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RESUMO

Alphitobius diaperinus (Panzer, 1797) é conhecido por abrigar diversos patégenos
causadores de doencgas avidrias e por seu potencial como praga, pelos danos causados aos
materiais de isolamento térmico e estruturas de sustentacdo dos galpdes. Estes coledpteros
também representam problemas de satde publica nos periodos de aumentos populacionais,
quando os adultos deixam os galpdes e se aproximam das areas urbanas. Considerando os
prejuizos que podem ser causados pela presenca de A. diperinus, o presente estudo abordou
estratégias para aplicagdo programa de manejo integrado, pela distribui¢ao populacional e
discussdo dos periodos favoraveis a aplicagdo de controle quimico e as possibilidades de

controle bioldgico.

Na avaliagdo da patogenicidade de diferentes isolados de nematdides
entomopatogénicos, observou-se que as maiores médias de mortalidade para larvas foram
por Steinernema carpocapsae (Weiser, 1955), enquanto que para adultos foi Steinernema
feltiae (Filipjev, 1934). No entanto, Heterorhabditis indica (Poinar, Karunakar & David,
1992) apresentou resultados de controle promissores para larvas e adultos, considerando
que trata-se de isolado nativo. A aplicacdo de H. indica em campo, ndo permitiu afirmar
que houve controle da densidade populacional, devido ao comportamento e distribuicao
heterogénea dos insetos nos galpdes, apesar das diferencas significativas na mortalidade

média nas avaliagdes entre os tratamentos.

Em bioensaios com inseticidas em meio de criacdo e aplicagdo topica houve
diferenca significativa na mortalidade de adultos. As CLsy indicaram que cipermetrina foi
mais efetiva em aplicagdes em meio de criagdo, enquanto ciflutrina em tratamentos topicos.
Quanto ao triflumuron, houve diferenga significativa na mortalidade de larvas e emergéncia
de adultos, no entanto os altos valores das CLsy e CLgg, sugerem tolerancia da populagao

aos produtos avaliados.

Os resultados indicaram que os tipos de galpdes, manejo das camas durante os lotes

avaliados e aplicagdo de controle quimico afetaram a densidade populacional, tanto quanto

xvii



as temperaturas da cama e do interior dos galpdes. Tanto larvas quanto adultos
encontravam-se agregados, principalmente embaixo dos comedouros, ao longo dos lotes e
semanas amostradas. As distribui¢des espacial e temporal heterogéneas estdo relacionadas
aos movimentos migratorios da populacido que sdo afetados pelos fatores abiodticos visando

o estabelecimento em micro-habitats que garantam a permanéncia nos galpdes.

A integracdo de métodos de controle de insetos praga compreende a utilizagcdo do
monitoramento da populag¢do, conhecimento do comportamento, detalhes da constru¢do dos
galpdes, manejo dos residuos e praticas sanitarias que possam estabilizar a densidades

moderadas A. diaperinus em aviarios.

Palavras-chave: Alphitobius diaperinus, Manejo Integrado de Pragas, Controle Biologico,

Nematoides Entomopatogénicos, Inseticidas, Dinamica Populacional.
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ABSTRACT

Alphitobius diaperinus (Panzer, 1797) is a known reservoir of several avian pathogens and
is a potential structural pest, causing damage to the thermal insulation materials of poultry
houses. In addition, it is potential of public health in the periods of population increases,
becoming a nuisance in cases when adults move to nearby urban houses and businesses.
Considering the damages that can be caused by the presence of A. diaperinus, the current
study deals with the use of IPM strategies and investigates the spatial distribution of larvae
and adults, discussing the favorable periods for the use of biological and/or chemical
control in poultry houses.

The evaluation of the pathogenicity of strains of entomopathogenic nematodes
revealed significant differences in mortality of larvae for Steinernema carpocapsae and of
the adults for Steinernema feltiae. However, Heterorhabditis indica presented results of
control promising for larvae and adults, considering that it is a native strain. The application
of H. indica in the field, did not show that it had control of the population density, despite
of the behavior and heterogeneous distribution of the insects in the bedding. However, there
were significant differences in mortality for the evaluation periods and treatments.

The insecticide bioassays on rearing medium and by using topical dosing methods
showed significant differences in the mortality of adults. The CLsy for Cypermethrin
indicated that was more effective in applications on rearing medium, while the CLs, for
cyfluthrin indicated that was more effective by topical bioassays. Triflumuron showed
significant difference in the mortality of larvae and emergency of adults, and the high
values of CLsy and CLq, suggest tolerance of the population to the insecticides evaluated.

The results indicated that the types of poultry house, management of the litter during
the cleaning periods and chemical control affected the population density, and were favored
by the temperatures of the litter and the poultry houses. Larvae and adults were aggregated

under the feeders during the chicken’s growth period.
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The heterogeneous spatial and temporal distributions are related to the migratory
movements of the population that are affected by the abiotics factors that provide suitable

habitats for survival on this artificial environment.

Key-words: Alphitobius diaperinus, Integrated Pest Management, Biological Control,

Entomopathogenic Nematodes, Insecticides, Population Dynamics.

XX



INTRODUCAO GERAL

A criagdo de animais confinados em pequenos espacos favorece o estresse e acumulo
de excretas no ambiente, além de materiais utilizados durante o manejo que fornecem
abrigo e recursos alimentares para o desenvolvimento e proliferacdo de artropodes com
potencial de praga. O estudo das espécies presentes em ecossistemas artificiais ndo tem
apenas importancia ecologica, mas também sanitéria, pois ha associacao destes insetos com
a veiculacdo de patégenos, dando base aos estudos na area de sanidade animal.

Entre as atividades que movem a economia brasileira, um dos setores que mais
evoluiu nas ultimas décadas foi o da producdo de carnes, sendo a carne de frango
representada por 42,64% do total da produ¢do no Brasil. Com a exportacdo de 3,2 milhdes
de toneladas de carne de frango em 2007, se mantém como o maior exportador mundial.
Para 2008, as expectativas do setor sdo para um crescimento de 6% a 8% sobre este
volume. Para atender a demanda, a avicultura potencializa a produgdo, ocorrendo curtos
intervalos entre lotes (5 a 10 dias) e trocas de cama a intervalos variaveis, podendo ser a
cada seis ou sete lotes. Esse manejo acarreta, entretanto, problemas com relacdo ao
aumento de insetos no interior dos galpdes avicolas, visto que o conteudo de matéria
organica os favorece (AVICULTURA INDUSTRIAL 2008).

Nestes sistemas as heterogeneidades temporal e espacial ocorrem e resultam do
modelo da criacdo e praticas de manejo. As adaptagdes fisioldgicas, como dorméncia e
diapausa, e , comportamentais, como o movimento € migracdo, acompanham as espécies
praga que evitam condi¢des desfavoraveis, tornando-as permanentemente estabelecidas no
local (SALIN et al. 2000).

Das diversas Ordens de insetos que se desenvolvem em ambientes artificiais, esta a
Ordem Coleoptera na qual se destaca a espécie Alphitobius diaperinus (Panzer 1797),
(Tenebrionidae), cosmopolita em substratos de produgdes avicolas, em graos e em produtos
fariniceos armazenados. A espécie ¢é originaria da Africa e ocorre naturalmente associada a

ninhos de aves e morcegos onde se alimentam de fragmentos de pele, penas e carcacas.



Com esta associacdo, tornou-se apto a se desenvolver nas condi¢cdes de umidade que
ocorrem nos sistemas intensivos de produgdo (SAFRIT & AXTELL 1984; CRAIG-
TURNER 1986; AXTELL & ARENDS 1990, LAMBKIN 2001).

As caracteristicas propicias para o desenvolvimento de A. diaperinus sdo a
temperatura do esterco e a sua baixa umidade em relagdo a produgdo de aves poedeiras; ja o
acumulo de racdo, dgua e serragem que formam o substrato e as altas temperaturas em
galpdes de aves de corte favorece ainda mais o desenvolvimento do inseto (DESPINS et al.
1987, CHERNAKI &ALMEIDA 2001).

As grandes densidades do coledptero em galpdes de aves de corte ocorrem, pois
novas camas podem ser adicionadas sobre as mais velhas, que sdo parcialmente removidas
em camadas. A cama, misturada ao esterco, ragcdo e agua, fornecem ambiente ideal para o
desenvolvimento e sobrevivéncia de diversas espécies de microorganismos. Assim, o
aumento populacional da espécie desperta o interesse médico-veterinario (HARDING &
BISSEL 1958; EIDSON et al. 1965).

As aves jovens sdo atraidas pelo movimento destes coledpteros e podem se alimentar
de larvas e adultos do inseto que podem resultar em rea¢des adversas quanto ao ganho de
peso e a disseminagdo de doengas, pois sdo veiculadores de patdogenos que podem estar na
superficie do corpo como no seu interior. Enquanto se alimentam do inseto ndo comem a
racdo alterando a taxa de engorda e remexer o substrato a procura do inseto, pode trazer
problemas respiratorios, pois entram em contato com patdogenos (DESPINS et al. 1994,
DESPINS & AXTELL 1995).

A heterogeneidade na distribuicdo dos individuos ao dos galpdes e diferengas na
abundancia de estdgios de desenvolvimento pode sugerir que ha movimentacdo para locais
adequados, relacionados a temperatura, umidade, periodos de remoc¢ao do substrato e de
aplicacdo do inseticida.

Diversos micro-habitats podem ser significativos quanto a densidade de larvas e
adultos, sendo que grandes densidades podem ser encontradas em &reas centrais, embaixo
de comedouros, onde o substrato estd menos compactado (SAFRIT & AXTELL 1984,
SALIN et al. 2000).

A tolerancia ao aumento de temperatura e dessecagdo do ambiente ocorre conforme o

periodo de desenvolvimento das aves. A agregacdo ¢ observada em periodos de baixas



temperaturas e suas causas podem estar associadas as condi¢des abioticas favoraveis do
local, protecdo ou mudangas na taxa metabolica do inseto. A duracdo e intensidade do
estresse podem afetar a sobrevivéncia do inseto e determinam a taxa de eclosdo nos
periodos suscetiveis, como o uso de areas favoraveis ao desenvolvimento e dispersdao para
colonizagdo das areas vizinhas (SALIN et al. 2000).

Os estudos conduzidos, visando reproduzir o ciclo bioldgico e as exigéncias térmicas
de A. diaperinus, apresentam resultados variados, principalmente pela metodologias
aplicadas. Verificou-se que ndo ha desenvolvimento larval a 17 °C, enquanto que a
temperatura de 30 °C apresenta grande sobrevivéncia. Os ciclos variaram de 90 a 25 dias, ¢
de 42 a 55 dias, a 27°C. As baixas temperaturas podem afetar o crescimento do inseto,
reduzindo a largura da cépsula cefalica das larvas que necessitam de maior nimero de
instares para completarem o desenvolvimento (WILSON & MINNER 1969, RUEDA &
AXTELL 1996, CHERNAKI & ALMEIDA 2001, FRANCISCO & PRADO, 2001,
SCHAFER et al. 2005).

Sob varias condi¢gdes ambientais, os individuos  podem exibir tempos de
desenvolvimento diferentes, o que afetara a eficiéncia no controle. Entender a biologia do
inseto ¢ essencial para desenvolver estratégias no manejo de populagdes de A. diaperinus
em aviairios de corte. As grandes densidades afetam o periodo de aplicagdo do controle
quimico, o tipo de produto a ser utilizado e medidas de controle biologico vidveis. Atingir o
equilibrio populacional reduziria seu status como espécie praga e o potencial como vetor de
patogenos.

O controle de A. diaperinus no Brasil esta relacionado a sua importancia médica e
veterindria, devido seu potencial como reservatorio de virus e bactérias patogénicas. A
competéncia e a capacidade na transmissdo de organismos, com importancia na saude
animal e humana foi avaliada por diversos estudos (DE LAS CASAS et al. 1968, 1972,
1973, BAGGESEN et al. 1992, MCALLISTER et al. 1996, GOODWIN & WALTMANN
1996, CHERNAKI-LEFFER et al. 2006).

Vérios grupos de inseticidas sdo relatados como eficientes no controle de A.
diaperinus, segundo uma breve revisdio de LAMBKIN (2001). No entanto, o uso de
determinadas moléculas em aviarios ¢ questionavel, devido aos niveis siginificativos de

residuos que podem ser encontrados nos tecidos das aves (MILLER & REDFERN 1988).



Os efeitos do controle podem ter resultados varidveis no tamanho populacional, pela
mobilidade de adultos e larvas que podem migrar para areas nao tratadas. As respostas de
uma mesma populagdo, avaliada em periodos diferentes, sdo variadas mesmo quando as
técnicas de bioensaios estdo padronizadas (REBERTSON er al. 1995, WEAVER 1996).

Os derivados das benzoilfeniluréias, inibidores da sintese de quitina, afetam o
processo desenvolvimento de insetos. Estas moléculas interferem na secre¢do da cuticula
resultando em morte de imaturos e adultos com aberragdes morfologicas apos a ecdise, pela
reduzida camada de cuticula secretada devido aos tratamentos. O controle pelo uso destes
reguladores de crescimento apresentam falhas quando os individuos sobreviventes resultam
de ovos que foram colocados antes dos seus parietais terem sido expostos aos inseticidas,
tanto por fatores comportamentais da espécie, como das caracteristicas da molécula
(COHEN 1987, SOLTANI et al. 1996).

Os inseticidas piretroides afetam os canais de sodio das células do sistema nervoso
dos insetos, agindo para que permanegam abertos por mais tempo, com influxo continuo de
ions, que desencadeiam repetitivos potenciais de agdo, que levam a morte por
excitabilidade. Estudos no Brasil evidenciaram populacdes resistentes a cipermetrina e
diclorvés. Ja suscetibilidade aos reguladores de crescimento mostrou que metoxifenozide e
diflubenzuron foram pouco eficazes na mortalidade de larvas de cascudinhos, comparados a
clorfluazuron, lufenuron e triflumuron (CHERNAKI-LEFFER 2004).

Ha poucos relatos sobre a ocorréncia de inimigos naturais e os registros referem-se ao
fungo entomopatogénico (Beauveria bassiana), neogregarinas (Farinocystis tribolii) e
eugregarinas (Gregarina alphitobii e outras espécies de Gregarina), que infectavam
populacdes de A. diaperinus em varios aviarios nos EUA (STEINKRAUS et al. 1991 1992,
APUYA et al. 1994). A ocorréncia de acaros Acarophenax mahunkai afetando A.
diaperinus e outros coledpteros em aviarios foi registrada por STEINKRAUS & CROSS
(1993) que observaram 51% de parasitismo em ovos, sendo que a taxa de emergéncia foi

reduzida de 72% para 23%.

O controle bioldgico atual tem como base o manejo integrado de pragas (MIP) sendo
a principal alternativa ao uso de inseticidas quimicos. As falhas observadas nestes modelos
devem ser vistas como questdes que afetam os pardmetros ecologicos. Na maioria dos casos

o controle bioldgico ¢ conduzido empiricamente, do que baseado nos aspectos ecologicos e



culturais para alcangarem os resultados satisfatorios (GAUGLER et al. 1997, BURNELL &
STOCK 2000).

Grande parte dos estudos atuais envolvendo organismos entomopatogénicos no
controle de cascudinhos avaliam a diversidade molecular de isolados e quais apresentam
efetividade no controle do inseto. A sua utilizacdo ainda necessita da viabilidade das
formulagdes, sua associagdo com armadilhas em campo e a eficdcia contra os diferentes
estagios de desenvolvimento de A. diaperinus. Ainda assim, os estudos devem avaliar a

manuten¢do da viruléncia dos entomopatogénicos ao longo do tempo contra a espécie.

Os nematdides entomopatogénicos também tém sido avaliados como possiveis
agentes de controle de A. diaperinus. Esses compreendem-se em 2 familias:
Steinernematidae (Chitwood & Chitwood, 1937) e Heterorhabditidae (Poinar, 1976), que
ndo sdo proximas filogeneticamente, mas apresentam similaridade devido a evolugdo
convergente da biologia. Nestas familias incluem-se os géneros Steinernema (Travassos,
1927) e Heterorhabditis (Poinar, 1976). Sdo parasitas letais de insetos, pois entre 24 ¢ 48
horas causam a mortalidade, ap6s a infec¢ao. Sendo o inseto um hospedeiro suscetivel, os
nematoides infectivos juvenis penetram pelas aberturas naturais (oral, anal e espirdculos) e
atingem a hemocele. Em Heterorhabditis apresentam espinho dorsal que auxilia na
penetracdo pelas regides inter-segmentares, apesar de ser raro este tipo de penetracao
(POINAR 1993).

Estes nematdides carregam bactérias simbiontes no trato digestivo e formam os
complexos Steinernema-Xenorhabdus e Heterorhabditis-Photorhabdus. Estas bactérias
abandonam o intestino dos nematoides e atingem a hemolinfa. Os nemato6ides alimentam-se
das bactérias e tecidos liquefeitos, produzem 2 a 3 geracdes e emergem como infectivos

juvenis na procura de novos hospedeiros (GAUGLER et al. 1997).

Em habitat adequado, os estudos de campo podem oferecer informagdes sobre quais
as espécies e/ou isolados de nematoides sdo efetivos no controle. Ainda ¢ necessario
esclarecer como localizam e identificam os hospedeiros suscetiveis. O processo de infec¢ao
deve estar associado a selecdo do hospedeiro, principalmente nos comportamentos de

reconhecimento, procura e penetracdo. Estes comportamentos influenciam na preferéncia



por hospedeiros localizados em superficie ou camadas do solo, bem como se os hospedeiros
sdo sedentarios ou moveis. Portanto, sdo determinadas as estratégias do tipo “ambusher”,
no qual os nematoides podem ser nictitantes ou ndo e, sdo atraidos por hospedeiros moveis.
Os nematoides do tipo “cruiser” sdo atraidos por hospedeiros sedentarios e por influéncia
de substancias volateis eliminadas pelos hospedeiros que favorecem a sua localizagao
(KAYA & GAUGLER 1993, CAMPBELL & GAUGLER 1993, BURNELL & STOCK
2000).

No complexo nematdide-bactéria simbionte, discutem-se a co-evolucdo dos fatores
bidticos que afetam a patogenicidade, a resposta imune dos hospedeiros € como a
cooperacdo entre estes organismos permite reconhecer as barreiras de infec¢do e
capacidade vetorial dos nematodides, diante da suscetibilidade dos insetos hospedeiros
(SMART 1995, CAMPBELL & GAUGLER 1997, BOEMARE et al. 1997).

Estudos mostraram que o periodo de sobreposicdo de maiores densidades de
coledpteros e nematoides ¢ curto, promovendo um periodo de controle natural limitado. As
altas temperaturas também podem ser fatores limitantes e podem favorecer o declinio

populacional dos nematoéides (GRAY & JOHNSON 1983, GEDEN et al. 1998).

Apesar de diversos estudos demonstrarem que organismos nao alvo ndo sao afetados
pelos nematoides entomopatogénicos, ainda ¢ prematuro concluir que sao seguros na
aplicagdo em todos os tipos de ambientes (GEORGIS & KAYA 1991).

A resisténcia (quimica ou biologica) e a resposta fenotipica resultam da sele¢do de
alelos pré-existentes (genotipos especificos) que regulam ou favorecem determinados
mecanismos de defesa. O comportamento de evitar o contato com estes agentes de controle
seria estimulado por receptores tacteis ou olfatorios, que estdo associados com outros
mecanismos fisiologicos e genéticos que acarretam os variados niveis de resisténcia. Os
genes de resisténcia, pela introdugdo de alelos ocorre por migracdo, que permite o
deslocamento geografico com fluxo génico entre populagdes e, por selecdo que determina
os alelos melhores adaptados nos contextos geografico e ecoldgico locais (AMBROS
2003).

Em relacdo ao uso de controle biolégico em cascudinhos, é necessario determinar
quais as condigOes abidticas para o seu estabelecimento. No Brasil, apesar de existirem

diversos programas de controle bioldgico de pragas com destaque na aplicagdo de



entomopatogénicos, ainda sdao inexpressivos os estudos visando a exploracdo de
nematoides, fungo e bactérias como bioinseticidas, ndo havendo muitos estudos que
enfatizam a biodiversidade das espécies e da eficiéncia dos isolados. Tais fatores favorecem
o desconhecimento sobre o tempo de permanéncia destes organismos em campo, quais
seriam os periodos de reposi¢ao e quais fatores ambientais que afetam a sobrevivéncia.
Além destes fatores, quais seriam os impactos da aplicacdo dos organismos

entomopatogénicos para outras espécies que compdem a comunidade.

Deve-se manter nas propriedades um programa integrado de controle de pragas,
utilizando técnicas e conceitos ja existentes, mas desenvolvendo um programa proprio do
estabelecimento, ja que cada modelo de criagdao apresenta particularidades que devem ser
observadas no inicio da aplicacdo do manejo. A integragdo de métodos compreende a
utilizacdo de medidas de controle cultural pelo monitoramento da populacdo e do
conhecimento do comportamento de A. diaperinus; o controle mecanico que envolve os
detalhes da construcao dos galpdes, manejo dos residuos e praticas sanitarias € o controle
quimico pelo conhecimento dos efeitos, quantidades e periodos de aplicagdo dos
inseticidas, evitando gastos desnecessarios ao produtor bem como a explosdo da densidade

de pragas e danos ambientais.
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OBJETIVOS

Sabe-se que no Brasil os estudos nos diferentes tipos de sistemas de producdo
avicola, quanto a eficiéncia de programas de manejo integrado e de controle bioldgico sao
recentes. Devido aos danos causados por A. diaperinus pelo manejo ineficiente e fatores
ambientais que podem favorecer o desenvolvimento deste coledptero, visa-se a sugestdo de
método de manejo integrado para o controle populacional em aviarios.

Com o aumento dos niveis de infestacdo, o presente trabalho pretende avaliar a
dindmica populacional do coledptero em sistemas de producao de aves de corte pelo estudo

dos seguintes aspectos:

e Bioensaios em laboratorio para determinagdo das CLsy e CLgg com espécies de
nematodides entomopatogénicos mantidas “in vivo” e “in vitro” de sua eficiéncia

em larvas e adultos,

e Aplicacdo de nematdide entomopatogénico em campo com avaliacdo da aplicagcdo

pela observagdo das taxas de sobrevivéncia e mortalidade de A. diaperinus,

e Bioensaios para avaliar a taxa de mortalidade em diferentes concentragdes de
produtos quimicos que sdo utilizados no controle de A. diaperinus no avidrio em

estudo,

e Monitoramento de dois tipos de galpdes, com pisos de solo e pavimentado, pela
observagao da distribui¢do de larvas e adultos nestes galpdes, avaliando como as
temperaturas internas e dos pontos de amostragem afetaram os periodos e micro-

habitats favoraveis ao aumento da densidade populacional.
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CAPITULO I
Efeito de nematodides entomopatogénicos das familias Steinernematidae (Chitwood &
Chitwood, 1937) e Heterorhabditidae (Poinar, 1976) em larvas e adultos de
Alphitobius diaperinus (Panzer, 1797) (Coleoptera: Tenebrionidae)

Resumo: Apesar de existirem diversos programas de controle bioldgico de pragas com destaque na
aplicagdo de entomopatogénicos, ainda sdo inexpressivos os estudos visando a exploracdo de
nematoides como bioinseticidas no Brasil. Em conseqiiéncia disso, sdo insuficientes as informagdes
sobre o tempo de permanéncia de nematdides em campo, sobre periodos de reposicao e fatores
ambientais que afetam a sua sobrevivéncia. Diante destas questdes, o presente trabalho avaliou a
patogenicidade de diferentes isolados de nematoides entomopatogénicos em larvas e adultos de A.
diaperinus, sendo que a importancia de testes em laboratério e em campo € analisada e discutida.
Verificou-se que as maiores médias de mortalidade para larvas foram por Steinernema carpocapsae
(Weiser, 1955) enquanto que para adultos foi Steinernema feltiae (Filipjev, 1934). As dosagens e
tempo de contato teriam mais efeito que a viruléncia das espécies nos diferentes tratamentos. A
comparagdo entre bioensaios com papel-filtro e meio de criagdo apresentou diferenga significativa
na mortalidade por Heterorhabditis indica (Poinar, Karunakar & David, 1992). Os resultados
obtidos nos experimentos com H. indica em campo indicam que houve diferenca significativa na
mortalidade para as avaliagdes e tratamentos, no entanto, ndo permitem afirmar que houve controle
da densidade populacional de insetos. A padronizagdo de procedimentos de aplicagdes nematodides
entomopatogénicos em campo foi discutida com abordagem ecoldgica e comportamental,
permitindo a comparagdo entre os bioensaios, para identificar quais os obsticulos para a

implementacdo de controle biolégico em aviarios de corte.
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1. INTRODUCAO

Das diversas ordens de insetos que estdo associadas aos sistemas de producdo
animal, a Ordem Coleoptera tem como destaque a espécie Alphitobius diaperinus,
conhecida como “cascudinho” ou “besouro-da-cama”. S3o insetos cosmopolitas em
substratos de produgdes avicolas e em produtos farindceos armazenados. (PFEIFFER &
AXTELL 1980, FRANCISCO 1996).

As caracteristicas propicias para o desenvolvimento de A. diaperinus sdo a
temperatura ¢ a baixa umidade de esterco acumulado, em criacdo de aves poedeiras
(DESPINS et al. 1987). Em galpdes para aves de corte, o acumulo de ragdo, agua e a
serragem que compdem a cama, além das altas temperaturas intensificam o
desenvolvimento (CHERNAKI & ALMEIDA 2001).

O uso de inseticidas quimicos, em particular os piretroides e reguladores de
crescimento, tem sido um dos métodos empregados para o controle deste inseto. Em
relacdo a avidrios, as aplicacdes de inseticidas sobre a cama apresentam falhas por nao
atingirem parte das larvas, pupas e adultos que estdo abrigados no solo. O interesse no
desenvolvimento de estratégias alternativas no manejo de A. diaperinus vem aumentando,
devido a falta de eficacia por longos periodos apds a aplicagdo, o custo elevado desses
produtos e os danos que causam ao meio ambiente. Os nematodides entomopatogénicos
pertencem a ordem Rabditida e incluem as familias Steinernematidae e Heterorhabditidae,
com géneros Steinernema e Heterorhabditis que tém sido aplicados efetivamente no
controle de diversas espécies de insetos que habitam ou empupam no solo (POINAR 1979,
GEDEN & AXTELL 1987, [lelal16p al. 1992).

Os nematoides juvenis infectivos contém bactérias simbiontes no intestino e formam
os complexos Heterorhabditis-Photorhabdus ¢ Steinernema-Xenorhabdus. Estas bactérias
fornecem nao apenas nutrientes, mas atuam na depressao do sistema imune do hospedeiro,
pois sdo capazes de secretar enzimas hidroliticas, que destroem as proteases anti-

bacterianas, evitando a resposta imune dos hospedeiros suscetiveis (WANG et al. 1994).
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No Brasil, apesar de existirem diversos programas de controle biologico de pragas
com destaque na aplicacdo de entomopatogénicos, ainda sdo inexpressivos os estudos
visando a biodiversidade das espécies, eficiéncia dos isolados e a exploragdo de nematoides

como bioinseticidas no controle de A. diaperinus.

GEDEN et al. (1985) avaliaram a infectividade de S. feltiae, S. glaseri (Steiner,
1929) e H. heliothidis (Khan, Brooks & Hirschmann, 1976) contra larvas e adultos desse
inseto, sendo que S. feltiae (= S. carpocapsae) resultou ser o nematdide mais infectivo.

SZALANSKI et al. (2004) avaliaram a infectividade de doze isolados das espécies
S. carpocapsae, S. feltiae e S. scapterisci contra adultos de A. diaperinus € as espécies mais
promissoras foram S. carpocapsae € S. feltiae, no entanto os isolados dessas espécies
variaram em sua infectividade.

Na Polonia, 19 espécies e isolados de nematdides entomopatogénicos foram
avaliados em estadios larvais iniciais e finais, pupas e adultos de A. diaperinus. Os estadios
finais foram mais sensiveis que os iniciais, seguidos por pupas e adultos. Os
esteinernematideos foram mais efetivos em larvas e adultos, enquanto os heterorhabditideos
foram mais efetivos em pupas. Os isolados de S. feltiae foram os mais efetivos, tanto os
mantidos em laboratério, quanto as formulagdes comerciais (PEZOWICZ 2005).

Nos EUA, notou-se que o tratamento do solo com S. feltiae ofereceu controle
moderado da populagdo de A. diaperinus, isto €, o periodo de controle foi reduzido, pois o
aumento da populacdo de inseto esteve associado as altas temperaturas nos galpdes e
declinio S. feltiae no solo tratado. Portanto, o periodo de sobreposicdo de maiores
densidades de coledpteros e nematdides permite um periodo de controle natural limitado
(GEDEN & AXTELL 1988, GRAY & JONHSON 1983).

