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SANTOS, Fernando Pereira dos. Nova metodologia para a aplicacdo de
bioinseticidas no controle de borrachudos em ribeirdes com fluxo de agua
irregular: 2007. 49f. Dissertacdo (Mestrado em Agronomia) — Universidade
Estadual de Londrina, Londrina, 2007.

RESUMO

Os simulideos, conhecidos popularmente como borrachudos, desempenham um
papel importante como vetores de agentes etioldgicos. O objetivo deste trabalho foi
desenvolver uma nova metodologia para aplicacdo de produtos biolégicos a base de
Bacillus thuringiensis israelensis em ribeirdes com fluxo de agua irregular, visando o
controle desse diptero e identificar as espécies coletadas. O experimento foi
realizado em trés ribeirdes — Alto ribeirdo Cambé, Tamapud e Cafezal, todos
localizados na regido norte do estado do Parang, Brasil. Dentre estes, os dois
primeiros apresentam as condicdes geomorfologicas desejadas, ou seja fluxo
irregular, e o terceiro, ao contrario, apresenta fluxo regular. O produto biol6gico
utilizado foi o Teknar® 3.000 AAU/mg, lote 13700-3381 — 04-4849/R2. A proposta da
nova metodologia foi comparada com a metodologia tradicional ja existente. Na
metodologia tradicional os volumes de produto utilizado para controlar todo o trecho
do ribeirdo estudado, e a mortalidade correspondente (%), foram respectivamente:
Alto ribeirdo Cambé: 493 mL/ 43,33% de mortalidade; Cafezal: 150 mL/ 99,16% de
mortalidade; Tamapua: 170 mL/ 13.88%. J4 na Nova metodologia, os volumes e
suas respectivas taxas de mortalidades (%), foram respectivamente: Alto ribeiréo
Cambé: 297 mL/ 99,56%; Cafezal: ndo foi necessario aplicacdo pois sua
caracteristica geomorfologica € considerada ideal, com auséncia de remansos de
grandes dimensdes; Tamapua: 444 mL/ 99.36%. Foram coletadas 214.400 imaturos
durante todo o experimento, sendo as espécies Grenieriella pruinosum Lutz, 1910 e
Chirostilbia pertinax Kollar, 1832, as mais abundantes nesta regido. Pode-se concluir
que a nova metodologia apresenta eficiéncia e eficacia no controle de simulideos em
locais com leito irregular, sendo no entanto, necessarios estudos adicionais para
minimizar méo-de-obra com a possibilidade de economia de produto a ser aplicado.

Palavras-chave: Controle biolégico. Simuliidae. B. thuringiensis israelensis.
Utilizacao.



SANTOS, Fernando Pereira dos. New methodology for the bioinseticide
application in the black fly control in ribeirdes with flow of irregular water:
2007. 49f. Dissertation (Master's Degree in Agronomy) — Universidade Estadual de
Londrina, Londrina, 2007.

ABSTRACT

The simulideos, known popularly as borrachudos, plays an important part as vectors
of agents patogenic. The objective of this work went develop a new methodology for
application of biological products to the base of Bacillus thuringiensis israelensis in
streams with flow of irregular water, seeking the control of that diptero and to identify
the collected species. The experiment was accomplished in three ribeirbes — Streams
Cambeé, Tamapuéd and Cafezal, everybody located in the north area of the state of
Parana, Brazil. Dentre these, the two first they present the conditions wanted
geomorfoldgicas, that is to say irregular flow, and the third, to the opposite, present
regular flow. The used biological product was Teknar® 3.000 AAU/mg, lot 13700-
3381 - 04-4849/R2. The proposal of the new methodology was already compared
with the traditional methodology existent. In the traditional methodology the product
volumes used to control the whole space of the studied ribeirdo, and the
corresponding mortality (%), they were respectively: High ribeirdo Cambé: 493 mL
143,33% of mortality; Cafezal: 150 mL /99,16% of mortality; Tamapuéd: 170 mL
/13.88%. Already in the New methodology, the volumes and its respective rates of
mortalities (%), they were respectively: High ribeirdo Cambé: 297 mL /99,56%;
Coffee plantation: it was not necessary application because its characteristic
geomorfoldgica is considered ideal, with absence of immobilities of great dimensions;
Tamapua: 444 mL /99.36%. 214.400 were collected immature during whole the
experiment, being the species Grenieriella pruinosum Lutz, 1910 and Chirostilbia
pertinax Kollar, 1832, the most abundant in this area. It can be concluded that the
new methodology presents efficiency and effectiveness in the simulideos control in
places with irregular bed, being however, necessary additional studies to minimize
labor with the possibility of product economy to be applied.

Keywords: Control biological. Simuliidae. B. thuringiensis israelensis. Use.
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1 INTRODUCAO

Os Simulidae (Diptera), por sua atividade hematofagica,
desempenham papel como vetores de agentes patogénicos, principalmente, nas
zonas rurais e turisticas cujas consequéncias repercutem especialmente em
medicina humana e veterindria, pois muitas espécies sdo vetores de agentes
etiolégicos (LANE & CROSSKEY 1993). Nas Regifes Afrotropical e Neotropical, as
espécies do género Simulium Latreille, 1802 sdo as responsaveis pela transmissao
de Onchcerca volvulus (Leuckart, 1893). Embora esta filaria parasite
especificamente o homem, houve casos de macacos-aranha naturalmente
infectados na Guatemala e de gorila, no Congo. (EEZZUDUEMHOI & WILSON
2002)

Os simulideos apresentam ampla diversidade especifica, e até o ano
de 2002, haviam sido descritas 1787 espécies de simulideos (CROSSKEY, 2002).
Cada regido zoogeogréfica tem suas espécies-praga hematofagas e seus vetores
biolégicos de patdgenos. As espécies hematofagas do género Austrosimulium
Tonnoir, 1925 distribuem-se na Australia e Nova Zelandia; de Cnephia Enderlein,
1921 ocupam a regido Holoérctica; de Prosimulium Roubaud, 1906 distribuem-se
nas regides Holoarctica, no leste e no sudeste da Africa, enquanto Simulium tem
distribuicAo cosmopolita, excetuando-o somente a Nova Zelandia (LANE &
CROSSKEY 1993).

No Brasil, a oncorcercose ocorre sob forma endémica, cujas
manifestacbes sdo lesbes dermatoldgicas, nédulos subcutdneos e eventualmente
cegueira (MORAES 1991). Esta endemia ocorre entre os indios Yanomami, e este
fato € curioso, uma vez que estes nunca tiveram contato com 0s escravos africanos
e nem com seus descendentes. Provavelmente, a doenca tenha seguido um
caminho indireto através de focos existentes na Venezuela (MORAES 1991), jisto
porque originariamente, a oncocercose humana apareceu primeiramente em paises
tropicais da Africa sub-saariana e s6 depois apareceu na América Central e na
América do Sul (LANE & CROSSKEY 1993). Em exames oftalmoldgicos realizados,
nos indios Yanomami obteve-se como principal manifestacdo clinica ceratite
punctata (PASSOS & COELHO 1998). Além do agente Onchocerca volvulus
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veiculado por simulideos, existe o Leucocytozoon Ziemann, 1898 (Apicomplexa,
Plasmodidae), que sao parasitas de aves (PETRY, 2005).

Véarios métodos sao utilizados para o controle de simulideos como
por exemplo os fisicos, quimicos e biolégicos, onde este Ultimo apresenta-se como
uma alternativa importante, pois trata-se de um método eficiente e com baixo
impacto ambiental.

Na década de 70, do século XX, haviam preocupacdes com
populacdes de simulideos resistentes a inseticidas quimicos, especificamente nos
paises do continente africano onde a oncocercose € um problema de saude publica.
Voltou-se, entdo, a atencdo para o controle bioldgico, culminando com o isolamento
do Bacillus thuringiensis israelensis (B.t.i.). Este bacilo produz uma caracteristica
inclusdo protéica , a qual € o principal ingrediente ativo de bioinseticidas, hoje
largamente utilizados no controle de Culicidae e Simuliidae. O agente larvicida de B.
t. i. é altamente especifico e esta especificidade, em partes, deve-se as condicdes
necessérias a solubilizacao do cristal protéico.

Os simulideos sdo encontrados com maior frequéncia perto dos
curss de agua, onde se desenvolvem suas formas imaturas, mas podem ocorrer a
distancias consideraveis dos rios. S8o 0s Unicos insetos hematdfagos cujasas
formas imaturas se criam em ambientes aquaticos com conrrenteza. Para o controle
de simulideos no campo, € necessario conhecer a vazao do ribeirdo e em seguida
determinar, através de formula matematica, a dosagem e o carreamento, ou seja a
distancia que o produto sera transportado ao longo do ribeirdo, determinando assim
os pontos de aplicagdo do produto. Esta é uma dificuldade operacional e o principal
diferenciador desfavoravel em relacdo aos produtos quimicos. Para um quimico, faz-
se 0 receituario e entrega-se ao responsavel pelas aplicacbes de campo. Para o
controle biolégico, faz-se necessario um estudo detalhado da topografia do ribeirdo.
Este s6 serd preciso se o avaliador percorrer toda a extensdo do ribeirdo a ser
tratado. Em cada ponto de aplicacdo deve-se calcular a vazao, e afluentes ou aguas
de minas que correm pelo barranco devem ser analisadas quanto a presenca de
larvas e considerados no mapeamento de aplicacdo. Barragens naturais ou
artificiais, formam condi¢cdes de represamento e influenciam no carreamento do
produto.

