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Resumo

Aedes (Stegomyia) aegypti € uma espécie de culicideo conhecida por ser vetora
de doencas, como dengue e febre amarela, e 0 melhor conhecimento de aspectos de sua
biologia pode auxiliar no estabelecimento de estratégias de controle para a mesma. Sdo
varios 0s estudos ja realizados que mostram que a temperatura interfere
significativamente no desenvolvimento dos estagios imaturos de insetos. De uma forma
geral, temperaturas mais altas (até certo limiar) aceleram o desenvolvimento dos
insetos, e temperaturas mais baixas retardam o mesmo. Esta regra aplica-se também aos
culicideos, dentre eles o Ae. aegypti. Porem, ainda ndo se conhecem os efeitos da
variacdo diaria da temperatura sobre os estagios de desenvolvimento de mosquitos. E
este detalhe é muito importante, j& que em criadouros naturais ou artificiais, 0s
culicideos normalmente enfrentam variacGes de temperatura ambiente ao longo de um
Unico dia, o que deve interferir em seu desenvolvimento até a emergéncia das formas
adultas. Por este motivo, o objetivo do presente estudo € analisar o efeito de
temperaturas alternadas sobre o desenvolvimento de Ae. aegypti. Para a realizacdo do
trabalho foram feitas coletas ativas de adultos no Campus do bairro Belas Vista da
UNESP — Rio Claro, SP, utilizando uma rede entomolégica ou de imaturos utilizando
ovitrampas, além da busca ativa por criadouros. Os individuos coletados foram
mantidos sob condi¢cbes experimentais em laboratorio. Os exemplares adultos foram
identificados até o nivel de espécie, sendo considerados para os experimentos, apenas
exemplares de Ae. aegypti. Os insetos foram abrigados em gaiolas plasticas, proprias
para criacdo de dipteros. Estes foram alimentados com solucdo acgucarada e o repasto
sanguineo em dias alternados. Os ovos obtidos foram utilizados no experimento com
quatro diferentes regimes de temperatura. Os dados coletados foram analisados,
avaliando se os diferentes tratamentos tiveram influéncia sobre o desenvolvimento do
imaturo ao adulto, realizando o teste de Kruskal-Wallis e o software estatistico
BioEstat. A andlise estatistica da razéo sexual dos adultos emergidos foi feita pelo teste
qui-quadrado. Os resultados apresentados indicam que os efeitos da alternancia de
temperatura podem ter efeitos deletérios sobre o desenvolvimento do mosquito,
principalmente nos estagios imaturos. Isto pode limitar as areas de ocorréncia desta
espécie.

Palavras-Chave: Culicideos; Aedes aegypti; Temperatura.



Abstract

Aedes (Stegomyia) aegypti is a species of mosquitoes known to be the vector of
diseases such as dengue and yellow fever, and a better understanding of aspects of their
biology can help in the establishment of control strategies for the same. Several
previous studies showed that temperature significantly affects the development of
immature stages of insects. In general, higher temperatures (up to a threshold) accelerate
the development of insects, and lower temperature retards the same. This rule also
applies to mosquitoes, including Ae. aegypti. But not still know the effects of daily
variation of temperature on the developmental stages of mosquitoes. And this detail is
very important, since in natural breeding or artificial, The mosquitoes usually face
temperature variations over a single day, which should interfere with its development
until the emergence of the adult forms. For this reason, the objective of this study is to
analyze the effect of alternating temperatures on the development of Ae. aegypti. To
conduct the study, adults were collected active in the neighborhood Bela Vista Campus
of UNESP - Rio Claro, SP, using a sweep net or using ovitraps for immatures, and the
active search for breeding. Individuals collected were kept under experimental
conditions in the laboratory. The adult samples were identified to species level, were
considered for the experiments, only samples of Ae. aegypti. The insects were housed in
plastic cages, suitable for creating flies. These were fed with sugar solution and blood
meal on alternate days. The eggs obtained were used in the experiment with four
different temperature regimes. The data collected were analyzed by evaluating whether
the different treatments influenced the development of immature to adult, performing
the Kruskal-Wallis test and the statistical software BioEstat. Statistical analysis of the
sex ratio of emerging adults were performed using the chi-square test. The results
presented indicate that the effects of alternating temperature can have deleterious effects
on mosquito development, particularly in the immatures. This may limit the areas of
occurrence of this species.

