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RESUMO.

Foi realizado um levantamento de larvas de simulideos em localidades dos estados de
Sdo Paulo, Parana, Mato Grosso, Rio Grande do Sul, Santa Catarina e Minas Gerais,
durante o periodo de fevereiro de 1996 a maio de 1998. Apés a andlise das larvas de
simulideos coletadas em cada localidade, encontrou-se parasitismo por Polydispyrenia
simulii (Microspora: Duboscquiidae) nas localidades de Morungaba/SP (24,06% na rampa
de cimento & jusante do lago e 1,32% no leito de um riacho) e no leito de riacho em
Leme/SP (5,68%). Qutras microsporidioses foram observadas nas localidades da Serra do
Japi/SP, onde a prevaléncia foi muito baixa durante o periodo de estudo; além de Barra do

Una/SP; Paulinia/SP; Sorocaba/SP; Tibaji/PR; Roldndia/PR; S#o Francisco de Paula/RS;
Bario/RS; Santo Antdnio de Atalanta/SC e em Itapema/SC.

Além do parasitismo por microsporideos, encontrou-se também parasitismo por
Isomermis sp. (Nematoda: Mermithidae) em larvas de simulideos na Serra do Japi/SP, onde
a prevaléncia dessa parasitose variou no minimo de 1,28% a méximo de 21,30% na rampa
de cimento 4 jusante do lago e no minimo de 0,86% a maximo de 20% no leito do mesmo
riacho; observando-se as maiores ocorréncias no més de maio de 1996 (na rampa) e em
setembro de 1997 (no leito do riacho) que correspondem aos meses inicio e fim do inverno,
diminuindo grandemente durante os meses de verfio, periodo em que ha um aumento nas
temperaturas e precipitagdes. Se mostra também como variou a densidade larval relativa de
simulideos durante este periodo, nesta localidade e é correlacionada com a ocorréncia de
parasitismo. Parasitismo por outros mermitideos foram encontrados também em larvas de
diferentes espécies de simulideos das localidades de Morungaba/SP, Leme/SP, Barra do
Una/SP, Sorocaba/SP, Tibaji/PR, Rolandia/PR, S@c Francisco de Paula/RS, Bardo/RS,
Santo Anténio de Atalanta/SC e Montes Verdes/MG

Na localidade de Ilhabela/SP registra-se pela primeira vez parasitismo pelo fungo
Coelomycidium sp. em larvas de Simulium (Chirostilbia) pertinax, localidade esta
submetida durante vérios anos ao controle quimico e agora recebe controle biolégico com

Bacillus thuringiensis var. israelensis sorotipo H-14. Nenhuma parasitose foi observada nas
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localidades: Chapada dos Guimaries/MT, Florianopolis/SC e nas localidades estudadas no
municipio de Campinas/SP.

No laboratério, determinou-se para [somermis sp., que apos dez dias da emergéncia
do nematédeo da larva hospedeira, os pds-parasitas mudam para adultos em um meio de
4gua destilada a uma temperatura entre 22 ¢ 24 °C.

Areia umida, colocada em um recipiente fechado e mantido a uma temperatura de
17 °C é eficaz para a criagio das formas de vida livre de Isomermis sp. no laboratério; e
parece ser a sexta semana apds a colocagiio dos pos-parasitas na cultura de areia umida, a
mais indicada para a inundagio da cultura e obtengfio da maior quantidade de larvas
infectivas ou preparasiticas.

As tentativas feitas para avaliar fsomermis sp. em hospedeiros alternativos no

laboratorio foram infrutiferas, indicando que este mermitideo parece ser um parasita

especifico de larvas de simulideos.



ABSTRACT.

A survey of parasites in simuliid larvae was carried out in different localities in the
states of S#o Paulo, Parana, Mato Grosso, Rio Grande do Sul, Santa Catarina and Minas
Gerais, from February 1996 to May 1998. Examination of the larvae collected from the
above mentioned localities revealed parasitism by Polydispyrenia simulii (Microspora:
Dubosquiidae) in Morungaba/SP (24.06% in larvae from a cemented ramp in the lake outlet,
and 1.32% in larvae from the stream bed) and from Leme/SP, collected from the stream bed.
Microsporidiosis caused by other species was also found in Serra do Japi/SP, Barra do
Una/SP, Paulinia/SP, Sorocaba/SP, Tibaji/PR, S3o Francisco de Paula/RS, Barfo/RS, Santo
Antonio de Atalanta/SC and Itapema/SC, the occurrence being very low in Serra do Japi

during the survey period.

Beside microsporidian, parasitism by Isomermis sp. (Nematoda: Mermithidae) was
also found in simuliid larvae collected from Serra do Japi/SP. The ocorrence of this parasite
ranged from 1.28% to 21.30% in larvae collected from the cemented ramp in the lake outlet,
and from 0.86% to 20% in larvae collected from the stream bed. The higher occurrence of
Isomermis sp. in the above mentioned sites, was probably related to the winter season,
during the months of May 1996 and September 1997. It was low during the summer
months, period of hight temperatures and rain fall. Also relative variation in larval density is
shown for the simuliid species found in Serra do Japi/SP and is correlated to the ocorrence
of parasitism. Parasitism by other mermitids species was also found in larvae of different
simuliid species in the localities of Morungaba/SP, Leme/SP, Barra do Una/SP,
Sorocaba/SP, Tibaji/PR, Roldndia/PR, Sido Francisco de Paula/RS, Bardo/RS, Santo
Antonio de Atalanta/SC and Montes Verdes/MG.

We also observed micoses caused by Coelomycidium sp. in the larvae of Simulium.
(Chirostilbia) pertinax in Ilhabela/SP. This is the first record in the literatura about
Coelomycidium sp. attacking larvae of 8. (Ch.) pertinax in Tthabela, the refered locality was
subjected to simuliid chemical control for many years but recently a biological control
program using Bacillus thuringiensis var. israelensis H-14 is being undertaken. Parasitism

was not found in simuliid larvae collected from the localities in Campinas/SP, Chapada dos

Guimarfes/MT and Florianopolis/SC.
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We observed that Isomermis sp. requires approximately 10 day after the post
emergence from the simulid host to transform into adult in distilled water, at 22 to 24°C.

The free stage of the nematode Isomermis sp. was successfully breed under
laboratory conditions in a closed vial with wet sand and kept at 17°C. It can be suggested
that the sixth week after introducing the post-parasites in wet sand is more appropriate in
order to inundate the culture to obtain a large number of pre-parasitic infective worms,

Attempts to evaluate the infection caused by of Isomermis sp. in alternative hosts
under laboratory conditions were unsuccessfull, indicating a possible specificity of the

parasite to simuliid host.
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1. INTRODUCAO.

Os simulideos s#io insetos que pertencem ao ordem Diptera, subordem
Nematocera, familia Simuliidae, comumente conhecidos como “blackflies” e “buffalo
gnats” na Europa e América do Norte, “moscas alazanes”, moscas do café e “jejenes” na
América Tropical. No Brasil, siio conhecidos por borrachudos no centro, sul e sudeste do
pais e por piuns no norte e nordeste. Estes dipteros encontram-se distribuidos no mundo
todo, exceto na Antartica e em algumas ilhas que nfio tem 4gua corrente. O primeiro
registro fossil data do periodo Jurassico médio (a aproximadamente 160 milhdes de anos).
Até fim dos anos oitenta, 1554 espécies haviam sido descritas (Crosskey, 1990),

pertencentes a duas subfamilias: Parasimuliinae, restrita & regifio Neartica e Simuliinae,
que é cosmopolita.

A hematofagia que as fémeas de muitas espécies de simulideos exercem os coloca
na categoria de insetos daninhos em muitas regides do mundo. Sua importincia sanitaria
esta no fato de serem causadores de moléstias pelas picadas que produzem e por serem
vetores de doencas ac homem e animais domésticos.

Na regidio neotropical, das 335 espécies registradas (84 de Prosimuliini ¢ 251 de
Simuliini), 73 sdo hematofagas. Destas, trés pertencem a tribo Prosimuliini, as restantes
correspondem a tribo Simuliini, género Simulium. S30 caracteristicas por sua marcada
antropofilia todas as espécies dos subgéneros S. (Notlepria), S. (Cerqueirellum) e uma
grande maioria de S. (Psilopelmia). Outros subgéneros como S. (Chirostilbia),
S. (Simulium s. str.), S. (Ectemnaspis) e S. (Grenierella), apresentam algumas espécies
com marcada hematofagia. As espécies dos subgéneros restantes apresentam escassa
antropofilia (Coscaron, 1989},

O surgimento e uso dos inseticidas quimicos constituiu um arma muito eficaz para
combater estes vetores, mas a resisténcia manifestada, a contaminagio provocada ao meio
por suas aplicagbes excessivas e o elevado custo das substancias quimicas, levou a adogiio
de outros métodos de luta antivetorial, entre estes encontram-se a luta biologica, a qual

baseia-se na utilizagio de organismos (parasitas, predadores ou patdgenos) para o



controle das populagdes de outros organismos, como pragas da agricultura ou vetores de
doengas humanas.

A busca de novas opgdes, especialmente voltadas aos agentes de controle
bioldgico, vem revelando uma série de agentes que precisam ser estudados com maior
profundidade. Entre estes encontram-se principalmente os nematodeos mermitideos, os
protozoarios microsporideos e os fingos.

Na regifo neotropical alguns estudos tem sido feitos em relagdo a procura por
inimigos naturais de simulideos (Marino ef al., 1979; Garcia ef al., 1989; Camino, 1991;
Torres ef al., 1991), mas estes no tém ainda permitido sua utilizagio como elementos de
luta biologica para o controle. No Brasil, tém sido feitos poucos estudos a respeito e a

maioria encontra-se em forma de teses ou resumos de congressos.

1.1. Objetivos Gerais.

Tendo em consideragio o escasso namero de trabalhos existentes no Brasil em
relaclio a inimigos naturais parasitas de simulideos e a importincia destes no controle
natural de populagdes destes dipteros, assim como a necessidade de avaliar estes parasitas
como possivels agentes de controle biologico e sua inclusdo nos programas de controle
integrado de borrachudos o presente estudo teve os seguintes objetivos:

-Levantamento de larvas de simulideos parasitadas, em cursos de agua de diferentes
localidades dos estados de S&o Paulo, Parana, Mato Grosso, Santa Catarina, Rio Grande
do Sul e Minas Gerais.

-Estudo da prevaléncia de Isomermis sp. (Nematoda: Mermithidae) e Microspora em
larvas de simulideos na Serra do Japi/SP.

-Estabelecimento de uma metodologia para a criagio das formas de vida livre de
Isomermis sp. no laboratorio.

-Avaliagdo do ataque de Isomermis sp. em possiveis hospedeiros alternativos visando a
manutengdo da fase parasita deste mermitideo no laboratorio, tendo em consideracio a

dificuldade de criagdo de seu hospedeiro natural, Simuliidae, em condigdes de laboratorio.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA.

2.1. Os simulideos.

Os simulideos sfo pequenos dipteros de aspecto corcunda. Seu ciclo de vida
compreende quatro estagios, ovo, larva e pupa que se desenvolvem na dgua corrente e
adulto de ambientes aéreo e terrestre. O niimero de estadios larvais varia entre sete e nove
para diferentes espécies e a duragio dos estagios de vida varia com o clima e
geograficamente (Crosskey, 1990).

Acredita-se que as fémeas de simulideos copulam s6 uma vez em seu tempo de

vida ¢ fertilizam todos seus ovos, produzindo varias posturas. Espécies autdgenas sio

capazes de desenvolver posturas sem necessidade de exercer a hematofagia, enquanto
espécies anautogenas precisam da realizagio do repastc sangiineo para o
desenvolvimento dos ovos. O numero de ovos por postura varia de espécie para espécie,
sendo a média entre 418 e 518 para Simulium damnosum (Crosskey, 1990) e de 237 para
Simulium pertinax Kollar, 1832 (Pegoraro, 1993).

Esse grupo de dipteros se cria unicamente em agua corrente (ambientes loticos) e
os ovos ficam aderidos a superficies sélidas submersas ou livres em sedimentos do fundo,
as larvas e pupas permanecem em geral aderidas a objetos inertes ou a vegetagiio
(Crosskey, 1990). A capacidade de dispersfo dos adultos pode ser muito grande, sendo
relatadas por Garms & Walsh (1987) capacidades de v6o extremas, como superiores a
500 Km.

Muitas espécies que compdem esta familia formam complexos integrados por
espécies cripticas e morfologicamente indistingiiiveis, como os complexos de vetores
Simulium damnosum e Simulium neavei na Africa e Simulium exiguun Roubaud, 1906,
Simulium metallicum Bellardi, 1859, Simulium ochraceum Walker, 1851 e Simulium

oyapockense Floch & Abonnnenc, 1946 na América Latina (Procunier, 1983).



2.1.1. Importincia médica, veteriniria e socioeconomica.

A importincia médica dos borrachudos esta em primeiro lugar no fato de serem
vetores da Oncocercose ou cegueira dos rios, uma doenga parasitaria causada pelo
nematédeo filarideo Onchocerca volvulus Leuckart, 1823 que ocorre na Affica e na
América Latina Tropical. A oncocercose atinge cerca de 85 milhdes de pessoas no mundo,
das quais pouco mais de 300 000 tornaram-se cegas. Em vista disso, essa doenca ¢
considerada pela Organizagio Mundial da Saode (OMS) como uma das mais graves
endemias. Sua distribui¢do cobre desde o Senegal e a Etiopia na Africa, até o sul do
Yemen e parte de Arabia Saudita. Na América Latina encontra-se no México, Guatemala,
Coldémbia, Equador, Venezuela e Brasil, onde afeta aos indios Yanomami e as pessoas que
vivem nas terras altas de Parima (OMS, 1991).

Na Africa a oncocercose ¢ transmitida principalmente por espécies do complexo
S. damnosum, embora na Africa oriental e central varias espécies do complexo S. neavei
transmitam também a doenga. Uma das zonas endémicas mais extensas encontra-se na
bacia do rio Volta na Africa ocidental, que abarca o Alto Volta ¢ parte de Benin, Ghana,
Costa de Marfil, Mali, Niger ¢ Togo. Nesta zona realiza-se o Programa de Luta contra a
oncocercoses, orientado pela Organizagio Mundial da Saude (OMS, 1976; Hougard,
1998).

Na América a oncocercoses foi descoberta em 1915 na Guatemala por Rodolfo
Robles. Este autor descreveu o parasita e tragou o quadro clinico assinalando pela
primeira vez as lesdes oculares e incriminou S. mefallicum e S. ochracium como os
vetores (Ramirez-Pérez, 1985).

Na Guatemala e no México varios autores afirmaram que as trés espécies vetoras
em ordem de importancia sdo, Simulium ochracium Walker, 1851, S. metallicum e
Simulium callidum Dyar & Shannon, 1927. Considera-se que em determinadas condiges,
Simulium gonzalezi Vargas & Diaz Néajera, 1953, Simulium veracruzanum Vargas,
Martinez Palacios & Diaz Najera, 1946 e Simulium haematopotum Malloch, 1914 podem

ser vetoras. Na Venezuela, §. mefallicum ¢é o principal vetor e considera-se que

8. exiguum é um vetor secundario no foco do norte. No foco do sudeste da Amazénia



venezuelana, S. oyapokense ¢ o vetor principal nas éreas baixas e Simulium guianense
Wise, 1911 e Simulium limbatum Knab, 1915 sdo os vetores nas areas altas. Na Colémbia
¢ no Equador acha-se que o vetor € 5. exiguum, espécie principalmente zoofilica que pode
se tornar antropofilica na auséncia de gado bovino e de cavalos, enquanto que Simulium
quadrivittatum Loew, 1862 € o vetor secundario (OMS, 1976).

No Brasil, a oncocercose foi registrada pela primeira vez em 1967 na Amazdnia.
A doenga ¢ hiperendémica em vilas isoladas na regido fronteiriga das montanhas de Parima
e nas terras baixas da bacia do rio Toototobi. Nesta dltima S. oyapockense é o vetor
primario, S. guianense & o vetor secundéario e suspeita-se de que S. exiguum seja vetor
secundario. Nas &reas montanhosas, S. guianense e S. limbatum sdo vetores suspeitos por
serem as principais espécies antropofilicas presentes e porque as microfilarias se

desenvolvem na musculatura toracica dessas espécies em larvas L, (Shelley ef al., 1987).

