da colônia. Fotos fonte: Bücker, A. 

 

 

 

∞ Anopheles nuneztovari Gabaldón, 1940 

Devido a espécie Anopheles nuneztovari Gabaldón, 1940 apresentar 

comportamento zoofílico, as capturas foram realizadas em currais bovinos, 

selecionando-se apenas fêmeas alimentadas, levando-se em consideração o 

comportamento zoófilo destas espécies. As coletas das espécies do gênero 

Anopheles foram realizadas na Zona leste de Manaus, no Ramal do Chico Mendes 

e na Fazenda Natan. Os adultos das espécies foram coletados no horário das 18 às 

21 horas com auxílio de capturador manual entomológico (Figura 2a). As fêmeas 

coletas no campo eram colocadas em copos de papel parafinado de 500 mL, 

armazenados em isopor, previamente umedecidos (Figura 2b), e transportados 

para o insetário do Laboratório de Malária e Dengue no INPA. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. (a) Coleta de anofelinos em currais bovinos; (b) Acomodação dos 
mosquitos anofelinos; (c) Caixa de isopor contendo papel umidecidos e copos 
parafinados telados com os mosquitos anofelinos coletados. Fotos fonte: Bücker, A. 

 

b a c 

b a c 
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A manutenção dos anofelinos no insetário seguiu procedimento descrito por 

Santos et al. (1981) e Scarpassa & Tadei (1990). Sendo a oviposição individual das 

fêmeas realizadas em copos de 100 mL contendo no fundo papel filtro umedecido e 

o copo fechado com tela de filó e liga elástica (Figura 3a). Esses copos eram 

dispostos em camadas em uma caixa de isopor, onde permaneciam até o término 

do tempo de oviposição (72 horas). Após o tempo de oviposição, as fêmeas e os 

ovos foram identificados utilizando-se as chaves de Faran (1980) e Consoli & 

Oliveira (1994) (Figura 3b). Após esta identificação, foram encontradas também 

outras espécies do subgênero Nyssorhynchus Blanchard, 1902 em menores 

proporções, como: Anopheles albitarsis Lynch Arribálzaga, 1878; Anopheles 

triannulatus Neiva & Pinto, 1922 e Anopheles darlingi Root, 1926.  

Figura 3. (a) Copos plásticos individuais para a oviposição das fêmeas de 
Anopheles sp.; (b) Ovos de Anopheles depositados em papel filtro; (c) Larva de A. 

nuneztovari em 3 º estádio. Fotos fonte: Costa, F.M. 
 

Os ovos identificados como sendo de A. nuneztovari foram colocados para 

eclosão em copos de plásticos de 100 mL contendo água e papel filtro nas bordas. 

As larvas ao atingirem o primeiro/segundo estádios foram transferidas para cubas 

esmaltadas contendo água de poço artesiano e adicionado alimento líquido 

composto por 1g e pó de fígado para 8g de farinha de peixe diluídos em 500 mL de 

água, de acordo com Santos et aI. (1981) e Scarpassa & Tadei (1990). Em cada 

cuba foram adicionados 2 mL deste alimento líquido e a água trocada a cada dois 

dias. As larvas foram mantidas neste sistema até atingirem o terceiro estádio, 

quando foram utilizadas nos bioensaios (Figura 3c). A água de poço era 

previamente armazenada em frascos plásticos no insetário para equilíbrio da 

temperatura. A temperatura média do insetário e da sala de experimentos dos 

bioensaios foram mantidas a 27±1ºC e umidade entre 70 – 80% e fotoperíodo de 

12 horas.  

a b c 
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4.2 Preparação dos Extratos 

Foram utilizados diferentes tipos de espécies de fungos para a extração dos 

componentes ativos destes fungos. 

 

Extratos de Pycnoporus sanguineus (Fr.) Murr. 

O fungo Pycnoporus sanguineus (Fr.) Murr da Classe Basidiomycete, família 

Polyporaceae, tem propriedades decompositoras de madeira. Exemplares deste 

fungo foram coletados na Reserva Adolpho Ducke do INPA (59º 58´W e 2º 57´S), e 

posteriormente cultivados em meios de cultura na Universidade Estadual do 

Amazonas (UEA) junto da Coleção Micológica do Laboratório de Microbiologia da 

Escola Superior de Tecnologia (EST) sob Coordenação do Prof. Dr. Ademir Castro 

e Silva. 

Para a obtenção dos extratos brutos, os carpóforos de P. sanguineus foram 

triturados em moinho de facas e passados em peneiras. Os extratos então obtidos 

a partir do material triturado em extrator Soxhlet, sofreram processo de extração em 

gradientes de polaridade na média de 8 horas. 

 

Extratos dos Fungos Endofíticos 

Os fungos endofíticos foram obtidos com a equipe do Dr. José Odair Pereira e 

da Dra. Antonia Q.L. Souza, em colaboração com o Laboratório de Produtos 

Bioativos de Origem Microbiana da Universidade Federal do Amazonas – UFAM. 

Os fungos endofíticos são provenientes da Fazenda da Agronomia – UFAM, BR 

Manaus – Rio Branco. Foram utilizados 4 gêneros de fungos endofíticos de 

diferentes extratos: Pestalotiopsis (7 extratos); Penicillium (7 extratos); Trichoderma 

(3 extratos) e Xylaria (1 extrato). Em seguida, temos uma coleção destes fungos 

para dar início o processo da realização dos bioensaios seletivos, com o propósito 

de realizar um screenig dos extratos para avaliar a atividade larvicida e determinar 

a espécie de maior potencial letal. 

Os fungos do gênero Pestalotiopsis, são endófitos do fruto da planta Gustavia 

cf. elíptica da família Lecythidaceae; e os demais são do córtex da planta Murraya 

paniculata (Rutaceae). 
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Espécies Identificação dos extratos 

 

1 Trichoderma sp. Fração Líquida Acetato de Etila 

2 Trichoderma ovaslisporum Fração Líquida Acetato de Etila 

3 FED-15 Micélio Etanol 

4 Xylaria sp. Micélio Etanol 

5 Pestalotiopsis virgulata Micélio Acetato de Etila 

6 Pestalotiopsis virgulata Micélio Butanol 

7 Pestalotiopsis virgulata Fração Líquida Acetato de Etila 

8 Pestalotiopsis aeruginea Fração Líquida Acetato de Etila 

9 Pestalotiopsis aeruginea Micélio Acetato de Etila 

10 Pestalotiopsis aeruginea Fração Líquida Butanol 

11 Pestalotiopsis aeruginea Micélio Butanol 

12 Penicillium veridicatum Micélio Etanol 

13 Penicillium citrinum Micélio Etanol 

14 Penicillium veridicatum Fração Líquida CH2Cl2 

15 Penicillium citrinum Fração Líquida Acetato de Etila 

16 Penicillium citrinum Fração Líquida CH2Cl2 

17 Penicillium veridicatum Fração Líquida Acetato de Etila 

 

 

4.3   Bioensaios Seletivos 

Para a avaliação de susceptibilidade da ação inibidora dos extratos fúngicos, a 

montagem dos bioensaios seguiu critérios estabelecidos por Dulmage et aI. (1990), 

com algumas modificações. Foram utilizados 17 extratos diferentes nos bioensaios 

seletivos, sendo realizados apenas com larvas de A. aegypti, servindo como 

modelo biológico para posterior aplicação em bioensaios de dose com ambas as 

larvas de A. aegypti e A. nuneztovari.  
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Em laboratório, as condições de temperatura foram de 27±1ºC e umidade 

relativa superior a 80%. Nos bioensaios foram utilizadas placas de cultura celular 

de poliestireno com diâmetro de 34,5mm para a realização dos bioensaios (Figura 

6), contendo 10 mL de água potável em cada poço da placa de cultura, 10 larvas de 

terceiro estádio, 50µL de alimento líquido, mais a aplicação dos extratos fúngicos, 

estabelecendo duas concentrações: 250 e 500 ppm; mais o controle negativo que 

recebeu apenas DMSO (Dimetilsulfóxido) nas mesmas concentrações, cuja 

mortalidade não ultrapassou 10%. 

Após a aplicação do extrato, as leituras foram feitas nos intervalos de 24h, 48h 

e 72 horas, anotando-se o número de larvas vivas e mortas em cada concentração, 

sendo o experimento repetido em três momentos diferentes. Os extratos 

selecionados nesta fase seletiva deveriam apresentar mortalidade das larvas 

superior a 50%. 

 

Crescimento e extração dos fungos selecionados 

Foram selecionados dois extratos de maior potencial letal, a partir dos 

bioensaios seletivos. Um extrato endofítico (Pestalotiopsis virgulata) e um extrato 

basidiomiceto (Pycnoporus sanguineus), para serem realizados os testes nos 

bioensaios de dose.  

O extrato miceliar de Pestalotiopsis virgulata, código GaFr3 2.3 Micélio 

Acetato Etanol, foi escolhido a partir do Bioensaio Seletivo para ser feito cultura 

celular em Meio Líquido e posteriormente realizados os Bioensaios de Dose. 

Foram utilizados 17 extratos de diferentes espécies de fungos para a 

avaliação da atividade larvicida. Os extratos para o inicio dos trabalhos (escala 

analítica) foram cedidos pelo laboratório de Produtos Bioativos de Origem 

Microbiana da Universiadade Federal do Amazonas – UFAM. Destes extratos, a 

linhagem de Pestalotiopsis virgulata foi selecionada e cultivada em maior escala, 

para obtenção de quantidades sufucientes para a realização de todos os bioensaios 

com larvas de A. aegypti e A. nuneztovari, e necessários para uma possível 

purificação das moléculas bioativas. 

