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SILVA, T.A.S. Dinamica populacional de Stomoxys calcitrans (Diptera: Muscidae) e
deteccdo da mutacao kdr-his, associada a resisténcia a piretroides, em usinas su-
croalcooleiras do estado de Sao Paulo. 2021. Programa de Pés-Graduacédo em Ci-
éncias Veterinarias. Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade
Federal de Mato Grosso do Sul, Campo Grande, Mato Grosso do Sul. 2021. 64p.

Resumo: No Brasil, surtos causados pela mosca-dos-estabulos (Stomoxys calci-
trans) estdo associados a usinas sucroalcooleiras adjacentes a propriedades pecu-
arias. A sazonalidade natural desta mosca mostra picos populacionais durante os
meses quentes e Umidos do ano. Para amenizar os efeitos causados por esta praga
produtores rurais e usinas de cana-de-acucar tém adotado amplamente o controle
quimico, porém o uso intensivo tem levado a selecédo de individuos resistentes.
Portanto, o objetivo do presente estudo foi conhecer a dindmica populacional e ava-
liar a ocorréncia da mutacao kdr-his, associada a resisténcia da mosca-dos-esta-
bulos aos inseticidas piretroides. O estudo da dinamica populacional da mosca-dos-
estabulos foi realizado no municipio de Pereira Barreto (PB) e Sud Mennucci (SM)
durante 2018 e 2019. Para o estudo foram instaladas armadilhas reflexivas, as
quais eram recolhidas e trocadas a cada sete dias, nas quais 0s espécimes eram
identificados e contados. A dindmica populacional da mosca-dos-estabulos nas usi-
nas sucroenergéticas nos municipios de Pereira Barreto (PB) e Sud Mennucci (SM),
Séo Paulo, apresentou frequéncias diferentes e 0s picos ocorreram nos meses de
janeiro, maio/junho e outubro/novembro. Deste modo foi constatada uma estreita
relacédo entre as acdes de controle desempenhadas nas lavouras fertirrigadas, no
patio de compostagem e a qualidade no manejo dos residuos da producédo animal
e a densidade populacional da praga. O estudo para avaliar a ocorréncia da muta-
¢ao kdr-his por PCR alelo-especifico foi realizado nos municipios de Buritizal (BTZ),
Nova Independéncia (NI), Pereira Barreto (PB) e Sud Mennucci (SM), totalizando
200 individuos. A frequéncia total do alelo kdr-his foi de 0,263, ja a frequéncia ge-
notipica total obtida foi 0,480 para homozigoto susceptivel, 0,515 para heterozigoto
e 0,005 para homozigoto kdr-his. Os resultados evidenciam que a mutacéo kdr-his
esta presente nas populacdes de mosca-dos-estabulos em usinas do estado de

Sao Paulo.

Palavras-chave: Mosca-dos-estabulos, monitoramento, resisténcia a inseticidas,
“knockdown resistance”.



SILVA, T.A.S. Population dynamics of Stomoxys calcitrans (Diptera: Muscidae) and
detection of kdr-his mutation, associated the resistance the piretroid, in sugarcane
mills of state of Sdo Paulo. 2021. Programa de Pds-Graduacédo em Ciéncias Vete-
rinarias. Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade Federal do
Mato Grosso do Sul, Campo Grande, Mato Grosso do Sul. 2021. 64p.

Abstract: In Brazil, outbreaks caused by the stable fly (Stomoxys calcitrans) are as-
sociated with sugarcane mill activities near livestock properties. The natural sea-
sonality of this fly shows population peaks during hot and humid months of the year.
To alleviate the effects caused by this pest, rural producers and sugarcane mills
have widely adopted the chemical control, however its intensive use has led to the
selection of resistant individuals. Therefore, the objective of the present study was
to know the population dynamics and to evaluate the occurrence of the kdr-his mu-
tation as a mechanism of pytrhroid-resistance of the stable fly to pyrethroid insecti-
cides occurs due to. For the study, reflective traps were installed, which were col-
lected and exchanged each time. seven days, in which specimens were identified
and counted. The population dynamics of stable flies in sugarcane mills in the mu-
nicipalities of Pereira Barreto (PB) and Sud Mennucci (SM), S&o Paulo presented
different frequencies and the population peaks occurred in January, May/June and
October/November. Thus, a close relationship was found between the control ac-
tions performed in the fertigated crops, in the composting yard and the quality in the
management of animal production residues, and population abundance of the pest.
The study to assess the occurrence of the kdr-his mutation in stable flies by allele-
specific PCR was carried out in the municipalities of Buritizal (BTZ), Nova Inde-
pendéncia (NI), Pereira Barreto (PB) and Sud Mennucci (SM), totaling 200 individ-
uals. The total frequency of the kdr-his allele was 0.263, while the total genotypic
frequency obtained was 0,480 for susceptible homozygote, 0,515 for heterozygote
and 0,005 for kdr-his homozygote. The results showed that the kdr-his mutation is

present in sugarcane mills in the state of S&o Paulo.

Keywords: Stable fly, monitoring, insecticide, resistance, knockdown resistance.



1 INTRODUCAO

A mosca-dos-estabulos (Stomoxys calcitrans) € um diptero cosmopolita, pre-
dominante em regides de clima tropical, responsavel por causar grandes prejuizos
econdmicos aos setores pecuario e sucroenergeético (KOLLER et al., 2009; BAR-
ROS et. al., 2010; GRISI et al., 2014; DOMINGHETTI, 2017).

Grisi et al. (2014) estimaram que 0s prejuizos econdmicos causados por esta
praga na bovinocultura brasileira chegam a US $ 335 milh&es por ano. Todavia, ao
considerar o impacto econémico diante das ocorréncias de surto, esse valor ser
superior devido as alteracdes nos procedimentos de gestdo das usinas sucroalco-
oleiras, em virtude da area de abrangéncia da bacia de fertirrigacdo, tal como as
atividades de apoio aos pecuaristas afetados (DOMINGHETTI et al., 2015). Nos
Estados Unidos, as perdas econdmicas ultrapassam dois bilhdes de dolares (TAY-
LOR et al., 2012).

Em 1973, na cidade de Piracicaba, em Sao Paulo, foi registrado o primeiro
surto da mosca-dos-estadbulos associado aos subprodutos organicos (como pa-
Ihada, vinhaca e torta de filtro) gerados por uma usina de acucar e alcool (NAKANO
et al., 1973). Em usinas sucroalcooleiras, a mosca-dos-estabulos encontra amplas
areas com disponibilidade de subprodutos organicos para o desenvolvimento de
seus estadios imaturos. Tais fatores, associados a alta capacidade de reproducéo
e dispersdo da espécie, contribuem favoravelmente para promover a ocorréncias
de surtos (DOMINGHETTI et al., 2015).

O estado de Séo Paulo € o maior produtor de cana-de-ac¢ucar do Brasil, du-
rante a safra 2019/2020 foram produzidas 341.819.940 milhdes de toneladas de
cana-de-acucar, o correspondente a 51% da producédo nacional (IBGE, 2019). Nao
coincidentemente, € a regido de maior incidéncia de surtos da mosca-dos-estabu-
los em propriedades pecuarias associados a usinas sucroalcooleiras (Figura 1).

Para a reducao dos efeitos negativos gerados por esta praga na cadeia pro-
dutiva bovina, a indUstria sucroalcooleira e o setor pecuario tém implementado me-
didas de manejo sanitario, associadas ao controle quimico, o qual é fundamentado
na utilizacdo de inseticidas e larvicidas (DOMINGHETTI et al., 2017; BARROS et
al., 2019). Infelizmente, esta estratégia de controle pode se tornar pouco eficiente
ao longo do tempo em funcdo de uma reducgéo da suscetibilidade dos insetos aos
inseticidas (CILEK e GREENE, 1994).
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Figura 1. Distribuicdo espacial dos surtos causados por Stomoxys calcitrans associado a usinas
sucroalooleiras (dados nédo publicados). Fonte: Paulo Cangado, 2017.

Olafson et al. (2011) identificou que o mecanismo molecular de resisténcia
da mosca-dos-estabulos aos inseticidas piretroides ocorreu devido a uma mutacdo
pontual nos genes dos canais de sodio. Esta foi observada na posi¢cdo 1014 do
transcrito, sendo caracterizada pela substituicdo de uma leucina por uma histidina,
coincidente com mutacdes de resisténcia kdr em outros dipteros. Recente no Brasil,
Oliveira (2019) constatou a presenca da mutacao kdr-his em espécimes de S. cal-
citrans oriundas dos estados de Mato Grosso do Sul e Goiés.

Dado o exposto acima, o objetivo da presente dissertagcéo foi o estudo da
dindmica populacional de S. calcitrans e deteccdo da mutacao kdr-his, associada a
resisténcia aos inseticidas piretroides, em usinas sucroalcooleiras do estado de Sao

Paulo.

10



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Estudo da dinamica populacional e avaliacado da ocorréncia da mutagéo kdr-
his no gene que codifica os canais de sédio dependentes de voltagem e promove

a resisténcia aos inseticidas piretroides.

2.2 Objetivos especificos

a) Avaliar a correlacdo entre os fatores climaticos e dindmica populacional
da mosca-dos-estabulos nas usinas nos municipios paulistas de Pereira
Barreto e Sud Mennucci e propriedades pecuarias adjacentes;

b) Avaliar a presenca da mutagao pontual relacionada com resisténcia aos
inseticidas piretroides em mosca-dos-estabulos, no estado de SP, medi-
ante a amplificacao por PCR alelo especifico;

c) Determinar a frequéncia alélica e genotipica das mutacdes kdr-his em

populacdes de S. calcitrans provenientes do estado de S&o Paulo.
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CAPITULO | - REVISAO DA LITERATURA

A mosca-dos-estabulos (Stomoxys calcitrans) é um diptero cosmopolita, res-
ponsavel por causar grandes prejuizos econdmicos ao setor pecuario (KOLLER et
al., 2009; BARROS et. al., 2010).

Grisi et al. (2014) estimaram que 0s prejuizos econdmicos causados pela
mosca-dos-estabulos no Brasil atingem US$ 335,46 milhdes por ano, podendo esse
valor ser maior devido a nado inclusao das perdas decorrentes dos surtos.

A mosca se desenvolve em matéria organica vegetal em processo de fer-
mentacao e decomposicao. Os adultos se alimentam de sangue, sua picada € do-
lorosa gerando grande desconforto aos animais. Além das perdas devido ao es-
tresse causado aos animais, ela pode ainda atuar como vetor mecéanico ou biolo-
gico de varios patdgenos incluindo virus, bactérias, fungos, protozoarios e helmin-
tos (BALDACCHINO et al., 2013).

A mosca-dos-estabulos ataca varias espécies como bovinos, equideos, ca-
nideos e suinos, bem como seres humanos (BITTENCOURT & BORJA, 2002). O
local de parasitismo varia conforme a espécie hospedeira; em bovinos e equinos
estdo presentes na porcao distal dos membros anteriores e posteriores, ja em ca-
ninos e suinos atacam preferencialmente as orelhas (CAMPBELL et al.,2001; SHA-
PIRO, 2010; TAYLOR et al., 2016).

O primeiro surto de S. calcitrans associado a usinas no Brasil, foi registrado
em 1973, em Piracicaba/SP (NAKANO et al., 1973). Atualmente, no Brasil, a ocor-
réncia de surtos esta frequentemente relacionada a presenca de usinas sucroalco-
oleiras, uma vez que estas dispdem de extensas areas favoraveis ao desenvolvi-
mento deste diptero (BARROS et al., 2010; DOMINGHETTI et al., 2015). O manejo
inadequado dos residuos organicos oriundos da producédo do aclcar e do etanol,
tais como palhada da cana, vinhaca e torta de filtro, criam condicdes favoraveis ao
desenvolvimento deste inseto (BARROS et al., 2010; BITTENCOURT, 2012; COR-
REA et al., 2013). A alta capacidade de reproducéo e dispersdo da mosca propicia
sua disseminacdo massiva a propriedades pecuarias préximas as usinas e, conse-
guentemente, a ocorréncia de surtos (DOMINGHETTI et al., 2015).