As falhas no controle bioldgico com uso de nematdides entomopatogénicos estao
associadas a escolha das espécies ou isolados. Os testes em laboratorio sdo importantes
componentes para o desenvolvimento de programas de controle bioldgico, mas deve-se
estar atento as adversidades que afetam os resultados nas aplicagdes em campo.

Os fatores do solo que afetam a eficicia dos nematodides entomopatogénicos sao
pouco conhecidos, mas estariam relacionados com o pH e concentragdo de oxigénio, tal
como observado em estudos com S. carpocapsae em relagdo a patogenicidade e

persisténcia apds a aplicagcdo (KUNG et al. 1990). A avaliagdo da ocorréncia de nematoides

16



entomopatogénicos em solo indica que ha variabilidade na patogenicidade ao longo de
estacdes, habitats e regides geograficas que afetam a distribui¢do das espécies (STUART &
GAUGLER 1994).

A temperatura tem efeito direto no tempo de mortalidade, taxa de penetragdo e
emergéncia de juvenis infectivos, portanto, estas diferencas indicam que o isolamento
geografico resulta na adaptacdo de espécies ou isolados para diferentes regides (HAZIR et
al. 2001). As diferencas nas adaptagdes térmicas resultam na especializacdo por
hospedeiros, isto €, espécies de nematdides entomopatogénicos sdo adaptadas a
temperaturas mais baixas no inverno, enquanto outras espécies sdo adaptadas a
temperaturas mais altas no verdo e sdo capazes de parasitar os insetos prevalentes em
diferentes estagdes. Tais diferengas em nichos térmicos reduziriam a competicdo entre
nematodides entomopatogénicos de mesma distribui¢do geografica (GREWAL et al. 1994).

Em relacdo aos nematoides entomopatogénicos como agentes de controle ha
necessidade de integrar as informagdes empiricas e tedricas para determinar as espécies e
métodos mais efetivos, a partir dos resultados obtidos em laboratério e em campo.
Geralmente, o controle bioldgico ¢ aplicado visando um rapido declinio populacional, tal
como observado em inseticidas quimicos. Com isso, os trabalhos aplicados tornam-se
pouco efetivos, pois resultados a curto prazo nao permitem a estabilidade da interacao
parasita-inseto e a determinacdo de estratégias de aplicagdo que conduzam a sua eficiéncia.

Considerando a importancia do reconhecimento de espécies que possam ser efetivas
no controle de pragas de sistemas de producdo animal e almejando alternativas para
controle biolégico e sua possivel utilizagdo em aviarios de corte, o presente trabalho
pretende estudar a patogenicidade de diferentes isolados de nematdides entomopatogénicos
dos géneros Steinernema e Heterorhabditis, a eficiéncia de H. indica produzido “in vitro”
aplicado em meio de criagdo (simulando o substrato de granja) e do formulado “po-

molhavel” de H. indica contra larvas e adultos de A. diaperinus em campo.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Coleta e criaciao de Alphitobius diaperinus em laboratorio

A populagdo de A. diaperinus utilizada nos experimentos foi obtida a partir de
coletas em galpao de criagdo em aviarios de corte, no municipio de Louveira, SP
(23°05°11” S — 46°57°02” O) e foi mantida no Laboratério de Controle Bioldgico, do
Centro Experimental do Instituto Biolégico em Campinas, SP, no periodo de setembro de
2003 a dezembro de 2004.

Em laboratério, os adultos foram separados e colocados em recipientes plasticos de
3 litros contendo serragem e racao para frangos na propor¢ao de 1:2, simulando o habitat
natural de desenvolvimento deste coledptero em aviarios de corte. Este meio era umedecido
3 vezes por semana com agua borrifada na sua superficie. Os potes de criacdo tinham
tampas com abertura central, cobertas com organza que permitiam a aeracdo e eram
mantidos em camara climatizada, com temperatura (26°+1°C), umidade relativa (60+£1%) e
fotoperiodo (12L:12E) controlados.

Para a oviposi¢do dos adultos eram mantidos pedacos de papeldo corrugado (20 x
20 cm) no interior de canos de PVC com 4 cm de didmetro (armadilhas de Arends),
colocados na superficie do meio, atraindo os adultos para suas frestas. A umidade retida no
papeldo estimulava a oviposi¢do para obten¢do de geragdo de larvas (F;). As larvas eram
separadas dos adultos e colocadas em potes de criagdo nas mesmas condi¢des que 0s
adultos até atingirem o tamanho mediano (1 a 1,2 cm de comprimento) necessario para a
realizagao dos bioensaios (GEDEN et al. 1985, FRANCISCO 1996, CHERNAKI-LEFFER
2004). Houve a tentativa de se obter geracdo de adultos (F;) em laboratorio, mas ndo foi
possivel por ndo atingir o nimero de adultos suficiente para realizacdo dos bioensaios,
devido a grande mortalidade ao longo do desenvolvimento e variagdo no tempo de
emergéncia dos individuos. Portanto, para a realizagdo dos bioensaios foram utilizados
adultos provenientes de campo, bem esclerotizados, de tamanhos similares, sem a
determinagdo do sexo e idade dos individuos (CHERNAKI-LEFFER 2004). No entanto,
antes dos bioensaios, para evitar o estresse do deslocamento do campo para laboratério,

foram mantidos nas mesmas condi¢des ja citadas por 7 dias (LAMBKIN 2001).
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2.2. Producao “in vivo”, “in vitro” e formulacio “pé-molhavel” de nematdides
entomopatogénicos

Os isolados das trés espécies de nematodides entomopatogénicos S. feltiae (CB-n21)
(produto comercial, NEMASYS®), S. carpocapsae (CB-n02) (CCA/UFSCar, Araras/SP) e
H. indica (CB-n05) (proveniente de solo da regido de Itapetininga/SP) estdo depositados na
colecdo de culturas de entomopatogénicos “Oldemar Cardim Abreu”, do Laboratorio de
Controle Bioldgico, do Centro Experimental do Instituto Bioldgico em Campinas, SP. As
espécies estudadas sdo mantidas em culturas “in vivo” tendo como hospedeiros larvas de
Galleria mellonella ([elalloptera: Pyralidae), tal como descrito por BEDDING &
ARKHURST (1975). Os isolados de nematoides da colecdo sao mantidos em potes com
uma pequena pelicula de 4gua em camara climatizada a 15°C e essa suspensdo aquosa € a
utilizada para a realizacdo dos bioensaios.

O isolado H. indica (CB-n05) ja vem sendo produzido “in vitro”, pelo Laboratdrio
de Controle Bioldgico, do Centro Experimental do Instituto Bioldgico em Campinas/SP,
utilizando o meio a base de proteina animal pelo sistema de cultura em esponja sintética,
adaptado de BEDDING (1984) e, sendo utilizados imediatamente apds a sua extracao
(FOLEGATTI et al. 1988, LEITE et al. 1990).

A formulagdo “p6-molhavel” de H. indica (CB-n05) foi desenvolvida na primeira
fase do projeto PIPE/FAPESP (Processo n°03/02137-1), coordenado pela Dra. Carmen M.
Ambros Ginarte e, ainda esta sendo aperfeicoada visando prolongar a sobrevivéncia do

nematoide e permitir melhor molhabilidade dos produtos quando misturados em agua.

2.3. Avaliacao de efeito de nematéides entomopatogénicos em larvas e adultos de A.
diaperinus em laboratorio

Os bioensaios de patogenicidade por nematdides entomopatogénicos de cultura “in
vivo” foram realizados no Laboratério de Controle Biologico, do Centro Experimental do
Instituto Bioldgico em Campinas, SP, no periodo de julho a dezembro de 2004. Foram
realizados 9 tratamentos contra larvas para os isolados S. feltiae (CB-n21), S. carpocapsae
(CB-n02) e H. indica (CB-n05), representados pelas dosagens de 6, 25; 12,5; 25; 50; 100;
200; 400; 800 juvenis infectivos (JI)/ inseto e pelo grupo Controle, tratado apenas com agua

destilada. Nos bioensaios com adultos, foram realizados 7 tratamentos para os isolados S.
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feltiae (CB-n21), S. carpocapsae (CB-n02) e H. indica (CB-n05), representados pelas
dosagens de 50; 100; 200; 400; 800; 1600 juvenis infectivos (JI)/ inseto e pelo grupo
Controle, tratado apenas com agua destilada. Em cada tratamento, foram utilizadas 4
repeti¢des com 20 individuos por réplica, totalizando 80 individuos para cada tratamento.
Os bioensaios foram mantidos em placas de Petri descartaveis, com 9 cm de diametro,
contendo 2 papéis-filtro umedecidos com 2 mL de 4gua destilada.

O niimero de nematdides a ser aplicado foi determinado pela contagem direta dos
infectivos juvenis em lamina de Peters em microscopio estereoscopico. Posteriormente, os
nematodides foram concentrados em papel-filtro de 3 cm de diametro, com auxilio de bomba
de vacuo e colocados nas placas contendo os insetos. As placas nao foram seladas para
permitir as trocas gasosas dos insetos e os bioensaios foram mantidos em cadmaras
climatizadas, com temperatura (25°+1°C), umidade relativa (60+£1%) e fotoperiodo
controlados (12L:12E) controlados.

As avaliagdes foram realizadas 2, 4 e 6 dias (= 48, 96 e 144 horas) apds a aplicacdo
dos tratamentos. Os individuos mortos foram quantificados, eram examinados em
microscopio estereoscopico e dissecados para observar a presenca de nematoides,

caracterizando a infecg¢ao.

2.4. Aplicacao do isolado H. indica em meio de criaciio contra larvas e adultos de A.
diaperinus

O substrato para os bioensaios foi constituido de serragem e ragdo para aves, na
propor¢ao de 1:2, respectivamente. A agua foi adicionada na proporcao de 1 parte de
substrato para 2,5 partes de agua destilada e foram mantidos em potes plasticos
transparentes de 250 mL, contendo 50 g do meio preparado. O isolado H. indica (CB-n05)
proveniente de cultura “in vitro” (cultura em esponja sintética) foi empregado neste teste.
O numero de nematodides a ser aplicado foi determinado pela contagem direta dos infectivos
juvenis em lamina de Peters e, posteriormente, foram concentrados em papel-filtro de 3 cm
de didmetro, com auxilio de bomba de vacuo e colocados sobre o substrato com a face
contendo os nematdides voltada para baixo. Em seguida, 1 mL de agua destilada era
aplicada sobre este papel-filtro para umedecer e auxiliar a migracao dos nematdides para o

meio contendo os insetos. Os potes continham orificio central e cobertos por organza para
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permitir a areacdo. Foram realizados para os bioensaios com larvas e adultos 6 tratamentos:
50; 100, 200; 400; 800 Jl/inseto e pelo grupo controle tratado apenas com agua destilada.
Foram utilizadas 4 réplicas, contendo 30 larvas e 20 adultos, totalizando 120 larvas e 80
adultos para cada tratamento. Os experimentos foram mantidos em camara climatizada com
temperatura (25°+1°C), umidade relativa (60+1%) e fotoperiodo (12L:12E) controlados.

As avaliagOes foram feitas 2 e 4 dias (= 48 e 96 horas) apds os tratamentos para
evitar que o aparecimento de fungos no meio que afetasse o experimento. A eficiéncia foi
avaliada pela contagem de individuos mortos, que eram examinados em microscopio

estereoscopico, tal como no item anterior.

2.5. Avaliacao de H. indica pela formulagao “pé-molhavel” em larvas e adultos de A.
diaperinus aplicado em aviario de corte

Os experimentos foram realizados em aviario de corte localizada no municipio de
Louveira, SP e conduzidos em galpdo com piso de solo com 1000 m” (10 x 100 m). Visou-
se a avaliacdo de dois métodos de aplicacdo do formulado, isto ¢, sobre a cama e sobre o

solo (Figura 1).

Figura 1. Galpao em aviario de corte no municipio de Louveira, SP, onde foram realizados

os bioensaios em campo com aplicagdo de H. indica.
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Experimento I: Foram selecionadas 4 areas, distantes 10 metros uma da outra ao
longo do galpdo, nas quais os tratamentos foram aplicados de forma a abranger toda faixa

da largura do galpao, abrangendo os pontos de lateral e centro do galpdo (Figura 2).

LATERAL CENTRO LATERAL

IIIIIIIIIIIJ
IIIIIIIIIIIH

Figura 2. Desenho esquematico da aplicagdo de H. indica em galpao de aviario de corte.

T= representa os tratamentos, incluindo o grupo controle, l = indica as fileira de

comedouros e bebedouros ao longo do galpao, indica a localizagdo dos aquecedores ¢ a
seta tracejada representa o sentido da aplicagdo (transversal), abrangendo as laterais e

centro do galpao.

Os 4 tratamentos foram representados nas dosagens de 0,4; 4 e 40 J/em?
(equivalentes a 4 x 107 ; 4 x10® ¢ 4 x 10° JI/hectare). O grupo controle foi tratado apenas
com agua. Para cada tratamento houveram 6 repeti¢des , representadas por parcela de 28
cm de didmetro sendo que a area de 615, 4 cm” estava sob os comedouros pequenos. A

aplicacdao do formulado foi sobre o substrato (camada serragem, esterco e ragdo de até 10
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cm de espessura que cobre o piso do galpao). A formulagdo “p6-molhavel” era mantida em
camara climatizada a 15°C e foi transportada em caixa térmica em temperatura equivalente
até o campo. A dosagem da formulacdo foi determinada em laboratorio com auxilio de
lamina de Peters e em seguida pesada para determinar cada tratamento. As repetigdes foram
individualizados em sacos plasticos selados que foram diluidos somente no momento da
aplicacdo. O volume total aplicado em cada area sob os comedouros foi de 2 L de 4gua para
cada repeticdo, de cada tratamento e a aplicagdo foi feita com auxilio de regadores
utilizados em jardinagem. A aplicag@o dos tratamentos foi 15 dias apos a entrada do lote de
frangos e os comedouros grandes ja estavam distribuidos dentro do galpdo. Neste galpao
nao houve tratamento quimico ja que seria avaliada a eficacia de controle bioldgico (Figura

3).

Figura 3. Método de aplicagdo de H. indica, formulagdo “pd-molhavel” embaixo dos

comedouros com uso de regador.

As avaliagdes foram realizadas no pré-tratamento (4 dias antes da aplicagdo), 6 e 12
dias apds as aplicagdes, com a contagem de adultos e larvas vivos encontrados nas areas de
tratamento. Durante as contagens foram utilizados recipientes de 200 mL, retirando

parcelas do substrato e colocadas em bandejas plésticas para avaliagdo posterior.
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Experimento II: Foram considerados tratamentos com as mesmas dosagens
empregadas no Experimento I. A formulagdo “p6-molhdvel” com cada dosagem foi diluida
em 6 L de dgua e aplicada sobre o piso do galpdao com auxilio de regadores em areas de 1
m”. No grupo controle foi aplicado apenas 4gua sobre o solo. As areas para as aplicagdes
foram aleatorias e distantes 10 metros entre si, a formulacao e tratamentos foram mantidos
nas mesmas condi¢des que do bioensaio I. A aplicacdo foi feita 15 dias apo6s a entrada do
lote no galpdo e ndo houve tratamento quimico prévio do galpdo em estudo. Foram
realizadas 10 repeticdes para cada area tratada, cada uma representada por tubos de PVC de
10 x 15 cm que foram fixados atravessando a serragem e o piso de solo. Dentro de cada
tubo foram colocadas 15 larvas de tamanho mediano a grande (1 a 1,3 cm de comprimento)
e as avaliacdes foram feitas 20 dias apos as aplicacdes pela contagem de adultos emergidos
dentro de cada tubo nos diferentes tratamentos. Para impedir a fuga dos insetos e
interferéncia das aves, telas de plésticos foram colocadas sobre os tubos para [ela-los e

também permitir a aeragao.

2.6. Analises Estatisticas

As andlises estatisticas foram realizadas pelo programa estatistico S.A.S. System for
Windows, versao 9.13 (S.A.S. Institute Inc., 2003). Na analise de variancia (ANOVA)
utilizou-se o procedimento PROC GLM (Modelos Lineares Gerais), com a comparagao
multipla das médias feita pelo teste de Duncan, para a=0,05. Foi avaliada a mortalidade
média de larvas e adultos em relagdo aos parametros: Espécie de nematdide, Tratamento,
Avaliagao (= dias ap0s as aplicagdes dos tratamentos) e as interagdes: Espécie/Tratamento,
Espécie/Avaliagdo e Tratamento/Avaliagdo. Nas comparagdes entre os bioensaios com
papel-filtro e meio de criagdo utilizou-se o Teste T (0=0,05). Os pardmetros avaliados em
relacdo a mortalidade média de larvas e adultos foram: Tipo de bioensaio, Estagio de
desenvolvimento, Tratamento, Avaliagdo e as interagdes: Bioensaio/Estagio,
Bioensaio/Tratamento, Bioensaio/Avaliacdo, Estdgio/Tratamento, Estidgio/Avaliacdo e
Tratamento/Avaliagdo. Para os testes de campo foi avaliada no Experimento I, a presenga
de larvas e adultos vivos em relacdo aos fatores tratamentos, avaliagdes e para a interacao
tratamentos/avaliagdes; no Experimento II avaliou-se a emergéncia de adultos apos as

aplicacdes em relacdo aos tratamentos.
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As concentracdes letais para 50 e 90 % dos insetos tratados com as 3 espécies de
nematoides entomopatogénicos e nos bioensaios com papel-filtro x meio de criagdo foram
determinadas no 6° e 4° dias apés os tratamentos, respectivamente, pela andlise de
PROBITS proposta por FINNEY (1972) pelo programa estatistico POLO PC (LEORA
SOFTWARE 1987).

3. RESULTADOS

3.1. Patogenicidade de 3 espécies de nematdides entomopatogénicos em larvas e
adultos de A. diaperinus

A mortalidade de larvas apresentou diferenca significativa em relagdo aos
parametros avaliados (F=62,43; p<0,0001). Observamos que houve diferenga significativa
para a mortalidade em relagdo as espécies de nematoides (F=11,08; p<0,0001), tratamentos
(F=283,58; p<0,0001) e avaliacdes (F=263,29; p<0,0001). Quanto as analises
comparativas, a mortalidade de larvas foi significativa para as interagdes
espécies/tratamentos (F=4,16; p<0,0001) e tratamento/tempo (F=6,78; p<0,0001). Nao
houve diferenca significativa para a interagao espécies/avaliacoes (F=0,98; p<0,416).

Os resultados indicam que S. carpocapsae proporcionou maior mortalidade de
larvas e ndo houve diferenca significativa para H. indica e S. feltiae. Em adultos a maior

mortalidade foi observada para S. feltiae (Tabela I).

Tabela I. Mortalidade de larvas e adultos de A. diaperinus em relacdo as espécies de

nematoides avaliados em bioensaio com papel-filtro (N= 20).

Larvas (x + DP) Adultos (x % DP)
Espécies Hi (CB-n05) 11,45+7,49b 11,80+5,67b
Se (CB-n02) 12,33+7,052 12,4346,192
Sf (CB-n21) 10,9945,72b 12,79+6,45a

Hi (CB-n05)= H. indica; Sc (CB-n02)=S. carpocapsae e Sf (CB-n21)= S. feltiae.
As médias com a mesmas letras em cada coluna ndo apresentam diferenga significativa pelo teste de comparagdes
multiplas de Duncan (0=0,05).

X = DP: refere-se a média do niimero de individuos mortos e seus desvios-padrao.
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Na andlise entre as interacdes, observa-se que houve diferenca significativa na
mortalidade de larvas em relacdo aos tratamentos apos 2 dias das aplicagdes (F=28,24;
p<0,0001). Apesar de ndo haver diferenca significativa entre as espécies de nematoides, a
maior média de mortalidade foi obtida em S. carpocapsae (Tabela II).

Apo6s 4 dias das aplicacdes, houve diferenga significativa quanto a viruléncia das
espécies, sendo que S. carpocapsae ¢ seguido por S. feltiae e H. indica. Também observa-
se que as dosagens mais efetivas foram de 100 a 800 Jl/inseto (F=37,56; p<0,0001). A
avaliacdo em 6 dias apds as aplicacdes apresentou diferenca significativa paras interagdes
(F=31,90; p<0,0001). As espécies mais virulentas foram S. carpocapsae e H. indica, sendo
que esta ultima ja ¢ estudada pelo Instituto Biologico para producdo em larga escala,
justificando os testes em laboratdrio e em campo.

Em relacdo aos tratamentos, houve diferenca significativa na mortalidade com o
aumento das dosagens nos tratamentos, sendo que de 800 a 400 JI/inseto ndo houve
diferenca significativa com até 90% de mortalidade de individuos. O grupo controle diferiu

de todos os tratamentos.
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Tabela I1. Mortalidade de larvas de A. diaperinus obtidas pela influéncia dos tratamentos aplicados,

durante as avaliagdes, para cada espécie de nematodide entomopatogénico (N=20).

Tratamentos Avaliagoes H. indica S. carpocapsae S. feltiae
x £ DP x +DP X +DP
2 dias 0,25+0,50 ¢ 0,50+0,58 ¢ 0,25+0,50 ¢
Controle 4 dias 0,25+0,50 d 0,50+0,58e 1,75+1,50 e
6 dias 0,85+0,50 d 1,25+0,82 ¢ 1,75£1,50 ¢
6,25 2 dias 1,50+1,29 ed 2,25+1,89 be 3,00£1,41d
J1/inseto 4 dias 6,25+£2,75 ¢ 7,00+£3,55 d 6,75+£1,25d
6 dias 9,25+3,86 ¢ 9,00+4,00 d 8,75+1,25d
12,5 2 dias 3,25+1,25 c¢d 2,75+£2,21 be 5,75+2,62 cd
J1/inseto 4 dias 9,50+4,50 ¢ 10,50+2,08 c 9,75+0,95 ¢
6 dias 11,50+5,80 be 13,50+1,91 ¢ 11,25+0,95 ¢
25 Jl/inseto 2 dias 1,50+0,57 ed 5,00+£2,70 b 5,25+1,70 cd
4 dias 8,25+3,50 ¢ 14,254£2,21b 11,00+2,94 ¢
6 dias 12,00+3,91 be 17,50+1,00 ab 12,7542,50 ¢
50 J1/inseto 2 dias 5,00+0,81 be 5,25+1,70 b 7,00£2,16 b
4 dias 14,50+1,91 b 13,7542,88 b 11,50+1,29 ¢
6 dias 15,7542,36 ab 16,252,21b 13,00+0,81 c
100 2 dias 6,50+2,08 b 13,254+2,87 a 10,00+0,81 b
J1/inseto 4 dias 16,2542,62 ab 19,00+0,81 a 15,50+1,91 b
6 dias 18,50+2,38 a 19,254+0,50 a 16,50+2,08 b
200 Jl/inseto 2 dias 16,00+3,55 a 13,25+4,99 a 11,50+0,58 ab
4 dias 19,75+0,50 a 18,75+1,25 a 16,00+1,63 ab
6 dias 20,00£0,00 a 19,50+0,57 a 17,25£1,70 b
400 J1/inseto 2 dias 16,50+2,08 a 16,50+3,87 a 13,50+1,29 a
4 dias 20,00+0,00 a 20,00+0,00 a 18,00+0,81 a
6 dias 20,00+0,00 a 20,00+0,00 a 19,50+0,57 ab
800 J1/inseto 2 dias 16,75+1,89 a 16,25+2,21 a 13,50+3,32 a
4 dias 20,00+0,00 a 19,00£1,89 a 18,00+0,81 a
6 dias 20,00+0,00 a 19,50+1,00 a 19,50+0,58 a

As médias em cada coluna representam as mortalidades para cada avalia¢do nas diferentes concentragdes em cada espécie de nematodide
entomopatogénico. Médias com as mesmas letras em cada coluna ndo apresentam diferenca significativa pelo teste de comparagdes

multiplas de Duncan (0=0,05).

X = DP: refere-se a média do niimero de individuos mortos e seus desvios-padrao.
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A mortalidade de adultos apresentou diferenca significativa para todos os
parametros avaliados (F=67,09; p<0,0001). Houve diferenca significativa na média de
mortalidade em relacdo as espécies de nematdides (F=5,61; p<0,0042), tratamentos
(F=323,06; p<0,0001) e avaliagdes (F=102,66; p<0,0001). Quanto as analises
comparativas, a média de mortalidade apresentou diferenca significativa para as interagdes
espécies/tratamentos (F=6,70; p<0,0001) e para tratamentos/avaliagdes (F=3,02; p<0,0001).
Nos tratamentos, a mortalidade para 800 JI/inseto chegou a mais de 80% para todas as
espécies de nematdides avaliados. Nota-se que a mortalidade de adultos foi menor que em
larvas para as mesmas dosagens. Quanto as avaliagdes, a mortalidade foi maior que em
larvas para 2 e 4 dias apds os tratamentos. Em adultos a mortalidade apresentou diferenca
significativa para as interagdes em relacdo as espécies sendo que a maior média foi para S.
feltiae 2 dias apo6s as aplicagdes (F=9,22; p<0,0003). Para os tratamentos houve diferenga
significativa sendo que nas maiores dosagens atingiu de 70 a 80% de mortalidade (F=76,54;
p<0,0001). Neste periodo, a interacdo espécie/tratamento teve diferenca significativa
(F=4,02; p<0,0001) indicando efeito da viruléncia das espécies na mortalidade. Apos 4 dias
das aplicacdes, observamos que ndo ha diferenga significativa em relagdo as espécies de
nematodides na mortalidade de adultos (F=0,57; p<0,5506) enquanto que os tratamentos
apresentaram diferenga significativa (F=110,81; p<0,0001) nas dosagens de 200 a 1600
JI/inseto, com 70 a 90% de mortalidade. Nao houve diferenca significativa entre a interacao
espécie/tratamento neste periodo (F=1,83; p<0,061), portanto a viruléncia das espécies de
nematodides teria efeito 2 dias apos as aplicagdes, enquanto que as dosagens seriam
favorecidas pelo tempo de contato dos nematdides com os insetos. Assim como em larvas,
as maiores dosagens facilitam a infeccdo dos insetos de acordo com o tempo de contato.
Apos 6 dias, mantém-se a diferenca significativa na mortalidade em relagdo aos tratamentos
sendo que as dosagens com maiores médias sdo de 100 a 1600 Jl/inseto (F=171,10;

p<0,0001) (Tabela IIT).
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Tabela III. Mortalidade de adultos de A. diaperinus obtidas pela influéncia dos tratamentos

aplicados durante as avaliagOes, para cada espécie de nematodide entomopatogénico (N= 20).

Tratamentos Avaliacoes H. indica S. carpocapsae S. feltiae
x +DP X +DP x +DP

Controle 2 dias 0,75+0,25 ¢ 0,75£1,50 ¢ 0,25+0,50 d
4 dias 1,00+£0,50 d 1,25+£1,25d 0,75+0,50 ¢

6 dias 2,25+0,50 d 2,25+£1,25 0,75+£0,50 ¢

50 2 dias 9,75£1,70 ab 5,25+1,70d 6,25+221 ¢
JI/inseto 4 dias 13,00+2,16 be 11,00+1,41 ¢ 10,00+3,16 d
6 dias 13,50+1,73 ¢ 11,50+1,00 ¢ 10,50+2,64 d

100 2 dias 8,50+2,38 b 7,25+2.21 cd 8,25+0,50 ¢
JI/inseto 4 dias 15,00+1,57 be 13,2543,30 c 13,50+0,97 ¢
6 dias 15,25+1,50 be 13,75+£3,30d 14,00£1,63 ¢

200 2 dias 9,25+1,89 b 11,2542,06 b 12,50+0,95 b
J1/inseto 4 dias 14,50+1,29 be 15,75+0,50 b 14,75+3,86 ¢
6 dias 15,25+1,25 be 17,00+0,81 be 15,7543,30 be

400 2 dias 8,25+4,03 b 10,00+3,65 be 14,50+1,73 b
Jl/inseto 4 dias 12,504+4,43 be 15,75+0,95 b 16,254+2,06 be
6 dias 16,00£2,16 b 16,50+0,61 ¢ 16,75+2,06 be

800 2 dias 11,50+3,00 ab 17,25+1,50 a 17,504+2,64 a
JI/inseto 4 dias 16,25+0,95 ab 18,75+1,50 a 18,75+1,25 ab
6 dias 16,50+1,26 a 19,50+1,00 a 18,75+1,25 ab

1.600 2 dias 13,50+3,00 a 16,75+1,89 a 19,25+0,95 a
J1/inseto 4 dias 18,25+1,50 a 18,25+0,50 a 20,00+0,00 a
6 dias 18,75+0,50 a 19,00+0,81 ab 20,00+0,00 a

As médias em cada coluna representam as mortalidades para cada avaliagdo nas diferentes concentragdes em cada espécie
de nematodide entomopatogénico. Médias com as mesmas letras em cada coluna ndo apresentam diferenga significativa

pelo teste de comparagdes multiplas de Duncan (0=0,05).