Keywords: Culicidae; Aedes aegypti; Temperature.
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Efeito de temperaturas alternadas sobre o desenvolvimento de Aedes

(Stegomyia) aegypti (L.) (Diptera: Culicidae)

Fernando Henrique de Sa Paiva, Claudio José VVon Zuben — Campus de Rio Claro —

Universidade Estadual Paulista — Ciéncias Bioldgicas.

Palavras-Chave: Culicideos; Aedes aegypti; Temperatura.

Introducéo

Aedes (Stegomyia) aegypti € uma espécie de culicideo com habito diurno, de coloracao
preta, com listras e manchas brancas, adaptada ao ambiente urbano (FORATTINI, 1996) e
conhecida por ser vetora de importantes doengas para 0 homem, como Dengue e Febre
Amarela (HONORIO, 1999). E um mosquito com ampla distribuicio geogréafica,
predominando nas areas tropicais e subtropicais (GADELHA, 1985) o que o torna compativel
com o clima encontrado no Brasil (GLESSER e GOMES, 2002). Esta espécie é originaria da
regido Afrotropical (Etiopia), onde hoje ainda € possivel encontrar seus criadouros em ocos de
arvores e outras cavidades em meio natural; veio para a América, muito provavelmente,
através de navios negreiros no periodo do Brasil colonia (SILVA, 2008). Atualmente, a
constante transmissdo da Dengue tem aumentado a preocupacdo das autoridades sanitarias no
pais (BARATA et al., 2001).

Esta espécie possui um grande poder de disseminacdo do virus da dengue e pode
acarretar em grandes epidemias no pais, principalmente nos periodos mais chuvosos e quentes
do ano. S&o varios os estudos ja realizados que mostram a importancia da temperatura no
desenvolvimento de insetos em fase imatura (STRIXINO, 1985; CALADO, 2002). De uma
forma geral, temperaturas mais elevadas (até um determinado limiar) aceleram o
desenvolvimento dos insetos e temperaturas mais baixas retardam seu desenvolvimento. A
temperatura € um dos principais fatores ecolégicos que influi tanto direta como indiretamente
sobre 0s insetos, seja no seu desenvolvimento, seja na sua alimentacdo (SILVEIRA-NETO et
al., 1976). A temperatura ideal para o desenvolvimento de culicideos utilizada em insetarios
esta em torno de 24 a 28 °C, com pequenas variacdes, (BISPO e SANTOS, 2008). Beserra et
al. (2006) mostraram que a faixa de temperatura favoravel ao desenvolvimento do Ae. aegypti

em condicdes de laboratdrio encontra-se no intervalo de 22 °C a 30 °C e que 0s extremos de



temperaturas, 18 °C e 34 °C , séo prejudiciais e com efeitos negativos ao ciclo de vida do
mosquito. Mohammed e Chadee, 2011 mostraram que a duracdo do estagio de pupa em Ae.
aegypti nao foi significante nos regimes de temperatura de 25-30 °C, mas houve em 35 °C,
indicando que a pupacéo diminuiu 80% menos do que outras temperaturas.

Estudos com relacédo aos habitos de vida do mosquito também foram feitos, avaliando
os efeitos da qualidade da agua no ciclo de vida e oviposicdo (BESERRA, 2010) e
relacionando a temperatura com o ciclo de vida do mesmo (BESERRA, 2006). Estes estudos
no geral mostram os efeitos de diferentes temperaturas constantes (CALADO, 2002), néo
considerando que em um ambiente natural a temperatura tende a variar conforme o periodo do
dia e pode representar situacOes adversas ao mosquito. Ou seja, ainda ndo se conhecem o0s
efeitos da variacdo, durante o dia, da temperatura sobre os estagios de desenvolvimento do
mosquito e este detalhe € muito importante, ja que isto pode interferir no seu desenvolvimento
até a emergéncia do adulto. Por isso, o presente estudo tem como objetivo, conhecer o efeito
da variacdo alternada da temperatura durante o dia sobre o desenvolvimento (ilustrado na

