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Evaluation of Isolates and a New Granular Formulation of Bacillus sphaericus Neide for Control of
Mosquitoes

ABSTRACT - Nineteen Bacillus sphaericus Neide strains obtained in Brazil were evaluated in addition
to a standard strain (2362) supplied by Pasteur Institute. Most strains were more efficient than the
standard, and seven of them caused mortality equal to or higher than 80%, at a low concentration
(7 x 10 spores/ml). Strain ESALQ MS6 was selected for formulation, since it showed better yield in
liquid culture medium (3 x 10° CFU/ml). The G4 granular formulation was tested in artificial rearing sites,
consisting of plastic buckets containing 10 L water and twenty 3"-instar larvae of Culex quinquefasciatus
Say (Diptera: Culicidae). The efficiency of formulation was compared against a commercial product, at
three different concentrations. Evaluations were taken every 24h, at seven and 18 days after inoculation,
with subsequent replacement of larvae in the bucket. The G4 formulation was similar to the commercial
product, and controlled 100% of the larvae at the concentrations tested; however, the granules remained
at the surface for a longer period. In tannery effluent treatment ponds, the G4 formulation at a
concentration of 2 kg/ha reduced the number of larvae by 21%, 47%, 85%, and 94%, after 1, 3,7, and 15
days, respectively.

KEY WORDS: Screening of strains, bacteria, bioinsecticide

RESUMO - Foram estudadas 19 estirpes de Bacillus sphaericus Neide obtidos no Brasil além de uma
estirpe considerada padrdo (2362) fornecida pelo Instituto Pasteur. A maioria das estirpes foi mais
eficiente que o padrdo, sendo que sete deles causaram mortalidade igual ou superior a 80%, em baixa
concentragéo (7 x 10? esporos/ml). A estirpe ESALQ MS6 foi selecionada para formulagao por apresentar
melhor produgao, em meio de cultura liquido (3 x 10° UFC/ml). A formulagéo granulada G4 foi testada em
criadouros artificiais, constituidos de baldes plasticos com 10 L de dgua e 20 larvas de 3° instar de Culex
quinquefasciatus Say (Diptera: Culicidae). Comparou-se a eficiéncia da formulagdo em teste, em trés
concentragdes diferentes, com um produto comercial. As avaliagdes foram feitas 24 horas, sete ¢ 18 dias
apos a inoculagdo, seguindo-se a reposi¢do de larvas no balde. A formula¢do G4 foi semelhante ao
produto comercial, controlando 100% das larvas nas concentragdes testadas, contudo teve maior
tempo de permanéncia dos granulos na superficie. Em lagoas de tratamento de efluentes de cortume, a
formulagdo G4, na concentracdo de 2 kg/ha reduziu o nimero de larvas em 21%, 47%, 85% ¢ 94%, ap6s
1, 3,7 e 15 dias, respectivamente.

PALAVRAS-CHAVE: Selecao de estirpes, bactéria, bioinseticida

A variabilidade natural dos seres vivos ¢ uma condi¢cdes ambientais (temperatura, radiagdo UV, pH, etc.),
caracteristica que deve ser explorada em programas de  entre outros (Azevedo 1998, Paccola-Meireles 1998).
controle bioldgico, visto que, no caso dos entomopatdgenos, A primeira estirpe de Bacillus sphaericus Neide obtido
tal variabilidade manifesta-se na forma de producdo de toxinas ~ por Kellen et al. (1965) apresentava baixa atividade larvicida,
ou enzimas, crescimento em meio de cultura, resisténcia as  sendo que novas estirpes mais virulentas foram obtidas e
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superaram a atividade original em mais de 10.000 vezes.
Trezentas estirpes de B. sphaericus foram registradas no
Instituto Pasteur; cerca da metade apresentava acao larvicida
(Barjac 1990), sendo por conseqiiéncia, necessaria e
justificavel a busca de novas estirpes.