X = DP: refere-se a média do niimero de individuos mortos e seus desvios-padrao.
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Nas figuras 4 e 5 sdo evidenciados os aspectos do processo de infecgdo de larvas e
adultos por H. indica, S. carpocapsae ¢ S. feltiae. Observa-se que individuos infectados por
H. indica apresentam colora¢do avermelhada, enquanto que para S. carpocapsae € S. feltiae
a coloragdo ¢ amarelo-leitosa, que caracterizam as diferengas entre as bactérias simbiontes

presentes nestes nematdides.

Figura 4. Prancha com imagens do aspecto de larvas de A. diaperinus infectadas por H.
indica (CB-n05) (A e B), S. carpocapsae (CB-n02) (C e D) e por S. feltiae (CB-n21) (E e
F).
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Figura 5. Prancha com imagens do aspecto de adultos de A. diaperinus infectadas por H.
indica (CB-n05) (A e B), S. carpocapsae (CB-n02) (C e D) e por S. feltiae (CB-n21) (E e
F).
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3.2. Comparacgio dos bioensaios com aplicacdes do isolado H. indica em meio de
criacdo e em papel-filtro contra larvas e adultos de A. diaperinus

A comparagdo entre os dois bioensaios, até 4 dias, apresentou diferenca significativa
para mortalidade de larvas e adultos nos diferentes tratamentos (F=40,39; p<0,0001).
Quanto aos parametros avaliados, as médias de mortalidade para larvas e adultos foram
significativas para o tipo de bioensaio (F=57,42; p<0,0001), tratamentos (F=153,90;
p<0,0001) e avaliagdes (F=126,93; p<0,0001).

As andlises comparativas para a mortalidade de larvas e adultos demonstraram que a
mortalidade apresentou diferenga significativa para as interagdes bioensaio/estagio
(F=20,25; p<0,0002),
(F=3,82; p<0,0026) e tratamento/avaliacdes (F=3,96; p<0,002). Nao houve diferenca

p<0,0001), bioensaio/tratamentos (F=5,21; estagio/tratamento

significativa para estagio (F=3,68; p<0,065), nas interagdes bioensaio/avaliagdes (F=7,63;

p<0,063) e estagio/avaliacdes (F=0,05; p<0,882) (Tabelas IV e V).

Tabela IV. Mortalidade de larvas de A. diaperinus tratados por H. indica em relagdo aos

tipos de bioensaios para cada tratamento (JI/inseto), durantes as avaliagdes (N=20).

Papel-Filtro Meio de criacio

Tratamentos Avaliacoes Y £DP T; p X £ DP T; p
Controle 2 dias 1,25 £2,25 1,00; 0,39 * 0,00 = 0,00 #

4 dias 1,25 +2,25 1,00; 0,39 * 0,00 + 0,00 #

50 J1/inseto 2 dias 25,00 + 4,08 12,24; <0,001 18,35 +6,42 5,71; <0,016
4 dias 71,25 + 8,53 16,68; <0,0005 35,02 £8,82 7,96; <0,0046

100 J1/inseto 2 dias 32,50 £ 10,48 6,24; <0,0008 39,17 £ 12,85 6,09; <0,009
4 dias 81,25+ 13,14 12,35; <0,001 55,00+ 11,71 9,39; <0,003

200 J1/inseto 2 dias 80,00 + 17,90 8,99; <0,003 38,32+ 11,39 6,27; <0,007
4 dias 98,75 +2,50 79,00; <0,0001 51,65 +12,63 8,17; <0,004

400 J1/inseto 2 dias 82,50 + 10,40 15,85; <0,0005 54,15+ 11,35 9,53;<0,0024
4 dias 100,00 = 0,00 # 69,15+ 12,28 11,25;<0,0015

800 J1/inseto 2 dias 83,75 +9,46 17,69; <0,0004 58,32 + 12,34 9,44; <0,0025
4 dias 100,00 + 0,00 # 83,32+ 7,22 23,07; <0,0002

* As médias em cada coluna ndo apresentam diferenca significativa para os parametros avaliados segundo o teste T
(0<0,05). # Indica que ndo houve analise estatistica para o parametro avaliado.

X =+ DP: refere-se aos valores de média (% de mortalidade) e seus desvios-padrao.
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Para os diferentes tratamentos, a mortalidade de larvas foi crescente em relacao ao

aumento das dosagens e nao houve diferenca entre as dosagens de 200 a 800 JI/inseto.

Tabela V. Mortalidade de adultos de A. diaperinus tratados por H. indica em relagdo aos

tipos de bioensaios para cada tratamento (JI/inseto), durantes as avaliagdes (N=20).

Papel-Filtro Meio de criagao

Tratamentos  Avaliacdes X +DP T;p X +DP T;p
Controle 2 dias 1,25+2,50 1,00; <0,39 * 0,00 £ 0,00 #
4 dias 5,00 £ 0,00 # 4,00 + 12,50 8,66; <0,003
50 J1/inseto 2 dias 48,75 + 8,53 11,41; <0,001 20,00 £9,12 4,48; <0,022
4 dias 66,25 £9,46 13,99; <0,0008 47,50+ 13,22 7,18; <0,006
100 JI/inseto 2 dias 42,50+ 11,90 7,14; <0,006 37,50 £8,66 8,66; <0,003
4 dias 72,25+ 7,50 20,33; <0,003 51,25+9,46 10,82; <0,002
200 J1/inseto 2 dias 46,25 £ 9,46 9,77; <0,002 45,00 = 5,77 15,58; <0,0006
4 dias 76,25 £ 6,29 24,23;<0,0002 61,25+ 18,42 6,64; <0,007
400 JI/inseto 2 dias 41,25+ 20,15 4,09; <0,005 68,75+ 14,36 9,57; <0,0024
4 dias 80,00 = 10,80 14,81; <0,001 76,25+11,08  13,75; <0,0008
800 J1/inseto 2 dias 57,50 £ 15,00 7,66; <0,004 61,25+19,31 6,34; <0,0079
4 dias 82,50 £ 6,45  25,56;<0,0001  77,50+28,72  5,39;<0,01

* As médias em cada coluna ndo apresentam diferenga significativa para os parametros avaliados segundo o teste T
(0=0,05). # Indica que ndo houve analise estatistica para o parametro avaliado.

X =+ DP: refere-se aos valores de média (% de mortalidade) e seus desvios-padrao.

Ha diferenca significativa entre os dois tipos de bioensaios, com maior mortalidade
de insetos em papel-filtro que em meio de criacdo, sendo que as larvas foram mais
suscetiveis que os adultos. No bioensaio em meio de criagdo, ndo houve diferenca
significativa na mortalidade em relacdo ao estagio de desenvolvimento, pois larvas e
adultos exibem o mesmo comportamento agregado e de com grande dispersao ao longo dos
galpdes. O comportamento de atragdo do nematodide € similar para ambos os estagios do

inseto.
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3.3. Determinacdo das concentragdes letais de 3 nematéides entomopatogénicos para
larvas e adultos de A. diaperinus e comparacio entre os bioensaios em papel-filtro e
em meio de criacao com H. indica

Os resultados sobre o efeito da patogenicidade das 3 espécies de nematoides
entomopatogénicos testados sdo apresentados na Tabela VI. De acordo com a CLsg, S.
carpocapsae foi a espécie mais virulenta para larvas, seguida por H. indica e S. feltiae.

A CLsp em adultos demonstra que a espécie mais virulenta foi H. indica, que
apresentou maior mortalidade para todas as dosagens avaliadas, sugerindo maior viruléncia.
Foi seguida por S. carpocapsae e S. feltiae que apresentaram mortalidade gradativa com

picos ap6s o 6° dia de tratamentos, tal como observado na Tabela III.

Tabela VI. Concentracdes letais, intervalos de confianga (IC) e equacdes de regressao
linear obtidas pela analise de PROBIT para larvas e adultos de A. diaperinus tratados com
os nematodides entomopatogénicos H. indica, S. carpocapsae e S. feltiae, produzidos “in

vivo”, para bioensaio em papel-filtro.

Estagio do Nematoides CLs CLy, Equacio de
Inseto (IC a 95%, Jl/inseto) (IC a 95%, Jl/inseto) Regressao
Hi (CB-n05) 19,1 132,4 y=3,753+0,894*logx
(13,3 -25,8) (91,6 - 223,3)
Larvas  Sc (CB-n02) 11,8 141,4 y=3,725+1,189*logx
(5,7-19,2) (84,3 - 321,1)
Sf (CB-n21) 24,8 670,9 y=3,044+1,526*logx
(15,4 -36,2) (407,9 - 1.343,1)
Hi (CB-n05) 12,2 1.960,1 y=4,497+0,462*logx
(0,4 -46,7) (972,2 - 5.858,9)
Adultos  Sc (CB-n02) 40,1 1.049,7 y=3,550+0,904*logx
(16,9 - 67,1) (645,7 —2.340,8)
Sf (CB-n21) 46,3 1.170,3 y=3,478+0,913*logx
(3,2-107,8) (493,9 - 18.391,2)

CLso= dose letal para 50% dos insetos tratados; CLgy= dose letal para 90% dos insetos tratados.
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As 3 espécies foram virulentas para larvas e adultos nos ensaios com papel-filtro, no
entanto, a suscetibilidade varia em relacdo ao bioensaio realizado em meio de criagdo para
H. indica. Em bioensaio em meio de cria¢do, tanto larvas como adultos apresentam
suscetibilidade similar ao nematoide H. indica em relacdo a CLsy, mas baseando-se na
CLygy, as larvas de A. diaperinus apresentaram-se mais suscetiveis que os adultos. Os
resultados demonstraram que os estdgios imaturos foram mais suscetiveis que os adultos,
no entanto, ndo se avaliou se a diferenca na suscetibilidade entre estagios larvais iniciais,
intermediarios e finais. Portanto, seriam necessarias altas dosagens de H. indica para o
controle de larvas e adultos em campo, o que difere dos resultados obtidos em bioensaio

com papel-filtro (Tabela VII).

Tabela VII. Concentragdes letais, intervalos de confianga (IC) e equacdes de regressio
linear obtidas pela analise de PROBIT para larvas e adultos de A. diaperinus tratados com o
nematoide entomopatogénico Heterorhabditis indica (CB-n05) produzido “in vitro” para

bioensaio em meio de criagao.

Estagio do CL; CL,y, Equacio de Regressao
Inseto (IC a 95%., J1/inseto) (IC a 95%, J1/inseto)
Larvas 186.,4 1.488,1 y=1,775+1,420%logx
(134,8 —254,5) (852,4-4.128,8)
Adultos 105,3 25.392,9 y=3,912+0,538*logx
(17,2-207,1) (3.257,3 - 141.201.157,6)

CL5,= dose letal para 50% dos insetos tratados; CLgy= dose letal para 90% dos insetos tratados.

3.4. Aplicacées em aviario de corte contra larvas e adultos de A. diaperinus do isolado
H. indica pela formulacio “p6-molhavel”

No Experimento I, houve diferenga significativa na ocorréncia de larvas (F=17,52;
p<0,0001) e adultos (F=3,56; p<0,0019) para os parametros avaliados. Em larvas,
observamos que houve diferenca significativa na ocorréncia para as avaliagdes (F=19,90;
p<0,0001), tratamentos (F=17,03; p<0,0001) e para interacdo avaliagdes/tratamentos
(F=16,97; p<0,0001). A maior ocorréncia foi observada 12 dias apds os tratamentos,

principalmente no grupo controle. Para adultos, apenas as avaliagcdes foram significativas
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(F=11,78; p<0,0001). As diferentes dosagens aplicadas nao afetaram a densidade de adultos
nas areas com aplicacdo de nematodides. A maior média foi observada no pré-tratamento,
enquanto que em 6 e 12 dias e entre os tratamentos ndo houve diferenca significativa na

ocorréncia (Tabela VIII).

Tabela VIII. Média de adultos e larvas de A. diaperinus amostrados em contagem direta de
amostras das areas de aplicacdo para as diferentes dosagens de H. indica nas avaliagdes

pré-tratamento, 6 dias e 12 dias ap0s as aplicagdes.

Adultos (; + DP) Larvas (;C + DP)

Pré-tratamento 6 dias 12 dias Pré-tratamento 6 dias 12 dias

Controle 9,83a+6,27 6,00a+£9,76  9,33a+ 16,22 1,67b + 1,75 5,17a+ 4,02 325,01b+ 172,11
4x10’ 28,83a+20,31 5,33a£5,85 2,83a+2,56 7,83b + 10,83 1,67b + 1,86 19,50a + 37,64
4x10* 42,17a+44,14  4,17a+ 3,66 2,17a+2,86 2,00b £ 1,55 1,33b £ 1,75 10,00a + 14,95
4x10° 27,33a+26,30  3,83a+4,96 1,00a + 1,10 4,33b + 5,09 0,50ab + 0,84 0,00a + 0,00

Meédias com as mesmas letras em cada coluna ndo apresentam diferenca significativa pelo teste de Duncan (0=0,05).

X =+ DP: refere-se aos valores de média de insetos vivos coletados e seus desvios-padrio.

No experimento II, observa-se que quase ndo houve diferenga significativa para
mortalidade de insetos ap6s os tratamentos (F=2,53; p<0,052). Apesar da maior
mortalidade na dosagem mais alta (4x10° JI/hectare), ndo houve diferenca significativa
entre o grupo controle e as demais dosagens aplicadas (Figura 6).

Em ambos bioensaios de campo sugere-se que as avaliagdes podem ter sido afetadas pelas
oscilagdes na densidade de insetos que ocorrem naturalmente nos galpdes ao longo do lote.
Nosso resultados ndo permitem sugerir que houve controle na densidade de insetos no
galpao devido aplicacdo de H. indica, mesmo com a aplicacdo de altas dosagens. Portanto,
as aplicagdes ndo afetaram as migragdes, bem como a populacdo de insetos remanescente
no galpao, apesar de termos observado mortalidade causada pelo nematoide, sugere-se que

os fatores abidticos tenham afetado a persisténcia do agente entomopatogénico (Figura 7).
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Figura 6. Mortalidade de A. diaperinus para diferentes tratamentos por H. indica 20 dias
ap6s as aplicagdes em campo. Médias com as mesmas letras ndo apresentam diferenca

significativa pelo teste de Duncan (a=0,05). Barras= Desvio Padrao.

* Mortalidade= Média de adultos ndo emergidos ou ndo encontrados durante a avaliagdo do experimento II (N=15 larvas).

Figura 7. Mortalidade de larvas e adultos de A. diaperinus causada por H. indica observada

em campo apoOs as aplicagdes dos tratamentos.
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4, DISCUSSAO

Os resultados demonstraram que os nematoides entomopatogénicos aplicados
podem ser efetivos no controle de A. diaperinus, sendo que as larvas foram mais suscetiveis
que os adultos aos tratamentos. As médias de mortalidade em larvas estariam mais
associadas aos tratamentos e tempo de contato com os nematodides enquanto que em adultos
seria viruléncia das espécies e o tempo de contato. A dificuldade de penetracdo em adultos
poderia ter afetado esta relagdo tratamentos e tempo de contato. Nos tratamentos a
mortalidade foi crescente, seguindo o aumento das dosagens de Jl/inseto, portanto,
podemos sugerir que a densidade tem influéncia na mortalidade de larvas, tanto quanto a
viruléncia das espécies de nematoides aplicados.

As diferengas bioquimicas na reserva de energia dos nematoides entomopatogénicos
de regides de clima temperados e tropicais afetam sua a viruléncia e patogenicidade por
influenciarem a producao de antibidtico as bactérias simbiontes. J& o acimulo de lipidios ¢
um importante fator de tolerdncia e adaptacdo as temperaturas extremas em juvenis
infectivos. As espécies do género Steinernema sio mais ativas que em menores
temperaturas que as espécies do género Heterorhabditis, mas as faixas de temperatura com
atividades s3o menores que as faixas em espécies de Heterorhabditis, devido a relagao
entre as origens geograficas das familias a que pertencem (MOLYNEUX 1986;
GAUGLER & KAYA 1990, SELVAN et al. 1993a).

Considerando os efeitos de S. feltiae em adultos de A. diaperinus, os resultados
obtidos por GEDEN & AXTELL (1988) e PEZOWICZ (2005) foram confirmados neste
estudo. Sendo que o isolado de S. feltiae, obtido de solo em areas proximas aos aviarios
avaliados na Polonia, foram mais efetivos na mortalidade que os mantidos em laboratorio
ou provenientes de produtos comerciais PEZOWICZ (2005), os isolados nativos
apresentariam maior infectividade devido aos fatores climaticos que favorecem a sua
permanéncia na regido, bem como interacdo com a espécie alvo do local. Neste contexto,
H. indica ¢ uma espécie nativa, enquanto na maioria dos estudos foram observados
nematodides nativos de climas temperados.

As diferencas em relagdo as avaliagdes sugerem que o periodo de contato com os

nematoides entomopatogénicos favorece a mortalidade nos diferentes tratamentos. De
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acordo com o0 manejo empregado e o tipo de infestacao deve haver um estudo da dosagem a
ser aplicada em campo para o controle de A. diaperinus, sendo que a viruléncia pode ser
intensificada pelo tempo de contato entre insetos e nematoides entomopatogénicos. No caso
de adultos, ha o efeito inicial de viruléncia das espécies, seguido pelo efeito das dosagens.
Tanto larvas quanto adultos foram suscetiveis a H. indica, com efeito posterior das
dosagens e tempo de contato, que fornece controle eficiente em aviarios de corte, no
entanto, os estudos sobre esta espécie devem ser aprofundados.

Estudos em laboratorio demonstraram que S. feltiae (=S. carpocapsae) foi mais
virulento que S. glaseri e H. heliothidis em ensaios com A. diaperinus. Apenas os adultos
foram suscetiveis ao S. glaseri. Os Ultimos instares foram mais suscetiveis a S. feltiae (=S.
carpocapsae) que a H. heliothidis em ensaios com diferentes meios que reproduziam o
ambiente de granjas. J& comparando a adultos e larvas, nestes mesmos substratos,
observamos que os adultos foram menos suscetiveis aos nematdides. A viruléncia de B.
bassiana a A. diaperinus, assim como os nematdides entomopatogénicos, indicou que os
adultos sdo menos suscetiveis que as larvas, o que estaria associado a espessura do
tegumento como forma de resisténcia a germinacdo e penetragdo do fungo. No caso de
nematodides também poderia ser o tamanho das aberturas naturais que poderiam dificultar a
penetracdo. Em comparagdes entre diferentes bioensaios, verificou-se que S. feltiae e S.
carpocapsae foram virulentos a larvas e adultos de A. diaperinus e que ambos os estagios
do inseto foram mais suscetiveis para aplicacdes em papel-filtro que para outros substratos
testados (GEDEN er al. 1985, STEINKRAUS et al. 1991, GEDEN et al. 1998,
SZALANSKI et al. 2004).

O aumento da dosagem de nematdide parece proporcionar uma maior resposta na
mortalidade do inseto para o estigio de larva do que para o estidgio de adulto. A
suscetibilidade do inseto aos agentes de controle declina, com aumento no tamanho do
corpo do inseto, bem como ha estadios de imaturos mais suscetiveis. O 2° instar de Bemisia
tabaci foi mais suscetivel a S. feltiae que os estadios larvais finais, enquanto que o 1°
estadio larval apresenta aberturas corporais muito reduzidas para a penetragdo do
nematodide. No entanto, a taxa de infec¢do dos hospedeiros por nematoides pode diferir

entre as espécies e estagios de desenvolvimento (CUTHBERTSON et al. 2003).
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Em ensaios de infectividade com S. carpocapsae e H. bacteriophora contra larvas
de Aedes aegypti, observou-se que a mortalidade teve correlagdo positiva com o aumento
da dosagem e tempo de exposi¢do aos tratamentos (MOLTA & HOMINICK 1989). Ja
larvas de G. mellonella tratadas com S. carpocapsae ¢ H. bacteriophora ndo apresentaram
diferenca significativa para as CLsy em relagdo aos tratamentos e tamanhos de larvas. Em
relacdo a TLsp houve a variagdo de 2 a 3 horas para o tamanho das larvas (GLAZER 1992).

A principal causa que prejudica a permanéncia de nematdides entomopatogénicos
em campo e seu maior potencial no controle bioldgico seria a sensibilidade as variaveis
ambientais extremas. As estratégias para atingir os estdgios mais suscetiveis ao nematoides
e quais os pontos de aplicagdo que promoveriam o controle do inseto ainda ndo foram
elucidadas.

Os organismos patdgenos tém seu proprio nicho que pode ser compreendido pelo
desenvolvimento epizootico caracterizado pela rapida mudanga na prevaléncia da infecgao.
Tais mudangas dependem da reproducdo massiva do patdogeno que interagirem, ou, sao
reforcadas pelas caracteristicas do hospedeiro ou fatores ambientais. A transmissao
eficiente inicial ¢ necessdria, pois a populacdo hospedeira deve ser suscetivel ao
microorganismo; posteriormente, a propor¢cdo de hospedeiros suscetiveis declina e, o
aumento do nimero de unidades de patdégenos torna-se menos importante (FUXA 1987).

O habitat natural dos nematdides juvenis infectivos ¢ o solo que compde um
ambiente complexo e dindmico. Os organismos adaptados a estes habitats apresentam
tolerancia limitada as caracteristicas extremas ao longo dos gradientes, sendo que o
conhecimento dos fatores bidticos e abiodticos limitantes favorecem o sucesso do uso dos
nematdides como agentes de controle bioldgico (POPIEL & HOMINICK 1992).

Sugere-se que Heterorhabditis indica, em diferentes doses e ao longo do tempo,
seria um bom agente de controle para A diaperinus. Isto pode estar relacionado com sua
habilidade pela busca ao hospedeiro coledptero, localizando suas larvas que sdo muito
ativas, que tendem a se agregar e sdo subterraneas favorecendo a infeccdo dos individuos
no pontos de aplicacdo. Outro fator que deve ser considerado ¢ a patogenicidade causada
por esta espécie de nematoide que esta relacionada com a associagdo nematodide-bactéria.

A relagdo parasita-hospedeiro, com distribuicdo binomial negativa, por ser nao

aleatoria, em ensaios com multiplos hospedeiros e parasitas, ndo sdo adequados como
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forma de avaliar a propor¢do da populagao de parasitas que ¢ infectivo aos hospedeiros
testados. Nos ensaios por contato direto, a influéncia do comportamento ecolégico do
hospedeiro, a interferéncia de outros patdogenos, composicdo do solo, temperatura e
umidade sdo fatores que sdo excluidos e afetam a infectividade. Além disso, ndo avaliam a
influéncia da infectividade no principio da invasao, efeitos de agregacdo e da distribuicao
binomial negativa na mortalidade do hospedeiro. Muitos ensaios podem nao ser indicativos
da eficiéncia de nematdides entomopatogénicos em campo e nem como forma de avaliar a
persisténcia em campo (CONVERSE & MILLER 1999).

O contato inseto-nematoide, associado ao comportamento de busca pelo hospedeiro,
¢ favorecido pelo tipo de bioensaio que facilita a penetracao e encontro do hospedeiro. Em
meio de criagdo, os insetos podem migrar para diferentes profundidades, apresentando
distribuicdo agregada ou fracionada, sugerindo o que pode ocorrer em campo quando nio
ha controle satisfatorio, pois nematdides entomopatogénicos respondem a estimulos
quimicos ou tateis durante as interagdes bidticas e abioticas. Na aplicagdo de controle
bioldgico e manejo do inseto-alvo, ¢ necessario entender como tais interagdes afetam o
agente de controle.

As extingdes e reintrodugdes locais seriam conseqiiéncia da dispersdo forética
dentro e entre os hospedeiros, com importancia na distribuicao das espécies de nematoides
entomopatogénicos e de populagdes transitérias no espago € no tempo. A distribuicao
fragmentada de nematdides entomopatogénicos explicaria a aparente raridade de
polimorfismos, que favorece o fluxo génico entre as populagdes, prevenindo a extensiva
diferenciagdo génica intra-especifica. Esta aparente falta de diferenciacao génica dentro das
espécies consiste com a falta de radiagdo adaptativa dentro dos grupos de nematdides
entomopatogénicos ¢ evidenciado pelo pequeno numero de espécies descritas (STUART &
GAUGLER 1994, COSTA et al. 2007).

A imunidade do hospedeiro e a competigdo intra-especifica sdo os principais fatores
extrinsecos a densidade-dependente que afetam a relagdo parasita-hospedeiro. O complexo
nematoide-bactéria deprime o sistema imune do hospedeiro como parte do processo de
infec¢do inicial. A resposta imune do hospedeiro resistente afeta o estabelecimento em
relagdo a densidade-dependente pela inadequada nutricdo, que afeta a sobrevivéncia e

fecundidade pela competi¢do por nutrientes e espago, com efeitos diretos (pelo nimero de
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JI/hospedeiro infectado) e indiretos (longevidade do JI) (SELVAN et al. 1993b, COSTA et
al. 2007).

Ha evidencias de que o tempo de penetracdo favorece a maior viruléncia de S.
carpocapsae, sendo que os insetos parasitados nas maiores dosagens demoram mais para
morrer. Para G. mellonella, o reconhecimento e eliminacdo dos nematdides durante a
resposta imune ndo elimina o mais virulento, mas as menores dosagens aplicadas por
inseto. Os JI necessitam de um tempo minimo para iniciar o desenvolvimento e conduzir os
produtos de viruléncia para a hemolinfa do hospedeiro (SIMOES et al. 2000).

O principal fator que pode prejudicar os nematdides entomopatogénicos de
alcancarem o potencial maximo no controle bioldgico ¢ a sua sensibilidade as varidveis
ambientais extremas (KAYA & GAUGLER 1993). Assim, os nematdides podem ser
afetados em substrato composto por esterco em sistemas de animais confinados devido a
possivel toxicidade dos componentes do esterco aos juvenis infectivos, além da auséncia de

vegetacao e solo (GEORGIS et al. 1987).

Além da temperatura, outros fatores favorecem a agregacao dos hospedeiros, como
a oferta de recursos, composicao do solo, umidade, densidade populacional e presenca de
patogenos no ambiente. A infec¢do por nematoides resulta ndo sé na mortalidade, mas na
determinagdo da concentragdo letal. Quando a concentragdo letal ¢ alta, na populagdo ha
individuos ndo infectados e infectados que sobrevivem e a agregacdo dos hospedeiros
poderia favorecer a infec¢cdo por nematodides, pois os processos nos hospedeiros sdo do tipo
densidade-dependente. A agregacdo da populagdo hospedeira favorece a manuteng¢do da
populagdo natural de nematdides durante os processos inoculativos de controle bioldgico
(WESTERMAN 1999).

Em estudos sobre a distribuicdo de nematdides entomopatogénicos nos pontos de
aplicacdo na presenca de hospedeiros, notou-se que houve heterogeneidade espacial na
distribuicao nos pontos e ao longo dos pontos de aplicacao. A distribuicdo fragmentada ¢
afetada pela distribuicdo de recursos e as interagdes inter e intra-especificas das populagdes
com a influéncia do fluxo génico, competicdo, predacdo e parasitismo. A distribuicdo de
juvenis infectivos nos pontos de aplicacdo pela variabilidade espacial e temporal estdo
associadas a abundancia de espécies de hospedeiros suscetiveis € nimero de juvenis

infectivos/hospedeiro que se relacionam com a capacidade de dispersdo, encontro e
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penetracdo nos hospedeiros e, sua habilidade de persistirem no ambiente (STUART &
GAUGLER 1994).

As diferencas nas estratégias de localizagdo favorecem a especializagdo pelo tipo de
comportamento dos hospedeiros, ja que a entomofauna de solo € espacial e temporalmente
variavel e estas estratégias limitam as espécies suscetiveis. Portanto, limita a infec¢do de
espécies moveis, sedentarias ou subterrdneas, bem como reduz a competicdo entre as
espécies de nematdides que ocorrem no mesmo habitat (CAMPBELL & GAUGLER 1993).

Deve-se atentar para as condi¢des de baixa umidade do substrato em aviarios, tipo
de piso (pavimentado ou solo) e locais onde ha focos de agregacdo dos estagios de
desenvolvimento. Sendo este nematdide produzido em larga escala e por ser uma espécie
nativa, favorece o entendimento das caracteristicas bioticas e abioticas da espécie alvo e do
seu agente de controle que pertencem a mesma regido geografica.

O presente estudo ndo avaliou quais as condi¢des ambientais envolvidas no tempo
de permanéncia deste nematoide em campo. Seriam necessarias observagdes das condigdes
ambientais que interferem a taxa de infeccdo do nematdide e que poderiam ser
significativos para o controle do coledptero. As diferengas na ocorréncia de larvas e adultos
nas avaliagdes em campo ndo podem ser apenas consideradas como controle da populagio,
j& que trata-se de inseto altamente mdvel e que poderia ter migrado para outros pontos do
galpado.