Cada ribeirdo tem sua caracteristica e, portanto, os modelos que sao

construidos baseados em aguas correntes de forma continua, podem néo ser viaveis
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de aplicacdo para todas as situacfes. Cada ambiente precisa ser mapeado e ter
receituario préprio. Esta influéncia topografica do ribeirdo no carreamento do produto
e a consequente determinacgéo das distancias do ponto de aplicagcédo tem sido pouco
estudadas. A estratégia de aplicagdo € portanto, o principal fator que garante o
sucesso do programa de controle destes insetos, ja que o B. thuringiensis israelensis
esta comprovado como bioinseticida eficiente nessa situacao.

Diante da necessidade do controle de simulideos em ambientes com
caracteristicas topograficas que interferem no carreamento dos biolarvicidas,
pretendeu-se, neste trabalho, estabelecer uma nova metodologia de aplicacdo de
acordo com a topografia do ribeirdo, constatar a eficiéncia do produto e realizar a

identificag&o das espécies.
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2 REVISAO DE LITERATURA

Os simulideos, também conhecidos popularmente como
borrachudos, sdo pequenos dipteros de cor escura, pernas curtas, asas largas e
aspecto corcunda (BORROR & DELONG, 1969) cujo comprimento corporal varia de
1,2 a 6,0 mm (CUNHA, 2001). Ambos os sexos alimentam-se de substancias
acucaradas (néctar), mas somente as fémeas apresentam héabito hemat6fago
fazendo com que as mesmas, ocasionalmente, desloquem-se varios quildmetros em
busca de sangue (PALMER, et al.,1996). O sangue € utilizado para a obtencéo de
algumas proteinas importantes na maturacdo dos ovos, porém, podem produzir seus
ovos sem alimentacdo sanguinea prévia através da autogenia (CUNHA, 2001).

Atualmente sdo conhecidas 1.787 espécies de simulideos no mundo,
sendo encontrados no Brasil somente moscas pertencentes a duas tribos,
Prosimuliini e Simuliini, onde 90% das espécies sdo do género Simulium, (CUNHA,
2001).

Estes insetos sdo holometabolos, sendo que as larvas ocorrem em
aguas correntes, presas a pedras e outros objetos por um disco de fixacao situado
na extremidade posterior do corpo. As pupas sao envolvidas por casulo conico,
presos a objetos na agua (BORROR & DELONG, 1969). O numero de instares
larvais variam de 4 a 9, dependendo da espécie, e este periodo dura cerca de 18
dias (DUDAS, 1984). As larvas sao filtradoras e se alimentam de pequenos detritos
organicos (CUNHA, 2001).

Algumas espécies de simulideos estdo envolvidas na transmissao de
oncocercose humana principalmente na regiao norte do Brasil (GERAIS & RIBEIRO,
1986; MAIA-HERZOG et al., 1999; apud CAVADOS et al., 2001). No sudeste do
Brasil a principal importancia volta-se para as questfes socioecondmicas, podendo
afetar drasticamente o turismo (CAVADOS et al.,, 2001) e também a producao
animal, causando perda de peso e producao de leite em bovinos, podendo também
causar a morte de aves (CUNHA, 2001). Os borrachudos adultos sdo extremamente
agressivos, tendo sido registradas 565 picadas por hora em um indio amaz6nico
(CUNHA, 2001).

No Parque Nacional da Amazodnia brasileira, varias espécies

antropofilicas de Simulium provocam reacdes alérgicas em pessoas recémchegadas
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e nao ambientadas. Entre as espécies desta regido destaca-se Simulium
sanguineum Knab, 1915 e Simulium guianense Wise, 1911, ambas ativas durante o
ano todo (LACEY & LACEY, 1981). No sul, existem varias espécies hematofagas. A
antropofilica Simulium (Chirostilbia) pertinax Kollar, 1832, amplamente dispersa no
litoral norte de S&o Paulo e nos trés estados da regido Sul, € considerada a mais
incdbmoda (RUAS NETO et al.,, 1984; RUAS NETO et al.,, 1985; RUAS NETO &
MATIAS, 1985; ARAUJO-COUTINHO et al., 1988; CASTELLO BRANCO JR., 1994).
Na regido sudeste do Brasil, em lItatiba, Sdo Paulo, Simulium rubrithorax Lutz, 1910
tem causado problemas em rebanhos (ANDRADE, 1989).

De acordo com LOZOVEI et al. (2004), em um trabalho de
levantamento de simulideos realizado na cidade de Almirante Tamandaré, regiao
metropolitana de Curitiba, situada a cerca de 17 Km da capital do estado do Paran4,
as espécies encontradas com maior frequéncia foram: Simulium (Inaequalium)
inaequale Peterson & Shannon, 1927 (55,24%), Simulium (Ectemnaspis) perflavum
Rouband, 1906 (16,81%), Simulium (Chirostilbia) pertinax (13,93%), Simulium
(Thyrsopelma) orbitale Lutz, 1910 (8,03%), Simulium (Inaequalium) subnigrum Lutz,
1910 (4,92%, Simulium (Chirostilbia) distinctum Lutz, 1910 (1,03%) e Simulium
(Psaroniocompsa) incrustatum Lutz, 1910 (0,04%).

O controle de borrachudos ja vem sendo feito em vérios paises ha
muito tempo. Os tipos béasicos de controle sdo divididos em trés: fisico, quimico e
biolégico. Dentre os fisicos, DUDAS (1984) preconiza a limpeza dos cursos de agua,
retirando-se materiais que possam servir de substratos para as larvas, como pedras,
madeiras etc. Todavia esta técnica so é possivel de aplicacdo em locais apropriados,
geralmente pequenos cursos d’dgua, e ha alteragbes ambientais. Outra técnica
indicada é o interrompimento no fluxo de agua em alguns trechos com larvas,
fazendo com que as formas imaturas figuem exposta ao sol e ressequem. Esta
técnica foi empregada com sucesso na Unido Soviética e com pouco sucesso na
Africa, devido a um aumento no fluxo de agua. O problema desta técnica € que a
mesma afeta diversas espécies ndo alvos (PALMER et al., 1996). No Brasil, os
programas de controle de simulideos tiveram inicio no Rio Grande do Sul e depois
no litoral norte de Sao Paulo (REGIS et al., 2000).

Com relacdo ao controle quimico, a elaboracdo de inseticidas
quimicos de efeito residual prolongado durante o periodo de 1940 a 1950,

proporcionou um método Unico de controle anti-vetorial com uma relagdo custo
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beneficio extremamente elevada (O.M.S., 1983 apud GEBARA, 1987). O produtos
como Carbaril, organofosforados como Fenitrothion e Temephos, e o organoclorado
Methoxychlor, sdo os principais produtos quimicos utilizados no controle de
borrachudos. Estes produtos provocam efeitos drasticos sobre a fauna nao alvo,
podendo causar desequilibrio ambiental, por ndo serem seletivos. No Brasil o mais
utilizado € o Temephos (Abate), que se mostra eficiente no controle das larvas, mas
afeta espécies ndo alvo (CUNHA, 2001). Alguns autores como REGIS et al. (2000),
MARDINI et al. (2000), CAMPOS & ANDRADE (2002) e ARAUJO-COUTINHO et al.
(2003) relataram que devido ao grande uso de Temephds durante algumas décadas,
varias espécies de simulideos mostram-se resistentes a este larvicida, fazendo com
gue a sua eficiéncia no controle de larvas diminuisse.

Em consequéncia da poluicdo dos ecossistemas e a resisténcia que
0S insetos apresentam a estes produtos, pesquisas tém sido realizadas com o
objetivo de encontrar novos inseticidas biolégicos a partir de bactérias, fungos, virus
e outros organismos alternativos ao controle quimico (CONSOLI et al., 1997; REGIS
et al., 2001; ARANTES et al., 2002; TAUIL, 2002). Esta € uma alternativa promissora
no controle de borrachudos, devido a alta eficiéncia e ao baixo impacto ambiental
provocado pelo bioinseticida.

Para a utlizacdo do controle bioldégico é preciso conhecer os
inimigos naturais, preserva-los e eventualmente cria-los e introduzi-los no criadouro
dos simulideos. Uma das técnicas consiste no controle através de parasitas que
infectam as larvas, como alguns protozoarios e nematoides. Outra seria a introducao
de predadores, tanto de adultos como de imaturos e ovos. Os principais predadores
de adultos consistem em péassaros insetivoros e ras (CUNHA, 2001), enquanto que
as larvas séo principalmente predadas por insetos das seguintes ordens: Plecoptera,
Odonata, Trichoptera, Neuroptera, Ephemeroptera e espécies pertencentes a cerca
de doze familias de Diptera como Chironomidae, Asilidae e Empididae (WERNER,
PONT, 2003). Embora esses predadores possam alimentar-se de larvas de
borrachudos, a sua utilizacéo isolada para o controle, pode nédo ser suficiente ja que
as exigéncias de habitat entre as espécies de presa e de predador podem nao ser
as mesmas. Entdo a predacéo acaba sendo minima ou ocasional.