A estirpe 2362, obtida de adultos de Simulium sp. Latreille
(Diptera: Simuliidae), ¢ a mais utilizada nos produtos
comerciais, e considerada padrdo e superior em sua atividade
larvicida em relagdo as demais, previamente obtidas
(Vilarinhos et al. 1998).

A busca continua tem resultado em sucesso como o
obtido pela Embrapa Recursos Genéticos ¢ Biotecnologia
(Cenargen), onde a partir de amostras de solo de diferentes
regides do Brasil, foi selecionada a estirpe S2 que, segundo
Schenkel ef al. (1992), caracteriza-se por possuir maior
toxicidade para larvas de Culex quinquefasciatus Say
(Diptera: Culicidae) quando comparado com a estirpe padrao
2362.

Embora B. sphaericus possa permanecer por algum tempo
no ambiente devido a resisténcia natural do esporo as
condi¢des ambientais adversas, verifica-se que apos a
aplicacdo na agua, os esporos tendem a se sedimentar no
ambiente, ficando fora da zona de alimentacdo das larvas e
com isso a populagdo podera voltar a crescer (Lacey 1984).

Formular um entomopatdgeno tem como objetivo melhorar
sua distribuicao e liberagdo no ambiente, bem como aumentar
sua persisténcia, protegendo-o, por exemplo, contra a a¢ao
daradiagdo ultravioleta. No Brasil, especificamente em relacao
a formulacdo de B. sphaericus, os estudos caminham no
sentido de se obter uma formulagdo liquida na forma de
concentrado emulsionavel, testada em diferentes condi¢des
e com resultados favoraveis, com eficiéncia comparavel a
outros produtos (Consoli et al.1997).

Contudo, Vilarinhos ez al. (1998) afirmam que o uso de B.
sphaericus para o controle de pernilongos no Brasil pode ser
ampliado com o advento de formulagdes solidas, mais faceis
de serem aplicadas, uma vez que dispensam as misturas e
dilui¢des. Segundo Lacey (1984), as formulagdes solidas
flutuantes retardam a sedimentacdo do patégeno e penetram
mais facilmente na vegetagdo das margens dos criadouros.

Neste sentido, Alves et al. (1999, 2001) realizaram uma
série de estudos visando desenvolver e avaliar uma
formulagdo granulada de B. sphaericus, a base de sabugo de
milho moido, acrescido de 20% de biomassa fresca do
patogeno (6 x 10* UFC/g) e adjuvantes, sendo denominada
G4, cuja eficiéncia foi comprovada em laboratério, contra
larvas de C. quinquefasciatus.

Dando continuidade aos estudos com essa formulagao,
este trabalho foi realizado com o objetivo de selecionar novas
estirpes de B. sphaericus visando sua incorporacao na
formulagdo G4, a qual foi também avaliada em criadouros
artificiais e naturais.

Material e Métodos

Selecdo de estirpes. O trabalho foi realizado utilizando-se
estirpes de B. sphaericus pertencentes ao Banco de
Entomopatdgenos do Laboratério de Patologia e Controle
Microbiano de Insetos, Departamento de Entomologia,

Fitopatologia e Zoologia Agricola da Esalq/USP e larvas de
C. quinquefasciatus criadas no mesmo laboratorio.

Foram testadas 20 estirpes da bactéria, sendo 19 de origem
brasileira e a estirpe 2362, considerada padrao (Tabela 1).
Previamente a execu¢do dos bioensaios, as mesmas foram
encaminhadas a Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia
a fim de serem caracterizados por meio de serotipagem
baseada no antigeno flagelar. Uma vez caracterizadas, uma
amostra da cultura estoque das respectivas estirpes foi retirada
com alca de platina e transferida para erlenmeyers de 250 ml
de capacidade, contendo 50 ml do meio caldo nutriente +
extrato de levedura 0,1% (CNY), sendo incubados a 30 £ 1°C
€200 rpm, durante 24h (caldo pré-fermentado). Em seguida, 1
ml do caldo pré-fermentado de cada estirpe foi inoculado
seguindo os mesmos procedimentos anteriores, porém,
incubado durante 48h. O meio fermentado foi centrifugado e
o material precipitado foi coletado e transferido para um tubo
“ependorff” e armazenado em freezer a -10°C, até que fosse
utilizado nos bioensaios.