Os borrachudos no Novo Mundo também sfio transmissores da mansonelose,
filariose produzida por Mansonella ozzardi Manson, 1897. Sua patogenicidade ¢ discutida
por muitos autores (Rey, 1991).

Além dessas duas filarioses os simulideos sSo vinculados 4 transmissio de
encefalites equina (Trapido ef al., 1971), do sarcoma de Kaposi (Crosskey, 1990), do
pénfigo foliaceo brasileiro (Pettit, 1987), e da sindrome hemorragica de Altamira (Pinheiro
etal., 1974).

Os borrachudos além de serem vetores de doengas ao homem, sdo responsaveis
pela transmissdo de doengas aos animais. Temos por exemplo a Leucocitozoonose, uma
doenga fatal que atinge aves (perus, patos, gansos, frangos) e ¢ causada por protozoarios
parasitas do sangue, do género Leucocytozoon. Também sdo vetores da oncocercose no
gado, doenga usualmente ndic patogénica causada por varias espécies do género
Onchocerca. Sabe-se ainda que os borrachudos atuam como vetores mecinicos da
mixomatose em coelhos (Crosskey, 1990).

Quanto as espécies de simulideos ndio vetoras temos que sua importancia deve-se
ao transtorno que causam ao homem e animais domésticos devido a suas picadas.

O aparelho bucal das fémeas perfura a pele até cortar alguns capilares, formando-se uma
pequena poga de sangue na qual a mea se alimenta. A saliva liberada no ato da picada

contém substancias anticoagulantes e anestésicas. A sensibilidade as substincias da saliva



do borrachudo ¢ que causa os diferentes graus de irritagdo nas pessoas ou animais de
criagdo.

Algumas espécies de borrachudos induzem reagles severas em individuos
senstveis; os borrachudos que picam geralmente nas extremidades podem causar edema
generalizado das pernas, enquanto os que picam no rosto podem causar inchacfio dos
olhos acarretando em cegueira temporaria (Crosskey, 1990).

Um grande nmimero de picadas no mesmo homem podem causar a sindrome
conhecida no estado de Nova York e na América do Norte em geral como “febre dos
simulideos”, onde espécies do complexo S. vemustum sdo o principal agente. A
sintomatologia caracteristica € dor de cabega, ndusea, fadiga e depressio fisiologica. Fssa
mesma sindrome tem sido observada em pessoas atacadas por S. aokii no Japio ¢ na

Europa ¢ provocado por S. erythrocephalum (Crosskey, 1990). O impacto econdmico

pode ser consideravel devido as faltas das pessoas ao trabatho, tratamentos médicos
extensos e em alguns casos hospitaliza¢do.

Espécies do complexo §. venustum no Canada tem causado graves conseqiiéncias
econdmicas para a inddstria do papel, devido ao “stress” fisico e psicolégico causado pelo
ataque constante desta praga, provocando baixa eficiéncia e produtividade (Crosskey,
1990).

Na Nova Zelandia duas espécies de simulideos: Austrosimulium australense e
A, ungulatum s#io extremadamente antropofilicas, causando prejuizo 2o turismo
(Crosskey, 1990).

Ataques severos ao gado na Austrilia e Canadd causam, grandes perdas
econdmicas. A producdo de leite, o peso dos animais e 0 potencial reprodutivo podem ser
grandemente afetados por causa do abandono das 4reas de pastoreio pelo gado. O ataque
também pode trazer como conseqiiéncia inflamacfio no escroto (Ryan & Hilchie, 1982).

Na Ameérica do Sul na regido da Amazonia, Humbold e Bates descreveram suas
experiéncias com esses dipteros em viagem pelo Orenoco ¢ Amazonas. Eles assinalaram
que suas pernas ficaram de tamanho enorme e os furos se agravavam em ulceras
disseminadas. Os responséveis por isto foram os membros do grupo S. amazonicum

(Crosskey, 1990).



No sul e sudeste do Brasil uma das espécies mais antropofilicas é S. pertinax
Kollar, 1832, causando elevadas taxas de ataque aos humanos. Existem registros, embora
nfio publicados, de 400 borrachudos/hora/homem (BHH) quando da construgiio da usina
nuclear de Angra dos Reis/RJ (comunicagfo pessoal, Dr. Sebastifio José de Oliveira,
Entomologia, Fiocruz), valores de 1500 BHH as margens do Ribeirio da Toca,
Ithabela/SP (comunicagdo pessoal Dr. Carlos Fernando de Andrade, IB, UNICAMP); e
valores de 250 BHH em Joinville (comunicag3o pessoal, Dr. Dieter Klostermann, Fund. 25
de Julho). Por tais motivos tem-se levado a cabo programas de controle nestas regides,
com o objetivo de preservar o turismo (principalmente litoral do Rio de Janeiro e Sdo
Paulo) e as populagdes envolvidas com a produgio agropecuaria (principalmente Paran4,

Santa Catarina e Rio Grande do Sul).

2.1.2. Controle.

As principais campanhas para o controle de simulideos tem sido diretamente contra
as larvas, as quais estfio confinadas a um habitat altamente restrito ¢ relativamente facil de
tratar, agua corrente. O controle de simulideos adultos, embora efetivo em areas limitadas
€ para um proposito especifico é muito custoso para seu uso em geral e bem menos
especifico.

Os primeiros métodos mecinicos propostos e testados para o controle de
simulideos foram muito caros como € o caso da escovagio das larvas dos criadouros e
remogdo da vegetagio. Os primeiros métodos quimicos foram ineficazes e envolviam a
aplicagio de substéncias altamente daninhas para a fauna nio alvo, como por exemplo, a
aplicagdo de emulsées de oleo, xilol, querosene ou arseniatos (Jamnback, 1981).

Fairchild & Barreda {1945) realizaram o primeiro registro testificando a eficacia do
DDT contra simulideos na Guatemala. Posteriormente, Garnham & McMahon (1947) por
sua parte eliminaram S. neavei, vetor da oncocercose na area de Kodera em Kenia , sul da
Africa. Essas demonstra¢des da eficacia do DDT no controle de borrachudos levou a
realizagio de um grande namero de trabalhos no mundo todo, especialmente em Alasca,

Canada, USA, Uganda, Gana e Nigéria (Jamnback, 1981).



Investigagdes que comegaram na década do 50 foram concentradas na busca de
substitutos para o DDT, e levou a produtos menos daninhos para a fauna nfo alvo e
efetivos para o controle de simulideos.

Dois dos substitutos mais efetivos foram o temefos (Abate®) (organo-fosforado) e
o metoxiclor {organo-clorado), inseticidas que tem sido testados por varios autores contra
larvas de simulideos (Dejoux, 1978, Escaffe ef al., 1976, Fredeen, 1975, Wallace ef al.,
1976 apud Jamnback, 1981).

No Programa de Controle da Oncocercose (PCO) no oeste africano foram
realizadas diferentes pesquisas utilizando varias formulagtes de inseticidas, decidindo-se
inicialmente que um concentrado emulsionavel de temefés (Abate®) era efetivo para
eliminar larvas de S. damnosum, vetor da oncocercose nessa area (Walsh e7 al., 1981),
além de ser de baixa toxicidade para peixes, relativamente indcuo para a fauna de
invertebrados ndo alvo e ser rapidamente biodegradavel (Laws e al., 1968). O uso deste
inseticida durante varios anos trouxe como conseqiiéncia o desenvolvimento de
resisténcia, que levou os pesquisadores a buscar possiveis alternativas para o controle
desses dipteros, incluindo outros larvicidas e formulagBes de reguladores do crescimento
de insetos e agentes de controle biologico (Lacey & Mulla, 1977; 1978; Tompson &
Adams, 1979, Undeen & Nagel, 1978).

Outros inseticidas quimicos tém sido utilizados para o controle de borrachudos.
Temos por exemplo o inseticida organofosforado Clorpirifés (Dursban®) que tem sido
considerado entre mediana (Jamnback & Fempong-Boadu, 1966) e altamente efetivo
(Travis & Schuchman, 1968) contra larvas de simulideos. O Carbaril (Sevin®) ¢ um
inseticida carbamato eficiente quando em doses altas (Jamnback, 1973); mas tem efeito
prolongado e adverso para a fauna ndo alvo (Andrade, 1989). O Fenitrothion
(Sumithion®ou Accorthion®) foi um inseticida fosforado muito utilizado em programas de
controle de borrachudos no Japdo (Jamnback, 1973).

A melhor op¢lo de larvicidas para o controle quimico que se tem atualmente, esta
no uso dos chamados Reguladores de Crescimento, principalmente aqueles a base de

Benzoilfeniluréia. Atuam nas larvas, via oral, inibindo passos da sintese de quitina. Quando



estas passam pela ecdise, ndo conseguem consolidar a nova cuticula, e morrem pelos
distarbios fisiologicos decorrentes (Andrade, 1989).

Dentre os agentes biologicos, a bactéria entomopatogénica Bacillus thuringiensis
var. israelensis (H-14) (BTI) é a mais utilizada até o momento (Gaugler & Finney, 1982;
Lacey & Muila, 1977, Andrade & Castello Branco, 1991). Tem sido demostrado por
véarios autores que ndo causa danos a fauna nfio alvo (Dejoux, 1979; Garcia ef al., 1981;
Molloy & Jamnback, 1981; Hougard, 1998).

Embora muitas formulagSes contenham esporos vivos da bactéria, a atividade
larvicida € devida as inclusdes de proteinas parasporais que sdo produzidas durante a
esporulagiio. As inclusdes podem ser ingeridas e subsegilientemente solubilizadas no
intestino médio alcalino para entdo serem ativas. Depois da ativa¢o, a porgdo toxica

interfere com o balango osmotico normal das células do ceco gastrico e intestino médio,

resultando na lise e eventual necrose das células (Lacey & Federici,1979; Federici, 1982).
A larva morre como resultado dos distarbios do intestino médio, sem septicemia, sem
substancial multiplicagfo bactérial, ou amplificagio de toxinas.

Sob condigdes de laboratorio varios fatores foram mostrando a influéncia da
atividade larvicida de B. thuringiensis (H-14) contra simulideos (Lacey er al., 1978,
Gaugler & Molloy, 1980; Molloy et al., 1981). Os mais notaveis foram: espécies de
simulideos, idade larval, temperatura da agua, formulagdio, e inibigdo alimentar. Além
desses fatores, a duragdo da aplicagfio, velocidade da corrente, vegetagdo marginal,
descarga ¢ poluigdo influenciam a atividade e efetividade sob condi¢des naturais
(Undeen & Colbo, 1980; Undeen et al., 1981, Gaugler ¢f al., 1983; Lacey & Undeen,
1984).

O BTI tem sido utilizado em grande escala no Programa de Controle da
Oncocercose (PCO) no oeste africano, indicando que ¢ altamente efetivo contra larvas de
S. damnosum s.1. (Undeen & Berl, 1979, Hougard, 1998).

Além do controle biologico de borrachudos com BTI que é industrializado em
paises como os Estados Unidos (ABBOTT, ZENECA) e Cuba (LABIOFAM) e

comercializado no mundo todo; existem na natureza uma série de agentes que exercem um
controle natural sobre as populagdes de borrachudos, Contra os simulideos salientam-se

os nematodeos mermitideos e os protozoarios microsporideos, dos quais mais adiante
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falaremos com maior profundidade; os protozoarios flagelados dos géneros Crithidia,
Herpetomonas e Leptomonas, que se encontram geralmente no intestino ou hemocele do
inseto (Wallace, 1966), os protozoarios haplosporideos, destacando-se neste grupo
Haplosporidium simulii, endoparasita que produz esporos e encontra-se principalmente
no tecido abdominal de seus hospedeiros; trés tipos de virus encontrados no citoplasma
das células destes insetos: virus iridiscentes, virus da polihedrose citoplasmatica e virus da
densonucleose, mas parecem nfo ser muito especificos (Weiser, 1968). Entre as bactérias
além, do B. thuringiensis var. israelensis (H-14) amplamente utilizada no controle
biologico, se encontra na natureza B. sphaericus, em adultos do complexo S. damnosum
(Weiser, 1984). Outro grupo de grande importdncia no controle natural de borrachudos
s#o os fungos parasitas.

Entre os fungos parasitas temos que a espécie de maior importincia €
Coelomycidium simulii Debaisieux, 1919 (Chytridiales), por ser um parasita especifico de
simulideos. Observa-se formando numerosas esferas brancas pequenas que invadem
internamente todo o corpo da larva. Essas estruturas s3o os esporangios, 08 quais ao
morrer a larva, livtam zoosporos uniflagelados. Segundo Lacey & Undeen (1986), os
zoosporos nido infectam diretamente as larvas sadias, o que leva a crer que deve existir
outro hospedeiro intermedidrio envolvido na transmissio do fungo. O parasita se
desenvolve as expensas dos tecidos da larva; o fungo secreta enzimas que dissolvem o
corpo adiposo e posteriormente o tecido muscular, as glandulas salivares, os tdbulos de
Malpighi e outros orgdos até que s¢ permanecem porcdes cuticulares do corpo da larva
(Weiser & Undeen, 1981). O parasitismo previne a maturagfio das gonadas ¢ as larvas ndo
completam sua metamorfose para pupa e adulto. Fungos Saprolegniales e Trichomycetes
também tém sido registrados em simulideos (Crosskey, 1990).

Além dos parasitas e patOgenos anteriormente mencionados ha uma série de
animais vertebrados e invertebrados que exercem um controle natural de simulideos por
serem predadores destes. Entre os vertebrados os mais importantes sdo os peixes e entre
os invertebrados predadores temos insetos das ordens Coleoptera, Ephemeroptera,
Megaloptera, Odonata, Plecoptera ¢ Trichoptera; além dos celenterados do género Hydra

e alguns crusticeos (Crosskey, 1990). Existem também registros de invertebrados
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ectoparasitas de simulideos como os acaros hidracarineos (Prasod & Cook, 1972; Bottger,
1976).

No Brasil, o controle de borrachudos iniciou-se na década de 50 no litoral norte do
estado de Sdo Paulo. Inicialmente o controle foi baseado no emprego de inseticidas
quimicos organoclorados (DDT e BHC) e posteriormente esses inseticidas foram
substituidos pelo organofosforado temefos (Abate™) (Andrade, 1989). A apari¢io da
resisténcia de varias espécies de borrachudos, inclusive S. perfinax ao temefos no litoral
do estado de S@o Paulo e Rio de Janeiro (Andrade ef al., 1987), no estado de Rio Grande
do Sul (Ruas Neto, 1984) e no estado de Parana (Guimardes, 1986) fizeram com que aos
poucos se iniciassem projetos usando B. thuringiensis var. israelensis (H-14) com as

formulagdes Teknar e Vectobac para o controle de borrachudos nesses estados (Ruas
Neto, 1984; Andrade & Castello Branco, 1991).

Paralelamente no Brasil, vem-se fazendo estudos com relagdo a busca de agentes
com potencial para o controle biologico de simulideos. Esses estudos ainda sfo poucos,
tendo-se muitas interrogativas sobre aspectos basicos de sua ecologia.

Quanto ao manejo Integrado de Pragas (MIP), podemos dizer que teve suas bases
principalmente lancadas para as pragas agricolas entre 1950 e 1960, e posteriormente para
os insetos na Satde Pidblica (Olson, 1979; Womeldorf, 1979). O MIP ¢ Ecologia Aplicada
¢ tem origem na Ecologia de Populagtes (Levins & Wilson, 1980) podendo-se resumir
como um conjunto de medidas, incluindo métodos de controle mecénico, quimico e
biologico, desenvolvimento de pesquisas ecologicas, genéticas, quimica de repelentes e
atraentes, desenvolvimento de pesticidas, politicas e programas educativos, que integradas
trariam as populagdes do inseto alvo a um nivel suportivel (Andrade, 1989).