Dentre os métodos de controle biolégico, destaca-se o uso de
bactérias entomopatogénicas do género Bacillus, no qual as espécies sao

geralmente sapréfagas, frequentemente associadas com folhas, solos ou insetos
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(LACEY & LACEY, 1981; BECKER et al., 1992; BROWN et al.,1998; 1999; 2000;
RODRIGUES et al.,1998; NAYAR et al.,1999; POLLOM, 2003). Essas bactérias
apresentam alto grau de especificidade ao inseto-alvo e seguranca ambiental, o que
as torna particularmente adequadas e ecologicamente corretas para uso no controle
de insetos pragas (RABINOVITCH et al., 2000; CAPALBO et al., 2005).

O Bacillus thuringiensis Berliner, 1915 foi isolado de larvas mortas de
Bombyx mori (Linnaeus, 1758) (bicho-da-seda), em 1901, pelo bacteriologista
japonés Ishiwata. E uma bactéria Gram-positiva, catalase positiva, aerobia
facultativa e quimioheterotréfica, cuja temperatura ideal de crescimento é 30°C.
Quando em condicdes desfavoraveis, esporula, liberando, apés a lise da célula, um
esporo e um cristal protéico (formado de proteinas Cry), de localizacdo justaposta ao
esporo. O cristal € chamado de corpo para-esporal e tem a¢do entomopatogénica a
larvas de insetos das ordens Diptera, Coleoptera, Lepidoptera e, ainda, a
nematoides e acaros. As proteinas do corpo para-esporal sdo codificadas por
diferentes genes e, numa mesma célula, se pode encontrar um ou Varios tipos de
polipeptidio (CRICKMORE et al., 1998; RABINOVITCH et al., 1999; REGIS et al.,
2001; CAPALBO et al., 2005).

As proteinas Cry sdo produzidas na forma de protoxina que, quando
ingeridas, sé&o solubilizadas pelo pH alcalino do trato intestinal do inseto-alvo e
clivadas pelas proteases intestinais em peptideos de menor tamanho; estes ligam-se
a receptores especificos, encontrados no epitélio intestinal, e iniciam um processo
de destruicdo tecidual do aparelho digestivo do inseto, provocando a abertura de
poros e a consequente perda do equilibrio osmético, além de colaborar para a
paralisacdo muscular, levando inseto a morte.

Em 1976 foi identificada uma nova linhagem, o B. thuringiensis, 0
sorovar israelensis (B.t.i.) (GOLDBERG e MARGALIT, 1977), classificado como
serotipo H-14, de alta atividade larvicida para varios géneros de Culicideos e
Simulideos. Nele podem ser encontrados até cinco diferentes proteinas, todas com
atividade contra larvas de mosquitos. A alta atividade larvicida e a alta especificidade
fizeram com que o B.t.i. viesse a ser utilizado como biolarvicida j& em 1978
(MARGALIT, et al.,1994; RABINOVITCH et al.,1998; SCHNEPF et al.,, 1998;
ARANTES et al.,, 2002; POLANCZYK et al., 2003). A ingestdo nao-seletiva de
particulas, por partes dos insetos-alvos, facilita a utilizacdo de larvicidas por acao
digestiva (FORATTINI, 1962).
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Em relacdo a persisténcia ambiental do B.t.i., nada se constatou até
o momento, ndo ocorrendo multiplicacdo e acumulacdo na cadeia alimentar. Os
cristais, até provavel degradacdo pelo meio, sdo pré toxinas inertes, ativando-se
apenas nos hospedeiros especificos (RABINOVITCH, et al.,, 2000). A seguranca
para mamiferos foi comprovada através de administracdo de doses massivas de
células e cristais por varias vias (RUAS NETO & OLIVEIRA, 1985). COUTCH (1995)
apud VILARINHOS et al. (1998) salienta que, durante 25 anos de testes com lotes
de B.t.i. em camundongos, nunca foi observada mortalidade.

A utlizacdo de larvicidas a base de B.ti. para o controle de
simulideos, vem sendo um dos métodos mais difundidos atualmente (CAVADOS et
al., 2001). O B.t.i. tem sido promissor tanto no combate de mosquitos, como Aedes
(Stegomyia) aegypti Linnaeu, 1762, transmissor da dengue (FILLINGER et al., 2003)
como no combate de borrachudos.

Embora os produtos a base de B.t. sejam utilizados em varios
paises, 0 seu mercado, em nivel mundial, ainda € pequeno e ndo ameaga 0S
inseticidas convencionais nao-bacterianos (RABINOVITCH et al., 1998). Hoje, cerca
de 98% do controle de insetos no mundo é feito utilizando-se produtos quimicos, e
apenas cerca de 2% é feito com controle bioldgico, sendo que, destes 2%, em torno
de 80% dos produtos utilizados sdo a base de B.t, 0 que representa
aproximadamente 3.000 toneladas de produtos com esse principio ativo lancados ao
ambiente (AZEVEDO, 1998). Segundo De Nardo e Capalbo (1998), o maior mercado
para produtos a base de B.t. para o controle de insetos é o norteamericano, no qual
sua comercializagao supera a dos pesticidas convencionais.

Segundo MARGALIT et al. (1994), a seguranca ambiental em
relacdo ao B.ti. tem sido confirmada em numerosos testes. Em todos os
continentes, mais de 200 milhdes de toneladas de bioinseticidas com esse principio
ativo vém sendo usados por ano (WIRTH & GEORGHIOU, 1997 apud
RABINOVITCH et al., 2000), e, de acordo com FORATTINI (2002), ao longo de mais
de 20 anos de utilizacdo do B.t.i. ndo foi registrada resisténcia em populacdes
naturais sob seu controle.

No controle de simulideos, MOLLOY (1992) encontrou uma
mortalidade entre 91 e 100% no estado de New York, E.U.A. O B.t.i. mostrou-se
eficiente também em grandes rios como o Oranger river, localizado na Africa,

controlando 97% da populacdo de larvas (PALMER et al., 1996). A nivel mundial o
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principal programa de controle de simulideos com utilizacdo de B.t.i. fez parte do
programa de controle da oncocercose, realizado em onze paises da Africa Ocidental,
abrangendo 1.300.000 Km onde o nematbide é endémico e de alta incidéncia
(VILARINHOS et al., 1998). No Brasil, ARAUJO-COUTINHO et al. (2003)
encontraram uma alta eficiéncia do larvicida em S. pertinax, em Paraty, RJ. .

Diversos estudos tem sido realizados para testar a suscetibilidade de
diferentes espécies de simulideos a produtos a base de B. thuringiensis. Assim
estudo de suscetibilidade de larvas ao B.t.i. MOLLOY et al. (1981) verificaram que
Simulium verecundum Stone and Jamnback, 1955 foi significativamente mais
suscetivel que Simulium vittatum. RUAS-NETO (1984), em testes de campo nas
concentracoes de 12 ppm/min. de Vectobace e 15ppm/min. de Teknare obteve-se
resultados semelhantes de mortalidade entre os biolarvicidas utilizados. ANDRADE
(1989), obteve resultados semelhantes de mortalidade entre os larvicidas Teknare e
Vectobace com aplicacédo a campo AWRENCE et al. (1984) e ARAUJO-COUTINHO
& LACEY (1990) em condi¢gbes naturais ndo encontraram diferencas significativas
entre os biolarvicidas Vectobace e Teknare. ANDRADE & CASTELO BRANCO JR
(1991) em experimento com Vectobace perceberam que larvas de S. pertinax foram
altamente suscetiveis.

Em um experimento realizado com bioensaios de laboratério, PETRY
2005), obteve diferencas de mortalidade utilizando tratamentos com Teknare,
Aquabace e Vectobace. Somente o tratamento com Teknare, difere-se
estatisticamente dos demais, ndo tendo sido observado diferenca significativa entre
Aquabace e Vectobace. As larvas utilizadas neste trabalho foram das espécies S.
perflavum, S. inaequale, S. pertinax, S. subnigrum e S. orbitale, ndo constatando
nenhuma diferenca significativa de suscetibilidade entre elas. Este resultado difere
do que ocorreu no trabalho de LACEY & LACEY (1981) que ao investigarem a
susceptibilidade de seis espécies de Simulium, coletadas no campo, concluiram que,
dentre outras, S. vittatum Zetterstedt, 1838 e S. argus foram consideravelmente mais
sensiveis aos efeitos do B.t.i.

