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RESUMO

Souza, E. M., Identificagdo do bacterioma de Stomoxys calcitrans e potencial impacto econémico a
pecuaria dos surtos associados ao setor sucroenergético. 2022. Tese de Doutorado - Programa de
Pés-Graduacdo em Ciéncias Veterinarias. Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia,
Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, Campo Grande, MS, 2022

Mosca-dos-estabulos (Stomoxys calcitrans) € um inseto que parasita diversos grupos de
animais, incluindo os seres humanos. Nas ultimas décadas, surtos desta mosca tém sido
registrados em varias regides do pais, com destaque para municipios de Mato Grosso do Sul,
Mato Grosso, Goias, Minas Gerais e Sao Paulo. Estas areas se caracterizam pela expansao do
setor sucroenergético, o que pode justificar a presenga dos surtos, uma vez que, com a proibigédo
da queima pré-colheita a palhada da cana-de-agucar passou a se acumular nas plantagdes e
umedecida com vinhaga tornando-se um ambiente propicio para o desenvolvimento larvar. Por ser
um inseto hematoéfago e realizar picadas dolorosas, S. calcitrans causa perdas econdmicas na
bovinocultura interferindo na saiude do animal e, consequentemente, diminuindo sua produgéo.
Algumas pesquisas indicam a importancia de S. calcitrans como possivel vetor mecénico e
biolégico de diversos agentes patogénicos, porém poucos estudos foram realizados envolvendo
situagdes de campo, assim como, a identificacdo e o isolamento de microorganismos em moscas
selvagens. Os objetivos do presente estudo foram estimar o impacto econémico provenientes dos
surtos desta mosca na bovinocultura, como também o0s prejuizos anuais as usinas
sucroenergéticas brasileiras; e paralelamente, com auxilio da metagenémica e bioinformatica,
identificar o bacterioma presente em DNA extraidos das mosca-dos-estabulos. O potencial
impacto econémico anual dos surtos, associados as usinas sucroenergéticas estimado foi de R$
1,065 bilhdes (US$ 205,38 milhdes) para a bovinocultura brasileira. Enquanto o potencial prejuizo
estimado as industrias sucroenergéticas acumularam valores de R$ 43,743 milhdes (US$ 8,428
milhdes) ao ano. O montante final dos prejuizos financeiros aos setores de bovinocultura e
bioenergético brasileiro, foi de R$ 1.109.667.348,27 (US$ 213.808.737,62). Através das analises
de metagenoma foi identificado vasta diversidade de bactérias, destacando quatro filos
Proteobacteria, Firmicutes, Bacteroidetes e Actinobacteria. As bactérias do filo Proteobacteria foi o
que apresentou maior frequéncia relativa nos trés grupos de amostras de DNA de mosca-dos-
estabulos, porém as amostras do Patio Il (Embrapa) foi o que apresentou maior variedade de filos
de bactérias. Estudos futuros serdo necessarios para um melhor conhecimento da abrangéncia de
bactérias carreadas por S.calcitrans, assim como a necessidade de uma maior compreensao a
respeito da dindmica relacionada com a dispersao dos patégenos de importancia na bovinocultura.
Antecipar cenarios pode ser o ponto de partida para o desenvolvimento de processos preventivos
ligados a mosca-dos-estabulos em toda estrutura que envolve as atividades sucroenergéticas e
sistemas produtivos pecuarios em suas proximidades.

Palavras-chave: Bioinformatica, DNA, Metagendmica, Mosca-dos-estabulos, Prejuizos.
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Abstract

Souza, E. M., Identification of Stomoxys calcitrans bacteriome and potential economic impact on
livestock from outbreaks associated with the sugar-energy sector. 2022. Doctoral Thesis —
Graduate Program in Veterinary Sciences. College of Veterinary Medicine and Animal Science,
Federal University of Mato Grosso do Sul, Campo Grande, MS, 2022.

Stable fly (Stomoxys calcitrans) is an insect that parasitizes several groups of animals,
including humans. In recent decades, outbreaks of this fly have been recorded in several regions of
the country, especially in cities of Mato Grosso do Sul, Mato Grosso, Goias, Minas Gerais and Sao
Paulo. These areas are characterized by the expansion of the sugar-alcohol industry, which may
justify the presence of the outbreaks, since, with the prohibition of pre-harvest burning, the
sugarcane straw starded to accumulate in plantations and moistened with vinasse, making it an
environment conducive to larval development. As it is a hematophagous insect and causes painful
bites, S. calcitrans causes economic losses in cattle, interfering in the health of the animal and,
consequently, reducing the production. Some researches indicate the importance of S. calcitrans
as a possible mechanical and biological vector of several pathogens, but few studies have been
carried out involving field situations, as well as the identification and isolation of microorganisms in
wild flies. The objectives of the present study were to estimate the economic impact resulting from
the outbreaks of this fly in cattle, as well as the annual losses to brazilian sugar-energy industry;
and at the same time, with the aid of metagenomics and bioinformatics, to identify the bacteriome
present in DNA extracted from stable flies. The potential annual economic impact of the outbreaks,
associated with the sugar-energyl industry, was estimated at R$ 1,065 billion (US$ 205,38 million)
for Brazilian cattle. While the estimated potential damage to the sugar-energy industries
accumulated values of R$ 43,743 million (US$ 8,428 million) per year. The final amount of financial
losses to the brazilian cattle and bioenergy sectors was R$ 1.109.667.348,27 (US$
213.808.737,62). Through metagenome analysis, a vast diversity of bacteria was identified,
highlighting four phyla Proteobacteria, Firmicutes, Bacteroidetes and Actinobacteria. The bacteria
of the Proteobacteria phylum showed the highest relative frequency in the three groups of stable fly
DNA samples, but the samples from Patio Il (Embrapa) showed the greatest variety of bacterial
phyla. Future studies will be necessary for a better understanding of the range of bacteria carried
by S. calcitrans, as well as the need for a better understanding of the dynamics related to the
dispersion of the pathogens of importance in cattle farming. Antecipating scenarios can be the
starting point for the development of preventive processes linked to the stable fly in the entire
structure that involves sugar-energy activities and cattle raising systems in its vicinity.

Keywords: Bioinformatics, DNA, Losses, Metagenomics, Stable fly.
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1. INTRODUGAO GERAL

A cadeia produtiva da pecuaria bovina e o setor sucroenergético tém
sido atingidos direta e indiretamente por surtos de Stomoxys -calcitrans,
popularmente conhecida como “mosca-dos-estabulos” ou “mosca-da-vinhaca”.

A mosca-dos-estabulos € um inseto que pode parasitar bovinos,
equinos, suinos, aves e caes, dentre outros animais, inclusive os seres
humanos (BISHOPP, 1913; HANSENS, 1951; FOSBROOKE, 1963).

Nas ultimas décadas, surtos desta mosca, associados a usinas
sucroenergéticas, tém causado sérios problemas a varios municipios
brasileiros.

A presenca de substratos umidos de cana-de-agucar, originados do
beneficiamento da mesma, usados em fertirrigagdo por exemplo, propiciam a
permanéncia e multiplicacdo da mosca de forma exponencial (ARAUJO et al.,
2018).

Por ser um inseto hematofago, realiza picadas dolorosas, tornando-as
de forma intermitentes, assim S. calcitrans alimenta-se do sangue de varios
hospedeiros em um unico repasto. O estresse e o desconforto continuo que
provoca nos animais, podem causar perdas econdmicas, pois interfere na
saude e bem estar do animal e, consequentemente, leva a uma diminuigdo na
sua producdo (BALDACCHINO et al., 2013). Nesta revisdo, os autores
destacaram a importancia de S. calcitrans como possivel vetor mecanico e
biolégico de diversos agentes patogénicos. Porém poucos estudos foram
realizados em condi¢des de campo, tanto na identificagdo, como no isolamento
de microorganismos presentes nestas moscas.

Os objetivos deste estudo foi estimar o impacto econémico proveniente
dos surtos desta mosca na bovinocultura, como também os prejuizos anuais as
usinas sucroenergéticas brasileiras. Com os dados de registros da ocorréncia
dos surtos no pais até 2020, foram considerados varios parametros produtivos.
Dentre eles, o numero total de animais sob risco nos municipios afetados,

correlacionando-os com os possiveis efeitos do parasitismo nos hospedeiros,
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tais como perdas estimadas na producao de leite e na quantidade de animais
que deixaram de ser abatidos, ou seja, a quantidade de carne, convertida em
arroba (@) que deixou de ser produzida. A partir dos resultados encontrados,
estimou-se potenciais prejuizos econdmicos referentes as cadeias produtivas
do leite, de carne e da cana-de-agucar. Os valores monetarios dos prejuizos
foram estimados e expressos em Real e também convertidos em Délar.
Posteriormente, foi demonstrada a equivaléncia do valor do prejuizo
encontrado, em termos de salarios minimos.

Paralelamente, utilizando os recursos da metagenémica aliada a
bioinformatica, objetivou-se identificar o bacterioma presente em DNAs
extraidos das populagdes de S. calcitrans obtidas de trés nichos ecoldgicos
distintos. Assim, foi possivel comparar a diversidade do bacterioma de moscas
presentes na usina sucroenergética e propriedades adjacentes a esta com
relacdo aos demais ambientes coletados. Pardmetros de diversidade e
abundancia de ocorréncia das bactérias foram expressos em frequéncia

relativa.
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2. REVISAO DE LITERATURA

Conhecida popularmente como “mosca-dos-estabulos® ou “mosca-da-
vinhaga”, Stomoxys calcitrans vem despontando como uma das preocupagdes
constantes e crescentes na bovinocultura, bem como ao setor sucroenergético.
S. calcitrans, é um diptero hematéfago e em sua fase adulta, apresenta
inespecificidade parasitaria, podendo atacar diferentes espécies de animais,
como os bovinos, equinos, ovinos, caprinos, caninos, suinos, aves domésticas,
animais selvagens (BISHOPP, 1913) e inclusive seres humanos (HOGSETTE
et al., 1987).

Nas ultimas décadas, aumento exponencial da populacdo desta mosca
tem sido observado em diversas localidades do pais (KOLLER et al., 2009;
BARROS et al., 2010; KASSAB et al. 2012), caracterizando-se como surtos. A
associagao da disponibilidade dos substratos vegetais em decomposicdo com
proibicdes do despejo da vinhaga em corpos d’agua, bem como da queima pré
colheita da palha de cana-de-agucar, favorecem o aparecimento dos surtos de
S. calcitrans nas usinas sucroenergéticas, acarretando sérios problemas a

pecudria no entorno dessas usinas (ARAUJO et al., 2018).

Revisao de Literatura Impacto Econémico:

As regides Sudeste e Centro-oeste do Brasil apresentam registros de
surtos em varios municipios, contabilizando significativos prejuizos e
promovendo um impacto sécio-econdmico negativo de grande expresséo.
Atualmente, os estados brasileiros que se destacam com ocorréncia de surtos
dessa mosca sdo Minas Gerais, Sao Paulo, Goias, Mato Grosso e Mato Grosso
do Sul (KOLLER et al., 2009; GOMES, 2009; BARROS et al., 2010; ODA &
ARANTES, 2010; BITTENCOURT, 2012; ALVES, 2012).

Este parasito realiza uma picada dolorosa e intermitente, promovendo
um incomodo direto ao seu hospedeiro. Os animais ao tentarem se defender

desses insetos, apresentam movimentos defensivos bruscos e exagerados da
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cabegca, membros e cauda, além de marcante alteragdo no pastejo com
comportamento grupal de aglomeragdo (BERNARDES et al., 2018).