Figura 1) deste mosquito.
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Figura 1. Ciclo de vida do Aedes aegypti (PREFEITURA DA UNICAMP, 2008)



Objetivo

Avaliar os efeitos da variacdo alternada de temperatura durante o dia, sobre o tempo
de desenvolvimento, a partir dos ovos até a emergéncia dos adultos de Ae. aegypti,
considerando diferentes regimes de temperatura. Foi avaliada também a razdo sexual dos

adultos emergentes em cada tratamento.

Materiais e Métodos

Para a realizacdo do trabalho, coletas ativas de mosquitos adultos e de imaturos
(BRAGA, 2000, 2007) foram feitas no Campus Bela Vista da UNESP-Rio Claro, além da
utilizacdo de exemplares cedidos pelo Centro de Controle de Zoonoses de Santa Béarbara
D'Oeste, SP. Os exemplares de Ae. aegypti foram mantidos em laboratério em sala
climatizada com fotoperiodo de 12h e temperatura de 24 + 1 °C (BISPO e SANTOS, 2008),
6tima para o desenvolvimento do mosquito. Os insetos foram abrigados em estrutura pléstica
de 25 x 27 x 35 cm, com parte superior revestida por organza e com manga de tecido para
permitir manipulacdo posterior. As larvas foram alimentadas com 0,259 de ragdo para peixes
na proporcao de 0,005g por larva (NETO, 2004) e mantidas em frascos de vidro, de 350ml,
com agua, sem cobertura, dentro das gaiolas de criacdo para que os adultos pudessem emergir
e permanecer dentro das mesmas. Os adultos recém emergidos foram retirados, contados e
colocados em uma nova gaiola onde receberam alimentacéo, constituida de solucdo de agua
com aglcar a 20%, um frasco com agua e papel filtro para obtencdo de postura, sendo
permitido, no caso das fémeas, repasto sanguineo por 30 minutos em camundongo de
laboratério (Aprovado pela Comisséo de Etica no Uso de Animal pelo Protocolo n°: 3698,
Decisdo do CEUA N° 022/2011).

Apbs este periodo de criacdo e obtencdo de ovos, estes ultimos foram utilizados nos
experimento. Os ovos foram colocados para secar a sombra em temperatura ambiente por um
periodo minimo de 48h e méaximo de 96h apds a postura, permitindo o desenvolvimento do

embrido. A temperatura foi controlada por camaras climatizadas B.O.D. com fotofase de 12h.
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Foram considerados quatro tratamentos: o Tratamento 1, com temperatura fixa em 28 °C; o
Tratamento 2, com temperatura fixa de 24 °C; o Tratamento 3 com temperaturas alternadas de
30 e 18 °C, e finalmente o Tratamento 4, com temperaturas alternadas de 28 e 20 °C (todos os
tratamentos considerando uma variagdo de *1 °C), com quatro repeticbes para cada

tratamento.

As temperaturas alternadas simularam o aumento de temperatura durante o dia,
comecando as 6 horas da manha e a diminuicéo da temperatura durante a noite. As 18 horas.
(considerando em ambos os casos dos Tratamentos 3 e 4, uma temperatura média diaria de 24
°C), sendo que o fotoperiodo foi relacionado com aquele das regides geograficamente
préximas da Latitude 0° (NETO e NAVARRO, 2004).

A cada frasco foram adicionados 250 mL de agua e 10 ovos. Em seguida, os frascos
foram colocados dentro de camaras climatizadas B.O.D. para a realizagdo dos experimentos.
Observacdes foram realizadas trés vezes ao dia, com intervalos de 6h durante o dia e de 12h

(entre a ultima medicao do dia anterior e a primeira do dia seguinte).

