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Resumo. A acao hematofégica exercida por fémeas de algumas espécies de Culicidae sobre o homem e outros animais pode estar diretamente
relacionada a transmissao de patogenos, além de provocar reagoes alérgicas e causar incomodo. O aparecimento de populagdes resistentes aos
inseticidas quimicos impulsiona o uso de métodos de controle alternativos, principalmente o biolégico. Objetivando testar a eficiéncia e persisténcia
de produtos comerciais com principio ativo a base de Bacillus thuringiensis israelensis Berliner e Bacillus sphaericus Neide foram realizados
experimentos em trés lagoas de tratamento de efluentes, sobre larvas de Culicidae. Testou-se Vectolex (formulacao granulada de B. sphaericus),
Sphaericus (formulagio liquida de B. sphaericus) e Bt-horus (formulacao liquida de B. thuringiensis). As aplicacoes foram realizadas quinzenalmente
com avaliacOes realizadas a 0, 24, 48, 72 e 120 horas apo6s a aplicacao. As lagoas estavam colonizadas por Culex nigripalpus Theobald (1,5%),
Culex saltanensis Dyar (2,25%) e Culex quinquefasciatus Say (96,25%). Com o produto Bt horus, registrou-se reducao larval de 89,06%, 83,97%
e 89,96% respectivamente a 24, 48 e 72 horas apo6s a aplicacao. Nos produtos contendo B. sphaericus, respectivamente na formulagio granulada e
liquida observou-se uma reducao de 98,89% e 98,34%, ap6s 24 horas da aplicacio e de 99,79% e 99,78% apds 48 horas. Os produtos e as diferentes
formulacoes foram eficientes no controle de larvas das trés espécies de culicideos em lagoas com grande quantidade de matéria organica, porém a
persisténcia verificada foi de dois e trés dias para produtos contendo respectivamente B. sphaericus e B. thuringiensis israelensis.

Palavras-Chave: Agua poluida; Controle biologico; Culex

Efficiency and Persistence of Three Commercial Products Based on Bacillus thuringiensis israelensis
and Bacillus sphaericus in Controlling Culicidae (Diptera) in Effluent Treatment Lagoons

Abstract. The hematofagic effect caused by females belonging to some species of Culicidae on humans and animals can be directly related to pathogen
transmission, allergic reactions and uneasiness. The emergence of populations resistant to chemical insecticides has fostered the use of alternative
methods, mainly biological control. The trials were conducted in three effluent treatment lagoons, on larvae of Culicidae to test the efficiency and
persistence of commercial products whose active principles are based on Bacillus thuringiensis israelensis Berliner and Bacillus sphaericus Neide.
The products tested were Vectolex (a granulated formulation of B. sphaericus), Sphaericus (a liquid formulation of B. sphaericus) and Bt-horus (a
liquid formulation of B. thuringiensis). The products were applied biweekly and evaluations were conducted 0, 24, 48, 72, and 120 hours after each
application. The lagoons were colonized by Culex nigripalpus Theobald (1.5%), Culex saltanensis Dyar (2.25%), and Culex quinquefasciatus Say
(96.25%). Bt horus reduced larvae by 89.06%, 83.97% and 89.96% at 24, 48 and 72 hours after product application, respectively. The granulated
and the liquid formulations containing B. sphaericus reduced larvae by 98.89 % and 98.34% 24 hours after application, and by 99.79% and 99.78%
after 48 hours, respectively. The products and the different formulations were effective in controlling larvae of all three Culicidae species in lagoons
with high levels of organic matter, but the persistence was recorded in two and three days for products containing respectively B. sphaericus and B.
thuringiensis israelensis.

Keywords: Biological control; Culex; Polluted water

sphaericus Neide fazem parte de um complexo de

linhagens bacterianas que produzem toxinas ativas para
larvas de mosquitos (CHARLES et al. 1996; CAPALBO et al. 2004; BRaR
et al. 2006; GammoN et al. 2006; Osborn et al. 2007). Produtos
comerciais, possuindo os cristais produzidos por essas bactérias
como principio ativo, sdo amplamente utilizados em diferentes
formulacoes para controle de espécies de mosquito vetores de
patogenos (Lacey 1984; Yap et al. 1991; ALvEs et al. 1999; DoMINIC
AMALRAJ et al. 2000; ALVES et al. 2001; DELGADO et al. 2001; ALVES
et al. 2006; OsBoRN et al. 2007).

