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Resumo

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito do uso de larvas predadoras da ordem Odonata (familia Libellulidae) associado ao
BTI na reducéo larval de mosquitos. Nossa hipétese testada busca responder se haveria aumento na mortalidade de larvas de
A. aegypti causada pelo efeito sinergético do BTI juntamente com o predador. Os microcosmos constituiam-se de recipientes
com capacidade para 300mL contendo 100mL de 4gua com densidades de 100, 200, e 300 larvas de A. aegypti e uma larva do
predador. Os tratamentos, BT e BTI + Predador receberam 0,01ppm de BTI. O controle recebeu apenas as larvas de A. aegypti.
Os resultados mostraram um efeito significativo do tratamento BTI + Predador na densidade de 1 larva/mL, enquanto nas
densidades de 2 e 3 larvas/mL o mesmo efeito ndo foi observado, corroborando parcialmente a hipétese de efeito sinergético
do BTI e predacdo na mortalidade larval. O aumento da densidade larval aumentou a taxa de predacéo, enquanto o efeito do
BTI sobre a mortalidade diminuiu. Nossos resultados mostram que o efeito sinergético existe, mas que fatores dependentes da
densidade podem ocultar tal efeito.

Palavras-chave: Odonata, Bacillus thuringiensis israelensis, predag&o.
Abstract

This study objective was to evaluate the effect of use of predatory Odonata (family Libellulidae) larvae associated with BTI on
larval reduction of mosquitoes. Our tested hypothesis seeks to answer whether there would be an increase in the mortality of
A. aegypti larvae caused by the synergistic effect of BTI along with the predator. The microcosms consisted of 300mL
containers containing 100mL of water with densities of 100, 200, and 300 larvae of A. aegypti and one predator larva. The BTI
and BTI + Predator treatments received 0.01ppm BTI. Control received only A. aegypti larvae. The results showed a significant
effect on BTI + Predator treatment in the density of 1 larva / mL, while in the densities of 2 and 3 larvae / mL the same effect
was not observed, partially corroborating the hypothesis of BTI and predation synergistic effect in larval mortality. Increasing
larval density increased predation rate, while the effect of BTI on mortality decreased. Our results show that the synergistic
effect exists, but that density-dependent factors may hide such effect.

Keywords: Odonata, Bacillus thuringiensis israelensis, predation.
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1. Introducéo

A correta destinagdo final de recipientes artificiais com
capacidade para conter agua (ex. copos plasticos, pneus,
garrafas, latas) é um problema em grande parte das cidades
brasileiras (FORATTINI e BRITO, 2003). O descarte destes
materiais em locais inapropriados e com exposicdo as
condicdes climaticas (ex. chuva), contribui para a criagdo de
micro-habitats aquaticos (FORATTINI e BRITO, 2003).
Estes micro-habitats aquaticos podem servir como local de
desenvolvimento para varias espécies de macroinvertebrados,
como o0 mosquito Aedes aegypti (Linnaeus, 1762) (MERRITT
et al., 1992; LOPES et al., 1993). Transmissor de diversas
arboviroses (ex. dengue, Chikungunya e Zika) (JOUBERT e
O’NEILL, 2017; PLIEGO-PLIEGO et al., 2020), as fémeas
desta espécie utilizam com sucesso estes locais para depositar
seus ovos e para que as formas larvais possam se desenvolver
(LOPES et al.,, 1993; CONSOLI e LOURENCO-DE-
OLIVEIRA, 1994; CARLSON et al., 2020).

Quando mais de uma espécie coloniza um micro-habitat
aquatico é esperado que interacBes tréficas acontecam
(ALBENY-SIMOES et al., 2015). Redes de interagfes
tréficas geralmente exibem a configuracdo composta por

organismos  produtores, consumidores, predadores e
microrganismos  detritivoros (WALKER et al, 1991;
KITCHING, 2000; ALBENY-SIMOES et al., 2015).

