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B. sphaericus 2362 larval activity against Anopheles (Diptera, Culicidae) in the rivers from Amazon, Brazil

ABSTRACT - Studies addressing vector control are important due to the high incidence of malaria
in Amazonia. The present study aims to analyze the larvicidal activity of Bacillus sphaericus 2362
against anophelines in Amazonia. Laboratory assays testing B. sphaericus 2362 as lyophilised in
waters collected from anopheline breeding sites in the Solimoes and Negro Rivers, were carried out
on Anopheles nuneztovari larvae. A field test using a Bacillus sphaericus 2362 formulation, named
Spherico, was applied on Anopheles species in the natural breeding sites in the Solimoes and Negro
Rivers. Laboratory bioassay showed that, the B. sphaericus tested dosage are not efficient in the control
of A. nuneztovari larvae in black water, with CL50= 0.563ppm, compared to the larvicide dosage
found in white water presenting CL50= 0,859 ppm, in the 24 h reading, with a significance of p>0.05.
Regression straight lines point out that in the highest B. sphaericus 2362 dosages (1 ppm, 0.5ppm),
there was higher mortality rate against this target species in black water, than that found in white water.
In the field assays the Anopheles predominant species, both in black and white water breeding sites,
were A. triannulatus (74%) and A. albitarsis (22%). The present study showed a decrease in the man
hour larval index (MHLI) values following the larvicide application, both, in Solimdes and Negro
River breeding sites, as compared to that found prior to the treatment. The Solimdes River breeding
site, presented a value of MHLI equal to 72% wherever the highest Spherico formulation (0.2mL/
m2) was applied, and MHLI of 18% where the lowest larvicide dosage was applied (0.025mL/m?2),
both values were found in the 48 h evaluation. In the Negro River, the MHLI was 53 and, 11%, for
the highest and lowest Spherico tested dosage. The activity of the B. sphaericus 2362 and Spherico
formulation on anopheline larvae differed significantly between the two water types tested (Solimdes
and Negro Rivers).

KEY WORDS - Malaria, Biological control, Anopheline, Bacillus.

RESUMO - Devido a alta incidéncia de malaria na Amazonia, estudos que contemplem o controle de
vetores sao muito importantes. O estudo objetivou analisar a atividade larvicida de Bacillus sphaericus
2362 contra anofelinos em condi¢des amazoénicas. Ensaios em Laboratério foram realizados com B.
sphaericus 2362 liofilizado utilizando 4gua coletada dos rios Negro (4gua preta) e Solimdes (d4gua branca)
contra larvas de Anopheles nuneztovari. Testes em campo usando um formulado de B. sphaericus 2362,
denominado Spherico, foram realizados em criadouros de espécies de Anopheles sp localizados nos
rios Solimdes e Negro. Os bioensaios apontaram maiores niveis de mortalidade observados na leitura
de 24 horas, nos dois tipos de agua, de forma acentuada nas duas maiores doses. Mas, o valor da CL50
foi menor na dgua preta em relagdo a dgua branca. Portanto, as doses efetivas foram qualitativamente
iguais, porém, quantitativamente diferentes; com valores da Poténcia Relativa (PR) mostrando que na
agua preta, para matar 50% das larvas na leitura de 24 horas, hd necessidade de uma concentracdo de
1,435 vez menos isolado do que se necessita na agua branca. Nos estudos das atividades do formulado
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Spherico contra anofelinos em campo, em que as espécies predominantes nos criadouros dos rios
Negro e Solimées foram A. triannulatus e A. albitarsis mostraram que houve um maior valor de ILHH
(Indice de larva por homem hora) na 4gua branca do que na 4gua preta, denotando maior redugio de
larvas no rio Negro. A atividade larvicida do formulado Spherico (B. sphaericus 2362) sobre as larvas de
anofelinos apresentou diferenca significativa entre os dois tipos de aguas testados. A atividade larvicida
de B. sphaericus 2362 contra larvas de anofelinos em laboratdrio e campo utilizando dguas dos rios
Negro e Solimdes diferiram significativamente entre os dois tipos de dgua.

PALAVRAS-CHAVE - Malaria, Controle Biologico, Anofelino, Bacilo.

As condi¢des ambientais da regiao Amazonica favorecem
o desenvolvimento de mosquitos vetores de doengas,
especialmente os anofelinos que transmitem a malaria
(Tadei, 2001).