O fungo endofítico P. virgulata foi cultivado em 48 erlenmeyers com 300 mL de 

meio de cultura MID líquido com 5 fragmentos de ágar por erlenmeyer contendo 

micélio e esporos da cultura, em placa de Petri com BDA, cultivada previamente por 
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15 dias. Na ocasião também foram inoculados nas mesmas condições quatro 

erlenmeyers com o basidiomiceto P. sanguineus) para serem realizados os 

mesmos bioensaios da prévia.  

Ápos 28 dias de cultivo em meio de cultura MID líquido, as linhagens foram 

filtradas em papel de filtro número 12, a vácuo, em câmera de fluxo laminar vertical, 

a fim de se separar o micélio do meio metabólico, e destes foram realizadas as 

extrações dos metabólitos secundários.  

Para a extração dos metabólitos secundários, foram utilizados dois solventes 

de diferentes polaridades: Acetato de Etila (CH3CO2CH2CH3) e água (extrato 

aquoso). Os extratos obtidos foram concentrados em evaporador rotativo à pressão 

reduzida, observando-se o ponto de ebulição de cada solvente (acetato de etila= 

68,7ºC, H2O= 100ºC), e pesados para obtenção dos rendimentos. Também foi 

realizado liofilização dos extratos aquosos dos meios de cultura. Mesmo 

procedimento foi adotado para os extratos de P. sanguineus. 

 

 

 
Figura 4. Esquema das etapas realizadas na procura de substâncias bioativas de 
Pestalotiopsis virgulata. 

 

 

 

Pestalotiopsis virgulata 

Micélio Meio de Cultura 
Líquido 

Micélio 1 Micélio 2 Meio 1 Meio 2 

Micélio 1 
Acetato Etanol 

Fração Aquosa 
(óleo vermelho) 
 

Micélio 2 
Acetato Etanol 

 

Fração Aquosa 
Liofilizada 

Extrato Acetato 
Etanol 

Fração Aquosa 
(óleo vermelho) 

Extrato Acetato 
Etanol 

Fração Aquosa 
Liofilizada 
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Figura 5. Esquema das etapas realizadas na procura de substâncias bioativas de 
Pycnoporus sanguineus. 

 

 

4.4  Bioensaios de Dose para obtenção das Concentrações Letais (CL50 - CL90) 

Para cada diluição testada, foram feitas 3 réplicas de cinco poços das placas 

de cultura celular contendo 10 mL de água potável, 100 µl de alimento líquido, 10 

larvas de terceiro estádio e a dose do extrato, conforme a figura 6. Em cada 

bioensaio foi feita uma réplica controle adicionando DMSO. As leituras foram 

realizadas nos intervalos de 24h, 48h e 72 horas, e verificado o número de larvas 

vivas e mortas nos poços. 

Foram ralizados bioensaios testando diferentes extrativos contra larvas de 3° 

estádio de Aedes aegypti (09 extratos) e Anopheles nuneztovari (07 extratos) para 

obtenção das Concentrações Letais - CL50 e CL90, cada extrato com 5 

concentrações: 100, 200, 300, 400 e 500 ppm. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6. Placas de cultura celular para a realização dos bioensaios. 

Pycnoporus sanguineus 

Micélio Meio de Cultura Líquido 

Extrato Acetato Etanol MID 
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4.5   ANÁLISE DOS DADOS 

Para retirar a influência da mortalidade natural das larvas foi feito um cálculo 

de correção utilizando a fórmula de Abbott (Finney, 1981) à eficiência dos extratos 

foram avaliadas estatisticamente por meio de retas de regressão linear dos extratos 

para cada intervalo de leitura sendo também calculada a concentração letal 

mediana a CL50 e CL90 usando ambos o programa de Polo-PC.   

 

4.5.1  Avaliação dos bioensaios seletivos 

Os valores de mortalidade foram normalizados pela transformação do 

arcsen.j; onde x é a proporção entre os indivíduos pelo total de indivíduos ao início 

do experimento. Em seguida os dados foram submetidos à análise de variância 

ANOVA - de um fator (concentração dos extratos fúngicos) com medidas repetidas 

no tempo (intervalos de 24 horas). 

 

4.5.2   Avaliação dos bioensaios de dose 

A avaliação dos bioensaios seguiu critérios de acordo com Dulmage et al. 

(1990), onde foram considerados os seguintes critérios: a mortalidade no grupo 

controle não deverá ultrapassar 10%, o limite de confiança considerado foi de 95% 

e os bioensaios foram repetidos em três dias alternados.  

Foi utilizado o cálculo da mortalidade corrigida com a fórmula de Abbot (1925), 

expressa abaixo, para retirar a influencia da mortalidade natural nos bioensaios 

quando o grupo controle foi ≥ 5% e ≤ 20%. 

 

 

       T 

     C 
 

onde: 

P   ═  mortalidade corrigida %; 

T   ═  número de indivíduos vivos no tratamento após bioensaio; 

C   ═  número de indivíduos vivos no controle após bioensaio; 

 

P    ═         1  -   x 100 
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4.5.3  Concentração Letal Mediana - CL50 e CL90 

O cálculo da concentração letal para matar 50% da população das larvas, nos 

três intervalos de observação, foi realizado com auxílio do programa Polo PC, a 

partir dos dados de mortalidade das larvas obtidas nos bioensaios. 

O cálculo das concentrações letais para matar 50% (CL50) e 90 % (CL90) das 

larvas foi realizado por meio da análise de probit com o auxílio do programa Polo 

PC (LeOra Software, 1987; Haddad, 1998), a partir dos dados de mortalidade 

obtidos nos bioensaios, considerando a estimativa da potência: g :5 0,5. Os dados 

foram plotados no programa seguindo as recomendações do guia do usuário no 

qual preconiza uma classificação de doses, portanto não sendo utilizadas todas as 

concentrações testadas para a análise. 

A partir dos dados obtidos pelo programa foi montado um gráfico comparativo 

entre a mortalidade esperada e obtida das concentrações e os probits gerados pela 

equação de regressão: 

 
 

y  =  (α + 5) + β . log x 
 

 

Onde: y = Probit; 

  α = coeficiente linear (parameter dose ppm); 

  β = coeficiente angular (slope); 

  x = concentração. 

 

Este tipo de análise permite determinar a relação positiva ou negativa 

existente entre as variáveis dependente (y) e indepedente (x) (Motta e Wagner, 

2003). 
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5. RESULTADOS 

5.1 Avaliação dos bioensaios seletivos 

Os valores percentuais da mortalidade das larvas de Aedes aegypti nas 

concentrações dos diferentes extratos de fungos endofíticos e do fungo 

basidiomiceto em relação aos intervalos observados estão representados na 

Tabela 1. O extrato miceliar aceto-etanólico de Pycnoporus sanguineus foi bastante 

efetivo contra as larvas de 3° estádio de A. aegypti, promovendo mortalidade de 

98% em 500µg/mL e de até 67% para a metade da concentração, 250µg/mL. Outro 

extrato miceliar selecionado foi do endófito Pestalotiopsis virgulata, apresentando 

mais eficácia que do fungo basidiomiceto, com 100% de mortalidade em 500µg/mL 

e de até 81% para a metade da concentração, 250µg/mL. 

 
Tabela 1. Percentuais da mortalidade de larvas de Aedes aegypti de 3º estádio nas 
concentrações dos diferentes extratos de fungos endofíticos e do fungo basidiomiceto. 

 
Espécies Identificação dos extratos 

% Mortos % Mortos 

250µg/mL 500µg/mL 

1 Pycnoporus sanguineus* Pyc Micélio AcOEt. 67% 98% 

2 Trichoderma sp. T16 Fr.Lq AcOEt 30% 90% 

3 Trichoderma ovaslisporum MpG16 1.3b Fr.Liq. AcOEt. 0% 0% 

4 FED-15 MpC11 3.2 Fr. Micélio Et. 6.6% 73.3% 

5 Xylaria sp. mpCe11 3.2 Micélio 6.6% 100% 

6 Pestalotiopsis virgulata* GaFr3 2.3 Micélio AcOEt. 81% 100% 

7 Pestalotiopsis virgulata GaFr3 2.3 Micélio But 33.3% 95% 

8 Pestalotiopsis virgulata P3IA - GaFr3 3.2 Fr.Liq. AcOEt. 6.6% 56.6% 

9 Pestalotiopsis aeruginea 
P1IA - GaFr1 1.2b Fr.Liq. 

AcOEt. 
0% 20% 

10 Pestalotiopsis aeruginea GaFr1 1.2b Micélio AcOEt 56.6% 96.6% 

11 Pestalotiopsis aeruginea GaFr1 1.2b Fr.Liq. But. 33.3% 93.3% 

12 Pestalotiopsis aeruginea GaFr1 1.2b Micélio But. 0% 0% 

13 Penicillium veridicatum MpR2 3.2a Micélio 10% 96.6% 

14 Penicillium citrinum MpR1 3.2a Micélio 6.6% 96.6% 

15 Penicillium veridicatum MpRp2 3.2 Fr.Lq.  CH2Cl2 33.3% 76.6% 

16 Penicillium citrinum MpR1 3.2a  Fr.Lq. AcOEt 3.3% 66.6% 

17 Penicillium citrinum MpR1 3.2a  Fr.Lq. CH2Cl2 0% 0% 

 
 

 
500µg/mL 1000µg/mL 

18 Penicillium veridicatum MpR3 2.3b Fr. Liq. Acet. 13.3% 95% 

* escolhidos para bioensaios de dose 
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5.2   Bioensaios de dose para obtenção das Concentrações Letais (CL50 - CL90) 

• Aedes aegypti 

 Pode-se visualizar na Tabela 2 os resultados obtidos para os nove extratos 

utilizados na avaliação das concentrações letais contra larvas de Aedes aegypti, 

verificando os tempos de exposição, os valores das concentrações letais CL50 e 

CL90. valores de g (0.95), qui-quadrado (X2), Intervalos de Confiança para 5% de 

probabilidade (IC 95%) e a equação de regressão gerando os valores de Probit. 