As larvas eclodidas foram contadas e foi anotado o tempo em horas da montagem dos
frascos com os ovos até a eclosdo das larvas. O desenvolvimento dessas Ultimas foi
acompanhado, tendo sido registrado o tempo em horas em que as pupas eram formadas e a
emergéncia dos adultos. Apos a ecloséo das larvas, foram adicionadas a cada frasco, racao
para peixe, na propor¢do de 0,005¢/larva, para permitir a alimentacdo e o desenvolvimento

das larvas de Ae. aegypti.

Foram computados para cada regime de temperatura: o tempo em horas da eclosdo das
larvas até a emergéncia dos adultos, e a diferenca em horas entre cada estagio: ovo-larva,
larva-pupa e pupa-adulto. A razdo sexual dos adultos emergentes também foi estimada a partir

da sexagem de machos e fémeas adultos recém-emergidos.

Os dados que foram coletados foram posteriormente analisados, avaliando se 0s
diferentes regimes de temperatura tiveram influéncia sobre o desenvolvimento do imaturo ao
adulto, realizando o teste de Kruskal-Wallis (ZAR, 1999), utilizando-se o programa BioEstat
5.0 (AYRES et al., 2007). A analise estatistica dos dados de razdo sexual dos adultos
emergidos considerou a proporcdo de cada um dos sexos, e foi feita pelo teste de qui-
quadrado (ZAR, 1999).
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Resultados e Discussao

O ciclo de vida do Ae. aegypti foi acompanhado em quatro tratamentos com
temperaturas diferentes. Em cada tratamento, foi observado o tempo de duragédo em horas das
seguintes fases: Ovo-Larva, Larva-Pupa e Pupa-Adulto (Tabela 1).

Tabela 1. Tempo médio em horas e desvio padréo para cada estagio de Ae. aegypti, em relacéo
aos quatro tratamentos.

Temperaturas
Estagios (C)
Tratamento 1 Tratamento 2 Tratamento 3 Tratamento 4
28 °C 24 °C 30°C/18 °C 28 °C/20 °C
Ovo-Larva 38 +2,954 45 + 4,786 30 + 7,805 28,9 + 7,006
Larva-Pupa 135+6 134 + 8,224 156 + 7,805 142,3 + 3,88
Pupa-Adulto 44 + 4 67 48 + 6,768 53,1+ 6,162 48 5 + 4,757

Ecloséo e desenvolvimento na fase Ovo-Larva. Como pode ser observado a partir de
uma analise descritiva inicial dos resultados da Tabela 1, o periodo até a ecloséo das larvas
(ou seja, Ovo-Larva) foi menor nos Tratamentos 3 e 4; no entanto, a partir da ecloséo das
larvas, houve um aumento no tempo de desenvolvimento Larva-Pupa e Pupa-Adulto nesses
regimes de temperatura. Nos Tratamentos 1 e 2, com temperaturas fixas, ocorreu o inverso: o
tempo de desenvolvimento, principalmente o de Larva-Pupa, diminuiu consideravelmente.
Uma analise mais detalhada através do Teste Kruskal-Wallis foi realizada na sequéncia,
comparando todos os periodos de desenvolvimento entre os diferentes tratamentos,
considerando significativo o valor de p <0,05. A aplicacdo do teste mostrou que o periodo de
desenvolvimento a 28 °C foi mais curto em relagcdo aos demais, resultado que corrobora
aquele apresentado por Beserra et al. (2009) para esta mesma espécie de Culicidae no Estado

da Paraiba, com desenvolvimento mais rapido a 28 °C.
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Tabela 2. Valores de p obtidos através de andlise pelo Teste de Kruskal-Wallis, para a fase Ovo-

Larva.
Tratamentos
Temperatura L 2 3 2
28 °C 24 °C 30°C/18 °C 28 °C/20 °C
28 °C - 0.0013 0.0036 0.0034
24 °C - - 0.0001 0.0001
30°C/18 °C - - - 0.7764
28 °C/20 °C - - - -