Produtores primarios fototroficos convertem energia luminosa
em energia quimica, incorporando e incrementando a
quantidade de matéria presente no sistema (FIGUEIREDO,
2017). Detritivoros quebram moléculas maiores e complexas,
disponibilizando nutrientes para 0s consumidores (MERRIT
et al., 1992). Consumidores sdo formados por um extenso
grupo de macroinvertebrados, os quais se podem se alimentar
tanto da matéria organica que adentra o sistema como dos
microrganismos decompositores dessa matéria organica
(MERRIT et al.,, 1992). Os predadores sdao usualmente
generalistas e desempenham importante papel na estruturacdo
das comunidades (ZARET, 1980).

Um dos predadores comumente encontrados em micro-
hébitats aquéaticos sdo as larvas de Odonata, onde capturam e
consomem uma Vvariada gama de organismos aquaticos,
inclusive larvas de mosquitos (Diptera: Culicidae) (MIURA e
TAKAHASHI, 1988; SEBASTIAN et al., 1990; ANDRADE
e SANTOS, 2004; QUIROZ-MARTINEZ et al., 2005;
FULAN et al., 2014). Por causarem a reducdo populacional de
suas presas através do consumo direto, sdo reconhecidas como
armadilhas ecologicas, contribuindo para o controle de
algumas espécies de mosquitos veiculadores de doencas
(KRISTAN 111, 2003). Dada & importancia desses micro-
habitats para fomentar o desenvolvimento de mosquitos em
ambiente urbano, diversas estratégias de controle tém sido
utilizadas como ferramentas para controlar formas imaturas e
adultos (TAUIL, 2002).

O controle populacional de mosquitos utilizando-se
predadores €& uma alternativa ao controle quimico,
especialmente quando o uso de produtos de origem quimica
seleciona genes que conferem resisténcia ao organismo alvo
(TAUIL, 2002; LIMA et al., 2006; BRAGA e VALLE, 2007),
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além de todos os prejuizos causados ao meio ambiente
(BASKAR et al, 2018) e a saude humana
(GOVINDARAJAN et al., 2018). Da mesma forma, o uso dos
esporos letais da bactéria Bacillus thuringiensis israelensis
(BTI) € outro método alternativo amplamente utilizado no
Brasil para o controle de larvas de A. aegypti, cujas
intervengdes apresentam alta efetividade (POLANCZYK et
al., 2003; BARRETO et al., 2008; ALTO e LORD, 2016). O
BTI é um inseticida biol6gico seletivo para a ordem diptera
(Sumitomo Corporation®). As toxinas liberadas pela digestdo
dos esporos ingeridos pelas larvas causam a morte do
individuo por lesdes na parede do epitélio intestinal (GILL et
al., 1992). Mesmo em concentracdes muito inferiores a
recomendada pelo fabricante, o BTI tem se mostrado bastante
eficiente (ALTO e LORD, 2016).

Larvas de mosquitos constituem uma importante parte da
dieta para predadores aquaticos (HERSHEY et al., 1998).
Partindo desta premissa, este trabalho tem por objetivo
verificar se existe algum efeito aditivo (BTI + predacdo) na
reducdo populacional de mosquitos em um sistema onde a
predacdo esta ocorrendo. Como organismos modelo
utilizamos larvas do mosquito Aedes aegypti e larvas de
libélulas predadoras. O presente estudo testa a hipdtese de que
se 0 BTI é seletivo para a ordem diptera, a adi¢do ao sistema
de uma libélula predadora junto com o BTI ird promover uma
maior mortalidade de larvas de mosquitos do que
simplesmente o BT e o predador sozinhos.