Para a reducao dos efeitos negativos gerados por este inseto na cadeia pro-

dutiva agropecudria, tanto usinas quanto produtores rurais estdo implementado
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praticas de controle cultural, bem como o controle quimico dos adultos (DOMIN-
GHETTI et al., 2015). Cabe salientar que o uso de inseticidas nos animais no com-
bate a mosca-dos-estdbulos é pouco eficiente, haja vista que esse ectoparasito ndo
permanece por longos periodos em seus hospedeiros; além disso, essa praga pos-
sui alta capacidade de disperséo. Infelizmente, esta estratégia de controle tende a
tornar-se menos eficiente ao longo do tempo, devido a reducéo da suscetibilidade
da mosca aos inseticidas em funcao do desenvolvimento de resisténcia (BARROS
et al., 2012).

O uso de produtos inseticidas é uma estratégia comum no controle de artré-
podes na agricultura e na pecuaria, além de vetores de importancia em saude pu-
blica (ROUSH, 1987). Os inseticidas possuem origem natural ou sintética e sao
capazes de eliminar os insetos em diferentes fases do seu ciclo biologico. Atual-
mente, as industrias de defensivos agricolas oferecem varios grupos quimicos de
pesticidas, tais como carbamatos, lactonas macrociclicas, neonicotinoides, organo-
fosforados, organoclorados e piretroides, entre outros (BOWMAN, 2010).

Em funcéo de sua elevada eficécia, baixa toxicidade e relativo baixo custo,
0s piretroides se destacam dentre os inseticidas mais utilizados, tanto no controle
de pragas agricolas quanto veterinarias (SODERLUND, 2013). A facilidade de
acesso a estes produtos, bem como seu uso continuo, tem contribuido para a se-
lecdo de espécies de artropodes resistentes (PITZER et al., 2010). A resisténcia a
estes inseticidas esta relacionada a alteracfes genéticas nos sitios alvos dos inse-
ticidas, assim como no seu metabolismo (SODERLUND, 2008; RINKEVICH et al.,
2013). Tal ocorréncia ja foi descrita em diversos moscas como Drosophila melano-
gaster (BATISTE-ALENTORN et al., 1986; AMICHOT et al., 1992), Musca domes-
tica (BUSVINE, 1951; FINE,1961; WILLIAMSON, 1993; FREEMAN, 2019), Haema-
tobia irritans (SPARKS et al., 1985; BARROS et al., 2012) e S. calcitrans (CILEK e
GREENE, 1994; PITZER et al., 2010; OLAFSON et al., 2011; OLAFSON et al.,
2019a; BARROS et al., 2019). E importante destacar que a insensibilidade do inseto
a acao do inseticida compromete seu controle, além disso, 0 aumento da pressao
de selecdo dos inseticidas ocasiona a permanéncia de individuos resistentes no
ambiente e, consequentemente, a disseminacéo dos genes que conferem essa ca-
racteristica (PITZER et al., 2010; OLAFSON et al., 2011; OLAFSON et al., 2019a).
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Stomoxys calcitrans

Stomoxys calcitrans (Diptera: Muscidae), popularmente conhecida como
“mosca-dos-estabulos”, “mosca-do-bagago” ou “mosca-da-vinhaga”, possui forma
e tamanho semelhantes a mosca doméstica, no entanto, apresenta aparelho bucal
picador-sugador. Essa mosca possui 0 corpo acinzentado, o mesonoto com quatro
faixas longitudinais castanho-escuras e 0 segundo e terceiro segmentos do abdo-
men com trés manchas escuras, semelhante a um tabuleiro de xadrez (SERRA-
FREIRE e MELLO, 2006; TAYLOR et al., 2016; PATRA et al., 2018).

A mosca-dos-estabulos apresenta dimorfismo sexual, as fémeas possuem
maior distancia entre os olhos compostos que os machos (TAYLOR et al., 2016).
Ambos os sexos sdo hematéfagos, sendo capazes de se alimentar até trés vezes
ao longo do dia (HARIS et al., 1974; BOWMAN, 2010).

As fémeas realizam postura em locais com umidade, especificamente em
matéria organica vegetal em processo de fermentacédo, como silagem, feno, palha
de forrageiras, bem como esterco de aves, bovinos e suinos (KOLLER et al., 2009;
SEMELBAUER et al., 2018). Durante a oviposi¢ao, as fémeas séo capazes de de-
positar no minimo 20 ovos por postura, efetuando varias posturas a longo do dia,
produzindo de 500 até mil ovos ao longo de seu ciclo de vida (KOLLER et al., 2009).
Apés ecloséo, as larvas passam por trés estadios (L1, L2 e Ls), se desenvolvendo
facilmente em matéria organica imida. A mosca-dos-estabulos passa por processo
de metamorfose completa, seu desenvolvimento dura em torno de 15 a 22 dias,

enguanto a vida média dos adultos é de aproximadamente 30 dias (SCOOF, 1964).

1 Ecologia

A mosca-dos-estabulos é uma praga cosmopolita, adaptada a regides de
clima temperado, subtropical e tropical. Aprecia ambientes diversos que sejam ri-
COS em nutrientes organicos para sua oviposi¢ao, assim como alimentacéo durante
a fase larvar (FOIL e HOGSETTE, 1994).

No Brasil, devido ao clima tropical, as condi¢bes térmicas favoraveis ao de-
senvolvimento dos estadios imaturos da mosca-dos-estabulos (MORAES, 1990).
Além disso, a predominancia da bovinocultura somada a expanséo do setor sucro-
energeético, proporcionou a formacao de um sistema agroecoldgico favoravel ao seu
desenvolvimento bioldgico, contribuindo para a ocorréncia de explosdes populaci-
onais dessa praga (DOMINGHETTI, 2017).
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Anteriormente as altas infestacdes pela mosca-dos-estabulos eram restritas
a propriedades de producéo leiteira e confinamentos de gado, em virtude do acu-
mulo de matéria organica, assim como a precaria condi¢cao higiénico-sanitaria das
instalagcfes pecuarias (MILLER et al., 1973; FOIL e HOGSETTE, 1994). O primeiro
relato de surto em propriedades pecuarias relacionado a producéo do acucar e eta-
nol ocorreu em 1973 (NAKANO et al., 1973). O manejo inadequado dos residuos
organicos oriundos da producédo do processo de industrializacdo da cana-de-acu-
car, como palhada, vinhaca e torta de filtro, proporcionam condicfes favoraveis ao
desenvolvimento da mosca-dos-estabulos (BARROS et al., 2010; BITTENCOURT,
2012; CORREA et al., 2013). A alta capacidade de reproducdo e dispersdo da
mosca propicia sua disseminacdo massiva para as propriedades pecuérias adja-
centes as areas fertirrigadas com vinhaga via aspersdo, em busca de alimento e,
por conseguinte, a ocorréncias de surtos (DOMINGHETTI et al., 2015).

Elevadas infestacdes por S. calcitrans sao decorrentes de um conjunto de
fatores bidticos e abidticos, assim como as condicbes de manejo dos subprodutos
organicos em processo de fermentagéo (TAYLOR et al., 2007). Os picos populaci-
onais normalmente ocorrem no verao/primavera, devido a elevada precipitacéo plu-
viométrica e altas temperaturas (MORAES, 1990; BRITO et al., 2008; PARRAVANI
et al., 2019).

Estudos evidenciaram que temperatura ideal para o desenvolvimento da
mosca-dos-estabulos é de 25°C, apresenta variacédo entre 18°C e 30°C, ndo ocor-
rendo desenvolvimento larvar em temperaturas superiores a 35°C (AGUIAR-VAL-
GODE & MILWARD-DE-AZEVEDO, 1992). Quando adultas possuem maior ativi-
dade sob condi¢des térmicas entre 20°C e 27°C (GERRY et al., 2007), sendo inibi-
das em temperaturas abaixo de 7°C (SEMAKULA et al., 1989).

A precipitacdo pluviométrica também pode influenciar na abundancia da
mosca-dos-estabulos, uma vez que proporciona condicfes de umidade nos resi-
duos organicos gerados pela usina, bem como aqueles produzidos ou estocados
nas fazendas pecuarias. No entanto, o excesso de chuva pode prejudicar o pro-
cesso de pupacao das larvas de S. calcitrans, devido a migracao dessas para areas
mais secas para completar seu ciclo bioldégico (FOIL e HOGSETTE, 1994). De
acordo com Bittencourt e Moya-Borja (2000), indices de pluviosidade maiores que

150 mm resultam na reducéo da infestacédo do parasito nos animais. O alto indice
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de chuva, associado as altas temperaturas do verao, atua favoravelmente para a
reducdo da densidade populacional (BROCE et al., 2005).

Outra variavel climética a ser considerada é a umidade relativa do ar, que
tende a beneficiar o desenvolvimento das formas imaturas de S. calcitrans quando
entre 70-80% (AGUIAR-VALGODE e MILWARD-DE-AZEVEDO, 1992).

Segundo Gersabeck e Merrit (1985) o comportamento de dispersdo da
mosca-dos-estabulos também é influenciado pelo vento, devido a capacidade do ar
em conduzir os odores atrativos a esse diptero. Fato também descrito por Domin-
ghetti et al. (2017) verificaram que a velocidade do vento pode estimular ou limitar

a dispersdo da mosca-dos-estabulos.

2 Prevencdo e controle

As principais formas para prevenir e controlar os surtos causados por S. cal-
citrans envolvem praticas de manejo para eliminar os focos de reproducédo (DO-
MINGHETTI et al., 2015). Ressalta-se que tais praticas devem ser adotadas tanto
nas usinas quanto nas propriedades pecuarias, pois essas mantém a populacéo da
mosca-dos-estabulos ao longo de todo o ano (BARROS et al., 2010).

As boas préticas a serem realizadas pela usina incluem o manejo dos sub-
produtos organicos como a vinhaca e a torta de filtro. No patio de torta de filtro a
principal medida se refere a compostagem do material, a fim de eliminar as formas
imaturas da mosca-dos-estabulos (BITTENCOURT, 2012).

Apesar da influéncia da usina na producdo da mosca-dos-estabulos, ainda
existem poucas bases cientificas para fundamentar as estratégias de controle, bem
como seu real efeito a campo (BITTENCOURT, 2012; DOMINGHETTI et al., 2015).

O manejo preventivo nas areas de lavouras fertirrigadas com vinhaca via
aspersao ja foram inicialmente investigadas por alguns autores que destacam
acOes como fracionar a aplicacédo de vinhaca (KOLLER et al., 2009; KASSAB et al.,
2012), incorporacao da palhada ao solo (BITTENCOURT, 2012), queima profilatica
(CANCADO et al., 2013) e realizar a limpeza das margens e fundo dos canais con-
dutores de vinhaca (BITTENCOURT, 2012).

Nas propriedades pecuarias é recomendada a higienizacdo frequente das
instalacdes, principalmente em confinamento e granjas leiterias, nas quais ha maior

acumulo de excrementos animais, bem como restos de alimentos. Apds a remogéao,
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o material deve ser destinado corretamente, podendo ser espalhado sobre a pas-
tagem ou devidamente coberto para a realizacdo de compostagem (KOLLER et al.,
2009).

Barros et al. (2010) verificaram que as propriedades que forneciam suple-
mentacao volumosa aos animais possuiam histérico de infestacéo por S. calcitrans
anterior a instalacdo de usinas, embora com abundéncia muito menor. Esses ali-
mentos necessitam de armazenamento adequado, haja vista que devido ao pro-
cesso de fermentacdo sao potencialmente atrativos para a postura e posterior de-
senvolvimento desta praga. Diante disso, € fundamental que a silagem seja devi-
damente coberta durante periodo de uso, além da destinacdo adequada do material
remanescente.

De acordo com Kassab et al. (2012), durante os surtos, uma alternativa € o
controle quimico por meio de inseticidas de origem natural ou sintética com o obje-
tivo de eliminar a populacéo de S. calcitrans emergente e conter 0s prejuizos cau-
sados por esta praga ao setor agropecuario. No entanto, essa alternativa de con-
trole tende a tornar-se pouco eficiente ao longo do tempo, uma vez que a pressao
do uso de inseticidas pode levar a reducdo da suscetibilidade dos insetos e, con-
sequentemente, a selecdo de individuos resistentes (MOREIRA et al., 2012; BAR-
ROS et al., 2012; OLAFSON et al., 2019).