 Quatro (04) dos nove (09) extratos de fungos estudados mostraram toxicidade 

contra larvas de A. aegypti para CL50 < 500 µg/ml. 

 

Tabela 2. Resultados dos bioensaios com larvas de Aedes aegypti (3º estádio) nas leituras 
de 48 e 72 horas nos diferentes extratos testados. 

Extratos 
Aedes aegypti 

Leitura 
(horas) 

CL50 (ppm) 
(IC 95%) 

CL90 (ppm)  
(IC 95%) 

g X
2 

Equação de Regressão 
y  =  (α + 5) + β log x 

Pest.  
Meio 1 

48h 1160.4 
(799.1 – 2745.3) 

4956.7 
(2265.5 – 32461.) 0.17 0.91 y = (-6.22 + 5) + 2.03 log x 

72h 805.4 
(553.7 – 2766.5) 

3052.2 
(1336.0 – 62941.) 0.33 3.67 y = (-6.43 + 5) + 2.21 log x 

Pest.  
Meio 1    

F. Aquosa 

48h n.s. n.s. 0.99 1.16 y = (-10.1 + 5) + 3.28 log x 

72h n.s. n.s. 0.68 0.74 y = (-6.58 + 5) + 2.01 log x 

Pest.  
Meio 2 

48h n.s. n.s. 5.76 6.03 y = (-18.2 + 5) + 6.44 log x 

72h n.s. n.s. 2.21 8.11 y = (-4.38 + 5) + 1.30 log x 

Pest.  
Meio 2    

F. Aquosa 

48h n.s. n.s. 1.07 0.13 y = (-5.21 + 5) + 1.39 log x 

72h n.s. n.s. 0.54 1.04 y = (-7.10 + 5) + 2.24 log x 

Pest. 
Micélio 1 

48h 246.74 
(141.17 – 348.81) 

645.5 
(427.7 – 3000.8) 0.41 12.3 y = (-7.34 + 5) + 3.06 log x 

72h 126.6 
(43.3 – 184.1) 

449.5 
(304.8 – 1453.1) 0.36 8.16 y = (-4.89 + 5) + 2.32 log x 

Pest. 
Micélio 2 

48h 196.1 
(147.2 – 240.2) 

478.4 
(372.05 – 766.3) 

0.14 6.77 y = (-7.58 + 5) + 3.30 log x 

72h 101.8 
(54.7 – 138.2) 

379 
(290.3 – 619.7) 0.17 4.12 y = (-4.50 + 5) + 2.24 log x 

Pest. 
Micélio 2 

F. Aquosa 

48h n.s. n.s. 5.30 0.67 y = (-27.5 + 5) + 9.55 log x 

72h n.s. n.s. 5.30 0.67 y = (-27.5 + 5) + 9.55 log x 

Pyc 
Micélio 

48h 227.4 
(160.2 – 298.7) 

6011.1 
(2178.3 – 91302.) 0.21 1.89 y = (-2.12 + 5) + 0.90 log x 

72h 153.6 
(52.6 – 223.8) 

1635.0 
(749.7 – 45623.) 0.40 4.02 y = (-2.72 + 5) + 1.24 log x 

Pyc MID 
48h 395.1 

(349.3 – 460.6) 
1499.7 

(1088.5 – 2480.7) 
0.05 0.85 y = (-5.74 + 5) + 2.21 log x 

72h 335.1 
(272.1 – 441.2) 

4175.1 
(1958.5 – 20914.) 0.13 0.79 y = (-2.95 + 5) + 1.16 log x 

n.s. = não significativo em g < 0.5 
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 Os dados da tabela 2 referem-se aos resultados apresentados pelo programa 

Polo-PC, com significativo intervalo de confiança para g < 0.5 e valores de qui-

quadrado (X2) < 7.98 não sendo significativos, indicando assim que os dados se 

ajustam ao modelo de Probit. Com excessão do extrato Pest. Micélio 1, que 

apresentou X2 elevado e o programa Polo-PC teve de ajustar os dados utilizando a 

heterogeneidade como fator de correção. A seguir serão discutidos os resultados 

apresentados na tabela 2 com mais detalhes. 

Figura 7. Representação gráfica das Concentrações Letais (CL50 e CL90 – ppm) dos 
extratos Pyc Micélio, Pyc MID, Pest. Meio 1, Pest. Micélio 1 e Pest. Micélio 2; contra larvas 
de 3º estádio de Aedes aegypti nos intervalos de leitura de 48 e 72 horas. 

 
 
 
Tabela 3. Resultados dos bioensaios com extratos de Pestalotiopsis virgulata contra larvas 
de 3º estádio de Aedes aegypti nas leituras de 48 e 72 horas, mostando os valores das 
concentrações letais medianas CL50, número de larvas utilizadas (n), qui-quadrado (X2), 
grau de liberdade (g.l.), linha de tendência (R2) e a equação de regressão gerando os 
valores de Probit. 

Extratos Leitura 
(horas) CL50  (IC 95%) n X

2 g.l R2 
Eq. regressão 

y = (α + 5) + β.logx 

Pest. Meio 1 
48h 1160.4 (799.1 – 2745.3) 120 0.91 3 0.938 y = 2.03x - 1.22 

72h 805.4 (553.7 - 12766.5) 120 3.67 3 0.928 y = 2.21x - 1.43 

Pest. Micélio 1 
48h 246.74 (141.2 – 348.8) 100 12.3 3 0.978 y = 1.36x + 0.48 

72h 126.6 (43.3 - 184.1) 100 8.16 3 0.999 y = 2.32x + 0.11 

Pest. Micélio 2 
48h 196.1 (147.2 – 240.2) 120 6.77 3 0.896 y = 3.38x - 2.58 

72h 101.8 (54.7 – 138.2) 120 4.12 3 0.991 y = 2.24x + 0.50 
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Figura 8. Representações gráficas dos valores de Probit dos extratos aceto-etanólico do 
Meio 1 (A), Micélio 1 (B) e Micélio 2 (C) de Pestalotiopsis virgulata contra larvas de 3º 
estádio de Aedes aegypti, nas leituras de 48 e 72 horas. 
 
 
 
Tabela 4. Resultados dos testes de hipótese de igualdade e paralelismo comparando os 
bioensaios realizados com extratos de Pestalotiopsis virgulata contra larvas de 3º estádio 
de Aedes aegypti na leitura de 72 horas. Mostrando os valores de qui-quadrado (X2), graus 

de liberdade (g.l.) e nível de probabilidade (P). 

Extratos X
2 g.l. P Hipótese de 

Igualdade 
X

2 g.l. P Hipótese de 
Paralelismo 

Meio 1 x 
Mic.2 540,8 2 P < 0,0001 rejeitada 0,0048 1 P > 0,945 aceita 

Mic 1 x Mic 2  4,55 2 P > 0,103 aceita 0,0536 1 P > 0,817 aceita 
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Figura 9. Representações gráficas dos valores de Probit dos extratos aceto-etanólico do 
Pest. Meio 1, Pest. Micélio 1 e Pest. Micélio 2 de Pestalotiopsis virgulata contra larvas de 
3º estádio de Aedes aegypti, na leitura de 72 horas. 
  

 O extrato Pest. Micélio 1 apresentou X2 significativo, indicando que X2 

calculado foi maior que o X2 tabelado (X2 calc. > X2 tab.), este resultado indica que 

há um baixo ajuste dos dados ao modelo de Probit (Finney, 1971), portanto o 

programa Polo-PC efetuou os cálculos porém, usando a heterogeneidade como 

fator de correção para as variâncias das estimativas dos parâmetros (Tabela 2). 

 Comparando os resultados entre Pest. Micélio 1 versus Pest. Micélio 2, tanto a 

hipótese de igualdade quanto paralelismo foram aceitas pelo programa Polo-PC, 

indicando, portanto, que as doses efetivas são qualitativamente e quantitativamente 

não-diferentes (Tabela 4). Resultado também observado nas análises por CCD 

(Cromatografia em Camada Delgada), com auxílio de lâmpadas de UV a 245 nm e 

366 nm, onde também não foi constatada nenhuma diferença significativa 

visualmente entre os dois extratos miceliares, além de terem sido reinoculados em 

meio de cultura e não apresentarem contaminantes após seu crescimento.  

 Comparando os resultados entre Pest. Meio 1 versus Pest. Micélio 2, a 

hipótese de igualdade foi rejeitada, enquanto que a hipótese de paralelismo foi 

aceita, indicando que as doses efetivas são qualitativamente iguais, porém 

quantitativamente diferentes (Tabela 4). 

Os valores da Potência Relativa (PR) foram calculados pelo programa Polo-

PC com base nos dados obtidos dos bioensaios. Sendo que para matar 50% da 
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população é necessário uma concentração 7,87 vezes menor do extrato Pest. 

Micélio 2 que se necessita do extrato Pest Meio 1 (Figura 10). 

Figura 10. Potência Relativa do extrato Pest. Micélio 2 de 7.87308 vezes maior que em 
relação ao extrato Pest Meio 1, nos três intervalos de confiança (0.90; 0.95 e 0.99). 