No Brasil, apesar de terem sido feitos alguns trabalhos em relagdo ao controle
integrado de simulideos (Ruas Neto & Matias, 1985; Andrade, 1987), ainda é necessario

um maior empenho e apoio dos Orgios oficiais relacionados ao assunto.
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2.2, Nematédeos parasitas da familia Mermithidae.

2.2.1. Posicio taxonémica.

Segundo Poinar (1983) a familia Mermithidae esta posicionada taxonomicamente

da seguinte forma;

Phylum: Nematoda

Classe: Adenophorea
Subclasse: Enoplia

Ordem: Mermithida
Subordem: Mermithina
Superfamilia: Mermithoidea
Familia: Mermithidae

As caracteristicas diagnosticas que Nickle em 1972 proporciona para a
superfamilia Mermithoidea, familia Mermithidae sio:

Vermes longos e delgados, com comprimento de 1-50 c¢cm (os nematddeos
parasitas de simulideos podem alcangar até 3 cm). Cuticula lisa, sem fibras entrecruzadas
com excecdo do género Mermis Dujardin, 1842. Cabega com quatro papilas submedianas
e duas laterais, Anfidios presentes. Boca e esdfago provavelmente ndo funcionais em
adultos. Estoma de larvas preparasiticas e pos-parasitas com um estilete penetrante. No
adulto, o intestino € substituido por um pseudointestino ou trofosoma, que serve como
6rgéo de armazenamento. Anus ausente. GOnadas pareadas em ambos os sexos. Vulva em
posigdo ventral, vagina muscular em forma de “S” ou barril. Nos adultos sexualmente
maduros o uUtero encontra-se cheio de ovos. Ovos de tamanho variavel dependendo do
género. Espiculos pareados ou simples. Cauda do macho com numerosas papilas,
agrupadas em trés ou mais filas que bifurcam-se ao redor da abertura para o espiculo.

Estagios parasitas larvais em invertebrados terrestres e aquaticos. O adulto nfio se

encontra na cavidade do corpo do inseto, seu modo de vida ¢ livre ¢ ndo se alimenta.
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2.2.2. Ciclo de vida.

Os mermitideos aquaticos que atacam simulideos vivem nas mesmas correntes de
agua que suas larvas hospedeiras, mas geralmente submersos no substrato, onde os
adultos copulam e pdem ovos, dos quais emergem os preparasiticos que infectam a larva
hospedeira, penetrando com ajuda de um estilete retractil.

O ciclo de vida dos mermitideos inclui cinco etapas e quatro mudas: ovo,
preparasitico juvenil, parasita juvenil, pos-parasita juvenil e adulto de vida livre (Figura
1.). Dependendo grandemente da temperatura, os parasitas juvenis podem encurtar ou
alongar o tempo de permanéncia dentro do hospedeiro. Em climas frios a etapa parasita

dura vérias semanas ou meses, mas em condigdes tropicais esta etapa pode ser completada

em uma ou duas semanas. O desenvolvimento da etapa parasita de Isomermis lairdi
Mondet, Poinar & Bernadou, 1977, por exemplo, dura entre 10 a 17 dias no complexo S.
damnosum no leste da Africa e o ciclo de vida inteiro pode ser completado em 4 a 5
semanas (Mondet, 1981). A maturagdo dos pés-paréasitas juvenis a adultos ocorre depois
do verme ter abandonado o hospedeiro por simples pressdo mecénica, a larva do inseto
perde seus fluidos internos ¢ morre. Os adultos poucos dias depois copulam e comega a
oviposicio (Petersen, 1985). Os ovos usualmente sdo esféricos, transparentes, e tem sobre
sua superficie pequenas quantidades de matéria gelatinosa.

A forma parasita do mermitideo € a Gnica que se alimenta. Este passa a se nutrir
dos tecidos e da hemolinfa do hospedeiro armazenando reservas energéticas em seu
trofosoma. Estas reservas serdo posteriormente consumidas durante as etapas pos-parasita
e adulta, especialmente para os processos de maturagiio de gdnadas e gametogénese
(Nickle, 1972; Petersen, 1985).

A maioria dos mermitideos tem ciclo de vida direto empregando um s6 hospedeiro,
mas algumas espécies apresentam um ciclo de vida indireto, utiizando-se de hospedeiros
paraténicos para alcangar o hospedeiro principal. O mermitideo Pheromermis sp. por
exemplo, se vale de tricopteros e plecépteros como hospedeiros paraténicos, para entdo

parasitar vespas predadoras (Poinar Jr., 1983).
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Figura 1. Ciclo de vida de um nematédeo da familia Mermithidae.
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2.2.3. Mermitideos parasitas de simulideos e sua distribuicdo

geografica.

A maioria dos nematodeos parasitas naturais de simulideos pertencem & familia

Mermithidae. Mais de 60 espécies de mermitideos sdo descritas ocorrendo em mais de 70

espécies de borrachudos (Poinar Jr., 1981).
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Mermitideos de simulideos estdo amplamente distribuidos no mundo todo e sio
registrados desde o artico até os tropicos, mas ndo foram registrados na Australia nem na
Nova Zelandia (Crosskey, 1990).

Rubtsov (1981), a partir da analise de mais de 10.000 individuos, chegou a
conclusio de que dos 40 géneros da familia Mermithidae, 5 géneros parasitam simulideos
na Furopa, Africa e Asia com a seguinte ordem de incidéncia; Mesomermis
(= Neomesomermis), Gastromermis, Limnomermis, Isomermis ou Espiculimermis. Pelo
contrario, a ordem de freqiiéncia dos géneros desses parasitas em simulideos da América
do Norte e do Tropico Americano €. Isomermis, Gastromermis, Mesomermis
(= Neomesomermis) e alguns representantes dos géneros Limnomermis, Hydromermis ¢

Octomyomermis (Poinar, 1981).

Algumas das principais espécies de mermitideos de simulideos promissoras como
possiveis agentes de controle biologico sio: Mesomermis flumenalis, distribuida
principalmente na América do Norte; Gastromermis viridis, tegistrada também na
América do Norte; Isomermis wisconsinensis, registrado em Wisconsin e Newfoundland
mas provavelmente em toda a América do Norte e I lairdi, parasita mais comum do
complexo S. damnosum na Africa ocidental (Poinar Jr., 1981), observado geralmente em
pupas e adultos de S. vittatum.

Na regifio neotropical, registrou-se na Argentina a espécie Ocfomyomermis
longispiculae Camino, 1992 parasitando larvas de S. wolffhuegeli Enderlein, 1922
(Camino, 1992) e as espécies, Gastromermis doloresi Camino, 1993 parasitando S.
wolffhuegeli e Hydromermis doloresi Camino, 1993 parasitando Simulium jujuyense
Paterson & Shannon, 1927 (Camino, 1993). Na Coldmbia, na regido de Chisaca, Acero
(1991) encontrou e descreveu Isomermis sp. parasitando larvas de Simulium ignescens
Roubaud, 1906, Simulium furcillatum Wygodzinsky & Coscaron, 1982, Simulium
bicornutum Wygodzinsky & Coscardn, 1982, Simulium muiscorum Bueno, Moncada &
Mufioz, 1979 e Simulium sp., enquanto Torres et al. (1991) encontraram larvas de S.
ignescens e S. muiscorum parasitadas por nematédeos da familia Mermithidae em La

Calera, Cundinamarca. No Brasil, foi registrado a infecio por nematodeos da familia

Mermithidae em varias espécies de borrachudos no sul e sudeste do pais (Castello Branco
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Jr. & Andrade, 1988, Castello Branco Jr. ef af, 1987, 1993; Fetzner & Strider, 1996;
Ambros et al., 1996).

2.2.4. Patogenicidade dos mermitideos.

Alguns estudos tém sido feitos com relagio aos danos que o parasitismo por
mermitideo provocam no hospedeiro simulideo. Strickland (1911), relata que os
mermitideos reduzem o corpo adiposo da larva de simulideo e inibem a formagiio do
histoblasto e dos filamentos branquiais da pupa. Mas estes efeitos na larva dependem do
estadio em que se encontra quando o parasita penetra. Mondet ef al.(1976) indicaram que

pupas de Simulium damnosum podem ter um ou dois mermitideos juvenis e apresentar o

corpo adiposo e os histoblastos normais. Neste caso, o parasita pode acompanhar o
hospedeiro ao estagio de pupa e/ou ao inseto adulto.

Mondet ef al. (1976) observaram a atrofia dos ovarios em 98,9% das fémeas de
S. damnosum parasitadas com Isomermis lairdi e observaram também redugio ou
auséncia do corpo adiposo em 80% das f8meas parasitadas. Molloy (1987) relatou que a
presenca do nematodeo pode ocasionar mudas na textura das glindulas salivares e nibir a
formagfio do histoblasto branquial na larva do inseto; em geral, as larvas parasitadas sio
menores que as outras de mesma idade, 0 que pode-se dever 4 diminuigdo dos corpos
adiposos.

Os mermitideos fémeas por terem um tamanho maior, destroem as larvas de
simulideos (Gordon, 1984) e estas nfo alcangam a fase de pupa (Molloy, 1979). As larvas
de simulideos parasitadas pelo mermitideo macho passam a fase de pupa, desenvolvem o
histoblasto e o nematddeo permanece até o simulideo mudar para adulto. Os adultos
parasitados podem ser estéreis (Rubsov, 1958), ter o tecido muscular reduzido (Peterson,
1960), o tamanho do corpo adiposo diminuido (Colbo, 1982) e até sofrerem morte
prematura. Castello Branco, Jr. (1994) indicou para Gastromermis viridis parasitando
S. pertinax, que este parasita causou uma significativa redugfio na quantidade de tecido

adiposo do hospedeiro e alteragBes histologicas no tecido muscular e glindulas salivares.
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As formas preparasiticas do mermitideo Mesomermis flumenalis atacam a regifio
toracica das larvas de borrachudo, furando e penetrando o hospedeiro em alguns minutos.
Durante esse periodo e mesmo algum tempo apés, a larva do borrachudo fica paralisada,
voltando gradualmente ac movimento normal (Molloy & Jamnback, 1975). Shamseldean
& Platzer (1989) observaram um fendmeno semelhante em larvas de diferentes espécies

de culicideos ao serem infectadas por Romanomermis culicivorax Ross & Smith, 1976.

2.3. Protozoarios microsporideos parasitas de simulideos.

2.3.1. Posi¢iio taxondmica e distribuicio geogrifica.

Os microsporideos sdo organismos unicelulares pertencentes ao Filo Microspora
(Levine ef al., 1980). Por serem protozoarios que desenvolvem esporos, até recentemente
classificavam-se como uma ordem da classe Sporozoa (Westphal, 1977).

Infeciio por microsporideos em larvas de simulideos foi observada pela primeira
vez por Leéger (1897) na Franga, posteriormente foram encontrados no Brasil (Lutz &
Splendore, 1904) e nos Estados Unidos (Strickland, 1911), ¢ 20 anos depois foram
registrados em Africa Tropical (Henrard, 1930). Uma vez que as infecOes por
microsporideos estdo amplamente distribuidas geograficamente, afetam vérias espécies de
simulideos e envolvem espécies que sf0 especificas para simulideos. Atualmente sfio
conhecidas cerca de 30 espécies, ocorrendo em mais de 60 espécies de simulideos no
mundo todo. Existem 6 familias de Microspora que tém sido encontradas parasitando
simulideos:  Amblyosporidae,  Caudosporidae, Culicosporidae, Nosonematidae,
Thelohaniidae e Tuzertiidae. Ainda existe um grupo coletivo chamado de Microsporidium
pelos protozoologistas, onde se colocam aquelas espécies que niio se tem certeza da sua
posi¢do taxondémica {Crosskey, 1990).

Algumas espécies de microsporideos, por exemplo, Amblyospora bracteata,
Amblyospora fibrata, Amblyospora varians, Janacekia debaisieuxi e Polydispyrenia

multiespora, sdo virtualmente cosmopolitas ¢ muito seletivas quanto ao hospedeiro

(predominantemente parasitam Simulium). Tais microsporideos ocorrem em regides
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tropicais e temperadas (Weiser & Undeen, 1981). Outras s3o mais hospedeiro-especificas,
preferencialmente infectam espécies particulares quando outros hospedeiros potenciais de
simulideos estio presentes na mesma corrente da agua. Essas espécies sdo
geograficamente e topograficamente mais restritas. Cauwdospora e Weiseria sio
principalmente parasitas de Prosimulium em correntes frias do norte, algumas espécies de
Thelohania tem sido encontradas s6 em regides montanhosas da parte central asiatica da
antiga URSS e Hirsutosporos austrosimulii é conhecida s6 em larvas de Austrosimulium

na Nova Zelandia (Crosskey, 1990).

2.3.2. Ciclo de vida de Microspora.

Os microsporideos sio parasitas intracelulares obrigatérios. A infecco inicial
ocorre quando os esporos séo ingeridos durante a alimentag&o das larvas e alcangam a luz
do intestino do inseto. A ac¢@io do pH e de enzimas digestivas intestinais fazem entfo, com
que ocorra a extrusdo do filamento polar. Através deste filamento o esporo injeta seu
conteudo, especialmente o nucleo e parte do esporoplasma {célula infectante ou germe) no
interior da célula hospedeira. A partir deste momento ocorrem duas fases: a merogonia e a
esporogonia. A merogonia ¢ uma fase de proliferagio, onde os merontes formados nesta
etapa podem ter um ou dois nicleos. Estes dividem-se repetidamente por divisio binaria
ou por esquizogonia. Em continuag@o ocorre a fase de esporogonia onde os esporontes
desenvolvem-se em esporoblastos e estes em esporos. Os esporoblastos podem ter um ou
dois nucleos e podem-se dividir binariamente em esporoblastos ou alternativamente, se
tornarem estagios multinucleados (plasmédio esporogonial) (Weiser, 1976).

Alguns géneros t€m como caracteristica o desenvolvimento dos esporoblastos em
vesiculas conhecidas como vesiculas do esporoforo, pansporoblasto ou vacdolo
parasitoforo, contendo em cada vesicula um nimero de esporos caracteristico para cada
género.

Além da transmissio da infegdo por microsporideos mediante a ingestio dos

esporos (transmissdo horizontal), pode ocorrer transmissio por fémeas infetadas que

transmitem o patogeno aos ovos (transmissdo vertical) (Larsson, 1986).



19

Na infegfio vertical, ocorrem as fases de merogonia e esporogonia igual a da
horizontal, s0 que nos oocitos as fémeas infectadas (transmissdo transovariana) ou nas

glandulas anexas, contaminando o corion do ovo (transmiss3o transovigénica).

2.3.3. Patogenicidade dos microesporideos.

Os microsportdeos estdo entre os entomopatdgenos mais comuns encontrados em
simulideos. Os microsporideos ocorrem geralmente nas formas imaturas dos borrachudos
( Frost, 1970; Weiser & Prasertphon, 1982; Garcia et al.,1989; Crosskey, 1990; Castello
Branco Jr., 1991) e com menor freqiiéncia em adultos (Undeen, 1981).

A célula hospedeira, quando infectada, apresenta geralmente o nicleo hipertrofiado

com a presenga de varios nucléolos, evidenciando a ago do patogeno no seu metabolismo
protéico (Castello Branco Jr., 1994; Castello Branco Jr. & Habib, 1995) Usualmente s6 o
tecido adiposo das larvas de simulideos encontra-se infectado e o corpo adiposo é o
principal ou unico sitio onde registra-se microsporideos em muitas espécies hospedeiras.
Esses parasitas, ndo obstante, algumas vezes invadem o citoplasma e células de outros
orgdos, ¢ tém sido encontrados em cromatdcitos (células do pigmento), hemocitos, células
do epitélio intestinal ¢ outros sitios do corpo. Amblyospora varians por exemplo,
multiplica-se no corpo adiposo e algumas vezes penetra nas células das glandulas da seda
e nos tubulos de Malpighi (Weiser & Undeen, 1981).

As infecgBes por microsporideos que afetam o trato digestivo produzem a morte
do inseto por inani¢do (Liu, 1984) e as que afetam o tecido adiposo das larvas impedem
sua metamorfose até fase adulta devido a produgio de uma substincia de agdo
juvenilizante (Fisher & Sanborn, 1962). As microsporidioses em insetos também
provocam diminuigdo da fecundidade, freqiiéncia de acasalamento e redu¢io do consumo

de alimentos em insetos fitéfagos (Torres et al, 1991).
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3. MATERIAIS E METODOS.

