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1. Introducéo

Dengue, doenca causada pelo virus do género Flavivirus é a segunda arbovirose mais importante no
mundo em relacdo ao nimero de pessoas infectadas (Gluber 1994). O vetor da dengue, mosquito Aedes
aegypti se desenvolve em ambientes aquaticos na sua forma imatura, dividindo este ambiente com outros
insetos benéficos, denominados entomofauna acompanhante ou entomofauna ndo alvo. Alguns insetos
aquéticos exercem pressao regulatéria aos vetores por se alimentarem dos mesmos. Além disso, os
insetos ndo-alvo tém importante papel na ciclagem de nutrientes e alguns sdo utilizados como
bioindicadores de impacto ambiental (De Barjac 1990; Silva 2001; Cauper 2003). A seguran¢a dessa
entomofauna ndo alvo é considerada pela Organizagdo Mundial de Saide como um dado importante na
aplicacdo de qualquer inseticida, uma vez que a mesma contribui para o equilibrio ali existente.

O combate ao vetor, Aedes aegypti, vem sendo uma estratégia de controle aplicada. Uma das melhores
formas de combate consiste em prevenir o seu desenvolvimento enquanto larva, atacando os criadouros
em potenciais (Gluber 1994). A utilizacdo de um organismo Vvivo, nesse caso, bactérias
entomopatogénicas - Bacillus thuringiensis israelensis (Bti)- para controlar outro organismo - os vetores- &
o principio do controle biologico. Ressalta-se sua importancia devido a seguranca para a saude humana e
seguranga da fauna acompanhante (Alves 1986; Frederici 1995; Rodrigues 2006).

Estudos pioneiros na Amazbnia relacionando larvicidas com a entomofauna ndo-alvo vém sendo
desenvolvidos em campo e laboratério ha cerca de cinco anos. Mas a maioria destes estudos é realizada
verificando o efeito do larvicida na entomofauna com habito alimentar filtrador, ingerindo diretamente as
bactérias. Sobre ingestéo indireta apenas recentemente vem sendo estudado por este mesmo laboratério.
Este trabalho tem como objetivo geral: conhecer os efeitos do Bacillus thuringiensis var. israelensis. sobre
Notonectidae (Hemiptera) através da ingestdo de larvas expostas ao formulado de Bti. E como objetivos
especificos: coletar ovos de Aedes aegypti e Notonectidae em campo; alimentar larvas de A. aegypti com
Bti em condi¢des de laboratorio; realizar bioensaios com Notonectidae e larvas de Aedes infectadas com
Bti e divulgar os resultados do projeto.

2. Material e Métodos

Os Notonectideos foram coletados nos tanques de piscicultura do INPA-Campus V-8. Os ovos de Aedes
aegypti obtidos para a criacéo da ovoteca foram doados pelo Lab. de Malaria e Dengue do INPA. Para a
coleta dos Notonectidae foi utilizada rede entomoldgica do tipo rapiché, passadas na superficie da agua
para a obtencdo dos individuos. Os individuos foram coletados em oito excursdes e levados para o
laborat6rio em bandeja de polietileno para a realizagdo dos bioensaios, ou seja, exposicdo indireta ao
larvicida.

Para a realizagdo dos bioensaios foi criada a ovoteca a fim de se obter os ovos de A. aegypti e um
insetario para os adultos com a finalidade de obtencdo de ovos. Os ovos obtidos na ovoteca eram
colocados para eclodir em cubas de esmalte com agua, segundo as condi¢cdes do Laboratério de Malaria
e Dengue do INPA. As larvas para a realiza¢é@o dos bioensaios foram obtidas a partir dos ovos da ovoteca
acima mencionada. Foram alimentadas com racdo para gato macerada até o terceiro estadio quando
eram separadas para realizar a infec¢cdo com o larvicida.

Para a criagcdo do insetéario, foram separados ovos e colocados nas condigfes adequadas para eclodir.
Quando as larvas atingiam o estagio de pupa, eram transferidas nas préprias cubas para gaiolas de
madeira com tela, onde se transformavam em adultos. Nas gaiolas, a alimentac@o era realizada com
solugdo agucarada (agua e acucar) e repastos sanguineos semanalmente, utilizando hamster. Com os
adultos alimentados, ocorria a oviposicdo em papéis filtro imersos em recipientes de plastico com agua,
para nova eclosdo de larvas quando era necessario. Enquanto aguardavam para serem utilizados, os
ovos eram mantidos no papel filtro. A ovoteca foi mantida e com isso a obtengdo das larvas para os
bioensaios.

O larvicida utilizado neste trabalho foi o Bacillus thuringiensis variedade israelensis (Bti), formulado em p6
a base de uma bactéria esporulante encontrada no solo que causa mortalidade em larvas de Diptera,
especialmente em Aedes Aegypti. A dosagem utilizada foi baseada em trabalho realizado por Espindola
et al. (2008) verificando a eficacia do Bti no controle das formas imaturas de Aedes aegypti. No trabalho
de Espindola foi utilizado 5mg de Bti para cada 100 ml de agua, que mostrou importante eficiéncia contra
larvas de Aedes aegypti. Sendo assim, nesse atual trabalho foram utilizados 50mg de larvicida (Bti) para
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1L de agua. O larvicida foi pesado em balanca analitica, com a utilizagdo de papel aluminio para que n&o
ocorresse desperdicio de material na retirada da balanca.