 

 

Tabela 5. Resultados dos bioensaios com extratos de Pycnoporus sanguineus contra 
larvas de 3º estádio de Aedes aegypti nas leituras de 48 e 72 horas, observando os valores 
das concentrações letais medianas CL50, número de larvas utilizadas (n), qui-quadrado 
(X2), grau de liberdade (g.l.), linha de tendência (R2) e a equação de regressão gerando os 

valores de Probit. 

Extratos Leitura 
(horas) CL50  (IC 95%) n X

2 g.l. R2 
Equação de regressão 
y  =  (α + 5) + β . log x 

Pyc      
Micélio 

48h 227.4 (160.2 – 298.7) 120 1.89 3 -0.74 y = 0.9x + 2.88 

72h 153.6 (52.6 – 223.8) 120 4.02 3 0.424 y = 1.24x + 2.28 

Pyc MID 
48h 395.1 (349.3 – 460.6) 120 0.85 3 0.98 y = 2.21x - 0.74 

72h 335.1 (272.1 – 441.2) 120 0.79 3 0.468 y = 1.16x - 2.05 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11. Representações gráficas dos valores de Probit dos extratos aceto-etanólico do 
Micélio (A) e do Meio de Cultura - MID (B) de Pycnoporus sanguineus contra larvas de 3º 
estádio de Aedes aegypti, nas leituras de 48 e 72 horas. 
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Tabela 6. Resultados dos testes de hipótese de igualdade e paralelismo comparando os 
bioensaios realizados com extratos de Pycnoporus sanguineus contra larvas de 3º estádio 
de Aedes aegypti na leitura de 72 horas. Mostrando os valores de qui-quadrado (X2), graus 

de liberdade (g.l.) e nível de probabilidade (P). 

Extratos X
2 g.l. P Hip. de 

Igualdade 
X

2 g.l P Hip. de 
Paralelismo 

Pyc Mic x       
Pyc MID 30,879 2 P < 0,0001 rejeitada 0,0643 1 P > 0,80 aceita 

 

 

Na Figura 12 foram comparados os dados do extrato miceliar de P. 

sanguineus versus o extrato do Meio de Cultura (MID) e evidenciado no gráfico que 

o maior o potencial larvicida foi observado para o extrato miceliar de P. sanguineus. 

Considerando a mortalidade nas leituras de 72h para ambos os extratos (Micélio e 

MID), observa-se que os valores de X2 foram significativos para cada leitura, 

rejeitando a hipótese de igualdade entre os extrativos (Tabela 6).  

Levando-se em conta o teste de paralelismo, ou seja, testar a hipótese de que 

os coeficientes angulares das regressões não são singificativamente diferentes, a 

hipótese de paralelismo foi aceita, pois os valores de X2 não foram significativos 

nas comparações (Tabela 6).  

Os testes relativos às retas de regressão na tabela 6 mostram que a hipótese 

de igualdade foi rejeitada e que há paralelismo entre elas, ou seja, os coeficientes 

angulares das regressões não são significativamente diferentes. Portanto, as doses 

efetivas são qualitativamente iguais, porém quantitativamente diferentes. Na figura 

13 constam as retas de regressão considerando os dois extratos nas leituras de 

72h. Os valores de Probit foram calculados a partir das estimativas dos parâmetros 

coenfiente linear e angular (obtidos no programa Polo-PC), seguindo-se a tabela de 

Finney (1971). 
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Figura 12. Representações gráficas dos valores de Probit dos extratos aceto-etanólico do 
Micélio e do Meio de Cultura - MID de Pycnoporus sanguineus contra larvas de 3º estádio 
de Aedes aegypti, na leitura de 72 horas. 

   

Os valores da Potência Relativa (PR) foram calculados pelo programa Polo-

PC com base nos dados obtidos dos bioensaios. Sendo que para matar 50% da 

população é necessário uma concentração 2,20 vezes menor do extrato Pyc 

Micélio que se necessita do extrato Pyc MID (Figura 13). 

Figura 13. Potência Relativa do extrato Pyc Micélio de 2.20023 vezes maior que em 
relação ao extrato Pyc MID, nos três intervalos de confiança (0.90; 0.95 e 0.99). 

 

Os extratos miceliares de P. virgulata e P. sanguineus apresentaram melhores 

resultados de mortalidade contra larvas de 3º estádio de A. aegypti, nas leituras de 

72h (figura 14). Comparando os dados dos extratos miceliares destes fungos 

evidenciou-se pelo gráfico que o maior potencial larvicida foi obtido para P. 

virgulata. 
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Tabela 7. Resultados dos testes de hipótese de igualdade e paralelismo comparando os 
bioensaios realizados com os extratos miceliares dos gêneros Pestalotiopsis versus 
Pycnoporus contra larvas de 3º estádio de Aedes aegypti na leitura de 72 horas. Mostrando 
os valores de qui-quadrado (X2), graus de liberdade (g.l.) e nível de probabilidade (P). 

Extratos X
2 g.l. P Hipótese de 

Igualdade 
X

2 g.l P Hipótese de 
Paralelismo 

Pestalotiopsis    
x   

Pycnoporus 
62,047 2 P < 0,0001 rejeitada 9,287 1 P > 0,002 rejeitada 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 14. Representações gráficas dos valores de Probit dos extratos aceto-etanólico de 
Pestalotiopsis virgulata e Pycnoporus sanguineus contra larvas de 3º estádio de Aedes 

aegypti, na leitura de 72 horas. 

 

 Considerando a mortalidade nas leituras de 72h para ambos os extratos 

miceliares (Pyc e Pest.), observa-se que os valores de X2 foram significativos para 

cada leitura, rejeitando a hipótese de igualdade da mortalidade. Na figura 14 

constam as retas de regressão considerando os dois extratos nas leituras de 72h. 

Os valores de Probit foram calculados a partir das estimativas dos parâmetros 

coenfiente linear e angular (obtidos no programa Polo-PC), seguindo-se a tabela de 

Finney (1971). Levando-se em conta o teste de paralelismo, ou seja, testar a 

hipótese de que os coeficientes angulares das regressões não são 

singificativamente diferentes, a hipótese de paralelismo foi rejeitada, pois os valores 

de X2 foram significativos nas comparações (Tabela 7). 

 Os testes relativos às retas de regressão (figura 14) mostram que a hipótese 

de igualdade foi rejeitada e que não há paralelismo entre elas, ou seja, os 
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coeficientes angulares das regressões são significativamente diferentes. Neste 

caso, em que a hipótese de paralelismo não foi confirmada, o maior potencial 

larvicida é atribuído ao maior coeficiente angular (slope), obtido pelo gênero 

Pestalotiopsis (coef. angular Pyc = 1,2477; coef. angular Pest = 2,2450).  

Os valores da Potência Relativa (PR) foram calculados pelo programa Polo-

PC com base nos dados obtidos dos bioensaios. Sendo que para matar 50% da 

população é necessário uma concentração 2,22 vezes menor do extrato Pest. 

Micélio 2 que se necessita do extrato Pyc micélio (Figura 15). 

Figura 15. Potência Relativa do extrato Pest. Micélio 2 de 2.22227 vezes maior que em 
relação ao extrato Pyc micélio, nos três intervalos de confiança (0.90; 0.95 e 0.99). 
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• Anopheles nuneztovari 

  

 Pode-se visualizar na Tabela 8 os resultados obtidos para os sete extratos 

utilizados na avaliação das concentrações letais contra larvas de 3º estádio de 

Anopheles nuneztovari, verificando os tempos de exposição, os valores das 

concentrações letais medianas CL50 e CL90. 

 Três (03) dos sete (07) extratos de fungos estudados mostraram toxicidade 

contra larvas de A. nuneztovari para CL50 < 500 µg/ml. 

 

Tabela 8. Resultados dos bioensaios com larvas de Anopheles nuneztovari (3º estádio) nas 
leituras de 48 e 72 horas nos diferentes extratos testados. 

Extratos 

Anopheles nuneztovari 

Leitura 

(horas) 
CL50 (ppm) CL90 (ppm) g < 0.5 X

2 
Eq.  regressão 

y = (α + 5) + β.logx 

Pest. Meio 1 
48h n.s. n.s. 1.29 4.46 y=(-4.52+5) +1.36logx 

72h 918.8 
(649.6-1867.4) 

7418.9 
(3051.9-51820.) 

0.14 0.83 y=(-4.18+5) +1.41logx 

Pest. Meio 1    

F. Aquosa 

48h n.s. n.s. 1.45 0.42 y=(-5.03+5) +1.31logx 

72h 2993.9 
(1111.3-.43+06) 

135615.3 
(11127.6 – ****) 

0.46 0.50 y=(-2.69+5) +0.77logx 

Pest. Meio 2 
48h n.s. n.s. 1.14 3.69 y=(-3.87+5) +1.13logx 

72h 585.7 
(466.1 – 862.7) 

3777.5 
(1976.3-13756.) 

0.11 1.46 y=(-4.38+5) +1.58logx 

Pest. Meio 2    

F. Aquosa 

48h 3835.0 
(1359.8-.48+06) 

97081.0 
(9803.4-.60+10) 

0.43 0.02 y=(-3.27+5) +0.91logx 

72h 689.1 
(471.7–1737.2) 

16268.0 
(4251.7-.72+06) 

0.23 1.09 y=(-2.64+5) +0.93logx 

Pest. Micélio 2 
48h 11.8 

(0.28 – 33.2) 
80.8 

(24.3 – 121.2) 
0.33 1.57 y=(-1.65+5) +1.53logx 

72h 11.9 
(0.27 – 33.4) 

78.7 
(22.7 – 118.7) 

0.33 2.28 y=(-1.68+5) +1.56logx 

Pest. Micélio 2 

F. Aquosa  

48h 638.2 
(469.6–1184.8) 

8246.2 
(3073.3-82642.) 