O B.ti. vem sendo utillizado no Brasil ha algum tempo como
alternativa para substituicdo do Temephds, que vem perdendo eficiéncia. Comecou
em 1982 no Rio Grande do Sul (MARDINI et al., 2000) depois em S&o Paulo, em

1986 (REGIS et al., 2000) e hoje € utilizado de forma pontual em varios estados.
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Em alguns trabalhos de controle com B.t.i. sob larvas de Culicideos
tém se estudado a influéncia dos fatores bidticos e abioticos sob a eficiéncia destes
formulados (AWRENCE et al.,1984; MOLLOY, 1990). Tais fatores podem ser
divididos em trés principais categorias: ambiental, idade do inseto e formulacgéao
(AWRENCE et al.,1984). A formulacdo exerce uma influéncia consideravel sobre a
eficacia do Bacillus thuringiensis israelensis, por pelo menos trés mecanismos: o
efeito do tamanho da particula sobre a alimentacdo por filtracdo do simulideo,
caracteristicas fisicas da particula e efeito de diluentes sobre a poténcia da toxina
(AWRENCE et al.,1984). Dentre as influéncias ambientais pode-se destacar a
temperatura, como observado por NAYAR et al. (1999), onde registraram melhores
indices de mortalidade nas temperaturas em torno de 32-35 °C, quando comparados
com temperaturas de 15-20 °C. No mesmo trabalho observou-se uma maior
suscebtibilidade ao B.t.i. sobre larvas de instares iniciais de culicideos em relacdo ao
finais.

Por outro lado ndo se encontra com facilidade informagbes sobre a
influéncia ou importancia da topografia e caracteristicas do ribeirdo sobre a eficiéncia

e eficacia do controle usando-se biolarvicidas.
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3 ARTIGO

NOVA METODOLOGIA PARA APLICACAO DE BIOINSETICIDAS NO

CONTROLE DE BORRACHUDOS EM RIBEIROES COM FLUXO DE
AGUA IRREGULAR



Nova metodologia para a aplicagao de bioinseticidas no controle de
borrachudos em ribeirdes com fluxo de agua irregular

RESUMO

Os simulideos, conhecidos popularmente como borrachudos, desempenham um
papel importante como vetores de agentes etiolégicos. O objetivo deste trabalho foi
desenvolver uma nova metedologia para aplicacdo de produtos biolégicos a base de
Bacillus thuringiensis israelensis em ribeirdes com fluxo de agua irregular, visando o
controle desse diptero e identificar as espécies coletadas. O experimento foi
realizado em trés ribeirdes — Alto ribeirao Cambeé, Tamapuéd e Cafezal, todos
localizados na regido norte do estado do Parana, Brasil. Dentre estes, os dois
primeiros apresentam as condicdes geomorfologicas desejadas, ou seja fluxo
irregular, e o terceiro, ao contrario, apresenta fluxo regular. O produto biologico
utilizado foi o Teknar® 3.000 AAU/mg, lote 13700-3381 — 04-4849/R2. A proposta da
nova metodologia foi comparada com a metodologia tradicional ja existente. Na
metodologia tradicional os velumes de produto utilizado para controlar todo o trecho
do ribeirao estudado, e a mortalidade correspondente (%), foram respectivamente:
Alto ribeirdo Cambé: 493 mL/ 43, 33% de mortalidade; Cafezal: 150 mL/ 99, 16% de
mortalidade; Tamapua: 170 mL/ 13.88%. Ja na Nova metodologia, os volumes e
suas respectivas taxas de mortalidades (%), foram respectivamente: Alto ribeirdo
Cambé: 297 mL/ 99 56%; Cafezal: nao foi necessario aplicacao pois sua
caracteristica geomorfologica & considerada ideal, com auséncia de remansos de
grandes dimensdes; Tamapué: 444 mL/ 99.36%. Foram coletadas 214.400 imaturos
durante todo o experimento, sendo as espécies Grenieriella pruinosum Lutz, 1910 e
Chirostilbia pertinax Kollar, 1832, as mais abundantes nesta regiao. Pode-se
concluir que a nova metodologia apresenta eficiéncia e eficacia no controle de
simulideos em locais com leito irregular, sendo no entanto, necessarios estudos
adicionais para minimizar méo-de-obra com a possibilidade de economia de produto
a ser aplicado.

Palavras-chaves: Controle biolégico, Simuliidae, B. thuringiensis israelensis,
Utilizacéo.
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New methodology for the bicinseticide application in the black fly control in
ribeirdes with flow of irregular water

ABSTRACT

The simulideos, known popularly as borrachudos, plays an important part as vectors
of agents patogenic. The objective of this work went develop a new methodology for
application of biological products to the base of Bacillus thuringiensis israelensis in
streams with flow of irregular water, seeking the control of that diptero and to identify
the collected species. The experiment was accomplished in three ribeirées - Streams
Cambé, Tamapuéa and Cafezal, everybody located in the north area of the state of
Parana, Brazil. Dentre these, the two first they present the conditions wanted
geomaorfologicas, that is to say irregular flow, and the third, to the opposite, present
regular flow. The used biological product was Teknar® 3.000 AAU/mg, lot 13700-
3381 - 04-4849/R2. The proposal of the new methodology was already compared
with the traditional methodology existent. In the traditional methodology the product
volumes used to control the whole space of the studied rbeirdo, and the
corresponding mortality (%), they were respectively: High ribeirdo Cambé: 493 mL
43,33% of morality; Cafezal: 150 mL /99 16% of mortality; Tamapua: 170 mL
/13.88%. Already in the New methodology, the volumes and its respective rates of
mortalities (%), they were respectively: High ribeirdo Cambé: 297 mL /99 56%;
Coffee plantation: it was not necessary application because its characteristic
geomorfologica is considered ideal, with absence of immobilities of great dimensions;
Tamapud: 444 mL /99.36%. 214 400 were collected immature during whole the
experiment, being the species Grenieriella pruinosum Lutz, 1910 and Chirostilbia
pertinax Kollar, 1832, the most abundant in this area. It can be concluded that the
new methodology presents efficiency and effectiveness in the simulideos control in
places with irregular bed, being however, necessary additional studies to minimize
labor with the possibility of product economy to be applied.

Word-keys: Control biological, Simuliidae, B. thuringiensis israelensis, Use.
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INTRODUGAOQ

A familia Simuliidae, tem como representantes os borrachudos, que
sdo pequenos dipteros de cor escura, pernas curtas, asas largas e aspecto
corcunda (BORROR & DELONG, 1969) e o comprimento corporal varia de 1,2mm a
6,0mm (CUNHA, 2001).

Estes insetos sdao holometabolos, sendo que as larvas ficam presas
em rochas, vegetacdo e outros objetos proximos a cursos d'agua loticos. Apos o
estagio de larva, este imaturo passa para o estagio de pupa, onde esta & envolvida
por casulo cdnico, presos a objetos na agua (BORROR & DELONG, 1969) O
numero de instares larvais variam de 4 a 9 dependendo da espécie.

Especies de simulideos estdo envolvidas na transmissédo de
oncocercose humana principalmente na regido norte do Brasil (MAIA-HERZOG et
al 1999, CAVADOS et al, 2001). No sudeste do Brasil a principal importancia volta-
se para as guestdes socio-econdmica, podendo afetar drasticamente o turismo e a
qualidade de vida da populacéo local (CAVADOS et al, 2001) e também a producéo
animal, causando perda de peso, producédo de leite, e podendo causar a morte de
aves (CUNHA, 2001).

Para o controle desse vetor, o método mais adequado é o biolégico,
utilizando-se bacténias do género Bacillus. Bacillus thuringiensis subesp. israelensis
(B.ti), tem sido ufilizada como principio ativo de bioinseticida por sua
patogenicidade e especificidade sobre larvas de borrachudos (LACEY & LACEY,
1981; BECKER et al, 1992; BROWN et al ,1998; 1999; 2000; RODRIGUES et
al [ 1998; NAYAR et al ,1999; CHUNG et al, 2001; FILINGER et al, 2003; POLLOM,
2003).

Cada ribeirdo tem sua caracteristica geomorfologica, portanto os
modelos que s&o construidos baseados em aguas correntes de forma continua,
podem n&o ser viaveis para aplicacdo de B. thurningiensis israelensis em todas as
situacoes. A estratégia de aplicacao corresponde ao principal fator que garante o
sucesso do programa, ja que o B.T.i. esta comprovado como bioinseticida eficiente.

Este trabalho teve como objetivo elaborar uma nova metodologia
para aplicacdo de bioinseticida a base de B. thuringiensis israelensis no confrole de
simulideos, em ribeirbes com caracteristicas geomorfologicas acentuadas.

22



23

MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram realizados em trés ribeirdes, Cambe, Cafezal e
Tamapué, o primeire localizado no municipio de Londrina, PR, Brasil (23°17"15"S;

51°13'58"W). A bacia deste rbeirdo encontra-se quase toda urbanizada e os
problemas ambientais associados com a urbanizacédo sao especialmente criticos nos
trechos do seu alto curso. As margens das nascentes e 0s cursos dos pequenos
afluentes encontra-se degradadas. De modo geral ndao ha cobertura vegetal
remanescente de floresta nativa na regido. Por estar na area urbana, a ocupacao
que consiste em tipos diversos de construcéo e impermeabilizacdo do solo, mostra-
se intensa na bacia ali existente. Varios locais apresentam moradias irregulares que,
em geral, estdo associadas com a criacao de animais. Este corrego é influenciado
por material particulado proveniente da auto estrada e de esgotos clandestinos
industriais e domésticos.