A utilizacdo de agentes biolégicos para o controle da mosca-dos-estabulos
€ tida como uma opcao e a literatura destaca o uso de fungos como o Metarhizium
anisopliae (MORAES, 2007; CRUZ-VAZQUEZ et al., 2015) e parasitoides da fami-
lia Pteromalidae (Hymenoptera) (SKOVGARD & JESPERSEN, 1999).

2.1 Piretroides

Os piretroides séo derivados sintéticos das piretrinas, extraidas das flores de
crisantemo (Chrysanthemum cinerariaefolium, também chamado de Pyrethrum ci-
nerariaefoliume), sendo a maioria derivada do acido ciclopropanocarboxilico, com
excec¢ao do fenvalerato (SILVA, 2009; FIGUEIREDO, 2014).

Conhecidos desde 1920, os piretroides sdo amplamente utilizados para o
controle de pragas e vetores de doencas, devido a rapida atuacao, baixa toxicidade
para mamiferos, baixo impacto ambiental e pouca volatilidade (MILLER, 1988; RIN-
KEVICH et al., 2013).
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Estes inseticidas atuam por contato ou ingestéo, afetando o sistema nervoso
central e periférico dos insetos (MILLER, 1988; DOMINGUES, 2005). Os piretroides
alteram a cinética dos canais de sédio dependentes de voltagem e, consequente-
mente, aumentam a permeabilidade de soddio na membrana das células nervosas,
desencadeando o efeito knockdown, manifestado por rapida incoordenacédo e im-
possibilidade de voar (SALGADO et al., 1983b; MILLER, 1988; BLOOMQUIST,
1996).

De acordo com sua estrutura quimica os inseticidas piretroides podem ser
classificados em dois grupos: tipo | e 1l (SALGADO et al., 1983b). O tipo | é com-
posto pela aletrina, bifentrina, bioaletrina, permetrina e resmetrina. Enquanto os pi-
retroides do tipo Il s&o mais potentes devido a presenca do grupo alfa-ciano ligado
ao fenilbenzil ou outro &lcool, sendo eles cipermetrina, deltametrina, fenpropatrina,
fenvalerato e lambda-cialotrina (VALENTINE, 1990; SILVA, 2009; FIGUEIREDO,
2014). Além disso, os sintomas de intoxicacao diferem conforme o tipo. Quando
intoxicados pelo tipo |, os insetos apresentam incoordenacao e excitabilidade, ja o
tipo 1l provoca convulséo e rapida paralisia, esse ultimo € considerado mais toxico,
pois prolonga a abertura dos canais por um periodo mais duradouro, maior que a
do tipo | (SALGADO et al., 1983a; SALGADO et al., 1983b; BLOOMQUIST, 1996;
SHAFER et al., 2004; FIGUEIREDO, 2012). Os piretroides tipo Il também possuem
acao sobre o neurotransmissor acido gama-aminobutirico (GABA), o qual contribui
para a ocorréncia de convulsdes (VALENTINE, 1990; BLOOMQUIST, 1996; FI-
GUEIREDO, 2012).

Os canais de sodio sédo fundamentais para manter o equilibrio elétrico celu-
lar. Durante o estimulo nervoso, esses se abrem, permitindo a entrada de sédio
para o meio intracelular, processo chamado de ativagdo. Apds um curto periodo 0s
canais se fecham, permitindo que a membrana entre no estagio de repolarizagao
(REECE, 2012).

O inicio e a prolongacao dos estimulos elétricos por toda a extenséo do ax6-
nio sdo mediados por canais de sédio dependentes de voltagem. Nos mamiferos e
insetos, o canal de sédio é constituido por uma subunidade alfa formadora de po-
ros, essa é composta por quatro dominios homoélogos (I - 1V) e cada dominio é
formado por seis segmentos transmembranares (S1 - S6) (RINKEVICH et al.,
2013). Os segmentos S1 a S4 atuam como modulos de deteccdo de tenséo, ja os

segmentos S5 e S6 sdo conectados por alcas da membrana (regido P) e formam

18



os dominios formadores de poros (VAIS et al.,, 2001; RINKEVICH et al., 2013;
DONG et al., 2014).

Em situacao normal, o potencial de a¢do nas células excitaveis se inicia apos
a despolarizagdo da membrana neural, promovendo a mudanga de carga no interior
da membrana (positiva) e, consequentemente, sua ativacado. Os canais de sédio
dependentes de voltagem se abrem e permitem a entrada do sodio para 0 meio
intracelular, alguns milissegundos depois os canais sdo fechados. A inativacao é
realizada por particulas formadoras de residuos, por meio de um linker entre os
dominios lll e IV (RINKEVICH et al., 2013).

Os piretroides modificam (inativam ou desativam) os canais de sadio e inter-
rompem seu fechamento, consequentemente deprimem a funcao das células ner-
vosas do individuo (BLOOMQUIST, 1996; PITZER et al., 2010).

Apos a modificacdo, as células nervosas entram em um estado de excitabi-
lidade extrema, permanecendo assim até que a célula ndo seja capaz de manter a
atividade da bomba de sédio-potassio (DAVIES et al., 2007).

2.2 Resisténcia aos inseticidas piretroides

Segundo Crow (1957) a resisténcia é uma heranc¢a genética, sendo esta con-
ferida pela alteracdo dos genes originais e, por conseguinte, a selecdo de indivi-
duos resistentes a acdo dos inseticidas.

De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude, a resisténcia é definida
como o desenvolvimento da capacidade do organismo em tolerar diferentes doses
de um agente toxico letal para individuos normais da mesma espécie (OMS, 1976).

Os piretroides sado utilizados mundialmente para o controle de pragas no se-
tor agropecuéario, o que favoreceu a selecdo de ectoparasitos resistentes ao grupo
quimico (BOWMAN, 2010; DU et al., 2013; RINKEVICH et al., 2013).

Resisténcia aos piretroides foi descrita em muscideos hematofagos como a
mosca-dos-chifres (Haematobia irritans) (ROUSH et al., 1986; BARROS et al.,
2012; DOMINGUES et al., 2019) e a mosca-dos-estabulos (CILEK & GREENE,
1994; PITZER et al., 2010; OLAFSON et al., 2011; BARROS et al., 2019; OLI-
VEIRA, 2019).

Nos insetos, a resisténcia aos inseticidas esta associada a padrées genéti-
cos, 0s quais podem manifestar-se das seguintes formas: (I) alteracbes comporta-

mentais, onde o inseto evita o contato com os inseticidas, preferindo locais ndo
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tratados (SPARKS et al.,1989; ZYZAK et al., 1996); (Il) alteracOes fisiologicas, que
incluem reducé&o da penetracao do inseticida pela cuticula do inseto alvo, aumento
da detoxificagdo metabdlica por monoxigenases dependentes de citocromo P-450,
esterases e glutationa S-transferases e, por conseguinte, rapida excrecao do inse-
ticida (ROUSH, 1993; SODERLUND, 1997); (Ill) reducéo da sensibilidade do sitio
alvo ou moleculares (ROUSH, 1993; SODERLUND & BLOOMQUIST, 1990).

Os insetos que apresentam maior producdo de monoxigenases, ou ainda a
geracdo de P-450 com maior capacidade catalitica, realizam a oxidacdo do inseti-
cida de forma mais rapida (SODERLUND & BLOOMQUIST, 1990).

As esterases catalisam os piretroides por hidrdlise do éster central, sendo
uma das principais enzimas a carboxilesterase; cabe salientar que essa enzima
também atua sobre inseticidas organofosforados e carbamatos (SODERLUND &
BLOOMQUIST, 1990; ROUSH, 1993). O metabolismo dos inseticidas por glutationa
S-transferases é mediado pela degradacao de moléculas enddgenas e exégenas
com a glutationa reduzida (GSH), essas séo biotransfomadas em acido mercaptu-
rico e excretadas. A resisténcia metabdlica a organofosforados e ao diclorodifenil-
tricloroetano (DDT) € mediada por glutationa S-transferases (DU et al., 2013).

Além da resisténcia metabdlica, a forma mais comum de resisténcia nos in-
setos é a alteracao do sitio-alvo de acéo dos piretroides, os canais de sddio depen-
dentes de voltagem presentes nas membranas neurais (SODERLUND & BLO-
OMQUIST, 1990; SODERLUND, 2010).

A resisténcia aos piretroides foi descrita na mosca doméstica em 1951 (BUS-
VINE, 1951) e identificada geneticamente em 1954 (MILANI, 1954). O conheci-
mento da estrutura e aminoacidos que formam os canais de sodio (SALKOFF et
al., 1987; OKAMOTO et al., 1987) contribuiu para a identificacdo do gene denomi-
nado para em D. melanogaster. Esses foram baseados em estudos de termossen-
sibilidade, no qual os insetos sofriam paralisia imediata quando submetidos a tem-
peraturas restritivas, retornando ao seu estado normal em temperaturas toleraveis
(GRIGLIATTI et al., 1973; GANETZKY & WU, 1986; SALKOFF et al., 1987). Com o
sequenciamento do DNA foi possivel verificar que o alelo para ocorre em diferentes
posi¢cdes do gene dos canais de sodio (LOUGHNEY et al., 1989).

Os insetos resistentes aos piretroides apresentam alteracdes na sequéncia
ou conformacéo das proteinas do gene dos canais de sodio, consequentemente,

impedem a ligacdo do inseticida ao seu sitio de acao (WILLIAMSON, 1993). Essa
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€ mediada pelo alelo knockdown resistance (kdr) e super-kdr, a ultima resulta em
um grau de insensibilidade potencialmente maior (BLOOMQUIST, 1996).

O efeito kdr ocorre devido a uma mutacdo no gene dos canais de sadio,
alterando o sitio-alvo de acdo dos piretroides (SODERLUND & BLOOMQUIST,
1990; SODERLUND, 2010). Mutac¢fes nos canais de sodio estéo localizadas nos
segmentos 4 e 5 ou entre as hélices transmembranares S5 e S6 do dominio II,
sugerindo que as alteracfes genéticas estejam presentes na regido proxima a aber-
tura interna do canal (SODERLUND, 2010). Segundo Olafson et al. (2011) na
mosca-dos-estabulos assim como em outros dipteros, a mutacdo ocorre pontual-
mente no segmento 1014 do gene do canal de sédio, no qual foi verificada a subs-
tituicdo do aminoéacido leucina por uma histidina (L1014H), levando a transversao
de uma timina para adenina. Existem varios e distintos pontos mutacionais no gene
dos canais de sédio (Figura 1) que podem levar ao efeito kdr (knockdown) em dife-
rentes espécies de insetos (RINKEVICH et al., 2013).

Uma destas mutagdes pode ocorrer mediante a substituicdo de uma leucina
por uma fenilalanina (CTT para TTT) na posi¢cao 1014 (SMITH et al., 1997), estando
localizada no segmento 6 do dominio Il no gene que codifica o canal de sodio (BLO-
OMQUIST, 1996). Por outro lado, a mutacdo super-kdr leva a substituicdo de uma
metionina por uma trionina (ATG para ACG) na posi¢cao 918, sendo localizada entre
0s segmentos 4 e 5, no dominio || (BLOOMQUIST, 1996)

11011M/V
V410A/G/L/M MS827I L932F  [[L1014C/F/H/S/W | F1534C

| 11 11 IV

[
1 [2]34s 12|34 1|2|3]4|s / 12345U6
H,N | V1016G/1 o COOH
L9251 F10208S D1549V E1553G
M918I/L/T/V  T929C/1/N/V F15381

Figura 1. Pontos mutacionais no canal de sédio associado a resisténcia aos inseticidas piretroides
em diferentes espécies de insetos. Em destaque a mutacéo pontual da mosca-dos-estabulos des-
crita por Olafson et. al (2011) na mosca-dos-estabulos. Fonte: Adaptada, RINKEVICH et al., 2013.