0.16 2.65 y=(-3.23+5) +1.15logx 

72h 397.9 
(265.0–1202.6) 

4622.5 
(1390.3-.36+07) 

0.49 4.12 y=(-3.12+5) +1.20logx 

Pyc Micélio 
48h 116.7 

(32.4 – 174.6) 
568.1 

(363.2-2680.1) 
0.38 7.38 y=(-3.85+5) +1.86logx 

72h 87.2 
(16.5 – 137.9) 

343.7 
(237.0 – 947.1) 

0.40 8.16 y=(-4.17+5) +2.15logx 

n.s. = não significativo em g < 0.5 

 

 Os dados da tabela 8 referem-se aos resultados apresentados pelo programa 

Polo-PC, com significativo intervalo de confiança para g < 0.5 e valores de qui-

quadrado (X2) < 7.98 não sendo significativos, indicando assim que os dados se 
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ajustam ao modelo de Probit, ou seja, o Probit é uma função linear de dose ou log 

(dose). Com excessão do extrato Pyc Micélio, que apresentou X2 elevado e o 

programa Polo-PC teve de ajustar os dados utilizando a heterogeneidade como 

fator de correção. A seguir serão discutidos os resultados apresentados na tabela 8 

com mais detalhes. 

 

Figura 16. Mostra o gráfico com os 7 extratos com atividade larvicida que apresentaram 5% 
de probabilidade, e suas respectivas Concentrações Letais (CL50 e CL90 – ppm) nas leituras 
de 48 e 72 horas.  

 

 

Tabela 9. Resultados dos bioensaios com extratos de Pestalotiopsis virgulata contra larvas 
(3º estádio) de Anopheles nuneztovari nas leituras de 48 e 72 horas, mostando os valores 
das concentrações letais medianas CL50, número de larvas utilizadas (n), qui-quadrado 
(X2), grau de liberdade (g.l.), linha de tendência (R2) e a equação de regressão gerando os 

valores de Probit. 

Extratos Leitura 
(horas) CL50  (IC 95%) n X

2 g.l R2 
Equação de regressão 
y  =  (α + 5) + β.logx 

Pest. Meio 1 72h 918.8 (649.6-1867.4) 120 0.83 3 0.943 y = 1.412x + 0.814 

Pest. Meio 1    
F. Aquosa 72h 2993.9 (1111.3-.43+06) 120 0.50 3 -0.51 y = 0.773x + 2.31 

Pest. Meio 2 72h 585.7 (466.1-862.7) 120 1.46 3 0.974 y = 1,583x + 0,619 

Pest. Meio 2    
F. Aquosa 

48h 3835.0 (1359.8-.48+06) 120 0.02 3 0.39 y = 0.913x + 1.728 

72h 689.1 (471.7-1737.2) 120 1.09 3 -0.08 y = 0.933x + 2.351 
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Figura 17. Representações gráficas dos valores de Probit dos extratos aceto-etanólico do 
Meio 1 (A), Meio 1 F. Aquosa (B), Meio 2 (C) e Meio 2 F. Aquosa (D) de Pestalotiopsis 
virgulata contra larvas de 3º estádio de Anopheles nuneztovari, nas leituras de 48 e 72 
horas. 
 
 
 
 
 
 
 
Tabela 10. Resultados dos testes de hipótese de igualdade e paralelismo comparando os 
bioensaios realizados com extratos de Pestalotiopsis virgulata contra larvas de 3º estádio 
de A. nuneztovari na leitura de 72 horas. Mostrando os valores de qui-quadrado (X2), graus 

de liberdade (g.l.) e nível de probabilidade (P). 

Extratos X
2 g.l P Hipótese de 

Igualdade 
X

2 g.l P Hipótese de 
Paralelismo 

Meio 1 x Meio1 FA 3,70 2 P > 0,157 aceita 2,872 1 P > 0,090 aceita 

Meio 2 x Meio 2 FA  6,58 2 P < 0,1 rejeitada 3,522 1 P > 0,060 aceita 
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Figura 18. Representações gráficas dos valores de Probit da comparação dos extratos 
aceto-etanólico do Meio 1 versus Meio 1 F. Aquosa (A) e Meio 2 versus Meio 2 F. Aquosa 
(B), de Pestalotiopsis virgulata contra larvas de 3º estádio de Anopheles nuneztovari, na 
leitura de 72 horas. 

 

 

 Comparando os resultados entre Pest. Meio 1 versus Pest. Meio 1 F. Aquosa, 

tanto a hipótese de igualdade quanto paralelismo foram aceitas pelo programa 

Polo-PC, indicando, portanto, que as doses efetivas são qualitativamente e 

quantitativamente não-diferentes (Tabela 10). 

 Comparando os resultados entre Pest. Meio 2 versus Pest. Meio 2 F. Aquosa, 

a hipótese de igualdade foi rejeitada, enquanto que a hipótese de paralelismo foi 

aceita, indicando que as doses efetivas são qualitativamente iguais, porém 

quantitativamente diferentes (Tabela 10). 

 Os valores da Potência Relativa (PR) foram calculados pelo programa Polo-

PC com base nos dados obtidos dos bioensaios. Sendo que para matar 50% da 

população é necessário uma concentração 0,77 vezes menor do extrato Pest. Meio 

2 que se necessita do extrato Pest. Meio 2 F. Aquosa (Figura 19). 

Figura 19. Potência Relativa do extrato Pest. Meio 2 de 0.77066 vezes maior que em 
relação ao extrato Pest. Meio 2 F. Aquosa, nos três intervalos de confiança (0.90; 0.95 e 
0.99). 
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Tabela 11. Resultados dos testes de hipótese de igualdade e paralelismo comparando os 
bioensaios realizados com extratos de Pestalotiopsis virgulata contra larvas de 3º estádio 
de Anopheles nuneztovari na leitura de 72 horas. Mostrando os valores de qui-quadrado 
(X2), graus de liberdade (g.l.) e nível de probabilidade (P). 

Extratos X
2 g.l P Hipótese de 

Igualdade 
X

2 g.l. P Hipótese de 
Paralelismo 

Meio 1 x Meio 2 7,659 2 P < 0,05 rejeitada 0,206 1 P > 0,65 aceita 

Meio 1 FA         
x 

Meio 2 FA  
28,17 2 P < 0,0001 rejeitada 0,206 1 P > 0,65 aceita 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 20. Representações gráficas dos valores de Probit da comparação dos extratos 
aceto-etanólico do Meio 1 versus Meio 2 (A) e Meio 1 F. Aquosa versus Meio 2 F. Aquosa 
(B), de Pestalotiopsis virgulata contra larvas de 3º estádio de Anopheles nuneztovari, na 
leitura de 72 horas. 

 

 Comparando os resultados entre Pest. Meio 1 versus Pest. Meio 2, a hipótese 

de igualdade foi rejeitada, enquanto que a hipótese de paralelismo foi aceita, 

indicando que as doses efetivas são qualitativamente iguais, porém 

quantitativamente diferentes (Tabela 11). 

 Os valores da Potência Relativa (PR) foram calculados pelo programa Polo-

PC com base nos dados obtidos dos bioensaios. Sendo que para matar 50% da 

população é necessário uma concentração 1,41 vezes menor do extrato Pest. Meio 

2 que se necessita do extrato Pest Meio 1 (Figura 21). 

Figura 21. Potência Relativa do extrato Pest. Meio 2 de 1.41417 vezes maior que em 
relação ao extrato Pest. Meio 1, nos três intervalos de confiança (0.90; 0.95 e 0.99). 
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 Comparando os resultados entre Pest. Meio 1 F. Aquosa versus Pest. Meio 2 

F. Aquosa, a hipótese de igualdade foi rejeitada, enquanto que a hipótese de 

paralelismo foi aceita, indicando que as doses efetivas são qualitativamente iguais, 

porém quantitativamente diferentes (Tabela 11). 

 Os valores da Potência Relativa (PR) foram calculados pelo programa Polo-

PC com base nos dados obtidos dos bioensaios. Sendo que para matar 50% da 

população é necessário uma concentração 3,14 vezes menor do extrato Pest. Meio 

2 F. Aquosa que se necessita do extrato Pest. Meio 1 F. Aquosa (Figura 22). 

Figura 22. Potência Relativa do extrato Pest. Meio 2 F. Aquosa de 3.14696 vezes maior 
que em relação ao extrato Pest. Meio 1 F. Aquosa, nos três intervalos de confiança (0.90; 
0.95 e 0.99). 

 

Tabela 12. Resultados dos bioensaios com extratos de Pestalotiopsis virgulata contra 
larvas de 3º estádio de Anopheles nuneztovari nas leituras de 48 e 72 horas, mostando os 
valores das concentrações letais medianas CL50, número de larvas utilizadas (n), qui-
quadrado (X2), grau de liberdade (g.l.), linha de tendência (R2) e a equação de regressão 

gerando os valores de Probit. 