Produtos contendo B. spahericus apresentam melhor
atividade em Aagua poluida, quando comparado aos produtos
formulados com B. thuringiensis israelensis (WirTH et al. 2007),
inclusive mostrando efeito residual superior ao verificado com a
utilizacdode B. thuringiensis (THiERY et al. 1999; PoNTES et al. 2005;
GaMmMoN et al. 2006). Porém, estudos de campo demonstraram

Bacillus thuringiensis israelensis Berliner e Bacillus

que o uso intensivo de formulacdes de B. sphaericus pode
resultar na selecdo de organismos resistentes, especialmente
em populacoes do complexo Culex pipiens Linnaeus, 1758,
limitando assim sua eficicia (Rao et al. 1995; Siva-FiLHA et al.
1995; YuaN et al. 2000; MuLia et al. 2003). Embora B. sphaericus
possa permanecer ativo por algum tempo no ambiente, devido a
resisténcia natural do cristal as condicdoes ambientais adversas,
verifica-se que apds a aplicacdo na agua, os cristais tendem a se
sedimentar no ambiente, ficando fora da zona de alimentacao
das larvas, facilitando assim a recoloniza¢io do criadouro pelas
larvas de Culicidae (Lacey 1984; ALVES et al. 2006).

Lagoas de tratamento de efluentes, contendo alta
quantidade de matéria organica, tem se tornado grandes
criadouros para espécies de Culicidae, principalmente Culex
(Culex) quinquefasciatus Say e Culex (Culex) saltanensis Dyar,
suportando densidades populacionais de larvas muito acima de
qualquer outro criadouro natural comparavel. O efeito tem sido
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o incomoddo provocado pelas fémeas hematéfagas a populagao
humana residente nas imediacoes. O objetivo do presente
trabalho foi verificar a eficiéncia e persisténcia de trés formulados
com principios ativos de B. thuringiensis e B. sphaericus, sobre
larvas de culicideos, em lagoas poluidas.

MATERIAL E METODOS

Para a realizacao dos experimentos foram utilizados os
produtos na formulagao liquida, Bt horus® (B. thuringiensis)
com 1.200 UTI/mg e Sphaericus Sc® (B. sphaericus) com
60 UTI/mg, e formulacdo granulada, Vectolex® contendo B.
sphaericus com 50 UTI/mg. Foram selecionadas trés lagoas de
tratamento de efluentes, sendo duas na cidade de Londrina — PR.
e uma na cidade de Jataizinho — PR.

Em Londrina, uma das lagoas utilizada tinha sua origem
a partir de despejos de um curtume de couro bovino, com formato
retangular e area total de 8oom?2. A segunda lagoa, com 336m?2,
recebia efluentes de um abatedouro bovino. Em Jataizinho, a
lagoa recebia efluentes de abatedouro de suinos e apresentava
area de 450m2.

Para determinacio das concentragdes dos produtos a
serem aplicadas nas lagoas, padronizou-se como sendo local de
colonizacao das larvas e consequentemente a area a ser tratada,
com o quadrante obtido a partir de um metro daborda interna com
um metro de profundidade. No trés locais estudados, aplicaram-
se 3 L/ha, para formulagoes liquidas e 11,2 Kg/ha para formulagao
granulada. Para o Bt horus, esta concentragdo é superior ao
recomendado pelo fabricante (2L/ha), ja& que em testes pilotos
com este produto na concentragdo recomendada ocorreram
mortalidade inferior a 50%. Para Sphaericus Sc, a concentracao foi
a recomendada pelo fabricante (3L/ha) para condi¢bes de lagoas
com elevada quantidade de matéria orgénica. As aplicacoes dos
produtos de formulacao liquida foram realizadas com o auxilio
de uma bomba costal atomizadora Multispray e para os sélidos
a aplicacao foi manual. Para cada produto foram realizadas trés
aplicacbes, em intervalos de 15 dias, possibilitando a possivel
recuperagao das populacoes de culicideos imaturos, semelhante
as registradas antes da intervencao inicial com o biolarvicida.
Para o monitoramento, foram feitas coletas de larvas 24, 48, 72
e 120 horas ap6s a aplica¢io do biolarvicida. O produto Bt horus
foi aplicado na lagoa do curtume (Londrina, PR), o Sphaericus
Sc, na lagoa do frigorifico bovino (Londrina, PR) e o produto
Vectolex foi testado na lagoa de efluente do frigorifico de suinos
(Jataizinho, PR).

Momentos antes da aplicagao foram feitas amostragens
da populacgio de larvas, coletando-as com rede de nylon (20 cm
de didmetro e malha de 0,1 mm). Em cada vértice da lagoa era
realizada uma coleta com arrasto de aproximadamente um metro
em direcdo a margem da lagoa. Os imaturos foram levados ao
Laboratorio de Entomologia Geral e Médica do Departamento
de Biologia Animal e Vegetal da UEL para quantificacao e
identificacdo. Cinco por cento do total de larvas coletadas em
cada ponto de amostragem foram montadas em lamina com
liquido de Hoyer’s, para identificacao especifica.