A resisténcia de S. calcitrans aos inseticidas piretroides foi descrita nos Es-

tados Unidos em 1994, a partir de um bioensaio com popula¢des a campo (CILEK
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& GREENE, 1994). Em estudos semelhantes realizados nos Estados Unidos (MA-
RON, et al. 1997; PITZER et al., 2010), Franca (SALEM et al., 2012; TAINCHUM et
al, 2018), Alemanha (REISSERT-OPPERMANN et al., 2019) e, recentemente, no
Brasil, no estado de Mato Grosso do Sul (BARROS et al., 2019; OLIVEIRA, 2019),
foi constatado a ocorréncia de populacdes resistentes aos piretroides.

O primeiro estudo para elucidar o mecanismo molecular de resisténcia da
mosca-dos-estabulos aos piretroides foi realizado nos Estados Unidos com moscas
resistentes (oriundas de selecdo laboratorial) e espécimes selvagens (OLAFSON
et al., 2011). Neste estudo foi identificada uma mutacéo pontual devido a uma alte-
racao de aminoécido, leucina-histidina (Leu1014His), coincidente com mutacdes de
resisténcia kdr em outros dipteros. A presenca do alelo kdr-his foi previamente con-
firmada em populagbes de S. calcitrans nos Estados Unidos, Franca e Tailandia
(OLAFSON et al., 2019).

No Brasil, até 2019 né&o existiam relatos da resisténcia genadtipica da muta-
cdo kdr-his nesta espécie. O primeiro relato ocorreu a partir do sequenciamento de
um fragmento do gene do canal de sodio em populacées de colénias da Embrapa
Gado de Corte e municipios de MS e GO, onde foi possivel detectar o alelo kdr-his
e trés outros SNPs (Single Nucleotide Polymorphism) ainda ndo descritos na litera-
tura (OLIVEIRA, 2019). Assim, dada a importancia da praga no setor pecuario e
sucroenergético na regido do estado de Sao Paulo, o presente trabalho tem como
objetivo o estudo da dindmica populacional da mosca-dos-estabulos em usinas su-
croalcooleiras e verificar a ocorréncia de resisténcia aos inseticidas piretroides atra-

vés da mutacao kdr-his em popula¢@es do referido Estado.
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CAPITULO Il

Artigo 1
Population dynamics of stable flies (Stomoxys calcitrans) in sugarcane mills from the state
of Sdo Paulo

Dinadmica populacional da mosca-dos-estabulos (Stomoxys calcitrans) em usinas de
cana-de-acgucar no estado de Séo Paulo

Abstract: The large-scale production of organic substrates resulting from the production of
ethanol has favored the occurrence of population outbreaks of Stomoxys calcitrans in live-
stock farms in the vicinity of sugarcane mills. The objective of the present study was to
investigate the population dynamics of stable flies in sugarcane mills in the counties of Pe-
reira Barreto (PB) and Sud Mennucci (SM), S&o Paulo. Data collection was carried out from
January/2018 to December/2019 by using reflective sticky traps placed in vinasse-fertigated
sugarcane fields, filter cake composting yard and cattle ranches adjacent to fertigated areas.
The entomological material was collected weekly and sent for identification and counting.
The fluctuation of S. calcitrans in the sugarcane mills presented different tendencies, with
populational peaks occurred in the months of January, May/June and October/November.
There were no strong enough correlations to relate the average of flies identified by trap to
climatic conditions. However, a close relationship was found between the control actions
carried out in the fertigated crops and the filter cake areas and quality in the management of
animal production residues. Such factors were determinant for the occurrence of an increase
in the population density of the pest regardless of the period analyzed.

Keywords: vinasse, seasonality, population fluctuation.

Resumo: A geracdo de subprodutos organicos em larga escala, decorrentes da producéo de
etanol, tem favorecido a ocorréncia de surtos populacionais de Stomoxys calcitrans nas pro-
ximidades de usinas sucroenergéticas. O objetivo do presente estudo foi conhecer a dindmica
populacional da mosca-dos-estabulos em usinas sucroenergéticas nos municipios de Pereira
Barreto (PB) e Sud Mennucci (SM), S&o Paulo. A coleta dos dados foi realizada de ja-
neiro/2018 a dezembro/2019, para isso foram instaladas armadilhas adesivas reflexivas nas
lavouras canavieiras fertirrigadas via aspersao, patio de compostagem da torta de filtro e

fazendas pecuarias adjacentes as areas fertirrigadas. O material entomolégico foi recolhido
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semanalmente e encaminhado para identificacdo e contagem dos espécimes. De maneira ge-
ral, nas usinas dos municipios de PB e SM a flutuagdo populacional apresentou tendéncias
similares, com caracteristicas bimodais. Em 2018 tanto PB quanto SM a elevada abundancia
na captura da mosca-dos-estabulos em janeiro, periodo de entressafra da cana-de-agucar.
Todavia, 0 segundo periodo de aumento populacional da praga em PB foi registrado em
outubro e em SM no més de novembro. No ano de 2019, os picos populacionais ocorreram
nos meses de janeiro, maio/junho e outubro/novembro. Néo foram observadas correlacfes
fortes entre a média de moscas por armadilha e condi¢Ges climaticas. No entanto, foi cons-
tatada estreita relagdo entre as acdes de controle desenvolvidas nas lavouras fertirrigadas, no
patio de compostagem e a qualidade no manejo dos residuos da produc¢édo animal. Tais fato-
res foram determinantes para 0 aumento na abundéncia populacional da praga, independente
do periodo analisado.

Palavras-chaves: vinhaca, sazonalidade, flutuagéo populacional.

Introducéo
Popularmente conhecida como “mosca-dos-estabulos”, Stomoxys calcitrans é um ec-

toparasito responsavel por causar grandes impactos econémicos nas cadeias produtivas pe-
cuéria e sucroenergética nos estados de Sao Paulo, Mato Grosso do Sul, Mato Grosso, Goias
e Minas Gerais (Koller et al., 2009; Dominghetti et al., 2015).

A mosca-dos-estabulos se desenvolve em matéria organica vegetal em processo de
fermentacdo (Brues, 1913; Foil & Hogsette, 1994). Os adultos se alimentam de sangue, prin-
cipalmente de bovinos e equinos, sendo a picada extremamente dolorosa gerando descon-
forto e estresses aos animais. Podem ainda atuar como vetores mecanicos de varios agentes
de doencas, o que inclui bactérias, fungos, protozoarios e helmintos (Baldacchino et al.,
2013), tornando-os importantes a satde publica e sanidade animal. Os danos causados pelo
parasito implicam diretamente na producdo animal, reduzindo o ganho de peso e producéo
de leite em até 20% e 60%, respectivamente (Campbell et al., 2001; Koller et al., 2009). De
acordo com estudo realizado por Grisi et al. (2014) no Brasil, 0s prejuizos econdémicos cau-
sados pela praga podem ultrapassar a US $ 335,46 milhdes por ano.

Durante o periodo de safra da cana-de agucar, a mosca se dispersa para areas da usina,
atraidas pelos subprodutos organicos oriundos do processamento da cana-de-agtcar, como a
vinhacga (subproduto liquido obtido na producéo do alcool apds a destilacdo do caldo da
cana-de-agucar fermentado) e torta de filtro (subproduto sélido proveniente da filtragdo do

caldo da cana) (Barros et al., 2010). De acordo com Corréa et al. (2013), a capacidade média
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de producdo da mosca-dos-estabulos na torta de filtro é de 55,8 moscas/mz2, enquanto nas
lavouras fertirrigadas com vinhaga é de 24,2 moscas/m?, fato que demonstra o alto potencial
deste diptero nos substratos organicos presentes nas usinas. Este fato evidencia a relevancia
da qualidade do manejo destes subprodutos visando a eliminacdo de potenciais focos de
proliferacdo da mosca-dos-estabulos.

E importante considerar que as falhas de manejo dos residuos oriundos da produgio
animal em propriedades onde ha confinamentos, leiterias, granja de aves e suinos, assim
como haras, também oferecem um ambiente favoravel ao desenvolvimento dos estadios ima-
turos (Broce et al., 2005; Barros et al., 2010). Assim sendo, é fundamental que a limpeza das
instalacOes e a destinacdo dos dejetos sejam realizadas de maneira adequada e como maior
rigor durante o periodo de entressafra, uma vez que, com o inicio das atividades de industri-
alizacdo da cana-de-aglcar, a mosca-dos-estabulos se dispersa para as areas da usina em
busca de locais para a oviposicdo (Bittencourt, 2012; Dominghetti, 2017).

A dindmica populacional da mosca-dos-estabulos é influenciada por um conjunto de
fatores bioticos e abidticos, tais como temperatura, precipitacdo pluviométrica, umidade re-
lativa do ar, velocidade do vento, entre outros (Taylor et al., 2007). Contudo, no Brasil, além
das condicOes climaticas favoraveis ao desenvolvimento da espécie, a presenga de usinas
sucroalcooleira proximas as propriedades pecuéarias favorece a ocorréncia de surtos, uma vez
que estas dispGem de extensas areas favoraveis ao seu desenvolvimento durante o periodo
de safra da cana-de-acucar, que quando ndo manejadas corretamente criam oportunidades
para a formacdo de possiveis focos para a proliferacdo do diptero (Barros et. al., 2010; Can-
cado et al., 2013; Dominghetti et al., 2015).

Os surtos causados pela mosca-dos-estabulos em propriedades pecuérias, relaciona-
dos as usinas sucroenergéticas, foram descritos no estado de Sdo Paulo (Nakano et. al., 1973;
Queiroz, 2011; Bittencourt, 2012), Mato Grosso do Sul (Barros et al., 2010; Kassab et al.,
2012; Dominghetti, 2017), Mato Grosso (Jusbrasil, 2015) Minas Gerais (Bittencourt, 2012)
e Goias (Neves & Mendonga, 2019).

O estado de S&o Paulo é o maior produtor nacional de cana-de-agucar, considerado
referéncia mundial na produc&o de etanol. De acordo com a UNICA (Uni&o da Indstria de
Cana-de-acucar), no estado ha 139 usinas em operacao (Unidata, 2019), sendo consequen-
temente, o estado que mais registra ocorréncias relacionadas aos surtos da mosca-dos-esta-
bulos (informacdo pessoal — dados ndo publicados). Apesar da criagdo do programa de con-
trole e prevencdo de surtos da mosca-dos-estabulos, por meio da RESOLUCAO SAA - 38,

a alta capacidade de producdo e as falhas no manejo dos residuos organicos provenientes da
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producdo de agucar e etanol favoreceram a ocorréncia de explosdes populacionais. No Bra-
sil, os estudos sobre a dindmica populacional da mosca-dos-estabulos em usinas e proprie-
dades pecuérias sao escassos. Diante da importancia do conhecimento a respeito da bioeco-
logia da praga para o setor sucroenergético e pecuario, o presente estudo tem como objetivo
avaliar a dindmica populacional da mosca-dos-estabulos em usinas sucroalcooleiras do es-

tado de Séo Paulo.

Material e métodos
a. Local do estudo

O estudo a campo foi realizado em usinas localizadas nos municipios de Pereira Bar-
reto (PB) (20°32°03”S 51°14°38”W), sendo esta produtora de etanol e em Sud Mennucci
(SM) (20°43°41”S 50°57°39”W), na qual ocorre a producdo de actcar VHP (Very High Po-
larization) e etanol, ambas no estado de S&o Paulo, com distancia de aproximadamente 50
km entre seus polos industriais. As propriedades adjacentes a bacia de fertirrigacdo, em um
raio de até 15 km do polo industrial de ambas as usinas apresentavam sistema de producao
de gado de corte confinado, gado leiteiro, gado extensivo e sitios com pratica de policultura
de subsisténcia.