Além do estresse continuo causado pela infestagcdo elevada de mosca-
dos-estabulos, somam-se aos prejuizos, as perdas de sangue e redugéo do
consumo de alimentos por estes animais (BITTENCOURT e MOYA, 2002).
Além de lesdes no couro, a transmissao de agentes patogénicos pode estar
associada a esse parasitismo (DE LA FUENTE et al., 2008), contribuindo com
perdas significativas na produtividade bovina.

Kunz et al. (1991), reportaram diminuicao de 27 litros de leite por vaca
por ano quando infesfestadas por mosca-dos-estabulos. Guimardes et al.
(2001) registraram redugao aproximada de 15% no ganho de peso dos animais
e de 60% na produgédo de leite. Bernardes et al. (2018), encontraram uma taxa
de mortalidade de 5,6% no lote maternidade e 21,74% de partos distdcicos,
além do abandono materno de recém-nascidos.

Grisi et al. (2014), contabilizaram prejuizos anuais na bovinocultura
brasileira relacionados a infestagdes por S. calcitrans, no valor de US$ 335
milhdes de dodlares. Entretanto, esta informagdo ndo estima os prejuizos
decorrentes em periodos de surtos ocorridos recentemente em diferentes
regides do pais (DOMINGHETTI et al., 2015).

Prejuizos na bovinocultura de outros paises americanos, relacionados
ao parasitismo por mosca-dos-estabulos, também foram estimados. Estudos
desenvolvidos nos EUA contabilizaram prejuizos em torno de US$ 2,212
bilhdes de dolares (TAYLOR et al., 2012), e no México, Rodriguez-Vivas et al.
(2017) reportaram valores aproximados a US$ 6,796 bilhdes de ddlares.

Os prejuizos para o setor das usinas de cana-de-agucar englobam
custos com varias agdes e medidas que as mesmas desenvolvem junto ao
produtor rural no tocante ao combate e/ou controle da mosca no ambiente de
criacdo dos animais. Segundo Gomes et al. (2018), as usinas gastam com

reunides de sensibilizagdo com produtores rurais, alimentagdo, transportes,
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horas extras de seus funcionarios e técnicos, médicos veterinarios; além de
inseticidas, produtos quimicos e empresas terceirizadas para combater as
moscas. Armadilhas, maquinarios, veiculos e combustiveis, dentre outros
gastos tém sido reportados. Neste estudo, os autores publicaram os gastos
médios da usina, somado aos prejuizos médios pecuarios anuais de 90
propriedades vizinhas em um raio de 30 km de distancia a usina. Os prejuizos

estimados foram de R$ 3,5 milhdes.

Revisao de Literatura Bacterioma:

Considerando o aumento populacional de S. calcitrans e consequente
perturbagao/estresse de animais parasitados sejam o0s aspectos mais
importantes na produgao animal, é preciso assinalar possivel efeito indireto de
importancia relacionado a insetos sugadores de sangue, como a mosca-dos-
estabulos, da capacidade de realizar transmissdo de agentes patogénicos entre
individuos parasitados (BALDACCHINO et al., 2013).

Stomoxys calcitrans tem o habito de se alimentar intermitentemente
sendo que, sua alimentacdo pode ser interrompida em decorréncia direta da
perturbacdo que ela causa ao animal. Consequentemente, diferentes animais
podem ser parasitados pela mesma mosca. Se ha microrganismos no sangue
do hospedeiro, a mosca-dos-estabulos pode carrega-los em seu aparelho bucal
(ou em outras partes de seu corpo) sendo possivel que patégenos
remanescentes sejam transferidos para um animal susceptivel.

Em uma revisdo, BALDACCHINO et al. (2013), revisaram a participagao,
bem como a importancia de S. calcifrans como vetor mecanico de diversos
agentes patogénicos. A associagao entre os agentes das doencgas estudadas e
S. calcitrans foi apresentada principalmente por transmissao experimental, em
condicdes laboratoriais diversas. Em um destes estudos, como exemplo, S.
calcitrans foram identificadas (por meio de PCR) como infectadas apos
alimentacdo em bovinos em fase aguda de infecgdo. Alguns poucos estudos
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foram capazes de associar S. calcitrans a transmissao natural (FOIL et al.,
1983; MRAMBA et al., 2007).

Patogenos do género Trypanosoma spp também ja foram identificados
em S. calcitrans e descritos como passiveis de transmissao por vias mecanicas
por esta mosca (MIHOK et al., 1995; HADI e AL-AMERY, 2012). Atencéo
especial deve ser dada a possivel relagao entre surtos de tripanossomiase por
Trypanosoma vivax em bovinos ocorridos na Ameérica Latina, inclusive nos
estados de S&o Paulo e Minais Gerais (OLIVEIRA et al., 2009; CUGLOVICI et
al., 2010; CADIOLI et al., 2012). Os autores sugerem, por observagdes, o
envolvimento de S. calcitrans no aparecimento dos surtos de tripanossomiase
devido ao aumento na abundéncia desta mosca nas regides afetadas, mas n&o
tinham por objetivo, tais estudos, o monitoramento da populagdo de moscas
naquele periodo. Assim, estudos mais complexos que contemplem a analise de
dados em conjunto, podem trazer importante contribuicdo para o avango do
conhecimento nesta area.

Conhecidos ectoparasitos de bovinos, a mosca-dos-estabulos e o
carrapato-do-boi estdo associados a uma variedade de agentes patogénicos
(BALDACCHINO et al., 2013; DE LA FUENTE et. al., 2008). Poucos estudos
foram realizados com a mosca-dos-estabulos para avaliacao da biodiversidade
de microrganismos presentes neste inseto. Estudos disponiveis, apresentam
certa limitagdo de informagbes, em fungcdo das metodologias adotadas,
envolvendo apenas cultura ou andlise pontual por clonagem molecular
(FORSTER et al., 2007; MRAMBA et al., 2007; CASTRO et al., 2007; CASTRO
et al., 2010; CASTRO et al., 2013; HADI e AMERY, 2012; OLAFSON et al.,
2019). Analises moleculares por sequenciamento de nova geragao estao entre
as mais modernas técnicas utilizadas no estudo de vetores e tém sido
aplicadas para determinar a diversidade de microrganismos presentes em
artrépodes vetores, tanto de importancia humana como veterinaria (NG et al.,
2011; BELAK et al., 2013; MILLER et al., 2013; VILLEGAS e PIMENTA, 2014).
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A metagenOmica € uma abordagem baseada na analise genbmica de
uma populagdo de microrganismos que permite identificar e avaliar
comunidades microbianas em diferentes ecossistemas, incluindo aqueles nao-
cultivaveis (HANDELSMAN, 2004). Porém, mesmo com os avangos obtidos, a
complexidade para apresentar informagdes significativas a partir de milhdes de
sequéncias de diferentes genomas, ainda era um grande desafio para a area
de bioinformatica (WOOLEY et al, 2010). Os progressos recentes
possibilitaram o desenvolvimento de métodos de sequenciamento de DNA,
denominados de sequenciamento de nova geragcdo (New Generation
Sequencing — NGS) e de alto rendimento, somados a variedade de ferramentas
disponiveis em bioinformatica, possibilitaram analises multiplas de inumeros
genomas. De qualquer forma, estes estudos demonstraram o papel da mosca
como carreador de varios agentes patogénicos, tanto para seres humanos
como para animais. Castro et al. (2013) apresentaram resultados de isolamento
bacteriano com grande prevaléncia de Escherichia coli.

Analises genbmicas da mosca-dos-estabulos foram realizadas por meio
de metabarcoding, comparando as comunidades bacterianas (marcador 16S) e
eucarioticas (marcador 18S) em larvas de mosca e seus substratos de
desenvolvimento (SCULLY et al., 2017). A partir desta analise, ficou
demonstrado que a comunidade microbiana das larvas (diferentes
habitats/substratos) é distinta daquelas encontradas nos substratos, e menos
diversificada, sugerindo que a fisiologia (mecanismos digestivos/enzimas) da
larva hospedeira pode desempenhar um papel seletivo em relacdo ao
enriquecimento e retengcdo dos microrganismos em S. calcitrans, como é
observado em outros insetos (TERRA et al.,, 1988; LEMOS & TERRA, 1991,
MORAES et al., 2010). Como discutido por SCULLY et al. (2017), uma
possibilidade que merece investigagdo é que produtos antibacterianos
secretados por bactérias que colonizam o intestino de S. calcitrans possam
prevenir competicdo/colonizacao por outras espécies bacterianas.
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Considerando a atual situagao de expansao de surtos de S. calcitrans,
ocorrendo ndo s6 em maior numero, mas também em maior intensidade no
Brasil e em outras partes do mundo, e a pouca informagéo sobre a importancia
vetorial deste inseto para bovinos, € de extrema relevancia, além de avaliar o
impacto financeiro e social causado direta/indiretamente as propriedades
afetadas, bem como a economia brasileira, avaliar também o risco
epidemiologico existente entre a ocorréncia de surtos de S. calcitrans e a
incidéncia/prevaléncia de doengas em bovinos na mesma regiao.

Utilizar a metodologia de analise metagendmica para gerar
conhecimentos acerca deste parasito e sua interagdo com microrganismos
diversos, paralelamente, com a facilidade na obten¢gdo de material nucléico a
partir dos exemplares coletados, permitira conhecer a diversidade microbiana
que pode ser encontrada nesta mosca. Ampliando protocolos por meio da
metagendmica em mosca-dos-estabulos, podera ser extendido para os estudos
de outros vetores de importancia veterinaria, como também de importancia

zoonotica.
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Resumo: A mosca-dos-estabulos (Stomoxys calcitrans) ¢ um parasito de diversas
espécies animais, incluindo seres humanos. Por ser hematdfaga e ter uma picada
dolorosa, S. calcitrans causa expressivas perdas econdmicas a bovinocultura,
interferindo na satide e na produgdo do rebanho. Nas ultimas décadas, surtos desta
mosca, associados a usinas sucroenergéticas, t€m causado sérios problemas a varios
municipios brasileiros. O objetivo do presente estudo foi calcular o potencial impacto
econdmico destes surtos a bovinocultura nacional e os potenciais prejuizos as usinas
sucroenergéticas. A partir de registros sobre a ocorréncia de surtos no pais até o ano de
2020, foram analisados parametros produtivos referentes ao numero total de animais em
risco nos municipios afetados, a partir dos quais, foram estimadas perdas econdmicas
referentes as cadeias produtivas do leite, da carne e da cana-de-agucar. O potencial
impacto econdmico anual dos surtos, associados as usinas sucroenergéticas foi de R$
1,065 bilhdes (US$ 205,38 milhdes) para a bovinocultura brasileira. Enquanto o
potencial prejuizo estimado as indudstrias sucroenergéticas acumularam valores de R$
43,743 milhdes ou (US$ 8,428 milhdes) ao ano. O montante final dos prejuizos
financeiros aos setores de bovinocultura e bioenergético brasileiro, foi de R$

1.109.667.348,27 (UUS$ 213.808.737,62). As estimativas apresentadas pelo presente
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estudos, demonstram a importancia deste parasito a pecuaria nacional e a necessidade
de maior compreensdo a respeito da dindmica dos surtos, contribuindo para o
desenvolvimento de estratégias de combate e controle integrados desta mosca.
Antecipar cenarios pode ser o ponto de partida para o desenvolvimento de processos
preventivos ligados a mosca-dos-estabulos em toda estrutura que envolve as atividades
sucroenergéticas e sistemas produtivos pecudrios em suas proximidades.

Palavras-chave: Bovinocultura, Cana-de-acticar, Estimativa, Mosca-dos-estabulos,

Usina Sucroalcooleira.