3.1. Coleta do material no campo.

O material utilizado no presente estudo consistiv de larvas de simulideos
parasitadas. Para a obtengio das mesmas, realizou-se um levantamento de larvas de
simulideos durante o periodo de fevereiro de 1996 a maio de 1998 em localidades de sete
municipios do estado de S#o Paulo, dois municipios do estado de Parana, dois do estado
de Rio Grande do Sul, um municipio do estado de Mato Grosso, trés do estado de Santa
Catarina e um do estado de Minas Gerais. Além disso, utilizou-se material proveniente da

localidade de Canudos, Municipio de Ilhabela/SP que tinha sido coletado em janeiro de
1994.

As localidades onde foram realizados os levantamentos sdo apresentadas na
Tabela 1.

A procura de larvas de simulideos realizou-se em cada localidade para cada uma
das coletas feitas, em varios pontos do curso da agua, sendo de 30 metros
aproximadamente a distincia entre cada ponto e cerca de trés horas o tempo investido na
coleta de material para cada curso de agua.

As larvas de simulideos eram procuradas em raizes e folhas da vegetagio marginal
que ficam parcialmente imersas na agua, resultando um Otimo substrato para fixagio
dessas formas de simulideos; também eram procuradas em galhos e folhas mortas
submersas que ficam presas nas pedras, sobre pedras que ficam em trechos
encachoeirados, assim como em rampas de cimento, que se encontram 2 jusante de lagos.

As larvas de simulideos foram coletadas com a méo retirando-as do substrato onde
encontravam-se aderidas e foram transportadas vivas ao laboratério em sacolas plasticas,

dentro de uma caixa de isopor com gelo.



Tabela 1. Localiza¢do dos curses d’Agua aonde as coletas foram realizadas.
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S#o Paulo

anudos

Rio Castellanos

Barra do Una Fazenda Rio Cristina Leito do riacho BU
Cachoeiras
Campinas Cidade Lago da UNICAMFPT  Rampa de cimento & CA-2
Universitéria 2 Jjusante do lago
Campinas UNICAMP Lagoda UNICAMPI Rampadecimentod  UNICAMP
Jjusante do lago
Morungaba Fazenda Rio Jaguari Leito de riacho MR-LR
Cachoerinhas
Morungaba Fazenda Rio Jaguari Rampa de cimento MR-R
Cachoerinhas jusante do lago
Paulinia Parque Eeolégico  Lagoa do parque Rampa de cimento 4 PAUL
Jusante do lago
Jundiai Serra do Japi Rio Jundiai Leito do riacho SI-LR
Jundiai Serra do Japi Rio hundiai Rampa de cimento 4 SI-R
Jusante do lago
Leme Repiiblica do Lage  Riacho do lago Leito do riacho LEM
Sorocaba Floresta Nacional Rio Riberfio de Ferro Leito do riacho SOR
de Ipanema
Parand Tibaji Fazendadallha  Riberfio de Baixo Leito do riacho TU
Tuera
Rolandia Pesque ¢ Pagne/  Coérrego Coruja Leito do riacho ROL
Bandeirantes
Ric Grande  S#o Francisco  Parque Municipal Cachoeira Grande Leito do riacho SEP
do Sul de Paula
Bardo Fazenda Arroic Barfio Leito do riacho BAR
Mato Chapada dos Sslgadeira Rio Coxipé do Ouro Leito do riacho CHG
Grosso Guimarfies
Santa Santo Antbnio Fazenda Rio Leito do riacho SAA
Catarina de Atalanta
Florianépolis  Bairro Quilombo  Rio Quilombo Letto do riacho FLO
Ttapema Fazenda Rio Perequé Leito do riacho ITA
Minas Montes Verdes Portal Rio da Vila {Leito do riache MV
(erais

Os criadouros foram caracterizados pela temperatura ambiental e temperatura da

agua, ambas medidas com um termdmetro de mercurio, pH com aparetho Q 403 B da

Quimis, velocidade da corrente de dgua com fluxémetro 20 30R da General Oceanics Inc.

Qutras caracteristicas como largura, profundidade, tipo de substrato e vegetagio

circundante também foram registradas.

Na localidade da Serra do Japi, municipio de Jundiai/SP realizou-se um estudo de

prevaléncia de mermitideos e microsporideos em larvas de simulideos durante o periodo

de maio de 1996 a maio de 1998. O riacho estudado nesta localidade corria sobre um leito

arenoso e pedregoso em quase toda sua extensdo, apresentando alguns pontos

encachoeirados. Além disso existe uma zona onde acumula-se agua, formando um lago, e
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tendo uma rampa com paredes e piso de cimento & jusante do mesmo, por onde sai a dgua
acumulada no lago (ver Figura 10 em Anexos). Praticamente toda a extensiio do riacho
era margeada por mata ciliar e gramineas, cujas raizes e folhas ficavam parcialmente
imersas na agua, servindo as vezes de substrato para fixagdo de larvas e pupas de
simulideos, embora geralmente encontraram-se fixadas a galhos e folhas mortas submersas
na agua, e na rampa de cimento a jusante do lago. Para a realizacio do estudo foram feitas
coletas de larvas de simulideos, uma vez por més, ao longo do leito do riacho e na rampa
de cimento a saida do lago. Durante este periodo ouve afetagdes na coleta por problemas

do transporte e acesso a Serra do Japi.

3.2. Avaliac¢iio do parasitismo no laboratério.

No laboratério de Patologia de Insetos do Departamento de Zoologia,
IB-UNICAMP, as larvas de simulideos coletadas foram separadas em trés categorias:
larvas pequenas, médias e grandes. Para esta categorizagdio, utilizou-se como critério a
presenga ¢ o desenvolvimento dos histoblastos respiratorios (Mulla & Lacey, 1976).
Seguindo-se esse critério, as larvas pequenas ndo apresentam histoblastos respiratorios
(larvas de primeiro até quarto estadio), as médias possuem os histoblastos respiratorios
mas ainda ndo encontram-se bem desenvolvidos (larvas de quinto e sexto estadio), e as
grandes possuem os histoblastos respiratorios visiveis ¢ bem desenvolvidos (larvas de
sétimo estadio ou mais). Os dados foram examinados através do teste de y° com nivel de
significagio de «=0,05, para se determinar a dependéncia entre a porcentagem de
parasitismo por categoria larval e a espécie de simulideo.

Dentro de cada classe de tamanho as larvas parasitadas foram separadas das sadias.
O exame do parasitismo nas larvas realizou-se com ajuda de microscopio esteroscopico
e/ou microscopio optico. Finalmente, foi estimada a porcentagem de parasitismo para cada

localidade e espécie.
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3.3. Procedimentos para a identificacio das espécies parasitas e

hospedeiras.

As larvas parasitadas com nematddeos foram colocadas em placas de Petri com
agua destilada e mantidas em uma incubadora a 10°C até a emergéncia das formas pos-
parasitas as quais foram colocadas em areia Umida a uma temperatura de 17°C para a
obtencdio dos adultos. Tanto os pés-parasitas como os adultos foram mortos em agua
quente a 70°C, fixados em T.AF. (composto por 2 ml de Trietanolamina, 7 ml de Formol
40% e 100 ml de agua destilada) e clarificados em glicerina mediante o método de

evaporagio simples (Poinar Jr., 1975). Estes finalmente foram montados em ldminas em

gelatina glicerinada (composta por 10 g de folha de gelatina branca, 70 ml de glicerina,
0,5 ml de fenol e 60 ml de agua destilada) e sua identificagiio foi feita segundo Rubtsov
{1981) e Mulvey & Nickle (1978). Além disso, fémeas fixadas em T.AF. foram lavadas
com agua durante 24 horas , sendo entio processada a desidratagio do material em
gradiente de etanol (60% a 100%) para posterior inclusic em “paraplast”. Foram
realizados cortes seriados com 7 um de espessura e corados com Hematoxilina de Erlich e
contrastados com Eosina. Este mesmo processo foi realizado para a observagio
histologica de larvas de simulideos parasitadas, com microsporideos e com mermitideos,
assim também como de larvas sadias para comparag3o.

Com relagio as larvas de simulideos infectadas com microsporideos foram obtidos
de amostras de tecidos infectados realizando-se esfregagos os quais foram corados por 15
minutos com uma solugio de Giemsa ao 10%. Também foram realizadas outras técnicas
de coloragéio para microsporideos: coloragdo pelo Gram - Cromoétropo (Moura ef al.,
1996); coloragio pelo Acido Tricromio modificada (Dieder ef al., 1995); e coloragio pelo
AFT (Ignatius ef al., 1997). Em todos os casos previamente & coloragio dos esfregagos,
estes foram deixados secar ao ar e posteriormente fixados durante 3 minutos em alcool
metilico, excetuando-se para a coloragio do Gram - Cromotropo, quando foram fixados a

quente. A identificagdo dos microsporideos foi baseada em Weiser (1982, 1991) ¢ do

fungo em Weiser (1977).
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As larvas de simulideos sadias foram fixadas em alcool 70%, e sua identificagio foi
baseada nas descricdes de Vulcano (1959), Maia - Herzog ef al. (1984), Shelley ef al.
(1984) e Coscaron (1987).

3.4. Criacio das formas de vida livre de Isomermis sp. no laboratorio.

Para os estudos sobre a criagio de Isomermis sp. no laboratério, apds a
emergéncia dos pos-parasitas das larvas coletadas na Serra do Japi (SJ-R), estes foram
sexados e colocados em um recipiente (8 x 5 cm) com areia de rio previamente lavada e
fervida. Colocou-se um pouco de agua destilada para facilitar a introdugdo dos

nematodeos na areia e na descida movimentando-se através desta. Foi retirada a agua
destilada com ajuda de uma pipeta e o recipiente foi fechado. Tendo em consideragéo

indicagdes encontradas na literatura para outras espécies de mermitideos, entre cinco e dez
semanas depois o recipiente foi inundado com agua destilada para se obter as formas
infectivas ou pre-parasiticas, e transcorridas trés horas, o indculo (dgua com as formas
preparasiticas) foi coletado em um “beaker” graduado. Posteriormente realizou-se a
avaliagio do nimero de preparasiticos obtidos mediante o método de diluigio volumétrica

(Petersen & Willis, 1972),

3.5. Observaciio do processo de muda das formas pés-parasitas de

Isomermis sp. no laboratorio.
Os poés-parasitas foram colocados em uma placa de Petri (5,3 cm x 1,3 ¢cm) com
agua destilada e mantidos a uma temperatura entre 22°C e 24°C. Os mermitideos foram

controlados diariamente até se observar a muda do pds-parasita a adulto de vida livre.

3.6. Criacio de hospedeiros alternativos.

Tendo em consideraco a dificuldade de criagio de simulideos no laboratério,

tentou-se criar insetos pertencentes a outras familias, com o objetivo de realizar
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posteriormente testes da susceptibilidade a Isomermis sp., visando a manutencio da fase
parasita deste mermitideo no laboratorio.

Realizou-se a criagio no laboratorio de Culex quinguefasciatus (Diptera:
Culicidae). Para a criagdo deste diptero, foram utilizadas larvas coletadas em caixas de
cimento que encontram-se ao fundo do Departamento de Zoologia da UNICAMP e foram
colocadas em bacias (30 em x 10 cm - largura x profundidade-) contendo agua do
criadouro onde foram coletadas. A alimenta¢8o das larvas foi feita com farinha de figado.
Uma vez que as larvas comegaram a empupar, as bacias foram colocadas dentro de uma
gaiola (80 cm x 80 cm) feita com uma armacfo de madeira e revestida com tela plastica de
malha fina. Para a alimentagdo dos machos adultos utilizou-se uma solugio de mel (10%)

¢ ratos recém nascidos, foram colocados em caixas plasticas quadradas (10 ¢cm x 5 cm de
profundidade) dentro das gaiolas e oferecidos duas vezes por semana durante a noite para

que as fémeas se alimentassem. Diariamente foi tomada a temperatura ¢ umidade relativa
trés vezes ao dia na sala onde foram desenvolvidas as criagbes.

Tentou-se também a criag@io no laboratério de dipteros das familias Psychodidae e
Chironomidae, utilizando-se larvas coletadas respectivamente em banheiros residenciais e
pneus. As larvas coletadas foram colocadas em bacias quadradas de 10 cm por 4 cm de
profundidade que continham agua do criadouro, 4gua destilada ou agua da torneira,
acrescentando-se farinha de figado para alimentagfio das mesmas.

Realizou-se também a criagdo ao ar livre de quironomideos, utilizando-se uma
calha de 400 cm de cumprimento por 30 c¢m de largura e por 40 cm de profundidade.
Nessa calha colocou-se agua da torneira até um altura de 7 cm e matéria orgénica, na

forma de 0,5 Kg de grama cortada.

3.7. Avaliacio no laboratério de Isomermis sp. em hospedeiros

alternativos.

Para a avaliagio de Isomermis sp. em hospedeiros alternativos foram realizados os

seguintes ensatos no laboratorio:
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-Teste utilizando as larvas de Aedes albopictus Skuse, 1895 dos quatro estadios
larvais, provenientes da criagdo do Departamento de Zoologia, Instituto de Biologia da
UNICAMP; 20 larvas de cada estadio foram colocadas em recipientes plasticos (8 ¢m x
5 cm) contendo 50 ml de agua destilada e posteriormente foram expostas aos
preparasiticos em doses de 20:1, 35:1, 50:1 e 90:1, considerando estudos feitos por outros
autores para outras espécies de mermitideos. Colocou-se também um grupo controle para
cada dose empregada que consistiu em grupos de 20 larvas de cada estadio colocadas em
recipientes contendo 50 ml de 4gua destilada, sem a exposi¢3o aos preparasiticos.

-Teste utilizando as larvas de Chironomidae: 20 larvas foram colocadas em
recipientes plasticos (8 cm x 5 cm) contendo 50 ml de agua (25 ml de 4gua destilada e 25
mi de agua do proprio criadouro). A dose de preparasiticos utilizada foi de 17:1. Colocou-

s¢ um grupo controle que consistiu em um grupo de 20 larvas colocadas em um recipiente

contendo 25 ml de agua destilada e 25 ml de agua do criadouro. O grupo controle ndo foi
exXposto aos preparasiticos.

-Teste utilizando as larvas de Ephydridae coletadas em uma caixa plastica,
contendo 4gua e grama, proveniente do quintal de uma casa na Cidade Universitaria,
Campinas/SP: 20 larvas foram colocadas em recipientes plasticos (8 cm x 5 cm) contendo
agua destilada e agua do proprio criadouro em partes iguais. As doses de preparasiticos
utilizadas foram de 10:1 e 50:1. Colocou-se um grupo controle por dose empregada, que
consistiu em 20 larvas colocadas em um recipiente contendo 50 ml de agua destilada, sem
a exposi¢io aos preparasiticos.

~-Por Gltimo realizou-se um teste com larvas de Simuliidae da espécie Simulium
(Inaequalium) subnigrum: 15 larvas de terceiro estadio foram colocadas em uma placa de
petri (9 cm x 1,5 cm) contendo 3 mm de agua destilada e mantidas em uma incubadora a
uma temperatura de 17°C, as larvas foram expostas aos preparasiticos durante trés dias
em uma dose de 6:1. Colocou-se um grupo controle que consistiu em 15 larvas de terceiro
estadio, colocadas em uma placa de petri contendo 3 mm de agua destilada. O grupo
controle néo foi exposto aos preparasiticos.

Em todos os ensaios realizados as larvas foram alimentadas com uma mistura de
farinha de figado ¢ ragio para peixes (1:1). As larvas e as pupas mortas, assim como 0s

adultos que emergiam foram dissecados com ajuda de estiletes entomoldgicos.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO.

4.1. Levantamento de larvas de simulideos parasitadas.

Os resultados que correspondem a caracterizagio dos criadouros onde foram
realizados os levantamentos sdo apresentados na Tabela 2.