A area estudada do ribeirdo Cafezal esta localizada no municipio de
Rolandia-PR (23°22'30"S; 51°23'30"W), e a bacia deste & caracterizada por possuir
uma insuficiente cobertura vegetal. com mata ciliar reduzida e em algumas regifes
com gramineas atingindo suas margens. Algumas propriedades rurais utilizam suas
aguas para a instalacdo de rodas d'aguas, pois & um ribeirdo com consideravel
vazao. Este, recebem aguas oriundas da auto estrada, aumentando
consideravelmente seu volume conforme a intensidade das chuvas.

O ribeirdo Tamapua esta localizado no municipio de Arapongas-Pr
(23°27°45™S: 51°34'25"W) ele é caracterizado por apresentar uma topografia
irreqular, com a presenca de piscinas naturais de dimensdes consideraveis. Neste
ribeirdo, por estar localizado no perimetro urbano, encontra-se sob os efeitos
antropicos, apresentando ao longo de seu leito entulhos e lixo doméstico. Este
também & utilizado para a irrigacdo de lavouras e hortas. Em suas margens
apresenta mata ciliar reduzida.

Foram realizados calculos de vazé&o dos corregos, tomando-se como base
uma extensédo de 10m. Neste trecho a largura foi determinada de metro a metro,
perfazendo dez tomadas de medidas. Em cada uma destas secdes a profundidade
foi medida tendo como base a cada 20 cm e da margem. Este procedimento
forneceu em torno de 50 medidas de profundidade. Tomadas as medidas, calculou-
se a velocidade da agua, utilizando-se uma bola de ténis de mesa, previamente
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preenchida com 25mL de agua. A bola foi solta no marco zero e o tempo que ela

gastou para alcancar o ponto final (10 m) foi cronometrado utilizando um crondémetro

da marca Technos® - Cronus. O numero de repeticbes dependeu da largura do

ribeirdo, Ja que, a bola foi solta de 20 em 20 cm em relacdo a margem do curso

d'agua. De posse destas medidas, calculou-se a vazao pela seguinte formula:
Q=LmxPmxCx0.85

Tm

Onde: Q = vazdo, C = comprimento; Lm = largura média, Pm =
profundidade media; Tm = tempo meédio; 0,85 &€ uma constante que serve para
corrigir o atrito da agua com o fundo.

De posse do resultado, foi consultada a tabela abaixo produzida pela Diviséo
de Zoonoses da Secretaria de Saude e Meio Ambiente do estado do Rio Grande do
Sul (Tab. 1) para conhecer a concentracdoe do produto a ser aplicado e seu
carreamento, isto &, a distancia que o produto devera atingir, ainda com potencial
de controle. Para saber a quantidade, em mL, de produto a ser aplicado, foi
multiplicado o valor da vazéo pela concentracédo correspondente na tabela.

Tabela 1: Calculo de dosagem de aplicagdo e carreamento de
produtos bioldgicos, através dos valores de vazio.
Q (m*/min) Concentragao | Carreamento (m)
(ppm)
001a0.16 N&o aplicar -
017a0.312 a0 o0
0,313 a 0,625 50 60
0,626 a 125 45 5
126a25 40 125
251abl 30 250
5.01a10.0 20 500
1001a150 15 750
Acima de 15.00 12 1000

Fonte: Divisiec de Zoonoses e Vetoras da Secretarna da Saude e Meio
Ambiente do Rio Grande do Sul.

No alto Ribeirdo Cambé, para cada trecho a ser aplicado, foram colocados
trés pontos de coleta de imaturos de borrachudos; ponto controle (testemunha —
ponto isento da influéncia do larvicida) localizado 12 metros acima do ponto inicial de
aplicacao; ponto de aplicacéo (dois metros a baixo da liberacao do produto) e um
ponto no final do valor do carreamento. Em todos os pontos, inclusive o ponto
controle, instalou-se uma corda de nylon no sentido transversal de margem a
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margem, e nesta foram amarradas seis fitas (fitilhos) de polietilieno e polipropileno
de cor verdes, cor escolhida de acordo com testes preliminares de preferéncia pelos
imaturos, com 2,1cm de largura e 100 cm de comprimento, que serviram como local
de fixacdo para as formas imaturas de simulideos. As fitas, apds instaladas ficaram
15 dias expostas para colonizacao por borrachudos. Transcorrido este tempo,
Iniciou-se 0 experimento.

Para a coleta das amostras foram retiradas trés fitas alternadas momentos
antes da aplicacéo do biolarvicida em cada situacéo, e as trés fitas restantes no dia
seguinte, 24 horas apés a aplicacéo do produto.

As aplicacoes foram feitas quinzenalmente, utilizando-se um regador. No
qual foi colocado o produto na quantidade determinada pelos calculos acima e em
seguida completado com agua até que se completasse cinco litros, volume
estabelecido pela metodologia tradicional. Esta solucéo foi agitada e depois aplicada
no leito do corrego por toda a largura do ponto estipulado. O tempo usado para
aplicacao foi de um minuto a um minuto e meio. Tempo descrito por LACEY e
UNDEEN (1984) como o mais eficiente.

O produto utilizado para controle em todos os trés ribeirdes foi o biclarvicida
Teknar® 3.000 AAU/mg, lote 13700-3381 — 04-4849/R2. onde seu principio ativo € a
bactéria Bacillus thuringiensis subsp. israelensis.

No ribeirdo Cambeé o trabalho foi dividido em duas etapas. Em um primeiro
momento, no periodo de Janeiro de 2006 a Marco de 2006, a aplicacdo do produto
foi realizada seguindo a metodologia ja existente, segundo a Divisdo de Zoonoses e
Vetores da Secretaria da Saude e Meio Ambiente do Rie Grande do Sul, de acordo
com os valores de carreamento indicadeos na Tabela 1, ou seja, a aplicacao, foi
realizada independente das irreqgularidades do ribeirdo (Fig. 1). Neste foram
aplicados 239,00mL {(47.800 ppm - diluicdo do produto no regador) no ponto 1 e
254 00mL (50.800 ppm - diluicdo no regador) no ponto 2, trecho 1 e trecho 2,
respectivamente, valores obtidos pela determinacéo da vazao e calculada com base
no valor estipulado na tabela.
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Testemunha 1

+ Ponto de Aplicagao

Ponto 1

Lagoal
Profundidade: 0,50 m
Largura: 3.0 m
Comprimenta: 3.0 m
Cueda: 0,00 m
(200m abaixe do ponto 1)

Lagoa 2
Profundidade: 080 m
Largura: 20 m
Comprimerto: 6,0 m
Cueda: 0,00 m

(250m abarzo da lagoa 1)

Alagado
Area nio necessana
aplicagio do produto
(500m de extensia)

Lagoa 3
Profandidade: 1,30 m
Largura: 80 m
Comprimento: 100 m
Queada: 0,30 m
(1000m abaixzo do pouto da
aplicagio)

Ponto Final 1
(Final do 17 carreamento)
Testemunha 2
{Inicio do 2° carreamenta) + Ponto de Aplicacio
Fonto 2

Lagoa 4
Profundidade: 1,60 m
Largura: 3.0 m
Compnmento: 12,0 m
Queda: 2,10 m

{338 m abamo do I° carreamenta)

Ponto Final 2
(350m abaixo do 2°
carreamiento

Fig. 1: Goemorfologia do ribeirfio Cambé, indicando as vamacfes no seu leito e os

pontos de aplicacdo do B. thuringiensis israelensis na metodologia tradicional
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Na segunda fase do experimento (abril e maio de 2006) foi estabelecido
e testada uma nova proposta de metodologia para aplicacdao, onde foram levadas
em consideracédo as quedas d’aguas com a formacao de piscinas naturais, o que
diminui significativamente a velocidade da agua e a profundidade do leito do curso
d'agua (Fig. 2). Esta nova proposta de metodologia, consiste em divisdo de dose
baseando-se na dose obtida pela metodologia tradicional.

Testemunha 1

Pozto de Aplicagao

Ponto 1

Lagoal
Frofondidade: 0,50 m

10
(200 zbaixe do pozto 1)

Lagoal
Prefuzdidade: 0.80 m
Largura: 20 m
Comprimento: §0 m
Queda: 000 m
(150m abeixo ds legoa 1)

Alagade
Arszpndo necessaris
splicagio do produte
(300m de extezzio)

Lagoa }
Profuzdidade: 130 m
Largura: 80 m
Comprimento: 100 m
Queds: 030 m
(1000m 2baixo do poento de
aplicacio)

Ponto 2
(Final de 1° carream ente)

Ponte 3

(Inteio do 2° carresmmento)

Ponto de Aplicagao

Ponte 4

Lagoa 4
Profundidsde: 1,60 m
Lergurz: 80 m
Comprimente: 12,0 m
Queda: 2,10
(338 m ghaixe do 2° carreamento)

Ponto de Aplicagae

Ponte §
(350m sharxe do 2°
carresmmezto

Fig. 2: Goemorfologia do nibeirdo Cambé. indicando as variagdes no seu leito e os pontos

de aplicacio do B. tinmingiensis israelensis na nova metodologia
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Por esta nova proposta ficou estabelecido trés pontos de aplicacéo e os
valores de dose foram os seguintes: Ponto 1: 57.6mL (11.520 ppm — no regador) de
produto para um carreamento de 40 metros até o remanso; Ponto 2: 165 0mL
(33.000 ppm — no regador) para um carreamento de 115 metros; Ponto 3. 75mL
(15.000 ppm — no regador) para um carreamento de 52 metros.