A dinamica de transmissdo da malaria pode ser
observada pelos estudos dos vetores, determinando o grau
de vulnerabilidade para as diferentes areas de risco (Tadei,
2001). Essa caracteristica focal da malaria na Amazonia esta
relacionada, dentre outros fatores, aos diferentes ambientes
aquaticos encontrados na regido. Sdo as aguas pretas do rio
Negro e as aguas brancas do rio Solimoes (Sioli & Klinger,
1962) que proporcionam condi¢des do contato do homem
ribeirinho com o vetor durante o pulso das enchentes,
originando a sazonalidade da manifesta¢ao da doenga.

As aguas pretas, pobres em nutrientes e acidas, favorecem
a reprodugdo do Anopheles darlingi Root, 1926 no igapo.
As aguas do rio Solimdes sdo ricas em sélidos minerais
em suspensao e as espécies de mosquitos predominantes
pertencem ao género Mansonia, mas espécies de Anopheles
sdo observadas em baixa densidade (Tadei, 2001).

Ressalta-se a importancia desses ambientes para o
desenvolvimento das formas imaturas (larvas) de mosquitos
e as dificuldades ai encontradas para o controle das mesmas.
A importancia do seu controle na quebra da cadeia de
transmissao ¢ um ponto relevante em areas onde as colegdes
de aguas sdo predominantes, impedindo o contato do homem
com o vetor. Alternativas de controle das formas imaturas de
vetores na Amazonia devem ser apontadas em face também
da resisténcia de mosquitos aos inseticidas quimicos (Kelly-
Hope et al., 2005; Vatandoost et al., 2005). Outro aspecto a
ser considerado na busca de alternativa de controle desses
vetores, na agua do ambiente Amazonico, ¢ o uso de produtos
ndo poluentes, devido a grande importancia desse bidtopo.

O controle bioldgico de vetores da malaria na Amazonia,
por meio do uso de larvicidas bacterianos, ¢ de grande
relevancia quando se considera a preserva¢do ambiental e
a busca de métodos eficazes na atuac¢do contra as formas
imaturas (Tadei & Rodrigues, 2002). Dentre os patdgenos
mais efetivos nos programas de malaria, citam-se espécies
de bactérias do género Bacillus — B. thuringiensis ¢ B.
sphaericus (Habib, 1989; Barjac, 1990; Regis, 2000). Estudos
apontam a existéncia de efetividade de B. sphaericus estirpe
padrao 2362 (WHO, 2005), contra espécies de Anopheles em
condigdes de laboratorio, além das estirpes isoladas de solos
brasileiros, que sdo mais efetivas no controle de anofelinos
que a estirpe padrdo (Rodrigues et al., 1999).

Neste trabalho, a atividade larvicida de B. sphaericus
estirpe 2362 liofilizada e do formulado Spherico SC foi
estudada contra espécies de Anopheles da Amazdnia,
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utilizando-se aguas pretas do rio Negro e aguas brancas
(barrentas) do rio Solimdes, em ensaios de laboratdrio e
de campo, visando obter respostas quanto ao uso de B.
sphaericus 2362 nesses ambientes diferenciados contra
vetores de doencas e identificar um formulado efetivo para
a Amazonia.

Material e Métodos

Bioensaios em Laboratério. Os bioensaios foram
realizados com larvas de terceiro estadio, as quais se
originaram de fémeas obtidas da natureza, levadas para o
Insetario do Laboratério de Malaria e Dengue do Instituto
Nacional de Pesquisas da Amazonia e foram mantidas em
temperatura constante, com média de 26+2°C e umidade
relativa variando entre 80 ¢ 90%. As fémeas foram criadas
no insetario seguindo-se os métodos descritos por Scarpassa
& Tadei (1990).

A medida de pH das aguas foi tomada anteriormente a
realizagdo dos bioensaios, que consistiram de copos plasticos
contendo 100 mL de agua preta proveniente do rio Negro, ou
agua branca do rio Solimdes, vinte larvas de A. nuneztovari, 1
mL de alimento liquido e o volume de suspensao bacilar para
atingir a concentrag@o previamente definida. As dosagens de
B. sphaericus 2362 utilizadas nos testes foram (em ppm): 1
-0,5-0,25-0,12-0,06-0,02-0,01 ¢ o controle onde nao
foi adicionado o entomopatdgeno. Posteriormente, foram
realizadas as leituras de 24 e 48 horas do contato da larva
com o bacilo.