Durante os dois anos do estudo, os dados meteoroldgicos referentes a temperatura,
precipitacao pluviométrica e umidade relativa do ar (UR) estavam disponiveis no Clima Ca-
nal da UNESP llha Solteira (http://clima.feis.unesp.br). Destaca-se que as estacdes se en-

contravam nas areas das usinas estudadas.

b. Armadilhas e coletas

Para a coleta do material entomologico foram utilizadas armadilhas adesivas reflexi-
vas (“Alsynite”) distribuidas nas lavouras canavieiras fertirrigadas com vinhaca via aspersao,
patio de compostagem de torta de filtro e propriedades pecuérias (Tabela ). Essa armadilha
é constituida por uma estrutura cilindrica de fibra de vidro ondulada, transparente, revestida
por um plastico adesivo (Isca® e ColeAgro®) e fixada em uma estaca de madeira fendida,
de modo que a borda superior se mantivesse a um metro em relacdo ao solo (Broce et al.,
1988).
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Tabela 1. Distribuicdo de armadilhas para monitoramento da flutuagdo populacional da
mosca-dos-estabulos em usinas sucroalcooleira nos municipios Pereira Barreto e Sud
Mennucci no estado de Sao Paulo.

L N° de Lavouras Patio de torta de Fazendas
Municipio . . . - -
armadilhas canavieiras filtro/fuligem pecuarias
PB 29 18 3 8
SM 27 14 3 10

E importante salientar que todas as armadilhas foram georreferenciadas permane-
cendo continuamente ativas e fixadas no mesmo local durante o periodo de estudo. Os plas-
ticos adesivos (refis entomoldgicos) foram substituidos semanalmente e posteriormente en-
caminhados a Volare Consultoria Ambiental Ltda. para identificacdo e contagem dos espé-

cimes.

c. Analise estatistica

Os dados de contagem das moscas utilizados para a descri¢do da dindmica populaci-
onal foram representados pela média mensal de espécimes capturados por armadilha, sendo
apresentados na forma de graficos.

Para a realizacdo da analise estatistica foram utilizados testes ndo paramétricos, em
virtude da discrepancia entre os valores, nos quais a mediana confere maior representativi-
dade dos dados. Os testes ndo paramétricos utilizados foram Mann-Whitney, Kruskal-Wallis
e Coeficiente de correlagdo de Spearman (Zaar, 1999).

O teste de Mann-Whitney (p<0,05) foi aplicado para verificar a diferenca de captura
da mosca-dos-estabulos entre os anos e para determinar a diferenca estatistica entre os peri-
odos de entressafra e safra. Enquanto o teste Kruskal-Wallis e compara¢do de Dunn foram
aplicados para avaliar se houve diferenca estatistica significativa, ao nivel de 5%, nas cap-
turas semanais realizadas nos diferentes ambientes (lavouras canavieiras, patio de compos-

tagem da torta de filtro e fazendas pecuarias).

Resultados
Ao longo de dois anos de monitoramento da flutuag&o populacional de S. calcitrans

nas usinas sucroalcooleiras PB e SM foram capturados 544.962 e 554.047 espécimes, res-

pectivamente.
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De modo geral, ndo houve diferenca estatistica entre a mediana de moscas capturadas
semanalmente durante os anos de 2018 e 2019 nas usinas sucroalcooleiras PB e SM (Tabela
22). Contudo, ao considerar o total de espécimes capturados em 2019 em relacdo ao ano
anterior, constatou-se que a usina de PB apresentou um aumento de 35%, enquanto na usina
SM houve reducdo de 28%.

Tabela 2. Abundancia de mosca-dos-estabulos capturadas semanalmente em armadilhas ade-
sivas em usinas sucroalcooleiras em dois municipios de Pereira Barreto e Sud Mennucci,

estado de S&o Paulo.

N° de moscas cap-

Municipio Ano Mediana Minimo Maximo P
turadas

2018 232.295 74,3 8,8 748,3

PB 0,1980
2019 312.667 142,8 14 837,4
2018 321.371 171,3 9,6 824,6

SM 0,1536
2019 232.676 169,5 2,6 4935

Teste de Mann-Whitney (p<0,05), utilizado na comparacéo das medianas.

Ao longo do periodo de estudo em PB as temperaturas médias mensais exibiram va-
riacdo entre 21,7°C a 28,3°C, com média anual de 25,5°C. A maior temperatura em cada ano
foi registrada em mar¢o/2018 (27,7°C) e janeiro/2019 (28,3°C). Enquanto as menores tem-
peraturas ocorreram durante 0 més de agosto/2018 e julho/2019, sendo 21,7°C e 21,8°C,
respectivamente.

A precipitacdo pluviométrica anual registrada em 2018 foi 1.190,3 mm, enquanto em
2019 foi de 988,0 mm. O periodo chuvoso foi observado durante setembro a abril, nos quais
0s meses de janeiro e novembro/2018, fevereiro e dezembro/2019, exibiram maior pluviosi-
dade. Em contrapartida, os menores indices pluviométricos foram vistos no ano de 2018, em
maio, junho e julho, ja em 2019 foram os meses de junho, julho e setembro que apresentaram
menores niveis. A variacao dos indices da umidade relativa do ar ao longo dos dois anos foi
de 53,7% a 80,4%.

A distribuicéo da frequéncia de captura da praga foi bimodal, onde os picos popula-
cionais em 2018 ocorreram em janeiro (verao) e outubro/novembro (primavera). Ja em 2019
foram registrados nos meses de maio/junho (outono/inverno) e dezembro (veréo).

Em 2018, a maior abundéncia da mosca-dos-estabulos foi constatada durante 0 més
de outubro, cuja media geral mensal de especimes capturados foi de 506,6 moscas/armadi-
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Iha. Esta condigdo permeou até 0 més de novembro, onde a média obtida foi 457,0 mos-
cas/armadilha. Em ambos os meses foram registradas temperaturas elevadas, alto indice plu-
viométrico e umidade relativa do ar acima de 70% (primavera/verdo). Por outro lado, em
2019, o aumento da abundancia populacional de S. calcitrans ocorreu nos meses de maio e
junho (outono/inverno), cujas respectivas médias mensais foram 546,5 e 530,9 moscas/ar-
madilha. Neste periodo, a temperatura registrada foi inferior a 25°C, diferentemente de maio
e junho/2018, a precipitacdo pluviométrica foi 88,1 mm, enquanto a umidade relativa do ar
se manteve acima de 63,3%. Além disso, nos dois anos 0s menores niveis de captura foram
registrados em fevereiro (entressafra), no qual as condigdes meteoroldgicas foram semelhan-
tes. De modo geral, nos dois anos de monitoramento os picos populacionais apresentaram
caracteristicas bimodais, com um pico no verdo (dezembro/janeiro) e outro no outono/in-
verno (maio/junho) ou primavera (outubro) (Figura 1).

Durante os dois anos de estudo na usina localiza no municipio de SM, a temperatura
média mensal oscilou entre 20,2°C e 28,5°C, com média anual de 25,0°C. Os maiores regis-
tros anuais ocorreram nos meses dezembro/2018 (27,6°C) e janeiro/2019 (28,5°C). En-
guanto as menores temperaturas anuais foram obtidas durante o0 més de agosto/2018 (21,2°C)
e julho/2019 (20,2°C).

A precipitacdo pluviométrica em 2018 foi 1.164,1 mm, com 0s meses de janeiro
(263,7 mm) e novembro (266,4 mm) apresentando maior ocorréncia de chuva, ja o periodo
de estiagem foi registrado em junho e julho. No decorrer de 2019, todos 0s meses apresen-
taram ocorréncia de chuva, com volume acumulado de foi 971,8 mm, sendo o menor indice
pluviométrico registrado no més de junho, enquanto o maior indice foi observado no més de
dezembro (246,8 mm). A umidade relativa do ar apresentou variacdo entre 61,3% e 83,6%
ao longo dos dois anos.

Conforme os dados quantitativos, em 2018 o pico populacional ocorreu de forma
bimodal, os quais foram registrados janeiro (verdo) (498,4 moscas/armadilhas) e novembro
(481,2 moscas/armadilha) (primavera). Cabe destacar, que neste periodo as condigdes de
temperatura, pluviosidade e umidade relativa do ar em janeiro e novembro foram similares.
Por outro lado, os menores niveis de captura foram alcancados durante 0s meses mais secos
e com menores temperaturas (outono/inverno).

Em 2019, a média de moscas capturadas por armadilha apresentou aumento durante
0 ultimo més de entressafra. Apos o inicio da safra houve aumento progressivo da populagdo
da mosca-dos-estabulos, culminando em pico populacional no més de junho (368,9 mos-

cas/armadilha), este foi registrado durante o periodo de inverno. A segunda onda de aumento
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populacional foi registrada durante 0 més de dezembro (285,4 moscas/armadilha) (veréo).
De modo geral, nos meses de janeiro a marco (verdo/outono) exibiram os menores niveis de
captura (Figura 2).

Na tabela 3 séo expostas as correlacfes entre os fatores climaticos e a média de es-
pécimes identificados semanalmente em PB. Conforme os resultados referentes a correlagéo
de Spearman dos parametros climaticos com a média de moscas capturadas por armadilha
na semana de captura (0) e até 4 semanas antes (-1, -2, -3, -4), foi possivel verificar que nao
ocorreram correlacdes fortes, apenas correlacdes fracas e moderadas. Nas lavouras canavi-
eiras e patio de torta de filtro, independente da semana ou periodo analisado, ndo foi consta-
tada relagdo entre a média de captura e as variaveis analisadas. Por outro lado, na entressafra,
foi observada correlacdo entre a média de captura nas fazendas pecudrias registrada na se-
mana de coleta e a temperatura média obtida trés semanas antes desta, sendo negativamente
fraca.

CorrelacGes fracas e positivas, entre a precipitacdo pluviométrica, umidade relativa
do ar e a média de espécimes coletados foram evidenciadas nas lavouras canavieiras e patio
de torta durante o periodo de safra. Ja as correlagdes moderadas aparecem nos parametros
UR e pluviosidade principalmente nas fazendas pecuérias durante a safra.

A tabela 4 apresenta as correlacdes entre os fatores climaticos e a média de espécimes
identificados semanalmente em SM. Foi observada uma correlacdo negativa moderada entre
a temperatura e a média de moscas capturadas nas lavouras na semana de coleta dos refis e
nas trés semanas antes desta, ao longo do periodo de entressafra. Contudo, na safra foi veri-
ficada apenas uma correlacdo positiva fraca entre a média de moscas capturadas e a tempe-
ratura registrada quatro semanas antes da coleta dos refis. Em relacdo ao patio de torta de
filtro, durante a entressafra as correlacGes observadas foram negativamente fracas ou mode-
radas, a Ultima foi constatada trés e duas semanas antes da coleta. Ao analisar a influéncia
da temperatura sobre a média de espécimes identificados por armadilha nas fazendas pecu-
arias, foi contatado que houve diferencga estatistica entre as variaveis estudadas. As correla-
¢cOes moderadas negativas foram evidenciadas entre quatro e uma semana antes da coleta dos

refis.
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Figura 1. Dinamica populacional da mosca-dos-estabulos (-=), em relacdo a parametros climaticos em usina
sucroenergética no municipio de Pereira Barreto, SP, de janeiro 2018 a dezembro 2019.
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Figura 2. Dinamica populacional da mosca-dos-estabulos (), em relagdo a parametros climaticos em usina
sucroenergética no municipio de Sud Mennucci, SP, de janeiro 2018 a dezembro 2019.
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Tabela 3. Andlise de correlagdo entre varidveis climéticas e média semanal de moscas cap-
turadas por armadilha nos ambientes monitorados durante o periodo de entressafra e safra

da cana-de-agucar (2018 e 2019), no municipio de Pereira Barreto, SP.