O experimento no nbeirdo Tamapua foi semelhante ao do Alto Ribeirdo
Cambé, ou seja, foi divididc em duas etapas: em um primeirc momento que
compreendeu de 13 de outubro de 2006 a 04 de novembro do mesmo ano, e em um
segundo momento que foi de 10 a 25 de novembro de 2006. Este ribeirdo foi
utiizado como uma repeticdo do experimento realizado no ribeirdo Cambé para
validacao da nova proposta de metodologia.

Para o primeiro momento foram feitas as medidas de vazao, obtendo-se um
valor de 750 metros de carreamento para 170,00mL (34.000 ppm — no regador) de
produto a ser aplicado (Fig. 3). Instalou-se 6 pontos ao longo do ribeirdo, onde a
testemunha (ponto isento de acédo do larvicida) foi considerada como ponto zero.
Apos 10 metros da testemunha instalou-se o ponto 1 (entre este ponto e a
testemunha, foi aplicado o biolarvicida), o ponto 2 foi localizado a 250 metros do
ponto zero, o ponto 3 a 500 metros, o ponto 4 a 600 metros, o ponto 5 a 750 metros
e 0 ponto 6 a 850 metros. Este ultimo ponto (ponto 6) foi instalado com o objetivo de
verificar o possivel aumento no carreamento do produto.

Desta forma seguindo os calculos da nova proposta de metodologia o trecho
do ribeirdo Tamapua foi subdividido em 5 pontos de aplicacdo com as seguintes
doses: ponto1: 131mL (26.200 ppm — no regador); ponto 2: 26mL (5.200 ppm — no
regador); ponto 3: 112mL (22400 ppm — no regador); ponto 4: 83mL (16.600 ppm —
no regador) e ponto 5. 92mL (18400 ppm —no regador) (Fig. 4)

O nbeirdo Cafezal apresenta uma caracteristica topografica tipica de
criadouros naturais de borrachudos, ou seja, pouca profundidade, irregulandades, e
substratos disponivels para oviposicdo. Baseando-se nestas caracteristicas, o
experimento, que realizou-se no periodo de maio a junho de 2006, foi direcionado a
utiliza-lo como um ribeirdo comparativo aos experimentos descritos anteriormente.

Foram realizados medidas de vaz&o, obtendo-se uma carreamento de 250
metros (Fig. 5). Instalou-se o ponto testemunha para coletas de larvas, logo no inicio
do trecho, e a dois metros abaixo deste, foi localizado o ponto de aplicacdo do
bioinseticiada. Apds dois metros deste fixou-se o segundo ponto de coleta de larvas.
No final do carreamento (250 metros apos a testemunha) foi instalado o ponto 2,
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utilizado para verificar a eficiéncia do calculo de vazao. Instalou-se também um
terceiro ponto, 100 metros abaixo do ponto, para verificacdao de um possivel
aumento no carreamento do produto. O volume de biolarvicida aplicado foi de 150
ml (30.000 ppm - no regador), valor obtido pela tabela sugerida pela Divisdo de
Zoonoses e Vetores da Secretaria da Saude e Meio Ambiente do Rio Grande do Sul.

! Testemunha |_
P 1 f
outo | ‘_ -\‘{%—- Ponto de Aplicacio

Lagoa 1 . 7 .
Profundidade: 1,55 m |
Largura: 2.5 m |
Comprimeato: 4,0 m ¢ Lagoa 2
Queda: 1.50m Profandidade: 1.70m
(95m abaixo do poaro de aplicagio) " Largura: 1,90 m
pr——- Comprimento: 5,0 m
Queda: 1,00m
(19m abaixo da lagoa 1)
Ponto 2
(200 m do abaizo do ponto de
— aplicacao)
/ Lagoa l
Frofundidade: 2,30 m
Largura: 93 m
Comprimeato: 12.5m
Queda: 0,40 m
(2431 zbawe da lagoa 2)
— ——+—
Ponto 3 : Lagoa 4
(360 m abaixo do ponto : . Profindidade. 1.30m
de aplicagio) —(- Largura: 5,50 m

Comprimento: 11.0m
Queda: 20m
(60m abaixo da lagoa 3)

Foote 4 S ——]
(750 m abaixo do ponrto

de aplicagio - Final do
carreamento)

Pouto § B
(100 m abaixo do poato 4) )

Fig. 3: Goemorfologia do ribewrdo Tamapud, ndicando as vanagdes no seu leito e os pontos

de aplicacio do B. rinringiensis israelensis na metodologia tradicional




Lagoal
Profundidade: 1,55 m
Largura: 2.5 m
Comprimente: 4,0 m
Queda: 1 50 m
{95m abaixo do poato de aplicacdo)

Testemunha .
Ponto 1 . %
I.-’":’/_.

Lagoal
Profundidade: 1,70 m
Largura: 190 m
Comprimento: 5.0 m
Queda: 1,00 m
(19m abaixo da lagoa 1)

/, Ponto 1
[ (200 m do abaizo do ponto de
T aplicagio)
/ Lagoa }
Profundidade: 2,30 m
Largura: 93 m
Comprimento: 125 m
S Queda: 0.40m
. {243m abaixo da lagoa 2)
e
y N\
Ponto 3 _-q\/\r?’ Lagoa 4
(560 m abaixo do poato \ = Profundidade: 1,30 m
de aplicagdo) =N\, e Largura: 550 m

de aplicagdo — Final do
carreamento)
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de aplicagdo do B. rinringiensis israelensis. na nova metodologia
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Fig. 5: Goemorfologia do ribeirio Cafezal. indicando as vanagdes no seu leito € os pontos de

aplicacio do B. thuringiensis israelensis. na metodologia tradicional
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As amostras de larvas coletadas em todos ©s experimentos e
acondicionadas em potes plasticos, com capacidade de 500ml, devidamente
identificados e preenchidos com alcool 80%. No laboratério de Entomologia da
Universidade Estadual de Londrina (UEL), as larvas e pupas foram contadas com o
auxilio de uma lupa Olympus® | e posteriormente armazenadas. Em cada
procedimento de coleta cerca de 10% (dez) das larvas e pupas eram montadas em
laminas para identificacdo especifica dos Iimaturos, utiizando-se chaves
dicotomicas de COSCARON & WYGODZINSKY (1984), COSCARON (1991) E
STRIEDER et al. (1992).

Os dados obtidos, foram analisados estatisticamente pelo o teste de Tukey
no nivel 5% de significancia como forma de comparar as duas metodologias de
controle. A diversidade e abundancia das espécies existentes também foram
apresentadas.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Ao se estudar a acéo do bicinseticida a ser utilizade no controle de insetos,

faz-se necessario conhecer as espécies alvo. Foram coletados 214.400 imaturos de
Simulidae, dos quais 188.822 (88.07%) de larvas e 25578 (11.93%) de pupas.
Foram identificados cerca de 10% (21.440 imaturos) do total coletado (Tab. 2).

Tabela 2: Espécies de imaturos de simulideos coletados em frés ribeirées
localizados ne norte do estade do Parana em diferentes periodo de 2005 a 2006.

] . Especies coletadas
Ribeirdo | Tratamento C. pemnax G pruingsa | inaequals C. subpaiide P.mcrustata N, rubntorax
Alto Tradicional 1251 7642 117 2200 5 12
Ribeirdo Nova £42 2129 0 1076 45 0
Cambé Total 893 9771 117 3276 50 13
Tradicional anv a5 374 343 79 0
Cafezal Nova . ' ’ ! .
Total 3an7 a5 374 343 74 0
Tradicional 2152 G54 0 124 37 24
Tamapua Nova 1423 652 36 325 22 13
Total 3575 1606 36 449 59 37

As espécies predominantes foram Grenieriella pruinosum Lutz, 1910 no
ribeirdo Cambe, com 64,20% e Chirostilbia pertinax Kollar, 1832 no ribeirdo Cafezal
com 81,72% e no ribeirdo Tamapua com 83,77%. (Tabela 2). Esta distribuicéo esta
de acordo com COSCARON (1991), pois a espécie G. pruinosa & comumente

encontrada em cursos d'agua com pouca profundidade, aguas cristalinas e fortes
correntezas, caracteristicas encontradas no ribeirdo Cambé. C. pertinax coloniza
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ribeirbes com fortes correntezas e aguas limpas, onde geralmente preferem plantas
aquaticas ou vegetacdo sob as aguas com substratos para ovipositar. Esta espécie
& fortemente antropofilica e & inciminada como a mais importante espécie de
importancia medica sanitaria na regido sul do pais (STRIEDER et al., 2006)

As espécies enconfradas nesta regido de estudo sdo semelhantes as
coletadas no estado do Rio Grande do Sul (STRIEDER et al, 2006) e de Curtiba -
Parana (PETRY et al_, 2004; LOZOVEI, 2004).