A necessidade de altas dosagens do nematoide para o controle de larvas e adultos de
A. diaperinus em granjas seria viabilizada aplicando o nematoide somente embaixo dos
comedouros, onde ha altas densidades e agregacao do coleoptero. Isto pode ser comparado
com o método de associacdo com iscas atrativas ao inseto.

O uso de nematodides entomopatogénicos no controle de uma das principais pragas
do cultivo de bananas, o coledptero Cosmopolites sordidus (Germar), parece ser efetivo
com o uso de iscas de feromdnio para atracao, que contém nematoides entomopatogénicos,
que infectam insetos tem bons resultados quando comparado com tratamentos a base de
inseticidas (CHABRIER et al. 2003).

TREVERROW & BEDDING (1993) observaram que o uso de armadilhas contendo

nematoides entomopatogénicos poderia ser efetivo em campo. Observaram que mesmo
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havendo a necessidade de altas densidades de infectivos juvenis nas armadilhas, obtiveram
o controle de adultos, tornando este método economicamente viavel.

A baixa eficiéncia de H. indica no controle, quando aplicado no solo batido estaria
associada a extrema compactacdo do solo no piso dos galpdes, reduzindo a absor¢do da
calda de nematoide aplicada, além de dificultar a locomog¢do do organismo e reduzir a

aeracao do ambiente.

A aplicagdo de S. feltiae contra A. diaperinus em ensaios com solo, apresentou 94%
de mortalidade ja no primeiro dia de tratamento para larvas de ultimo instar. Nao houve
diferenca entre os galpdes tratados e ndo-tratados, o que teria relagdo com o comportamento
do inseto, ja que as larvas tendem a migrar para o solo durante a pupagdo. As toxinas
provenientes do esterco, aumento da temperatura, que coincide com a redugdo na densidade
de nematdides e, patdogenos no ambiente teriam afetado a permanéncia no ambiente
(GEDEN & AXTELL 1988). ISHIBASHI & KONDO (1986) em ensaios com similares
com G. mellonella em areia observaram que houve queda de 100 a 13% na densidade de S.
feltiae em 4 a 6 semanas a temperatura de 25°C.

O controle moderado da populagdo de A. diaperinus por S. feltiae, seria afetado pela
emergéncia de novas geragdes remanescentes, sendo que a média de controle para as
diferentes dosagens chegou a 15%. O periodo de declinio da populagdo de nematoides, a
partir da 5* a 9* semana ap0s as aplicagdes, coincidiu com o aumento das temperaturas
diérias no interior dos galpdes (GEDEN & AXTELL 1988).

Sugere-se que os resultados obtidos em campo no controle de A. diaperinus foram
afetados pelas altas temperaturas no interior do galpao, influenciando a permanéncia e
infeccdo pelos nematdides. Além disso, o tipo de piso, composto por solo compactado com
pedras e, o substrato que retém umidade e amodnia, favorecem a mortalidade apos as
aplicagdes. Nao s6 a metodologia de aplicagdo, mas os fatores bidticos e abidticos tiveram
influéncia na eficiéncia de H. indica no controle em campo. O presente estudo mostra que a
aplicacdo do nematdide embaixo dos comedouros, visando equilibrar os focos de criacao do
inseto poderia contribuir para o controle de A. diaperinus em avidrios, minimizando os

impactos causados pelos inseticidas.
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CAPITULO IT
Avaliacio do efeito inseticida em populacao de A. diaperinus exposta a piretréides e

regulador de crescimento de insetos

Resumo: Bioensaios foram conduzidos em populagdo de A. diaperinus, proveniente de aviario de
corte no municipio de Louveira, SP, com histdrico de periodo prolongado e continuo de aplicagao
de controle quimico, que refletiam falhas no controle populacional e altos niveis de infestagdo do
inseto. As metodologias empregadas foram por aplicagdes dos inseticidas em meio de criagdo e
topicas que apresentaram diferengas significativas na mortalidade de adultos, com as maiores
médias para o bioensaio por aplicacao topica. As CLs, indicaram que cipermetrina foi mais efetiva
em aplicagcdes em meio de criagdo, enquanto ciflutrina em tratamentos topicos. A deltametrina nao
afetou a mortalidade de adultos em ambos os bioensaios. Quanto ao triflumuron, houve diferenga
significativa na mortalidade de larvas e emergéncia de adultos, no entanto os altos valores das CL5,

e CLy, sugerem tolerancia da populacdo aos produtos avaliados.

1. INTRODUCAO

A. diaperinus ¢ um inseto praga, cosmopolita, comum em sistemas de criacdo
avicola, no qual ocorrem em grandes densidades no esterco e materiais que servem de cama
para as aves. Devido sua capacidade de abrigar e transmitir diversos patéogenos e/ou
parasitas, bem como causarem prejuizos econOmicos pelos danos aos materiais de
isolamento térmico estruturas dos galpdes, seus estudos sdo voltados, principalmente, ao
controle nestes sistemas de produ¢do animal. As falhas no controle deste inseto, bem como
a detecgdo de resisténcia, tém sido relatadas em diversos estudos (PFEIFFER & AXTELL
1980, GEDEN & AXTELL 1987, AXTELL & ARENDS 1990, GOODWIN &
WALTMAN 1996, RUEDA & AXTELL 1996, AXTELL 1999).

Os inseticidas ndo sdo considerados agentes mutagénicos, as mudangas conduzidas
nas populagdes expostas seriam resultado de mutagdes que ocorrem por outras razdes,
devido as caracteristicas genéticas presentes numa parcela da populagdo original

(HOSKINS & GORDON 1956). Quando uma populagio de insetos € exposta a inseticidas
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que matam independente da densidade populacional, o tamanho e a taxa de crescimento sao
reduzidos neste contato inicial, sendo que aumentam quando a freqiiéncia dos genotipos

resistentes aumenta na populacdo de inseto-alvo (FUTUYMA 1997).

A. diaperinus tem sido controlado com piretrdides e reguladores de crescimento no
Brasil, sendo que os custos com controle quimico sdo variaveis, podendo chegar a US$
1.250,00 mensais por galpdo, considerando um aviario com producdo de 600.000 aves
(CHERNAKI-LEFFER 2004).

A proliferacdo de A. diaperinus em aviarios estdo associadas ao periodo de eficacia
dos produtos, que seria menor que o periodo de desenvolvimento dos lotes, a estrutura dos
galpdes, que favorece as migracdes entre avidrios € entre galpdes e a adigdo de cama nao
tratada que fornece ambiente favoravel para a reproducdo e desenvolvimento do inseto
(SALIN et al. 2003).

VAUGHAN & TURNER (1984) avaliaram a toxicidade de diversos produtos em
populagdes de A. diaperinus dos EUA e observaram que para a maioria dos inseticidas, as
larvas foram mais suscetiveis que os adultos. WAKEFIELD & COGAN (1990) observaram
que cerca de 50% dos adultos de populagdes de A. diaperinus na Inglaterra foram
resistentes aos organofosforados avaliados (iodofenfos e malation).

Comparagdes entre populagdes de A. diaperinus na Australia nos periodos de 2000-
2001 e 2004-2005, indicam que houve aumento nas CLsy e sugerem que o grau de
resisténcia seria diretamente afetado pelo numero de aplicacdes de ciflutrina nas areas
avaliadas. Ja as populagdes sensiveis tiveram menor exposi¢do ao principio ativo e certa
distancia geografica das areas com as populacdes mais resistentes. Portanto, o uso continuo
de ciflutrina, associado as migragdes entre populacdes e o tipo de manejo das camas nos
aviarios favorecem o aumento dos niveis de resisténcia (LAMBKIN 2005).

Os efeitos das benzoilfeniluréias em larvas de A. diaperinus indicaram que as CLsg €
CLy, foram variadas para cerca de 22 moléculas avaliadas, sugerindo que os efeitos variam
quanto ao veiculo do produto, tipo de molécula e a suscetibilidade do estagio e espécie do
inseto-alvo (DEMILO et al. 1995).

Considera-se que os tratamentos por triflumuron em ovos de A. diaperinus afetam

principalmente a fertilidade, sendo que fémeas emergidas de ovos tratados pelo inseticida
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apresentaram até 70% de esterilidade, comparadas as fémeas oriundas de ovos ndo tratados
(BEGUN et al. 2003).

CHERNAKI-LEFFER et al. (2006) avaliaram os efeitos de clorfluazuron,
triflumuron e diflubenzuron em de A. diaperinus e notaram que ndo houve diferenca
significativa da mortalidade em relagao ao tamanho das larvas, bem como os resultados
obtidos em relacdo a efetividade dos produtos avaliados corroboram ELEK &
LONGSTAFF (1994). No entanto, contrasta com os resultados de MILLER & REDFERN
(1988) que obtiveram mortalidade de 90% para larvas tratadas com triflumuron, em
dosagem maior. Tais diferencas seriam justificadas pelas metodologias adotadas nos
bioensaios.

A heterogeneidade das respostas pela exposicao aos inseticidas apresenta niveis que
variam de acordo com a espécie-alvo, tipo de molécula e método de aplicagdo durante os
bioensaios. Portanto, a definicdo destas questdes explicaria a resisténcia ou tolerancia ao
controle empregado (HOSKINS & GORDON 1956).

Os resultados por aplicagdo topica devem ser avaliados cuidadosamente, ja que em
campo o contato com inseticida seria mais oral que cuticular. Portanto, os tipos de
bioensaios tém efeitos nas avaliagdes de resisténcia e nas decisdes de manejo a serem
empregadas (DARBRO & MULLENS 2004).

HAMM et al. (2006) indicaram um impacto negativo no sucesso de aplicagdao de
manejo das populagdes de A. diaperinus por inseticidas, sendo necessarios estudos de
monitoramento dos niveis de resisténcia, relacionando os resultados obtidos em laboratério
e identificando o nivel de controle das populacdes observado em campo.

A resisténcia aos piretroides e reguladores de crescimento ¢ afetada pela
periodicidade da aplicag@o, na qual se observam as falhas devido ao uso indiscriminado e
prolongado de inseticidas, principalmente pelo aumento da dose recomendada com o
aparecimento de resisténcia.

A avaliacdo da suscetibilidade aos piretréides e reguladores de crescimento de
insetos permite tragar estratégias para retardar ou diminuir a resisténcia em populagdes de
campo. O presente estudo visou avaliar os efeitos dos inseticidas que foram aplicados por
periodos prolongados em aviario de corte no municipio de Louveira, SP contra larvas e

adultos de A. diaperinus, mediante a bioensaios em meio de criagdo e tdpicos, com
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consideragdes sobre como esta populagcdo se comporta apos os tratamentos, dando subsidios
para o controle e manejo adequados que justificam as taxas de infestacdo neste modelo de

criacdo de aves.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Coleta e criaciao de Alphitobius diaperinus em laboratorio

A populagdo de A. diaperinus utilizada nos experimentos foi obtida a partir de
coletas em galpao de criagdo em aviarios de corte, no municipio de Louveira, SP
(23°05°11” S - 46°57°02” O) e foi mantida no Laboratorio de Entomologia, no Instituto de
Biologia, da Universidade Estadual de Campinas. Os bioensaios foram conduzidos no
periodo de margo de 2006 a junho de 2007.

Em laboratério, os adultos foram separados e colocados em recipientes plasticos de
4 litros contendo serragem e quirera (ragdo para camundongos, farelo de milho e fubd), na
propor¢ao de 1:2, simulando o habitat natural de desenvolvimento deste coledptero em
aviarios de corte. Este meio era umedecido 3 vezes por semana com agua borrifada na sua
superficie. Os potes de criacao tinham tampas com abertura central, cobertas com organza
que permitiam a aeracdo e eram mantidos em camara climatizada, com temperatura
(26°£1°C), umidade relativa (60+1%) e fotoperiodo (12L:12E) controlados.

Para a oviposi¢ao dos adultos eram mantidos pedacos de papeldo corrugado (20 x
20 cm) no interior de canos de PVC com 4 cm de didmetro (armadilhas de Arends),
colocados na superficie do meio, atraindo os adultos para suas frestas, que associados a
umidade retida no papeldo estimulava a oviposi¢ao na obtengdo de geragdo de larvas (F)).
As larvas obtidas eram separadas dos adultos e colocadas em potes de criagdo de nas
mesmas condi¢cdes que os adultos até atingirem o tamanho mediano (1 a 1,2 cm de
comprimento) necessario para a realizagdo dos bioensaios (GEDEN et al. 1985,
FRANCISCO 1996, CHERNAKI-LEFFER 2004). Houve a tentativa de obtengdo de
geragdo de adultos (F;) em laboratério, mas ndo foi possivel por ndo atingir o nimero de
adultos suficiente para realiza¢do dos bioensaios, devido a grande mortalidade ao longo do

desenvolvimento e variacdo no tempo de emergéncia destes individuos.
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2.2. Manejo do aviario para controle de A. diaperinus

As aplicagdes dos inseticidas triflumuron e ciflutrina eram realizadas a cada lote até
o final de 2005, sendo que estes produtos ja estavam sendo aplicados hd 3 anos. Os
produtos eram aplicados de 3 a 5 dias antes da entrada dos lotes e as camas, geralmente,
eram trocadas a cada 2 ciclos de frangos. Quando havia a troca das camas, os galpdes eram
lavados e desinfectados, com a pulverizagdo dos produtos sobre o piso e frestas. Em lotes
que ndo havia as trocas de camas, estas eram revolvidas para evitar a compactagdo e o
langa-chamas era passado em toda sua extensdo para queimar as penas. Posteriormente,
eram pulverizados os tratamentos quimicos sobre a cama. No inicio de 2006, para o
controle de A. diaperinus foi adotada a aplicagdo de produto quimico a base de

cipermetrina em po, que era aplicada seguindo os mesmos procedimentos descritos acima.

2.3. Bioensaios com piretroides

ApoOs o estabelecimento da populacdo de A. diaperinus em laboratorio, foram
avaliados os efeitos de 3 inseticidas piretrdides em individuos adultos, com a aplicagdo de 2
tipos de bioensaios: em meio de criagdo, simulando o substrato encontrado em avidrios de
corte e, aplicagdo topica, que ¢ uma das metodologias tradicionais segundo a FAO (1975).

Os inseticidas Ciflutrina (formulagdo comercial 5% de ingrediente ativo, Solfac®
CE 5, Bayer), Cipermetrina (formulagdo comercial 15% de ingrediente ativo, Cyperpour
15®, Purina) e Deltametrina (formulagdo comercial 25% de ingrediente ativo, K-Othrine®
SC 25, Bayer) foram testados, segundo as recomendacdes dos fabricantes, para a realizagao
das dilui¢des. A partir da solugdo inicial foram obtidas as dilui¢des seriadas, em ppm. Os
produtos foram diluidos diretamente em agua declorada, utilizada para a preparagdo dos
bioensaios, enquanto que os grupos controle foram tratados apenas com agua declorada

(Quadro I).
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Quadro 1. Diluigoes utilizadas nos bioensaios, em ppm, de ingrediente ativo.

Ciflutrina Cipermetrina Deltametrina Triflumuron
0,78 0,87 0,78 1,875
1,56 1,75 1,56 3,75
3,12 3,5 3,12 7,50
6,25 7 6,25 15
12,5 14 12,5 30

25 28,12 25 60
50 56,25 50 120
100 112,5 100 240
200 * 225 200 * 480
400 450 * 960 *
900

* Dose indicada pelo fabricante.

O bioensaio com ciflutrina em meio de criagdo foi realizado em 2 etapas e as
avaliagdes foram 1, 3, 5, 6, 7, 8, 10 30 e 40 dias ap6s os tratamentos. Para os bioensaios
com cipermetrina e deltametrina em meio de criagdo, as avaliagdes foram 7, 14, 21 e 30
dias apds os tratamentos. Os periodos longos de avaliagdo em meio de criacdo foram
determinados para obtencdo de situagdo de contato com inseticida similar ao
desenvolvimento dos lotes em aviarios (como sera detalhado nos resultados deste capitulo).
Em aplicacao topica dos 3 piretroides, as avaliagdes foram realizadas 24 e 48 horas apos os
tratamentos. Avaliagdes utilizadas para determinar as DLsy e DLgy dos bioensaios foram 30

dias, para o bioensaio em meio de criagdo, e, 48 horas para bioensaio por aplicacdo topica.

O substrato para os bioensaios foi constituido de serragem e meio, a base de ragdo
para camundongos, farelo de milho e fub4, na proporcao de 1:2, respectivamente. A agua
foi adicionada na propor¢cdo de 1 parte de substrato para 2,5 partes de agua declorada.
Foram feitas de 4 a 5 réplicas para cada tratamento, totalizando 100 individuos por
bioensaio com ciflutrina e cipermentrina e, 3 réplicas, totalizando 90 individuos nos

bioensaios com deltametrina.
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Previamente a realizacdo dos bioensaios por aplicagdo topica, os adultos foram
anestesiados ao serem colocados em geladeira, por at¢ 3 minutos; posteriormente, foram
colocados sobre bandeja com gelo, coberta por papel aluminio. Os insetos foram separados
em grupos de 25 a 30 individuos e a solugdo de 1puL para cada tratamento e grupos controle
foram aplicados na parte dorsal do térax dos insetos com auxilio de micropipeta

previamente calibrada (AMBROS 2003).

Para a realizacdo dos bioensaios foram utilizados adultos provenientes de campo,
bem esclerotizados, de tamanhos similares, sem a determinacdo do sexo e idade dos
individuos (CHERNAKI-LEFFER 2004). Anteriormente, para evitar o estresse do
deslocamento do campo para laboratério, os adultos foram mantidos em condi¢des de
criacdo por 7 dias antes dos experimentos (LAMBKIN 2001).

Os bioensaios foram conduzidos em potes plésticos transparentes de 250 mL, com
tampas com abertura central e cobertos por organza e, mantidos em camaras climatizadas
com temperatura (26+1°C), umidade relativa (60+1%) e fotoperiodo (12L:12E) controlado.
Nos bioensaios em meio de criagdo, os potes plasticos continham 20 g de preparado e os
insetos permaneceram por até 30 dias, durante todo o periodo de experimento em meio
tratado, possibilitando o contato e ingestdo constante do ingrediente ativo. Nos bioensaios
por aplicagao topica, os tratamentos foram mantidos por até 48 horas, com papel filtro
umedecido com dgua declorada e impregnado com pequena quantidade de meio de criagdo.
Os insetos utilizados neste bioensaio foram mantidos até a preparacdo em condi¢des ad
libitum. Os individuos mortos foram definidos como aqueles com auséncia e dificuldade de
movimentos. Devido ao comportamento de fanatose, os insetos eram expostos a fonte de
luz e calor por alguns minutos para verificar sua agilidade e capacidade motora, tal como

sugerido por VAUGHAN & TURNER (1984).

2.4. Bioensaios com inseticida regulador de crescimento

Os tratamentos foram conduzidos nas mesmas condi¢des descritas no bioensaio
anterior. Do inseticida Triflumuron (formulagdo comercial 48% i.a., StarycideSC 480®,
Bayer) foi obtida a solugao inicial recomendada pelo fabricante (Quadro I), diluido em agua

declorada. Foram feitas 5 réplicas, totalizando 100 larvas por tratamento. As larvas

57



utilizadas neste bioensaio eram provenientes de criacdo de laboratério, sendo que foram
utilizados individuos da geragdo F;, devido as dificuldades ja descritas no item 2.1 deste
capitulo. As larvas apresentavam tamanho mediano, com 1 ¢cm de comprimento e eram
selecionadas as larvas mais ativas da criacdo. As avaliacdes, baseadas em metodologia
aplicada por AMBROS (2003), foram realizadas no 20° dia apds os tratamentos, com a
emergéncia dos adultos e/ou pupas, pela contagem de individuos normais, os quais

emergiram completamente das pupas.

2.5. Analises Estatisticas

As analises estatisticas foram realizadas pelo programa estatistico S.A.S. System for
Windows, versdao 9.13 (S.A.S. Institute Inc. 2003). Na andlise de varidncia (ANOVA)
utilizou-se o procedimento PROC GLM (Modelos Lineares Gerais) com a comparagdo
multipla das médias feita pelo teste de Duncan, para a=0,05. Foi observada a mortalidade
média de adultos em relagdo aos parametros: inseticidas, tipos de bioensaios, tratamentos,
avaliagdes (= “dias/horas apos aplicacdes”) e a interacdo tratamentos/avaliacdes. Em

relagdo a mortalidade de larvas, apenas os tratamentos foram considerados.

A concentragdao letal para 50 ¢ 90 % dos insetos tratados pelos inseticidas
(piretroides e regulador de crescimento de insetos) foram determinados 30 dias e 20 dias
apds os tratamentos em meio com ragdo e, 48 horas apds os tratamentos por aplicacao
topica, pela analise de PROBITS proposta por FINNEY (1972) pelo programa estatistico
POLO PC, para a=0,05 (LEORA SOFTWARE 1987).

3. RESULTADOS

3.1. Efeito adulticida de piretroides

Os resultados indicam que houve diferenga significativa na mortalidade de adultos para
os parametros avaliados (F= 85,01; p<0,0001): inseticidas (F= 80,11; p<0,0001), tipo de
bioensaio (F= 22,76; p< 0,0001), tratamentos (F= 62,55; p< 0,0001) e avaliagdes (F=
148,82; p< 0,0001).
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Os adultos de A. diaperinus apresentaram respostas semelhantes em contato com os
3 piretroides avaliados sendo observado o efeito knock-down, caracteristico do grupo.
Quando houve intoxicacdo dos insetos, seguida de mortalidade, o comportamento era de
exposi¢do das genitalias deslocamento irregular e deficiéncia na mobilidade e articulagdo

das pernas (Figura 1).

Figura 1. Mortalidade de adultos de A. diaperinus caracteristica para os 3 piretroides

testados: ciflutrina, cipermetrina e deltametrina.

A mortalidade média de adultos apresentou diferenca significativa para o inseticida
ciflutrina (F= 104,98; p< 0,0001). Os parametros tipo de bioensaio (F= 10,27; p< 0,0015),
tratamentos (F= 264,55; p< 0,0001) e avaliacdes (F= 499,86; p< 0,0001) foram
significativos. As interagdes tipo de bioensaio/avaliacoes (F= 64,84; p< 0,0001) e

tratamentos/avaliacdes (F= 24,05; p< 0,0001) também apresentaram diferenca sgnificativa.

A aplicagdo em meio de criacdo apresentou diferenca significativa para os
tratamentos por ciflutrina (F= 109,80; p< 0,0001) e para as avaliagoes (F= 543,59;
p<0,0001).
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As mortalidades médias de adultos por em meio de criagdo nao apresentaram
diferenca significativa entre os tratamentos até 30 e 40 dias ap0s as aplicacdes e observa-se
a tolerancia desta populag¢@o ao principio ativo, bem como a ocorréncia de larvas no meio
tratado (observagdo pessoal). Nao houve diferenga significativa entre as concentragdes de
25 a 100 ppm, 3,12 a 12,5 ppm e do grupo controle a 1,60 ppm. Apds 10 dias, a
mortalidade méaxima entre 12,5 a 400 ppm variou entre 17 a 65%, portanto sugere-se que
em avidrios ha o contato com estas doses subletais, devido a falta de homogeneidade na
aplicacdo, bem como o comportamento de refugio e dispersdo diante do tratamento dos
galpoes. Estes resultados sugerem como poderia haver a sobreposicdo de populacio
remanescente em aviarios de corte, ja que a heterogeneidade de contato poderia apresentar

estimulo a reprodugdo, devido a pressao seletiva do inseticida (Tabela I).

Tabela I. Mortalidade média de adultos de A. diaperinus em bioensaio por aplicagdo em

meio de criagdo do inseticida ciflutrina (N= 20).

Tratamentos Avaliacoes Mortalidade % Mortalidade Valores de
(em dias) X + DP F; p
Controle 1 0,00b £ 0,00 0,00 9,18; <0,0001
3 0,00b + 0,00 0,00 6,46; <0,0001
5 0,00a £+ 0,00 0,00 1,85;0,1418
6 0,80d + 0,84 4,00 5,78; 0,0005
7 0,60b + 0,55 3,00 6,38; 0,0007
8 0,80d + 0,84 4,00 8,40; <0,0001
10 1,00d + 0,71 5,00 29,06; <0,0001
30 1,40b + 0,55 7,00 21,23; <0,0001
40 1,20c + 0,84 6,00 239,15; <0,0001
0,78 ppm 1 0,00b + 0,00 0,00 9,18; <0,0001
3 0,00b £ 0,00 0,00 6,46; <0,0001
5 0,00a + 0,00 0,00 1,85;0,1418
7 0,20b + 1,58 1,00 6,38; 0,0007
30 3,00b + 1,58 15,00 21,23; <0,0001
1,56 ppm 1 0,00b £ 0,00 0,00 9,18; <0,0001
3 0,00b + 0,00 0,00 6,46; <0,0001
5 0,00a £+ 0,00 0,00 1,85;0,1418
7 0,40b + 2,55 2,00 6,38; 0,0007
30 4,00b + 2,55 20,00 21,23; <0,0001
3,12 ppm 1 0,00b + 0,00 0,00 9,18; <0,0001
3 0,00b + 0,00 0,00 6,46; <0,0001
5 1,00a + 0,71 5,00 1,85;0,1418
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7 1,40b+ 1,14 7,00 6,38; 0,0007
30 10,20a + 1,92 51,00 21,23; <0,0001
6,25 ppm 1 0,00b + 0,00 0,00 9,18; <0,0001
3 0,00b = 0,00 0,00 6,46; <0,0001
5 1,60a + 2,30 8,00 1,85;0,1418
7 3,40a + 3,27 17,00 6,38; 0,0007
30 12,80a + 3,27 64,00 21,23; <0,0001
12,5 ppm 1 0,00b + 0,00 0,00 9,18; <0,0001
3 0,00b = 0,00 0,00 6,46; <0,0001
5 1,002 + 1,41 5,00 1,85;0,1418
6 1,60cd + 1,14 8,00 5,78; 0,0005
7 3,20a + 3,65 16,00 6,38; 0,0007
8 3,00cd + 1,22 15,00 8,40; <0,0001
10 3,40d + 1,82 17,00 29,06; <0,0001
30 12,60a + 3,65 63,00 21,23; <0,0001
40 13,20b + 2,39 66,00 239,15; <0,0001
25 ppm 1 0,00b + 0,00 0,00 9,18; <0,0001
3 0,00b + 0,00 0,00 6,46; <0,0001
6 1,80cd £ 2,17 9,00 5,78; 0,0005
8 5,20bc + 1,79 26,00 8,40; <0,0001
10 6,20c = 2,28 31,00 29,06; <0,0001
40 19,20a + 0,84 96,00 239,15; <0,0001
50 ppm 1 0,00b = 0,00 0,00 9,18; <0,0001
3 0,60b + 0,55 3,00 6,46; <0,0001
6 2,60bc + 0,89 13,00 5,78; 0,0005
8 5,40abc £ 1,67 27,00 8,40; <0,0001
10 8,40cb + 1,52 42,00 29,06; <0,0001
40 19,80a + 0,00 99,00 239,15; <0,0001
100 ppm 1 0,00b + 0,00 0,00 9,18; <0,0001
3 0,40 + 0,89 2,00 6,46; <0,0001
6 2,60bc + 1,14 13,00 5,78; 0,0005
8 6,40ab + 2,30 32,00 8,40; <0,0001
10 9,20b + 2,17 46,00 29,06; <0,0001
40 20,00a + 0,00 100,00 239,15; <0,0001
200 ppm 1 0,00b + 0,00 0,00 9,18; <0,0001
3 0,00b = 0,00 0,00 6,46; <0,0001
6 3,60ab + 0,89 18,00 5,78; 0,0005
8 8,00a = 1,58 40,00 8,40; <0,0001
10 13,002 £ 1,58 65,00 29,06; <0,0001
40 20,00a + 0,00 100,00 239,15; <0,0001
400 ppm 1 1,80a + 1,48 9,00 9,18; <0,0001
3 1,80a + 1,48 9,00 6,46; <0,0001
6 4,80a+ 1,10 24,00 5,78; 0,0005
8 7,00ab + 3,08 35,00 8,40; <0,0001
10 13,00a £ 2,55 65,00 29,06; <0,0001
40 20,00a = 0,00 100,00 239,15; <0,0001

As médias em cada coluna representam as mortalidades para cada avaliagdo nas diferentes concentragdes de ciflutrina.
Médias com as mesmas letras na coluna ndo apresentam diferenca significativa pelo teste de comparagdes multiplas de

Duncan (0=0,05).

X =+ DP: refere-se aos valores de média de individuos mortos e seus desvios-padrio.

61



As maiores mortalidades médias em adultos foram observadas para o piretroide
ciflutrina e no bioensaio com aplicacdo topica que evidenciou a diferen¢a significativa na
mortalidade para os tratamentos e para as avaliacdes. A interagdo tratamentos/avaliagdes

para aplicacao topica também foi significativa para a mortalidade (F= 43,39; p< 0,0001).