Para a infeccéo, inUmeras larvas de 3° estadio foram separadas e colocadas em um litro de agua. O
larvicida Bti foi oferecido as larvas e quando ndo apresentavam movimento algum ao serem incomodadas
pelo togque de uma pinga, ou estilete ou pipeta indicando que estavam mortas, eram assim separadas
para a realizacdo dos bioensaios.

Os bioensaios foram realizados em aquarios medindo 20X20 cm. Cada bioensaio foi composto por cinco
aquarios onde trés foram utilizados para os testes e dois para os controles. Eram compostos por larvas
de A. aegypti mortas por ingestdo de Bti e Notonectidae, sempre na proporgdo de tres larvas para cada
individuo de Notonectidae. Leituras de mortalidade dos Notonectidae foram realizadas 24h, 48h, 72h, 96h
e 120h apo6s o inicio do bioensaio. Os aquarios considerados como controle ndo receberam o larvicida.
Os indices de mortalidade no controle (30%) séo os estabelecidos por Dulmage (1990) modificados para
bioensaios no Laboratério de Malaria e Dengue do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia (INPA).
Observou-se também a predacdo de larvas de A. aegypti vivas em 04 bioensaios e mortas em 04
bioensaios para verificar se ha preferéncia alimentar (Maia 2012). Os dados foram tabelados e gréaficos
foram realizados através do programa Excel Microsoft para analise dos resultados.

3. Resultados e Discusséo

A criagcdo da ovoteca foi realizada com sucesso e a mesma demorou aproximadamente dois meses para
estar em condi¢Oes de uso no projeto. Apds o qual, fora mantida durante todo o periodo de realiza¢&do dos
bioensaios fornecendo os ovos necessarios para 0s experimentos.

Inimeras larvas foram infectadas com sucesso, porém apenas 576 foram utilizadas para compor os
testes com Bti. No total foram realizados 12 bioensaios.

Ao todo foram 60 aquérios contendo 320 individuos de Notonectidae e 960 larvas de A. aegypti. Cada
bioensaio possuia de 45 a 54 larvas de A. aegypti mortas por Bti e de 15 a 18 Notonectidae (cada
bioensaio na propor¢éo de 3 larvas de A. aegypti :1 Notonectidae).

Os aquarios considerados como controle ndo receberam o larvicida. A taxa de mortalidade dos
Notonectidae nos controles (13%) confere seguranca aos dados, pois esta dentro dos critérios descritos
por Dulmage (1990) com modificagbes (30%) para bioensaios no Laboratério de Malaria e Dengue do
Instituto Nacional de Pesquisas da Amazénia (INPA).

A média de ingestédo de larvas mortas com Bti pelos Notonectidae foi de 29 larvas por bioensaio e a
média de Notonectidae mortos indiretamente por Bti nos bioensaios foi de 11 individuos. Em todos os
bioensaios ao final dos 5 dias de leitura, ainda haviam larvas disponiveis em nimero suficiente para os
Notonectidae se alimentarem.

As larvas infectadas e mortas foram ingeridas pelos Notonectidae em 24h de exposi¢do, isto &, no inicio
do bioensaio. A mortalidade dos Notonectidae comegou nas 24h ap6s a exposi¢do, portanto no mesmo
periodo em que acontecia a ingestdo das primeiras larvas infectadas. Os mais altos indices de ingestao
de larvas de A. aegypti ocorreram de 48h a 72h apds a exposi¢éo e a maior quantidade de Notonectidae
mortos ocorreu em 96h e 120h apds a exposi¢ado as larvas, ou seja, 24h e 48h, respectivamente apés a
ingestdo da maior quantidade de larvas infectadas com Bti (Figura 1).
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Figura 1: Total de ingestdo de larvas de Aedes aegypti infectadas e Mortalidade de Notonectidae por
ingestao indireta de Bti observada nos bioensaios.

Para confirmar os resultados obtidos por Maia, 2012, onde demonstra que Notonectidae nao ingere larvas
mortas de Aedes sp., realizou-se testes onde foram oferecidas larvas mortas de Aedes aegypti como
também larvas vivas para os Notonectidae. Neste trabalho observamos que os Notonectidae tanto
ingeriram larvas mortas quanto larvas vivas. Apenas a ingestdo foi mais rapida em larvas vivas que
mortas (Tabela 1 e 2).
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Tabela 1 — Ingestéo de larvas mortas.