Para anélise dos resultados foram aplicados os testes de
Analise de Variancia, Tukey no nivel de 5% e Correlacdo linear
utilizando-se o modelo de raiz quadrada com o software (SPSS®
14.0 package for Windows® SPSS Inc. 2005, Headquarters,
Chicago, Illinois, USA)

RESULTADOS E DISCUSSAO

As larvas presentes na lagoa do Curtume foram
identificadas como Culex (Culex) nigripalpus Theobald
(1,5%), Culex (Culex) saltanensis Dyar (2,25%) e Culex (Culex)
quinquefasciatus Say (96,25%). Na lagoa do frigorifico bovino,
Londrina, PR. e na lagoa do frigorifico de suinos, Jataizinho,
PR., a totalidade analisada foi, respectivamente, de Cx.
quinquefasciatus e Cx. saltanensis.

Para o Bt horus, em 3L/ha, registrou-se redugdo larval
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de 89,06%, 83,97% e 89,96 respectivamente a 24, 48 e 72 horas
apos a aplicacdo. Os dados obtidos como resultado de controle
foi significativamente diferente dos obtidos antes das aplicacoes,
comprovado pelo teste de Tukey, até 72 horas apds a aplicagio
(Tabela 1).

Para Vectolex formulagdo granulada e Sphaericus
formulac@o liquida, produtos a base de B. sphaericus, observou-
se uma reducgdo de 98,89% e 98,34%, respectivamente, com
analise ap0s 24 horas de aplicacdo. Apo6s 48 horas, os valores de
mortalidade foram de 99,79% e 99,78% para produtos granulado
e liquidos, respectivamente (Tabela 1).

A redugao larval foi significativa pelo teste de Tukey nos
resultados de controle até 48 horas ap6s a aplicacdo, acentuando-
se neste ultimo periodo de exposicdo aos produtos a base de B.
sphaericus (Tabela 1). O controle com Vectolex apresentou
maior reducdo percentual de larvas até 72 horas. Este resultado
pode estar relacionado as propriedades da formulagdo quanto ao
comportamento dos cristais no corpo d’ agua, tamanho e formato
de particulas e também o tipo e concentracdo de excipiente.
Informacdo semelhante a esta, foi relatada por Lacey (1984),
quando afirmou que as formulacoes solidas flutuantes retardam
a sedimentacdo do cristal e penetram mais facilmente entre a
vegetacdao das margens dos criadouros. ViLariNHOS et al. (1998)
afirmam que o uso de B. sphaericus para controle de pernilongos
no Brasil pode ser ampliado com o advento de formulagoes
solidas, mais faceis de serem aplicadas, uma vez que dispensam
as misturas e diluigoes.

Aanalisedevariancia, aplicada aos dados de mortalidade
em relacdo ao tempo de efeito residual dos produtos, mostrou
que a persisténcia nao foi diferente entre Sphaericus e Vectolex,
sendo que a agdo letal sobre as larvas manteve-se acima de 95%
por 31,8 horas e 40,9 horas, respectivamente. Bt-horus teve
sua persisténcia de 42,7 horas (Figura 1). De forma geral, apos
48 horas, h4 perda da persisténcia dos produtos com elevados
indices larvarios, fato verificado através de correlacdo linear
representada na Figura 1. Estes resultados estao em desacordo
com a maioria das informacoes da literatura, onde se afirmam
que produtos a base de B. sphaericus apresentam melhor
atividade em 4gua poluida, quando comparado aos produtos
formulados a base de B. thuringiensis israelensis (WirTH et al.
2007), inclusive mostrando efeito residual superior ao verificado
com a utilizagdo de B. thuringiensis (THIERY et al. 1999; PONTES et
al. 2005; GamMoN et al. 2006).

Para o fator persisténcia, tem-se obtidos resultados
conflitivos e instauradas algumas contradi¢des e polémicas.
Havrimon et al. (2000) obtiveram controle de Cx. quinquefasciatus
com Vectobac AS, produto em formulacdo liquida de B.
thuringiensis israelensis e com a mesma ITU do produto aqui
testado, entre 2 a 3 dias apoés aplicacao, utilizando-se tambores
plasticos; porém recomendam aplicacoes a cada 10 dias.
ZrQul (2001) encontrou persisténcia de até 15 dias utilizando
Vectobac AS na concentragao de 2L/ha em lagoas de chorume,
para controle de Cx. saltanensis, com mortalidade de 100% dos
imaturos ap6s 24 horas de aplica¢io, recomendando aplicagoes
quinzenais. DomiNic AmaLRrAJ et al. (2000), testando Vectobac,
na concentracdo de 1,2 Litros/ha, controlou mais de 80% de
imaturos de Cx. quinquefasciatus durante 1 — 3 dias em fossas.
Em um trabalho de anélise residual de formulages comerciais
dos larvicidas Temef6s (Organofosforado) e B. thuringiensis
israelensis sobre larvas de Aedes aegypti L., em recipientes
com renovacdo de agua, PonTEs et al. (2005) verificaram que o
efeito residual encontrado para formulacoes de B. thuringiensis
israelensis foi de 35 dias na sombra e 8 dias quando exposto a luz
solar.