Quanto aos tratamentos, a mortalidade foi crescente em relacdo ao aumento das
concentragdes. O grupo controle ndo apresentou diferenca significativa até o tratamento de
3,52 ppm apos 24 horas. A mortalidade média foi crescente em relagdo ao aumento das
concentragdes dos tratamentos e o grupo controle ndo diferiu dos tratamentos até 1,56 ppm

apods 48 horas (Tabela II).

Tabela II. Mortalidade média de adultos de A. diaperinus em bioensaio por aplicaciao

topica do inseticida ciflutrina (N= 20).

Tratamentos Avaliacoes Mortalidade % Mortalidade Valores de
x = DP F;p

Controle 24 horas 0,00e = 0,00 0,00 42.77; <0,0001
48 horas 0,40f + 0,55 2,00 221,82; <0,0001

0,78 ppm 24 horas 0,00e = 0,00 0,00 42.,77; <0,0001
48 horas 0,00f+ 0,00 0,00 221,82;<0,0001

1,56 ppm 24 horas 0,20e + 0,45 2,00 42,77; <0,0001
48 horas 0,60f + 0,55 3,00 221,82; <0,0001

3,12 ppm 24 horas 0,20e £ 0,45 2,00 42.,77; <0,0001
48 horas 0,60f+ 0,89 3,00 221,82;<0,0001

6,25 ppm 24 horas 1,00de + 0,71 5,00 42,77; <0,0001
48 horas 1,20f+ 0,45 6,00 221,82; <0,0001

12,5 ppm 24 horas 2,00d + 1,41 10,00 42,77; <0,0001
48 horas 3.40e £ 1,34 17,00 221,82;<0,0001

25 ppm 24 horas 3,60c = 0,55 18,00 42,77; <0,0001
48 horas 7,00d £+ 1,58 35,00 221,82; <0,0001

50 ppm 24 horas 4,00c £ 1,00 20,00 42.,77; <0,0001
48 horas 9,60c + 1,67 48,00 221,82; <0,0001

100 ppm 24 horas 6,20b + 1,30 31,00 42,77; <0,0001
48 horas 18,40b +£2,07 92,00 221,82; <0,0001

200 ppm 24 horas 9,40a+ 2,41 47,00 42.,77; <0,0001
48 horas 20,00a + 0,00 100,00 221,82;<0,0001

As médias em cada coluna representam as mortalidades para cada avaliagdo nas diferentes concentra¢des de ciflutrina.
Me¢édias com as mesmas letras na coluna ndo apresentam diferenga significativa pelo teste de comparagdes multiplas de
Duncan (a=0,05).

X + DP: refere-se aos valores de média de individuos mortos e seus desvios-padrao.
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A mortalidade média de adultos com cipermetrina apresentou diferenca significativa
para os parametros tipo de bioensaio (F= 789,16; p< 0,0001), tratamentos (F= 187,55; p<
0,0001) e avaliagdes (F= 93,97; p< 0,0001). As interagdes que apresentaram diferenga
significativa foram tipo de bioensaio/tratamentos (F= 201,79; p< 0,0001) e
tratamentos/avaliagoes (F= 13,67; p<0,0001).

A aplicagdo de cipermetrina em meio de criacdo foi significativa para os tratamentos
(F= 148, 89; p< 0,0001), avaliagdes (F= 173,31; p< 0,0001) e para a interacao
tratamentos/avaliagdes (F= 21,60; p< 0,0001). A mortalidade de adultos por cipermetrina
em meio de criagdo foi menor que em ciflutrina, apesar de haver diferencga significativa
entre os tratamentos nas maiores concentragdes. Nao houve diferenca significativa para
mortalidade no grupo controle até 14 ppm. A mortalidade apods as aplicagdes apresentou
diferenca significativa, indicando que poderia haver efeito gradual devido heterogeneidade
de contato e a pressdo seletiva do inseticida, como o observado no experimento com

ciflutrina em meio de criagdo (Tabela III).

Tabela III. Mortalidade média de adultos de A. diaperinus em bioensaio por aplicacdo em

meio de criagdo do inseticida cipermetrina (N= 20).

Tratamentos  Avaliacoes Mortalidade % Mortalidade Valores de
(em dias) x =DP F; p

Controle 7 0,28b £ 0,49 1,40 8,97; <0,0001
14 0,71c £ 1,11 3,55 14,03; <0,0001

21 0,71c = 1,11 3,55 32,72;<0,0001

30 1,28e + 1,11 6,40 80,71; <0,0001

0,85 ppm 7 0,15b +0,38 0,75 8,97; <0,0001
14 0,42¢ £ 0,53 2,10 14,03; <0,0001

21 0,71d £ 1,11 3,55 32,72; <0,0001

30 0,85e £ 1,07 4,25 80,71; <0,0001

1,75 ppm 7 0,15b + 0,38 0,75 8,97; <0,0001
14 0,15¢ +0,38 0,75 14,03; <0,0001

21 1,00cd + 1,15 5,00 32,72; <0,0001

30 1,00e = 1,15 5,00 80,71; <0,0001

3,50 ppm 7 0,00b + 0,00 0,00 8,97; <0,0001
14 0,71¢c £ 0,49 3,55 14,03; <0,0001

21 1,00cd + 1,00 5,00 32,72; <0,0001

30 1,14e £ 1,07 5,57 80,71; <0,0001

7 ppm 7 0,00b £ 0,00 0,00 8,97; <0,0001
14 0,28¢c + 0,49 1,40 14,03; <0,0001
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21 0,42d + 0,79 2,10 32,72; <0,0001

30 1,40e + 1,40 7,00 80,71; <0,0001

14 ppm 7 0,38b + 0,49 1,90 8,97; <0,0001
14 0,42¢ +0,53 2,10 14,03; <0,0001

21 1,00cd + 0,58 5,00 32,72; <0,0001

30 1,58e +£ 0,79 7,90 80,71; <0,0001

28 ppm 7 0,00b + 0,00 0,00 8,97; <0,0001
14 0,15¢+0,53 0,75 14,03; <0,0001

21 1,42c¢d + 0,53 7,10 32,72; <0,0001

30 1,85¢ £ 0,90 9,25 80,71; <0,0001

56,25 ppm 7 0,00b + 0,00 0,00 8,97; <0,0001
14 0,42¢ +0,53 2,10 14,03; <0,0001

21 1,28cd + 0,95 6,40 32,72; <0,0001

30 1,72e £ 1,11 8,60 80,71; <0,0001

112,5 ppm 7 0,58b + 0,53 2,90 8,97; <0,0001
14 1,00c = 1,41 5,00 14,03; <0,0001

21 2,85bc £2,75 14,25 32,72; <0,0001

30 4,42d + 1,64 22,10 80,71; <0,0001

225 ppm 7 0,57b + 0,79 2,85 8,97; <0,0001
14 1,28¢ + 1,80 6,40 14,03; <0,0001

21 4,28b +2,75 21,40 32,72; <0,0001

30 6,22¢ + 3,04 31,10 80,71, <0,0001

450 ppm 7 1,85a+1,21 9,25 8,97; <0,0001
14 3,75b + 1,50 18,75 14,03; <0,0001

21 9,14a+ 2,67 45,70 32,72;<0,0001

30 12,42b + 1,90 62,10 80,71, <0,0001

900 ppm 7 1,85a+ 1,07 9,25 8,97; <0,0001
14 5,14a+ 2,19 25,70 14,03; <0,0001

21 10,85a+ 2,91 54,25 32,72; <0,0001

30 17,432+ 2,15 87,15 80,71, <0,0001

As médias em cada coluna representam as mortalidades para cada avaliagdo nas diferentes concentragdes de cipermetrina.
Me¢édias com as mesmas letras na coluna ndo apresentam diferenga significativa pelo teste de comparagdes multiplas de

Duncan (a=0,05).

X =+ DP: refere-se aos valores de média de individuos mortos e seus desvios-padrao.

A aplicacdo topica de cipermetrina em adultos apresentou diferenga significativa

para os parametros avaliados (F= 23,18; p< 0,0001): tratamentos (F= 26,22; p< 0,0001),

avaliagdes (F= 48,79; p< 0,0001) e para a interagdo tratamentos/avaliagcdes (F= 17,30; p<

0,0001). Observa-se que houve diferenga significativa para a mortalidade em relagdo aos

tratamentos e a maior média foi obtida 24 horas apds as aplicagdes. Nao houve diferenca

entre o grupo controle até 7 ppm. Apesar da aplicagdo recente do produto no aviario

estudado, na ocasido do bioensaio, a mortalidade foi inferior a ciflutrina (Tabela I'V).
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Tabela IV. Mortalidade média de adultos de A. diaperinus em bioensaio por aplicagao

topica do inseticida cipermetrina (N= 25).

Tratamentos Avaliacoes Mortalidade % Mortalidade Valores de
x £DP F;p

Controle 24 horas 0,25¢ £ 0,50 1,00 42.71;<0,0001
48 horas 0,25¢ + 0,50 1,00 171,02; <0,0001
0,85 ppm 24 horas 0,50e + 1,00 2,00 42,71; <0,0001
48 horas 0,50e £ 1,00 2,00 171,02; <0,0001
1,75 ppm 24 horas 0,50e + 1,00 2,00 42.,71; <0,0001
48 horas 0,50e + 1,00 2,00 171,02; <0,0001
3,50 ppm 24 horas 0,75e + 0,50 3,00 42,71; <0,0001
48 horas 0,75¢ £ 0,50 3,00 171,02; <0,0001
7 ppm 24 horas 2,25de + 0,96 9,00 42,71, <0,0001
48 horas 2,25de + 0,96 9,00 171,02; <0,0001
14 ppm 24 horas 3,75d + 0,96 15,00 42.,71;<0,0001
48 horas 3,75d + 0,96 15,00 171,02; <0,0001
28 ppm 24 horas 5,75¢d £ 0,50 23,00 42.,71; <0,0001
48 horas 8,25¢ + 0,96 33,00 171,02; <0,0001
56,25 ppm 24 horas 7,25¢ + 0,96 29,00 42.,71;<0,0001
48 horas 17,75b + 4,35 71,00 171,02; <0,0001
112,5 ppm 24 horas 18,25b + 7,89 91,25 42.71; <0,0001
48 horas 24,75a+ 0,50 99,00 171,02; <0,0001
225 ppm 24 horas 25,00a + 0,00 100,00 42.,71;<0,0001
48 horas 25,00a £ 0,00 100,00 171,02; <0,0001

As médias em cada coluna representam as mortalidades para cada avaliagdo nas diferentes concentragdes de cipermetrina.
Meédias com as mesmas letras na coluna ndo apresentam diferenca significativa pelo teste de comparagdes multiplas de
Duncan (0=0,05).

X + DP: refere-se aos valores de média de individuos mortos e seus desvios-padréo.

Quanto a aplicagdo de deltametrina, houve diferenca significativa para mortalidade
de adultos em relacao ao tipo de bioensaio (F= 11,33; p< 0,001), aos tratamentos (F= 27,
01; p< 0,0001), sendo que foi crescente com o aumento das concentragdes, e, para
avaliagdes (F= 9,55; p< 0,0001). Nao houve diferenga entre o grupo controle ¢ a maioria

dos tratamentos.

As menores médias de mortalidade foram obtidas nos bioensaios pela aplicacao de
deltametrina em adultos de A. diaperinus. Apenas os tratamentos (F= 6,10; p< 0,0001) e
avaliagdes (F= 4,05; p< 0,009) apresentaram diferenca significativa na mortalidade em
meio de criagdo. A interagdo tratamentos/avaliagdes ndo apresentou diferenga significativa

(F=1,48; p<0,092) (Tabela V).
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Tabela V. Mortalidade média de adultos de A. diaperinus em bioensaio por aplicacdo em

meio de criagdo do inseticida deltametrina (N= 30).

Tratamentos Avaliacoes Mortalidade % Mortalidade Valores de
(em dias) X £DP F; p

Controle 7 0,00b + 0,00 0,00 3,41, 0,0107
14 0,00b + 0,00 0,00 6,14; 0,0004
21 0,67b + 0,58 2,23 3,88; 0,0055

30 1,33b + 0,58 4,43 10,15; <0,0001
0,78 ppm 7 0,00b + 0,00 0,00 3,41, 0,0107
14 0,00b + 0,00 0,00 6,14; 0,0004
21 0,67b + 0,58 2,23 3,88; 0,0055

30 0,67b + 0,58 2,23 10,15; <0,0001
1,56 ppm 7 0,00b £ 0,00 0,00 3,41,0,0107
14 0,00b + 0,00 0,00 6,14; 0,0004
21 0,33b+ 0,58 1,11 3,88; 0,0055

30 0,67b + 0,58 2,23 10,15; <0,0001
3,12 ppm 7 1,00ab + 1,00 3,33 3,41,0,0107
14 1,67b £ 0,58 5,56 6,14; 0,0004
21 2,00b + 1,00 6,66 3,88; 0,0055

30 2,33b £ 0,58 7,43 10,15; <0,0001
6,25 ppm 7 0,00b £ 0,00 0,00 3,41,0,0107
14 0,00b + 0,00 0,00 6,14; 0,0004
21 0,67b £ 1,15 2,23 3,88; 0,0055

30 0,67b + 1,15 2,23 10,15; <0,0001
12,5 ppm 7 0,00b + 0,00 0,00 3,41,0,0107
14 0,00b + 0,00 0,00 6,14; 0,0004
21 0,33b + 0,58 1,11 3,88; 0,0055

30 0,33b + 0,58 1,11 10,15; <0,0001
25 ppm 7 0,67ab £ 0,58 2,23 3,41,0,0107
14 0,67bc + 0,58 2,23 6,14; 0,0004
21 1,00b + 1,00 3,33 3,88; 0,0055

30 1,33b + 0,58 4,43 10,15; <0,0001
50 ppm 7 0,67ab + 0,58 2,23 3,41, 10,0107
14 0,67ab + 0,58 2,23 6,14; 0,0004
21 1,33b + 0,58 4,43 3,88; 0,0055

30 1,67b + 1,50 5,56 10,15; <0,0001
100 ppm 7 0,00b + 0,00 0,00 3,41, 0,0107
14 0,33bc = 0,58 1,11 6,14; 0,0004
21 0,33b + 0,58 1,11 3,88; 0,0055

30 1,00b + 1,00 3,33 10,15; <0,0001
200 ppm 7 1,67a+ 1,15 5,56 3,41, 0,0107
14 3,33a+2,08 11,10 6,14; 0,0004
21 6,33a+4,51 21,10 3,88; 0,0055

30 10,67a + 4,73 35,56 10,15; <0,0001

As médias em cada coluna representam as mortalidades para cada avaliagdo nas diferentes concentragdes de deltametrina.
Meédias com as mesmas letras na coluna ndo apresentam diferenca significativa pelo teste de comparagdes multiplas de
Duncan (¢=0,05).

X = DP: refere-se aos valores de média de individuos mortos e seus desvios-padréo.
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A média de mortalidade foi maior para aplicagdo topica de deltametrina e
apresentaram diferenga significativa os tratamentos (F= 9,24; p< 0,0001) e avaliacdes (F=
7,51; p< 0,008). A interacdo tratamentos/avaliagdes ndo apresentou diferenga significativa
(F= 1,57; p< 0,114), tal como os efeitos observados em aplicagio em meio de criacdo.
Devido a baixa mortalidade observada em relagdo aos tratamentos e avaliacdes tanto em
meio de criagdo com em aplicagdes topicas, sugere-se que os adultos de A. diaperinus nao
foram suscetiveis ao produto ou que devido ao contato continuo com piretroide poderia

haver a resisténcia cruzada (Tabela VI).

Tabela VI. Mortalidade média de adultos de A. diaperinus em bioensaio por aplicagao

topica do inseticida deltametrina (N= 25).

Tratamentos Avaliacoes Mortalidade % Mortalidade Valores de
x £ DP F;p

Controle 24 horas 1,50bc £ 1,73 6,00 6,07; <0,0001

48 horas 1,75bed £ 1,50 7,00 7,08; <0,0001

0,78 ppm 24 horas 0,50d + 0,58 2,00 6,07; <0,0001

48 horas 0,25¢ + 0,58 1,00 7,08; <0,0001

1,56 ppm 24 horas 0,00d £+ 0,00 0,00 6,07; <0,0001

48 horas 0,00c + 0,00 0,00 7,08; <0,0001

3,12 ppm 24 horas 0,00d + 0,00 0,00 6,07; <0,0001

48 horas 0,00c + 0,00 0,00 7,08; <0,0001

6,25 ppm 24 horas 0,75bc + 0,96 3,00 6,07; <0,0001

48 horas 1,20cd £ 1,41 4,80 7,08; <0,0001

12,5 ppm 24 horas 0,50c + 0,58 2,00 6,07; <0,0001

48 horas 2,25bed £ 1,50 9,00 7,08; <0,0001

25 ppm 24 horas 1,50bc £ 1,00 6,00 6,07; <0,0001

48 horas 2,00bcd £ 2,00 8,00 7,08; <0,0001

50 ppm 24 horas 2,25ab + 1,50 9,00 6,07; <0,0001

48 horas 3,25bc +2,36 13,00 7,08; <0,0001

100 ppm 24 horas 3,25a+ 1,26 13,00 6,07; <0,0001

48 horas 4,00b + 2,00 16,00 7,08; <0,0001

200 ppm 24 horas 3,50a+ 1,29 14,00 6,07; <0,0001

48 horas 6,75a + 2,06 27,00 7,08; <0,0001

As médias em cada coluna representam as mortalidades para cada avaliagdo nas diferentes concentragdes de deltametrina.
Meédias com as mesmas letras na coluna ndo apresentam diferenca significativa pelo teste de comparagdes multiplas de
Duncan (0=0,05).

X = DP: refere-se aos valores de média de individuos mortos e seus desvios-padréo.
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Os resultados sobre o efeito dos 3 piretroides em bioensaios com aplicacdo em ragao
indicam, de acordo com a CLs, que o inseticida mais efetivo foi cipermetrina, seguido por
ciflutrina. No entanto, as concentracdes a serem aplicadas, considerando as condigdes de
campo, sao altas. Estes resultados em meio de criagdo indicam o que pode haver em
galpdes, isto €, a heterogeneidade da area de aplicagdo atingida, freqiiéncia das aplicagdes e
as doses subletais ao longo do tempo, seleciona populacdes de cascudinhos tolerantes aos
piretroides. No bioensaio por aplicagdo tdpica, observa-se o efeito adulticida mais efetivo
foi obtido por ciflutrina, seguido por cipermetrina. Em ambos os bioensaios, a CLsy para
deltametrina foram altas, indicando que as concentragdes a serem aplicadas para o controle
da populagdo estudada deve ser alta, portanto, inviaveis para as condi¢des dos aviarios, ja
que ndo ha suscetibilidade ao principio ativo.

A amplitude dos intervalos de confianga das CLgo, principalmente para deltametrina,
poderiam estar relacionados a populagdo testada ser proveniente de campo, com grande
heterogeneidade entre os individuos, devido aos fatores variados que exercem pressao

seletiva, bem como o estresse na transi¢do entre campo e laboratorio (Tabela VII).
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Tabela VII. Concentragdes letais, intervalos de confianga (IC) e equagdes de regressao
linear obtidas pela andlise de PROBIT para adultos de A. diaperinus tratados com os
piretroides ciflutrina, cipermetrina e deltametrina em bioensaios com aplicagdes em meio

de criacdo (30 dias) e topica (48 horas).

Tipo de Inseticidas CL;, CLy, Equacio de Regressao
Bioensaio (IC a 95%, ppm) (IC a 95%, ppm)
ciflutrina 502,1 4.708,5 y=1,439+1,318*logx
(368,4—735,4) (2.390,9 - 16.708,7)
Meio cipermetrina 333,74 1.002,61 y=1,799+2,682*logx
(292,5-337,1) (828,1 -1.303,7)
deltametrina 2.859,7 53.752,6 y=1,427+2,411*logx
(587,4-22.763,4) (8.037,4—-891.420,1)
ciflutrina 33,4 138,5 y=1,836+2,075*logx
(27,4-413) (102,4 —207,5)
Topico cipermetrina 37,2 112,3 y=0,807+2,669*logx
(29,4—-45,1) (87,8 —-162,4)
deltametrina 849,7 13.661,9 y=1,887+1,062*logx

(367,1 - 6.648,8)  (2.629,6 — 106.991,1)

CLso= dose letal para 50% dos insetos tratados; CLgy= dose letal para 90% dos insetos tratados.

3.2. Efeito larvicida de triflumuron aplicado em populacio de A. diaperinus

Em relagdo aos tratamentos por triflumuron, houve diferenga significativa na
mortalidade de larvas (F= 13,01; p< 0,0001). Observa-se que ndo houve diferenga entre as
concentragdes de 60 a 960 ppm e de 30 a 1,85 ppm. O grupo controle diferiu de todos os
tratamentos. De acordo com a CLs, a dose letal para 50% dos insetos tratados varia de 9,3
a 58,7 ppm, portanto ¢ alta, considerando a dosagem indicada pelo fabricante (Tabelas VIII

e IX).

69



Tabela VIII. Mortalidade de larvas de A. diaperinus obtidas 20 dias apds os tratamentos

com triflumuron (N=20).

Tratamentos (ppm) Mortalidade % Mortalidade
x = DP

1,875 7,80£2,49 b 39,00
3,75 9,60+2,88 b 48,00
7,5 10,40£3,21b 52,00
15 10,60£2,97 b 53,00

30 10,80+£2,77 b 54,00

60 14,40+1,48 a 72,00
120 14,80+3,11 a 74,00
240 15,20+£2,17 a 76,00
480 17,00+£2,24 a 85,00
960 17,20+2,68 a 86,00
Controle 3,80+1,10 ¢ 19,00

As médias com as mesmas letras ndo apresentam diferenca significativa pelo teste de comparagdes multiplas de Duncan
(0=0,05).

X =+ DP: refere-se aos valores de média de individuos mortos e seus desvios-padrio.

Tabela IX. Concentracdes letais, intervalos de confianga (IC) e equacdes de regressiao
linear obtidas pela analise de PROBIT para larvas de A. diaperinus tratadas com

triflumuron avaliadas 20 dias apos as aplicagdes.

CLs CLy Equacao de Regressao
(IC a 95%, ppm) (IC a 95%, ppm)
27,1 3186,9 y=4,112+0,619*logx
(9,3 - 58,7) (1.185,6 — 15.897,4)

CLso= dose letal para 50% dos insetos tratados; CLgy= dose letal para 90% dos insetos tratados.
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Como resultado da ag¢do do triflumuron pode-se observar algumas aberragdes
morfoldgicas durante as mudangas de estagios larvais e de pupas para adultos. Observa-se
que as larvas e adultos sdo mal-formados, devido ao efeito do produto na sintese de quitina.
As larvas ficam presas na extvia e adultos ficam em estdgio intermedidrio entre pupa e

adulto (Figuras 2 e 3).

Figura 2. Aberracdes morfologicas causadas em larvas de A. diaperinus tratadas com
triflumuron, com larvas que nao finalizam o processo de muda e ficam presas a extivia (A)

e adultos deformes (B).

Figura 3. Estadios de desenvolvimento normais em A. diaperinus: larvas (A), pupas (B) e

adultos (C).
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4, DISCUSSAO

Os testes com adultos sdo feitos para monitorar o possivel desenvolvimento de
resisténcia aos adulticidas usados no controle quimico de insetos. As respostas ao tipo de
contato e aos tratamentos por diferentes inseticidas empregados sdo distintas na mesma
populagdo de A. diaperinus, sugerindo que a pressdo seletiva imposta pelos produtos
quimicos afeta a mortalidade, bem como individuos comportamentalmente adaptados a

selecdo gerada pelo manejo neste sistema de produgao.

A selecdo atua quando populagdes sdo reguladas por fatores relacionados a
densidade-dependente para que se atinja equilibrio, sendo que os genétipos que possuem
maior fecundidade ou resisténcia aos eventos que afetam a mortalidade no ambiente, serdo
desproporcionalmente representados entre os individuos resistentes nestas populacdes.
Assim, as diferencas nas freqiiéncias alélicas, de forma que haja variacdo entre populacdes,
indicam que tais adaptagdes nestes habitats com condigdes similares seriam

fenotipicamente indistinguiveis, mas evidenciam diferengas genéticas (FUTUYMA 1997).

O aumento da densidade populacional em avidrios, nos quais os fatores ambientais
sdo controlados, refletem-se na capacidade reprodutiva de poucas colonias pioneiras, pois
as variadas formas de manejo empregadas durante o controle quimico e o nivel de
toxicidade afetam as pressdes seletivas impostas as populagdes de A. diaperinus

(VAUGHAN & TURNER 1984).

O comportamento migratorio da espécie, principalmente quando ha uso de cama
para adubagdo em areas proximas aos aviarios, pode agravar o processo de resisténcia e/ou
tolerancia das populagdes de A. diaperinus aos inseticidas. No caso do avidrio em estudo,
ha éareas agricolas, outros avidrios de corte e conjuntos residenciais com distancia de 20 km.
Portanto, a suscetibilidade de A. diaperinus poderia ser afetada pela migracdo que

influéncia o fluxo génico nestas populagdes proximas.

Em estudos sobre o efeito dos organofosforados em Culex pipiens ocorre intenso
fluxo génico entre populagdes que afeta o equilibrio selecdo-migracdo estabelecido durante
a estacdo favoravel ao desenvolvimento destes insetos. A reducdo da freqiiéncia de alelos
resistentes nas populagdes seria afetada por efeitos ambientais (distribui¢do espacial

durante o periodo suscetivel) e demograficos (periodos de migragao), que somente pela
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influéncia da pressao seletiva. Portanto, ha contribui¢do da selecdo e da migracdo na
mudanga da freqiiéncia de alelos no tempo e espaco, sendo que os efeitos pleiotropicos dos
alelos de resisténcia seriam deletérios na auséncia de contato com o inseticida
(LENORMAND & RAYMOND 2000).

O grau de dominancia do gene resistente ¢ afetado para taxa de aumento
populacional sob pressdo seletiva. Quando hé limitadas areas de refugio, onde os insetos
ndo sdo afetados pelo inseticida, a recessividade do alelo R atua retardando a evolugdo da
resisténcia. Aparentemente ocorre porque alguns individuos escapam dos tratamentos, o
que possibilita que os alelos S manterem-se na populacdo por mais tempo. O atraso na
evolucdo da resisténcia resulta de constante fluxo génico entre individuos suscetiveis que
auxiliam a diminuir a evolugdo que poderia ser atingida pela pressdo seletiva dos

inseticidas (GEORGHIOU & TAYLOR 1977).

A habilidade de A. diaperinus evitar o contato com inseticidas, associado ao tipo de
piso e manejo das camas, contribuem a dificuldade do controle do inseto, pois ndo tem
contato com a dose letal, principalmente nos periodos de limpeza entre lotes. A resisténcia
seria o principal fator que determina o tamanho populacional nos refugios em aviarios. Nao
ha relagdo entre o numero de refugios e os niveis de resisténcia nos aviarios a ciflutrina,
pois o tamanho populacional varia mesmo em avidrios com o mesmo nivel de resisténcia

(TREVOR et al. 2006).

Em estudos por aplicagdo topica e em superficies, para avaliar o poder residual dos
inseticidas, tem-se que a toxicidade pode ser afetada pelo estagio do desenvolvimento de A.
diaperinus, pois larvas e adultos distinguem-se na capacidade de metabolizar os
componentes de inseticidas organofosforados e carbamatos. Observou-se que os adultos
foram mais sensiveis a longo prazo, aos piretroides e carbamatos, que as larvas, em relacdo
aos efeitos residuais. Esta irregularidade na resposta seria atribuida ao comportamento das
larvas ao perfurarem a superficie tratada, evitando a prolongada exposicao aos inseticidas

(VAUGHAN & TURNER 1984).

Portanto, as metodologias de aplicagdo e avaliagdes devem ser continuas, pois o
inseto apresenta comportamento com formas de evitar os efeitos do controle quimico,

principalmente diante a pressao seletiva imposta pelos inseticidas nos avidrios. Sugere-se
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que algo semelhante aos efeitos da deltametrina em adultos de A. diaperinus, pois poderiam
ser capazes de metabolizar o principio ativo, apesar dos outros piretroides terem afetado
esta populacdo. Assim, o fato deste avidrio ser tratado ha muitos anos por piretrdides e com
aplicagdes continuas, pode ter favorecido a selecdo de individuos resistentes, tanto pelo

metabolismo de moléculas quanto pela selecao comportamental de individuos.

Em populacao resistente a ciflutrina foi relatado o uso de outros piretroéides que ndo
este, sendo que a aplicagdo continua neste aviario poderia ter resultado na resisténcia
cruzada, afetando a dose-resposta alta. Apesar da CLq, ser alta, a heterogeneidade indicaria
que ha individuos suscetiveis e também alelos resistentes inseridos na populagdo (HAMM

et al. 2006).