Abstract: The stable fly (Stomoxys calcitrans) is a parasite of several animal species,
including humans. As it is hematophagous and has a painful bite, S. calcitrans causes
significant economic losses to cattle, interfering with the health and production of the
herd. In the last decades, outbreaks of this fly, associated with sugar and alcohol
industry, have caused serious problems in several Brazilian cities. The objective of the
present study was to calculate the potential economic impact of these outbreaks on
national cattle raising and the potential damage to sugar-energy industry. From records
on the occurrence of outbreaks in the country until the year 2020, production parameters
were analyzed regarding the total number of animals at risk in the affected cities, from
which economic losses were estimated regarding the production chains of milk, beef
and sugarcane. The potential annual economic impact of the outbreaks associated with
the sugar-energy plants was R$ 1.065 billion (US$ 205.38 million) for Brazilian cattle.
While the estimated potential damage to the sugar and alcohol industries accumulated
values of R$ 43.743 million (US$ 8.428 million) per year. The final number of financial
losses to the Brazilian cattle and bioenergy sectors was R$ 1,109,667,348.27 (UU$
213,808,737.62). The estimates presented by the present study demonstrate the
importance of this parasite to national livestock and the need for greater understanding
of the dynamics of outbreaks, contributing to the development of integrated strategies to

combat and control this fly. Anticipating scenarios can be the starting point for the
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development of preventive processes linked to the stable fly in the entire structure that

involves sugar-energy activities and cattle raising systems in its vicinity.

Keywords: Cattle farming, Sugarcane, Estimation, Stable fly, Sugarcane Industry.

Introducio

Conhecida popularmente como “mosca-dos-estabulos” ou “mosca-da-vinhaga”
Stomoxys calcitrans tem se destacado no cenario nacional como uma das crescentes
preocupagdes aos criadores de bovinos, bem como ao setor sucroenergético. S.
calcitrans ¢ um diptero hematofago que apresenta inespecificidade parasitaria, podendo
atacar diferentes espécies animais, como bovinos, caprinos, equinos, ovinos, suinos,
caes, gatos e frangos (Bishopp, 1913), como também seres humanos (Hogsette et al.
(1987).

Explosdes populacionais dessa mosca, tém sido frequentes em algumas regides
do Brasil nas ultimas décadas (Koller et al., 2009; Barros et al., 2010; Kassab et al.
2012), caracterizando-se como surtos. A geracao de residuos e subprodutos de origem
organica em larga escala nas usinas sucroenergéticas favorecem o desenvolvimento das
larvas da mosca-dos-estabulos (Corréa et al., 2013; Dominghetti et al., 2015). A
associacdo entre a vinhaca aplicada durante a fertirrigacdo e a palhada resultante da
colheita mecanizada, apos a proibi¢do da queima pré-colheita da palha da cana,
aumentou consideravelmente a disponibilidade de locais e subtratos para a proliferagdo
e manutencao das formas larvais deste parasito (Gomes et al., 2018).

As regides Sudeste e Centro-Oeste apresentam registros de surtos em varios
municipios, contabilizando significativos prejuizos e¢ promovendo um expressivo
impacto socioecondmico negativo. Surtos da mosca-dos-estabulos associados a usinas
sucroenergéticas tém ocorrido em cinco estados brasileiros: Goias, Mato Grosso, Mato
Grosso do Sul, Minas Gerais e Sao Paulo (Koller et al., 2009; Gomes, 2009; Barros et
al.,2010; Oda e Arantes, 2010; Bittencourt, 2012; Alves, 2012).
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Na tentativa de se defender desses insetos, os animais apresentam marcante
alteracdo no pastejo com comportamento grupal de aglomeracdo. Realizam movimentos
defensivos bruscos e exagerados de cabega, membros e cauda, (Bernardes et al., 2018).

Guimaraes et al. (2001), reportaram prejuizos de 15 % no ganho de peso de
animais infestados por mosca-dos-estabulos. Taylor et al. (2012), registraram redugdo
de 6% de peso em bezerros mamando, 26 quilos em animais criados a pasto e 9 quilos
em animais em confinamento, estimando valores aproximados de US$ 2,211 bilhoes
anuais nos EUA em prejuizos relacionados a infestagdo por mosca-dos-estabulos. Grisi
et al. (2014), publicaram valores relacionados a prejuizos destas infestacdes,
aproximados em de US$ 335 milhdes anuais para bovinocultura. No México,
Rodriguez-Vivas et al. (2017), estimaram prejuizos em torno de US$ 6,79 bilhdes.

Os prejuizos causados por esta mosca ao setor sucroenergético englobam custos
com vdrias agdes de manejo e medidas desenvolvidas junto a produtores rurais no
tocante a prevengao de surtos e controle da mosca nas fazendas. Incluindo despesas com
visitas e reunides técnicas com produtores rurais, alimentagdo, transporte, salarios e
horas extras de seus funciondrios e técnicos, médico veterindrio, aplicagao de produtos
inseticidas, operagdes de manejo (compostagem de torta de filtro e cinzas), armadilhas,
manuten¢do de equipamentos e veiculos, combustiveis e empresas terceirizadas para
combater as moscas, dentre outros gastos (Gomes et al., 2018). Neste estudo, os autores
estimaram prejuizos de R$ 3,5 milhdes entre gastos médios anuais com medidas de
controle e combate a S. calcitrans pela usina, somados aos prejuizos médios anuais de
90 propriedades circunvizinhas a um raio de 30 km a mesma.

Considerando o aumento dos surtos de S. calcitrans no Brasil, objetivou-se no
presente trabalho, avaliar o potencial impacto economico que afeta a bovinocultura e o

setor sucroenergético, refletindo de forma negativa na economia nacional.

Material e Métodos
Levantamento dos dados de pecuarios e sucroenergéticos

Identificacdo dos surtos nos municipios
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A Embrapa Gado de Corte possui uma base de dados com registros da
ocorréncia de surtos de S. calcitrans no Brasil realizada e atualizada desde 2009.

Para identificacdo das localidades com ocorréncia de surtos foram consideradas
noticias veiculadas na midia digital, televisao e radio; registros cientificos; comunicados
de produtores rurais e usinas afetadas; levantamento realizado pela Casa de Agricultura
do Estado de Sdo Paulo (CATI — Secretaria de Agricultura e Abastecimento, SP);
comunicagdes feitas por representantes de classe e registros da propria equipe feitos in
loco.

No presente estudo foram considerados apenas os municipios onde os surtos
ocorridos tiveram relagdo com a producgdo e/ou processamento industrial da cana-de-
acucar. Para cada registro encontrado, foi verificada a presenca de usinas na regiao
(proprio municipio e/ou municipios vizinhos). Quando nao havia clareza da ocorréncia
de surto, da presenca de usina na localidade e da associagdo entre ambos, a informac¢do
foi descartada.

Os dados de produgdo e rebanho (dados secundarios) foram obtidos junto ao
IBGE - Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica — SIDRA - Sistema IBGE de
Recuperacdo Automatica (2020) e AnualPec 2020/2021 a partir dos quais foram
identificadas as populagdes bovinas de leite e corte nos municipios afetados. Em
algumas situacgdes especificas, onde alguma informacdo de produgdo ou caracteristicas
de rebanho de um determinado municipio ndo estavam disponiveis nestas bases de
dados, o municipio foi excluido da andlise em questdo, sendo mantido em analises mais

genéricas.

Variaveis Economicas

As varidveis relativas a produg¢dao da pecudria, incluidas para a avaliar o
potencial impacto econdomico decorrente dos surtos por mosca-dos-estabulos foram
“producao leiteira” (litros/dia) e “taxa de abate” ((@/ano).

Os dados foram organizados em planilhas do programa Microsoft Excel, versao

2016.
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As variaveis economicas foram baseadas nas cotagdes dos valores comerciais do
litro do leite e arroba do boi praticados pelas industrias em cada municipio ou regido.
Os valores das moedas foram expressos em Real e Délar Americano e o cambio oficial
aplicado foi de RS 5,19, referente a 31/12/2020, conforme divulgado pelo BCB — Banco
Central do Brasil.

A quantidade de usinas nos municipios afetados e em municipios vizinhos a
estes, foram obtidos a partir de informacdes da revista digital Novacana, referéncia no
setor de usinas sucroalcooleiras. Para avaliagao do potencial econdmico dos surtos de S.
calcitrans na industria da cana-de-agucar foi considerado o volume médio de recurso
despendido relativo a produ¢do de cana-de-agticar (milhdes de toneladas anual). Esse
impacto foi calculado com base em um valor fixo informado pela Associacdo de
Produtores de Bioenergia de Mato Grosso do Sul — BIOSUL (2019), estimado a partir
dos gastos tangiveis mantidos pelas usinas, com agdes de mobilizacdo, manejo e
controle visando o combate aos surtos.

Paralelamente, dados territoriais de cada municipio afetado pelos surtos foram
compilados do banco de dados IBGE, tanto para estimativas da pecudria, como das
usinas. Para melhor interpretacdo dos resultados, foram construidos graficos de barras,

tabelas e mapas de calor com os resultados finais das analises.

Calculo da populacao bovina potencialmente afetada por surtos (bovinos sob risco)
em cada municipio estudado.

As variaveis “produ¢do leiteira” e “taxa de abate” em 2020 foram estimados
para cada municipio afetado a partir do “niimero de vacas ordenhadas” e “rebanho
efetivo”, respectivamente, extraidos banco de dados IBGE — SIDRA (2020). Devido a
indisponibilidade de informagdes sobre o nimero de animais abatidos para determinado
estado ou municipio na base de dados do IBGE, tal informacao foi obtida junto ao
AnualPec 2020. Deste modo, foi possivel calcular a taxa de abate, utilizando a relagdo

entre “numero de animais abatidos” (AnualPec, 2020) e o “rebanho efetivo” (IBGE —
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SIDRA, 2020). Com esta propor¢ao calculada para cada estado, estimou-se o nimero de
animais abatidos em cada municipio.

Mesmo sendo possivel estabelecer para cada municipio, onde j& ocorreu pelo
menos um registro de surto de S. calcitrans, o “nimero de vacas ordenhadas” e a “taxa
de abate estimada”, entende-se que nem todos os animais do municipio encontram-se
proximos das usinas para serem afetados pelos surtos. Assim, foi considerado que cada
usina possui uma area de influéncia de 30 km de raio a partir do parque industrial onde
a cana-de-acucar ¢ processada (Gomes et al. 2018). Ao aplicar o raio de 30 km na
formula da area da circunferéncia, o resultado é uma area uniformizada de 2.827km, a
qual foi empregada e padronizada para os municipios, cujas areas territoriais sdo
inferiores ou iguais a 2.827km. Para os municipios que possuem area territorial maior

que a referida medida, a area de influéncia considerada foi a drea do municipio em
questao, conforme dados compilados do IBGE.

Em seguida, calculou-se numero de “animais sob riscos” (leite e corte) nos
municipios com surtos por S. calcitrans, utilizando a férmula:

BoR=BA e/ou VO * (2827 /A)

Onde: BoR ¢é o numero de “Bovinos sob Risco”; BA é o nimero estimado de “Bovinos
Abatidos” no municipio; VO ¢ o numero de “vacas ordenhadas” no municipio; A ¢ a
area do municipio.

Foi considerado um periodo médio de surto de 100 dias de duracdo por ano,

conforme Dominghetti et al. (2015).

Calculos da perda e prejuizo na producio de leite

Para determinar o prejuizo da atividade leiteira, no periodo de surto, foram
relacionadas perdas na produgdo média de litros de leite e os valores médios pagos aos
produtores de cada estado ou regido acometido pelos surtos.