2. Material e Métodos

2.1. Obtencéo dos Insetos

2.1.1. Predadores

As larvas de libélulas foram coletadas na Gleba 2
(27°6'14.31"S | 52°45'33.51"W) da Floresta Nacional de
Chapeco (FLONA), situada no municipio de Guatambu, Santa
Catarina. Para a coleta das larvas de libélula, foram utilizadas
quatro caixas d’agua com capacidade para 200L e dezesseis
baldes com capacidade para 15L, que foram espalhados
sistematicamente pela unidade de conservacdo. As larvas de
libélula foram capturadas através da submersdo de uma rede
de plancton (120pum) nestes depdsitos artificiais. As larvas
foram
individualmente acondicionadas em frascos tipo Nalgon com
capacidade para 300mL e levadas para o laboratério. Em
seguida, foram transferidas para copos plasticos (capacidade
80mL) contendo 50mL de dgua de &gua oriunda da cisterna
que abastece o Laboratério de Entomologia Ecoldgica
(portanto livre de cloro) e deixadas em aclimatacdo por um
periodo de 72 horas. Para evitar o desenvolvimento rapido as
larvas de libélula foram diariamente alimentadas com cinco
larvas de A. aegypti de 3° e 4° instares até que o experimento
de microcosmos fosse iniciado.

2.1.2. Presas

As larvas de Aedes aegypti utilizadas no experimento foram
oriundas da coldnia de mosquitos existente no Laboratério de
Entomologia Ecolégica (LABENT-Eco) da Universidade
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Comunitaria da Regido de Chapecd. A eclosdo dos ovos foi
feita através da imersdo dos papéis de oviposicao em bandejas
(30 x 15 x 5 cm) contendo 1 litro de &gua oriunda de uma
cisterna que abastece o LABENT-Eco, portanto sem
tratamento quimico. A densidade larval variou de 500 a 1000
larvas por bandeja. As larvas foram alimentadas com racdo
para peixes Tetra Fin® 0,1g/L e mantidas nas bandejas até
atingirem o 3° instar. A sala de cria¢do foi mantida a 27°C+3,
umidade relativa 80% e fotoperiodo de 12:12h de
claro:escuro.

2.2. Desenho Experimental

Os microcosmos experimentais foram constituidos de
copos plasticos com capacidade para 300mL, contendo
100mL de &gua e diferentes densidades de larvas de A. aegypti
(100, 200 e 300 larvas) entre 3° e 4° instares. Ao todo foram
testados 4 tratamentos, com seis réplicas por tratamento. Dois
tratamentos contavam com a presenga do predador,
denominados Tratamento Predador e Tratamento Predador +
BTI, e dois tratamentos ndo receberam predador,
denominados Tratamento BTI e Controle. Os tratamentos com
0 predador presente, receberam uma larva de libélula,
independentemente da densidade larval de presas. Os
tratamentos com BTI receberam Bti - Vectobac® na
concentragéo de 0,01 parte por milhdo (ppm) e o controle era
constituido apenas por agua filtrada. A concentracéo de BTI
utilizada de 0,01 ppm seguiu o trabalho de Charbonneau et al.
1994. Ao final de 24 horas foram contadas as larvas vivas
remanescentes e subtraido do nimero inicial, contabilizando
assim o nimero de larvas de A. aegypti mortas ou que foram
predadas. Para o tratamento Predador + BTI ndo foram
contabilizadas em separado as mortes causadas por predacdo
ou por BTI, apenas consideramos a mortalidade final por
predacédo e BTI ao final das 24h experimentais.

2.2.1 Dilui¢do do BTI

Para obter a concentracdo de 0,01ppm, foi depositado
1000mL de &gua filtrada a um copo Becker de vidro, pesado
0,01g de BTI utilizando balanca de precisdo (+ 0,0001g) e
adicionado a este mesmo copo Becker. Apds diluir por 4 min
foi retirado 1ml desta concentracdo estoque e diluido
novamente durante 4 minutos em outro copo Becker contendo
1000mL de agua filtrada. Ap6s este procedimento foi retirado
100mL desta concentragdo (0,01ppm) adicionado nas réplicas
dos tratamentos com presenca do BTI.

2.3. Andlises Estatisticas

Modelo linear generalizado (GLM) fatorial foi utilizado
para andlise dos efeitos de diferentes tratamentos
experimentais (BTI, Controle, Predador + BTI e Predador),
densidade de larvas e interagdo entre ambos (varidveis
explicativas) sobre a porcentagem de larvas de A. aegypti
mortas ao final de 24h de exposigdo (variaveis de resposta;
Crawley 2007). O GLM foi realizado com base na distribuicdo
Binomial (link = logit, teste = Chisq) e ajustado para Quase-
Binomial (link = logit, teste = Chisq) para corrigir sobre-
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dispersdo. Foi realizado o teste post hoc de Analise de
Contraste para verificar as diferengas entre os tratamentos e
densidade de larvas. As analises e graficos foram realizadas
no programa estatistico livre R (R Development Core Team,
2017).