Nota-se, a partir da Tabela 2, que ocorreu diferenca significativa no tempo de ecloséo
de Ae. aegypti entre cada um dos regimes, quando comparados dois a dois, exceto entre 0s
tratamentos com temperaturas alternadas. Estes Gltimos obtiveram as menores médias de
duracdo Ovo-Larva, se comparadas as temperaturas fixas (Tabela 1), ambas com valores bem
préximos. Estes resultados talvez possam ser explicados pelo fato de que a variacdo de
temperatura funcione como fator estimulante para eclosdo (MONTEIRO et al., 2007), assim
como a reducédo do oxigénio na dgua (JUDSON, 1963 apud MONTEIRO, 2007) e a mudanca
no fotoperiodo (NAYAR et al, 1973 apud MONTEIRO, 2007). E interessante notar também
que a temperatura média diaria dos Tratamentos 3 e 4 (que foi de 24 °C), ndo permitiu que se
chegasse a um resultado semelhante de duracdo Ovo-Larva, em relacdo aquele obtido na

temperatura fixa em 24 °C.

Desenvolvimento na fase Larva-Pupa. O tempo médio para o desenvolvimento do
mosquito na fase Larva-Pupa foi menor nos Tratamentos 1 e 2 e maior nos Tratamentos 3 e 4
(Tabela 1), sendo o Tratamento 3 aquele com o maior tempo médio de desenvolvimento
Larva-Pupa. Como destacado por Beserra et al. (2006), temperaturas extremas como 18 °C e
34 °C sdo prejudiciais ao mosquito. O Tratamento 3 considerou como um de seus extremos a
temperatura de 18 °C, o que pode ter prejudicado o desenvolvimento de Ae. aegypti do
estagio de larva até a pupacgdo. Os resultados das analises através do teste de Teste Kruskal-

Wallis para a fase Larva-Pupa estdo demonstrados na Tabela 3.
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Tabela 3. Valores de p obtidos através de analise pelo Teste de Kruskal-Wallis para a fase

Larva-Pupa.
Tratamentos
1 2 3 4
Temperatura
28 °C 24 °C 30°C/18°C  28°C/20 °C
28 °C - 0.8569 <0.0001 0.0046
24 °C - - <0.0001 0.0083
30 °C/18 °C - - - 0.0002
28 °C/20 °C - - - -

A partir da Tabela 3, pode-se observar que a diferenca nos tempos de desenvolvimento
larva-Pupa néo foi significativa apenas entre os Tratamentos 1 e 2. Resultado semelhante foi
encontrado por Beserra et al. (2009) para Aedes albopictus. Da mesma forma do que ocorreu
na fase Ovo-Larva, o Tratamento 2 com 24 °C fixos, também diferiu em resultado de duracéo
da fase Larva-Pupa em comparacdo com as temperaturas alternadas, mesmo sendo a

temperatura média diéria para os tratamentos 3 e 4 de 24 °C.

Desenvolvimento na fase Pupa-Adulto. O Tratamento 1 mostrou 0 menor tempo
necessario para a emergéncia dos adultos a partir da formagdo das pupas (Tabela 1),
confirmando o resultado obtido por Beserra et al. (2006), que afirma que 28 °C é uma
temperatura 6tima para o desenvolvimento de Ae. aegypti. Os Tratamentos 2 e 4 apresentaram
valores muito proximos entre si, e ndo muito diferentes daquele do Tratamento 1 (Tabela 1).
O Tratamento 3 foi 0 que apresentou o maior valor de duracao do estagio Pupa-Adulto, sendo
que provavelmente a explicacdo seja a mesma ja descrita para a fase Larva-Pupa: o efeito
deletério de desenvolvimento a 18 °C. Quanto aos valores muito proximos dos Tratamentos 2
e 4, talvez novos estudos considerando uma amostragem maior e um maior refinamento na
observacao (considerando intervalos menores de tempo entre as observacGes), permitam

evidenciar se existe diferenca estatisticamente significativa nos valores de duracdo Pupa-
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Adulto entre esses dois regimes de temperatura. Os resultados das analises através do teste de

Teste Kruskal-Wallis para a fase Pupa-Adulto estdo demonstrados na Tabela 4.