A Tabela 3 indica a presenca ou auséneia de parasitismos por microsporideos e
nematodeos nas espécies de simulideos registradas nas vinte localidades pesquisadas.
Pode-se observar que nenhuma parasitose foi achada nas localidades pesquisadas no
municipio de Campinas/SP (CA-2 e UNICAMP) onde a maioria das larvas de simulideos

encontradas pertenceram & espécie Simulium (Hemicnetha) brachycladum Luz & Pinto,

1931. Auséncia de parasitismo foi registrada também na localidade pesquisada no estado
de Mato Grosso, a Chapada dos Guimarfies (CHG), apos a revisio de 368 larvas de
Simulium (Chirostilbia) laneportoi Vargas, 1941 e nas 231 larvas de Simulium
(Chirostilbia) pertinax coletadas em Florianépolis/SC sobre pedras e lixo submerso na
agua (Tabela 4).

Apos a analise de 411 larvas de S. (Ch.) pertinax em llhabela (IB) ndo se
encontrou parasitismo por microsporideos nem mermitideos, embora possa-se registrar
pela primeira vez nesta localidade a ocorréncia de micose nessa espécie (0,49%), causada
por Coelomycidium sp. (Tabela 5). Esta localidade foi submetida durante varios anos ao
controle quimico e na atualidade se emprega o controle biologico com Bacillus
thuringiensis var. israelensis sorotipo H-14.

As larvas de 5. (Ch.) pertinax infectadas pelo fungo apresentaram pequenas
esferas brancas ao longo do corpo, sendo visiveis através da cuticula. Essas estruturas
correspondem aos espordngios do patdgeno que ocupam toda a cavidade do corpo
(Figura 2.).

Segundo Nolan (1981), um dos principais representantes do género
Coelomycidium (C. simulii), enire esses microorganismos o que apresenta maiores

perspectivas para o controle biologico de simulideos. Este fungo tem sido cultivado “in
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vitro” utilizando-se varios meios de cultura de tecidos, no entanto sem a produgio de

ZoOsporo.

Tabela 2. Caracterizacfio dos criadouros estudados quante os aspectos fisico-

quimicos e biologicos.

B 23 20 5,5 12.5 2.5 141 pedra mata ciliar
BU 30 29 5,5 4.5 2 80 folha, galho*®* | mata ciliar
CA-2 30 29 155 1 2,5 75 rampsa, folha capim
UNICAMF | 30 29 155 1,12 2.5 313 garrafi capim
pléstica,
folha, pedra
MR-LR 21 22 |53 24 6,3 136,5 folha, galho, capim,
pedra mata ciliar
MR-R 24 21 5.5 1.2 3 110 folha, galho, capim
rampa
PAUL 30 28,5 |62 0.8 1,5 113 rampa, “nylon” capim
8J-LR 18 16 |62 3 4,5 89 folha da capim,
vegetagéo mata ciliar
marginal e
morta, gatho
SI-R 13 16 6,2 1.5 3 181,35 rampa, folha capin
LEM 24 22 7.8 1.5 4,5 123,5 folha, galho capim,
mata ciliar
SOR 275 23 7.6 2.5 5 35 folha, galbo, capim,
pedra mata ciliar
T-I0 21 16 |50 19 4 90 folha, pedra campo de
lavoura
(aveia)
ROL 19 21 5.7 2.8 2,5 8% folha, pedra campo de
lavoura,
1nata ciliar
SFP 10 10 5,5 2.5 2.5 100 lixo mata ciliar
BAR 17 15 |55 2 6,5 60 folha da capim,
vegetaglo
marginal
CHG 26 25 {55 4.5 3 120 pedra, folha, capinm,
galho mata ciliar
SAA 16 15 5,5 2 2.5 40 pedra, folba, campo de
galho lavouza
FLO 19 8 s 1.3 3,5 37 pedras, lixo capim,
mata ciliar
ITA 18 17 |53 2,5 4 80 pedra, folha, capim,
galho mata ciliar
MV 15 14 155 1.5 3,5 a0 folha capi

* ver Tabela 1 em Materiais ¢ Métodos.
** refere-se a folhas e galthos mortos, caidos na dgua ¢ presos entre as pedras.
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Tabela 3. Presenca ou niio (+/-) de parasitismos por microsperideos e nematédeos
mermitideos nas espécies de simulideos encontradas nas localidades estudadas.

Localidade | Parasita Espécies
 (sigla)* 1 2 3 6 7 8 9 10 11 12 13
B Microsporideo
Nematddeo
BU Microsporideo | + - -
Nematodeo + - -
CA-2 Microsporideo - - - -
Nematddeo - - - -
UNICAMP | Microsporideo -
Nematodeo .
MR-LR Microsporideo - + |+ - + | +
Nematddeo - - _ - o+ -
MR-R Microsporideo 4 + + - +
Nematodeo - - + - -
PAUL Microsporideo +
Nematodeo .
SHLR Microsporideo | + - - +
Nemat6deo o+ + + +
SIR Micresporideo - - - -
Nematodeo + + + +
LEM Microsporideo - +
Nematodeo - +
SOR Microsporideo - -
Nematbddeo . e
T4 Microsporideo - + -
Nematodeo + . N
ROL Microsporideo - - -
Nematddeo - - -
SFP Microsporideo - + +
Nematodeo - - A
BAR Microsporideo | + + + +
Nematodeo g + _ +
CHG Microsporideo -
Nematédeo -
SAA Microsporideo + -
Nemattdeo . +
FLO Microsporideo -
Nematoddeo N
ITA Microsporideo +
Nematddeo -
MV Microsporideo - -
Nematédeo + +

1. S (Psaraniocompsa) auripellitum;, 2. S (Psaraniocompsa,) sp.; 3:
subnigrum;, 4: S. (Inaequalium) subclavibranchium; 5: S.(Inaequalium} sp.; 6. S. (Grenierella)
pruinosum;, 7. S, (Hemicnetha) rubrithorax, 8. S. (Hemicnetha) brachycladum.; 9. S.
(Chirostilbia) pertinax; 10: S. (Chirostilbia) serranum; 11. S. (Cerqueirellum) sp.; 12: S

(Ch.irostiibia) laneportoi; 13: S. spp.

* ver Tabela 1 em Materiais e Métodos.

S, (Inaequalium)




Figura 2. Abdémen de larva de simulideo infectada com Coelomycidium sp.
A seta indica os esporangios. 17,5 x.
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Tabela 4. Espécies de simulideos coletadas nas localidades onde niio foi detectado
parasitismo.

CA-2 S. (H.) brachycladum 222
S. (P} sp. 4
S (C.) sp. 4
S. (Ch.) sp. 1
UNICAMP 8. (H.) brachycladum 204
CHG S. (Ch.) laneportoi 368
FLO S. (Ch.) pertinax 231

*ver Tabela 1. Em Materiais e Métodos,
**H: Hemicnetha; P: Psaraniocompsa; C: Cerqueirellum; Ch: Chirostilbia.

Fungos do género Coelomycidium tém sido registrados em algumas regides do
mundo infectando diferentes espécies de simulideos (Adler & Kim, 1986, Weiser &
Prasertphon, 1982). No Brasil, Fetzner e Strider (1996) registraram parasitismo por
fungos em larvas de S. pertinax no estado de Rio Grande do Sul.

Tem-se no geral pouca informacgio da incidéncia de infecgbes por fungos do
género Coelomycidium. Jamnback (1973), assinala que em Nova York a incidéncia de
C. simulii ndo supera 1%, enquanto que Weiser & Undeen (1981), registram uma

freqiiéncia maxima do 40% durante o inverno na Europa Central.

Tabela 5. Ocorréncia de parasitismos por microsporideos, nematédeos mermitideos
e fungos em larvas de uma espécie de simulideo em Ilhabela/SP (IB).

* Ch.: Chirostilbia.
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4.1.1. Parasitismo por microsporideos.

As larvas de simulideos coletadas que se encontravam parasitadas por
microsporideos se caracterizavam por apresentar massas globulares de cor branca no
abdémen (Figura 3). Essas estruturas denominadas cistos ou xenomas (Sprague &
Vernick, 1968) correspondem a lobulos de tecido adiposo invadidos pelo parasita.

Os xenomas sdo proprios das microsporidioses em simulideos, com excecdio de
Octosporea simulii Debaisieux, 1926 que afeta sé o epitélio intestinal. Maurand (1973,
apud Torres, 1991) descreve trés tipos de xenomas para microsporideos em simulideos:
(1) xenomas com marcada diferenciagio centripeta do parasita, envolvidos por uma
membrana basal muito fina; (2) xenomas com maturagdo centripeta do parasita formado

por trés zonas, a mais externa constituida por citoplasma da célula do hospedeiro; e (3)

xenomas em que nos diferentes estados do parasita se dispdem indistintamente dentro do
16bulo, pelo que ndo apresenta diferenciagdo centripeta.

Na localidade de Morungaba/SP observou-se parasitismo por Polydispyrenia
simulii (Microspora: Duboscquiidae). Esta espécie de microsporideo, se caracteriza por
apresentar xenomas com marcada diferenciaciio centripeta do parasita envolvidos por uma

membrana basal muito fina (Torres ez al, 1991) e infecta s6 o tecido adiposo dos
hospedeiros.

Na rampa de cimento localizada na saida do lago desta localidade (MR-R)
observou-se alta porcentagem de parasitismo por P. simuli (24,06%). No leito do mesmo
riacho (MR-LR) o parasitismo foi menor (1,32%). Esta diferenca parece estar associada a
porcentagem alta s6 para Simulim (Chirostilbia) serranum Coscarén, 1981 (48,93% na
MR-R ¢ 11,90% na MR-LR) associada a diferente distribui¢iio relativa nesses dois
microhabitats, caraterizados por diferentes tipos de substrato (Tabela 2). Parasitismo por
esta espécie de microsporideo encontrou-se também no leito do riacho em outra localidade
do estado de Sdo Paulo, Leme (LEM=5,68%). Nesta localidade a maior porcentagem de
parasitismo observou-se também na mesma espécie, S. (Ch,) serramum (66,66%), mas
deve-se destacar que esta porcentagem corresponde s6 a duas larvas parasitadas de um

total de trés larvas encontradas desta espécie de simulideo. Além de S. (Ch.} serranum,
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nesta localidade encontrou-se parasitismo em larvas de S. (Inaequalivm) sp. (11,23%) e
em Simulium sp. (4,24%) (Tabela 6).

A analise pelo teste de y” revelou para as localidades de Morungaba (MR-LR e
MR-R) e Leme (LEM) que existem diferengas significativas quanto ao parasitismo por
P. simulii por categoria larval (pequenas, médias e grandes) entre as espécies de
simulideos presentes em cada localidade. Podemos observar que na MR-LR, para
Simulium. (Hemicnetha) rubrithorax Lutz, 1909, 8. (Ch.) pertinax e S. Ch.) serranum as
larvas médias tiveram uma maior ocorréncia de parasitismo, mas para Simulium
(Grenierella) pruinosum Lutz, 1910 as larvas grandes foram parasitadas em maior grau,
embora tenha-se encontrado também parasitismo em larvas médias. Na rampa dessa

mesma localidade (MR-R) para todas as espécies parasitadas a maior ocorréncia de

parasitismo for em larvas médias, mas para S. (H.) brachycladum ¢ §. (G.) pruinosum
também estavam parasitadas as larvas grandes; para S. (Ch.) serranum, além da ocorréncia
alta para larvas médias e menor para grandes, observou-se ocorréncia de parasitsimo alto
em larvas pequenas. Em S. (Tnaequalium) sp. e S. (Psaraniocompsa) sp. s6 as larvas
médias apresentaram ocorréncia de parasitismo. Na localidade de Leme pode-se observar
para Simulium sp. e S. (Ch.) serranum uma maior ocorréncia nas larvas meédias e para
S. (Inaequalium) sp. encontrou-se ocorréncia nas trés categorias, embora a maior
porcentagem de parasitismo tenha sido encontrada nas pequenas seguida das médias
{Tabela 6).

Apesar da diferenca na ocorréncia de parasitismo por categoria larval entre as
espécies de simulideos, podemos observar que a porcentagem de parasitismo, para cada
localidade, foi maior para as larvas médias. Esses resultados ndo coincidem totalmente
com o relatado por Maurand 1973 (apud Torres et al., 1991) que indicou uma relagio
direta entre a taxa de infecg¢fio por microsporideos e a idade das larvas. A diferenca dos
resultados obtidos com o indicado por Maurand, pode-se dever a que no presente estudo
de modo geral, o nimero total de larvas grandes por espécie de simulideo que

encontramos nos criadouros foi baixo em comparagfio as pequenas e médias.



Figura 3. Larva de sunulideo infectada com Polydispyrenia simulii. 6,25 x.
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Tabela 6. Ocorréncia de parasitismo pelo microsporideo P. simulii em larvas de
simulideos em localidades do estado de Sdo Paulo.

...':'_51 il

MR-LR S (H) rubrithorax

0, 0

1028 7 (0,68) 0

S. (G.) pruinosum 603 12(1,99) 0 0,17 1,82

S. (H.} brachycladum 262 0 0 0 0

S (Ch.} pertinax 108 4 (3,70) 0 3,70 0

S. (Ch.) serranum 42 5(11,90) 2,38 7,14 2,38

8 (P, sp. 2 0 0 0 0

Total (% Geral) 2045 27 {1,32) 0,05 (0,73) (0.59)
MR-R 8 (H) brachycladum 578 46 (8,48) 0 6,75 1,73

§. (Ch.} serranum 562 275(48,93) 19,93 23,31 5,69

8 (G.) pruinosum 3279 50 (13,19 0 7,39 5,80

S. (P.) sp. 18 1(5,50) 0 5,55 0

S (1) sp. 17 2(1,70) 0 1,76 0

S (Ch.) pertinax 13 0(0) 0 0 0

Total (% Geral) 1567 377 (24,06) (7,15) (12,82) (4,08)
LEM S sp. 1864 79 (4,24) 1,07 3,16 0

S (1) sp. 463 52(11,23) 6,91 3,80 043

S (P) sp. 12 0 (0) 0 0 0

S (Ch.) serranum 3 2 (66,66) 0 66,66 0

Total (% Geral) 2342 133 (5,68) (2,22) 3,37 (0,08)

* ver Tabela 1 em Materiais ¢ Métodos.
** I Inaequalium, P.: Psaraniocompsa; G.: Grenierella; Ch.: Chirostilbia; H.: Hemicnetha.

A patogenicidade de um microsporideo depende da dose infectiva (indculo), do
estagio e estadio de desenvolvimento do hospedeiro, assim como do 6rgio ou tecido
atingido e do estado nutricional e nivel de estresse (Weiser, 1963). Estd relacionada
também ao seu modo de invasfo no hospedeiro e ao sitio de infecgdio. Microsporideos
instalados no intestino e na musculatura geralmente produzem infecgdes agudas, enquanto
aqueles que ficam confinados ao tecido adiposo, causam com maior freqiiéncia infecedes
cronicas. Castello Branco (1991) observou P. simulii causando infecgdes cronicas ac
longo do ano, apesar de promover alguns picos epizodticos nesse periodo.

Parasitismo por microsporideos encontrou-se também em Sio Francisco de Paula/

RS (SFP), estando parasitadas duas das trés espécies de simulideos: S. (H.) rubrithorax e

S. (Ch.) laneportoi. Microsporideos parasitando larvas de simulideos foram achados
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também em larvas de S. (Ch.) pertinax em ltapema/SC (ITA), em Santo Antbnio de
Atalanta/ SC (SAA), estando parasitada s6 uma das trés espécies presentes,
S.(Psaraniocompsaj sp.. Em Bardo/RS (BAR) encontrou-se parasitadas todas as espécies
presentes: Simulium (Psaraniocompsa) auripellitum Enderlein, 1933, S. (Ch.) pertinax,
S. (H.) rubrithorax e S. (Psaraniocompsa) sp. Em Barra do Una/SP, onde s6 uma espécie
das trés encontradas estava parasitada: S. (Ch.) pertinax. Em Paulinia/SP (PAUL)
encontrou-se parasitismo na Unica espécie presente: S. (H.) brachycladum. No riacho e na
rampa da Serra do Japi em larvas de S. (P.) auripellitum € S. (Ch.) pertinax em SJ-LR e
em Simulium (Inaequalium) subclavibranchium Lutz, 1910 em SJ-R; e nas duas
localidades pesquisadas no estado de Parana: Tibaji (T-IU) em S. (Ch.) serranum e em

Rolandia (ROL) em Simulium sp. (Tabela 3.). Nestas localidades ndo foi possivel
determinar a espécie de Microspora devido ao baixo nimero de exemplares parasitados e

devido aos esporos em sua maioria nfo se encontrarem maduros.