3. Resultados

3.1. Efeitos dos Tratamentos Sobre a Mortalidade

Houve efeito significativo dos tratamentos sobre a
mortalidade larval nas trés densidades testadas (Tabela 1)
larvas. Na densidade 100 larvas houve maior mortalidade no
tratamento Predador + BTI (93.5 + 3.52), seguido dos
tratamentos BTI (70.67 = 3.2) e Predador (70 + 6.73). O
controle ndo apresentou mortalidade larval (Figura 1b). As
densidades de 200 e 300 larvas ndo apresentaram diferenga
significativa entre os tratamentos Predador (147.17 + 7.41;
126.17 £ 20.26) e Predador + BTI (131.67 + 9.88; 137.83
20.55), e ambos apresentaram maior mortalidade que
tratamento BT (79.17 + 4.9; 30 £ 4.39) (Figuras 1b e 1c).

Tabela 1. Influéncia do tratamento, densidade larval e
interacdo entre fatores (Tratamento x Densidade) na
porcentagem de mortalidade larval de A. aegypti ao final de
24h de exposicdo. Graus de liberdade (GL), desvio residual
total (Desvio) e em porcentagem (% Desvio) e significancia
(Pr) do modelo GLM testado. Teste post hoc de Analise de
Contraste para verificar as diferencas entre os tratamentos e
densidade de larvas.

GL Desvio % Desvio Pr(>Chi) Anilise de contraste

Nulo 107 84 100.0

Tratamento 3 61.6 733 <0.001 Controle =BTI < PBTI =PRED

Densidade 1 6.6 7.9 <0.001 D300 < D200 < D100

Tratamento x Densidade 3 33 3.9 <0.001

Residuo 100 125 14.9

3.2. Efeitos das Densidades Sobre a Mortalidade

Houve efeito significativo das densidades larvais
(larvas/mL) sobre a mortalidade de larvas entre os tratamentos
Predador, Predador + BTI, BTI e controle (Tabela 1). No
tratamento Predador houve aumento da predacdo com o
aumento da densidade larval (Figura 1c). Entretanto, 0 nimero
médio de presas consumidas (aproximadamente 135 larvas)
estabilizou com o0 aumento da densidade larval, independente
desta ser 2 ou 3 larvas/mL (Figura 1c). No tratamento BTI, o
nimero de larvas mortas estabeleceu uma relagdo negativa
com a densidade de larvas por mL. Houve diminuicdo
significativa no nimero de larvas mortas pelo BTl com o
acréscimo da densidade. Para o tratamento Predador + BTI,
ocorreu efeito positivo da densidade larval sobre a mortalidade
de larvas de A. aegypti (Figura 1c). Houve aumento no
namero de larvas mortas pelo tratamento Predador + BTI da
densidade de 1 para 3 larvas/mL.
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Figura 1. Porcentagem de mortalidade de larval de A. aegypti
mortas ao final de 24h de exposi¢cdo entre as diferentes
densidade larvais (a), tratamentos (b) e interacdo entre
densidade e tratamentos (c). Nas figuras “a” e “b” as caixas
representam os quartis, a linha em negrito representa a
mediana, a cruz cinza é a média, a linha tracejada vertical
representa os limites superior e inferior e circulo os valores
extremos (outliers). Na figura “c” as linhas representam a
variagdo entre os tratamentos e as areas coloridas das
respectivas cores os intervalos de confianca de 95% dos
modelos.
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3. Discussao