Considerando o periodo de 305 dias de lactacdo (Ferreira e Miranda, 2007)
determinou-se a média anual de producdo (litros de leite/vaca ordenhada/dia) por

estado. O numero obtido foi multiplicado por 100 (dias de periodo de surto),
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encontrando volume de leite produzido por vaca neste periodo. A perda na producio do
leite durante o surto foi estimada utilizando uma taxa média de 45% de redugdo na
producdo. Este valor foi determinado considerando diversas publicagdes, entrevistas,
palestras e levantamentos que estimam prejuizos entre 30% e 60% de reducdo na
produgdo durante surtos de S. calcitrans (Guimaraes et al, 2001; Taylor et al, 2012;
Grisi et al, 2014; Gomes et al, 2018). Dessa forma, obteve-se o volume final de perda da
producao de leite pelas “vacas ordenhadas em risco” nos municipios. A producao de
leite foi convertida em valores monetarios, expressos em Real e Dolar.

A producdo de leite por vaca ordenhada em periodos sem surtos, também foi
calculada. Neste caso, o periodo considerado foi de 205 dias, o que corresponde ao
periodo total de lactacdo (305 dias) menos o periodo de producao afetada pelo surto
(100 dias). Utilizando dados de Kunz et al. (1991), que reportaram uma diminui¢do na
producdo de 27 litros de leite ao ano quando os animais foram submetidos a surtos por
S. calcitrans. Assim, o volume de leite perdido seria de aproximadamente de 72% de
litros neste periodo por vaca ordenhada, ou seja, 19,5 litros de leite em periodos sem
surto.

A fonte de referéncia utilizada para obten¢ao de valores pagos aos produtores no
litro de leite (ano de 2020) para os estados de Goids, Mato Grosso do Sul, Minas Gerais
e Sao Paulo, foi utilizado dados AnualPec (2020). Para o Estado de Mato Grosso foi
utilizado como fonte de referéncia, o Instituto Mato-Grossense de Economia

Agropecuaria (IMEA).

Calculos da perda e prejuizo na producao de carne

Para calcular o prejuizo na producdo de carne foram considerados dados
experimentais ainda nao publicados de um estudo sobre ganho de peso conduzido pela
Embrapa Gado de Corte, em sistema extensivo, onde em um dos tratamentos
experimentais os animais sofreram ataque da mosca-dos-estdbulos por 100 dias,

resultando em 1 (uma) arroba (@) de diferenga se comparado ao grupo que nao sofreu
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ataques. No restante do ano, ndo houve influéncia das infestagdes no ganho de peso dos
animais (Comunicag¢do pessoal Rodrigo Gomes, Embrapa, 2019).

Considerando o nimero de “Bovinos sob Risco” (BoR) calculado e a perda de
1@ no peso da carcaga obteve-se o volume final de perda da producdo de carne por
municipio no periodo de surto. A quantificacdo dessa diminui¢do na produ¢do, foi
convertida em valores monetérios expressos em Real e Ddlar.

Para obtencdo de valores pagos aos produtores na arroba do boi gordo, foi

considerado valores extraidos do Anualpec (2020) de cada estados.

Calculos dos prejuizos no setor sucroenergético

Dados da produgao de cana-de-agticar por municipio foram extraidos do SIDRA
(IBGE —2020). Para facilitar o calculo, os dados de volume de producdo de cana, foram
convertidos em milhdes de toneladas.

Estimativas fornecidas pela Associacdo de Produtores de Bioenergia de Mato
Grosso do Sul — BIOSUL, em relacdo aos gastos médios do setor sucroenergético em
acOes contra mosca-dos-estabulos foram de R$ 150.000,00 por milhdo de tonelada de
cana produzida. Esta informacgdo refere-se apenas aos gastos e perdas médias para o
estado de Mato Grosso do Sul. Entretanto, devido a auséncia destas informagdes para
outros estados, esta média foi utilizada para todas as usinas que sofrem com este
problema no Pais. Com base na quantidade de cana produzida, foi estimando o prejuizo

anual sobre o setor industrial relacionado a presenca de S. calcitrans em cada estado.

Equivaléncia socioeconémica do potencial impacto dos surtos da mosca-dos-
estabulos

O resultado da soma dos valores totais dos prejuizos nas atividades pecuarias
(leite e corte) e usineiras foi equiparado e quantificado em saldrios minimos. No ano de
2020, o salario minimo vigente era de R$ 1.045,00 tarifado pelo Ministério da

Economia.
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Resultados e Discussiao
Analise de surtos de S. calcitrans associados a usinas em municipios brasileiros

Surtos da mosca Stomoxys calcitrans associados a presenca de usinas
sucroenergéticas tem sido registrados em duas regioes brasileiras: Centro-Oeste (Goias,
Mato Grosso ¢ Mato Grosso do Sul) e Sudeste (Minas Gerais ¢ Sao Paulo), totalizando
221 municipios afetados.

Porém, no levantamento dos dados dos municipios afetados pelos surtos foi
necessario descartar nove municipios por falta de dados publicos. Para os calculos de
levantamento dos prejuizos acarretados a bovinocultura descartou-se o municipio de
Hortolandia/SP; ja para os calculos dos prejuizos acarretados as usinas, foram
descartados os municipios de Cabeceiras/GO, Planalto da Serra/MT, Aguas do Prata,
Alfredo Marcondes, Divinolandia, Hortolandia, Piquete, Santo Anténio do Jardim e
Vargem, estes ultimos localizados no estado de Sdo Paulo. Mesmo tendo usinas no
municipio, como ¢ o caso de Vargem, ndo foram encontrados dados oficiais de
producdo de cana-de-agticar nos mesmos, inviabilizando o calculo para essa atividade

neste municipio.

250

= = N
o (%] o
o o o

Quantidade municipios com surtos
(9]
o

MT MG GO MS SP Total
Estados

Figura 1. Numero de municipios, por estado, afetados por surtos da mosca-dos-estabulos associados as

usinas bioenergéticas
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Os surtos de S. calcitrans estao distribuidos em 4 municipios no estado do Mato
Grosso, 5 municipios do estado de Minas Gerais, 13 municipios no estado de Goiéds, 15
municipios no estado de Mato Grosso do Sul e 184 municipios no estado de Sao Paulo.

A éarea territorial total dos municipios afetados foi de 645.657 k.

Analise do impacto econdomico causado por surtos de S. calcitrans na pecuaria
leiteira

Através dos calculos realizados obteve-se uma populagdo de 654.606 vacas
ordenhadas nos municipios afetados pelos surtos. Destas, foram consideradas apenas as
“vacas ordenhadas em risco” de cada municipio, ou seja, 612.942 vacas. O volume total
de leite perdido no periodo de surto foi estimado 204.879.933 L, ou seja, média de 334
litros a menos por vaca no periodo de surto. Segundo IBGE, 2020, a producao anual de
leite no Brasil foi de 25.641.262.000 L. O volume de leite perdido nos municipios
afetados pelos surtos (100 dias), relacionados as usinas sucroalcooleiras representa 0,8%
da producao nacional em 2020.

A quantidade reduzida de litros de leite por vaca encontrada neste estudo foi de
684,7 L/lactagao ou 2,25 L leite ao dia. Este resultado foi o dobro do resultado relatado
por Barré, 1981; que verificou diminui¢do anual acumulada de 0,5 a 1 litro de leite por
vaca por dia, ou de 342 L/lactacdo em propriedades que apresentaram alta infestacao
por S. calcitrans. Por ouro lado, os resultados do presente estudo apresentaram-se bem
maiores aos encontrados por Kunz et al. (1991), que estimaram uma diminuigado de 27
kg na produgao de leite por vaca por ano e Taylor ef al. (2012), citaram uma redugao de
139 quilos de leite por vaca por ano.

Com o volume estimado de leite perdido no periodo de surtos, calculou-se o
prejuizo a atividade leiteira nos estados analisados em R$ 392.955.281,80 (US$
75.713.927,13); Fig. 2.

Grisi et al. (2014), registraram valores em US$ 275,97 milhdes de prejuizos
anuais para atividade leiteira. Porém, nesta publicacao ndo foi considerado periodo de

surtos como apresentado no presente estudo.
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Dentre os cinco estados analisados no periodo de surtos da mosca-dos-estabulos,
Sao Paulo foi o que apresentou maior prejuizo na atividade leiteira, com valores de R$
297.220.305,58 (US$ 57.267.881,62).

Mato Grosso do Sul foi o segundo estado que somou maior area territorial dentre
os estados com municipios afetados pelos surtos, apresentando 57.966 ki de area. E
também foi o segundo estado com maior quantidade de municipios afetados. Porém,
350
300
250

200

[Eny
u
o

100

Prejuizo econdmico (milhoes RS)

(O]
o

MT MS MG GO SP
ESTADOS

o

Figura 2. Estimativas do impacto econémico de surtos da mosca-dos-estabulos & bvinocultura de leite no

Brasil

quando comparado dentre os cinco estados analisados, foi o que apresentou segundo
menor volume na redu¢ao da produgdo de leite nos municipios afetados, representando
apenas 1,3% na reducdo da producao leiteira em funcao dos surtos. Tal situagdo pode
ser explicada pela aptiddo do estado, voltada a pecuéria de corte (SEMAGRO - MS).
Assim, o estado ndo sofreu impacto significativo com a redugdo de receita proveniente

dessa atividade.

Anadlise do impacto econdomico causado por surtos de S. calcitrans na bovinocultura

de corte
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Para determinar o prejuizo do periodo de surtos na pecudria de corte, foi
considerada a quantidade de animais que deixaram de ser abatidos, ou seja, quantidade
de carne convertida em arroba (@) que deixou de ser produzida. O peso padronizado no
Brasil de uma arroba (15 kg) ¢ relativamente proximo ao peso que Kunz et al. (1991)
estimaram com as perdas de 100 g por animal por dia em confinamentos, ou seja, em
100 dias 10 kg.

Com os calculos realizados resultou um total de 3.163.205 animais abatidos nos
municipios afetados pelos surtos. Destes, 3.013.693 animais foram considerados
“animais abatidos sob risco”. Considerar que um “animal abatido sob risco” equivale a
uma arroba de boi, o prejuizo acumulado na pecuaria de corte foi R$ 672.968.913,91
(US$ 129.666.457,40). O valor encontrado no periodo de surto € 2,2 vezes maior que
encontrados por Grisi et al., 2014, que registraram valores em US$ 59,49 milhdes de
prejuizos anuais para pecuaria de corte.

Semelhante ao que foi observado com relagdo a producdo leiteira, Sdo Paulo
também apresentou o maior prejuizo no periodo de surtos na pecuaria de corte com

valor de R§ 541.665.036,70 (US$ 104.367.059,09), Fig. 3.

600
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300
200

100
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ESTADOS

Prejuizo econdmico (milhdes RS)

Figura 3. Estimativas do impacto econdmico de surtos da mosca-dos-estabulos a bovinocultura de corte

no Brasil
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Apesar de ser o maior produtor de carne bovina (Anualpec 2020/2021), o estado
de Mato Grosso foi o que apresentou 0 menor prejuizo na analise em questdo. A medida
da extensdo territorial considerada para os municipios afetados pelos surtos neste
estado, foi de 11.308 kni (o equivalente a 130.800 ha). A medida territorial considerada,
o colocou na ordem crescente, dentre estados analisados, como o estado que apresentou
menor quantidade total de 4reas destinadas para este cultivo. Coerente com os dados
divulgados pelo IBGE (2020), que divulgou area total no cultivo de cana de 265.149 ha
para o estado de Mato Grosso e para o estado de Sao Paulo, foi destinado para esse

cultivo em 2020, uma area total de 5.515.801 ha.