Para a realizagdo dos bioensaios amostras de 0,01g da
biomassa armazenada foram suspensas em 10 ml de agua +
espalhante adesivo 0,01% (Tween 80), em frascos de vidro
fechados com filme de PVC. Apos agitagdo durante 1 min, os
frascos foram submetidos a choque térmico (80°C durante 12
min), banho ultra-som por 5 min e agitagdo por mais 1 min,
com a finalidade de eliminar eventuais células presentes ¢
dispersar acimulos de esporos no material. Em seguida, com
o0 auxilio de uma camara de Petroff-Hauser determinou-se a
concentragdo de esporos totais nas suspensdes, que foram
entdo, padronizadas nas concentragdes de: 5 x 103, 2 x 103,
1 x 103 e 7 x 10? esporos/ml, consistindo cada uma delas em
um tratamento.

Aliquotas de 1 ml das diferentes suspensdes foram
inoculadas em copos plésticos contendo 99 ml de dgua
destilada e 15 larvas de C. quinquefasciatus no 3° instar,
sendo utilizadas quatro repeti¢cdes para cada tratamento. Na
testemunha, os copos foram inoculados com 1 ml de agua
destilada esterilizada + espalhante adesivo 0,01%.

Os copos foram mantidos em cdmara B.O.D. (26+1°C, 14h
de fotofase) e a mortalidade das larvas foi avaliada 24h e 48h
a aplicagdo. Foram selecionadas para a fase seguinte as
estirpes que causaram no minimo 90% de mortalidade.

As estirpes selecionadas foram novamente multiplicadas,
seguindo metodologia descrita anteriormente, ¢ ao final do
periodo de incubagao, foram retiradas amostras de 2 ml do
caldo fermentado de cada um dos frascos, que foram
submetidas ao choque térmico ¢ ultra-som e entdo diluidas
para 10” e 10 vezes. Em seguida, aliquotas de 5 pl de cada
diluicdo foram aplicadas em seis a oito pontos na superficie
do meio de cultura ANY (caldo nutriente acrescido de agar
20g/L) em placas de Petri (trés placas para cada repeti¢do),
seguindo uma adaptacdo da técnica desenvolvida por Rios,
citada por Alves et al. (1998).

As placas foram deixadas abertas na camara de fluxo
laminar por aproximadamente 10 min e, apds secagem, foram
incubadas a 30 = 1°C por 16h, quando entdo foram feitas
contagens do numero colonias em cada um dos pontos (UFC).

Os dados obtidos da produgdo foram submetidos a
analise de variancia, usando-se o teste F ¢ também a
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Tabela 1. Procedéncia e serotipos de estirpes de B. sphaericus avaliados contra larvas de C. quinquefasciatus.

Estirpe Local Procedéncia Serétipo’
ESALQ AM1 Manaus/ AM Solo do Rio Preto H5a5b
ESALQ MG2 Lavras/ MG Solo ndo cultivado ?
ESALQ MS1 Angélica/ MS Solo de pastagem H5a5b
ESALQ MS2 Corumba/ MS Ninho de formiga H5a5b
ESALQ MS3 Corumba/ MS Solo de beira de rio H5a5b
ESALQ MS5 Corumba/ MS Solo de beira de rio ?
ESALQ MS6 Corumba/ MS Solo de beira de rio H5a5b
ESALQ MS7 Corumba/ MS Solo de beira de rio H5a5b
ESALQ MS8 Corumba/ MS Solo de beira de rio H5a5b
ESALQ PI1 Paraiba/ P1 Solo de cultura de feijao H5a5b
ESALQ PR9 Arapongas/ PR Solo de rio H5a5b
ESALQ PR10 Arapongas/ PR Solo de borda de mata ?
ESALQ PR12 Arapongas/ PR Solo de reflorestamento H5a5b
ESALQ SCl1 Chapecé/ SC Solo de lavoura - EPAGRI H5a5b
ESALQ SP10 Alfredo Marcondez/ SP Solo cultivado H5a5b
ESALQ SP11 Presidente Bernardes/ SP Solo cultivado H5a5b
ESALQ SP12 Anhumas/ SP - H5a5b
ESALQ SP13 Capivari/ SP Solo de canteiro - residéncia ?
ESALQ SP16 Sao Pedro/ SP Solo H5a5b
2362 Liofilizado - Inst. Pasteur/Franca) H5a5b