O experimento mostra efeito significativo dos tratamentos
afetando a mortalidade das larvas de A. aegypti nas trés
densidades testadas (100, 200 e 300 larvas) (Tabela 1). Na
densidade de 100 larvas o tratamento Predador + BT foi 0 que
apresentou maior mortalidade de larvas em comparacdo aos
demais tratamentos (Predator, BT1 e Controle). Resultado que
corrobora com a hipétese de efeito sinergético entre BTI e
predador na reducdo do nimero de larvas de A. aegypti. O
aumento na densidade larval para 200 e 300 larvas dificulta a
observagdo da existéncia de efeito sinergético, uma vez que ha
areducdo da pressdo de predacgao exercida pelo predador sobre
as larvas de A. aegypti com o aumento da densidade. Ao
mesmo tempo, ha a dilui¢do da concentragédo de BTI por um
nimero 2x/3x maior de larvas, reduzindo a quantidade de
esporos ingeridos e, consequentemente, a mortalidade larval
(Figura 1b e 1c).

Houve aumento do numero de larvas predadas com o
aumento da densidade larval, com um consumo de
aproximadamente 135 larvas de A. aegypti em 24 horas, nas
densidades maiores (Tabela 2). Larvas de libélula s&o
predadores do tipo senta e espera (SOARES et al., 2008), logo,
ambientes mais adensados promovem uma maior taxa de
encontro entre predador e presa, 0 que resulta em um maior
nimero de eventos de predacdo (SUNAHARA et al., 2002).
Albeny-Simdes et al. (2012) mostraram que 0 aumento da
densidade larval, promovido pela alteracdo nas dimensdes do
habitat, resulta em um aumento da taxa de captura de larvas
de A. aegypti pelo predador Toxorhynchites theobaldi
(Diptera: Culicidae). Weterings et al. (2015), em um ensaio
realizado com larvas de libélulas e A. aegypti observaram
aumento substancial na predacdo diéria quando a densidade
larval é aumentada de 10 para 50 larvas oferecidas.

O aumento na densidade larval no sistema promove, além
do aumento da captura de presas pelo predador, a diminuigdo
na letalidade do BTI (Figura 1a e 1b). O aumento da densidade
larval no sistema diminui a quantidade de BTI por individuo
0 que resulta em menor letalidade por diminuicdo da
concentra¢do individual do bioinseticida (MULLA et al.,
1990; BECKER et al., 1992). O mecanismo de ag¢do do BTI
sobre 0 A. aegypti, ap6s a ingestdo dos esporos da bactéria
adicionados a agua, ocorre pela liberacédo das proteinas tdxicas
presentes na estrutura quimica dos esporos durante 0 processo
de digestdo pela larva (GILL et al., 1992). Essas toxinas
danificam as paredes do epitélio intestinal das larvas,
interrompendo o peristaltismo e causando a morte (GILL et
al., 1992).

Embora ndo tenhamos encontrado efeito sinergético no
tratamento Predador + BTI nas densidades de 2 e 3 larvas/mL,
o efeito aditivo do BTI associado ao Predador no sistema
ocasionou mais mortalidade do que o BTI isoladamente
(Figura 1b; Tabela 2). A mortalidade larval causada pelo BTI
em diferentes densidades, demonstra que a quantidade de BTI
ingerida por cada individuo € menor quanto mais adensado é
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um sistema (Tabela 2). Com uma menor concentracao de BTI
por individuo, o contato de cada larva com a quantidade de
BTI necessaria para ter efeito letal fica prejudicado. Desse
modo, 24 horas de exposi¢do ndo foi tempo suficiente para
provocar mortalidade ao ponto de ter efeito adicional de
mortalidade do tratamento Predador + BTI sobre o tratamento
Predador nas densidades de 1 e 3 larvas/mL.

Esses resultados sdo inovadores pois trazem abordagens
ecologicas do entendimento dos efeitos dependentes da
densidade sobre a acdo direta (sobre larvas) e acdo indireta
(sobre predadores) do BTI em sistemas artificiais. O BTl ndo
possui acao toxica ou letal sobre os niveis troficos superiores
(predadores) testados neste experimento. Contudo para que
possamos entender os efeitos sinergéticos da predacdo
associado a presenca de outros métodos que tenham efeitos
subletais sobre as populacBes de mosquitos, precisamos
elucidar em estudos futuros os efeitos da densidade e também
do tempo exposi¢do dos organismos ao composto testado.
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