Analise do impacto economico sobre a bovinocultura brasileira em funcio de
surtos de mosca-dos-estabulo relacionados as usinas de cana-de-acucar.

Analisando apenas os surtos por S. calcitrans em proximidades de usinas, a
bovinocultura brasileira sofre reflexo direto, apresentando um significativo impacto
economico (Figura 4), computando uma estimativa que ultrapassa a um bilhado de reais,
ou seja, R$ 1.065.924.195,72 (US§$ 205.380.384,53).

Conforme a Fig. 4, o estado de Sdo Paulo apresenta o maior prejuizo dentre os
estados afetados por surtos, com cerca de R$ 838.885.342,28 (US$ 161.634.940,71)
(78,7%) de prejuizos anuais na producdo de leite e carne. Sdo José do Rio Preto foi o
municipio que se destacou a nivel estadual e nacional, com prejuizos em torno de R$
129.520.320,97 (US$ 24.955.745,85).

O segundo estado com maior potencial para prejuizo econdmico foi Goids
(9,4%), com prejuizos estimados em R$ 100.477.288,27 (US$ 19.359.785,79). Neste
Estado, o municipio com maior prejuizo foi Morrinhos, com 20.511.109,17 (US$
3.952.044,16). Minas Gerais (5,33%) contabilizou prejuizos em torno de R$
56.858.929,09 (US$ 10.955.477,67) com destaque para o municipio de Frutal com
prejuizos alcangando R$ 17.569.594,56 (US$ 3.385.278,34).
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Figura 4. Estimativas do impacto econdmico de surtos da mosca-dos-estabulos a bovinocultura no Brasil

Prejuizos econdmicos estimados para o Estado de Mato Grosso do Sul (5,2%)
foi de R$ 55.281.147,86 (US$ 10.651.473,58), destacando-se o municipio de Nova
Andradina com prejuizos estimados em R$ 9.039.000,59 (US$ 1.741,618,61).

O Estado de Mato Grosso (1,35%) computou prejuizos da ordem de R$
14.421.488,22 (US$ 2.778.706,79), tendo sido maiores no municipio de Mirassol
d’Oeste com R$ 7.084.013,89 (US$ 1.364.935,14).

Os resultados de prejuizos encontrados no presente estudo foram inferiores dos
publicados por Taylor et al. (2012) e Rodriguez-Vivas et al. (2017), que apresentaram,
respectivamente, prejuizos de US$ 2,211 bilhdes e USS 6,79 bilhoes.

Andlise do impacto econdomico causado por surtos de S. calcitrans nas indistrias
sucroenergéticas

Dos 221 municipios afetados, apenas 128 possuem industrias sucroenergéticas
dentro em seu territorio, com numeros variados entre um e quatro usinas. Municipios
sem usinas em seu territdorio eram vizinhos de outros com usinas sucronergéticas,
chegando a 11 unidades em suas imediagdes. Essa constatagcdo, pode explicar a presenga

de surtos de mosca-dos-estabulos relacionados a atividade industrial da cana-de-agtcar
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nos municipios que ndo possuem usinas em seu territorio, mas que sofrem influéncias
direta de usinas presentes no(s) seu(s) municipio(s) vizinho(s).

A quantidade total de cana produzida nos municipios afetados pelos surtos de
mosca-dos-estabulos foi de 291.621.017 toneladas no ano de 2020. O prejuizo estimado
para o setor sucroenergético foi estimado em R$ 43.743.152,55, equivalente a USS$
8.428.353,09 ao ano.

Os estados com maiores prejuizos ao setor sucroenergético, em ordem
decrescente, foram Sdo Paulo, Mato Grosso do Sul, Goias, Minas Gerais ¢ Mato
Grosso, ilustrado Fig. 5.
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Figura 5. Estimativas do impacto econdmico de surtos da mosca-dos-estabulos ao setor

bioenergético no Brasil

Conforme dados divulgados pelo IBGE, no ano de 2020, o estado de Sao Paulo
produziu o total de 352,3 milhdes de toneladas de cana-de-acucar, sendo
responsavel por 52% da produgdo nacional ou seja, 677,9 milhdes de tonelada.

No presente estudo, os municipios afetados pelos surtos no estado de Sao Paulo
foram os maiores produtores de cana, com 213,3 milhdes de toneladas, representando

73.14% da producdo total dos demais estados analisados.
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Anadlise do impacto econdomico causado por surtos de S. calcitrans na bovinocultura
e industrias sucroenergéticas brasileira

O potencial prejuizo econdmico para a pecudria bovina no Brasil, em
decorréncia de surtos de S. calcitrans relacionados as usinas de cana-de-agucar, foi
estimado em R$ 1,065 bilhoes (US$ 205,3 milhdes).

O potencial prejuizo econdomico anual estimado neste estudo, para as industrias

sucroenergéticas nos estados analisado, foi de R$ 43,7 milhoes (US$ 8,4 milhdes).

1.200
1.000
800
600
400

200

Prejuizo econdmico (bilhdes RS)

0 — mm m
MT MS MG GO SP TOTAL

HmBOVINOCULTURA LEITE ~ mBOVINOCULTURA CORTE USINAS

Figura 6. Estimativas do impacto econdmico de surtos da mosca-dos-estabulos a bovinocultura e ao setor

bionergético no Brasil

O montante final dos prejuizos financeiros aos setores de bovinocultura e
bioenergético brasileiro, foi de R$ 1.109.667.348,27 (UU$ 213.808.737,62), Fig. 6.
Analise da equivaléncia socioeconémica do impacto potencial causado por surtos
de S. calcitrans

O impacto econdmico negativo dos surtos da mosca-dos-estabulos a
bovinocultura e as industrias sucroenergéticas brasileira foi equiparado ao parametro
financeiro salario minimo, remuneragao oficial do trabalhador brasileiro.

Os prejuizos causados por surtos de S. calcitrans a pecudria equivalem a

quantidade de 1.020.023 salarios minimos (valor vigente de R$ 1.045,00) ao ano. Se
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813 incluida 13° parcela, o montante representa 78.463 salario minimos. Para o setor
814  bioenergético, o prejuizo equivale a 41.857 salarios minimos. Quando somados os
815  prejuizos da pecuaria bovina com os das usinas, finaliza com uma quantidade

816  expressiva de 1.061.878 salarios minimos, Tab. 1.
817
818 Tabela 1. Potenciais prejuizos econdmicos municipais decorrentes de surtos por Stomoxys calcitrans a

819  pecuaria bovina e as usinas bioenergéticas em 2020, equiparados em niimero de salarios minimos

Saldrio Minimo* (Quantidade)
Estado
Pecuéria Bovina Usinas Bioenergéticas Total

SP 802.761 30.618 833.379
MS 52.900 5.258 58.158
MG 54.410 1.743 56.153
GO 96.150 3.446 99.596
MT 13.800 792 14.592
Total 1.020.021 41.857 1.061.878

820 *R$ 1.045,00 (Banco do Brasil, 2020)

821 Ao analisar a Fig. 6, percebe-se a distribuicdo espacial de “saldrios minimos
822  equivalentes” aos prejuizos por mosca-dos-estabulos, visualiza-se maior foco de
823  concentragdao no noroeste do estado de Sdo Paulo, sul de Minas Gerais, Goias, Mato
824  Grosso do Sul e Mato Grosso na sequéncia. Esta figura ilustra claramente os locais de

825 incidéncia dos surtos.
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Figura 7. Distribui¢do espacial de salarios minimos potencialmente disponiveis pela equiparagdo dos

prejuizos econdmicos municipais por surtos de Stomoxys calcitrans associados as usinas bioenergéticas

Conclusoes

O potencial prejuizo econdmico para o Brasil em decorréncia de surtos se S.
calcitrans relacionados a usinas de cana-de-agticar chegam a valores superiores a 1,066
bilhoes de reais (US$ 205,5 milhdes de ddlares dolar). O estado de SP possui o maior
impacto potencial para os surtos de S. cacitrans com valores totais que podem
ultrapassar 838,8 milhdes de reais (US$ 161,6 dolares), representando 78,6% do
prejuizo ao Brasil

O prejuizo estimado para o setor sucroenergético foi estimado em RS
43.743.152,55, equivalente a US$ 8.428.353,09 ao ano.

O montante final dos prejuizos financeiros aos setores de bovinocultura e

bioenergético brasileiro, foi de R$ 1.109.667.348,27 (UUS 213.808.737,62).
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Apesar do esforco dispendido, trata-se de uma estimativa preliminar, construida
a partir das informacdes disponiveis, as quais nem sempre possuiam o refinamento e a
precisao desejados. Mais estudos do impacto de surtos na produgdo animal sdo
necessarios. No presente estudo ficaram evidenciados pela escassez de dados cientificos

robustos e detalhados para subsidiar as andlises necessarias.
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Identificacdo do bacterioma de Stomoxys calcitrans
Identification of the Stomoxys calcitrans bacteriome
Souza!, Eronides Marques; Barros?, Antonio Thadeu Medeiros de; Santos?, Lenita

Ramires dos; Cancado?, Paulo Henrique Duarte; Araujo’, Flabio Ribeiro de
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Resumo: Stomoxys calcitrans (mosca-dos-estabulos) ¢ um inseto que parasita diversos
grupos de animais, incluindo os seres humanos. Nas ultimas décadas, surtos desta
mosca tém sido registrados em varias regioes do Brasil. Por ser um inseto hemat6fago,
alimentam-se de varios hospedeiros em um unico repasto, interferindo na satde e
produgdo animal e, consequentemente levando a prejuizos econdmicos. Algumas
pesquisas indicam a importancia de S. calcitrans como possivel vetor mecanico e
biologico de diversos agentes patogénicos, porém poucos estudos foram realizados
envolvendo situagdes de campo, identificagdo e o isolamento de microorganismos em
moscas selvagens. O objetivo deste estudo foi comparar o bacterioma identificado em
DNA extraidos de populagdes de S. calcitrans obtidas de trés nichos ecologicos
distintos e comparar a diversidade do bacterioma presente em DNA extraidos de mosca-
dos-estabulos presentes na usina sucroalcooleira, com as criadas em laboratério
(colonia) e moscas coletadas externamente as instalagdes da Embrapa-CNPGC. Para o
estudo foi utilizado a metodologia de metagendmica e bioinformatica. Através das
analises de metagenoma foi identificada vasta diversidade de bactérias, destacando
quato filos Proteobacteria, Firmicutes, Bacteroidetes e Actinobacteria. As bactérias do
filo Proteobacteria foi o que apresentou maior frequéncia relativa nos trés grupos de
amostras de DNA extraido de mosca-dos-estabulos. Porém, as amostras das
dependéncias externas da Embrapa foi o que apresentou maior variedade de filos de
bactérias,

Palavras-chave: Bioinformdatica, Bactérias, DNA, Metagenomica, Mosca-dos-

estabulos.
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Abstract: Stomoxys calcitrans (stable fly) is an insect that parasitizes several groups of
animals, including humans. In recent decades, outbreaks of this fly have been recorded
in several regions of Brazil. As a hematophagous insect, they feed on several hosts in a
single meal, interfering with animal health and production and, consequently, leading to
economic losses. Some researches indicate the importance of S. calcitrans as a possible
mechanical and biological vector of several pathogenic agents, however few studies
have been carried out involving field situations, identification and isolation of
microorganisms in wild flies. The objective of this study was to compare the bacteriome
identified in DNA extracted from populations of S. calcitrans obtained from three
different ecological niches and to compare the diversity of the bacteriome present in
DNA extracted from stable flies present in the sugar and alcohol plant, with those
created in the laboratory (colony) and flies collected outside the Embrapa-CNPGC
facilities. For the study, the methodology of metagenomics and bioinformatics was
used. Through metagenome analysis, a vast diversity of bacteria was identified,
highlighting four phyla Proteobacteria, Firmicutes, Bacteroidetes and Actinobacteria.
Bacteria of the phylum Proteobacteria showed the highest relative frequency in the three
groups of samples of DNA extracted from stable flies. However, samples from

Embrapa's external facilities showed the greatest variety of bacterial phyla,

Keywords: Bioinformatics, Bacteria, DNA, Metagenomics, Stable fly.