A importéncia dos microsporideos deve-se a sua patogenicidade, facilidade de
dispersdo e certo grau de especificidade, ou mesmo devido & sua capacidade de
permanecer indefinidamente em uma populagdo. Por isso sfo ideais para serem
empregados no controle biologico de insetos de importdncia médica e econbmica
(MacLaughlin, 1971, Henry, 1981).

Sweeney & Becnel (1991) sustentam que € grande o potencial dos microsporideos
para o controle de dipteros aquaticos, especialmente a médio e longo prazo. A dificuldade
reside na criagiio em massa e custos competitivos no mercado mundial. O microsporideo
Nosema locustae chegou a ser industrializado e comercializado para o controle de grilos e
gafanhotos (Henry & Oma, 1981). A especificidade e patogenicidade garantiram bons
resultados, no entanto em termos de custos, o produto tornou-se pouco competitivo frente
as opgOes quimicas.

Devemos destacar que na localidade de Leme/SP (LEM) encontramos infecgiio
simultdnea em uma larva de S. sp. por P. simulii ¢ por um nematédeo mermitideo. Os
resultados obtidos no presente estudo coincidem com Mauram & Loubés (1978) e Torres

et al. (1991) que assinalaram que geralmente um s patdgeno se encontra na cavidade
celomica de uma mesma larva devido a que a agdio histopatologica de Microspora,

Mermithidae e fungos do género Coelomycidium, esta especialmente dirigida ao tecido
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adiposo da larva, e a competigio pelo substrato nutricional poderia explicar que
geralmente se encontre sO um destes patdgenos em uma mesma larva de simulideo. Mais
raramente, pode-se achar infecglio simultdnea por varios desses inimigos naturais em uma
80 larva hospedeira. Maurand & Loubés (1978) registraram infecgdo por Microspora e
C. simulii em uma larva de Tefisimulium bezzi, enquanto que Torres (1988) encontrou
uma larva de S. ignescens, a uma altitude de 3000 metros sobre o nivel do mar infetada
por P. simulii e C. simulii.

Estudos similares realizados por varios autores, mostram que P. simmulii foi
registrada na regifio neotropical parasitando varias espécies de simulideos (Marino ef al.,
1980; Takaoka, 1980 e Torres ef al, 1991). No Brasil, os primeiros registros de

microsporideos em populagdes de simulideos foram feitos por Lutz & Splendore (1908).
Mais recentemente tem sido registradas as espécies P. simulii, Amblyospora bracteata,

Thelohania sp. e Nosema sp. parasitando larvas de simulideos na regifio sudeste do Brasil
(Cordeiro & Castello Branco Jr., 1988; Castello Branco Jr. et al, 1987; 1991; Castello
Branco & Andrade, 1988, 1991; 1993; Castello Branco Jr., 1994). Hamada ef al., (1997)
por sua parte registraram a espécie 4. bracteata na regido central da Amazonia. Estudos
mais aprofundados poderiam determinar maiores parimetros quanto ao uso em potencial

desses organismos.

4.1.2. Parasitismo por nematédeos mermitideos.

Entre os parasitas de larvas de simulideos encontrados nas localidades pesquisadas
estdo os nematOdeos da familia Mermithidae. Estes parasitas se localizam enrolados
dentro da parte posterior do abdome da larva ou esticados e ocupando todo a hemocele ao
longo do hospedeiro (Figura 4).

Na Serra do Japi/SP encontrou-se parasitismo por Isomermis sp. (Nematoda:
Mermithidae) durante o periodo de maio de 1996 a maio de 1998, obtendo-se a maior
porcentagem de parasitismo na rampa de cimento da saida do lago (SJ-R) (6,65%) onde

observou-se altos niveis de parasitismo em quatro das cinco espécies presentes:

S. (Ch.) pertinax (45,83%), S. (I) subnigrum (9,89%), S. (P.) auwripellitum (6,90) ¢
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S. (G.) pruinosum (5,04%). No riacho desta mesma localidade (SJ-LR) observou-se
também parasitismo por Isomermis sp. (4,88%), estando parasitadas todas as espécies
presentes: 8. (Ch.) pertinax (11,36%), S. (L) subnigrum (9,51%), S. (P.) auripellitum
(2,13%), S. () pruinosum (1,55%), S. (1.) subclavibranchium (0,76%) (Tabela 7).

Devemos destacar que na ltima coleta realizada na Serra do Japi, foi encontrado
no leito do riacho desta localidade um nematddeo mermitideo de outra espécie que se
encontrava parasitando uma larva média de S. (1.} subnigrum.

Os mermitideos de simulideos embora estejam amplamente distribuidos
geograficamente, com fregiiéncia ocorrem em correntes de 4gua de uma area particular.
Quando uma ou mais espécies de mermitideos co-habitam em uma area, uma delas
usualmente predomina. Em Newfoundland, Canada por exemplo, Gastromermis viridis,

Isomermis wisconsinensis e Mesomermis flumenalis freqiientemente coexistem, mas a

tiltima ¢ muito mais comum e ocorre em maior nimero de correntes d’4gua que as outras
(Ezenwa, 1974). Outros registros de diferentes espécies de mermitideos em simpatria
foram feitos por Camino (1991) na provincia de Tucuman na Argentina, este autor
encontrou juntas as espécies Mesomermis nortensis, Mesomermis sp. e Gastromermis sp.,
parasitando larvas de Simulium lachillei Paterson & Shannon, 1927.

Parasitismo por nematddeos mermitideos foi encontrado em outras localidades do
estado de Sdio Paulo. Na localidade de Barra do Una (BU) observou-se parasitismo em
larvas de §. (Ch) pertinax; em Morungaba também observou-se parasitismo em
8. (Ch.) pertinax em MR-LR e em S. (H.) brachycladum em MR-R e em Leme (LEM) foi
observado parasitismo em S. (Tnaequalium) sp. e em Simulinm sp. Nos estados do Parana,
Santa Catarina, Rio Grande do Sul e Minas Gerais foi achado também parasitismo por
mermitideos em larvas de simulideos. Em S#o Francisco de Paula/RS (SFP) observou-se
parasitismo em larvas de S. (Ch.) laneportoi, em Barfio/RS (BAR) foi achado parasitismo
em trés das quatro espécies presentes: S. (P.) auripellitum, S. (Psaraniocompsa) sp. e
8. (Ch.) pertinax. Na localidade de Tibaji/PR também achou-se parasitismo, mas s6 em
larvas de S. (Ch.) pertinax. Em Santo Antdnio de Atalanta/SC (SAA) encontraram-se
parasitadas todas as espécies presentes: S. (Psaraniocompsa) sp., S. (Inaequalium) sp. e
8. (Ch.) pertinax. Em Montes Verdes’/MG (MV) achou-se também parasitismo em larvas

de S. (Psaraniocompsa) sp. a uma altitude de 1650 metros (Tabela 3).



Figura 4. Larvas de simulideos infectadas por Isomermis sp.
A seta indica o mermitideo no interior da larva. 6,25 x.
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Tabela 7. Ocorréncia total de parasitismo pelo mermitideo Isomermis sp. em larvas
de simulideos na Serra do Japi (SJ-LR e SJ-R).

SILLR 8 (1) subnigrum 015 87 (9,51) 0,22 1,54 1,75
S. (P.) auripellitum 892 19 (2,13) 0 2,02 0,11
S. (G.) pruinosum 452 7 (1,55) 0 L1I1 0,44
8. ()} subclavibranchium 395 3(0,76) 0 0,76 0
8. (Ch.} pertinax 44 5(11,36) 0 11,36 0
Total (% Geral) 2475 121(4,88) (0,77} (4,04) (0,08)

SI-R S. (G.) pruinosum 674 34 (5,04) 0,15 4,75 0,15
S. (1) subnigrum o1 9(9,89) 0 9.89 ]
S. (Ch.) pertinax 24 11 (45,83) 0 45,83 0
8. (P) auripellitum 38 2 (6,90) 0 6,90 0
S. (1) subclavibranchium 15 0(0) 0 0 0
Total (% Geral) 842  56(6,605 (0,12) (641) (0,12)

* ver Tabela 1 em Materiais e Métodos.
** I Inaequalium; P.: Psaraniocompsa; G.: Grenierella; Ch.: Chirostilbia.

Para as localidades anteriormente mencionadas ndo foi possivel determinar o
género e a espécie de mermitideo presente pois ndo obtivemos exemplares adultos, que
sdo os que aportam a maior quantidade de caracteres diagndsticos a estes niveis; ndo
obstante pode-se sugerir que na localidade de Tibaji/PR e o mermitideo achado na titima
coleta na Serra do Japi/SP provavelmente correspondam ao género Gastromermis devido
a cor esverdeada que apresentam os pés-parasitas vivos e ao apéndice caudal reto e
comprido, segundo Rubtsov (1981) caracteristico deste género

Ocorréncia em baixa freqiiéncia por nematddeos mermitideos em simulideos foi
registrada por varios autores no mundo. Ezenwa (1973), ao examinar 3144 larvas de cinco
especies de simulideos na Peninsula do Labrador, Canada, encontrou uma incidéncia de
11,2%. Takaoka (1980}, ao examinar 23 346 larvas de simulideos de Guatemala, indica
uma incidéncia de 2,4%. Walsh er al. (1981) no entanto, sugerem a possibilidade de se
suspender a aplicagdo de larvicidas quimicos no rio Volta (4rea de oncocercoses na Africa
occidental) durante os meses de outubro e novembro devido & alta incidéncia de

mermitideos durante nesse periodo.
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Estudos feitos por outros pesquisadores no Brasil tém registrado a ocorréncia de
parasitismo por nematédeos mermitideos em larvas de simulideos na regifio sudeste do
pais. Castello Branco Jr. (1991) registrou a ocorréncia de Gastromermis viridis
(Nematoda: Mermithidae) em larvas de S. (Ch.) pertinax, na localidade de Morungaba,
estado de Sdo Paulo. Outros registros de mermitideos em larvas de borrachudos no sul e
sudeste tem sido feitos por outros pesquisadores (Castello Branco Jr. & Andrade, 1988;
Castello Branco Jr. ef al., 1987; 1993, Fetzner & Strider, 1996, Ambrés et al., 1996).

Nas larvas de simulideos parasitadas por nematédeos observou-se geralmente um
nematodeo por larva. Os pos-parasitas obtidos ao emergirem das larvas hospedeiras foram
fémeas, com excegdo das coletas realizadas na Serra do Japi nos meses de outubro de

1996, julho de 1997, agosto de 1997 e setembro de 1997 e nas localidades do estado do
Rio Grande do Sul, Séo Francisco de Paula (SFP) e Bario (BAR), onde foram

encontradas larvas de simulideos parasitadas por varios mermitideos, obtendo-se entdo
nematodeos fémeas e machos. Isto concorda com minhas observagBes pessoais feitas em
Cuba. Para larvas de Culex quinquefasciatus (Diptera: Culicidae) infectadas com apenas
um nematodeo de Romanomermis culicivorax, obtiveram-se geralmente pos-parasitas
fémeas, mas de larvas superparasitadas emergiram em maior quantidade pés-parasitas
machos. Petersen (1972) também indicou que a propor¢io de machos em relagio as
fémeas de R. culicivorax cresce ao aumentar o nimero de parasitas por hospedeiro. Por
outra parte, Paine & Mullens (1994) observaram o mesmo fato para o mermitideo
Heleidomermis — magnapula,  parasitando  larvas  de  Culicoides  variipennis
(Ceratopogonidae).

A analise dos dados de ocorréncia de parasitismo por Isomermis sp. pela prova de
% (0=0,05), revelou para os dois microambientes pesquisados na Serra do Japi (leito do
riacho e rampa de cimento na saida do lago) que a ocorréncia de parasitismo por categoria
larval é independente da espécie de simulideo, o que indica que nfo existem diferencas
significativas entre as espécies. Para as coletas obtidas no leito do riacho (SJ-LR), para as
cinco  espécies  presentes [S. (1)  subnmigrum, S. (P)  auripellitum,
8. (1) subclavibranchium, S. (G.) pruinosum ¢ S. (Ch.) pertinax] observou-se as maiores
ocorréncias de parasitismo em larvas médias. Na regido da rampa de cimento (SJ-R), para

as quatro espécies parasitadas [S. (G.) pruinosum, S. (1) subclavibranchium,
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S. (Ch.) pertinax e 8. (P.) auripellitum] as maiores ocorréncias de parasitismo também
foram obtidas em larvas médias (Tabela 7). O fato das maiores ocorréncias de parasitismo
por Isomermis sp. terem sido encontradas em larvas da categoria média e que os
mermitideos encontravam-se bem desenvolvidos, indica que as formas preparasiticas
teriam penetrado nos primeiros estadios de desenvolvimento do hospedeiro.

Pesquisas feitas por Santamarina (1991), indicam que larvas de primeiro e segundo
estadio de C. quinguefasciatus, em que o tegumento ¢ menos grosso devido & menor
quantidade de quitina, sdo mais susceptiveis ao ataque de larvas preparasiticas de
R. culicivorax que as de terceiro e quarto estadio. Estudos similares realizados por Bailey
& Gordon (1977) em 83 cursos d'agua de Newfoundland, Canadd indicam que

Prosinulium  mixtum, P. fuscum e Simulium venustum foram os hospedeiros

predominantes de M. flumenalis, mas a porcentagem de infecgio por este mermitideo em
larvas de estadios tardios foi geralmente baixa. Por outra parte Colbo & Porter (1980)
indicaram que a penetragio dos preparasiticos de mermitideos no hospedeiro ocorre

principalmente em estadios iniciais de larvas de simulideos.

4.2. Prevaléncia do nematédeo mermitideo Isomermis sp. e de

protozoarios microsporideos em larvas de simulideos na Serra do Japi.

Com relag@o as caracteristicas dos criadouros onde foi realizado o estudo sobre
prevaléncia do nematédeo mermitideo Isomermis sp. e protozodrios microsporideos em
larvas de simulideos na Serra do Japi/SP podemos dizer que a temperatura ambiental (12~
24°C, com media de 18°C), a temperatura da 4gua (12-20°C, com média de 16°C) e sua
velocidade (50-128 cmy/s, com média de 89 cm/s no riacho e 93-270 cm/s, com média de
181,5 cm/s na rampa) tiveram grande variagio ao longo do periodo de estudo (Tabela 2).
Esta variagdo deve-se a mudanca das estagGes do ano, aumentando assim as temperaturas
e velocidade da agua durante o verdo devido a aumento das precipitagdes.

O valor médio de pH das dguas do leito do riacho e da rampa estudados foi de 6,2
que esta dentro da faixa de pH na qual os mermitideos sdo infectivos; esta faixa varia de

3,6 a 8,6 (Brown & Platzer, 1978).
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As Tabelas 8 ¢ 9 mostra a taxa de prevaléncia de parasitismo pelo mermitideo
Isomermis sp. durante o periodo de estudo nos dois microambientes do riacho estudado
na Serra do Japi, no leito natural do riacho (SJ-LR) e na rampa de cimento a saida do lago
(SJ-R). Pode-se observar que a ocorréncia de mermitideos variou de 0,86% a 20% no
leito natural e de 1,28 a 21,30% na rampa de cimento. A maior ocorréncia de parasitismo
por mermitideos foi obtida no més de maio de 1996 (na rampa) € em setembro de 1997
(no leito natural), que correspondem respectivamente aos meses do inicio e fim do
inverno. Observou-se em geral, ocorréncia muito baixa de parasitismo durante os meses de
verdo, periodo em que hi um aumento nas temperaturas e nas precipitagbes. Nio
encontrou-se parasitismo no leito natural (SJ-LR) nos meses de outubro de 1996 (ndio
haviam larvas de simulideos), janeiro e novembro de 1997 (meses de verdo) enquanto que

na regiio da rampa, nfio encontrou-se parasitismo nos meses de fevereiro (ndo haviam

larvas de simulideos) e abril, meses de fim do verfo (Figura 5).