A concentragao letal para matar 50% da populagao alvo
(CL,,), assim como os valores de probit expressos pelas
retas de regressdo, foi calculada utilizando-se o programa
POLO-PC (Finney, 1981).

Ensaios em condigdes de campo na Amazonia.

(1) Areas de estudo e criadouros alvo dos testes. Os
estudos foram desenvolvidos em areas dos rios Negro
e Solimdes onde existiam criadouros de anofelinos
naturalmente encontrados nesses rios. Um levantamento
preliminar indicou locais com presenga de no minimo 70
larvas de anofelinos. Amostras de larvas foram coletadas
para serem identificadas posteriormente no laboratério, com
a utilizacdo das chaves taxonomica de Lane (1953).

Os locais selecionados como alvo deste estudo é: (1) rio
Negro — Chiboreminha (S03°14°42,9” W60°02°11,6”), Cacau
Piréra (S03°13°59,6” W60°01°41,3”), Catalao (S03°12°40,6”
W60°02° 10,9”) e Curupira (S03°10°20,3” W59°55°53,7”) e
(2) rio Solimdes - Imbauba (S03°18°54,9” W60°02°50,9”),
Comprido (S03°17°36,4” W59°58°21,3”), Cobra Grande
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(S03°17°49,8” W59°59°50,7”) e Redondo (S03°17°36,5”
W59°58°21,4”). Estes se caracterizam por possuirem muita
vegetagdo aquatica (macrofitas, gramineas, aningais, etc)
nas suas margens. Também eram ensolarados, ou semi-
sombreados, formando pequenos lagos ou enseadas ao longo
do curso dos rios. As medidas de potencial hidrogenionico
(pH) e temperatura (°C) foram também realizadas nesses
criadouros.

(2) Aplicagdo e avaliagdo do larvicida bacteriano. Foi
utilizado o larvicida bacteriano Spherico SC, formulado
liquido de B. sphaericus, estirpe 2362, com poténcia de
1700 ITU/mg (5%). A dose recomendada para aplicagdo
pelo fabricante € 0,075 mL/m2. O Spherico ¢ um formulado
que foi produzido pela empresa Geratec, em colaboragdo
com a EMBRAPA/CENARGEN - Brasilia. As aplicagdes
foram feitas com bomba Hudson X-Pet convencional, e as
doses utilizadas, em mL/m2, foram: 0,2; 0,1; 0,05 ¢ 0,025,
tanto em aguas pretas como em aguas brancas. Durante a
aplicag@o cobria-se um raio de aproximadamente dois metros
da margem do criadouro para o centro, ¢ o deslocamento foi
realizado por barco.

A avaliacdo da atividade larvicida foi realizada por meio
do acompanhamento da densidade larvaria. Realizaram-se
leituras prévias, registrando-se as larvas na pré-aplicag@o,
considerando os quatro estadios do desenvolvimento. Apos
o tratamento com o Spherico SC, as leituras foram feitas em
24,48 e 72 horas. Essas medidas ocorreram seguindo-se os
seguintes critérios: (1) As coletas foram realizadas em trés
pontos de cada criadouro; (2) Esfor¢o de coleta em cada
ponto do criadouro com durag@o de vinte minutos (método
utilizado pelo laboratério de Malaria e Dengue).

As coletas, para dimensionar a densidade larvaria nos
criadouros, ocorreram com o auxilio de concha padrao
com capacidade volumétrica de aproximadamente 350
mL, diametro de abertura de 11cm e cabo de manuseio
de um metro; vidros transparentes e um conta-gota. Para
dimensionar a densidade larvaria nos diferentes estadios,
adotou-se o calculo do Indice de larva por Homem Hora
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seguindo a formula descrita por Tadei et al. (2007):

L N
ILHH = Z %‘&
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o

onde: N=n° exemplares de larvas, C=n
de coletores, h=n° de horas de coleta e
L=n° de locais de coleta.

A analise estatistica avaliando a atividade larvicida do
formulado aplicado nos criadouros de anofelinos do rio Negro
e rio Solimdes foi feita pelo teste do qui-quadrado.