Extratos Leitura 
(horas) CL50  (IC 95%) n X

2 g.l. R2 
Equação de regressão 
y  =  (α + 5) + β . log x 

Pest.      
Micélio 2 

48h 11.8  (0.28 – 33.2) 120 1.57 3 0.195 y = 1.539x + 3.346 

72h 11.9  (0.27 – 33.4) 120 2.28 3 0.236 y = 1.565x + 3.315 

Pest. 
Micélio 2    

F. Aquosa 

48h 638.2 (469.6–1184.8) 120 2.65 3 0.60 y = 1.153x + 1.766 

72h 397.9 (265.0–1202.6) 120 4.12 3 0.588 y = 1.203x + 1.872 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 23. Representações gráficas dos valores de Probit da comparação dos extratos 
aceto-etanólico do Micélio 2 (A) e sua Fração Aquosa (B), de Pestalotiopsis virgulata contra 
larvas de 3º estádio de Anopheles nuneztovari, nas leituras de 48 e 72 horas. 
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Tabela 13. Resultados dos testes de hipótese de igualdade e paralelismo comparando os 
bioensaios realizados com extrato miceliar e Fração Aquosa de Pestalotiopsis virgulata 
contra larvas de 3º estádio de Anopheles nuneztovari na leitura de 72 horas. Mostrando os 
valores de qui-quadrado (X2), graus de liberdade (g.l.) e nível de probabilidade (P). 

Extratos X
2 g.l P Hipótese de 

Igualdade 
X

2 g.l P Hipótese de 
Paralelismo 

Mic. 2 x Mic. 2 FA 510,79 2 P < 
0,0001 rejeitada 0,502 1 P > 0,479 aceita 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 24. Representações gráficas dos valores de Probit da comparação dos extratos 
aceto-etanólico do Micélio 2 versus a Fração Aquosa do Micélio 2 de Pestalotiopsis 
virgulata contra larvas de 3º estádio de Anopheles nuneztovari, na leitura de 72 horas. 

  

 Comparando os resultados entre Pest. Micélio 2 versus Pest. Micélio 2 F. 

Aquosa, a hipótese de igualdade foi rejeitada, enquanto que a hipótese de 

paralelismo foi aceita, indicando que as doses efetivas são qualitativamente iguais, 

porém quantitativamente diferentes (Tabela 13). 

 Os valores da Potência Relativa (PR) foram calculados pelo programa Polo-

PC com base nos dados obtidos dos bioensaios. Sendo que para matar 50% da 

população é necessário uma concentração 60.74 vezes menor do extrato Pest. 

Micélio 2 que se necessita do extrato Pest. Micélio 2 F. Aquosa (Figura 25). 

Figura 25. Potência Relativa do extrato Pest. Micélio 2 de 60.7441 vezes maior que em 
relação ao extrato Pest. Micélio 2 F. Aquosa, nos três intervalos de confiança (0.90; 0.95 e 
0.99). 
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Tabela 14. Resultados dos testes de hipótese de igualdade e paralelismo comparando os 
dois tempos das leituras dos bioensaios realizados com extrato miceliar de Pycnoporus 

sanguineus contra larvas de 3º estádio de Anopheles nuneztovari. Mostrando os valores de 
qui-quadrado (X2), graus de liberdade (g.l.) e nível de probabilidade (P). 

Leitura 
(horas) X

2 g.l. P Hipótese de 
Igualdade 

X
2 g.l P Hipótese de 

Paralelismo 

48h x 72h 17,565 2 P < 0,0001 rejeitada 0,682 1 P > 0,409 aceita 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 26. Representações gráficas dos valores de Probit da comparação dos tempos de 
leitura (48 e 72 horas) do extrato aceto-etanólico do Micélio de Pycnoporus sanguineus 
contra larvas de 3º estádio de Anopheles nuneztovari.  

  

 O extrato Pyc Micélio apresentou X2 significativo, indicando que X2 calculado 

foi maior que o X2 tabelado (X2 calc. > X2 tab.), este resultado indica que há um 

baixo ajuste dos dados ao modelo de Probit (Finney, 1971), portanto o programa 

Polo-PC efetuou os cálculos porém, usando a heterogeneidade como fator de 

correção para as variâncias das estimativas dos parâmetros (Tabela 2). 

 Para este resultado com larvas de A. nuneztovari em exposição ao extrato 

miceliar de Pyc, obtemos as retas de regressão linear para os dois tempos 

amostrados, e os resultados de Probit indicam retas paralelas significando que as 

concentrações efetivas são qualitativamente idênticas, porém quantitativamente 

diferentes. Portanto, segundo Haddad (1998), para bioensaios visando o controle 

de insetos, a formulação ou extrato que apresentar menor concentração efetiva é a 

que apresenta maior virulência, após confirmado o paralelismo. 

 Comparando os resultados da parte miceliar do gênero Pycnoporus na figura 

26, entre as leituras de 48h versus 72h, a hipótese de igualdade foi rejeitada, 
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enquanto que a hipótese de paralelismo foi aceita, indicando que as doses efetivas 

são qualitativamente iguais, porém quantitativamente diferentes (Tabela 14). 

 
Tabela 15. Resultados dos testes de hipótese de igualdade e paralelismo comparando os 
bioensaios realizados com os extratos miceliares dos gêneros de Pestalotiopsis versus 
Pycnoporus contra larvas de 3º estádio de Anopheles nuneztovari na leitura de 72 horas. 
Mostrando os valores de qui-quadrado (X2), graus de liberdade (g.l.) e probabilidade (P). 

Extratos X
2 g.l. P Hipótese de 

Igualdade 
X

2 g.l P Hipótese de 
Paralelismo 

Pestalotiopsis  
x  

Pycnoporus 
92,598 2 P < 0,0001 rejeitada 1,182 1 P > 0,277 aceita 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 27. Representações gráficas dos valores de Probit da comparação dos extratos 
miceliares de aceto-etanólico de Pestalotiopsis virgulata versus Pycnoporus sanguineus 
contra larvas de 3º estádio de Anopheles nuneztovari, nas leituras de 72 horas. 
   

 Os melhores resultados obtidos contra larvas de A. nuneztovari estão 

apresentados na Figura 28, confrontando os dados dos extratos miceliares do 

fungo P. virgulata versus P. sanguineus, e evidenciando pelo gráfico que foi maior o 

potencial larvicida do gênero Pestalotiopsis. Considerando a mortalidade nas 

leituras de 72h para ambos os extratos miceliares (Pyc e Pest.), observa-se que os 

valores de X2 foram significativos para cada leitura, rejeitando a hipótese de 

igualdade da mortalidade.  

 Os valores de Probit foram calculados a partir das estimativas dos parâmetros 

coenfiente linear e angular (obtidos no programa Polo-PC), seguindo-se a tabela de 

Finney (1971). Os testes relativos às retas de regressão da figura 27 mostra que a 

hipótese de igualdade foi rejeitada e que há paralelismo entre elas, ou seja, os 
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coeficientes angulares das regressões não são significativamente diferentes. 

Portanto, as doses efetivas são qualitativamente iguais, porém quantitativamente 

diferentes (Tabela 15).  

 Os valores da Potência Relativa (PR) foram calculados pelo programa Polo-

PC com base nos dados obtidos dos bioensaios na relação entre os extratos 

miceliares de P. virgulata e P. sanguineus, sendo que para matar 50% da 

população é necessário uma concentração do extrato Pest. Micélio 2 de 3,78 vezes 

menor que para o extrato a partir de Pyc micélio (Figura 28). 

 

Figura 28. Pest. Micélio 2 de uma concentração 3.78548 vezes maior que em relação ao 
extrato Pyc, nos três intervalos de confiança (0.90; 0.95 e 0.99). 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 52 

6. DISCUSSÃO 

 

A biodiversidade das florestas tropicais como a Amazônia constitui-se em um 

enorme potencial para descoberta de novos produtos biologicamente ativos. 

Somente o Brasil possui aproximadamente 60.000 espécies de plantas, o que 

corresponde a cerca de 20% de toda a flora mundial conhecida, e não menos de 

75% de todas as espécies existentes nas grandes florestas. A floresta Amazônica 

brasileira, com mais de 30 mil espécies vegetais, compreende cerca de 26% das 

florestas tropicais remanescentes no planeta, isto sem citar toda a microbiota ainda 

desconhecida (Brasil, 1998; Silva & Mello, 2001). 

Considerando o controle da dengue e da malária na Amazônia, um aspecto 

relevante trata-se do estudo de substâncias biologicamente ativas, com 

propriedades inseticidas. Estas mostram grande potencial para o controle, 

especialmente aquelas com atividade larvicida e adulticida, pelo fato de substituir o 

uso de inseticidas químicos que, freqüentemente, mostram efeitos colaterais, 

quando utilizados rotineiramente como pesticidas na agricultura. Dentre os efeitos 

colaterais indesejáveis, citam-se os distúrbios sensoriais cutâneos, 

hipersensibilidade, neurite periférica, irritante de mucosas, entre outros 

(Lichtenstein et al., 1974). Em decorrência da crescente resistência dos mosquitos 

aos produtos químicos sintéticos (Brown, 1986), verificou-se a necessidade de 

alternativas mais eficazes, que minimizem os inconvenientes causados à saúde 

humana e os danos ao meio ambiente (Rabello, 1974; Mittal et al., 1991).  

No contexto para se tentar descobrir um novo produto de origem fúngica, com 

efeito larvicida, fez-se um screening de cinco espécies de fungos endofíticos mais 

uma espécie de fungo basidiomiceto, avaliando a efetividade larvicida de dois 

diferentes extratos, acetato-etanólico e aquoso, contra larvas de Aedes aegpti 

servindo primeiramente, como modelo biológico para então posterior bioensaios 

contra larvas de Anopheles nuneztovari. 