Alguns autores registraram que em regides onde ocorrem baixas temperaturas a
ocorréncia de mermitideos ¢ geralmente elevada porque as baixas temperaturas causam
uma diminuigdo da movimentago das larvas de simulideos e em geral de suas respostas
comportamentais a0 ambiente, permitindo que as larvas infectivas ou preparasiticas
penetrem mais facilmente perfurando o tegumento do hospedeiro que ndo consegue
evita-las (Anderson & Dicke, 1960, Rubtsov, 1963). Outro fator que pode ter influenciado
esta distribuicio da ocorréncia de parasitismo poderia ser a variagio no volume e na
velocidade da 4gua. O aumento das precipitacSes durante o verfio tem como conseqiiéncia
maior vazio, levando a maior velocidade da corrente de 4gua, dificultando o deslocamento
e ataque pelas formas preparasiticas e reduzindo assim a ocorréncia do nematddeo nesses
periodos do ano. Estudos realizados por Castello Branco Jr. (1994) em Morungaba/SP,
indicam que a ocorréncia do mermitideo Gastromermis viridis foi maior nos meses de
inverno, cuja vazio do riacho foi a menor do periodo de estudo. Este autor indica que ndo
observou ocorréncia de . viridis nos meses de dezembro, janeiro e fevereiro. Weiser
(1964) encontrou baixa incidéncia de mermitideos em larvas de S. muwiscorum, que
ocorrem em maior quantidade em sitios de correntes rapidas, bem como alta incidéncia de

mermitideos em larvas de S. ignescens, que tem preferéncia pelas correntes onde a

velocidade da agua nfio € muito alta. Crosskey (1990), relata que realmente a prevaléncia
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de mermitideos em populagdes larvais de simulideos varia com as estagdes do ano, além
de variar para as velocidades das correntes e mesmo para os diferentes pontos de uma
corrente, como também varia com a espécie hospedeira de simulideo. A prevaléncia de
mermitideos em seus hospedeiros pode ser muito alta. Coltbo & Porter (1980),
encontraram prevaléncias de 8% a 68% de mermitideos ndo identificados do complexo
S. venustum durante os meses de maio a junho no Canada.

Além do parasitismo pelo nematodeo mermitideo em larvas de simulideos durante
o periodo de maio de 1996 a maio de 1998, foi encontrado parasitismo por protozoarios
microsporideos (Tabelas 8 ¢ 9). A prevaléncia de microsporideos ao longo desse periodo
foi muito baixa (Figura 6), variando de 0,15% a 1,64% para o leito do riacho (SJ-LR) e no
outro microambiente, a rampa de cimento (SJ-R) so foi encontrado parasitismo na coleta

de fevereiro de 1998 (0,54% como total) em uma larva de S. (1) subclavibranchium. No

leito do riacho as maiores ocorréneias foram observadas em maio de 1996 (1,64%) e em
agosto de 1997, que correspondem a inicio e final do inverno, respectivamente. Esses
meses coincidem com altas ocorréncias de parasitismo por Isomermis sp. Devemos
destacar também que ao longo do periodo s6 duas espécies se encontraram parasitadas em
SI-LR, §. (Ch. ) pertinax e S. (P.} auripellitum.

E conhecido que em populagdes de simulideos, as infecgdes por microsporideos
ocorrem geralmente em niveis abaixo de 1%, entretanto ndo sfo raros os casos onde a
prevaléncia chega a 30% ou 50% (Gassouma, 1972; Weiser & Undeen, 1981, Maddox,
1987; Castello Branco Jr, 1991).

Os fatores que influenciam o estudo das doengas de insetos podem ser abordados
sob trés aspectos: quanto ao patdégeno, ao hospedeiro e ao ambiente. O conhecimento da
importancia de cada um desses aspectos leva a compreensdo da dindmica de uma doenga
(Castello Branco Jr., 1998).

As propiedades mais significativas quanto ao patoégeno em termos
epizootiologicos, sdo: patogenicidade, viruléncia, capacidade de sobrevivéncia ou de

persisténcia no ambiente e capacidade de dispersdo.
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Tabela 8. Parasitismos por microsporideos e nematédeos mermitideos nas espécies
de simulideos presentes durante o periodo de estudo no leito do riacho na Serra do
Japi (SJ-LR).

maio/96

sub-

0)

S. C’h ) pérrinax

29 1 3,45 4
8. (1) subnigrum 21 0 0 2 9,52
8. (G.) pruinosum 11 0 0 2 18,13
Total (% Geral) 61 1 (1,64) 8 (13,11}
Janeiro/97 8. (1) subrigrum 46 0 0 0 0
8. (1.} subclavibranchium 33 0 0 0 0
S. (P.) auripellitum 17 1 5,88 0 Q
S. (G} pruinosum 1 0 0 0 0
Total (% Geral) 93 1 (1,03) 0 (0)
fevereiro/97 8. (1) subnigrum 49 0 0 0 0
S. (1} subclavibranchium 48 0 0 0 0
S. (P.) auripellitum 17 0 0 1 5,88
S, (Ch.) pertinax 2 0 0 0 0
Total (% Geral) 116 0 (0) 1 (0,86)
abril/o7 8. (G.) pruinosum 375 0 0 2 0,53
S. (1) subnigrum 103 0 0 1 0,97
S. (P.) auripellitum 64 0 0 1 1,56
Total (% Geral) 542 0 (0) 4 (0,74)
maio/97 S. (P.) auripellitum 173 1 0,58 3 1,73
8. (1) subclavibranchium 55 0 0 0 0
S. (1) subnigrum 44 0 0 2 4,55
8. (Ch.) pertinax 9 0 0 i 11,11
Total (% Geral) 281 1 (0,35) 6 (2,14)
junho/97 S. (P.} auripellitum 224 0 0 3 1,34
S. (1) subnigrum 25 0 0 0 0
8. (1) subclavibranchium 23 0 0 0 0
8. (Ch.) pertinax 1 0 0 0 0
Total (% Geral) 273 0 (0) 3 (1,10)
julho/97 8. (1) subnigrum 419 0 0 58 13,84
S. (1) subclavibranchium 161 0 0 2 1,24
S. (G.) pruinosum 61 0 0 5 8,20
S. (P,) auripellitum 22 0 0 3 13,64
8. (Ch.) pertinax 3 1 3333 0 0
Total (% Geral) 666 1 (0,15) 68 (10,21)
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Tabela 8. (continuaciio).

3 , 2

S (1) subnigrum 54 0 0 11

8. ((r.) pruinosum 4 0 0 0

S. (1) subclavibranchium 1 0 0 0

Total (% Geral) 198 3 (1,52) 13

setembro/97 8. (1) subnigrum 36 0 0 10
S () auripellitum 32 0 0 4

8. (1.} subclavibranchium 2 0 0 0

Total (% Geral) 70 0 (0) 14

novembro/97 S, (P} auripellitum 62 0 0 0
S. (1) subnigrum 17 0 0 0

8 (1) subclavibranchium 4 0 0 0

Total (Geral) 83 0 0) 0

fevereiro/98 S, (1) subclavibranchium 43 0 0 0
S (P.) auripellitum 37 0 0 1

S, () subnigrum g 0 0 0

Total (% Geral) 88 0 ()] ]

maro/98 S. (P.) auripellitum 105 1 0,95 1
S. (1) subnigrum 93 0 0 3

S. (1) subclavibranchium 25 0 0 1

Total (% Geral) 223 1 (0,45) 5

* I Ingequalivm; P: Psaraniocompsa; G: Grenierella; Ch: Chirostilbia.
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Tabela 9. Parasitismos por microsporideos e nematédeos mermitideos nas espécies
de simulideos presentes durante o periodo de estudo na rampa de cimento i jusante

do lago na Serra do Japi (SJ-R).

decoleta (st ‘No:
maio/96 S. (G.) pruinosum 119 0 0 14 11,7
S. (Ch.) pertinax 24 0 0 1 45,8
8. (1) subnigrum 7 0 0 7 160
Total (Geral) 1560 0 (] 32 (21,3)
outubro/96 S, (1.} pruinosum 316 0 0 18 5,70
janeira/97 S. (1) subnigrum 63 0 0 1 1,59
S, (P.) auripellitum 15 0 0 0 0
Total (% Geral) 78 0 {0) 1 (1,28)
abril/97 8. (G.) pruinosum 68 0 0 0 0
S. (1) subnigrum 11 0 0 6 0
S. (P.) auripellitum 3 0 0 0 G
Total (% Geral) 82 0 (0) 0 0
agosto/97 S. (1) subnigrum 3 0 0 0 0
setembro/97 8. (P.) auripellitum 4 0 0 0 0
novembro/97 8. (1) subclavibranchium 5 0 0 0 0
S. (P.) auripellitum 2 0 0 1 50
Total (% Geral) 7 0 (0) I (14,29)
fevereiro/98 S (G} pruinosum 171 0 0 2 1,17
S. (1) subclavibranchium 5 1 20 0 0
S. (P.) auripellitum 5 0 0 1 20
S. (1) subnigrum 4 0 0 0 0
Total (Geral) 185 1 (0,54) 3 (1,62)
maio/98 S, (P.) auripeflitum 9 0 0 0 0
S. (L) subnigrum 6 0 0 1 1,66
S. (1} subclavibranchium 5 0 0 0 0
Total (Geral) 20 0 (0) 1 (5)

* I: Inaequalium; P: Psaraniocompsa; (i: Grenierella; Ch: Chirostilbia.
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Figura 5. Prevaléncia de parasitismo pelo mermitideo Isomermis sp. em larvas de
simulideos no leito natural do riache e na rampa na Serra do Japi (SJ-LR e SJ-R)

durante o periodo de estudo.
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Figura 6. Prevaléncia de parasitismo por microsporideos em larvas de simulideos no
leito natural do riacho e na rampa na Serra do Japi (SJ-LR e SJ-R) durante o

pertodo de estudo.
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Aparentemente ndo existem registros quanto a diferenca de viruléncia entre
linhagens (ou isolados) de microsporideos, o que se deve a falta de métodos para se
avaliar as espécies desse grupo (Tanada, 1976).

Quanto a persisténcia e longevidade dos esporos, Kramer (1970) assinalou que
essa questdo era desconhecida para 95% das espécies descritas € a maioria dos estudos
feitos até o momento sdo de laboratério. A longevidade dos esporos varia de espécie para
espécie e de situagio para situacio. Esporos de Nosema algerae tornam-se invidveis apos
5 minutos de dessecaciio (Maddox, 1973), enquanto seus esporos sobrevivem ne solo por
pelo menos 12 anos (Weiser, 1956, apud Tanada, 1976). A persisténcia no hospedeiro
também pode ser importante, temos por exemplo algumas espécies do género Thelohania

que hibernam dentro de pernilongos univoltinos (Kellen ef al., 1965).
Essa escassez de estudos sobre a persisténcia de esporos de microsporideos no

ambiente implica em pouco conhecimento sobre sua dispersdo. Sabe-se que o vento, a
chuva e os rios podem dispersar seus esporos. Os inimigos naturais, tais como predadores
¢ parasitoides também dispersam os esporos. Em ambientes aquaticos os proprios
individuos infectados liberam esporos ao morrer, favorecendo a infec¢fio de outros
hospedeiros via ingestdo (Castello Branco Jr., 1991).

Em relagdo & epizootiologia de microsporideos, um dos fatores de grande
importancia para a compreensdio da dindmica da doenga € seu modo de transmissio. Para
0s insetos com larvas aquaticas como € o caso dos simulideos, os microsporideos podem
ser transmitidos por via oral ou por via transovariana ou transovigénica (Maddox, 1987).
A transmissdo vertical tem sido demonstrada em culicideos (Adreadis, 1990) e em
simulideos (Undeen, 1981). Castello Branco Jr. (1991) demonstrou a ocorréncia de
transmissdo horizontal como mecanismo de manutencdo da doenga nas populagdes
hospedeiras de S. pertinax. Por outra parte, White ef al. (1994) observaram no
laboratorio, transmissfio horizontal de Amblyospora opacita entre o mosquitc Culex
territans e o copépodo Paracyclops chiltoni.

O impacto das microsporidioses e infecgSes por nematdodeos mermitideos em
simulideos parece ser significativo, a ponto de estimular mais estudos com o fim de se
compreender methor sua dindmica e avaliar seu potencial como agentes de controle

biolégico, natural e aplicado.
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4.3. Variacdo da densidade larval relativa das espécies de simulideo no

leito natural do riacho e na rampa da Serra do Japi.

As Figuras 7 e 8 mostram a vartagio da densidade relativa das larvas coletadas por
espécie de simulideo no riacho e na rampa da Serra do Japi, durante o periodo de maio de
1996 a fevereiro de 1998. Pode-se observar que para o leito do riacho, a densidade
relativa de larvas de S. (1.) subnigrum variou no minimo de 0,87% a maximo de 45,79% ,
ocorrendo este maximo no més de julho, que coincide com a esta¢iio de inverno e quando
se obteve uma alta porcentagem geral de parasitismo por mermitideos (10,21%) (Tabela

8). Um padrio semelhante foi encontrado para S. (1) subclavibranchium, que também

ocorreu em baixa densidade durante todo o periodo estudado, incrementando-se em
numero também no més de julho de 1997. Para S. (.} pruinosum observamos a maior
densidade relativa em abril de 1997 (estagio de outono), podendo-se coletar 375 larvas
(82,96%) incluindo s6 pequenas e médias. Para S. (P.) auripellitum podem-se observar
dois picos de maior ocorréncia relativa, um em maio de 1997 e outro em meados de junho
do mesmo ano (inicio do inverno). 5. (Ch.) pertinax manteve-se durante todo o periodo
em baixa densidade relativa, embora em maio de 1996 pode-se coletar um maior nimero
de larvas (29/65,91%) desta espécie, data que também coincide com uma alta
porcentagem geral de parasitismo por mermitideos (13,11%) (Tabela 8), devido
principalmente a alta ocorréncia de parasitismo nesta espécie (13,73%) e corresponde
também com a maior porcentagem de parasitismo por microsporideos do periodo
(1,64%), sendo S. pertinax a Gnica espécie parasitada por este patogeno nesta coleta
(Tabela 8B).