Introducio

Conhecida popularmente como “mosca-dos-estdbulos” ou “mosca-da-vinhaca”,
Stomoxys calcitrans vem despontando como uma das preocupagdes constantes e
crescentes a criadores de bovinos, bem como ao setor sucroenergético. S. calcitrans é
um diptero hematofago e, em sua fase adulta, apresenta inespecificidade parasitaria,
podendo atacar diferentes espécies animais, como bovinos, equinos, ovinos, caprinos,
caninos, suinos, aves (Bishopp, 1913) e inclusive seres humanos (Hogsette ef al., 1987).

Nas ultimas décadas, explosdes populacionais dessa mosca tém sido frequentes

em algumas regides do Brasil (Koller et al., 2009; Barros et al., 2010; Kassab et al.
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2012), caracterizando-se como surtos. A geracao de residuos e subprodutos de origem
organica em larga escala nas usinas sucroenergéticas favorecem o desenvolvimento das
larvas da mosca-dos-estabulos (Corréa et al., 2013; Dominghetti et al., 2015). A
associacdo entre a vinhaca aplicada durante a fertirrigacdo e a palhada resultante da
colheita mecanizada, ap6s a proibicdo da queima pré-colheita da palha da cana,
aumentou consideravelmente a disponibilidade de locais e subtratos para a proliferagdo
e manutencao das formas larvais deste parasito (Gomes et al., 2018).

As regides sudeste e centro-oeste do pais apresentam registros de surtos em
varios municipios, contabilizando significativos prejuizos € promovendo um impacto
socio-econdmico negativo de grande expressdo. Atualmente, cinco estados brasileiros se
destacam com surtos dessa mosca, Minas Gerais, Sdo Paulo, Goias, Mato Grosso e
Mato Grosso do Sul (Gomes, 2009; Koller et al., 2009; Barros et al., 2010; Oda e
Arantes, 2010; Alves, 2012; Bittencourt, 2012).

Além do estresse continuo causado pela infestagdo elevada da mosca-dos-
estabulos, somam-se aos prejuizos, as perdas de sangue e reducdo do consumo de
alimentos por estes animais (Bittencourt ¢ Moya, 2002), além de lesdes no couro e
transmissdo de agentes patogénicos que também podem estar associadas a esse
parasitismo (De La Fuente ef al., 2008).

Embora a questio do aumento populacional de S. calcitrans e consequente
perturbagdo/estresse de animais parasitados sejam importantes, € preciso considerar um
possivel efeito indireto relacionado a insetos sugadores de sangue, como ¢ a mosca-
dos-estabulos, o da capacidade de realizar transmissdo de agentes patogénicos entre
individuos parasitados (Fosster et al., 2007).

Patégenos foram identificados em S. calcitrans e descritos como passiveis de
transmissao por vias mecanicas por esta mosca (Hadi e Amery 2012). Na revisao de
Baldacchino et al. (2013), os autores descreveram o fato deste parasito realizar picadas
dolorosas que se tornam intermitentes, ou seja, ocorrem interrup¢des da sua
alimentacdo, justamente pelo incomodo direto que provoca ao seu hospedeiro.

Consequentemente, diferentes animais podem ser parasitados pela mesma mosca. Se
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existem microrganismos no sangue do hospedeiro, a mosca-dos-estabulos pode carrega-
los em seu aparelho bucal (ou em outras partes de seu corpo) sendo possivel que
patogenos remanescentes sejam transferidos para um animal susceptivel. Nesta revisao,
os autores citaram diversas publicacdes as quais demonstram a transmissao por S.
calcitrans de diversas bactérias, virus, rickettsias, protozodrios e helmintos. Assim,
mosca-dos-estabulos podem ser hospedeiros intermediarios dos nematdides Habronema
microstoma (agente da habronemose gastrica e/ou cutanea dos equinos); possivel
transmissor do virus da anemia infecciosa equina; vetor mecanico na transmissao de
Trypanosoma evansi e Trypanosoma vivax, dentre outros patogenos.

Atencdo especial deve ser dada a possivel relagdo entre surtos de
tripanossomiase em bovinos ocorridos na América Latina, inclusive nos estados de Sao
Paulo e Minas Gerais, no Brasil (Oliveira et al., 2009; Cuglovici et al., 2010; Cadiolli et
al., 2012). De modo geral, o envolvimento de S. calcitrans no aparecimento dos surtos
de tripanossomiase tem sido baseado em observagdes empiricas, devido ao aumento na
abundancia desta mosca nas regidoes afetadas, contudo tais interferéncias foram
realizadas sem o monitoramento populacional da mosca. Assim, estudos mais
completos, que contemplem a anélise de dados em conjunto, podem trazer importante
contribui¢do para o avanco do conhecimento nesta area.

Poucos estudos foram realizados a partir de mosca-dos-estabulos para avaliacao
da biodiversidade de microrganismos e, os disponiveis, apresentam certa limitacdo da
informacao obtida pelas metodologias, envolvendo apenas cultura ou analise pontual
por clonagem molecular (Fostter et al., 2007; Mramba et al., 2007; Catro et al., 2007;
Castro et al., 2010; Castro et al., 2013; Olafson et al., 2019). Analises moleculares por
sequenciamento de nova geragdo estdo entre as mais modernas técnicas utilizadas no
estudo de vetores e t€m sido aplicadas para determinar a diversidade de microrganismos
presentes em artropodes vetores, tanto de importancia humana como veterinaria (Ng et
al.,, 2011; Belak et al., 2013; Miller et al., 2013; Villegas e Pimenta, 2014). A
metagendmica ¢ uma abordagem baseada na andlise gendmica de uma populagao de

microrganismos que permite identificar e avaliar comunidades microbianas em



1116
1117
1118
1119
1120
1121
1122
1123
1124
1125
1126
1127
1128
1129
1130
1131
1132
1133
1134
1135
1136
1137
1138
1139
1140
1141
1142
1143
1144

52

diferentes ecossistemas, incluindo aqueles ndo-cultivaveis (Handelsman, 2004). Porém,
mesmo com os avangos obtidos, a complexidade para apresentar informagdes
significativas a partir de milhdes de sequéncias de diferentes genomas, ainda era um
grande desafio para a area de bioinformatica (Wooley et al., 2010).

Os progressos recentes observados no desenvolvimento de métodos de
sequenciamento de DNA, denominados de sequenciamento de nova geragdo (New
Generation Sequencing — NGS) e de alto rendimento, somados a variedade de
ferramentas disponiveis em bioinformatica, possibilitaram andlises multiplas de
inimeros genomas.

Analises genOmicas das moscas-dos-estdbulos foram realizadas por meio de
metabarcoding, comparando as comunidades microbianas bacterianas (marcador 16S) e
eucaridticas (marcador 18S) em larvas de mosca e seus substratos de desenvolvimento
(Scully et al., 2017). A partir desta andlise, ficou demonstrado que a comunidade
microbiana das larvas (diferentes habitats/substratos) ¢ distinta daquelas encontradas
nos substratos, ¢ menos diversificada. Sugerindo que a fisiologia da larva hospedeira
pode desempenhar um papel seletivo em relagdo ao enriquecimento e retencdo dos
microrganismos em S. calcitrans, como ¢ observado em outros insetos, possivelmente
aos mecanismos digestivos relacionados a enzimas (Terra et al., 1988; Lemos e Terra,
1991, Moraes et al., 2010). Refogando a discussao de Scully et al. (2017), da
possibilidade de que produtos antibacterianos secretados por bactérias que colonizam o
intestino de S. calcitrans possam prevenir competi¢ao/colonizacao por outras espécies
bacterianas.

Diante desses fatores, objetivou-se com esse estudo utilizar metodologia
metagendmica para gerar conhecimentos acerca deste parasito e sua interagdo com
microrganismos diversos, sendo possivel conhecer a diversidade microbiana que pode

ser encontrada nesta mosca.

Material e Métodos

Aquisicao de exemplares de S. calcitrans:



1145
1146
1147
1148

1149
1150
1151

1152
1153
1154
1155
1156
1157
1158
1159
1160
1161
1162
1163
1164
1165
1166
1167
1168
1169
1170
1171
1172
1173
1174

53

Foram realizadas diferentes coletas para aquisicdo de exemplares de S.
calcitrans. Com a obtencao de amostras foram obtidas em trés locais diferentes:
Patio I — Colonia EMBRAPA — CNPGC
Péatio II — Dependéncias externas EMBRAPA — CNPGC

Pétio III — Usina sucroenergética

Pitio I - Colonia

Coleta de mosca-dos-estabulos do Laboratério de Parasitologia Veterinaria
Aplicada (PAVAP), EMBRAPA/CNPGC.

As moscas Stomoxys calcitrans sao oriundas de coletas de duas usinas distintas
mantidas em caixas, identificadas por "colonias”, permanecem sob temperatura,
iluminagdo e umidade controladas.

Como protocolo inicial e preparagdo para a coleta, a alimentagdao desses insetos
foi suspensa por 3 dias antes da realizagdo da coleta. Amostras dessas moscas foram
coletadas colocando estrategicamente a caixa das colonias na bancada, voltando o fundo
da mesma em dire¢do a incidéncia luminosa. Com essa manobra, as moscas se reinem
ao fundo da caixa, liberando acesso a entrada e permitindo a abertura da mesma. Feito
1sso, acoplou-se na entrada da caixa, uma rede, servindo de armadilha entomologica. A
caixa foi removida a outra bancada, expondo a abertura vedada com a armadilha para o
lado com fonte luminosa, assim, as moscas se moveram espontaneamente em direcdo a
mesma, facilitando a coleta.

As moscas capturadas na armadilha foram cuidadosamente transferidas para
tubos Falcon de 50 mL. Esses tubos foram identificados por meio de etiquetas e
refrigerados a temperatura de - 20°C, emergidos em um recipiente de isopor contendo
vapor de nitrogénio liquido, por um periodo de 5 minutos, temperatura e tempo
necessarios para moscas entrarem em estado de dorméncia. Logo apos esse periodo, o
material foi congelado abruptamente, mergulhando esses tubos em isopor contendo
nitrogénio liquido. As amostras permaneceram congeladas em ultra-freezer com

temperatura aproximada de - 80 °C, at¢ o momento da extracdo do DNA.
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Patio II - Embrapa

Coletas realizadas nas dependéncias externas da EMBRAPA/CNPGC, em patio
ao redor de baias destinadas a permanéncia de bovinos.

A Embrapa Gado de Corte esta localizada no municipio de Campo Grande (MS)
e foi incluida nesta pesquisa, por se tratar de um sistema de produ¢do de bovinos que
ndo tem influéncia da presenca de usinas sucroenergéticas.