Tabela 4. Valores de p obtidos através de anélise pelo Teste de Kruskal-Wallis para a fase Pupa-

Adulto.
Tratamentos
1 2 3 4
Temperatura
28 °C 24 °C 30°C/18 °C 28 °C/20 °C
28 °C - 0.0665 0.0005 0.0417
24 °C - - 0.0808 0.9255
30°C/18 °C - - - 0.0748
28 °C/20 °C - - - -

O teste indicou que apenas os tratamentos 1 e 3 e 1 e 4 apresentam diferencas entre si
para a duracdo da fase Pupa-Adulto (Tabela 4). A alternéncia de temperaturas parece ter
retardado a duracdo Pupa-Adulto, em comparacdo com a temperatura fixa de 28 °C. No
entanto, os tratamentos 2, 3 e 4 ndo mostram valores significativamente diferentes entre si,
guando comparados dois a dois, 0 que mostra que para a fase Pupa-Adulto, a alternancia de

temperatura avaliada ndo interferiu no desenvolvimento, se comparado com 24 °C constantes.

Razdo Sexual.

Os resultados do presente trabalho mostram que ndo houve divergéncia em relacdo aos
dados encontrados na literatura (Razéo Sexual 1:1 em Ae. aegypti, sendo que o tratamento 3
(30 °C/18 °C) mostrado na Figura 2, é 0 que mais se aproximou de uma razao diferente de
1:1. Talvez com uma amostragem maior ou com outras combinacdes de temperatura, seja

possivel verificar algum desequilibrio na razdo sexual para esta espécie.

E conhecido que para culicideos em geral, a proporcdo de machos seja em torno de
50% (FORATTINI, 2002). Porém, Tun-lin et al. (2000) mostraram que para Ae. aegypti,
houve uma dominéncia de fémeas sobre os machos a 30 °C (4:3) e um equilibrio entre
machos e fémeas quando as temperaturas foram de 15, 20, 25 e 35 °C. Em outro estudo,
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envolvendo o efeito de diferentes regimes de temperatura da agua sobre o desenvolvimento de
Ae. aegypti em Trinidad, indias Ocidentais, Mohammed & Chadee (2011) observaram que
sob temperaturas constantes de 24 a 35 °C, esta espécie ndo apresentou diferencas
significativas na razdo sexual entre machos e fémeas; porém, com a variacdo diurna da
temperatura de 24 a 35 °C, mais fémeas emergiram em temperaturas mais altas. J4 Nekrasova
(2004) observou que para Aedes communis desenvolvendo-se em baixas densidades larvais, a
razdo sexual entre machos e fémeas emergidos na sequéncia foi bem préxima de 1:1, sendo
que houve desvios nesta proporcéo tanto a favor de fémeas como a favor de machos, em

situacOes que envolviam altas densidades larvais.

10

9

8

7

6

5 - B Macho
a4 - W Fémea
3 -

2 -

1 -

0 -

28°C 24°C 30°/18°C 28°C/20°C

Figura 2. Gréfico indicando o nimero de Machos e Fémeas encontrados em cada tratamento.
N&o houve diferenca significativa encontrada através do teste de qui-quadrado, os valores
encontrados para cada temperatyura sdo: 28 °C —p =0,563;24°C-p=1;30°C/18°C -p =
0,083 e 28 °C/20 °C — p = 0,405).
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Conclusao

Os resultados apresentados mostram que a alternéncia de temperatura, principalmente
nos casos em que se atinge um dos limiares no desenvolvimento do mosquito, pode ter efeito
deletério sobre o seu desenvolvimento, indicando que os estagios imaturos sdo susceptiveis
aos periodos de baixa temperatura. Isso pode ser um fator limitante na distribuicdo do Ae.
aegypti, pois esta espécie pode ficar restrita a areas com temperaturas minimas que sejam

ideais para seu desenvolvimento.
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