Quanto as diferencas nas CLsy observadas nos tratamentos tdpicos e de ingestdo em
A. diaperinus, devem ser consideradas as estratégias comportamentais e ecologicas
adotadas em campo, que afetam o contato com o produto e que poderiam expressar quais 0s
individuos adaptados a evitar o contato, por migrarem para areas de refigio, bem como
aqueles que ingerem e tem capacidade de metabolizar o principio ativo. Em bioensaios, nas
populacdes mantidas em laboratério ha selecdo de linhagens resistentes ou suscetiveis
atipicas em relacdo as populacdes encontradas em campo, o que poderia explicar porque,
apesar da mortalidade em laboratério, em campo a selecdo de individuos suscetiveis ¢
menor que a taxa de crescimento de individuos resistentes ¢ mesmo com aplicagdo de

inseticida, que causa pressdo seletiva, ha altas infestagdes nos galpdes do aviario em estudo.

Em relacdo aos efeitos do triflumuron na populacido estudada, observou-se que a
mortalidade maxima obtida a 960 ppm foi de 85%. Em estudo anterior em populacio de A.
diaperinus, TUCCI et al. (2002) obtiveram 100% de mortalidade de larvas na mesma

concentragdo, sendo que ndo houve diferenga entre 240 ppm e o grupo controle.

Enquanto GEORGHIOU & TAYLOR (1977) sugerem que a migracao retarda a
evolugdo do processo de resisténcia, devido ao fluxo génico entre individuos suscetiveis
nestas populagdes migrantes, CHERNAKI-LEFFER (2004) sugere que a migragao pode ter
efeitos contrarios, isto €, individuos resistentes que se dispersam podem acelerar o processo
de resisténcia em aviarios que sofrem intensa pressao seletiva pela aplicagdo continua de

inseticidas durante o manejo.
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No monitoramento das populagdes de A. diaperinus em aviarios apos uso
combinado de ciflutrina e triflumuron, observou-se que houve redugdo de larvas e adultos
até o final do 2° tratamento, com o restabelecimento da populagdo durante o verdo, o que
estaria associado aos habitats protegidos nos galpdes, principalmente em areas proximas as
paredes e frestas no piso, onde a aplicagao de inseticida ndo foi efetiva (SALIN et al

2003).

A pré-exposicao de adultos aos inibidores da sintese de quitina, afeta os ovos,
causando a mortalidade dos estagios larvais iniciais, enquanto que o tratamento de meio de
criacdo com larvas, causa a mortalidade os estagios finais. Os efeitos destes inseticidas a
prole tem cardter cumulativo, pois os adultos expostos ingerem e passam os componentes
do inseticida aos ovos durante a vitelogénese. Se a dosagem ¢ sub-letal, os primeiros
instares podem se desenvolver normalmente, mas se as larvas ingerem o inseticida durante

o desenvolvimento, os danos sdo observados nos estagios finais (ELEK 1998a, 1998b).

WEAVER & KONDO (1987) haviam verificado que o tratamento com triflumuron
inibe a reproducdo de adultos em até 4 semanas, causando grande mortalidade em larvas de
1° a 3° estadio de A. diaperinus. WEAVER (1996) havia observado que em combinagdes
entre os piretroides ciflutrina e permetrina, e, os reguladores de crescimento hexafluron e
triflumuron, reduziram em até 42 dias as larvas de A. diaperinus em campo. No entanto,
nos estudos recentes realizados por HAMM et al. (2006) nos EUA, varias populagdes

consideradas resistentes a ciflutrina devido ao uso continuo nestes aviarios.

A suscetibilidade de populagdes ao triflumuron seria atribuida a forma de aplicagdo
do produto, pois este ¢ pulverizado sobre as camas dos avidrios durante o manejo e pode se
misturar ao piretrdide ciflutrina. O desperdicio destes produtos também pode estar
associado a fontes alimentares alternativas (ra¢do, excrementos, carcacas de aves) e areas
de refgio nos galpdes, devido a heterogeneidade da aplicagdo, que diminuem as chances

de contato e ingestao destes inseticidas CHERNAKI-LEFFER (2004).

SHEPPARD et al. (1989) ja haviam relatado em seus estudos que a aplicacdo de
triflumuron em esterco ¢ heterogénea e permitia a sobrevivéncia de individuos suscetiveis,

0 que retardaria o processo de resisténcia nas populagoes.
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O uso de armadilhas contendo inibidores de sintese de quitina (benzoilfeniluréias)
ndo seria a mais efetiva das formulagdes para controle, pois a ingestdo direta como
resultado do contato com armadilhas, ocorre casualmente, principalmente em ambientes
com altas infestagdes e abundancia de recursos alimentares, portanto tais armadilhas podem
ndo atingir os estdgios de desenvolvimento mais sensiveis ao produto (DEMARK &

BENNETT 1989).

DARBRO & MULLENS (2004) alertam que as principais armadilhas para controle
de Musca domestica contém feromonio feminino de atracdo e devido a grande pressdo
seletiva exercida continuamente pelo seu uso, os individuos resistentes nestas populagdes
reagem adversamente na presenca/contato com este feroménio. Neste caso, a rotagdo de
inseticidas, que seria uma alternativa eficiente ao manejo da resisténcia de populacdes,
poderia ser ineficiente se todos os produtos quimicos estdo associados com armadilhas com

este mesmo feromonio.

O controle de A. diaperinus deve estar em conjunto com as praticas de manejo
estrutural, cultural bioldégico e quimico, associado com o monitoramento das populagdes
em aviarios. O uso de armadilhas com uso de feromonios, seria uma alternativa, ja que sdo
desconhecidos estudos de como seriam favorecidos pelo comportamento de agregacdo. No
entanto, as avaliagdes a longo prazo fornecerao resultados da real eficiéncia desta
metodologia, que deve ser implementada durante o manejo, principalmente para viabilizar

o controle bioldgico que € mais suscetivel as adversidades deste sistema de produgao.

Diante dos danos causados pela resisténcia, ¢ necessario que os aviarios sejam
avaliados isoladamente, de acordo com o historico do manejo das instalagdes que incluem a
periodicidade e tipos de tratamento quimico empregado, pelo monitoramento da densidade
populacional de A.diaperinus. Estas medidas permitem o estabelecimento de estratégias
para manejo da resisténcia e de controle bioldgico, por entomopatogénicos, principalmente
diante de altas infestagdes durante o desenvolvimento dos lotes de aves. O uso de
armadilhas de Arends com iscas atrativas (feromdnios) seja para o controle quimico ou
bioldgico deve ser estimulado, mas estas alternativas devem estar associadas aos
parametros comportamentais do inseto, sem que se acelere as pressdes seletivas nestas

populagdes. O manejo inadequado das camas ou esterco, bem como o tipo de piso,
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favorecem as altas infestagcdes e criam areas de refligio nestes galpdes. Os fatores abioticos
destas instalacdes, que sdo padronizados para o desenvolvimento de aves de corte, devem
ser avaliados em relacdo a influéncia e viabilidade do manejo integrado, seja no controle
biologico ou quimico, pelo uso de armadilhas com iscas atrativas ou aplicagdes diretas nos

galpdes.
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CAPITULO III
Estudos populacionais e distribuicao espacial de A. diaperinus em galpdes de aviario

de corte no municipio de Louveira, SP: subsidios para o manejo integrado do inseto

Resumo: Neste estudo pretendeu-se dar subsidios aos programas de manejo integrado em aviarios
de corte, com estudo da distribuicdo espacial de Alphitobius diaperinus, discutindo os periodos
favoraveis a aplicacdo de controle quimico e bioldgico e porque tais fatores podem interferir no
sucesso do manejo. Os resultados indicaram que os tipos de galpdes, manejo das camas durante os
lotes avaliados e aplicacdo de controle quimico afetaram a densidade populacional, bem como as
temperaturas da cama e no interior dos galpdes. Tanto larvas quanto adultos encontravam-se
agregados, principalmente sob os comedouros, ao longo dos lotes ¢ semanas amostradas. As
distribui¢des espacial e temporal heterogéneas estdo relacionadas aos movimentos migratorios da
populagdo que sdo afetados pelos fatores abiodticos e visam o estabelecimento em micro-habitats que

garantam a permanéncia nos galpoes.

1. INTRODUCAO

A necessidade da criacdo intensiva de animais em confinamento favorece o estresse e
acumulo de excretas nestes ecossistemas artificiais, que sdo propicios ao desenvolvimento
de artropodes com potencial sinantrépico. O estudo destas espécies, principalmente insetos,
nestes ambientes ndo tem apenas importancia ecoldgica, mas sanitaria, devido a sua
associacdo com a transmissdo de patdogenos de importdncia médica e veterindria. Estes
insetos associados a producdo avicola sdo altamente dependentes do ambiente artificial no
qual vivem (AXTELL & ARENDS 1990).

Das diversas ordens de insetos que estdo associadas aos sistemas de produgdo animal,
a Ordem Coleoptera tem como destaque a espécie Alphitobius diaperinus (Panzer, 1797),
conhecida como “cascudinho” ou “besouro-da-cama”. S3o insetos cosmopolitas, comuns
em substratos de producdes avicolas e em produtos farinaceos armazenados. A espécie ¢é

origindria da Africa e ocorre naturalmente associada a ninhos de aves e morcegos onde se
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alimentam de fragmentos de pele, penas e carcacgas.(PFEIFFER & AXTELL 1980,
FRANCISCO 1996, CHERNAKI-LEFFER 2004). Sao adaptados as baixas condigdes de
umidade, sendo que as condi¢gdes ambientais fornecidas pelos avidrios sdo uma extensao do
seu habitat primario e sobrevivem a prolongados periodos de seca e tolerancia térmica ¢ ja
estariam pré-adaptados aos sistemas de producao de aves (SALIN et al. 1999).

Nestes sistemas de producdo, devido a heterogeneidade temporal e espacial, as
adaptacdes fisioldgicas e comportamentais sdo resultados dos modelos de criagdo e praticas
de manejo. Assim, estes insetos evitam as condicdes desfavordveis e tornam-se
permanentemente estabelecidos (SALIN er al. 2000, RUEDA & AXTELL 1996,
SOUTHWOOD 1977).

As principais caracteristicas propicias para o desenvolvimento de A. diaperinus em
criagdo de aves poedeiras sdo a temperatura e a baixa umidade de esterco acumulado
(DESPINS et al. 1987). O acimulo de ragdo, agua, serragem e as altas temperaturas que
compdem a cama em galpdes de aves de corte intensificam o desenvolvimento do inseto
(CHERNAKI & ALMEIDA 2001). Portanto, a densidade de cascudinhos nos diferentes
sistemas de producdo avicola, estimula os estudos na elaborag¢do de programas de controle.

As grandes infesta¢des deste coledptero em galpdes de aves de corte sdo acentuadas,
quando novas camas sao adicionadas sobre as mais velhas, que sdo parcialmente
removidas, ou, as camas sdo reutilizadas para os novos lotes de frangos, o que desperta o
interesse médico e veterinario, devido o potencial dos cascudinhos em abrigar patégenos
causadores de doengas aviarias (HARDING & BISSEL 1958, SAFRIT & AXTELL 1984).
A dispersao de A. diaperinus ocorre quando as camas sdo removidas ou empilhadas nas
proximidades dos aviarios, sendo que em certas areas foi constatada a migracdo de centenas
de insetos para o interior das residéncias (GALL 1980).

O controle de A. diaperinus no Brasil estaria relacionado a sua importancia médica e
veterinaria, no entanto os prejuizos associados aos danos as instalagcdes sao relatados. A
competéncia e a capacidade veiculadora de organismos, com importancia na saude animal e
humana, bem como alergias ocupacionais, foram avaliadas em diversos estudos (DE LAS
CASAS et al. 1972; 1973, SCHROECKENSTEIN et al. 1988, BAGGESEN et al. 1992,
MCALLISTER et al. 1995).
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REYNA et al. (1983) observou que a transmissao de protozoarios do género Eimeria
ocorre principalmente quando oocistos sdo ingeridos por adultos de A. diaperinus que
eventualmente sdo ingeridos pelas aves.

Outros experimentos demonstraram que A. diaperinus podem adquirir ¢ abrigar
Campylobacter jejuni do ambiente e foram capazes de transmitir bactérias viaveis as aves
(STROTHER et al. 2005). Em amostras obtidas de aviarios com problemas de manejo de A
diaperinus de diversas regides do México, os testes bacteriologicos indicaram que 21% dos
isolados foram positivos para Salmonella sp. e 28% para Escherichia coli (DAVILA et al.
1996).

EIDSON et al. (1965; 1966) observaram que aves mortas pelo virus da leucose
(doenca de Marek) continham larvas e adultos que se alimentavam da carcaca e que
poderiam se contaminar e transmitir o patdogeno as aves saudaveis que se alimentassem dos
insetos infectados. Sendo que em aviarios com alta incidéncia de leucose, houve correlagao
positiva com a abundancia de insetos.

Diversos estudos demonstram que A. diaperinus pode atuar como hospedeiro
intermediario de cestddeos e nematodeos. ELOWI & ELBIHARI (1979) observaram que
14% de adultos ¢ menos de 1% das larvas de cascudinhos eram positivas para larvas
cisticercoides de Choanotaenia infundibulum. J& em estudo conduzido em granja de aves
poedeiras da regido de Campinas, SP, estes insetos foram negativos para a mesma espécie
de cestddeo, apesar da ocorréncia de aves infectadas (AVANCINI & UETA 1990)

Em Cuba, frangos alimentados com cascudinhos por 3 dias consecutivos,
apresentaram infeccdo por Subulura suctoria (Nematoda) (MOYA et al.1977). Ja em
granjas de aves poedeiras na India, cascudinhos foram observados como vetores naturais de
Subulura brumpti sendo que foram encontradas larvas do parasita em 40% dos adultos
dissecados (KARUNAMOOTHY et al. 1994).

Em estudo recente, avaliou-se a presenca de bactérias gram-negativas da Familia
Enterobacteriaceae nas superficies externa e interna de A. diaperinus, coletados em aviarios
de frangos de corte de perus nos estados do Rio Grande do Sul e Santa Catarina. Estas
bactérias seriam patogénicas as aves sendo que o contato direto com os insetos, que atuam
como vetores mecanicos em aviarios, favorecem a possibilidade de transmiti-las aos

humanos (SEGABINAZI 2004).
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Sob varias condigdes ambientais os individuos podem exibir tempos de
desenvolvimento diferentes o que afetara a eficiéncia no controle que estd sendo aplicado
no local. Para as populacdes de A. diaperinus, as grandes densidades afetam o periodo de
aplicagao do controle quimico, o tipo do produto a ser utilizado e medidas de controle
biologico viaveis, atuando no seu potencial como vetor de patdégenos. Em paises
temperados, sdo considerados uma das principais pragas estruturais e os danos causados
pelo inseto sdo pelo hébito de empuparem perfurando os materiais utilizados nas paredes
dos galpdes para isolamento térmico.

Deve-se manter nas propriedades um programa integrado de controle de pragas,
utilizando técnicas e conceitos ja existentes, mas desenvolvendo um programa proprio do
estabelecimento, ja que cada modelo de criacdo apresenta particularidades que devem ser
observadas no inicio da aplicacdo do manejo. A integragdo de métodos compreende a
utilizagdo de medidas de controle cultural pelo monitoramento da populacdo e do
conhecimento do comportamento de A. diaperinus; o controle mecanico que envolve os
detalhes da construgdo dos galpdes, manejo dos residuos e praticas sanitdrias e o controle
quimico pelo conhecimento dos efeitos, quantidades e periodos de aplicagdo dos
inseticidas, evitando gastos desnecessarios ao produtor, bem como a explosdo da densidade
de pragas e danos ambientais.

Considerando os prejuizos que podem ser causados na presenga de A. diaperinus,
pretende-se dar subsidios a programas de manejo integrado em avidrios de corte, com
estudo da distribuicdo populacional deste inseto, discutindo os periodos favoraveis a
aplicacdo de controle quimico e bioldgico e porque tais fatores podem interferir no sucesso

do manejo.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Local de coleta e amostragem de A. diaperinus

As coletas foram realizadas em galpdes de criacdo em avidrios de corte, no

municipio de Louveira, SP (23°05°11” S - 46°57°02” O), no periodo de margo de 2005 a
mar¢o de 2006. Foram avaliados dois tipos de galpdes, um com piso de solo batido e um
galpdo com piso pavimentado (cimento), ambos com éarea de 1000 m’, com substrato
(=“cama”) composto por serragem grossa, com até 10 cm de espessura, antes de atingir o
piso. As amostragens foram conduzidas durante o periodo de permanéncia dos lotes de
frangos nos galpdes, que era de 40 a 45 dias, até a retirada para o abate.
Os bebedouros e comedouros permaneciam durante o ciclo distribuidos por toda extensdo
do galpdo, formando 4 fileiras, 2 fileiras para comedouros e 2 fileiras para bebedouros.
Conforme o tempo de desenvolvimento dos frangos, os comedouros passavam de pequenos
e apoiados sobre a cama, para maiores € que eram suspensos conforme o crescimento das
aves. Os bebedouros permaneciam durante todo o lote suspensos e ndo eram apoiados sobre
a cama. O aquecimento era mantido até a 2* semana de desenvolvimento do lote, com o uso
de aquecedores a lenha e gas, localizados no centro dos galpdes, sendo que haviam 4 no
galpao com piso-solo e 5 no galpao com piso-cimento.

No inicio do desenvolvimento dos lotes as aves sdo mantidas em areas circulares,
proximas aos aquecedores e conforme ha o crescimento das aves, estas areas eram
aumentadas até tomarem toda a extensdo dos galpdes, o que ocorria até a 3* semana de
desenvolvimento do lote, com a substitui¢ao total dos comedouros pequenos pelos grandes.

As coletas eram iniciadas na semana de entrada dos lotes com a determinagao de 5
pontos amostrais em cada galpdo que foram determinados aleatoriamente, que eram
marcados de acordo com os comedouros, cada comedouro representava um numero. A
distribuicao aleatdria das armadilhas era realizada no centro ou nas laterais (lado esquerdo
ou direito) dos galpdes, proximos as paredes e entre as fileiras de bebedouros, que se
alternavam com as fileiras de comedouros. As armadilhas foram colocadas no nivel da
cama, embaixo dos comedouros. Esta metodologia foi estabelecida, pois em coletas
anteriores a disposicdo das armadilhas era afetada pela interferéncia das aves que as

desenterravam, prejudicando a identificacio dos pontos amostrais, bem como pelos
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trabalhadores da granja. Portanto, visando evitar as perdas, optou-se em coloca-los embaixo
dos comedouros onde ficavam mais protegidas das interferéncias humanas e dos animais.
Os insetos foram capturados em armadilhas de Arends, tal como sugerido por
SAFRIT & AXTELL (1984), FRANCISCO (1996) ¢ CHERNAKI-LEFFER (2004). As
armadilhas consistem de tubo de PVC de 4 cm de didmetro, por 20 cm de comprimento,
contendo no seu interior papel corrugado (20 x 20 cm), de forma que as ondulagdes
permanecessem dispostas longitudinalmente no interior dos tubos. Em campo foram
determinadas as temperaturas dos pontos amostrais com uso de termometro digital de
imersdo, por até 3 minutos até estabilizar a temperatura do ponto amostral (Figura 1). As
temperaturas no interior dos galpdes eram controladas pela presenca de termdémetro na
regido central. As coletas foram semanais até a saida dos lotes e nos intervalos entre lotes

ndo foram realizadas coletas devido ao manejo aplicado no aviario.

Figura 1. Disposicdo das armadilhas de Arends na cama dos galpdes avaliados (A).

Termometro de imersdo utilizado para determinar as temperaturas dos pontos amostrais

(B).

As armadilhas eram retiradas semanalmente, com a retirada do papelao corrugado,
que era acondicionado em sacos plasticos, individualizadas e identificadas. Em laboratério,
as armadilhas foram congeladas e os coledpteros foram separados em machos, fémeas e

larvas. A populagdo foi agrupada em niveis de ocorréncia nas amostras seguindo os
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parametros: tipo de piso dos galpdes, semana de desenvolvimento dos lotes e troca de
cama. Esta andlise espacial forneceu informacdes sobre quais os periodos e regides dos
galpdes que apresentavam infestacdes altas, médias e baixas, para o possivel
estabelecimento de estratégias de manejo integrado em areas e periodos com os maiores
picos populacionais. Estes parametros ambientais e estruturais poderiam evidenciar porque
ha pontos favoraveis para o desenvolvimento de A. diaperinus de acordo com o modelo dos
galpoes e a interferéncia do manejo.

Durante o experimento seguiu-se 0 manejo do avidrio com o objetivo de se avaliar
se a densidade populacional de A. diaperinus estava sendo afetada pelos métodos ja
estabelecidos. A descricdo dos procedimentos de manejo adotados no aviario foi

apresentada no capitulo II, pagina 55.

2.2. Analises Estatisticas

As analises estatisticas foram realizadas pelo programa estatistico S.A.S. System for
Windows, versdao 9.13 (S.A.S. Institute Inc. 2003). Na andlise de varidncia (ANOVA)
utilizou-se o procedimento PROC GLM (Modelos Lineares Gerais) com a comparagdo
multipla das médias pelo teste de Duncan, para 0=0,05. A distribui¢do espacial de A.
diaperinus nos tipos de galpdes ao longo dos lotes de frangos avaliados foi pela influéncia
dos fatores abioticos (temperaturas dos galpdes e dos pontos amostrais na cama) na
freqliéncia de insetos (machos, fémeas e larvas). Foram observados a influéncia das
temperaturas dos galpdes e dos pontos amostrais em relagdo aos parametros: Lotes de
frangos, Semana de desenvolvimento, Tipo de galpao (piso-solo ou piso-cimento) e Regiao
dos galpdes (centro, lateral esquerda e lateral direita). A freqiiéncia de insetos foi avaliada
em relagdo aos Lotes de frangos, Semana de desenvolvimento, Tipo de galpao, Regido dos
galpdes, Estdgio de desenvolvimento dos insetos, Tamanho dos comedouros, Troca de

cama ¢ Periodo de aplicagdo dos inseticidas.
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3. RESULTADOS

3.1. Avaliacao de fatores climaticos e distribuicio espacial de A. diaperinus

As Tabelas I e II apresentam os diversos parametros que afetam a distribui¢cdo de A.
diaperinus em avidrios de corte. Observa-se que a média de A. diaperinus apresentou
diferenca significativa para os parametros avaliados (F= 28,82; p< 0,0001): lotes de frangos
(F= 20,56; p< 0,0001) e semanas de desenvolvimento (F= 28,80; p< 0,0001). A Tabela I
indica que em ambos galpdes avaliados a maior média de insetos foi observada no 2° Lote,
no qual houve aplicacdo de inseticida e troca de cama, enquanto que a menor foi obtida no
4° Lote, no qual nao houve troca de cama e aplicacdo de inseticida sobre a cama. Sugere-se
que a abundancia de A. diaperinus esteja relacionada as temperaturas no interior destes
galpdes que se mantém altas ao longo do ano, bem como a aplicagdo de inseticida e manejo
da cama ndo estejam adequados. A freqiiéncia de insetos também aumenta durante as

semanas de senvolvimento dos lotes para ambos os tipos de galpdes.

Tabela I. Média de A. diaperinus (larvas e adultos) para galpdes com piso-solo e piso-pavimento

em relagdo aos parametros lotes de frangos e semanas de desenvolvimento dos lotes.

Numero de insetos/armadilha

X £DP

Lotes de frangos 1° 224,77+333,81 b
2° 311,234479,45 a
3° 104,17+204,29 d
4° 93,98+124,81d
5° 167,67+£222,96 ¢
6° 141,22+164,13 ¢
Coletas (em semanas de 1? 49,62+70,62 d
desenvolvimento) 2? 89,81+185,77 d
3 215,93+290,73 ¢
4* 188,93+266,98 ¢
5" 269,41+412,79 b
6" 354,41+381,73 a

As médias com as mesmas letras para cada coluna nao apresentam diferenga significativa pelo teste de comparagdes multiplas de Duncan
(0=0,05).

X + DP: refere-se aos valores de média e seus desvios-padrao.
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Na Tabela II houve diferenca significativa quanto a freqiiéncia de insetos para os
tipos de galpdes (F= 49,95; p< 0,0001) e estagio de desenvolvimento dos insetos (F=
175,34; p< 0,0001), enquanto que para regides dos galpdes (F=1,17; p< 0,3098) nao houve
diferenca significativa, no entanto, com maiores médias observadas no centro dos galpdes.
Além disso, as regides dos galpdes ndo apresentaram diferenca significativa em relacao a
média de temperatura dos pontos amostrais (F= 2,31; p< 0,0998). As temperaturas no
interior dos galpdes ndo apresentaram diferengas significativas quanto aos tipos de tipos de
galpoes (F= 2,83; p< 0,0928). Observa-se que apesar de haver diferencas significativas
entre as temperaturas em relagdo ao tipo de piso e regides dos glapdes houve
homogeneidade quanto a variagdo da temperatura nos pontos amostrais ao longo das

semanas de desenvolvimento dos lotes de frangos.

Tabela II. Médias de de A. diaperinus (larvas e adultos) em relagdo aos parametros: tipo de

galpao, regides do galpao e fases do desenvolvimento do inseto.

Temperatura da Temperatura do Numero de
cama (°C) galpao (°C) insetos/armadilha
x £ DP

Tipo de galpao Solo 28,6 a 25,6 a 232,09+337,70 a
(piso) Pavimento 27,6 b 25,1a 128,05+224,83 b
Regiao do Centro 283 a 25,6 a 181,83+£305,16 a
galpao Laterais 279b 24,8 ¢ 178,66+£293,60 a

Sexo/Estagio 4 279b 25,3b 81,85+32,60 b

Q # # 83,42+40,48 b
Larvas # # 374,954+219,72 a

# Indica que ndo houve andlise estatistica para este pardmetro. As médias com as mesmas letras para cada coluna ndo apresentam
diferenca significativa pelo teste de comparag¢des multiplas de Duncan (0=0,05).

X + DP: refere-se aos valores de média e seus desvios-padrio.

Em relacao a freqii€éncia de insetos e as temperaturas da cama nos pontos amostrais,
as maiores médias foram observadas no galpdo com piso-solo nas regides centrais dos
galpoes, confirmando a relagdo densidade-dependente com a temperatura. A média de
larvas foi maior que de adultos, que apresentou razao sexual 1:1, sendo que a densidade de

fémeas foi maior que de machos.
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As médias de temperaturas da cama foram maiores nos lotes 5 e 6, que coincidem
com as estacoes quentes e Umidas (primavera e verdo), enquanto que as médias de
temperaturas da cama nos lotes 3 e 4 correspondem as estagdes frias e secas (outono e
inverno). Os lotes 1 e 2 referem-se aos periodos de transi¢cao entre verdo e outono. Observa-
se que grupos semelhantes se formaram em relagdo as médias de temperaturas dos galpdes
para os mesmos lotes avaliados. A freqiiéncia de insetos apresentou maior média no lote 2,
no qual a média de temperatura da cama foi de 27,3°C e a temperatura do galpao foi de
25°C. Nos lotes 3 e 4, a média de temperatura da cama foi de 25,4°C e a temperatura do
galpdo foi de 23,2°C, nos quais observamos as menores freqliéncias de insetos. A
temperatura da cama nao seria principal fator que afetou a freqiiéncia de insetos durante os
lotes avaliados, j4 que o manejo empregado para os lotes 1, 2 e 3 foi a troca de cama e
aplicacdo de inseticida (ciflutrina e triflumuron). No lote 4, houve aplicagdo de inseticida
(ciflutrina e triflumuron), sem troca de cama. No lote 5, ndo houveram troca de cama e
aplicacdo de inseticida. Ja no lote 6, houve um pequeno declinio na densidade populacional,
que poderia estar associado a troca de inseticida (cipermetrina) (Figuras 2 e 3).

A freqiiéncia de insetos apresentou diferenca significativa em relagdo as semanas,
sendo que as maiores densidades foram nas duas primeiras semanas, como declinio até a 4*
semana e na 5* ¢ 6* semanas voltou a aumentar. Sugere-se que as semanas indicadas para
aplicacdo de controle bioldgico seriam entre a 2* e 4* semanas dos lotes, ja que a aplicacao
deste tipo de controle ndo oferece risco as aves ((Figuras 2 e 3).