Lavouras canavieiras Torta de filtro Fazendas pecudrias
Entressafra Safra Entressafra Safra Entressafra Safra
Variaveis Coeficiente Coeficiente Coeficiente Coeficiente Coeficiente Coeficiente
climaticas de de de de de de
Spearman P Spearman p Spearman P Spearman P Spearman P Spearman

(rs) (rs) (rs) (rs) (rs) (rs)
Temperaturao -0,2462 0,1538 -0,0197 08725 -0,2986 0,0813 -0,1337 0,2734 -0,1075 0,5388 0,1409 0,2480
Pluviosidade® 0,0942 05906 0,076 03789  0,1166 05049  0,1647 0,1762 -0,0166 0,9246  0,3253  0,0063
UR® 0,1821 0,2951 0,2671 0,0264 0,2794 0,1040 0,2036 0,0933 0,2783 0,1054 0,3886 0,0010

Temperatura®  -0,3236  0,0618  0,0108  0,9301 -0,2926 0,0930 -0,1331 0,2791 -0,2280 0,1946  0,1088  0,3770
Pluviosidade ~ 0,0932 05999  0,2650 00289 01516 03921 02708 0,254 00743 06763 04182  0,0004
UR? 0,2530 0,1488 0,3757 00016 02794 0,094 02494 00402 03415 0,0480 0,4772 <0,0001

Temperatura®  -0,2151  0,2293  0,0935 04518 -0,2670 0,1329 -0,1022 0,4107 -0,2648 0,1363  0,1228  0,3219
Pluiosidade>  -0,0177 09220  0,2030 0,0993 -0,0161 09293 02099 00882 01210 05023 0,3835 0,0013
UR? 0,1353 04527 03041 00123 02588 0,1458 02445 0,0461 03446 0,0495 04302  0,0003

Temperatura®  -0,3043  0,0903  0,1279  0,3062 -0,2101 0,2484 -0,1446 0,2466 -0,3695 0,0373  0,0735 0,5573
Pluviosidade®  -0,0407 08249  0,3122 0,0107 0,0405 08260 02070 0,0953 0,0946 0,6066 05382 <0,0001
UR?® 0,2529 0,1625 0,3214 0,008 0,860 03081 03012 00139 03589 0,0436 04891 <0,0001

Temperatura®  -0,0910  0,6264 0,2162 0,0836 -0,1625 0,3824 -0,0977 0,4385 -0,2347 0,2036 0,1128  0,3710
Plwviosidade® -0,0756  0,6859  0,1811 0,1488 -0,1782 10,3373 0,1802 0,509 -0,0121 09485 04445 0,002
UR* 0,0591  0,7522 0,0085  0,0747 0,1619 0,3843 0,2658  0,0322 0,1381 0,4587 0,3938  0,0012
0: Dados referentes a semana da coleta dos refis entomoldgicos.
-1: Dados referentes a uma semana antes da coleta dos refis entomoldgicos.
-2: Dados referentes a duas semanas anteriores a coleta dos refis entomoldgicos.
-3: Dados referentes a trés semanas anteriores a coleta dos refis entomoldgicos.
-4: Dados referentes a quatro semanas anteriores a coleta dos refis entomoldgicos.

Ao nivel de significancia de 5%, a correlacdo entre precipitacdo pluviométrica e a
média de captura no decorrer da safra, obtida nas lavouras canavieiras e fazendas pecuarias
foram observadas na quarta e terceira semana anteriores a coleta. De maneira geral, apenas
nas fazendas pecuarias o coeficiente de correlacdo registrado foi moderado positivo, fato
ocorrido trés semanas antes da coleta.

CorrelacGes entre a UR e a média de individuos obtidos semanalmente nas lavouras
canavieiras foram constatadas no periodo de entressafra e safra, no entanto se mostraram
mais evidentes no periodo de safra, na qual apresentou influéncia moderadamente positiva
na semana da coleta e nas trés semanas anteriores a esta. De modo geral em SM foram
observadas correlacGes significativamente moderadas positivas entre a UR alcangada em
todas as semanas analisadas e a média de captura das fazendas pecuérias no periodo de safra
da cana-de-agUcar.

No decorrer dos dois anos de monitoramento em PB, a mediana de espécimes iden-
tificados por armadilha ao longo do periodo de safra (135,1 moscas/armadilha) apresentou
diferenga estatistica significativa em relacdo a entressafra (38,8 moscas/armadilha), onde o

periodo de safra apresentou maior captura da mosca-dos-estabulos.
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Ao comparar a mediana registrada em SM durante a entressafra (197,5 moscas/ar-

madilha) e safra da cana-de-acucar (152,7 moscas/armadilha), foi constatado que ao nivel

de significancia de 5% nao houve diferenca estatistica entre os periodos analisados (Tabela

5).

Tabela 4. Andlise de correlacdo entre variaveis climaticas e média semanal de moscas cap-

turadas por armadilha nos ambientes monitorados durante o periodo de entressafra e safra

da cana-de-agUcar (2018 e 2019), no municipio de Sud Mennucci, SP.

Lavouras canavieiras Torta de filtro Fazendas pecuarias
Entressafra Safra Entressafra Safra Entressafra Safra
Variaveis Coeficiente Coeficiente Coeficiente Coeficiente Coeficiente Coeficiente
climéticas de de de de de de
Spearman Spearman P Spearman P Spearman p Spearman Spearman p
(rS) (rS) (rS) (rS) (rS) (rS)
Temperatura® -0,4371  0,0024 0,0282 0,8338 -0,2885 0,0518 -0,2156 0,1040 -0,3880 0,0077 -0,0918 0,4929
Pluviosidade® 0,1766  0,2403  0,0557 0,6781  0,2557 0,0862 -0,0407 0,7619 0,3110 0,0353 0,0201  0,8808
UR® 0,2218 0,1384 0,4085 0,0014 0,1810 0,2287 0,0641 0,6326 0,0067 0,9646 0,4018 0,0018
Temperatura®  -0,4007 0,0063 00934 04896 -0,3362 0,0239 -0,2331 0,0810 -0,5013 0,0004 0,0588 0,6641
Pluviosidade™ 0,1354  0,3750 0,1196 0,3756 0,0958 0,5315 -0,0454 0,7372 0,2513 0,0958 0,0729 0,5897
UR? 0,2257  0,1360  0,4309 0,008 0,1834 002278 00815 05469 -0,0144 09254 0,3624  0,0056
Temperatura®  -0,4987  0,0006 0,1659 0,2216 -0,4611 0,0016 -0,1461 0,2826 -0,5568 <0,0001 0,1185 0,3843
Pluviosidade 0,1786 0,2459 0,1996 0,1402 0,1835 0,2331 0,0121 0,9296 0,2816 0,0639 0,1475 0,2781
UR? 0,3820 0,0105 0,4447 0,0006 0,3206 0,0338 0,1467 0,2807 -0,0063 09674 04265 0,0010
Temperatura®  -0,4311  0,0039 0,1844 0,1776  -0,4262 0,0043 -0,2559 0,0593 -0,5968 <0,0001 0,1248 0,3638
Pluviosidade- 0,1866  0,2309 0,3287 0,0142 0,2532 0,1013 0,1534 0,2633 0,2910 0,0583 0,4165 0,0015
UR?® 0,4567 0,0021 0,4766 0,0002 0,4055 0,0069 0,3160 0,0187 0,0527 0,7371 0,5469  <0,0001
Temperatura®  -0,2446  0,1184  0,3158 0,0200 -0,3038 0,0504 -0,2352 0,0868 -0,4994 0,0008 0,1743  0,2075
Pluviosidade™ 0,0409 0,7973 0,3439 0,0108 0,0597 0,7072 0,0897 0,5191 0,1518 0,3371 0,3638 0,0068
UR* 0,3292 0,0332 0,3720 0,0056 0,2614 0,0944 0,3447 0,0106  -0,0195 0,9023 0,4164  0,0017

0: Dados referentes a semana da coleta dos refis entomoldgicos.
-1: Dados referentes a uma semana antes da coleta dos refis entomoldgicos.
-2: Dados referentes a duas semanas anteriores a coleta dos refis entomoldgicos.
-3: Dados referentes a trés semanas anteriores a coleta dos refis entomoldgicos.

-4: Dados referentes a quatro semanas anteriores a coleta dos refis entomoldgicos.

Tabela 5. Diferenca entre a captura de Stomoxys calcitrans por armadilha durante a entres-

safra e safra da cana-de-acUcar em usinas sucroalcooleiras nos municipios de Pereira Barreto
e Sud Mennucci, SP, durante 2018 e 20109.

Usina Periodo Meses Mediana Minimo Méximo P
Entressafra 35 38,8 14 424.6
PB <0,0001
Safra 69 135,1 9,3 837,8
E f 4 197 2,6 24
SM ntressafra 6 97,5 824,6 0.7884
Safra 58 152,7 34,5 4935

Diferenca estatistica pelo teste de Mann-Whitney (p<0,05).
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Os dados descritivos e a analise da influéncia das atividades industriais (entressafra
e safra) sobre a mediana de especimes identificados nos ambientes monitorados evidencia-
ram disparidade nos resultados obtidos nas usinas acompanhadas.

Em PB durante o periodo de entressafra, a mediana de captura nas fazendas pecuarias
(107,4 moscas/armadilha) foi maior em relagcdo aos outros ambientes, considerando o nivel
de significancia de 5%. Por outro lado, durante a safra a mediana registrada nas lavouras
canavieiras, patio de compostagem e fazendas pecuérias, ndo apresentaram diferencas esta-
tisticas entre si.

Ao considerar os dados obtidos em SM, foi constatado que estatisticamente houve
diferenca entre as medianas de captura da mosca-dos-estabulos nos ambientes monitorados.
A mediana obtida no patio de torta de filtro se mostrou menor quando comparada com as
lavouras canavieiras e fazendas pecuarias durante a entressafra (1,9 moscas/armadilha) e
safra (69,8 moscas/armadilha). Salienta-se que analise dos dados foi realizada individual-

mente para cada usina (Tabela 6).

Tabela 6. Analise de variancia entre a captura de Stomoxys calcitrans nos ambientes moni-
torados em relagdo ao periodo de entressafra e safra da cana-de-agUcar, em usinas presen-
tes no municipio de Pereira Barreto e Sud Mennucci, SP.

Usinas Ambientes Entressafra Safra
Mediana Minimo Maximo Mediana Minimo Mé&ximo
Lavouras canavieiras 16,32 1.3 3855 142,52 1,0 953,1
PB Patio de torta 5,02 0,0 894,7 98,02 47 1.549,5
Fazendas pecudrias 107,4° 1,1 529,9 133,92 9,9 966,6
Lavouras canavieiras 46,72 11 765,4 167,02 32,5 464,2
SM Pétio de torta 1,9° 0,0 737,0 69,8° 37 961,7
Fazendas pecuarias 344,22 3,6 1.253,3 147,02 20,6 762,0

Letras diferentes, em uma mesma usina, indicam diferenca significativa no teste de Dunn (p<0,05) ap6s o teste
de Kruskal — Wallis significativo.

Discusséo
O funcionamento das usinas sucroalcooleiras envolve dois periodos, entressafra e

safra. Durante a entressafra ndo ha o funcionamento da industria e, consequentemente, ndo
ocorre a geracao de substratos organicos nas areas da usina (bagaco, vinhaca e torta de filtro).
No entanto, no periodo de safra ocorre a colheita e moagem da cana-de-agucar, por conse-
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guinte a geracdo dos subprodutos organicos decorrentes da producdo de agucar e etanol (Bit-
tencourt, 2012; Cangado et al., 2013; Barros, 2010). No Brasil, a ocorréncia de explosdes
populacionais associadas a usinas foi descrita pela primeira vez em 1973, no municipio de
Piracicaba, em Sdo Paulo (Nakano et al., 1973).

Dentre os locais favoraveis para o desenvolvimento da mosca-dos-estdbulos nas
areas da usina destacam-se o patio de compostagem da torta de filtro e fuligem, e as lavouras
fertirrigadas com vinhaca via aspersdo (Corréa et al., 2013). Além disso, a predominancia
da bovinocultura somada a expansdo do setor sucroenergético, proporcionou a formacao de
um sistema agroecologico favoravel ao desenvolvimento bioldgico de S. calcitrans, contri-
buindo para a ocorréncia de exploses populacionais da praga em propriedades pecuarias
circunvizinhas a bacia de fertirrigacdo das usinas (Dominghetti, 2017).

A distribuicdo sazonal de S. calcitrans em condi¢des naturais foi estudada por Bit-
tencourt & Moya-Borja (2000), em Espirito Santo do Pinhal, Sdo Paulo, com pico populaci-
onal observados durante 0 més de dezembro. Resultado semelhante foi encontrado por Ro-
driguez-Batista et al. (2005) em levantamento feito no estado de Minas Gerais.