Resultados

Ensaio em Laboratorio. Os resultados da atividade
larvicida de B. sphaericus 2362 liofilizado contra larvas de
terceiro estadio de A. nuneztovari, foram obtidos em aguas
de pH= 4,26 (4guas pretas do rio Negro) e pH=6,56 (aguas
brancas do rio Solimdes). Tais resultados indicaram maiores
niveis de mortalidade observados na leitura realizada 24 horas
apos, nos dois tipos de agua, de forma acentuada nas duas
maiores doses (1 e 0,5 ppm); nas doses intermediarias de
0,25 ¢ 0,12 ppm, houve uma equivaléncia de toxicidade nas
duas leituras e, nas menores doses — de 0,06 a 0,01 ppm, a
mortalidade foi maior na leitura de 24 horas, isto €, o maior
efeito toxico foi verificado na primeira observacdo (Figura
1). A andlise de qui-quadrado indicou que houve diferenca
significativa do nivel de mortalidade quando se compara os
dois tipos de agua na leitura de 24 horas (X2=11,39; g.1.=1;
P<0,001) e de 48 horas (X2=17,6; g.1.=5; P<0,01).

As analises dos resultados indicaram em todas as
equagdes de regressdo (Figura 2) que os valores de t foram
significativos para os coeficientes angulares, em nivel de 5%,
tanto para a agua preta (24 horas: t = 14,05; 48 horas: t =
19,23) como para a dgua branca (24 horas: t=11,12; 48 horas:
16,45). Os valores de qui-quadrado nao foram significativos
em todas as observacdes (Tabela 1), indicando a aderéncia
dos dados ao modelo da analise de Probite.

Em relagdo as concentragdes letais CL, (IC0,05) e CL,,
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Figura 1. Porcentagem de mortalidade de Bacillus sphaericus 2362 contra larvas de Anopheles nuneztovari em aguas do

rio Negro e do rio Solimdes, em laboratorio.
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Tabela 1. Concentracdo Letal (CL) de Bacillus sphaericus 2362 encontrada nos bioensaios contendo larvas de Anopheles

nuneztovari ¢ aguas dos rios Negro e Solimdes.

Leitura Tipo de

Equagao de regressao CL,,(ppm) IC .

(horas)  dgua
24 preta  Y=5,502+2,017*logx 0,563 (0,509-0,629)
branca  Y=5,117+1,773*logx 0,859(0,674-1,226)
preta Y=6,170+2,116*logx 0,280(0,242-0,322)
48 branca  Y=5,804+1,877*logx 0,372 (0,312-0,445)

48 horas

dgua preta |
..--l""---

2 4
F
8 5] .
a dgua branca
2]
9
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0,06 012 0,25 05 1
Doses (ppm}

Figura 2. Valores de probite observado nos bioensaios
com Bacillus sphaericus 2362 contra larvas de Anopheles
nuneztovari.

(IC0,05), comparando-se agua preta e agua branca, os dados
indicaram que o intervalo de confianga disjunto ocorreu
apenas para a CL,, na leitura de 24 horas (Tabela 1). Nesta
Gltima, o valor da CL, para a dgua preta foi menor - 0,563
ppm — em relagdo ao observado para a agua branca - 0,859
ppm.

Levando-se em consideracdo as comparagdes dentro de
cada tipo de 4gua nas duas leituras (A) e nos dois tipos de
agua em cada leitura (B), os resultados evidenciaram que
tanto em A como em B, a hipotese de igualdade foi rejeitada,
ou seja, a inclinag@o e os pontos de intersec¢do no eixo de
y s30 0S mesmos.

Considerando a mortalidade nas leituras e nos dois
tipos de agua, observou-se que em ambos os casos (A ¢ B)
os valores de qui-quadrado foram significativos para cada
leitura, rejeitando a hipotese de igualdade da mortalidade.

CL,,(ppm) IC, . n X2 gl P tIC,
2,434 (1,948-3,247) 300 2,719 5 0,90< >0,70 14,05
4,539(2,582-13,342) 300 10,501 5 0,10<>0,05 11,12
1,129 (0,903-1,511) 300 7,250 5 0,30< >0,10 19,23
1,796 (1,326-2,764 ) 300 8,037 5 0,30< >0,10 16,45

Levando-se em conta o teste de paralelismo, ou seja, testar
a hipotese de que os coeficientes angulares das regressoes
ndo foram significativamente diferentes, a hipotese de
paralelismo foi aceita, pois os valores de qui-quadrado ndo
foram significativos em todas as comparagdes (24 horas =
P> 0,554; 48 horas = P> 0,556).