'Caracterizag@o serologica realizada pela Embrapa/ Cenargen.
? = Nao houve relagdo com nenhum dos soros conhecidos.

comparagdo das médias de producdo pelo teste de Tukey,
utilizando o programa estatistico SANEST (Zonta & Machado
1987), sendo que para a compara¢do das médias os dados

1
foram transformados emx=—..

Ne

Avaliacdo da formulacio em criadouros artificiais. O
formulado foi colocado em baldes de plastico contendo 10 L
de agua e larvas de C. quinquefasciatus de 3° instar, ¢ foi
avaliado nas seguintes condicdes: agua desclorada (agua
limpa) e agua desclorada + 1% de esterco fresco de coelho
como fonte de matéria organica em suspensao (agua poluida).
Para cada condicao foram utilizadas trés repeticdes. Na
testemunha, as larvas foram mantidas em baldes contendo
agua limpa e com matéria-organica.

Inicialmente foi realizado o ensaio com agua poluida,
sendo os baldes mantidos em uma casa-de-vegetagdo sob
fotoperiodo natural. Entre a incorporag@o do esterco a agua
feita no inicio do més de dezembro de 1997 e a aplicagdo do
patdgeno decorreu o periodo de 10 dias.

Os baldes foram dispostos em fileiras de 4 x 3 e receberam
a formulagdo G4 (contendo 20% de biomassa fresca do
patogeno ou 6 x 108 UFC/g), nas concentragdes de 0,06; 0,12
e 0,24 g/balde, correspondentes a 1, 2 e 4 kg/ha, por serem

estas as concentracdes mais utilizadas nos trabalhos de
avaliacdo de formulagdes de B. sphaericus. Em seguida, os
recipientes foram infestados com 20 larvas de 3° instar de C.
quinquefasciatus, provenientes da criacdo do laboratorio.
Apdsum, dois, sete e dezoito dias da inoculagdo foram feitas
as avaliagoes, registrando-se o niimero de larvas nos baldes.
Em seguida, procedeu-se a recolonizagdo com a liberagdo de
20 larvas em cada um dos recipientes.

Posteriormente, foi realizado o ensaio em agua limpa, sendo
repetidos todos os procedimentos, porém, utilizando como
tratamentos a formulagao nas concentragdes proporcionais a
2 kg/ha e 4 kg/ha, e também a formulag@o comercial Vectolex®
(Abott Labs. Ltda.) (51,2% de B. sphaericus 2362), na
concentragdo de 4 kg/ha. Os baldes foram mantidos em uma
sala com temperatura controlada (26 = 1°C) e com fotoperiodo
natural (aproximadamente 14h de luz).

Para todos os experimentos, as médias foram comparadas
entre si, pela andlise da variancia com a aplicagao do teste F
e teste de Tukey, segundo delineamento experimental fatorial.

Avaliacdo da formulacio em lagoas de tratamento de
efluentes. O experimento foi realizado na cidade de Londrina,
Regido Norte do estado do Parana, de 5 a 20 de maio de 1998.
O local escolhido foi uma lagoa de tratamento de residuos de
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curtume de couro bovino, retangular ¢ com area de 800 m?. A
agua de cor escura, continha muita matéria organica em
suspensao, odor fétido, sendo um local apropriado para o
desenvolvimento de Culex spp. A lagoa vem sendo utilizada
desde o ano de 1994, para estudos de ecologia ¢ controle de
culicideos. Assim, o local ja ¢ bem conhecido quanto a
ocorréncia das espécies e niveis populacionais de pernilongos.