A nova proposta de metodologia, consistiu em calcular os valores de
vazao e carreamento da mesma forma como para o metodo anterior. Obtendo-se o
valor do carreamento e conseguentemente o valor da dose a ser aplicada. Em
sequida subdividiu-se esta dose pelos trechos entre duas piscinas naturais,
utiizando-se da seguinte formula:
D/M = Dose do produto

Carreamento
== DIM = mL/m
Onde: D/IM= Dose de produto por metro de ribeirdo
A dose do produto e o carreamento sédo valores encontrados
segundo a metodologia padrao

Uma vez obtido a quantidade do produto para aquele trecho delimitado,
multiplica-se por uma constante seis quando a distédncia do ponto de aplicacédo a
irreqularidade do leito do cdrrego (piscina natural) for inferior ou igual a 200m.
Quando a distancia for superior a esta multiplica-se pela constante 2. Estas
constantes foram obtidas através de testes preliminares para a obtencédo de uma
dose letal significativa, partindo-se do valor de dose encontrado na relacdo D/M,
visto anteriormente.

A aplicacdo foi realizada da seguinte forma: marcou-se o ponto inicial do
corrego (ponto de aplicacdo) e a distancia deste até a primeira irregularidade
(remanso — dentro do carreamento). O valor desta distancia (X) fol multiplicado pelo
D/M, obtendo-se a dose a ser aplicada neste trecho, seguindo-se este procedimento
até o final do carreamento. Quando o valor do carreamento alterar, realiza-se novo
calculo de dose seguindo o mesmo procedimento.

Para os testes de carreamento do bioinseticida e controle das larvas, no
ribeirdo Cambé, na utilizacdo da metodologia tradicional, o ribeirdo foi dividido em
dois trechos (Fig. 1), com carreamento calculado para 1000 metros. Utilizou-se de
239,00mL (47.800 ppm) e 254 00mL (50.800 ppm) nos trecho 1 e trecho 2,
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respectivamente, ja que a vazao foi diferente para os dois trechos. Obteve-se
43,33% de diminuicdo da quantidade de larvas de simulideos apés 24 horas da
aplicacéo (Tab. 3).

Tabela 3: Controle de imaturos de Simuliidae no ribeirdo Cambé, Londrina-Pr pelo produto
Teknar® ufilizando-se da metodologia de aplicacao tradicicnal.

Datas de coleta
Pontos de 10/Jan -0 hr 11/Jan - 24 hr 24/Jan -0 hr 25/Jan - 24 hr 06/Mar-0h | O7/Mar - 24 hr
Coleta Larva Pupa | Larva Pupa | Larva Pupa | Larva Pupa | Larva Pupa | Larva Pupa
Testemunhat 603 I 856 103 524 31 241 334 418 0 433 15
Ponto 1 675 117 25 62 420 302 1 70 416 0 0 0
Ponto Final 1 3653 857 3475 1010 3942 1103 3722 939 2847 632 2612 744
Testemunha 2 326 s7 410 kY4 257 a4 288 89 226 0 245 0
Ponto 2 1397 4482 1% 120 2526 o241 28 70 2987 181 12 0
Ponto Final 2 735 348 412 17 820 280 559 33 527 0 341 6
Total 6960 1768 3928 1509 7708 2226 4330 1247 6777 813 2966 760

Observacao: O total ndo inclui o ponto testemunha.

Na segunda fase do experimento a aplicacdo seguiu a nova proposta de
metodologia, ja que o leito do ribeirdo apresentava-se irregular com areas alagadas
muita vegetacédo e pequenas quedas de agua, formando piscinas naturais de agua
lénticas e mais profundas. Os trechos 1 e 2 foram subdivididos em 3 segmentos
(Fig. 2), sendo aplicado 57,6mL (11.520 ppm), 1650 mL (33.000 ppm) e 75 mL
(15.000 ppm), nos trecho 1, trecho 2 e trecho 3, respectivamente. Nesta, foi obtida
um controle de 99 56% quando analisada 24 horas apds a aplicacdo do produto

(Tab. 4).

Tabela 4: Controle de imaturos de Simuliidae no ribeirdo Cambé, Londrina-Pr, pelo produto
Teknar® utilizando-se da nova metodologia

Datas de Coleta
p‘;’ggfade 03/ADr —0 hr | O4/ADr— 24 hr | 17/Abr— 0 hr | 16/Abr — 24 hr | 24/Abr — 0 hr | 25/Abr — 24 hr
Larva Pupa | Larva Pupa | Larva Pupa | Larva Pupa | Larva Pupa | Larva Pupa
Testemunhal | 568 0 603 0 538 0 522 4 371 2 354 0
Ponto 1 541 3 0 0 208 0 0 0 413 0 0 0
Ponto 2 2081 23 12 0 @33 3 0 0 1123 4 3 0
Ponto 3 428 2 4 0 261 12 0 0 284 0 0 0
Ponto 4 2314 35 19 1 1189 15 4 0 1048 15 16 2
Ponto 5 412 13 0 0 3g 21 0 0 277 5 0 0
TOTAL 6676 76 35 1 2730 51 7] 6 3145 24 19 2

Observacgdao: O total ndo inclui o pento testemunha.

No segundo ribeirdo em estudo, ribeirdo Tamapué, também utilizou-se das
duas metodologias de aplicacdo do bioinseticida (Fig. 3 e 4). Na tradicional foi
aplicado 170mL (34.000 ppm) para um trecho de 750 metros de carreamento.
Obtendo-se uma mortalidade de 13.88%, com a aplicacao da metodologia tradicional
e 99.36% com anova (Tab. 5 e 6).




Tabela 5: Controle de imaturos de Simuliidae no ribeirdoTamapua, Arapongas — Pr, pelo
produto Teknar® utilizando-se da metodologia tradicional
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Datas de coleta
P‘t’:";f’; adf 13/0ut— 0 hr | 14/0ut—24 hr | 2000ut—0hr | 21/0ut—24 hr | 03/Mov—0 hr | 0&Nov— 24 hr
Larva Pupa | Larva Pupa | Larva Pupa | Larva  Pupa | Larva Pupa | Larva Pupa
Testemunha TE1 12 855 50 ERE) 13 ] T 76 R 15
Ponto 1 1895 113 11 275 2086 366 & 476 1883 T41 7 BES
Ponto 2 3258 956 3121 1232 3109 1118 3277 391 3275 B3 3387 744
Ponto 3 2633 38 2523 B3 2037 744 2716 357 301 285 3222 312
Ponto 4 1395 126 1985 169 2523 B30 2495 183 2723 395 2650 GS2
Ponto 5 2309 B32 2884  B57 3742 330 3888 116 3758 552 3G B8
Total 12082 1863 10304 3119 14377 3206 12367 1523 14860 2585 12086 3055

Observagao: O total ndo inclui o ponto testemunha.

Tabela 6: Controle de imaturos de Simuliidae no ribeirdo Tamapua, Arapongas — Pr, pelo
produto Teknar® utilizando-se da nova metodologia

Datas de Coleta
Pontos d¢ [ Tomiov_0hr | 1iMov—24Tr | 17Nov 0T | 18/Nov— 24 hr | 24Miov—0Tr | Z5/Mov—24 hr
Larva Pupa Larva Pupa Larva Pupa Larva Pupa Larva Pupa Larva Pupa
Testemunha 5oz 119 ar1 o4 573 112 927 288  1a@z 175 1005 161
Ponto 1 2741 227 11 211 2074 ATE 17 628  3TTE 147 12 58
Ponto 2 4083 @15 16 g20 3726 1085 10 476 32068 236 B 268
Ponto 3 3985 360 21 342 3993 7Sz 27 244 3568 562 18 425
Ponto 4 4375 285 20 216 4190 GEE 30 195 3722 409 18 335
Ponto & 3175 658 13 BST 3285 319 31 168 3785 724 10 744
Total 19239 2445 81 2346 17248 3200 115 1711 18147 2078 B4 1871

Observacédo: O total ndo inclui o ponto testemunha.

Mo ribeirdo Cafezal, considerado mais uniforme, obteve-se mortalidade de
99 16% quando aplicado 150 mL (30.000 ppm) de produto Teknar & com analise 24
horas apos a aplicacdo, para um carreamento de 250 metros (Tab. 7). Neste
Ribeirao pode-se observar que o carreamento estabelecido pela metodologia
tradicional foi eficiente, havendo moralidade por todo o trecho estabelecido pela
formula de calculo de carreamento, mas n&o controlou no ponto estabelecido além
da distancia calculada. (que consistia em um ponto localizado 100 m abaixo do
carreamento determinado) (Tab. 7).

Analisando os ribeirbes Cambé e o Tamapué, que apresentavam variacdes
geomorfologicas capazes de influenciar na velocidade e quantidade de transporte
de particulas pela agua, foi possivel verificar que a metodologia tradicional néo foi
eficiente no controle dos imaturos de simulideos em toda a distancia proposta.
Nestas condicdes, produtos a serem aplicados devem sofrer o efeito de decantacao
depositando-se no fundo do leito, dificultando o carreamento do mesmo. Ja no
nbeirdo Cafezal esta metodologia foi eficiente, pois 0o mesmo apresenta
caracteristica topografica mais uniforme isenta de barragens e piscinas naturais.
Este resultado demonstra que a metodologia tradicional foi estabelecida sem a
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preocupacio de levar em consideracdo as condicdes geomorfologicas do ribeirdo.
Todavia, para as condicdes de fluxo continuo de agua do ribeirdo o resultado de
controle foi ideal, podendo ser utilizada com sucesso.