A hipotese de igualdade foi rejeitada e ha paralelismo
entre as retas, ou seja, os coeficientes angulares das regressoes
ndo foram significativamente diferentes. As doses efetivas
foram qualitativamente iguais, porém, quantitativamente
diferentes.

Os valores da Poténcia Relativa (PR) foram calculados
pelo programa com base nos dados obtidos nos bioensaios.
Os resultados evidenciaram que na agua preta, para matar
50% das larvas na leitura de 24 horas, houve necessidade de
uma concentragdo de 1,435 vezes menos do isolado que se
necessita na agua branca. Assim ao considerar as mesmas
condi¢des e a leitura de 48 horas, sdo necessarias 1,321 vezes
menos Bacillus.

Ensaios em condigdes de campo. Diversidade de espécies
nos criadouros. Os resultados do levantamento prévio da
diversidade de espécies de larvas nos criadouros naturais
encontrados nos testes realizados nos rios Negro ¢ Solimdes
indicaram que as espécies de Anopheles encontradas foram
as do Subgénero Nyssorhynchus Blanchard, 1902, entre elas:
Anopheles albitarsis Lynch Arribalzaga, 1878; Anopheles
nuneztovari Gabaldon, 1940 e Anopheles triannulatus Neiva
& Pinto, 1922; ¢ do Subgénero Anopheles Meigen, 1818,
que sdo: Anopheles braziliensis (Chagas, 1907) e Anopheles
peryassui Dyar & Knab, 1908. Os registros de A. albitarsis,
A. nuneztovari e A. triannulatus referem-se as espécies latu
sensu. A espécie predominante foi 4. triannulatus, com 74%,
seguido de A4. albitarsis, com 22%. Outro aspecto importante
observado esta no fato de ndo haver uma grande diversidade

Tabela 2. Comparagio dos bioensaios realizados com aguas dos rios Negro ¢ Solimdes referentes a hipdtese de paralelismo

e igualdade.
Leitura Tipo X2 gl P
(horas) de agua
A
24/48 preta 114,58 2 P<0,0001
24/48 branca 116,94 2 P<0,0001
B
24 branca/preta 25,033 2 P<0,0001
48 branca/preta 21,056 2 P<0,0001
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Hipotese de X2 gl P Hipotese de
igualdade palalelismo
rejeitada 0,351 1 P>0,554 aceita
rejeitada 0,348 1 P>0,556 aceita
rejeitada 1,593 1 P>0,207 aceita
rejeitada 2,626 1 P>0,105 aceita
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Rodrigues et al.

Tabela 3. Média do indice de larvas (ILHH) maduras de espécies de Anopheles encontrado em criadouros de dguas do rio

Negro e do rio Solimdes tratados com o formulado Spherico.

Criadouros Leitura (horas)
Leitura prévia (31(4)71?2) 48 72 Total
Rio Solimées
Imbauba 38,25 (35) 0,2 19,51(51) 27,45(72) 14,44(38) 61,4(49)
Redondo 24,41(22) 0,1 7,98(33) 3,05(12) 6,02(25) 18,86(15)
Cobra Grande 33,44(30) 0,05 12,66(38) 2,55(8) 12,33(37) 24,28(20)
Comprido 13,85(13) 0,025 4,49(32) 5,76(41) 5,38(39) 20,5(16)
Total 109,95 (100) 44.,64(41) 38,81(35) 38,17(35) 125,04(100)
Rio Negro
Catalado 50,32(39) 0,2 27,23(54) 26,86(53) 20,37(40) 74,46(48)
Chiboreminha 24,43(18) 0,1 7,51(31) 11,21(46) 7,83(32) 21,03(14)
Curupira 26,7(20) 0,05 11,28(42) 8,14(30) 9,07(34) 29,12(19)
Cacau Piréra 30,89(23) 0,025 16,47(53) 3,44(11) 9,27(30) 29,17(19)
Total 132,34(100) 62,49(41) 44,14(29) 47,15(30) 153,78(100)

das espécies de Anopheles nos criadouros de dgua preta em
relacdo ao de dgua branca, nos quais ocorreram os testes.

As medidas de temperatura e do potencial hidrogeniénico
(pH) encontrados nesses criadouros naturais dos rios Negro
e Solimdes mostraram valores de temperatura que variaram,
nos criadouros de agua branca, entre 28 ¢ 31°C e, nos de agua
preta, entre 29 e 31°C. O pH medido nas margens desses
criadouros, no local onde as larvas foram coletadas, mostrou
uma média de 7,12 na dgua branca e de 4,25 nos criadouros
de agua preta.