Bioensaios/Leituras Bio 1 - 1L=30 Bio 2-L =30 Bio 3-L =36 Bio4- L = 36
24 hs 2 1 6 5
48 hs 3 5 5 4
72 hs 7 9 6 3
96 hs 3 0 7 6
120 hs 2 3 7 3
% 56% 60% 86% 58%

Houve ingestdo de larvas em ambos os testes realizados, tanto com larvas vivas quanto com larvas
mortas, porem a intensidade da alimentacdo foi diferente. Nos testes realizados com larvas mortas
ocorreu ingestdo em todas as leituras, e no final das 120 horas, foram ingeridas 65% das larvas, restando
ainda larvas disponiveis para a ingestdo. Enquanto nos testes com larvas vivas, em 72hs, 100% das
larvas ja haviam sido ingeridas, onde a maioria foi ingerida em 24h (Tabela 1 e 2).

Tabela 2 - Ingestdo de larvas vivas.

Bioensaios/Leituras Bio5-L =54 Bio 6- L =54 Bio 7- L =36 Bio8- L = 36
24 hs 23 35 26 19
48 hs 3 1 4 11
72 hs 2 - - -
96 hs - - - -
120 hs - - - -
% 100% 100% 100% 100%

Quanto as leituras de mortalidade, estes resultados discordam com experimentos realizados por Maia
(2012) para a regido Amazonica, testando os efeitos de ingestdo indireta de Bs através de larvas de Culex
sp., Aedes sp. e Anopheles sp. infectadas por individuos da familia Notonectidae. Maia (2012) observou a
ingestao de larvas a partir das primeiras 24h de exposicao e mortalidade de Notonectidae a partir de 48h
apos o inicio da ingestdo. Isto indica que o efeito da bactéria utilizada levou pelo menos 24h para
desencadear. Neste estudo, a mortalidade dos Notonectidae ocorreu dentro das primeiras 24h de
exposicao, apesar de neste intervalo de tempo, ter sido registrada a menor taxa de mortalidade de todos
0s bioensaios. As maiores taxas de mortalidade de Notonectidae (96h e 120h) realmente ocorreram 48h
apos as maiores taxas de ingestéo de larvas de A. aegypti (48h e 72h).

Também discordam de resultados obtidos por Maia (2012) onde os notonectideos néo se alimentaram de
Aedes sp. infectados, sugerindo, a exemplo de outros Hemiptera aquaticos, necessidade de
comportamento predador ativo capturando a presa indefesa. No atual estudo, os Notonectidae
alimentaram-se sem dificuldade de larvas de Aedes mortas, inclusive no controle, onde a mortalidade de
Notonectidae esteve dentro dos critérios aceitos por Dulmage (1990) com modificagdes.

Maia (2012) relatou preferéncia alimentar de Notonectidae por Culex sp. quando ofereceu-se larvas
mortas de Culex sp, Anopheles sp e Aedes sp. Os Notonectidae preferiram o comportamento predador ao
alimento morto. Porém no atual estudo os Notonectidae se alimentaram de larvas de Aedes sp. mortas,
discordando de Maia (2012) e Andrade e Santos (2004) e ndo ocorreram episodios de canibalismo.
Observou-se porém no atual estudo que ao oferecer alimento vivo (Aedes sp.) era consumido em apenas
dois ou trés dias, enquanto o alimento morto demorava todo o bioensaio (120h) inclusive restavam larvas
mortas para serem ingeridas. Resultado este que concorda com Wipfli e Merritt (1994), onde Plecoptera
ingeriu significativamente menos larvas de mosquitos mortas do que vivas.

Estes resultados concordam com Wipfli e Merritt (1994) que estudaram em longo prazo, efeitos do Bti
ingerido indiretamente por diferentes insetos aquaticos. Demonstraram que insetos aquaticos podem até
alterar sua preferéncia por presa quando sob stress alimentar, afetando as relagdes troficas no ambiente
aquatico. Podem também, ter diferentes formas de sensibilidade ao Bti e possuir uma acéo no organismo
um pouco mais lenta que outras espécies.

Em sistemas aquaticos onde A. aegypti sdo um componente importante de alimentos na cadeia alimentar,
os predadores dependentes de A.aegypti vao sofrer ou emigrar. Por outro lado, se os niveis troficos mais
elevados ndo sdo dependentes de A. aegypti o impacto negativo nas comunidades de fluxo sera
provavelmente minima. Porém pode ocorrer que o predador escolha outra presa o que, a longo prazo
pode afetar negativamente outro taxa e venha desequilibrar a cadeia tréfica naquele sistema aquatico
(Wipfli e Merritt 1994).

Estudos a longo prazo dos efeitos indiretos de patdgenos como Bti sdo necessarios para se entender as
consequencias associadas a outros membros da cadeia alimentar. O efeito de repetidas aplicacdes de
patégenos como Bacillus na estrutura do ecosistema e biodiversidade exige mais atengdo. Se uma
populacdo é severamente suprimida continuamente e seu papel é significativo no ecosistema, pode
resultar em reducdo de espécies que dependam delas como principal fonte alimentar (Lacey e Merritt
2003).
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4. Concluséao

Com base nos resultados apresentados podemos concluir que a familia de Hemiptera aquatica
Notonectidae pode se alimentar em laboratério também de larvas de Aedes aegypti e que o larvicida
bacteriano Bti possui efeito toxico em Notonectidae mesmo quando ingerido indiretamente, ou seja,
através da ingestao de uma larva infectada, em condic¢des de laboratorio.
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