Na rampa de cimento a saida do lago da Serra do Japi podemos coletar durante o
estudo, as mesmas espécies que no riacho: S. (1) subnigrum, S. (1) subclavibranchium,
S. (G.) pruinosum, S. (P.) auripellitum e S. (Ch.) pertinax. Para S. (G.) pruinosum, no
entanto observou-se um pico populacional (316 larvas/46,88%) em outubro de 1996

(primavera) (Figura 8). Nesta data s0 esta espécie de simulideo estava presente e tinha

uma ocorréncia de parasitismo por mermitideos de 5,7%. Podemos observar novamente
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um aumento da densidade larval relativa desta espécie em fevereiro de 1998 (estacdio do
verdo). No caso de 8. (1) subnigrum e S. (P.) auripellitum o maior nimero de individuos
foi encontrado em janeiro de 1997 (estagdo de verfio), onde a porcentagem de parasitismo
foi baixa. 8. (Ch.) pertinax manteve-se em baixa quantidade por todo o periodo de estudo,
mas o maior numero de larvas coletadas se obteve em 13 de maio de 1996, coincidindo
com a maior porcentagem de parasitismo por mermitideos (21,3%) observada nesta
localidade (Tabela 9). No caso de S. (1) subclavibranchium, esta espécie s6 foi
encontrada a partir de novembro de 1997, mantendo-se na mesma densidade durante as
proximas coletas, além disso devemos destacar que a porcentagem de parasitismo
encontrada na rampa corresponde a uma larva desta espécie (Tabela 9). A partir da coleta

de abril de 1997 ndo foram encontradas mais larvas de simulideos nesse microambiente, o
que pode-se dever a que a rampa encontrava-se cheia de pupas de tricopteros

hydroptilideos, densamente aderidos ao substrato. A partir da coleta de agosto de 1997,
comegaram a se encontrar larvas de simulideos nesse sitio, primeiro sob folhas, e j4 na
coleta de fevereiro de 1998, foram coletadas sob folhas e na prépria rampa de cimento. O
parasitismo por Isomermis sp. fol novamente observado a partir da coleta de novembro de

1997, embora em baixa porcentagem (Figura 5).
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Figura 7. Densidade relativa de diferentes espécies de simulideos coletados no leito
natural do riacho da Serra do Japi (SJ-L.R) durante o periodo de estudo.
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Figura 8. Densidade relativa de diferentes espécies de simulideos coletados na rampa
da Serra do Japi (SJ-R) durante o periodo de estudo.
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A biota dos sistemas aquaticos em ambientes loticos estd sujeita a variagbes
sazonais que podem alterar sua dindmica populacional. Fatores abidticos como a
velocidade da corrente de 4gua e a temperatura, e fatores bidticos como a competigio
pelo substrato de fixacio e a fuga de predadores podem influir na distribuicdo das larvas
de simulideos, provocando a migragfio das mesmas. (Waters, 1972; Crosskey, 1990). No
presente estudo pode-se comprovar as variagbes da densidade larval relativa por espécie
de simulideo ao longo do periodo de estudo para os dois microambientes pesquisados na
Serra do Japi, observando-se um pico populacional para cada espécie em determinada
época do ano, sendo o mesmo diferente para cada microambiente. Este pico populacional
na populag@io hospedeira as vezes coincide com um pico do parasita. Apenas a densidade
elevada de uma populagiio de insetos ndo leva 4 ocorréncia de uma doenca. Outros
fatores, como susceptibilidade da populago, habitos do inseto, caracteristicas do
patogeno, potencial de indculo e condigbes de clima, também sio determinantes para o
desencadeamento das epizootias.

Epizootias sio mais evidentes nas altas densidades populacionais dos hospedeiros
(Watanabe, 1987). Nessas condi¢es, aumenta a probabilidade de contato entre o inseto e
as fontes de inoculo e também entre os individuos doentes e sadios da populagio. A
competicdo pelo alimento pode levar o inseto a um estresse de alimentagdo, o que,
normalmente, resulta em maior suscetibilidade do mesmo, aumentando o nimero de casos
da doenca e, conseqilentemente, sendo maiores as chances de ocorréncia de epizootia

(Alves & Lecuona, 1998).

4.4. Criaciie das formas de vida livre de Isomermis sp. no laboratério.

Com relacdo aos estudos de criagdo dos mermitideos no laboratéric pode-se
observar diferentes resultados apos a inundag@io dos recipientes (Figura 9). Na primeira
cultura, surgiram formas preparasiticas quando a inundacdo foi feita cinco, sete e oito
semanas depois de serem colocados os pos-parasitas (15 fémeas € 3 machos). O calculo

mediante o método de diluigdo volumétrica revelou que na inundagdo feita na quinta

semana obteve-se 561 preparasiticos, na sétima semana 495 preparasiticos e na oitava
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semana 1020 preparasiticos. Na cultura 2 que continha 4 fémeas e 9 machos, apés a
inundaciio, na sexta semana obtiveram-se 2527 preparasiticos, na oitava semana 340
preparasiticos ¢ na semana dez nfio foram encontrados preparasiticos na cultura. Na
cultura 3 que continha 2 fémeas e 3 machos apés a inundagio na sexta semana se
obtiveram 1369 preparasiticos. Na cultura 4, contendo 12 fémeas e 3 machos, apos a
mmundagdo na oitava semana se obtiveram 1620 preparasiticos. Com excegdo das culturas
1 e 4 que ndo foram inundadas na sexta semana, podemos observar que tanto na cultura 2
como na cultura 3, foi esta a semana em que se obteve o0 maior nimero de preparasiticos.
Para a cultura 4 que s6 foi inundada na oitava semana, 95% dos preparasiticos obtidos
encontravam-se inativos. Ao serem inundadas na décima semana, nenhuma das culturas
permitiu a obtengdo de preparasiticos.

Estudos realizados por Ambros & Santamarina (1994; 1995) com os nematddeos

mermitideos Romanomermis iyengari Welch, 1964 e R culicivorax, parasitas de
culicideos, mostraram que a sexta semana foi a melhor para se inundar as culturas e se
obter um maior namero de preparasiticos, que apds esse tempo, ja completaram o seu
desenvolvimento embrionario. Assim, na medida que vai passando o tempo, as larvas
preparasiticas vio eclodindo pela propria umidade que contém a cultura e se mantém
movimentando até€ irem perdendo a energia e ficarem inativas.

Os resultados obtidos com relagio a criacio de formas de vida livre de
mermitideos no laboratério indicam que os pés-parasitas colocados no meio de areia
umida a uma temperatura de 17°C se desenvolveram com sucesso até adultos, copularam

e ovipuseram, emergindo desses ovos os preparasiticos.
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Figura 9. Quantidade de preparasitices obtidos para quatro culturas em relacdo is
semanas de inundacéo.

4.5. Observacio do processo de muda das formas pés-parasitas de

Isomermis sp. no laboratério.

Ao colocar os pés-parasitas fémeas de Isomermis sp. coletados na Serra do Japi,
em um meio de agua destilada 4 uma temperatura de 22°C a 24°C, observou-se que estas
comegaram mudar para adultos dez dias depois de terem emergido das larvas de
simulideos. O processo de muda da cuticula do pés-parasita iniciou seu desprendimento
pela regido caudal. Nos tropicos tém sido feito poucos estudos com relagio a muda da
etapa pos-parasita a adulta de nematddeos da familia Mermithidae. Acero (1991) registrou
para nematOdeos de simulideos da regido de Chisaca, Colémbia, um tempo de dois meses
para que aconteca a muda de pés-parasitas a adultos de vida livre, 3 uma temperatura de
8°C a 10 °C. Estudos realizados por Ambrés & Santamarina (1994) para R. culicivorax

relatam que a muda de pos-parasitas a adultos ocorre dez dias apos terem emergido das

larvas de pernilongos, 2 uma temperatura de 24-27°C. Em nosso estudo a diferenca
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encontrada em relagdo ao tempo de muda relatado por Acero (1991), pode-se dever
principalmente em relagdo a temperatura menor em que foram realizados seus estudos.
Uma vez que esse mesmo autor indica que o tempo de muda e o ciclo de vida em geral
destes mermitideos depende inversamente da temperatura.

Deve-se destacar que foram realizadas vérias tentativas para a obtencfio da muda
dos pos-parasitas a adultos, devido a contaminagio dos mesmos por fungos Saprolegniales
Oomycetos. Outros registros de micoses tém sido feitos por Stirling & Platzer (1978) em
R. culicivorax. Eles observaram que este mermitideo era altamente susceptivel i
contaminagfo pelo fungo Chitridiomiceto Catenaria anguillulae, encontrando-se até 90%
dos pés-parasitas infectados. O ajuste do pH nas criagdes ou um pequeno periodo de
congelamento foram as melhores medidas de controle para essa micose (Platzer &

Brown, 1976; Platzer, 1978).

4.6. Criacdo de hospedeiros alternativos.

Logrou-se realizar a criagiio de C. quinguefasciatus utilizando 4gua do préprio
criadouro para as larvas com farinha de figado para sua alimentagfo. A solucdo de mel a
10% foi usada para alimentar os adultos machos e ratos recém nascidos para a alimentagio
das fémeas adultas, com sucesso.

Com relagéo as tentativas de criagfio de quironomideos e psicodideos, as larvas
coletadas em pneus e banheiros residencials uma vez trasladadas ao laboratério morreram
poucos dias depois de serem colocadas tanto em agua do préprio criadouro, como em
agua destilada ou agua de torneira. A criagio de quironomideos, foi somente conseguida
ao ar livre, na calha que continha agua da torneira até uma altura de 7 cm e matéria
orgénica, na forma de 0,5 Kg de grama cortada.

Estes resultados indicam que psicodideos possivelmente ndo seria um bom grupo
de insetos para ser utilizado como possivel hospedeiro alternativo de Isomermis sp. devido

a dificuldade de criacdo destes insetos.
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4.7. Avaliacio de Isomermis sp. em hospedeiros alternativos.

Com relagiio s provas realizadas no laboratério para avaliar [somermis sp. em
hospedeiros alternativos podemos dizer que nos grupos testados: Aedes albopictus, Culex
quinguefasciatus, Chironomidae e Ephydridae, nfo foram encontrados mermitideos no
interior das larvas e pupas assim como dos adultos que emergiam, apos realizar a
dissec¢do dos mesmos; embora foram obtidas altas porcentagens de mortalidade tanto nos
grupos controles como nos grupos expostos aos preparasiticos deste mermitideo (Tabela

10).

Tabela 10. Provas para avaliacio de mermitideos em hospedeiros alternativos.

............. - Expost
15 45 71

Culicidae Aedes albopictus %- 10 25 5 25725 25

estadio- 1 I 1 IV 1 O M v
larval

Culex quinguefasciatus 65 30 20:1
30 20 351
75 70 50:1
50 50 90:1
Chironomidae - 90 g5 17:1
Ephydridae - 100 100 10:1
100 100 501
Simuliidae Simulium subnigrum 0 20 6:1

No ensaio feito com as larvas de S. (1) subnigrum de terceiro estadio larval
observou-se que trés dias apds terem sidos as larvas de simulideos expostas aos
preparasiticos de Isomermis sp. foram encontrados mermitideos no interior de larvas
quando realizou-se a dissecciio das mesmas. A porcentagem de parasitismo obtida no
grupo exposto foi de 20% e a média de infectagdo foi de 1 mermitideo por larva de
simulideo infectada.

Apesar de muitos trabalhos terem enfocado o uso de mermitideos para o controle
de borrachudos (Bailey & Gordon, 1977, Molloy & Jamnback, 1977, Finney & Mokry,
1980) o grande problema continua sendo a criagio em massa da espécie de borrachudo

hospedeira em condi¢des de laboratorio (Petersen, 1985); pelo que no presente estudo nos
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propusemos realizar algumas tentativas de infeccio no laboratério de larvas de outros
insetos com os preparasiticos de Isomermis sp.

A importdncia dos mermitideos e sua incidéncia no controle biologico de
simulideos t€m sido demonstrada experimentalmente nos trabathos de Molloy & Jamnback
(1977); os quais provocaram no laboratério infec¢do de S. venustum com Mesomermis
Jlumenalis, chegando a 71,4% de parasitismo nas larvas. Quanto 2 introdugiio no campo,
Likhovoz (1978 apud Molloy, 1987) inoculou nematddeos do género Gastromermis em
correntes de 4gua onde ndo ocorria parasitismo em simulideos. Dois anos depois, devido a
infe¢do das larvas, observou-se reduco do nimero de simulideos.

Estudos feitos por varios autores no laboratorio indicam que R. culicivorax,

apesar de ndo ocorrer naturalmente em simulideos, teve sua infectividade demonstrada
nestes hospedeiros. Finney & Mokry (1980) usaram R. culicivorax produzido

comercialmente para parasitar larvas de S. verecundum. Esta espécie de mermitideo ndo
completou seu desenvolvimento no hospedeiro ndo usual, mas matou as larvas. Gaugler &
Molloy (1981) conseguiram obter no laboratério uma mortalidade de 50% em §. vittatum
utilizando nematodeos do género Mesomermis, a dose empregada for de 34,5
mermitideos/ml de agua.

Apesar de ndo ter conseguido infectar larvas de A albopictus,
C. quinguefasciatus, Chironomidae e Ephydridae no presente estudo, consideramos
necessario dar continuidade as avaliagOes deste mermitideo nestes e outros possiveis
hospedeiros alternativos visando a manutencdo da fase parasita deste nematédeo no
laboratério e a obtengio completa de seu ciclo de vida, o que poderd permitir novas
tentativas sobre a utilizacfio deste mermitideo nos programas de manejo integrado de

simulideos.
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5. CONCLUSOES.

Os resultados obtidos no presente estudo permitem elaborar conclusdes sobre o
impacto de parasitas inimigos naturais em populagdes de simulideos e das possibilidades

de inclussdo em programas de Manejo Integrado de pragas:

1-) Trés tipos de patogenos parasitam naturalmente larvas de simulideos nas localidades
onde foram realizados os levantamentos: nematddeos da familia Mermithidae,
protozoarios microsporideos e se registra pela primeira vez o fungo Coelomycidium sp.
em larvas de S. pertinax de Ilhabela/SP, uma localidade submetida durante vérios anos ao

controle quimico.

2-) O microsporideo encontrado nas localidades de Morungaba e Leme (Estado de
S#o Paulo) corresponde a espécie Polydispyrenia simulii ¢ o nematdédeo mermitideo

encontrado na Serra do Japi/SP corresponde 2 espécie Isomermis sp.

3-) A prevaléncia de parasitismo de Isomermis sp. em larvas de simulideos na Serra do
Japi varia com a estagdo do ano, e ¢ relacionada com a temperatura, precipitagdes e

conseqiiente aumento da vazdo e da velocidade da 4gua.

4-} A baixa taxa de prevaléncia da microspornidiose encontrada em larvas de stmulideos na
Serra do Japi indica que o controle natural que exerce este parasita sobre as populagdes

hospedeiras ¢ de pequena expressdo.

5-) A muda da etapa poOs-parasita a adulta de fsomermis sp. ocorre dez dias depois de ter

emergido o nematddeo da larva hospedeira de simulideo a temperatura de 22 a 24 °C.

6-) Um meio de areia imida colocada em um recipiente fechado e mantido a temperatura

de 17°C ¢ eficaz para a criacfo das formas de vida livre de mermitideos no laboratorio, e a

sexta semana depois de se ter colocado as formas pods-parasitas recém emergidas das
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larvas de simulideos na cultura de arefa Umida, parece ser a mais indicada para se realizar a
mundagfio da cultura e se ter assim uma maior quantidade de larvas infectivas ou

preparasiticas.

7-) Estadios iniciais das larvas de simulideos sdc mais susceptiveis & penetracio dos pre-

parasiticos de Isomermis sp.

8-) Isomermis sp. apesar de encontrar-se na natureza parasitando vérias espécies de
simulideos, nas avaliacdes feitas no laboratério em outros grupos de insetos indicam até o

momento que infecta s6 representantes da familia Simuliidae.

9-) Os resultados obtidos no presente trabalho reforgam a importdncia do papel que
exercem os inimigos naturais em populagbes de simulideos, estimulando a realizagio de
estudos mais detathados sobre a biologia e ecologia destes parasitas para avaliar sua
utilizaglio como possiveis agentes de controle bioldgico em populagdes de simulideos alvo

de controle.
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Figura 10. Microambientes pesquisados na Serra do Japi/SP.
A, Leito do riacho; B, Rampa de cimento 4 jusante do lago.



Figura 11. Larvas de simulideos.
Pequena (P), Média (M); Grande (G). 5 x.



Figura 12, Esporos de Polydispyrenia simulii.
A, Coloragdo pelo Acido Tricomio modificada,
B, Coloragio pelo Gram-Cromotropo;,

C, Coloracdo pelo Giemsa. 330 x.
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Figura 13. Esporoblastos e esporos maduros, dentro de vesiculas do esporoforo,
de Polydispyrenia simulii. Coloragdo pelo AFT. 330x.

Figura 14. Corte transversal de larva de simulideo infectada
com Polydispyrenia simulii. Intestino (1), Esporos (E). 330x.



Figura 15. Pos-parasita de Isomermis sp emergindo da
larva de simulideo. 5 x.

Figura 16. Adultos de Isomermis sp.
Fémea (F); Macho (M). 5 x.



Figura 17. Fémea gravida de Isomermis sp.
Vulva (VU); Ovos (OV). 66 x.

Figura 18. Fémea de Isomermis sp.
Vulva (VU)}. 198 x.
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Figura 21. Corte transversal de larva de simulideo parasitada por Isomermis sp.
Mermitideo (ME). 330 x.

Figura 22. Ovo de Isomermis sp. 198 x.