Amostras dessas moscas foram coletadas por meio de armadilhas modelos Nzi e

Vavoua, esta ultima, ilustrada na Fig. 1.

s . > ST

Figura 1. Armadilha modelo Vvoua para captura de moscas>omxs cdlcitrans

As moscas foram capturadas diretamente em coletores feitos de garrafas tipo
PET (Polietileno Tereftalato), acopladas as armadilhas. Os coletores foram refrigerados
sob temperatura de - 20 °C, facilitando assim, sua manipulagdo. Através desse
procedimento, as moscas foram identificadas e apenas S. calcitrans foram transferidas a
tubos Falcon de 50 mL. Logo apos a transferéncia dos exemplares de moscas a esses
tubos, ja identificados com etiquetas, realizou-se o congelamento abrupto desse material
em nitrogénio liquido e armazenados em ultra-freezer com temperatura aproximada de -

80°C, conservando assim as amostras até o momento de extragao do DNA.
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Patio I1I — Usina

O objetivo dessa avaliacdo, foi detectar possiveis diferengas existentes na
diversidade bacteriana em mosca-dos-estabulos capturadas proximas as propriedades
de pecuaria sob influéncia da usina em comparagao as demais (Patio I e Patio II). Para
coleta das amostras dessas moscas foram utilizadas armadilhas de modelo Nzi,
conforme Fig. 2.

Amostras de moscas foram coletadas nas dependéncias externas da usina
sucroenergética (municipio de Rio Brilhante, MS). A coleta foi feita em torta de filtro
(residuo da filtragem da cana moida) em areas proximas a fazendas vizinhas privadas,

com atividade pecuaria bovina de corte e/ou leite.

Figura 2. Armadilha modelo Nzi para captura de moscas Stomoxys calcitrans

As moscas foram capturadas diretamente em coletores feitos com garrafas tipo
PET, acopladas as armadilhas. Apo6s a captura, as moscas coletadas foram transferidas
diretamente aos tubos Falcon e congeladas abruptamente em nitrogénio liquido, sendo
transportadas em seguida ao laboratério para identificagdo e separagdo dos exemplares
de S. calcitrans. Em seguida, foram armazenadas em tubos identificados por meio de
etiquetas, com quantidades varidveis de moscas. O material foi congelado e armazenado
em ultra-freezer sob temperatura aproximada de - 80°C, conservando assim as

amostras até o momento de extracdo do DNA.
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Extracao DNA gendmico

Todos os procedimentos para extra¢do do DNA das amostras de mosca-dos-
estabulos foram realizados no Laboratorio de Engenharia Genética Animal (LEGA),
EMBRAPA — CNPCG.

DNA extraidos de exemplares de S. calcitrans coletados foram obtidos a partir
de um “pool” de moscas selecionadas e classificadas, em coletas realizadas nos
diferentes ambientes, como descrito anteriormente. Enumerados o “pool” de moscas,
estas foram maceradas em um GRAL DE AGATA com PISTILO em porcelana, com
auxilio de nitrogénio liquido. Utilizando ALCA DE NUNC, o material foi pesado e
separado, respeitando recomendacgdes do fabricante Qiagen, DNeasy® Blood & Tissue
Kit (n® 69504 ¢ 69506). Foi adicionado a esse material, 180 uL de tampao ATL e 20 uL
de proteinase K (concentracao de 20 mg/mL), seguido de homogeniza¢ao manual, por
movimentos de inversdo. Essa mistura foi incubada em termomixer ou banho maria a
56 °C, pelo tempo de 30 minutos. Neste periodo, a cada 10 minutos a incubagdo foi
interrompida e adicionados ciclos de homogeneizagdes manuais por inversao,
garantindo assim, a lise completa da amostra.

Apo6s a incubagdo, 200 pL de tampao AL foi adicionado ao tubo e
imediatamente homogenizado manualmente em movimentos por inversdo durante 15
segundos e incubado pelo tempo de 10 minutos a temperatura de 56 °C. Etanol absoluto
[96%] foi adicionado no volume de 200 pL e misturado em agitador orbital do tipo
vortex até completa homogeneizagdo. A mistura liquida do tubo foi transferida, por
meio de pipetagem, para tubo coletor de 2 mL acoplado a coluna DNeasy Mini com
filtro, oferecidos pelo kit Qiagen. A mistura foi centrifugada logo em seguida (ciclo de 1
minuto em rotagdo de > 6.000 xg). Apo6s descarte do tubo coletor, contendo o filtrado,
dois ciclos de lavagem foram iniciados. As lavagens foram realizadas com a adaptacao
da coluna DNeasy Mini com filtro em um novo tubo coletor de 2 mL e adicionado 500
uL do tampao AWI1. O material foi centrifugado durante 2 minutos a > 6.000 xg. O
processo foi repetido e adicionado 500 pL do tampao AW2, levando em seguida a

centrifugacdo durante 3 minutos a 14.000 xg. A coluna foi transferida para um tubo de
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1,5mL e adicionado 100 uL de tampao AE para elui¢do, obtendo o DNA (E1). Apods
incuba¢do por 1 minuto a temperatura ambiente (20 °C a 25 °C), foi centrifugado por 1
minuto a > 6.000 xg. Foi repetida a eluigdo anterior em outro tubo de 1,5 mL com 100
uL de tampao AE, centrifugando por 1 minuto a > 6.000 xg para recuperacdo maxima
de DNA (E2).

Os materiais obtidos foram identificados, por meio de etiquetas, conforme
nomenclaturas padronizadas para cada nicho de moscas coletadas e armazenados em
freezer em temperatura aproximada de — 20 °C.

Controle de qualidade — Concentracio, pureza e integridade do DNA

A avaliagdo da qualidade das amostras de DNA extraidas dos exemplares de
mosca-dos-estabulos foi realizada por meio da determinacdo dos seguintes parametros:
concentracdo, integridade e analise de pureza. Avaliou-se, se 0 mesmo apresentava
padrdes de qualidade suficientes e aceitaveis para a realizacao de PCR.

Avaliacio da concentracio e pureza do DNA

O método utilizado para medir a concentracdo e analise da pureza do DNA
extraidos dos exemplares de mosca-dos-estadbulos foi a quantificagio por
espectrofotometria, realizado no equipamento Nanodrop. A concentragdo do DNA foi
expressa em ng/pL.

Analise de integridade do DNA

A integridade do DNA extraido dos exemplares de mosca-dos-estabulos foi
avaliada por eletroforese em gel de agarose 1,0 %. A intensidade e a falta de defini¢do
das bandas apresentadas durante a corrida de -eletroforese sinalizam possiveis
degradacgdes que podem ocorrer no processo de extragdo do DNA.

Apo6s a validagdo da qualidade do DNA, amostras foram selecionadas e
ajustadas em solug¢des na concentracao exigida no protocolo que foi utilizado, obtendo
assim, uma adequada manutencdo desse material. Em seguida, as amostras foram
mantidas congeladas a — 20 °C, sendo encaminhadas posteriormente ao sequenciamento
do DNA e andlise metagendmica 168S.

Analise metagenomica 16S (regiao v4)
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Sequenciamento NGS

Conforme resultados obtidos pds controle de qualidade das amostras de DNA
extraidos (amostras aprovadas na quantificagdo da concentragdo, pureza ¢ integridade
do DNA extraido), uma amostra de cada nicho coletado foi selecionada e encaminhada
para o Laboratério BPI Biotecnologia e Inovagdo, Botucatu — SP.

As amostras de DNA extraidos das moscas de cada ambiente selecionadas foram

identificadas para envio, conforme Tab. 1.

Tabela 1. Relagdo de amostras selecionadas de DNA extraidos de S. calcitrans, coletadas no Patio 1
(coldnia), Patio IT (Embrapa) e Patio III (usina)

Amostras Identificacio
Patio I — Colonia T2E1
Patio II — Embrapa P7E1
Patio III — Usina ASE2

Amplificacdo da regido 16S — Regido V4 (Metabarcoding)

As reagdes de amplificagdo da regido 16S foram feitas em triplicata de amostras,
tendo volume final de 20 pL, contendo 10 pL de GoTaq® Colorless Master Mix 2x
(Promega, USL), 0,3 uM de oligonucleotideo foward e 0,3 uM de oligonucleotideo
reverse, 3 uL de DNA gendmico e agua ultrapura estéril suficiente para completar
20uL. O protocolo de amplificagdo consistiu de desnaturacdo inicial a 94°C por 3
minutos, seguida por 29 ciclos de desnaturagdo a 94°C por 45 segundos, anelamento a
50°C por 60 segundos; extensdo a 72°C por 90 segundos e uma extensdo final a 72°C
por 10 min.

As reagdes de amplificacdo foram conduzidas em termociclador Veriti™
Thermal Cycler (Applied Biosystems). Para amplificagao foram utilizados os primers
descritos na tab. 2. Apo6s a reacdo de PCR, a amplificacdo de cada amostra foi
comprovada através de eletroforese em gel agarose 2%, corado com Gel Red

(Uniscience). Tamanho aproximado do Amplicon de 300 pares de base.
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Tabela 2. Sequéncia dos oligonucleotideos utilizados para a amplificacdo da regido 16S (V4) das
amostras de DNA extraido de Stomoxys calcitrans, coletadas no Patio I (colonia), Patio IT (Embrapa) e
Patio IIT (usina)

Amostras Iniciador | Sequéncias

Universal Foward' | 5' = ATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACTATGGTAAT
TGTGTGCCAGCMGCCGCGGTAA - 3'

Patio I ROO 5" — CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATTCCCTTGTCTCC
COLONIA AGTCAGTCAGCCGGACTACHVGGGTWTCTAAT - 3'

Patio 11 R11 5' — CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATAATTGTGTCGGA
EMBRAPA AGTCAGTCAGCCGGACTACHVGGGTWTCTAAT - 3'

Patio 111 RO2 5' — CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATGCTGTACGGATT

USINA AGTCAGTCAGCCGGACTACHVGGGTWTCTAAT - 3'

*Fonte: Caporaso JG, Lauber CL, Walters WA, Berg-Lyons D, Lozupone CA, Turnbaugh PJ et al.

(2011). Global patterns of 16S rRNA diversity at a depth of millions of sequences per sample.
ProcNatlAcadSci USA 108(Supp ! ): 4516-4522

Purificacao e Quantificaciao da Biblioteca

As PCRs foram submetidas as etapas de purificagao utilizando bead magnética
Agencourt AM Pure XP (Beckman Coulter) para remocdo de fragmentos muito
pequenos da populacao total de moléculas e restos de primers e reagdo. Apos essa etapa,
realizou-se a quantificagdo pela metodologia de PCR Tempo Real utilizando
termociclador Quant Studio 3 Real Time (AppliedBiosystems) e Kit KAPA-KK4824
(Library Quantification Kit - Illumina/Universal), todos de acordo com protocolo do
fabricante. Gerou-se um Pool equimolar de DNA através da normalizagdo de todas as
amostras a 3nM para realiza¢do do sequenciamento, o qual foi conduzido utilizando-se
o sistema Illumina MiSeq de sequenciamento de nova geragao (Illumina® Sequencing)
e kit MiSeqReagent Kit V2 Nano 300 ciclos — leitura de 2 x 150pb. As sequéncias
obtidas foram processadas utilizando bioinformatica na plataforma Stingray Galaxy, em

colaboragdo com Fundagdo Oswaldo Cruz (Fiocruz).

Resultados e Discussao

Quantificaciao do DNA
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1324 As amostras extraidas apresentaram concentracdo e qualidade para

1325  sequenciamento de DNA. As concentragdes obtidas estdo apresentadas na Tab. 3.