As médias de temperaturas da cama entre 1* a 5* semana de desenvolvimento dos
lotes ndo apresentaram diferenca significativa, sendo que a maior média foi observada na 6*
semana. O aumento da temperatura do substrato (=cama) estaria associado ao aciimulo de
esterco que favorece a compactacdo, bem como o crescimento dos frangos que tendem a
ficar em repouso sobre a cama. Quanto as médias de temperaturas no interior dos galpdes
ao longos das semanas de coleta, houveram diferencas significativas, com as maiores
médias nas 1* e 2% semanas. Estas médias de temperaturas correspondem ao periodo em que
as laterais dos galpdes permanecem fechadas e os aquecedores ligados. A partir da 3*
semana até o final de desenvolvimento dos lotes as laterais sdo abertas e os ventiladores sao

ligados, reduzindo a média de temperatura no interior dos galpdes (Figura 4).
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Figura 2. Médias de temperaturas da cama, do galpdo e médias do nimero de machos,

fémeas e larvas em galpao de avidrio com piso solo nos lotes amostrados.
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Figura 3. Médias de temperaturas da cama, do galpdo e médias do niimero de machos,

fémeas e larvas em galpao de aviario com piso pavimentado nos lotes amostrados.
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Figura 4. Prancha com seqiiéncia de fotos caracteriza o desenvolvimento de lotes de

frangos em aviarios de corte da 1* semana a 6*semana (A até F).
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A densidade de adultos foi menor e com poucas variacdes ao longo dos lotes que a
densidade de larvas, portanto, sugere-se que as larvas atuam como um bom pardmetro
indicativo a implantacdo de programas de controle, j4 que sdo responsaveis pela
permanéncia de populacdes remanescentes nos galpodes, devido ao seu comportamento no
solo e cama durante o ciclo de desenvolvimento do inseto. A média de larvas/armadilha ao
longo das semanas em galpdes com piso-solo ¢ maior que em galpdes com piso-cimento ao
longo dos lotes avaliados, bem como a densidade de larvas aumenta durante as semanas de

desenvolvimento do ciclo (Figura 5).
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Figura 5. Prancha com as médias de temperatura da cama e de larvas/armadilha nos tipos

de galpdes avaliados ao longo das semanas nos lotes amostrados.

Outros fatores apresentaram diferenca significativa quanto a freqiiéncia de insetos
(F= 33,55; p< 0,0001) tais como o tipo de comedouro (F= 85,69; p< 0,0001) e troca de
cama (F=9,19; p< 0,0001). J4 aplicagdo de inseticida ndo apresentou diferenca significativa
em relagdo a freqiiéncia de insetos (F= 2,63; p< 0,0826) (Tabela III).

A diferenga significativa em relagdo aos comedouros estaria relacionada ao tempo
de permanéncia € a menor area ocupada pelos comedouros pequenos ao longo do lote de
frangos, bem como estarem nos galpdes nas fases quando a densidade populacional ainda
estd reduzida. A maior area ocupada pelos comedouros grandes também favorece a
agregacao do coledptero. Quando houve troca de cama, observou-se que a densidade de
insetos foi maior que em lotes que com camas reutilizadas. Estes resultados podem ter sido
afetados pelas trocas de camas terem sido em periodos das estagdes quentes e imidas que

favoreceram ao aumento populacional de A. diaperinus.
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Tabela III. Freqiiéncia de A. diaperinus (larvas e adultos) por armadilha em relagdo aos

parametros: tipo de comedouro, troca de cama e periodo de aplicacdo do inseticida.

Numero de insetos/armadilha

x +DP
Troca de cama nos lotes Sim 201,48+332,55 a
Nao 130,83£184,11 b
Tamanho dos comedouros Pequeno 69,71+141,47 b
Grande 243,13+£341,30 a
Aplicacio de inseticida nos lotes Sim 182,29+308,67 a
Nao 167,67+222.96 a

As médias com a mesmas letras ndo apresentam diferenga significativa pelo teste de comparagdes multiplas de Duncan (a=0,05).

X +DP: refere-se aos valores de média e seus desvios-padrao.

4. DISCUSSAO

As dificuldades em atingir o climax em um ambiente estocéstico e as conseqiiéncias
do movimento das populagdes teriam efeitos na distribui¢do espacial e temporal. Consistem
em fatores comportamentais distintos que sdo ajustados pela selecdo natural de individuos
(STINNER et al. 1983).

A maior densidade populacional de A. diaperinus em galpao de piso-solo seria por
ser um habitat que favorece a migracdo das larvas durante as mudas e pupagdo, enquanto
que para adultos seriam areas de reprodugdo e oviposi¢cdo, além da protecao aos efeitos da
aplicacdao de inseticidas. Portanto, seriam constantemente repostos neste tipo de galpao
devido a presenca de individuos em desenvolvimento destas populagdes remanescentes.

O principal efeito do fluxo génico em uma populacdo local seria garantir a
adaptag@o as caracteristicas especificas do ambiente enquanto que entre populacdes seria
parte do sistema adaptativo, atuando em fun¢do da estrutura do habitat. Portanto, permite
que as populagcdes respondam as alteragdes regionais do ambiente, devido as modificagdes
locais e temporarias, evidenciando a importancia dos ambientes heterogéneos no

movimento e persisténcia das espécies (STINNER et al. 1983).
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As diferencas entre populacdes de A. diaperinus seriam atribuidas as diferentes
linhagens de populacdes avaliadas, bem como o manejo dos locais e temperaturas utilizadas
em experimentos. A temperatura seria a principal influéncia no desenvolvimento deste
inseto e, afetada pela oferta e qualidade de recursos alimentares, apresentam variados
periodos de desenvolvimento, quando comparados as condi¢cdes ambientais ideais em
campo (RUEDA & AXTELL 1996, HOZEN et al. 2004).

Sugere-se que ha tendéncia de agregacdo de A. diaperinus em regides dos galpdes
nas quais as maiores médias de temperaturas da cama concentravam-se no centro dos
galpoes, comparados as médias determinadas nas laterais, apesar de ndo haver diferenga
significativa entre estas regides ¢ a freqiiéncia de insetos.

Em estudos conduzidos em granjas de aves poedeiras, A. diaperinus ocorreu durante
todo ano sendo que as maiores densidades de larvas e adultos foram observadas durante as
estagdes com temperaturas mais elevadas (BRUNO et al. 1993, FERNANDES et al. 1995,
PINTO et al. 2005).

A auséncia de controle da populacdo de A. diaperinus com a aplicagdo de inseticida
no avidrio poderia estar associado ao manejo da cama e aos periodos de aplicacdo do
inseticida. Quando ndo houve troca de cama, a populacdo remanescente foi favorecida,
mesmo com a aplicagdao do produto, pois este tipo de tratamento ndo foi uniforme em todo
galpdo, considerando a espessura da cama e o tipo de piso. Portanto, haveriam areas que
oferecem refligio e protecdo, devido ao pouco contato com o produto, favorecendo ao
aumento populacional nos lotes posteriores.

VORIS et al. (1994) observaram que A. diaperinus em aviarios nos EUA retornam a
niveis de pré-tratamento apds a aplicacdo de controle quimico e manejo dos galpdes, pois a
flutuagdo populacional seria afetada pela temperatura, com diferencas quanto a periodo de
desenvolvimento, sendo que a populacdo da Califérnia apresentou faixa de tolerancia
térmica mais limitada que a populacdo do Arkansas. Este conjunto de fatores associados a
oferta de recursos alimentares atuariam na sele¢do de linhagens populacionais em vérias
regides. Portanto, a heterogeneidade espacial e temporal nestes sistemas de produgdo sio
afetadas pelo tipo de criagdo, estrutura ¢ manejo das instalagdes.

O manejo também inclui as medidas sanitarias, como o descarte das aves mortas,

pois os insetos se alimentam de carcagas que também sdo areas de refugio de reprodugao.
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Com o aumento da densidade populacional, os riscos da transmissao de patogenos as aves
poderiam aumentar e sdo favorecidos pelo comportamento das aves no inicio do
desenvolvimento, que se alimentar de larvas e adultos de A. diaperinus que sao facilmente
encontrados nos galpdes em altas infestagdes. A compactagdo da superficie da cama pela
presenca de esterco, serragem e ragdo fornecem o ambiente favoravel ao desenvolvimento
do inseto, devido ao aumento da temperatura e umidade, sendo que estas condi¢des podem
prejudicar a introducdo de medidas de controle bioldgico, principalmente pela aplicagdo de
entomopatogénicos (Figuras 6 ¢ 7).

Sugere-se que a aplicagdo de métodos de controle sejam intensificados nos
periodos entre verdo e outono para que haja gradativa reducao da densidade populacional
de A. diaperinus. Havendo manejo adequado, principalmente com o uso de controle
bioldgico, associado as menores temperaturas que favorecem a sua eficicia, bem como
controle quimico moderado, podera haver declinio e equilibrio populacional que devem ser
mantidos no avidrio.

A reinfestacdo ¢ observada quando o descarte das camas ficam armazenados
proximos aos galpdes, durante o manejo, no periodo entre lotes. Os adultos tendem a
migrar de volta aos galpdes, enquanto as larvas migram para o solo para completarem o
desenvolvimento (SAVAGE 1992, VORIS et al. 1994, CALIBEO-HAYES et al. 2005).

A selecao dos individuos nas populagdes esta voltada a sobrevivéncia e reprodugdo
e afeta a sua distribuicdo espacial e temporal, isto ¢, o periodo em que ¢ favoravel ao
desenvolvimento e a necessidade de protecdo (diapausa e/ou migracao), de acordo com a
origem estocastica do habitat no tempo e no espago. O movimento das espécies seria
direcional, pois a propor¢do de individuos que migram estd em funcdo da qualidade do
ambiente e estas populacdes emigrantes movem-se agregadas e se estabelecem juntas em
areas nao refratarias em relacdo a sua localizagdo original, bem como o estabelecimento de
populagdes seria continuo no espaco, devido aos fatores bidticos e abidticos (STINNER et
al. 1983).

LAMBKIN et al. (2007) observaram que a localizagdo dos comedouros nio afeta a
densidade de A. diaperinus, no entanto, os insetos estdo mais concentrados embaixo de
comedouros em areas centrais, quando comparados as areas embaixo de bebedouros e areas

livres amostradas. As infestacdes embaixo dos comedouros seriam o principal refigio e
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origem de novos adultos e larvas que infestam os galpdes. Nao ¢ definida a origem de
grandes densidades, mas sendo temporal e visando a reproducdo, abrigo e emigragdo para
novos pontos nos galpdes, supdem-se que as armadilhas de Arends expressem amostras
transitdrias, pois os insetos estdo eventualmente em movimento embaixo de comedouros
por estarem mais protegidos. Portanto, as amostragens refletem a intensidade de atividade
(emigragdo, imigragdo e movimento) dos insetos nos galpdes e ndo seriam formas
definitivas de medida de abundancia, j& que ndo sdo localizagdes especificas ao longo do
tempo nos galpdes, pois larvas e adultos deslocam-se para o solo e frestas para continuarem
seu desenvolvimento. Tais evidéncias justificam a escolha da metodologia de amostragem
de A. diaperinus e confirmam os resultados obtidos em nossa avaliagdo no aviario de corte
em estudo.

STROTHER & STEELMAN (2001) verificaram por andlise espacial que A.
diaperinus apresentam distribuicdo agregada nos locais indicados pelo modelo e que
tendem a aumentar nas ultimas semanas de desenvolvimento dos lote. No entanto, indicam
que nas primeiras semanas de desenvolvimento dos lotes, as larvas, devido a densidade e
tamanho reduzidos, ndo se deslocam para as areas mais adequadas a sua sobrevivéncia e
que nas semanas finais, a grande densidade facilita a agregacdo, encaixando-se nas areas
diagnosticadas pelo modelo matematico.

CHERNAKI-LEFFER et al. (2007) também verificaram a heterogeneidade espacial
na distribui¢do de A. diaperinus em relagdo aos lotes e semanas avaliadas, sendo que a
densidade seria afetada tanto pela reutilizagdo da cama quanto pela temperatura, fazendo
com que a populagdo se recomponha rapidamente, mesmo com a aplicagdo de controle
quimico.

O entendimento dos efeitos do estresse fisiologico em A. diaperinus seria um dos
fatores para entender as adaptagdes ecoldgicas de espécies introduzidas e diagnosticar sua
capacidade de colonizar novos habitats, bem como suas estratégias adaptativas. A.
diaperinus mantém-se em regides temperadas devido a migracdo em periodos quentes,
retomando sua atividade metabdlica, j4 que sua sobrevivéncia varia de acordo com a
diminui¢do da temperatura, permanecendo inativos e, quando ha reduc¢do da oferta de
recursos alimentares, reduzindo o metabolismo e consumo de oxigénio (RENAULT et al.

2003).
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Portanto, nossos resultados confirmam que a heterogeneidade da densidade e altas
infestacdes por A. diaperinus sdo afetadas pela temperatura da cama e pelo manejo
empregado no aviario. Os galpdes com piso-solo favorecem as popula¢des remanescentes €
mantém as altas infestagcdes nos avidrios, enquanto que os galpdes com piso-cimento devem
ser avaliados nos periodos entre lotes para verificar a presenca de frestas no piso que
favore¢am a manutencdo do ciclo no solo. Considerando as adaptagdes eco-fisioldgicas
observadas em populacdes de A. diaperinus que colonizam aviarios de corte, seria
necessario avaliar quais os limites térmicos nas diferentes regides para o estabelecimento de
medidas de controle eficientes, bem como o monitoramento da densidade populacional em
relagdo ao manejo empregado e as medidas de controle quimico e/ou biologico, com a

definicao do periodo de suscetibilidade para intensificacdo das medidas de controle.
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6. ANEXOS

Figura 6. Apesar do descarte de aves mortas ser feito em fossas cobertas, em periodos com
alta taxa de mortalidade, as carcacas poderiam ser incineradas ao ar livre nas proximidades
dos galpdes (A). Presenca de ave morta no interior do galpdo, na quarta semana de

desenvolvimento do lote (B).

Figura 7. Frango durante a 2* semana de desenvolvimento do lote se alimentando de larvas
e adultos de A. diaperinus (A). Reutilizacdo da cama, ja compactada pelo esterco, serragem
e racdo, durante a 3* semana de desenvolvimento do lote: ambiente rico em insetos, com

altas temperaturas, que favorece as mudas e pupagao e reproducao dos adultos (B).
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CONCLUSOES GERAIS

Larvas e adultos de A. diaperinus apresentaram distribuicdo agregada com
principais focos sob os comedouros. A distribui¢do espacial e temporal heterogénea
em ambos os galpdes ¢ afetada por fatores abidticos como a umidade da cama,
temperatura e areas de refugio, principalmente para reprodugdo e manejo dos

galpdes nos periodos entre lotes.

O manejo empregado na granja em estudo, que incluem os periodos de troca de
cama e aplicacdo de controle quimico, favoreceu a reposi¢do e os altos indices de

infestacdo de A. diaperinus.

As espécies mais promissoras a mortalidade de A. diaperinus foram S. carpocapsae
e H. indica. No entanto, sendo H. indica uma espécie nativa e que ja é produzida
“in vitro”, estes estudos deveriam ser mais aprofundados, visando sua efetividade e

fatores que afetam sua permanéncia em campo.

Os tratamentos com S. carpocapsae apresentaram maiores mortalidades média e a
estratégia do tipo ‘“ambusher” (nictitante) poderia favorecer a infeccao de A.

diaperinus, devido a grande dispersdo deste inseto nos galpoes.

S. feltiae seria mais efetivo em adultos devido sua estratégia intermediaria entre
“cruiser” e “ambusher”, que também ¢ favorecido pelo comportamento agregado e

movel da espécie de coledptero.
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A estratégia do tipo “cruiser” de H. indica em campo seria efetiva, devido ao

comportamento agregado e migracdo vertical de A. diaperinus.

A suscetibilidade de larvas e adultos de A. diaperinus nos tratamentos em meio de
criacdo e em papel filtro para H. indica apresentaram diferengas que refletem o
comportamento migratorio e de agregacdo e podem ser relacionados com os

resultados de controle obtidos em campo.

A aplicacdo do nematodide H. indica, em focos com altos indices de infestacdo,
poderia favorecer a infeccdo de maior nimero de individuos, bem como as pupas
em solo. A forésia do nematdide seria favordvel ao controle bioldgico, pois a
mortalidade do inseto ndo ¢ imediata e por curto periodo galpdes haveria a

dispersao e distribui¢do do nematdide em outros locais do galpao.

Os bioensaios quimicos indicam que a heterogeneidade das respostas pode refletir a
selecdo de individuos com comportamento de refugio, para evitar o contato com os
produtos aplicados durante o periodo entre lotes no manejo, bem como a tolerancia
da populacdo devido a pressdo seletiva dos inseticidas aplicados continuamente

neste aviario.

As deformagdes em larvas e adultos de A. diaperinus emergidos ap6s os tratamentos
com triflumuron confirmam os efeitos das benzoilfeniluréias na sintese de quitina

dos insetos.
Nao foi possivel indicar a sensibilidade ou resisténcia nestes bioensaios, sendo que

a suscetibilidade variou em relagdo aos inseticidas e as formas de aplicacao, devido

a fatores genéticos e comportamentais da populagdo.
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v" Os galpdes com pisos pavimentados podem oferecer estabilidade populacional de A.
diaperinus quando o manejo ¢ adequado, que inclui as trocas de cama e os periodos
de aplicagdo de controle e limpeza dos galpdes. Também oferecem focos constantes
de reposi¢ao da populagdao remanescente, devido a falhas na estrutura destes galpoes
que oferecem areas de refugio, principalmente em frestas nas paredes e pisos que

facilitam o contato com o solo, favorecendo a pupagao e reposi¢do de adultos.

v' A atengdo e periodicidade na remogio de aves mortas no interior dos galpdes, as
formas adequadas de descarte e armazenamento de ragdo sao fatores que devem ser
considerados no manejo, ja& que fornecem recursos alimentares e abrigo para
reproducdo de A. diaperinus que favorecem as altas infestagdes e agravar a

veiculagdo de patogenos.

v" Nio ha oscilagdo ou sazonalidade de A. diaperinus no aviario de corte avaliado,
sendo que a dominancia desta espécie ¢ completa neste ambiente, favorecida pelos

fatores ambientais controlados ao longo do ano.

v O monitoramento de larvas do coledptero nestes aviarios ¢ importante para avaliar
os niveis de infesta¢do e para determinar as medidas de controle e manejo a serem
aplicadas de acordo com a sua distribuicdo e densidade (devido a individuos

remanescentes que repdem a populacao nos proximos lotes).
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CONSIDERACOES FINAIS

No periodo entre lotes e durante a aplicagdo de controle (quimico ou biologico), ha
a reducdo da populagdo local nos galpdes, sendo que a fixacdo de alelos resistentes pode ser
afetada pela necessidade de sobrevivéncia e permanéncia nestes avidrios. A manutencao
destas populagdes heterogéneas com individuos suscetiveis ou resistentes, seria afetada pela
capacidade de sobrevivéncia neste ambiente hostil, que poderia estar associada aos
processos migratorios, bem como a areas refugios que podem ser estimuladas durante a
limpeza, remogdo da cama e contato com inseticidas.

A adaptag¢do a um ambiente local afetard a produtividade da populacdo no habitat e
a dindmica de fixacdo seria alterada. Os habitats fragmentados contribuem para
sobrevivéncia de A. diaperinus e mantém sua diversidade genética. A habilidade em manter
esta diversidade genética aumenta a habilidade da populacdo em responder adaptavelmente
as mudancas ambientais.

O entendimento do fluxo génico que determina a resisténcia e os custos biologicos a
A. diaperinus tem importancia na determinacdo de programas de controle da espécie e a
elucidacdo destes parametros poderd auxiliar na determinagdo de programas de manejo

integrado mais efetivos e novas metodologias de aplicagao.
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CONSIDERACOES SOBRE A LEGISLACAO DE APLICACAO DE CONTROLE
QUIMICO E BIOLOGICO NO BRASIL (DOLINSKI 2006, OLIVEIRA & CASTRO 2006)

O controle biologico apresenta grande importancia devido ao interesse por métodos de
controle por programas de manejo integrado, no entanto o mercado atual ainda ¢ dominado pelos
inseticidas orgénicos sintéticos (89% do mercado mundial) que ainda é estimulado por razdes
econdmicas. A utilizagdo de produtos considerados eficazes e com menos poluentes vem crescendo,
com o aumento da comercializagdo de produtos a base de organismos entomopatogénicos ¢ de
feromonios (semioquimicos) para o controle de insetos, o que estimula as pesquisas na area. Nos
EUA, foi elaborada uma legislagdo sobre a introducdo e aplicagdo de controle por
entomopatogénicos, principalmente espécies exoticas, no qual faz-se levantamentos da entomofauna
e testes de patogenicidade com as espécies locais. Na Europa, ndo ha a necessidade de registro, mas
a introdugdo de nematodides entomopatogénicos € regulada.

Os produtos biologicos utilizados no controle de pragas agricolas eram regulados pela Lei
n°® 7.802, de 11 de julho de 1989, que estabelecia a “Lei dos Agrotoxicos e Afins”, definida como:

“Os produtos e os agentes de processos fisicos, quimicos ou
biologicos, destinados ao usos nos setores de producdo, no
armazenamento e beneficiamento de produtos agricolas, nas
pastagens, na protegdo de florestas , nativas ou implantadas, e de
outros ecossistemas e também de ambientes urbanos , hidricos ou
naturais, cuja finalidade seja alterar a composi¢@o da flora e fauna,
a fim de preservé-las da acdo danosa de seres vivos considerados

nocivos.”

Em fun¢do do enquadramento dos produtos bioldgicos e semioquimicos, o registro de
produtos vem sendo encaminhado pelas regras estabelecidas na regulamentacdo desta lei, pelo
Decreto n° 4.074, de 08 de janeiro de 2002, no qual ressalta-se que neste contexto ndo sdo
classificados pela sua origem, mas sim a finalidade a qual se destinam. Neste decreto estabelece-se
o registro como condigdo para producdo, manipulagdo, importagdo, exportagdo, comercializagdo e
utilizacdo destes agentes de controle em territorio nacional.

Considerando a necessidade de estabelecer norma especifica para fins de registro de
produtos microbiologicos que se caracterizem como produtos técnicos, agrotoxicos e afins, segundo
defini¢des estabelecidas no Decreto n® 4.074, instituiu-se a Instru¢do Normativa Conjunta n° 3, de
10 de margo de 2006, que estabelece quais os pardmetros de utilizagdo de agentes microbiologicos

no Brasil.
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mento da execugdo orcamentdria dos Ministérios nas politicas da drea
da crianca e do adolescente. As reunides foram previstas para os
meses de junho e novembro do presente exercicio; d) Convidar o
INESC para debater a questdo do or¢amento do FNCA, na reunido do
proximo més de abril; e) Elaborar critérios para aplicacdo dos re-
cursos do Fundo Nacional do exercicio de dois mil e seis; e) Dar
continuidade ao acompanhamento do Projeto de Lei da Unafisco
(doacdes ao Fia) no Congresso Nacional; f) Apresentacdo do relatério
de avalia¢@o sobre os Projetos financiados com recursos da Petrobrds,
pela coordenacdo da equipe de avaliagdo da Universidade Federal do
Rio de Janeiro-UFRJ na plendria do més de marco; g) Elaborar mapa
dos Projetos financiados com recursos da SPDCA e FNCA, desde o
exercicio de mil novecentos e noventa e oito. Interface entre as
Comissoes de Orcamento e Financas, Legislacio e Regulamen-
tacdo e Articulacio e Comunicacdo: a) Fundos para a Infancia e
Adolescéncia (Nacional, Distrital, Estadual e Municipal). Serd feita a
compatibilizagdo das agendas para a elabora¢@o dos pardmetros para
a criacdo e funcionamento dos fundos e a regulamentacdo para trans-
feréncia de fundo a fundo; b). A Secretaria Executiva do Conanda
devera fazer contatos com o Consultor Mauricio Vian para saber de
sua disponibilidade para realizacio de oficina interna do Conselho a
fim de iniciar o debate e a defini¢do de uma agenda politica para
elaboragdo da Resolucdo sobre o tema. Outros Encaminhamentos:
A Secretaria Executiva deverd encaminhar ao Ministério Piblico Fe-
deral oficio de apoio do Conanda ao Relatério do GT/CDDPH sobre
o Grupo de Exterminio do Ceard. Avaliacado da VI Conferéncia
Nacional: a) Pontos positivos: empenho da Comissdo Organizadora,
sociedade civil ter se posicionado na questdo do descontigenciamento
dos recursos, atendimento médico, participagdo do Férum de Satde
Mental, participagdo dos adolescentes, crescimento e aprimoramento,
temas positivos alimentacdo e local; b) Pontos negativos: mesa de
abertura com problemas no som, nas falas e na composicéo, logistica,
(o material entregue fora do credenciamento causou tumulto e des-
contentamento), baixo comprometimento de alguns participantes do
evento. falta de clareza das competéncias da Empresa Aplauso que
executou o evento, e, também, falta de profissionalismo da mesma
perdendo-se na qualidade do evento, auséncia da Midia, necessidade
de estabelecer melhor o perfil dos coordenadores de mesa, devolucio
de recursos destinados a Conferéncia, grupos lotados, esvaziamento
das plendrias desmotivacdo e descompromisso dos participantes,
constrangimento dos facilitadores, decisdes do Conanda que ndo fo-
ram encaminhadas, auséncia dos conselheiros governamentais, au-
séncia do Secretdrio Executivo do Conanda, (foi feito reflexdo se era
positivo para o desenvolvimento das a¢des do Conanda o actiimulo de
funcgdes exercidas pelo Secretdrio Executivo do Conselho), auséncia
do Presidente da Repiiblica, sem justificativa e nem representacgdo,
falta das pastas, problemas com o cerimonial, programa¢do muito
extensa, ndo houve avangos em relagdo as demais Conferéncias, o
tema Orienta¢do Sexual foi mal trabalhado pelos Estados, marcagdo
de passagens, demora na defini¢do do or¢amento da Conferéncia
acarretando uma série de problemas na estrutura do evento, questdes
estratégicas (muitos responsdveis no comando do evento gerou uma
série de confusdes e informacdes desencontradas), estande gover-
namental (perdeu-se o controle porque muitos Ministérios nido in-
formaram os materiais que seriam distribuidos com antecedéncia,
chegando material a toda hora e com isto os participantes nao fi-
cavam no auditério ou nos grupos, mas sim pegando os materiais que
estavam sendo distribuidos aleatoriamente), facilitadores voluntarios
deram problemas porque desistiam na udltima hora, necessidade de se
discutir qual o significado das conferéncias.. Sugestdes Apresen-
tadas: aproveitar os espacos de intersetorialidade, redesenhar a me-
todologia das Conferéncias nacional, distrital, estadual e municipal e
apresentar o resultado no Encontro de Articulagdo do Conanda com
os Conselhos e envolver mais os adolescentes na organizagdo da
Conferéncia Nacional. Apds a avaliacdo fora criado um Grupo de
Trabalho composto pelos conselheiros José Fernando, Tereza, Joi-
siane, Marta e Amarildo para apresentar na Assembléia do més de
abril proposta de encaminhamentos das delibera¢des da VI Confe-
réncia Nacional e outro Grupo de Trabalho para produzir documento
com novo desenho da metodologia para a VII Conferéncia Nacional,
abordando os sentidos e os significados da realizacdo das Confe-
réncias. O GT serd formado pelos conselheiros Renato, José Eduardo
e Maria das Gragas (esta ultima deverd ser consultada visto que a
mesma jd havia se retirado do plendrio) Aprovacao do Manifesto do
Conanda: A conselheira Elisabete fez a leitura do documento con-
tendo o manifesto que levou o titulo: Cuidado, protecdo e justica
para as criancas brasileiras o qual foi aprovado por unanimidade.
Foi aprovado também que o refendo documento devera ser colocado
no site do Conanda S , bem como
envid-lo & Andi e aos Conselhos Estaduais dos Dlreltos. O Senhor
Tarcizio aproveitou para informar que havia feito um dossié contendo
matérias jornalisticas sobre violéncias contra criangas e adolescentes
acontecidas depois do caso “Leticia”, de Belo Horizonte, e que, o
mesmo, ficaria a disposi¢do do Conanda. Nio tendo mais nada a ser
tratado, o Senhor Presidente agradeceu a presenca de todos dando por
encerrada a Assembléia. Para constar, esta ata apds lida e aprovada
serd assinada pelo Senhor Presidente.

JOSE FERNANDO DA SILVA
Presidente do Conselho

Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento

SECRETARIA EXECUTIVA
DIRETORIA DE PROGRAMA

PORTARIA N° 121, DE 14 DE MARCO DE 2006

O DIRETOR DE PROGRAMA DA SECRETARIA-EXE-
CUTIVA DO MINISTERIO DA AGRICULTURA, PECUARIA E
ABASTECIMENTO, no uso das atribui¢cdes que lhe confere a Por-
taria n° 10, de 04 de fevereiro de 2005, publicada no Didrio Oficial da
Unido de 09 de fevereiro de 2005, estabelece que:

Art. 1° O pagamento de despesas, at¢é o més de mar¢o do
corrente exercicio, das Unidades Org¢amentdrias do Ministério da
Agricultura, Pecudria e Abastecimento, inclusive dos Restos a Pagar,
Processados e Nao Processados, de exercicios anteriores, observadas
as exclusdes constantes do § 1° do art. 3° do Decreto n°® 5.698, de 8
de fevereiro de 2006, fica limitado aos valores constantes do Anexo
I desta Portaria.