Antes da aplicacdo, foram feitas amostragens da
populacao de larvas, coletando-as com rede de nylon nos
vértices da lagoa, sendo os insetos levados ao Laboratorio
de Entomologia do Depto. de Biologia Animal e Vegetal, da
UEL para quantificagdo e identificagdo dos mesmos. Em
seguida, foi feita a aplicacdo manual da formulagdo G4, ao
longo de toda a margem, na propor¢ao equivalente a 2 kg/ha,
baseando-se nos resultados do experimento em criadouros
artificiais.

Os resultados obtidos durante as avaliagdes foram
comparados com os dados preliminares a aplicacdo, no
sentido de se estabelecer a redugdo percentual da populagéo
ao longo do tempo.

Resultados e Discussao

Selecdo de estirpes. As estirpes testadas acusaram, em todas

as concentracdes, mortalidade larval muito variavel, cujos
valores oscilaram entre 10 e 100%, em todas as concentragdes
utilizadas (Tabela 2).

As estirpes ESALQ MS1, ESALQ MS2, ESALQ MS3,
ESALQ PI1, ESALQ SC1 ¢ ESALQ SP16 mostraram baixa
atividade, ndo causando mais que 10% de mortalidade, mesmo
na maior concentragdo. Por outro lado, houve estirpes com
atividade entre 80% ¢ 100% de mortalidade, contudo, nio se
verificou nenhuma relagdo desta com o serotipo, uma vez
que a maioria foi caracterizada como pertencente ao serotipo
HS5.

Resultados semelhantes foram obtidos por Schenkel ez
al. (1992) e Vilarinhos et al. (1998), testando diversas estirpes
de B. sphaericus, e da mesma forma, embora a maioria deles
pertencesse a0 mesmo serotipo, houve grande variagdo na
eficiéncia contra larvas de culicideos. Além disso, o fato de a
estirpe padrdo ter sido menos eficiente que outras testadas
corrobora observacgdes de Vilarinhos et al. (1998), os quais
citaram estirpes com atividade superior a 70% em relagdo a
mesma estirpe 2362 (Tabela 2).

Assim, considerando-se estirpes de um mesmo serotipo,
a existéncia de diferencas na toxicidade pode se dever a
melhor expressdo das toxinas ou a produgdo em maior
quantidade por algumas estirpes em relagdo as demais, que

Tabela 2. Mortalidade média de larvas de 3° instar de C. quinquefasciatus submetidas as estirpes de B. sphaericus, 48h

apos a inoculagdo (Temp.: 26 £ 1°C, fotofase: 14h).

Concentragao (esporos/ml)

Estirpe 5x10° 2% 10° 1x10° 7 x 10 Testemunha
ESALQ AM1 100,0 100,0 100,0 100,0 0,0
ESALQ MG2 100,0 100,0 100,0 100,0 0,0
ESALQ MS1 10,0 0,0 0,0 0,0 0,0
ESALQ MS2 10,0 0,0 0,0 0,0 0,0
ESALQ MS3 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
ESALQ MS5 100,0 100,0 100,0 93,3 0,0
ESALQ MS6 933 933 98,3 933 0,0
ESALQ MS7 92,0 92,0 93,3 98,3 0,0
ESALQ MSS8 100,0 91,67 100,0 73,3 0,0
ESALQ PII 3,3 0,0 0,0 0,0 0,0
ESALQ PR9 100,0 100,0 95,0 90,0 0,0
ESALQ PR10 31,7 0,0 0,0 0,0 0,0
ESALQ PRI12 83,3 75,0 55,0 35,0 0,0
ESALQ SC1 3.3 0,0 0,0 0,0 0,0
ESALQ SP10 100,0 100,0 95,0 90,0 0,0
ESALQ SP11 100,0 95,0 70,0 45,0 0,0
ESALQ SP12 76,7 0,0 0,0 0,0 0,0
ESALQ SP13 98,3 100,0 100,0 100,0 0,0
ESALQ SP16 5,0 0,0 0,0 0,0 0,0
2362 100,0 86,25 50,0 0,0 0,0
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provavelmente pode ter ocorrido neste trabalho (R.M.L.
Schenkel, comunicagdo pessoal).