1326

1327  Tabela 3. Quantificagio e pureza do DNA (ng/uL) extraido de Stomoxys calcitrans (16S), coletadas Patio
1328 I (colénia), Patio II (Embrapa) e Patio III (usina)

Local da coleta Amostras Leitura

ng/uL 260/280 260/230

Patio I - COLONIA T2EI 47,6 1,88 0,61
Patio II - EMBRAPA | P7EI 25,0 1,94 0,78
Patio III — USINA ASE2 88,8 2,14 1,08

1329
1330
1331 Integridade do DNA
1332
1333

1334 0o 3

1335
1336
1337
1338
1339
1340

1341
1342
1343
1344
1345
1346
1347
1348 Figura 3. Eletroforese das amostras de DNA extraidos de moscas Stomoxys calcitrans (16S). Canaletas 0
1349 Gel A e Gel B — Marcador molecular 1 Kb plus DNA leader (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
1350  Massachusetts, EUA); Gel A: Canaleta 1 — Pétio I (colonia); Canaleta 2 — Patio II (Embrapa); Gel B:
1351 Canaleta 3 — Patio III (usina)

1352

1353 Eletroforese das amostras de na analise demonstrou a integridade do DNA
1354  extraido, como demostrado na Fig. 3.

1355
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Analise metagenomica

Apods sequenciamento na plataforma Illumina obteve-se 221.337 sequéncias
provenientes das amostras Patio I (colonia), 116.596 sequéncias da amostra Patio II
(Embrapa) e 193.712 sequéncias da amostra Patio III (usina). Apos processamento das
amostras, totalizaram-se 531.645 sequéncias.

Com aproximadamente 50 mil reads sequenciados por amostra, obteve-se
94.013 OTU (Operational Taxonomic Units), demonstranto a riqueza da diversidade de
espécies encontradas em cada amostra.

O indice Shannon qualificou a diversidade de espécies das amostras analisadas.
Os patios I e III apresentaram 0,99 e o patio II apresentou 4,57; confirmando assim sua

maior diversidade bacteriana entre as demais amostras.

Proteobacteria

Frequéncia Relativa

Firmicutes
Bacteroidetes

Actinobacteria -

Patia Il Patio Il Patio |

Figura 4. Frequéncia relativa dos filos de bactérias encontrados nas amostras de DNA extraido de S.
calcitrans (16S), coletadas no Patio I (colonia), Patio IT (Embrapa) e Patio III (usina)

A Fig. 4, ilustra os quatro filos de bactérias com maiores freqiiéncias relativas
encontradas nas trés amostras analisadas (Patio I, Patio II e Patio III).

Como descrito anteriormente, o filo das bactérias com maior freqiiéncia relativa
nas trés amostras foi o Proteobacteria. Neste filo destacam-se duas familias de bactérias
observadas nas amostras, a Enterobacteriaceae e Brucellaceae, como ilustrada na Fig. 5.

A familia Enterobacteraceae apresentou freqiiéncia relativa nas amostras com

18.1% no Patio I (colonia), 39.6% no Patio II (Embrapa) e 17.4% no Patio III (usina).
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Dentre bactérias dessa familia destacaram-se as Providencia spp., com 4.1% (Patio 1,

coldnia) e 4.3% (Patio 111, usina)) e Serratia spp. com 67.8% ((Patio I, colonia), 11.7%

(Patio II, Embrapa) e 70.3% (Patio III, usina).

Bactérias da famila Brucellaceae foram detectadas na amostra do Patio II

(Embrapa) com freqiiéncia relativa de 7.4%.

Tabela 4. Porcentagem da frequéncia de cada filo das bactérias encontradas nas amostras de DNA
extraido de S. calcitrans (16S), coletadas no Patio I (colonia), Patio II (Embrapa) e Patio III (usina)

Filos Patio I Patio I1 Patio 111
Proteobacteria (91%) 99,4 75,2 99,1
Bacteroidetes (2,3%) 0,0 6,9 0,0
Actinobacteria (2,2%) 0,0 0 6,7
Firmicutes (1,5%) 0,2 0,2 4,2

O segundo grupo de filos em destaque de maior freqiiéncia, foram as bactérias

pertencentes ao filo Bacteroidetes, seguido dos filos Actinobacteria e Firmicutes, tab. 4.

I I __Serratia 11.7% 70.3% 67.8%
g__Providencia 0.0% 4.3% 4.1%

Patio Il Patio Il Pétia |

i Enterobacteriaceae;g. 39.6% 17.4% 18.1%

f_ Brucellaceas;g  Ochrobactrum 7.4% 0.0% ©.

2 Frequéncia Relativa

Figura 5. Diversidade de filos de bactérias encontrados nas amostras de DNA extraidos de S. calcitrans
(16S), coletadas no Patio I (colonia), Patio II (Embrapa) e Patio III (usina)

Além das bactérias citadas anteriormente, as andlises por metagenOmica

identificou vasta quantidade e variedade de DNA de bactérias extraidos nos exemplares
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de S. calcitrans. Foram identificadas, embora em menores freqliéncias, varias bactérias
de importancia para doengas de ocorréncia em bovinos, como as bactérias Clostridias.
Apesar de ndo ter sido identificado o género dessa bactéria, sabe-se da importancia da
ocorréncia das clostridioses em bovinos. Foram detectados também bactérias de géneros
variados, como Enterococcus spp., bactéria de sistema entérico, Staphylococcus spp. e
Streptococcus spp., bactérias de sistema respiratorio. Todas pertencentes ao filo
Firmicutes.

Outra bactéria que a deteccdo de sua presenga nestas andlises merece atengao
foi Mycobacterium spp. e, apesar de ndo identificado o género, sabe-se da importancia e
preocupagdo zoondtica dessas bactérias relacionadas a casos de tuberculose em bovinos
e humanos. Corynobacterium spp. também foi identificada, comumente encontrada em
feridas e abcessos de bovinos. Estas pertencentes ao filo Actynobacterium.

Detectou-se também bactérias do género Anaplasma spp., agente causador da
anaplasmose bovina, doenga de grande prevaléncia nos rebanhos. Ocorréncia maior
entre animais jovens, Tristeza Parasitdria bovina ¢ muito comum e podem estar
associadas ou ndo a tripanosomoses. Hadi ¢ Amery 2012, comprovaram a transmissao
mecanica de Trypanosoma sp por S. calcitrans entre animais susceptiveis. A
identificagdo de Anaplasma spp. nas andlises de DNA realizadas pelo presente estudo,
pode reforcar evidéncias da capacidade da mosca-dos-estabulos participar na

transmissao desse agente patogénico entre bovinos (Baldacchino et al, 2013).

Conclusoes

Considerando a facilidade de obtencdo de material microbiano nucléico a partir
dos exemplares coletados das moscas, a metodologia metagendmica utilizada permitiu
avancar no conhecimento sobre a diversidade microbiana encontrada nesta mosca ¢ a
interagdo deste parasito com diversos microrganismos.

O uso de metagenomica em mosca-dos-estdbulos demonstra seu potencial uso
em estudos de outros vetores de importancia veterinaria, como também de importancia

zoonotica.
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Com o maior conhecimento sobre a diversidade bacteriana observada, anseia-se
por avancos em tecnologias com relacdo a produtos, bem como em relacdo controle
biologico deste e outros parasitos.

Trabalhos futuros sdo necessarios para um melhor conhecimento da abrangéncia
de bactérias carreadas por moscas S.calcitrans, assim como a necessidade de uma maior
compreensdo a respeito da dindmica relacionada com a dispersdo dos patdgenos de

importancia na bovinocultura.
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6. CONSIDERAGOES / CONCLUSAO (GERAL)

O potencial prejuizo econdbmico para a pecuaria bovina no Brasil, em
decorréncia de surtos de S. calcifrans relacionados as usinas de cana-de-
acucar, foi estimado em R$ 1,065 bilhdes (US$ 205,3 milhdes).

O potencial prejuizo econémico anual estimado neste estudo, para as
industrias sucroenergéticas nos estados analisado, foi de R$ 43,7 milhdes
(US$ 8,4 milhdes). Além dos gastos diretos para combate a este parasito,
existem custos indiretos e de dificil estimativa ao setor das industrias
bioenergéticas, como o marketing negativo sobre a sua imagem.

O montante final dos prejuizos financeiros aos setores de bovinocultura
e bioenergético brasileiro, foi de R$ 1.109.667.348,27 (UU$ 213.808.737,62).

O estado de S&o Paulo apresentou maior impacto potencial de prejuizo
para os surtos de S. cacitrans em ambas atividades. Os valores ultrapassaram
R$ 870 milhdes (US$ 167 milhdes), correspondendo a 78,4% do prejuizo
estimado no Brasil no presente estudo. O estado de Mato Grosso apresentou
menor impacto potencial com estimativa em R$ 15,2 milhdes (UU$ 2,9
milhdes), representando 1,3% do prejuizo nacional apresentado neste estudo.

O presente estudo, através do esforco despendido, trata-se de uma
estimativa preliminar, que foi construida a partir das informacgdes disponiveis,
as quais nem sempre possuiam o refinamento e a precisdo desejados, pela
escassez de dados cientificos robustos e detalhados para subsidiar as analises
necessarias.

Considerando a facilidade de obtencao de material microbiano nucléico
a partir dos exemplares coletados das moscas, a metodologia metagenémica
utilizada, permitiu um pouco mais de conhecimentos da diversidade microbiana
que pode ser encontrada nesta mosca e a interagdo deste parasito com
diversos microrganismos. Com o uso de metagendmica em mosca-dos-
estabulos podera ser ampliado o seu protocolo para os estudos de outros

vetores de importancia veterinaria, como também de importancia zoondtica.
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Com a diversidade bacteriana observada, anseia-se por avangos em
tecnologias com relagdo a produtos, bem como ao controle biolégico destes
parasitas.

Sa0 necessarios mais estudos sobre o impacto econémicos dos surtos
por mosca-dos-estabulos a produgdo animal. Como também um melhor
conhecimento da abrangéncia de bactérias carreadas por moscas S. calcitrans,
assim como a necessidade de uma maior compreensao a respeito da dindmica

relacionada com a dispersao dos patdogenos de importancia na bovinocultura.
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7. IMPACTO ECONOMICO, SOCIAL, TECNOLOGICO E/OU
INOVAGAO

A ocorréncia de surtos de mosca-dos-estabulos € reconhecidamente um
problema econémico e social, que hoje atinge regides especificas no pais,
estando fortemente associada a producdo sucroenergética. No entanto, o
aumento da frequéncia, intensidade e duragcado da ocorréncia de S. calcitrans é
possivel e esperada, caso ndo seja estabelecido um sistema de controle eficaz
NOs proximos anos.

A incriminagdo da mosca-dos-estabulos como potencial vetor em um
conjunto de doencas de importancia veterinaria (disponivel na literatura
cientifica e amplamente divulgada pela midia) torna necessario antecipar
aspectos do conhecimento que estejam relacionados a este tema. A inovagéo
aconteceu na utilizagcdo de metodologia atual (analise metagenémica) gerando
conhecimentos acerca deste parasito e sua interagdo com microrganismos
diversos. Assim, como inovacgao/impacto fundamental para esta proposta de
estudo, esta o fato de que estas foram as primeiras analises realizadas com
este proposito, pelo uso de moscas a campo e a interagdo com seus
hospedeiros préoximos.

Antecipar cenarios pode ser o ponto de partida para o desenvolvimento
de processos preventivos ligados a mosca-dos-estabulos em toda estrutura
que envolve as atividades sucroenergéticas e sistemas produtivos pecuarios
em suas proximidades.

Estudos futuros serdao necessarios para um melhor conhecimento da
abrangéncia de bactérias carreadas por moscas S. calcitrans, assim como a
necessidade de uma maior compreensao a respeito da dinamica relacionada

com a dispersao dos patégenos de importancia a bovinocultura.