O baixo efeito residual observado para os trés produtos
testados pode estar relacionado as caracteristicas de cada
criadouro, como relatado por MuLia et al. (1984), onde afirmam
que a eficiéncia dos produtos com agentes bioldgicos dependem
de fatores ambientais, como a qualidade da 4gua do criadouro,
a riqueza e os tipos de nutrientes do meio liquido, o clima, a
densidade larval, entre outros, e as lagoas aqui testadas apesar de
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Tabela 1. Eficéncia dos produtos Bt horus, Vectolex e Sphaericus, aplicados, em trés repeticoes, nas concentragoes de 3 L/ha, 11,2Kg/ha e 3L/ha,

respectivamente, em lagoas de tratamento de efluentes.

Tempo de exposiciao dos imaturos aos produtos (horas)

Produtos Mortalidade .
Aplicacao 24 48 72 120 CV%

Bt horus Total de Larvas 6481 709 1039 651 3319

% Controle - 89,06 83,97 89,96 48,79

Média de Larvas* 540,08 aA 59,08bA 86,58bA 54,25bA 276,58abA 40,02
Vectolex Total de Larvas 24991 277 52 1425 12383

% Controle - 98,89 99,79 94,30 50,46

Média de Larvas* 2082,58aB 23,08bA 4,33bB 118,75abA 1031,92aB 37,62
Sphaericus Total de Larvas 20280 338 44 7555 17190

% Controle - 98,34 99,78 62,75 15,24

Média de Larvas* 1690aB 28,17bA 3,66bB 629,58abB 1432,50aB 36,92

- Dados originais foram transformados em raiz (x+0,5)

*Médias seguidas pela mesma letra mindscula na linha e mesma letra maidscula na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey no nivel de 5% de significancia.
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Figura 1. Correlacgdo linear entre ntimero de larvas vivas de culicideos e
tempo de exposic¢ao aos produtos Bt-horus (A), Vectolex (B) e Sphaericus
(C) aplicado nas concentracoes de 3 L/ha, 11,2kg e 3L/ha, nas lagoas de
tratamento de efluentes de curtume, frigorifico de suinos e de bovinos,
respectivamente.

serem semelhantes nos aspectos fisico-quimicos eram em locais
diferentes, podendo sofrer influéncias ambientais individuais ou
do proprio efluente que recebia. Arves et al. (2001) relatam que,
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a exposicao direta aos raios solares, pode ser um determinante
na reducdo da atividade entomopatogénica de B. thuringiensis e
B. sphaericus, pois a incidéncia solar direta ao produto biologico
reduz drasticamente a eficiéncia do esporo, devido a deterioracao
do mesmo. Outros fatores podem ser considerados, como a grande
concentracdo de poluentes no meio, aderéncia do bioinseticida
as particulas do sedimento e a pouca movimentacao da agua,
que propicia maior rapidez na sedimentagdo das substancias
larvicidas e aumento da densidade larval (GuaNASEKARAN et al.
2002; MoRAES et al. 2007).

Diante dos resultados obtidos, pode-se concluir que
ambos os principios ativos, B. thuringiensis e B. sphaericus,
sdo eficientes para controle de culicideos em criadouros de
grande porte, como se apresenta em lagoas de tratamento de
efluentes. Com relacgio a persisténcia do produto, nao foi possivel
verificar diferencas significativas entre os produtos contendo B.
sphaericus. A recomendacdo da periodicidade de aplicaciao dos
bioinseticidas testados, ndo pode ser baseada na persisténcia do
produto, mantém-se, portanto como padrao, a duracao do ciclo
evolutivo, ou mais especificamente, o tempo de maior atividade
alimentar das larvas. Assim, recomenda-se aplicacbes a cada
sete dias para controle de larvas em lagoas de tratamento de
efluentes, utilizando-se produtos biologicos com principio ativo
de B. thuringiensis e B. sphaericus, tanto para as formulagoes
liquidas como para as sblidas testadas.
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