Dominghetti (2017) realizou um estudo semelhante em usina sucroalcooleira e pro-
priedades pecudrias adjacentes, no estado de Mato Grosso do Sul, verificou a ocorréncias de
aumento populacional da mosca-dos-estdbulos uma vez ao ano, especificamente durante o
outono/inverno, diferindo dos resultados observados no presente estudo, onde a flutuacédo da
paga apresentou caracteristicas bimodais.

De forma semelhante a encontrada no presente estudo, em estudos realizados em es-
tabelecimentos pecuarios nos Estados Unidos, Canada, Franca e Inglaterra, foram verifica-
dos picos bimodais nas populacdes de S. calcitrans estudas (Taylor et al., 2007; Beresford
& Sutcliffe, 2009; Jacquiet et al., 2014; Parrravani et al., 2019).

No Brasil, o clima tropical é predominante na regido noroeste do estado de Sao Paulo,
caracterizado pela ocorréncia de chuvas excessivas no verdo e invernos secos (Rolim et al.,
2007). O periodo de maior pluviosidade corresponde aos meses novembro a abril, no qual a
precipitacdo anual apresenta variagédo entre 750 e 1.800 mm, sendo 0s meses de maio a ou-
tubro o periodo mais seco (<40 mm); durante os meses mais frios a temperatura registrada é
em torno a 18°C, enquanto no periodo mais quente do ano é superior a 22°C (Nery et al.,
2004; Rolim et al., 2007).

A temperatura ideal para o desenvolvimento larvar da mosca-dos-estabulos é de

25°C, apresentando variacdo entre 18°C e 30 °C (Aguiar-Valgode & Milward-de-Azevedo,
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1992). Por outro lado, Berry et al. (1998), verificaram que as temperaturas de maximo de-
senvolvimento larvar se encontram entre 25°C e 30°C, em situac¢Ges abaixo ou acima desta
faixa de temperatura as taxas de desenvolvimento das formas imaturas sdo reduzidas.
Quando adulta, a S. calcitrans possui maior atividade sob condicdes térmicas entre 20°C e
27°C (Gerry et al., 2007). Jacquiet et al. (2014) descrevem que a temperatura minima para a
atividade da mosca é de 15°C, sendo inibidas em temperaturas abaixo de 7°C (Semakula et
al., 1989). Ao considerar os dados obtidos no presente estudo, foi observado que durante os
dois anos de monitoramento da flutuacdo populacional da mosca-dos-estabulos a tempera-
tura média permaneceu acima de 20°C. Vale lembrar que os dados aqui apresentados se
referem as médias mensais, deste modo néo é possivel inferir que em ambos 0s municipios
as populacdes de S. calcitrans encontraram condi¢c6es térmicas favoraveis para o bom de-
sempenho dos adultos.

A precipitagdo pluviométrica também é uma variavel climatica que pode influenciar
a dindmica populacional da mosca-dos-estabulos, uma vez que propicia condi¢Ges de maior
umidade nas lavouras fertirrigadas e no patio de compostagem, bem como em substratos
diversos (silagem, feno, residuos de suplementacao alimentar, dejetos etc.) produzidos ou
estocados nas fazendas pecudrias (Barros et al., 2010; Bittencourt, 2012). No entanto, 0 ex-
cesso de chuva pode prejudicar o processo de pupacgéo das larvas de S. calcitrans, pois im-
possibilita o deslocamento destas para reas mais secas, para que possam completar seu ciclo
evolutivo (Foil e Hogsette, 1994). De acordo com Bittencourt e Moya-Borja (2000) indices
de pluviosidade maiores que 150 mm resultam na reducdo da infestagdo da praga aos ani-
mais. Ainda segundo estes autores a pluviosidade pode atuar de forma positiva ou negativa
no desenvolvimento das formas imaturas. Tais condi¢Ges diferem dos resultados observados
neste estudo, uma vez que foram registrados elevados niveis da captura da mosca-dos-esta-
bulos tanto na primavera/verdo como também no outono/inverno.

Em uma anélise de caso, Barros et al. (2010) verificaram que nos meses de outu-
bro/novembro houve aumento populacional de S. calcitrans em duas usinas e cinco propri-
edades do Mato Grosso do Sul. Segundo os autores a aplicagdo da vinhaga nas lavouras e a
ocorréncia de chuvas ampliaram a area e a umidade dos substratos organicos e, por conse-
guinte favoreceram a proliferacdo da praga. Relacdo semelhante também foi descrita por
Bittencourt (2012), nos estados de S&o Paulo e Minas Gerais. Kassab et al. (2012) verifica-
ram em usinas do Mato Grosso do Sul elevada abundancia da praga nos meses de julho,
agosto, setembro e novembro, sendo o Ultimo de maior intensidade, provavelmente devido

ao periodo de maior pluviosidade.
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De modo geral, estudos relacionados a dindmica populacional da mosca-dos-estabu-
los em regides de usinas sucroalcooleiras sdo escassos. Neste estudo, foram observados picos
bimodais de captura da mosca-dos-estabulos em dezembro/janeiro e maio/junho ou outu-
bro/novembro, variando em funcéo do ano. Os picos ocorridos no inicio da estacdo chuvosa
(primavera), coincidem com os observados em estudos sobre a sazonalidade da mosca em
Sao Paulo (Bittencourt & Moya-Borja, 2000) e Minas Gerais (Rodriguez-Batista et al.,
2005), e sugerem gue o inicio das chuvas represente um fator de risco, aumentando a proba-
bilidade de ocorréncia de surtos caso existam condic¢des predisponentes. Entretanto, 0s picos
populacionais observados em maio/junho (outono/inverno) néo apresentam relacdo com a
sazonalidade natural da mosca, e sim a convergéncia das populacdes estabelecidas nas pro-
priedades pecudrias para as areas da usina em virtude da ampla variedade de locais favora-
veis ao seu desenvolvimento com o inicio da aplicacdo de vinhaca via aspersdo. De forma
semelhante, Dominghetti (2017) observou, em uma usina de cana-de-aglcar em Mato
Grosso do Sul, maior abundancia de S. calcitrans no periodo de outono/inverno, com poste-
rior declinio populacional na primavera (suposta época de pico populacional em condi¢des
naturais), evidenciando gque a abundancia da mosca apresentou relacdo com manejo dos sub-
produtos organicos gerados no periodo de safra.

O manejo falho dos residuos organicos, tais como a palhada da cana, vinhaga e torta
de filtro, oriundos da producéo do acucar e do etanol, criam condi¢des favoraveis ao desen-
volvimento da mosca-dos-estabulos (Barros et al., 2010; Bittencourt, 2012; Corréa et al.,
2013).

As usinas do presente estudo realizavam o manejo preventivo e corretivo tanto em
areas proprias quanto nas fazendas pecuarias adjacentes a bacia de fertirrigacdo. Dentre elas,
destacam-se o tratamento prévio com larvicida (IGR — Inseticida Regulador de Crescimento)
das lavouras canavieiras antes do processo de fertirrigacdo, assim como acdes corretivas
envolvendo a eliminagédo dos pontos de maior acimulo de umidade por meio da incorpora-
¢do ao solo. No péatio de compostagem o manejo predominante foi o revolvimento das leiras
de torta de filtro por meio de implementos agricolas (compostador e pa carregadeira), vi-
sando a reducdo da umidade deste subproduto. Ademais, as usinas também priorizaram o
trabalho preventivo junto aos pecuaristas da regido, as praticas adotadas incluiam a doagéo
de bandeiras bicolores com inseticida para controle dos espécimes adultos, assim como o
auxilio para a limpeza das instalagdes pecuérias com maior acimulo de residuo orgénico

procedente do sistema de producdo animal.
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Ao considerar o periodo de maior captura da mosca-dos-estabulos, foi constatado
que PB, houve maior abundancia da praga durante o periodo de safra, fato esperado uma vez
que as areas da usina possuem maior disponibilidade de matéria organica em processo de
fermentacdo. Resultados semelhantes foram descritos por Corréa et al. (2013) e Dominghetti
(2017). No entanto, a usina SM ndo apresentou diferenca estatistica significava entre a cap-
tura nos periodos de entressafra e safra, diferindo dos estudos mencionados.

Conforme observado no presente estudo, a elevada densidade populacional verifi-
cada na usina SM, nos meses de janeiro e fevereiro/2018 possivelmente esta relacionada as
dificuldades de manejo envolvendo os procedimentos adotados na limpeza de reservatérios
e canais de vinhaca no periodo de entressafra. Essas ocorreram em virtude do elevado indice
pluviométrico que dificultou a realizacdo do manejo mecanico para o controle da praga,
contribuindo para 0 aumento populacional e, consequentemente, a convergéncia para fazen-
das pecuarias em busca de hospedeiros. De acordo com Dominghetti (2017) no periodo de
entressafra, em virtude da expressiva reducdo dos substratos para proliferacdo de S. calci-
trans nas areas da usina, ha maior predominancia da praga nas fazendas pecuéria em virtude
da disponibilidade de locais para a reproducao e alimento. No presente estudo, foi verificado
que o0 aumento da abundancia da praga em janeiro, também apresentou relacdo com as con-
di¢bes de armazenamento da silagem em uma propriedade situada a menos de 5 km de dis-
tancia em linha reta das areas de reforma do canavial onde houve dificuldade de manejo com
o residuo decorrente da limpeza do reservatdrio de vinhacga. Desta forma, os resultados cons-
tatados neste estudo evidenciam a importancia do adequado manejo preventivo e corretivo
tanto nas areas da usina quanto nas propriedades pecuaérias.

Bittencourt & Moya-Borja (2000), verificaram a presenca de correlacdo entre os fa-
tores climaticos e a populacdo da mosca-dos-estabulos em um estudo realizado para avalia-
cdo sazonal de S. calcitrans, em bovinos e equinos. De modo geral, as correlacdes entre as
variarieis climaticas e a média de semanal de captura nas lavouras canavieiras, patio de torta
de filtro e fazendas pecuérias apresentaram-se fracas ou moderadas e, em algumas situagoes,
negativas. Correlagdes negativas foram descritas por Dominghetti (2017) em estudo seme-
Ihante, que evidenciou maior influéncia do manejo realizado nas lavouras canavieiras que
das condigdes climaticas.

Diferente do que é verificado em regides sem a influéncia de usinas (Bittencourt &
Moya-Borja, 2000; Rodriguez-Batista et al., 2005), ainda que as variaveis em estudo tenham
apresentado significancia, foi observado maior relagéo entre o0 manejo dos subprodutos or-

ganicos gerados pela usina e a abundancia populacional da praga. Deste modo, a flutuagédo
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populacional na praga esta estreitamente relacionada ao manejo dos subprodutos organicos
nas areas da usina e propriedades pecuarias adjacentes.

Estudos demonstram que durante o periodo de entressafra a abundancia da mosca nas
lavouras canavieiras e patio de torta sdo menores quando comparados a captura nas propri-
edades pecuarias, fato que condiz com o comportamento biolégico da praga, uma vez que
ndo ha producdo de substratos organicos atrativos para mosca na usina neste periodo (Corréa
et al., 2013; Dominghetti, 2017); tais condi¢bes foram verificadas em PB. Contudo, devido
a dificuldades operacionais na limpeza dos reservatérios e canais de vinhaca em SM, assim
como em fazendas pecuérias, a captura da mosca nos respectivos ambientes foi semelhante.

Broce et al. (2005) verificaram nos Estados Unidos o aparecimento de até 19.600
moscas por metro quadrado de feno misturado com fezes e urina de bovinos, evidenciando
a alta capacidade de proliferacdo do parasito em locais de criacdo de animais, sem influéncia
da industria da cana-de-agucar, mantendo a reproducdo da mosca mesmo no periodo da en-
tressafra.