Art. 2° Esta Portaria entra em vigor na data de sua pu-

blicacdo.
ANEXO I
R$ Mil
Unidade Orcamentdria Até Mar

Administracio. Direta 109.211
Embrapa 42.100
Conab 17.800
FUNCAFE 7.500
Total Geral 176.611

GUSTAVO PEREIRA DA SILVA FILHO

SECRETARIA DE DEFESA AGROPECUARIA

INSTRUCAO NORMATIVA CONJUNTA N° 3,
DE 10 DE MARCO DE 2006

O SECRETARIO DE DEFESA AGROPECUARIA DO MI-
NISTERIO DA AGRICULTURA, PECUARIA E ABASTECIMEN-
TO - MAPA, O DIRETOR PRESIDENTE DA AGENCIA NACIO-
NAL DE VIGILANCIA SANITARIA - ANVISA E O PRESIDENTE
DO INSTITUTO BRASILEIRO DO MEIO AMBIENTE E DOS RE-
CURSOS NATURAIS RENOVAVEIS - IBAMA, no uso de suas
atribui¢des legais, e tendo em vista o disposto na Lei n® 7.802, de 11
de julho de 1.989 e no Decreto n® 4.074, de 4 de janeiro de 2.002,

Considerando a necessidade de estabelecer norma especi-
fica para fins de registro de produtos microbioldgicos que se ca-
racterizem como produtos técnicos, agrotoxicos e afins, segundo de-
finicdes estabelecidas no Decreto 4.074, incisos IV e XXXVII, re-
solvem:

Art. 1°- Estabelecer procedimentos a serem adotados para
efeito de registro de agentes microbiolégicos, empregados no con-
trole de uma populagdo ou de atividades bioldgicas de um outro
organismo vivo considerado nocivo.

§ 1° - Para os efeitos desta Instrugdo Normativa entende-se
por:

I - agentes microbiolégicos de controle: os microrganismos
vivos de ocorréncia natural, bem como aqueles resultantes de téc-
nicas que impliquem na introdug@o natural de material hereditério,
excetuando-se os organismos cujo material genético (ADN/ARN) te-
nha sido modificado por qualquer técnica de engenharia genética
(OGM).

II - infectividade: habilidade do microrganismo para atra-
vessar ou escapar das barreiras naturais, colonizando o hospedeiro.

IIT - patogenicidade: habilidade do microrganismo para cau-
sar doenca ao hospedeiro ap6s a infecgéo.

IV - toxicidade: lesdo ou dano causado ao hospedeiro, por
um veneno ou toxina, independentemente da infecc¢do, da replicagdo
ou da viabilidade do microrganismo.

V - toxina: substancia téxica, gerada por um microrganis-
mo, planta ou animal, capaz de causar lesdo ou dano ao interagir
com as células do hospedeiro.

§ 2° - Os produtos abrangidos pelas presentes disposigdes,
quando provenientes de outros paises, estardo também sujeitos a le-
gislacdo especifica relativa a requisitos quarentendarios.

Art. 2° - Para efeito de registro de agentes microbiolégicos
referidos no artigo 1°, o requerente deverd apresentar aos 6rgaos
federais de agricultura, satide e meio ambiente, duas vias do re-
querimento previsto no Anexo II, itens 1 a 12 e item 14, do De-
creto 4.074, de 04 de janeiro de 2002, e os dados e estudos cons-
tantes dos Anexos I e II da presente Instru¢do Normativa.

§ 1° - Além dos dados comuns aos trés 6rgdos federais,
deverdo ser apresentados a ANVISA e ao IBAMA, respectivamen-
te, os seguintes dados e informagoes:

I-a ANVISA:

Item 19 do Anexo II, do Decreto 4.074, de 04 janeiro de
2002;

Comprovante de Recolhimento da Taxa de Fiscaliza¢do de
Vigilancia Sanitdria - TFVS, conforme regulamentacdo da ANVI-
SA;

Anexo III da presente Instrugdo Normativa.

II - ao IBAMA:

Item 20 do Anexo II, do Decreto 4.074, de 04 de janeiro
de 2002;

Comprovante de pagamento do Documento de Recolhimen-
to de Receitas - DR, realizado em qualquer agéncia da rede ban-
cdria autorizada, segundo cédigos da receita e valores definidos pe-
la tabela de precos do IBAMA;

Anexos III e IV da presente Instrugdo Normativa.

§ 2° - Na marca comercial dos produtos formulados de uso
ndo agricola, deverdo constar junto aos nomes as iniciais “N.A.”

§ 3° - Os produtos microbiolégicos destinados ao uso em
ambientes hidricos deverdo atender ao estabelecido nesta Instrucdo
Normativa e em norma especifica.

§ 4° - A obrigatoriedade de apresentacdo do certificado de
registro do produto técnico, para fins de registro de agrotoxicos e
afins, serd analisada caso a caso levando-se em conta o processo de
producdo e a caracterizagdo da composi¢do qualitativa e quantita-
tiva da formulagdo a ser registrada.

Art. 4° - Os testes para avaliagdo de produtos microbio-
16gicos somente serdo aceitos pelo MAPA, ANVISA e IBAMA quan-
do procedentes de laboratérios credenciados, acreditados, ou habi-
litados pelo MAPA, Rede Brasileira de Laboratérios Analiticos em
Satde - REBLAS e Instituto de Metrologia, Normaliza¢do e Qua-
lidade Industrial - INMETRO.

Pardgrafo unico - Os testes para avaliagdo de eficiéncia de
produtos microbioldgicos, destinados ao uso nos setores de produ-
¢do, armazenamento ou beneficiamento de produtos agricolas, em
florestas plantadas ou em pastagens, deverdo ser procedentes de es-
tagdes experimentais credenciadas junto a0 MAPA, conforme dis-
posto em legislagdo especifica daquele Orgéo.

Art 5° - Os testes a serem desenvolvidos para a avaliacdo
toxicoldgica, ecotoxicolégica e da patogenicidade, relacionados no
Anexo III, deverdo seguir metodologias internacionalmente reconhe-
cidas ou aquelas constantes em protocolos de avaliacdo de agentes
microbiolégicos recomendados pela ANVISA ou IBAMA.

§ lo - Metodologias distintas das anteriores, desde que des-
critas detalhadamente em portugués e acompanhadas de referéncias
cientificas poderdo ser aceitas, a critério dos 6rgdos avaliadores.

§ 20 - Copia de estudos cientificos publicados poderdo ser
aceitas para efeito de andlise a critério dos 6rgdos avaliadores.

§ 30 _ Os testes condicionalmente requeridos constantes
no referido anexo, bem como quaisquer outros documentos ou in-
formacdes adicionais pertinentes, poderdo ser solicitados a empresa
requerente, na forma e prazo estabelecidos na legislagdo em vigor.

Art. 6° - Para a elaboragdo de testes de avaliagdo da to-
xicidade, ecotoxicidade e patogenicidade, as amostras de agentes mi-
crobioldgicos de controle ou formulagdes encaminhadas a labora-
torios deverdo ser acompanhadas de declaracio da concentragdo do
agente microbioldgico emitida pela empresa contratante.

Pardgrafo tnico - O laboratério executor deverd providen-
ciar a determinacdo da concentragdo e viabilidade do agente mi-
crobioldgico na amostra a ser testada, a qual serd parte integrante
do relatério de cada teste.

Art. 7° - Os produtos que apresentarem infectividade ou
patogenicidade a organismos ndo-alvo serdo avaliados conforme a
Fase III descrita no Anexo III desta Instrucdo Normativa e serdo
analisados caso a caso.

Art. 8° - Na impossibilidade de apresentacdo de algum tes-
te ou informac@o, bem como no caso de pedido de isenc¢do da apre-
sentacdo, o requerente deverd apresentar justificativa técnica aos 6r-
géos federais da agricultura, saide e meio ambiente.

§ lo - Os testes, informacdes e justificativas deverdo ser
identificados e ordenados segundo os Anexos desta Instru¢dao Nor-
mativa.

§ 20 - A ndo apresentag@o de justificativa ou ndo aceita¢do
da mesma poderd implicar, respectivamente, em arquivamento ou
indeferimento do pleito.

Art. 9° - Os testes e informagdes condicionalmente reque-
ridos constantes nos Anexos III e IV, bem como quaisquer outros
documentos ou testes adicionais poderdo ser solicitados a empresa
a qualquer tempo, na forma e prazo estabelecidos na legislacdo em
vigor.

Art. 10 - Os modelos de rétulo e bula deverdo obedecer as
normas estabelecidas na regulamentagdo vigente.

Art. 11 - Os casos omissos serdo decididos pelos 6rgaos
federais dos setores de agricultura, saide e meio ambiente.

Art. 12 - Esta Instru¢do Normativa entra em vigor na data
de sua publicagdo e revoga a Resolucdo RDC N.° 194, de 08 de
julho de 2002, da ANVISA/MS.

GABRIEL ALVES MACIEL
Secretdrio de Defesa Agropecudria do Ministério
da Agricultura, Pecudria e Abastecimento

DIRCEU RAPOSO DE MELLO
Diretor-Presidente da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitdria

MARCUS LUIZ BARROSO BARROS
Presidente do Instituto Brasileiro do Meio
Ambiente e dos Recursos Naturais Renovéveis
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ANEXO I métodos de avaliacdo: deverd ser utilizado o método ade- ANEXO II

RELATORIO TECNICO DE EFICIENCIA E
PRATICABILIDADE

O Relatério Técnico de Eficiéncia e Praticabilidade devera
ser composto por:

I - Testes sobre a eficiéncia e praticabilidade da formu-
lacdo, que deverdo conter no minimo:

Titulo, autor(es), instituicdo(des).

Introdugio.

Materiais e métodos:

local e data (de inicio e término) do ensaio sendo obri-
gatéria a realizagdo no Brasil;

espécie e variedade da cultura utilizada no teste e proce-
dimentos fitotécnicos adotados (preparo de solo e tratos culturais);

identificacdo do alvo bioldgico;

descrigdo dos produtos usados: marca comercial, tipo de for-
mulagdo, concentragio e identificacdo do(s) ingrediente(s) ativo(s);

tratamento:

dose(s) utilizada(s);

tamanho da parcela especificando, espaco utilizado, densi-
dade populacional, idade e estigio de desenvolvimento da cultura;

ndmero e intervalo de aplicacdes;

modo e tecnologia de aplicagdo;

época de aplicac@o, citando a densidade populacional e o
estdgio de desenvolvimento do alvo biolégico;

delineamento estatistico: utilizar a metodologia e delinea-
mento experimental adequados, para alcangar os objetivos propos-
tos.

quado para cada situagdo, além de dados de producdo quando per-
tinentes;

informagdes a respeito da ressurgéncia da praga.

Resultados e discussdo.

Conclusdes.

Bibliografias consultadas.

Responsabilidade técnica: Assinatura do profissional respon-
savel pela conduc@o do trabalho, com nome, nimero do registro no
Conselho Profissional da Categoria, regido, institui¢cdo na qual estd
vinculado. O documento deverd ser apresentado em papel timbrado
do 6rgdo oficial ou entidade privada. O trabalho técnico deverd ser
visado ou encaminhado pelo chefe imediato do pesquisador.

CONDICIONANTES:

os testes deverdo ser conduzidos em condig¢des de campo,
sendo que as excecdes, desde que tecnicamente justificadas, serdo
analisadas pelo 6rgdo competente;

as informagdes conclusivas sobre os testes devem ser re-
latadas de maneira a nao deixar dividas sobre a eficiéncia e pra-
ticabilidade do produto testado;

qualquer desconformidade frente as instru¢des acima des-
critas deverd ser devidamente justificada pelo pesquisador.

II - Testes e informacdes disponiveis referentes a compa-
tibilidade ou incompatibilidade do produto.

Estratégia de uso, por exemplo: Introdugdo inoculativa, inun-
dativa, etc;

Organismo(s) alvo(s), modo de acdo, incluindo a dose in-
fectiva, transmissao e informagdes epizootioldgicas;

Certificado da classificagdo taxondmica do organismo e no-
me comum, obtido junto a institui¢do de ensino ou pesquisa;

Copia do(s) certificado(s) de registro Especial Temporario
(RET) do produto.

ANEXO III

INFORMACOES E TESTES PARA AVALIACAO
TOXICOLOGICA, ECOTOXICOLOGICA E DA
PATOGENICIDADE

1 - CONTEUDO DAS TABELAS

As tabelas 1, 2, 3 e 4 apresentadas a seguir contemplam
os testes e informagdes necessarias para avaliagdo Toxicoldgica, Eco-
toxicoldgica e da Patogenicidade.

Os testes e informacdes das TABELAS 1 e 2 sdo de apre-
sentacdo obrigatéria para qualquer produto.

As exigéncias constantes das TABELAS 3 e 4 terdo suas
aplicacdes definidas a critério dos 6rgdos avaliadores, a partir da
pré-andlise do produto, assim como pela avaliagcdo dos testes apre-
sentados.

1.1.CARACTERIZACAO DO PRODUTO

Os requisitos incluem dados e informagdes necessdrias para identificar o agente microbio- FASE 1
16gico de controle e qualquer outra substincia que tenha sido adicionada ou formada durante a pro- TABELA 2
dugdo ou formulagio e também para detectar contaminagdes quimicas ou bioldgicas.
TABELA 1 " -
PARAMETROS EE PRODUTO(S) A OBSERVACOES
SER(EM) TESTADO(S)
A - INFORMACOES SOBRE O PRODUTO 1.Toxicidade/patogenicidade oral aguda |R IA ou PT e PF
INFORMACOES PRODUTO(S) A |OBSERVACOES 2.Toxicidade/patogenicidade pulmonar R IA ou PT e PF
SER(EM) TES- aguda
TADO(S
i _ (S) 3.Toxicidade/patogenicidade intravenosa |CR IA ou PT e PF Requerido quando o IA for bactéria ou virus
1. Descri¢@o do aspecto fisico, aspecto e cor PT ou PF aguda
2. Toxicidade para organismo alvo IA ou PT CL50 para o organismo alvo 4. Toxicidade/patogenicidade intraperitoneal [CR IA ou PT e PF Requerido quando o IA for fungo ou
3. Especificidade e efeitos sobre ndo-alvos IA ou PT Especificidade hospedeira protozodrio
4. Susceptibilidade a agrotéxicos IA ou PT 5. Sensibilizacdo dérmica R PT e PF
5. Procedimentos para limitar contaminagdes PT ou PF Procedimentos para garantir a integridade dos materiais e li- 6. Cultura de células CR IA ou PT Requerido quando o IA for virus.
mitar contaminagdes quimicas ou biolégicas em niveis 7 Toxicidad " d R A PT o PF
aceitiveis.. o.xm a-e cutinea aguda — ou PT e
6. Pureza da cultura estoque PT Identificacdo e quantificacdo 8 Iritacdo/infecedo ocular priméria R IA ou PT e PE
7. Métodos analiticos usados para caracterizacdo dos |PT Para assegurar a pureza do agente microbiolégico niao 9.Imitaglio cutdnea priméria CR Reqlllendo quando o microrganismo for taxo-
. . e . . nomicamente
ingredientes ndo intencionais formulado
B - PROPRIEDADES FISICO-QUIMICAS IA ou PT e PF relacionado com outro sabidamente irritante.
isDens: ar: < N
3. Miscibilidade (T) PT ou PF Dispensado para pH < 2 ou pH > 11
4. pH (T) PT ou PF chcn.da: EE = cspf:mflcagao da cx1gcn’c13? R = requerido; Cl.l = condicionalmente requerido;
i IA = ingrediente ativo; PT = produto técnico; PF = produto formulado.
5. Densidade (T) PT ou PF
6. Estabilidade (T) PT ou PF A luz solar, pH 5, 7.9; ar, temperatura, metais e seus fons
Estabilidade durante armazenagem (T) PT ou PF Condigdes para manuten¢do do produto
8. Viscosidade (T) PT ou PF Apenas para liquidos a temperatura ambiente FASE II
9. Caracteristicas corrosivas (T) PT ou PF Em relacdo a materiais de acondicionamento TABELA 3
Legenda: IA = ingrediente ativo; PT = produto técnico; PF = produto formulado; T = teste;
PARAMETROS EE PRODUTO(S) A OBSERVACOES
1.2 - AVALIACAO TOXICOLOGICA E DA PATOGENICIDADE SER(EM) TESTADO(S)
1.Toxicidade oral aguda - CR IA ou PT e PF Requerido quando toxicidade oral, mas ndo patogenicidade
. . . . L. . . . :
O objetivo € avaliar efeitos adversos do produto técnico e/ou formulado sobre mamiferos. Os DL ou infoctividade for observada nos estdos ugudus da Fuse .
LU . . . o . 2. Toxicidade inalatéria CR IA ou PT e PF Requerido quando toxicidade pulmonar, mas ndo patogeni-
principais aspectos a serem considerados sdo: )
L. i . . . . aguda - CL50 cidade ou
(1) patogenicidade do agente microbiolégico de controle e de contaminantes microbianos; S
. .. A . . L. . . infectividade for observada nos estudos agudos da Fase I.
(2) infectividade / persisténcia do agente microbioldgico de controle e de contaminantes mi- . o o
) Requerido quando infectividade e/ou persisténcia anormal fo-
crobianos; rem observados, na auséncia de patogenicidade e/ou
(3) toxicidade do agente microbiolégico de controle, de contaminantes microbianos e de seus toxicidade dos estudos da Fase I; as vias de exposicdo de-
subprodutos. vem corresponder aquelas em que efeitos
Requerido quando infectividade e/ou persisténcia anormal fo-
As avaliagdes toxicoldgicas e da patogenicidade sdo feitas através de uma série de testes, rem observados, na auséncia de patogenicidade e/ou
divididas em trés fases distintas: toxicidade dos estudos da Fase I; as vias de exposigdo de-
A Fase I consiste em uma bateria de testes de curta duragdo, onde o organismo teste (ma- vem corresponder aquelas em que efeitos
mifero) recebe uma dose médxima tnica do agente de controle com o objetivo de se obter a mdxima toxicidade dos estudos da Fase I as vias de exposicio de-
.. . .. . B vem corresponder aquelas em que efeitos
chance do agente de controle causar toxicidade, infectividade e patogenicidade. Se nenhum efeito o o ) . .
~ < . . 3.Toxicidade/patogenicidade |CR 1A ou PT adversos foram observados. Também pode ser exigido para
adverso for observado na Fase I, ndo hd necessidade de se realizar nenhum dos testes da Fase II e suberénica avaliar efeitos adversos devido a contaminantes
Fase IIL microbianos ou subprodutos toxicos, independente de qual-
A Fase 1II foi elaborada para avaliar uma situagfio particular, quando se observa toxicidade quer efeito na Fase 1.

ou infectividade na Fase I, sem evidéncias de patogenicidade. Quando for observada a patogenicidade

na Fase I, devem ser realizados os estudos da Fase III.

Legenda: EE = especificacdo da exigéncia; CR = condicionalmente requerido; IA= ingrediente ativo;

PT = produto técnico; PF = produto formulado.

Nas fases II e III, estudos adicionais para avaliar efeito de toxicidade de preparagdes do

agente microbioldgico de controle deverdo ser realizados de acordo com protocolos apropriados. Os
testes exigidos nas Fases I, II e III para avaliacdo da toxicidade e da patogenicidade estdo rela-
cionados nas Tabelas 2, 3 e 4, respectivamente.

Legenda: EE = especificagdo da exigéncia; CR = condicionalmente requerido; IA= ingrediente ativo;

PT = produto técnico; PF = produto formulado.
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FASE 1II
TABELA 4

PARAMETROS EE PRODUTO(S) A

SER(EM) TESTADO(S)

OBSERVACOES

Requerido quando quaisquer das situagdes seguintes forem
observadas: infectividade do agente de controle em

animais no estudo subcronico da Fase II, porém nenhum si-
nal de

patogenicidade ou toxicidade; se o agente de controle for
virus que possa persistir ou replicar

mamiferos; o agente microbiolégico ndo é totalmente

3. Comportamento em am-
biente estuarino e marinho

CR

IA ou PT

Requerido quando o produto for para aplicacdo terrestre ou
em dgua doce, e forem observados

efeitos toxicos ou patogénicos em qualquer dos estudos da
Fase I com organismos de estudrio

e marinhos; ou quando o produto for recomendado para am-
bientes marinhos ou de estudrios, ou forem

observados efeitos téxicos ou patogénicos em qualquer dos

seguintes testes da Fase I: oral agudo em aves; inalagdo

com aves;

toxicicade/patogenicidade em animais marinhos ou de estudrios.

Legenda: EE = especificacdo da exigéncia; R = requerido; CR = condicionalmente requerido;
IA = ingrediente ativo; PT = produto técnico.

1. Efeitos sobre reprodu- CR IA ou PT patogenicidade ou toxicidade; se o conhecido taxonomica-
cao/fertilidade e teratogenici- mente e é relacionado a organismos parasiticos a células de
dade FASE III
mamiferos; quando existam indicagdes de que possam conter
2. Carcinogenicidade CR IA ou PT contaminantes que sdo parasitos de animais.Requerido para TABELA 3
produtos que contenham
ou sejam suspeitos de conter virus carcinogénicos.
.3 Resposta de imunidade ce- |CR IA ou PT Requerido para produtos que contenham ou sejam suspeitos TESTES EE PRODUTO(S) A OBSERVAC()ES
lular de conter virus que possam interagir adversamente sobre SER(EM) TESTADO(S)
componentes do sistema imunol6gico de mamiferos. 1. Organismos terrestres ¢ |CR 1A ou PT Requerido quando efeitos téxicos sobre organismos ndo - alvo
Legenda: EE = especificacdo da exigéncia; CR = condicionalmente requerido; IA = ingrediente ativo; PT = produto técnico. |aqudticos selvagens,
, terrestres ou aquéticos forem observados em um ou mais
1.3. ESTUDOS DE RESIDUOS ENCAMINHADOS A ANVISA testes da Fase I e os resultados
da Fase II indicarem exposi¢do de tais organismos ao agente
O objetivo € descrever quantidades do agente microbioldgico ou de suas toxinas remanes- microbiol6gico.
centes em produtos utilizados na alimentagdo. Os resultados de andlises de residuos serdo exigidos 2 Patogenicidade cronica e [CR IA ou PT Requerido quando efeitos patogénicos forem observados em
sempre que os produtos forem avaliados nas Fases II ou III, e quando uma das seguintes situacdes reprodug@o de aves aves na Fase I; efeitos cronicos
ocorrer: 1 - quando o produto for indicado para uso em culturas para fins de alimentacdo humana ou , carcinogénicos ou teratogénicos forem relatados em testes de
animal, 2 - quando o uso do produto puder resultar na presenca de residuos em alimento humano ou avaliagiio (t6xico - patolégica); testes
animal. de comportamento no ambiente da Fase II indicarem que a ex-
posicdo de animais terrestres ao agente de controle for provavel.
ANEXO IV 3 Especificidade a CR IA ou PT
. _ invertebrados
AVALIACAO DE DANOS SOBRE, ORGANISMOS NAO-ALVO E COMEORTAMENTO aqudticos e Estudos do Requerido quando o produto for indicado para uso em dgua ou
AMBIENTAL DO AGENTE MICROBIOLOGICO DE CONTROLE QUE DEVERA SER ENCA- ciclo biolégico de peixes quando houver possibilidade do mesmo ser transportado
MINHADA A_O_ IBAMA . .. . Lo local de uso, e quando para a dgua a partir do patogenicidade ou
O objetivo € avaliar danos potenciais do agente a organismos indicadores que representam os o ) .
principais grupos de organismos ndo - alvo. Esta avaliacdo também ¢ feita através de testes estabelecidos - Infectividade t_or observada nos festes aqudlicos da Fase_ L
em Fases. Na Fase I os organismos indicadores sio submetidos a uma dose Gnica mdxima do produto 4. Perturbagdo do ecossiste- |CR 1A ou PT Se for determinado que o seu uso pode resultar em efeitos ad-
microbioldgico, estabelecendo-se um sistema em que a chance de expressdo dos efeitos indesejaveis é {ma aquatico versos (principalmente
maxima. A auséncia de danos aos organismos indicadores nesta fase implica um alto grau de confianca infectividade, patogenicidade ou viabilidade em 4gua natural) a
de que nenhum efeito adverso ocorrerd no uso real do agente de controle. organismos ndo-alvo de
Se efeitos adversos forem observados na Fase I, entdo, os testes da Fase II sio realizados, coluna da dgua e de sedimentos, apds andlise das informacdes
onde a exposi¢do potencial dos organismos ndo - alvo ao agente microbiolégico de controle € es- exigidas para os agentes microbiolgicos e avaliagio
timada. Os testes desta Fase contemplam estudos de sobrevivéncia, persisténcia, multiplicagdo € dis- dos resultados das Fases I e II sobre organismos nio - alvo e
persdo do agente microbioldgico de controle, em diferentes ambientes. comportamento ambiental.
5. Plantas ndo-alvo CR IA ou PT Se o produto ¢ transportado do local de aplicagdo pelo solo, ar,

Se os testes da Fase II mostrarem que pode haver exposi¢do dos organismos ndo-alvo ao
agente de controle, entdo a Fase III torna-se necessdria. Os testes da Fase III servem para determinar
efeitos dose-resposta ou certos efeitos cronicos.

Os testes da Fase IV avaliam qualquer problema especifico ndo resolvido nas Fases an-
teriores, e sdo realizados sob condi¢des ambientais simuladas ou reais de campo, elaboradas caso-a-
caso. Os testes requeridos em cada Fase sdo indicados nas Tabelas 1, 2, 3 e 4.

FASE 1
TABELA 1
TESTES EE PRODUTO(S) A OBSERVACOES
SER(EM) TESTADO(S)
1. Oral para aves R IA ou PT
2. Inalatério para aves CR IA ou PT Requerido quando a natureza do agente microbioldgico e/ou
suas toxinas indicarem patogenicidade potencial p/ aves.
3. Mamiferos silvestres CR IA ou PT
4. Peixes de dgua doce R IA ou PT
5. Invertebrados de dgua do- |R IA ou PT
ce
6. Animais de estudrios ¢ |CR 1A ou PT Quando o uso for direto em estudrio e ambientes marinhos,
marinhos ou com expectativa de atingir tais ambientes em
concentragdes significativas (padrdao de uso, mobilidade do
agente).
1.7.Plantas ndo alvo CR IA ou PT
1.8.Insetos ndo alvo R IA ou PT
1.9.Abelhas R IA ou PT
1.10.Minhocas CR 1A ou PT

Legenda: EE = especificacdo da exigéncia; R = requerido; CR = condicionalmente requerido;
IA = ingrediente ativo; PT = produto técnico.

FASE 11

TABELA 2
TESTES EE

PRODUTO(S) A
SER(EM) TESTADO(S)

OBSERVACOES

1. Comportamento no am- |CR IA ou PT Requerido quando efeitos patogénicos ou téxicos forem ob-
biente terrestre servados nos testes da Fase I com organismos terrestres.
Requerido quando efeitos  |CR 1A ou PT

patogénicos

dgua ou por animais, e quando se observar patogenicidade

alvo. O grau de sobre plantas ndo movimentacdo serd deter-
minado pelos testes da Fase II.

Legenda: EE = especificagdo da exigéncia; CR = condicionalmente requerido; IA = ingrediente ativo; PT = produto técnico.

FASE IV
TABELA 4
TESTES EE PRODUTO(S) A OBSERVACOES
SER(EM) TESTADO(S)
1.Testes de campo simula- |CR IA ou Quando forem observados na Fase III efeitos patogénicos
dos e reais (aves e mami- nas doses efetivas, ou a niveis residuais de exposi¢do
feros)
, ou quando esses forem esperados no campo. Procedimen-
tos para impedir que
os agentes microbioldgicos contaminem dreas adjacentes a
drea de teste deverdo ser adotados.
2.Testes de campo simula- Estudos simulados de curta duragdo ou efeitos em campo;
dos e reais (organismos exigidos quando determinado que o produto
aquadticos) pode causar efeitos adversos: agudos ou de curta duragio,
baseados nos dados de
3.Testes de campo simula-
dos e reais (insetos
predadores e parasitéides) laboratério, padrdo de uso e grau de exposigdo, efeitos de
longa duragdo, cumulativos ou sobre o ciclo de vida, oriun-
dos do
uso previsto, baseados em testes de campo de longa duragdo
4.Testes de campo simula-
dos e reais
(insetos polinizadores CR IA ou PT simulado (onde se observa reprodugdo e crescimento de po-
pulagdes confinadas)
CR
CR

ou toxicos forem observa-
dos nos

Requerido quando efeitos patogénicos ou téxicos forem ob-
servados nos

testes da Fase I com organismos aqudticos de dgua doce.

e/ou teste efetivo de campo (reproducdo e crescimento de
populagdes naturais).

Legenda: EE = especificagdo da exigéncia; CR = condicionalmente requerido; IA = ingrediente ativo; PT = produto técnico.
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