Em se tratando de um trabalho inicial de sele¢ao, optou-
se apenas pela contagem de esporos totais no preparo das
suspensdes, como forma de padroniza-las e para dar um
indicativo na escolha de estirpes que causassem, no minimo,
90% de mortalidade nas concentragdes mais baixas,
indicando o potencial larvicida elevado. Assim, foi possivel
agilizar o processo de selecdo inicial, obtendo-se pardmetros
indicativos da agdo patogénica das estirpes, visando estudos
mais aprimorados.

Na menor concentracao (7 x 10* esporos/ml), as estirpes
de melhor desempenho foram ESALQ AM1, ESALQ MG2,
ESALQ MS6, ESALQ MS7, ESALQ PR9, ESALQ SP10 e
ESALQ SP13. Considerou-se também a estirpe 2362 por ser
um padrdo de comparagao.

Com relagdo a produgdo de esporos, a estirpe ESALQ
MS6 foi a que mais produziu em comparacdo ao padrao 2362
(cerca de 20 vezes mais), diferindo significativamente deste
(P = 0,05), sendo que para os demais nao houve diferenga
quanto a esse parametro (Tabela 3).

Da mesma forma que para a atividade larvicida, variacdes
na producdo de esporos também sdo relatadas na literatura,
havendo inclusive isolados com capacidade de esporulagéo
muito acima da apresentada pelo isolado 2362 (Yousten et al.
1985, Schenkel et al. 1992).

Assim, a combinagdo entre os pardmetros producdo e
viruléncia levou a optar-se pela estirpe ESALQ MS6 para a
claboragdo da formula¢do denominada G4 desenvolvida por
Alvesetal. (2001).

Avalia¢io da formulagiio em criadouros artificiais. A atividade
do patogeno na agua contendo esterco foi constatada durante
todo o periodo de experimentagdo, ndo havendo diferenca
significativa (P > 0,05) entre as concentracdes nas duas
primeiras avaliagdes. Contudo, a partir do terceiro dia ocorreram
diferengas, visto que a reducdo na atividade larvicida nos
tratamentos de 1 kg/ha e 2 kg/ha foi grande. Embora
significativa, a redugdo da atividade na maior concentracao foi
menos intensa (Tabela 4).

Apos sete dias da aplicagdo, a mortalidade larval elevou-
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Tabela 3. Producao (média + EP) de Unidades Formadoras
de Colonias (UFC)/ml de meio das estirpes de B. sphaericus,
em caldo nutriente + extrato de levedura 1% (Temp.: 30°C,
200 rpm, 48h).

Estitpe UFC/ponto’ UFC/ml (x 10%)
n=9 n=9

2362 6,5 0,13+0,78 b

ESALQ AM1 7.3 1,50 + 0,82 ab
ESALQ MG2 10,4 2,00 + 0,68 ab
ESALQ MS6 15,1 3,00+1,79a

ESALQ MS7 9,3 1,85+ 1,35 ab
ESALQ PR9 12,8 2,57 + 3,86 ab
ESALQ SP10 13,0 2,60 + 2,30 ab
ESALQ SP13 12,4 2,49 + 3,03 ab

Meédias seguidas pela mesma letra nao diferem entre si ao
nivel de 5% de significancia, pelo teste de Tukey, submetidas
a transformacdo de x = 1/ Jy

' Médias expressas em seus valores originais.

2 Valores obtidos pela formula: ¢ = ™ onde m = média de
UFC/ponto e d = diluigao.

se significativamente em todas as concentragdes (P > 0,05),
provavelmente pela multiplicagdo da bactéria nas larvas
mortas que ndo foram retiradas dos baldes. Finalmente, na
ultima avaliagdo, a mortalidade larval igualou-se entre as
concentragdes € ocorreu nos mesmos niveis da atividade
original, ou seja, proximo de 100%.