Tabela 7: Contole de imaturos de simuliidae no ribeirfo Cafezal, Roléndia-Pr, pelo produto
Teknar® utilizando-se somente da metodologia tradicional

Datas de Coleta
Pontos de | 7&Miai—0 hr | T6/Mai— 24 hr | 290 —0hr | 30Mai—Z4hr | 1ZJun—Ohr | 130un— 24
Larva Pupa Larva Pupa Larva Pupa Larva Pupa Larva Pupa Larva Pupa
Testemunhal | 1168 30 1098 = ELE 0 ] 0 514 i =03 K5
Ponto 1 2670 0 3 0 1804 1 13 0 a78 51 g 33
Ponto 2 1198 3 15 1 B33 0 19 2 532 16 8 g
Ponto 3 1077 0 94 0 B71 19 TEE 0 411 39 77 55
Total 3668 3 18 1 2642 1 32 ] 1400 i 17 47

Observacdo: o ponto 3 esta localizado 100m além do carreamento. O total ndo inclui os
pontos: testemunha e ponto 3.

A nova proposta de metodologia mostrou resultados satisfatérios de
eficiéncia, controlando em meédia 99 46% das larvas de simulideos para o ribeiréo
Cambé mesmo com a reducéo de 39,57% na quantidade de produto aplicado. Esta
reducédo ocorreu por ter sido levado em consideracao as condicdes geomaorfologicas
do ribeirdo, o qual apresenta cerca de 50% de sua extensédo com area alagada, para
qual nao se fez necessario o controle. Para o rnibeirdo Tamapui houve aumento de
61,71% na quantidade de produto a ser aplicado, devido a presenca de piscinas
naturais. Portanto o consumo de produto, quando utilizado a nova metodologia, pode
aumentar ou diminuir dependendo das caracteristicas de cada ribeirdo, pois se
apresentar um alto namero de fragmentacdes de doses, o consumo pode aumentar
significativamente.

A mortalidade obtida com esta dltima metodologia foi semelhante a
encontrada por PETRY et al. (2004), em riacho localizado na cidade de Almirante
Tamandaré no estado do Parana, onde conseguiram, utilizando controle integrado,
uma reducédo de até 99 97% das larvas de simulideos. RUAS-NETO et al. (1985)
trabalho de controle de simulideos a campo, obteve-se uma mortalidade inferior a
90% quando a vazao do ribeirdo foi superior a 5m*min, e mortalidades irregulares
quando a vazao foi inferior a 5m*/min. Estes resultados foram inferiores aos obtidos
por esta pesquisa, pois as vazdes nos trés ribeirbes estudados foram superiores a
15m*/min porém as mortalidade obtidas foram maiores que os 90% do que as
encontrados por RUAS-NETO et al. (1985).
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Os testes foram realizados durante a primavera, verao, outono e inverno,
onde a temperatura minima obtida esteve proxima a 16°C e a maxima de 37°C. A
colonizacéo pelas larvas de simulideos, foi aproximadamente uniforme, durante o
periodo de estudo, pedendo significar que a variacao da temperatura da agua nao
interferiu na celonizacao do ambiente, na atividade alimentar e na acao do produto.
Entre diversos fatores ecolégicos que influenciam a vida e as atividade de insetos,o
mais importante € a temperatura (SILVEIRA-NETO et al., 1976). A temperatura influi
diretamente no desenvolvimento e no comportamento e indiretamente sobre o
regime alimentar. Existe correlacdo positiva entre a gradacdo da temperatura e a
mortalidade. PALMER et al. (1996) e COLBO & O'BRIEN (1984) registraram altos
niveis de mortalidade em baixas temperaturas em torno de 11°C e 7°C,
respectivamente. LACEY et al. (1978) nao registraram diferencas significativas de
mortalidade entre as temperaturas de 19°C e 24°C. LACEY et al (1978)
suspeitavam que a queda da mortalidade em temperaturas baixas fosse
consequéncia de queda no pH intestinal ou atividade alimentar. Entretanto, os
experimentos laboratoriais ndo confirmaram estas hipoteses. Houve influéncia na
taxa de alimento ingerido, mas sem diferencas significativas. Afirmaram ainda que a
mortalidade diferenciada entre temperaturas baixa e elevada seja atribuida
provavelmente a cinética de ataque enzimatico sobre a &- endotoxina com
subsequentes lesdes do epitélio entérico.

O controle verificade para as diferentes espécies coletadas durante o
trabalho foi praticamente de forma semelhante. Este resultado coincide com o
encontrado por PETRY (2005), onde em um estudo de suscetibilidade das espécies
de simulideos a diferentes formulados a base de B.ti, verificou-se que as especies
E. perflavum, I. inaequale, C. pertinax, I. subnigrum e T. orbitale responderam de
forma semelhante quanto a mortalidade aos produtos. Resultados divergentes, como
os de LACEY et al. (1978). que ao investigarem a suscetiblidade de seis espécies de
Simulium, coletadas no campo, concluiram que, dentre outras, Simulium vittatum
Zetterstedt, 1838 e S. argus foram consideravelmente mais sensiveis aos efeitos do
B.ti.

As eficiéncias obtidas na utilizacdo das duas metodologias em estudo
apresentaram diferencas significativas atraves do teste de Tukey a nivel de 5% de
significancia (Tabela 9). O ponto Testemunha (pontos isento de acéo do larvicida)
néo foi utilizado para as analises estatisticas e as diferencas entre o coletado em
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dias diferentes foi, em média inferior a & %, 0 que pode ser considerado variac&o

natural influenciada pelo proprio comportamento do animal.

Tabela 8: Controle de larvas de simulideos obtido pelo produto Teknar® comparando-se duas

metodologias: Metodologia Tradicional 2 Nova Metodologia com a subdivisdo de dose.

Metodologia Ribeirbes Estudados
Cambe Tamapua Cafezal
Pontos Testemunha Fontos Testemunha Pontos Testemunha
Aplicagio ';‘;E'I Ohr 24hr | Aplicagio i‘;{:‘; Ohr  24hr |Aplicagio 24hrapss Ohr 24 hr
Tradicional 22354 Aa 12167Bb 1545Cc 1530Cc| 413DBDd  35577EF 285201 2570L TE10M a7 M 28B2P 2520P
Mowva 12551Bb 5B Aa  14B7Cc 1519Cc| 54034 Gh 260 1 3247011 280a3Ll * !
CV % 511 1.02 1.82
OmMS 12115425 01598702 0

Numero de larvas seguidos pela mesma letra mailscula na linha e minascula na coluna néo difere
entre si pelo teste de Tukey no nivel de 5% de significancia.

Os fitilhos utilizados foi na cor verde escuro, pois em testes preliminares
verificou-se uma maior postura de ovos nesta cor, resultados que diferem de PETRY
(2005), onde verificou-se uma preferéncia por fitilhos de cores claras, tais como
amarelos e brancos. A divergéncia entre os resultados obtidos pelo autor acima
citado, pode estar relacionado ao comportamento de diferentes espécies de cada
regido de estudo.

Uma barragem natural feita nos pequenos ribeirdes, principalmente para
represamento visando a retirada de agua para irigacdo ou mesmo abastecimento
diverso, pode bloguear totalmente o carreamento. As piscinas naturais podem ser
formadas por queda de agua com alturas consideraveis. Esta situaco leva a
formacéo de “remansos” com maior profundidade e provoca uma circulacédo da agua
no sentido horizontal e vertical, e a saida & feita pela borda superior da “piscina”.
Qutros séo quedas menores com formacéo de piscinas mais rasas e com fluxo mais
rapido da agua. Existem ainda a formacdo de remansos naturais caracterizando-se
por uma area mais profunda normalmente sem pedras no fundo, com aguas lénticas
que se segue logo apos a um trecho de corredeira. Todas essas situacfes devem
ser levadas em consideracio para a determinacédo do carreamento de produto
bioinseticida, utilizado no controle de borrachudos. Desta forma uma vez detectada
estas influéncias, trabalhos minuciosos de mapeamento do ribeirdo devem ser
realizados.
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CONCLUSAO

Conclui-se  que a nova proposta de metodologia de aplicacao de
bioinseticida € uma alternativa importante para o controle de simulideos em ribeirdes
com caracteristicas topograficas acentuadas. A metodologia tradicional ndo é
recomendada para ribeirées semelhantes aos citados anteriormente, mas € uma
importante ferramenta de controle em ribeirées com leito regular.

Mais estudos sdo necessarios para minimizar a mao-de-obra na aplicacao
da nova proposta de metodologia e para estabelecer qual € a amplitude da influéncia
no carreamento em razao do tamanho, profundidade e caracteristica da “piscina
natural”.
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