Atividade Larvicida do formulado nos criadouros.
Observou-se pelos resultados que, apos a aplicagdo do
larvicida, houve diminui¢ao do indice de larvas por homem/
hora (ILHH), se comparados aos indices obtidos antes do
tratamento (Tabela 3). Constatou-se, também, maior valor
de ILHH na agua branca do que na agua preta. Na leitura de
48 horas, a porcentagem de larvas encontrada nos criadouros
de agua branca (rio Solimdes) foi de 72% no Imbatba, onde
aplicou-se a maior dose do formulado (0,2 ml/m2), enquanto
que, no Comprido, onde foi aplicada a menor dose do
larvicida (0,025 ml/m2), observaram-se 18% de larvas. No
criadouro Cataldo, no rio Negro, a porcentagem de presencga
de larvas foi de 53%, onde foi aplicada a maior dose (0,2 ml/
m2) de Spherico; no Cacau Piréra, com menor dose aplicada
do larvicida (0,025 ml/m2), observaram-se 11% de larvas,
ambas na leitura de 48 horas.

Nesse trabalho, enfocou-se o uso dos larvicidas
bacterianos, para manutengao dos rios Solimdes e Negro,
livres de residuos de inseticidas poluentes. No entanto,
alguns fatores podem influenciar na atividade larvicida destes
bacilos em relacdo a populagdo alvo, quando introduzidos
nos diferentes habitats dos mosquitos, podendo-se citar
dentre estes, radiagdo solar, profundidade da dgua, modo
de alimentag@o do inseto ¢ a qualidade da agua (Barjac,
1990). Glare ¢ Callaghan (1998) relatam sobre a influéncia
da qualidade da agua na eficacia de Bacillus thuringiensis
israelenses incluindo a presenca de poluentes, salinidade,
particulas orgénicas e inorganicas. Ramoska et al. (1982)
constataram que a eficdcia do esporo-cristal de formulagdes
de B.t.i. contra larvas de Culex quinquefasciatus ¢ Aedes
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aegypti decresce em meio aquoso que contenha uma
concentragdo de solo ou argila com particulas maiores ou
igual a 0,5 mg/mL.

Discussao

Na natureza, as fémeas de Anopheles, dentre outros
culicideos, colocam seus ovos diretamente na superficie
da dgua ou em substratos umidos, geralmente na periferia
de colegdes de agua de rios, igarapés, lagos, etc. Autores
destacam a selegdo dos locais de reprodugdo feita pelos
mosquitos, detectando fatores do meio importantes para
o seu desenvolvimento biologico, tais como os biofisicos,
microorganismos, matéria organica em decomposicao de
diferentes naturezas, dentre outros (Glare e Callaghan 1998).
Locais preferenciais no Amazonas para o desenvolvimento
de anofelinos tem origem de dois grandes rios que possuem
ecossistemas bastante diferentes, o rio Solimdes e o rio Negro
(Tadei et al. 2005).

O Solimdes ¢ um rio geologicamente mais jovem (Lopes,
1992), com grande producdo primaria, isto ¢, sintese de
matéria organica a partir de gas carbonico, sais minerais
e energia solar (Sioli, 1968), e, portanto, ha presenca de
macroéfitas flutuantes e fitoplancton (Lopes, 1992). O pH
tende ao neutro (6,85 a 7,20) para um ciclo hidrologico
completo (Lopes, 1992).

O rio Negro ¢ geologicamente mais antigo, suas aguas
pretas sdo ricas em compostos humicos dissolvidos, os
quais auxiliam na permanéncia do pH acido do rio (Santos
1983); a fertilidade é minima, com baixa condutividade
elétrica, assim como a produgdo primaria (Sioli & Klinger,
1962; Walker,1995). Outra caracteristica destas aguas ¢ a
grande quantidade de bactérias Gram positivas chamadas
Chromobacterium violaceum (Bacillus violaceus). Analise
bacteriologica de amostras de agua preta apontou que sdao
encontradas 500 colonias de C. violaceum por milimetro de
agua, e Caldas (1991) demonstrou que a violaceina tem agao
fotobioldgica sobre bactérias, linhagens de Staphylococus
epidermidis. O virus que esta contido no DNA do S.
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Epidermidis era induzido quando se adicionava violaceina a
cultura em fase exponencial de crescimento; demonstrando
uma sobrevivéncia de cem por cento a luz.