Atualmente tem-se dado muita ênfase aos inseticidas com baixa toxicidade, 

alto efeito residual e elevada especificidade. Um produto com essas características 

assegura o controle efetivo de populações de insetos pragas, principalmente 

aqueles de importância médica como os culicídeos, além de oferecer proteção 

ambiental (Resende & Gama, 2006; Costa, 2007). 
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O descobrimento de novos métodos para o controle do mosquito Aedes 

aegypti é um parâmetro importante pois este é o principal vetor responsável por 

arboviroses como a dengue e a febre amarela, ambas com endemicidade nas 

Américas Central e do Sul, Ásia e África. Corriqueiramente, a situação com respeito 

a dengue é crítica em todos os países da América e particularmente no Brasil 

(FUNASA, 2003; Luna et al., 2005). 

Considerando a atual epidemia de malária em Manaus-AM e dengue no Rio 

de Janeiro-RJ, os estudos objetivando a implementação do controle tornam-se 

relevantes, considerando a intensa proliferação de Anopheles darlingi (vetor da 

malária) e de Aedes aegypti (vetor da dengue) nas áreas periféricas da cidade. 

Neste contexto, a redução dos criadouros de imaturos é a alternativa ideal para o 

controle de mosquitos, pois estes estão em áreas definidas e são eliminados antes 

de atingirem o estágio adulto, responsável pela transmissão da doença (CDC, 

2006; Tadei et al., 2007). 

A parte miceliar tanto do fungo endofítico quanto do fungo basidiomiceto, 

apresentaram resultados satisfatórios para a atividade larvicida em ambos os 

mosquitos testados. Os extratos dos meios de cultura líquido, em sua maioria, não 

apresentaram resultados significativos e nem puderam ser calculados os valores 

das concentrações letais para o intervalo de confiança até 95%. A continuidade 

desses estudos possibilitará a descoberta e isolamento de novos compostos 

biotivos capazes de suprimir populações de mosquitos vetores de malária. 

Outra observação importante é de que os extratos miceliares de acetato-

etanol mais apolares, foram os mais ativos, apresentando resultados de maior 

potencial letal que os extratos aquosos. Indicando que os princípios ativos 

larvicidas devam ser constituintes de baixa polaridade, assemelhando-se aos 

resultados de Scott et al. (2002). 

 O extrato aquoso demanda altas concentrações do extrativo para provocar 

mortalidade nas larvas. Embora esta não constitua a técnica mais recomendada 

para se obter um conjunto de substâncias bioativas de uma determinada estrutura 

fúngica, possui relevante importância em uma triagem inicial (Pérez-Pacheco, 

2004). Neste trabalho, objetivou-se comparar os extratos miceliar e aquoso, com 

intenção de fazer com que a produção dos metabólitos secundários dos fungos 

Pestalotiopsis virgulata e Pycnoporus sanguineus fossem excretados ao meio de 



 54 

cultura líquido ao qual foram inoculados. De acordo com Pérez-Pacheco (2004), a 

avaliação da atividade inseticida de extrativos aquosos permite explorar rápido e 

facilmente uma grande quantidade de espécies ou compostos que tenham 

efetividade para o controle de larvas de mosquitos. Os dados deste trabalho 

permitiram verificar que somente o extrato aquoso de P. sanguineus (Pyc MID), 

mostrou toxicidade contra larvas de A. aegypti para CL50 < 500 µg/ml em ambos os 

períodos amostrados de 48 e 72h. Em larvas de A. nuneztovari, a atividade 

verificada de extratos aquosos com CL50 < 500 µg/ml somente foi percebida para P. 

virgulata (Pest. mic 2 F.Aq.) na leitura de 72 horas. 

O estudo dos fatores motivadores da biossíntese é também uma maneira que 

pode ser utilizada para maximizar o rendimento de produtos naturais (Yeoman & 

Yeoman, 1996). A indução de rotas biossintéticas específicas tem sido possível em 

alguns casos utilizando esses fatores que podem ser de origem biótica ou abiótica. 

Muitos metabólitos secundários acumulados pelas plantas são induzidos por 

microrganismos fitopatogênicos e são denominados de fitoalexinas (Bailey & 

Mansfield, 1982; Paxton, 1981; Desjardins et al., 1989). 

Mais recentemente, o estudo das interações entre plantas e microrganismos 

tem revelado novos caminhos para a obtenção de produtos naturais. Entre essas 

interações, as associações entre plantas e microrganismos endofíticos parecem 

ocorrer em um nível de intimidade bioquímica surpreendente. Possivelmente 

durante o desenvolvimento das mesmas, os organismos associados adquirem 

potencial genético para biossintetizar classes de substâncias (Santos, 2004). 

Lu et al. (2000) publicaram resultados sobre metabólitos bioativos produzidos 

por fungos endofíticos de Artemisia annua L. (Asteraceae), uma tradicional erva 

medicinal chinesa, reconhecida por sintetizar artemisinina, uma potente droga 

antimalárica. Seus resultados sugeriram a possibilidade dos metabólitos produzidos 

pelo fungo endofítico Colletotrichum sp. poderiam proteger a planta A. annua, 

sendo talvez tóxica ou eventualmente letal para outros fitopatógenos. Presumindo 

ainda, o envolvimento na adaptação e competitividade na planta adulta de A. 

annua. 

Vários casos de controle biológico natural de insetos por meio de 

microrganismos endofíticos têm sido relatados. Por exemplo, Rhabdocine parkery, 

um fungo endofítico isolado de pinheiros, infecta também as galhas formadas na 



 55 

planta pelo inseto-praga da mesma, pertencente ao gênero Contarina. Isso 

ocasiona mortalidade das larvas que habitam o interior das galhas, provavelmente 

devido à produção de uma toxina pelo fungo (Becker, 1997). 

Em trabalho desenvolvido por Souza et al. (2004), foram isolados 571 fungos 

endofíticos e 74 bactérias endofíticas das plantas tóxicas da Amazônia Palicourea 

longiflora (Rubiaceae) e Strychnos cogens (Loganiaceae). P. longiflora e outras 

espécies desse gênero estão relacionadas a 90% das mortes de gado na região. S. 

cogens e outras espécies de Strychnos são utilizadas pelos indígenas na confecção 

de “curares”. Uma amostra de 79 isolados fúngicos teve seus metabólitos 

extracelulares bioensaiados contra microrganismos patogênicos e fitopatogênicos: 

19 isolados inibiram um ou mais microrganismos-teste. Dos oito isolados com 

melhores resultados de inibição, as móleculas bioativas eram menores que 12.000 

daltons, fato verificado pela diálise dos metabólitos. 

Em trabalho realizado por Corrêa (2007), a atividade larvicida de espécies da 

família Piperaceae sobre as espécies de Anopheles sp. e Culex quinquefasciatus 

(Diptera: Culicidae) foram estudadas. Os resultados mostraram que os extratos 

menos apolares apresentaram melhores resultados frente às larvas estudadas. 

Dentre as diferentes partes da planta (fruto, galho e folha), o extrato mais ativo de 

Piper tuberculatum contra larvas de A. nuneztovari e de A. albitarsis foi o de fruto. 

Extratos mais polares mostraram-se menos ativos contra as duas espécies de 

mosquitos. Comparando os diferentes extratos de frutos (hexânico, clorofórmico, 

metanólico e aquoso), o extrato hexânico exibiu maior atividade larvicida para as 

duas espécies de mosquitos.  

Considerando a atividade simbiótica já conhecida de certos fungos endofíticos 

(Bidochka & Khachatourians, 1988; Caroll, 1988; Pereira, 1993; Pereira et al., 1993; 

1999; Lu et al., 2000), onde o fungo produz metabólitos secundários que auxiliam 

na proteção da planta contra insetos e microrganismos invasores, o estudo aponta 

que a atividade larvicida apresentada pelo extrato do endófito P. virgulata, possa ter 

papel relevante na defesa do vegetal contra organismos nocivos à planta, uma vez 

que o endófito vive em comum harmonia com a planta, sugerindo com isso, uma 

atividade simbiótica do endófito P. virgulata e sua planta hospedeira Gustavia cf. 

elíptica (Lecythidaceae). 
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Em estudo semelhante, a atividade larvicida foi observada por Silva et al. 

(2004) em taninos isolados de Magonia pubescens (Sapindaceae), sobre Aedes 

aegypti. Como existe atualmente uma exigência de que produtos de origem natural 

sejam quimicamente estudados (Cascón & Gilbert, 2000), foi feito o estudo 

fitoquímico das frações larvicidas bioativas para evidenciar sua eficácia e 

segurança de seu uso, na busca de alternativas para o controle de mosquitos e 

obtenção de estruturas químicas passíveis de aprimoramento da atividade pela via 

sintética de outros derivados. 

Em trabalho realizado por Choochote et al. (2006), investigaram a 

potencialidade de três espécies de Piper spp. contra Aedes aegypti adultos. Foi 

constatado que todos os extratos de Piper mostraram atividade adulticida 

expressiva, quando testados contra fêmeas do mosquito através de aplicação 

tópica. Estes dados reforçam o potencial adulticida, possibilitando pesquisas futuras 

a fim de desenvolver substâncias naturais para o combate a mosquitos adultos. 

Apresenta-se, pela primeira vez, o estudo fitoquímico das frações larvicidas, 

isoladas da Magonia pubescens, monitorado pelo estudo de eficácia sobre larvas 

de 3° estádio de Aedes aegypti, na busca de alternativas para o controle desse 

mosquito e obtenção de estruturas químicas passíveis de aprimoramento da 

atividade pela via sintética de outros derivados (Silva et al. 2004). Estudos que já 

evidenciaram potencialidade de uso de extratos botânicos para o controle de A. 

aegypti, apontam CL50 variando de 3 a 67ppm de Magonia pubescens (Park et al. 

2002; Siddiqui et al., 2000; Simas et al., 2004; Slimestad et al., 1995; Souza et al. 