Nos estudos realizados por Skovmand & Baudin (1997)
com uma formulagdo granulada avaliada em criadouros
artificiais, obteve-se em agua poluida 100% de mortalidade
larval durante sete dias, com a formulacdo aplicada na
concentracao de 3 kg/ha. Contudo, na avaliagdo de 11 dias a
atividade decresceu para 86%. Além disso, na dgua limpa aos
18 dias a mortalidade larval ainda era de 66%. Tais resultados

Tabela 4. Porcentagem de mortalidade de larvas de C. quinquefasciatus causada por B. sphaericus (formulagdo granulada
G4), aplicada em diferentes concentracdes em criadouros artificiais com dgua + esterco (Temp.: 28 £ 1°C, dezembro de 1997).

Concentragdo aplicada (kg/ ha)

Dias Testemunha 1 2 4
1 0,0 Ab 100,0 A a 100,0 A a 100,0 A a
2 0,0 Ab 80,0B a 90,0 A a 100,0 A a
3 0,0 Ad 17,5Dc¢ 42,5Cb 75,0Ba
7 0,0 Ad 37,5Cc 72,5Bb 82,5 AB a
18 0,0 Ab 95,0 Aa 97,5A a 95,0 Aa
C.V.=237%

Médias seguidas pela mesma letra maitscula na coluna e mintiscula na linha e dentro de cada tipo de 4gua, ndo diferem entre

si pelo teste de Tukey, com 5% de significancia.
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Tabela 5. Porcentagem de mortalidade de larvas de C. quinquefasciatus causada por B. sphaericus (formulagdes granuladas
G4 e Vectolex® em criadouros artificiais com agua limpa (Temp.: 25 + 1°C, dezembro de 1997)

) G4 Vectolex
Dias Testemunha
2 kg/ha 4 kg/ha 4 kg/ha
1 0,0Ac 60,0 B b 95,0Aa 100,0 A a
2 0,0Ac 65,0BDb 100,0 A a 100,0 A a
3 0,0Ac 75,0 AB b 86,7 A a 100,0 A a
7 0,0Ac 75,0 AB b 933Aa 95,0 Aa
18 0,0AD 95,0A a 95,0A a 100,0 A a

Médias seguidas pela mesma letra maitiscula na coluna e mintscula na linha e dentro de cada tipo de dgua, ndo diferem

entre si pelo teste de Tukey, com 5% de significancia.

foram cerca de 30% inferiores aos obtidos com a formulagao
G4, utilizada na concentragdo de 2 kg/ha (Skovmand &
Bauduin 1997).

Na comparagdo da atividade de G4 com o produto
Vectolex® nos criadouros artificiais com agua limpa, ambos
apresentam semelhanca na atividade larvicida, a despeito da
diferenca no percentual de bactéria presente na composi¢ao
de ambos os produtos testados. Além disso, embora a flutuagao
ndo seja o determinante para se ter boa eficiéncia do produto,
a formulagdo G4 permaneceu por mais tempo na superficie que
o produto Vectolex®, que decantou totalmente em menos de
24h, ainda que ndo tenha sido feita nenhuma quantificagao
(Tabela 5).

Avaliacdo da formulacio em lagoas de tratamentos de
efluentes. A espécie de pernilongo predominante foi
identificada como Culex saltanensis Dyar. A agdo do produto
sobre a populacdo de insetos iniciou-se a partir de 24h ap6s
aaplicacdo, com reducao de 21% do numero médio de larvas.

Tal redugdo acentuou-se ainda mais ao longo do periodo
de observagao, alcangando 85% de reducdo larval apds uma
semana e 94% ao final do periodo (cerca de 2 semanas apds

Tabela 6. Porcentagem média de redugdo populacional de
larvas de C. saltanesis em lagoa de tratamento de residuo
organico de cortume de couros, apds aplicacdo de B.
sphaericus (formulagdo granulada G4). Londrina,PR; maio
de 1998.