Os primeiros testes examinando o efeito do pH ¢ a
eficacia de bioinseticidas, em laboratorio, foram realizados
por Lacoursiére e Charpentier (1988), utilizando B.t.i. contra
simulideos. Estes autores observaram que a alta mortalidade
de larvas S. decorum ocorriam em valores altos de pH (9,0).

Tian-min et al. (1989) testaram o isolado de B. sphaericus
denominado BS-10 contra larvas de Culex pipiens pallens
(Coquillett) em diferentes valores de pH, observando que
quanto menor o valor dentre os pHs estudados do meio,
maior a porcentagem de mortalidade para uma concentragao
de 0,3 ppm e 0,6 ppm de BS-10. Outros autores, testando
solucdes tamponadas de pH sob a atividade de B. sphaericus
(0,5e 1 ppm) e B. thuringiensis (0,1 e 0,5 ppm) contra Culex
quinquefasciatus Say, 1823 em 48 horas de exposicao,
em condi¢des de laboratorio, observaram mortalidades
diferenciadas. Para a dose de 0,5 ppm de B. sphaericus,
utilizando-se as médias de pH acidos (4,3 e 5,6) apresentaram
valores de mortalidade de 67 e 76% respectivamente; e para
o pH alcalino (8,3), na mesma dose, a mortalidade foi de
95% (Ramoska, 1982) .

Observaram-se neste estudo maiores niveis de mortalidade
na leitura de 24 horas, nos dois tipos de agua, de forma
acentuada nas duas maiores doses. Mas, o valor da CL_,
foi menor na agua preta em relagdo a agua branca. Os
testes relativos as retas de regressdo quanto a diferenga de
mortalidade entre os dois tipos de dguas e entre as leituras
mostraram que a hipotese de igualdade foi rejeitada.
Portanto, as doses efetivas sdo qualitativamente iguais,
porém quantitativamente diferentes; com valores da Poténcia
Relativa (PR) mostrando que na dgua preta, para matar 50%
das larvas na leitura de 24 horas, ha necessidade de uma
concentracao de 1,435 vez menos isolado do que se necessita
na agua branca.

O B.t.i. apresentou percentuais de mortalidade de 100%
na dose de 0,5 ppm para os valores de pH de 4,3, enquanto
nesta mesma dose para pH 8,3 a toxicidade foi de 94%
(Mulligan et al., 1980). Lacey, Mulla e Dulmage (1987)
registraram uma correlagcdo positiva entre aumento do pH
e da patogencicidade de B. thuringiensis subsp. kenyae
para Simulium vittatum. A redug@o da eficacia de B.t.i. em
aguas acidas, segundo estes autores, precisa ser confirmada
em estudos de controle em condi¢des de campo (Barjac,
1990).

Barjac (1990) ressalta fatores bidticos e abidticos que
influenciam na atividade de Bacillus no ambiente, dentre
estes a qualidade da agua. Um numero de estudos tem
sido conduzidos sob condi¢des de laboratério e de campo
simulado para determinar a lista de alguns destes fatores
que afetam a atividade e a poténcia do Bti (Barjac, 1990).
Ressalta-se a cobertura vegetal, a baixa temperatura e a
profundidade da agua.

Nos estudos das atividades do formulado Spherico contra
anofelinos em campo, em que as espécies predominantes nos
criadouros dos rios Negro e Solimoes foram A. triannulatus e
A. albitarsis mostram que houve um maior valor de ILHH na
agua branca do que na dgua preta, denotando maior redugo
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de larvas no rio Negro. A atividade larvicida do formulado
Spherico (B. sphaericus 2362) sobre as larvas de anofelinos
apresentou diferenca significativa entre os dois tipos de
aguas testados.

Constatou-se, portanto, aumento da eficacia de B.
sphaericus 2362 quando aplicado na agua preta do rio Negro.
A pergunta que sequencia esta constata¢do ¢é: Porque B.
sphaericus aumenta sua atividade larvicida em agua acida
do rio Negro? O que ocorrera com B. sphaericus quando
cultivado com 4gua do rio Negro?

O formulado Spherico mostrou uma redu¢do moderada
nos criadouros em condigdes Amazodnica. Sera que
poderemos obter um formulado mais adequados para o
controle de vetores na Amazonia utilizando agua do rio
Negro?
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