2004), a partir da substância de tanino catéquico, identificado na fração larvicida 

MP-9 (Arruda et al. 2003a,b). Sugerindo com isso, que os resultados obtidos nos 

bioensaios com extratos miceliares de Pycnoporus sanguineus e Pestalotiopsis sp. 

contra larvas de A. aegypti e A. nuneztovari apresentaram resultados coerentes 

com a literatura. 

Nos estudos de Bittencourt et al. (1997), puderam observar a patogenicidade 

de fungos constatando uma diminuição do percentual de eclosão das larvas em 

ovos tratados de carrapatos. Assim como Onofre et al. (2000) testaram à ação de 

quatro linhagens de fungos e verificaram, pelo cálculo da dose letal mediana (DL50), 

que todas as linhagens controlam este parasita com eficiência. 
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Vários programas de pesquisa relacionados a aspectos básicos e aplicados 

estão sendo desenvolvidos com fungos e sua capacidade micoinseticida, até 

mesmo utilizado em grande escala na África e nos EUA (Moreira et al., 1996; 

Ávidos & Ferreira, 1997). 

Vilas-Bôas et al. (1998) trabalharam com conjugação de Bacillus thuringiensis 

e condições ambientais, apresentando resultados com maiores freqüências de 

conjugação obtidas em larvas de insetos. Fornecendo esporos e cristais de 

linhagens doadoras e receptoras de B. thuringienis a larvas de diferentes insetos e, 

após a morte dos mesmos, puderam recuperar transconjugantes em freqüências 

iguais ou superiores àquelas obtidas em meio de cultura. Esses resultados 

demonstram que, após a morte da larva, os esporos de B. thuringienis podem 

germinar com muita eficiência, gerando células vegetativas hábeis a promover a 

transferência de material genético. No entanto, esses resultados ainda não são 

suficientes para uma conclusão (Becker, 1997). 

Segundo Tadei & Rodrigues (2002), outra bactéria bastante utilizada também 

no controle de insetos vetores de doenças é o Bacillus sphaericus, apesar de 

possuir um espectro de ação restrito (Culex e Anopheles), tem melhor desempenho 

que Bacillus thuringiensis. Formulados destas duas espécies foram utilizados em 

criadouros na periferia de Manaus e adjacências, com objetivo de se conhecer o 

desempenho desses dois bioinseticidas bacterianos e se avaliar o controle 

biológico como forma de atuação rotineira contra as formas imaturas de anofelinos, 

nas companhas de combate à malária na Amazônia, obtendo-se resultados efetivos 

no uso da dosagem mínima (50ml / 10 litros) para  B. sphaericus (Wirth et al., 2000; 

Tadei & Rodrigues, 2002). 

Instituições de pesquisa brasileiras vêm desenvolvendo trabalhos utilizando 

fungos entomopatogênicos como Beauveria bassiana, para o controle da broca da 

bananeira, dos percevejos-da-soja e broca grande da cana-de-açúcar. Alves (1998) 

em seu trabalho com fungos entomopatogênicos, cita os principais fungos utilizados 

para o controle microbiano de pragas, como o Metarhizium anisopliae, acreditando-

se que este patógeno ocorra naturalmente sobre mais de 300 espécies de insetos 

das diferentes ordens. Alves (1998) ainda cita a classe Chytridiomycetes com o 

gênero Coelomomyces, onde este fungo possui a capacidade de produzir 

epizootias em populações de larvas de algumas espécies de dípteros, como Aedes, 
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Anopheles e Culex. A utilização de fungos entomopatogênicos para o controle de 

pernilongos, baratas, ácaros, percevejos hematófagos e de percevejos-da-soja, 

também tem sido pesquisada (Serafini et al., 2002). 

Outros exemplos, na literatura, demonstram que muitas propriedades 

medicinais de certas plantas ou fungos, podem estar relacionados com metabólitos 

que são produzidos por microrganismos. Devido a grande diversidade biológica em 

território brasileiro, seria importante o isolamento e a caracterização desses 

microrganismos ainda não-explorados, como são aquelas espécies utilizadas 

medicinalmente por culturas indígenas das regiões da Amazônia e da mata 

Atlântica, dentre outras (Azevedo et al., 2002). Neste contexto é lembrado que 

algumas tribos indígenas brasileiras usavam P. sanguineus (“orelha-de-paú 

vermelha”) para medicina popular na cicatrização de feridas. (Alibert, 1944; Fidalgo, 

1965; Fidalgo & Hirata, 1979; Pérez-Silva et al., 1988). Sendo este um dos fatores 

de interesse por ter escolhido este basidiomiceto para realizar os bioextratos, além 

de ser conhecido o seu potencial citotóxico e antiviral do pigmento cinnabarina 

(Smânia Jr. et al., 2003) encontrada com certa abundância em seu basidioma. 

Com o desenvolvimento de novas tecnologias de fermentação e purificação, 

os basidiomicetos têm recebido atenção pelo potencial como fonte para novas 

classes de antibióticos (Anke, 1989). A variedade de metabólitos secundários, 

produzidos por um único microrganismo endofítico, ainda não foi estimada, mas a 

expectativa é de que seja alta dada à conhecida versatilidade adaptativa de fungos 

e bactérias (Pereira et al., 1993). 

Os resultados observados apontam que os extratos a partir do micélio dos 

fungos estudados apresentaram melhor rendimento larvicida, e por sua vez, os 

extratos aquosos a partir do meio líquido cultivado não apresentaram resultados 

satisfatórios. Tendo em vista que os fungos produzem seus metabólitos 

secundários para o meio externo para realizarem diversas atividades, como 

alimentação e defesa contra outros microrganismos (Santos, 2004), podemos 

sugerir que estes fungos estudados não apresentaram potencialmente metabólitos 

com atividade larvicida no meio de cultura líquido, ou ainda, que os metabólitos 

produzidos realmente não apresentam atividade larvicida. Outra sugestão é 

baseada em que estes metabólitos não foram produzidos pelos fungos em 

decorrência de outros fatores, e estes outros fatores podem estar incluídos, por 
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exemplo, a falta de necessidade em produzir tais compostos pela falta de 

competitividade no meio de cultura líquido ou falta de algum outro composto que 

induzisse a resposta do fungo cultivado frente ao composto estranho. 

O estudo dos microrganismos endofíticos de plantas da Amazônia é uma 

dinâmica linha de pesquisa na área de Biotecnologia da Universidade Federal do 

Amazonas (UFAM). Esses estudos, relativamente recentes, são o resultado de 

trabalhos de iniciação científica, dissertações de mestrado acadêmico e teses de 

doutorado sob orientação de Pereira, que iniciou trabalhos nessa área, em 1993 e 

vem ampliando estudos com endófitos de plantas tropicais na Amazônia. A maioria 

dos resultados, ainda não-publicados, está sendo obtida a partir de plantas de 

importância econômica na região (Azevedo et al. 2002). 

Levando-se em consideração a carência de bibliografia pertinente do controle 

biológico de mosquitos, utilizando extratos de fungos, temos uma lacuna a ser 

preenchida e um ótimo potencial a ser explorado, pelas particularidades destes 

fungos basidiomycetes e fungos endofíticos. A biotecnologia consiste no uso de 

sistemas celulares para desenvolvimento de processos e produtos de interesse 

econômico e social. Entre estes sistemas, os fungos são o maior potencial na 

produção de metabólitos secundários que são importantes na procura de novos 

antibióticos. A descoberta e desenvolvimento de antibióticos foi um dos mais 

importantes avanços da medicina no século XX (Smith, 1999). 

Desta forma, são imprescindíveis os estudos de prospecção de novas 

substâncias uma vez que com os resultados alcançados estarão disponíveis mais 

alternativas de controle para a malária. 

Com os resultados obtidos a partir desta iniciativa conjunta de formar 

parcerias entre as Instituições de Pesquisa da Amazônia (INPA, UEA e UFAM), 

apesar de serem relativamente recentes, já apontam para um forte potencial a ser 

explorado e com um amplo espectro de atuação. Isso demonstra que, podemos 

obter bons resultados a partir da exploração dos Recursos Naturais Amazônicos de 

uma forma consciente e responsável. Engajando este trabalho numa das principais 

linhas de pesquisa do Curso de Mestrado em Biotecnologia e Recursos Naturais da 

Universidade do Estado do Amazonas. 
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7.  CONCLUSÕES 

 

Pelos resultados obtidos nos tópicos deste trabalho, sobre à ação larvicida 

dos extratos dos fungos de Pycnoporus sanguineus (Basidiomycete: Poliparaceae) 

e  Pestalotiopsis virgulata contra larvas de A. aegypti e A. nuneztovari, 

possibilitaram as seguintes conclusões: 

 

∞ Quatro (04) dos nove (09) extratos de fungos estudados contra larvas de A. 

aegypti mostraram toxicidade para CL50 < 500 µg/ml. 

 

∞ Três (03) dos sete (07) extratos de fungos estudados contra larvas de A. 

nuneztovari mostraram toxicidade para CL50 < 500 µg/ml. 

 

∞ Os extratos miceliares apresentaram resultados mais satisfatórios no 

combate as larvas de A. aegypti e A. nuneztovari que os extratos aquosos de 

ambos os fungos. 

 

∞ O extrato mais polar (aquoso) mostrou-se menos ativo contra as duas 

espécies de mosquitos que em relação ao extrato menos polar (acetato-

etalólico). 

 

∞ Nas espécies de mosquitos testadas, o extrato miceliar do endófito 

Pestalotiopsis virgulata foi bastante ativo, indicando a sua potencialidade na 

produção de um inseticida natural a partir de uma fonte renovável. 
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