Dias .ap(')E Numero méldio pofgz(li;:%?)(r)lal
a aplicagdo de larvas (%)’
0 (pré-aplicagdo) 1049,4 + 54,36 -

1 826,6 + 28,09 21

3 556,3 + 30,31 47

7 157,4 £ 15,27 85

15 62,2 +3,75 94

'Referente a quatro pontos de coleta.
’Em relagdo ao niimero médio de larvas na avaliagdo pré-
aplicag@o.

aaplicagdo) (Tabela 6).

Ainda que de forma preliminar, a eficiéncia foi
demonstrada, pois ndo houve interrup¢do na atividade da
bactéria sendo a mortalidade continuamente crescente
durante o periodo de observagdo. Foi possivel observar a
presenca de ovos e larvas pequenas, indicando a reposi¢ao
natural dos insetos, contudo, a populacdo nao se elevou.
Deve-se mencionar que durante o periodo de experimentagao
nao foi registrada a ocorréncia de chuva.

Embora tenha se alcancado ao final do periodo de
avaliacdo um nivel elevado de controle, a reducao inicial da
populagdo foi de apenas de 21% e 47%, respectivamente,
para 24h e 48h apos a aplicagao.

Deve-se ressaltar, porém, que a avaliacdo larval, apds a
aplicacdo do bioinseticida, foi realizada com peneira, cuja
malha reteve principalmente larvas de 3° e 4° instares. Assim,
a baixa resposta numérica no resultado inicial de controle
pode indicar agao mais efetiva sobre larvas de instares iniciais.
Desta forma, as larvas maiores e menos suscetiveis
mantiveram-se vivas e as mais jovens (mais suscetiveis) foram
eliminadas, fazendo cair a populagdo nos dias subseqiientes,
pois as larvas de 3° e 4° instares transformaram-se em adultos,
ndo ocorrendo sucessdao de populagdes de larvas de
diferentes instares.

A mesma formulagao comercial Vectolex® foi testada em
pantanos para o controle de Mansonia uniformis (Theobald)
e os resultados foram semelhantes aos aqui obtidos com a
formulacdo G4, com controle inicial ndo tdo elevado (39% de
redugdo larval ap6s 4 dias da aplicagdo) e 87,5% de redugdo
na populacao larval 14 dias apds a aplicacdo do produto (Yap
etal 1991).

A menor eficiéncia verificada no presente estudo,
quando comparada aos resultados obtidos com o produto
Vectolex®, pode estar associada a concentrago aplicada.
Recomenda-se entre 5,6 kg/ha e 11,2 kg/ha do produto
comercial para 4reas infestadas e com elevada
concentracdo de matéria organica, como ¢ o caso do
ambiente estudado, e a formulagao experimental foi utilizada
em concentracdo bastante inferior. Além disso, pode-se
também atribuir tal diferenga a concentracdo de bactéria,
sendo que no produto comercial a concentragdo ¢ de 51,2%
em biomassa seca e no segundo 20% de biomassa fresca.
Também, o controle deve ter sido afetado pela liberacdo
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lenta do patdgeno agregado aos granulos da formulagio,
que somente com o passar de alguns dias atingiu a
concentracao adequada de esporos e cristais para causar
elevado percentual de mortalidade. E possivel que as
larvas mortas tenham disponibilizado mais ino6culo,
contribuindo para o controle mais eficiente.

Desta forma, frente aos resultados obtidos, e
considerando que a formulacdo G4 apresenta-se estavel,
mantendo 100% da eficiéncia contra larvas de C.
quinquefasciatus ap6s 10 meses de armazenamento em
condigdes ambiente e 50% apos permanecer por 60 dias a
50°C (Alves et al. 2001), conclui-se que a mesma apresenta
excelente potencial para utilizagdo no controle de pernilongos,
sendo necessarias novas avaliagdes em diferentes condicdes,
seja populacional ou ambiental.
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