Com o inicio das atividades industriais, a fermentacdo de substratos organicos, como
a palhada com vinhaca e a torta de filtro, atrai adultos de S. calcitrans, e proporciona condi-
cOes favoraveis ao desenvolvimento das formas imaturas (Serra et al., 2017). Barros et al.
(2010) verificaram um alto indice de desenvolvimento larvar nas lavouras canavieiras fertir-
rigadas com vinhaca e no patio de compostagem da torta de filtro. Tal fato foi comprovado
por Corréa et al. (2013) ao estudarem o potencial de producdo de S. calcitrans destes subs-
tratos.

De acordo com Serra et al. (2017) a aplicacdo de vinhaga nas lavouras canavieiras
pode contribuir para a manutencdo das populacdes dispersdo de S. calcitrans para culturas
da cana. Dominghetti (2017) constatou que durante o periodo de safra nas lavouras canavi-
eiras, sem aplicacao de vinhaca, que a captura de S. calcitrans foi menor quando comparada
as lavouras fertirrigadas com vinhaca; além disso, tambem foi verificado que as fazendas
pecuarias monitoradas apresentaram maiores niveis de captura em relacdo aos demais ambi-
entes em estudo. Corréa et al. (2013) estimaram que a produgdo de mosca-dos-estabulos nas
grandes extensdes de lavouras canavieiras e no patio de torta poderia alcancar uma média
mensal de 24 milhdes e 37 mil moscas, respectivamente.

Ao considerar os resultados da comparagdo da mediana de especimes capturadas ob-
tidas no presente estudo foi observada que a flutuacdo populacional da praga se comportou
diferente do estudo realizado por Dominghetti (2017). Desta forma, estatisticamente a me-

diana de espécimes capturados nas lavouras canavieiras, patio de torta e fazendas pecuarias
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em PB foram iguais. J& em SM foi observado diferenca entre a mediana de captura no patio
de torta de filtro, uma vez que esta mostrou-se menor em compara¢do Dominghetti (2017)
aos demais ambientes. Possivelmente este fato esta relacionado a adequacdo do manejo lei-
ras de torta de filtro envolvendo maior frequéncia de revolvimento e a aplicacéo de larvicida
no periodo chuvoso mediante a presenca de imaturos.

As diferencas observadas apontam que a flutuagdo populacional em usinas sucroe-
nergéticas e propriedades pecuarias nao apresentam o mesmo padrédo. Esta é totalmente in-
fluenciada pelo manejo dos subprodutos organicos de origem industrial e a0 manejo dos
residuos da producédo animal. Além disso, é importante considerar que estas podem apresen-
tar diferencas entre sistemas de producéo, capacidade de moagem da cana-de-agUcar, tama-
nho da area de aplicacdo de vinhaca, presenca ou auséncia de patio de compostagem da torta
de filtro, adubacdo organica (cama de frango ou esterco de poedeira), bem como as boas
praticas de manejo dos subprodutos adotadas pela usina. Outro fator importante é a presenca
de propriedades pecuérias adjacentes a bacia de fertirrigacdo, com sistema de producéo lei-
teira e confinamento.

Neste contexto, € importante que 0s setores sucroenergético e pecuario estejam com-
prometidos em adotar as boas praticas de manejo dos substratos organicos com o propésito
de prevenir a ocorréncia de explosdes populacionais e, posteriores prejuizos econémicos a
ambos.

Considerando que as usinas pertencem a mesma regido e as acées de manejo e pre-
vencao de surtos terem sido semelhantes, a dindmica populacional foi relativamente seme-
Ihante durante estudo. Nas duas situagdes foi constatado um aumento populacional de S.
calcitrans nos meses de maio e junho, periodo de safra e época de menor indice de precipi-
tacdo pluviométrica e menores temperaturas, na qual a vinhaca aplicada sobre a palha con-
fere um microambiente favoravel ao desenvolvimento dos estagios imaturos do diptero.
Desta maneira, torna-se absolutamente necessaria a adogédo de praticas preventivas e corre-
tivas durante o periodo que antecede o inicio da safra, tanto nas areas da usina quanto em
propriedades pecuérias, visando reduzir a ocorréncia, intensidade e duragdo das explosdes

populacionais e suas graves consequéncias.

Concluséo
Os picos populacionais da mosca-dos-estabulos apresentaram caracteristicas bimo-

dais, sendo registrados no verdo (dezembro/janeiro) e o outro no outono/inverno (maio/ju-

nho) ou primavera (outubro).
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A auséncia de correlagdes fortes e positivas entre a média de moscas identificadas
por armadilha e as varidveis climéticas, demonstrou que a flutuacdo populacional da praga
apresenta maior relacdo com o manejo dos subprodutos organicos gerados pelas usinas.

Além disso, foi observado que os picos populacionais em ambas as usinas, estavam
diretamente relacionados as dificuldades de manejo dos subprodutos organicos ao final do
periodo de safra e inicio da entressafra, associada a manutengéo das populacgdes de S. calci-

trans nas fazendas que apresentam condigdes precarias de higiene das instalacGes pecuérias.
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CAPITULO Il

Artigo 2
Resistance of stable flies (Stomoxys calcitrans) to pyrethroids insecticides in sugarcane
mills from the state of Sdo Paulo

Resisténcia da mosca-dos-estabulos (Stomoxys calcitrans) aos inseticidas piretroides
em usinas sucroalcooleiras do estado de S&o Paulo

Abstract: In Brazil, most of the outbreaks of Stable Fly (Stomoxys calcitrans) on livestock
properties are associated with the activity of sugar and alcohol, since organic by-products
are favorable to the massive development of the fly. Pyrethroids are neurotoxic insecticides
used to control this agricultural pest. However, reports of resistance to them have already
been described and are related to mutations in the sodium channel gene. The objective of
the present study was to evaluate the existence of the kdr-his mutation by allele-specific PCR
and to estimate its frequency in sugarcane mills from the state of Sdo Paulo.The study was
carried out in the municipalities of Buritizal (BZ), Nova Independéncia (NI), Pereira Barreto
(PB) and Sud Mennucci (SM), where 50 specimens of S. calcitrans were collected in each
one, totaling 200 individuals. The DNA was subsequently extracted individually and specific
allele PCR was performed. The total frequency of the kdr-his allele was 0,263, while the
total genotypic frequency obtained was 0,480 for susceptible homozygote, 0,515 for hetero-
zygote and 0,005 for kdr-his homozygote. The observed results showed that the kdr-his mu-
tation is present in sugarcane mills in the state of Sdo Paulo.

Keywords: Diptera, insecticide resistance, sodium channels.

Resumo: No Brasil, a maioria dos surtos de mosca-dos-estabulos (Stomoxys calcitrans) em
propriedades pecuérias esta associada a atividade de agucar e alcool, uma vez que 0s sub-
produtos organicos sdo favoraveis ao desenvolvimento massivo da mosca. Os piretroides sao
inseticidas neurotoxicos usados para controlar essa praga. Entretanto, resisténcia da mosca-
dos-estébulos a estes inseticidas, a mutacdes no gene dos canais de sédio, tem sido compro-
vada em distintos paises. O objetivo do presente estudo foi avaliar a existéncia da mutacdo

kdr-his por PCR alelo-especifico e estimar sua frequéncia em usinas sucroalcooleiras do
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estado de S&o Paulo. O estudo foi realizado nos municipios de Buritizal (BZ), Nova Inde-
pendéncia (NI), Pereira Barreto (PB) e Sud Mennucci (SM), onde foram coletados 50 espé-
cimes de S. calcitrans em cada, totalizando 200 individuos. A posteriori o DNA foi extraido
individualmente e realizada a PCR alelo especifico. A frequéncia total do alelo kdr-his foi
de 0,263, j& a frequéncia genotipica total obtida foi 0,480 para homozigoto susceptivel, 0,515
para heterozigoto e 0,005 para homozigoto kdr-his. Os resultados observados evidenciam
que a mutacao kdr-his esta presente em usinas do estado de Séo Paulo.

Palavras-chave: Diptera, resisténcia a inseticidas, canais de sédio.

Introducéo
A mosca-dos-estabulos (Stomoxys calcitrans) é uma praga cosmopolita de habito he-

matdfago, responsavel por causar prejuizos de enorme impacto econdémico a producao pe-
cudria e sucroenergetica (Koller et al., 2009; Barros et. al., 2010). Segundo Grisi et al. (2014)
0S prejuizos econdbmicos causados por esta praga no Brasil atingem o valor de US$ 335,46
milhGes por ano.

O Brasil é o maior produtor mundial de cana-de-agUcar, de acordo com o Instituto
Brasileiro de Pesquisa e Estatistica (IBGE), ao longo da safra 2019/2020 foram produzidas
no Brasil 667.532.475 milhGes de toneladas de cana-de-agucar, sendo 341.819.940 oriundas
de Séo Paulo, considerado o maior produtor nacional. Com a expansdo do setor sucroener-
gético na regido sudeste e, consequentemente, a geracao dos subprodutos organicos proce-
dente da producdo de acucar e etanol, como palha, vinhaca e torta de filtro favoreceram ao
desenvolvimento da mosca-dos-estabulos, devido ampla disponibilidade substratos organi-
cos em processo de fermentacdo (Nakano et al., 1973; Dominghetti et al., 2015).

A alta capacidade de reproducdo e dispersdao da mosca propicia sua disseminagédo
massiva para as propriedades pecudrias proximas as usinas em busca de alimento e, conse-
quentemente, a ocorréncias de explosdes populacionais (Dominghetti et al., 2015). Para re-
duzir os impactos causados por esta praga ao longo dos anos, as usinas, assim como 0s pe-
cuaristas, adotaram préticas de manejo baseadas na utilizacao de produtos quimicos (Barros
etal., 2019).

Os inseticidas da classe piretroides s&o amplamente utilizados para o controle de pra-
gas agricolas e pecuarias, assim como para vetores de agentes de doencas. Os piretroides
atuam por contato ou ingestdo, interagem com os canais de sodio dependentes de voltagem
no sistema nervoso central e periférico dos insetos (Soderlund & Bloomquist, 1989). Deste

modo, evita o fechamento dos canais prolongando o estado de despolarizacdo da membrana
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neural, levando ao efeito knockdown caracterizado pela a hiperexcitacéo e subsequentemente
a morte do inseto (Miller, 1988; Bloomquist, 1996; Domingues, 2005). Todavia, os efeitos
do uso continuo e inadequado, contribuiu para a selecdo de ectoparasitos resistentes ao efeito
dos piretroides (Bloomquist, 1996), sendo esta denominada knockdown resistance (kdr), a
qual j& foi descrita na Musca domestica (Busvine, 1951; Freeman, 2019), Haematobia irri-
tans (Sparks et al., 1985; Barros et al., 2012) e S. calcitrans (Cilek & Greene, 1994; Pitzer
et al., 2010; Olafson et al., 2011; Olafson et al., 2019a; Barros et al., 2019; Oliveira, 2019).

A mutacdo no gene dos canais de sodio altera sua estrutura e, consequentemente im-
pede a ligacdo dos piretroides ao seu sitio-alvo (Soderlund & Bloomquist, 1990; Soderlund,
2010). MutacOes nos canais de sodio estdo localizadas nos segmentos 4 e 5 ou entre as
hélices transmembranares S5 e S6 do dominio |1, sugerindo que as alteraces genéticas es-
tejam presentes na regido proxima a abertura interna do canal (Soderlund, 2010).

Segundo Olafson et al. (2011), na mosca-dos-estabulos, assim como em outros dip-
teros, a resisténcia aos piretroides é mediada pelo alelo kdr — knockdown resistance, esta
ocorre em virtude da mutacdo na posi¢do 1014 do gene do canal de sodio, envolvendo a
transversdo de uma timina para adenina e, consequentemente a substituicdo do aminoacido
leucina por uma histidina (kdr-his).

No Brasil, a resisténcia da mosca-dos-estabulos aos piretroides foi descrita nos esta-
dos de Mato Grosso do Sul e Goiéas (Barros et al., 2019; Oliveira, 2019). Diante da necessi-
dade do controle da praga no pais, assim como o conhecimento da sua suscetibilidade aos
inseticidas, o presente estudo teve por objetivo avaliar a resisténcia aos inseticidas piretroi-
des via analise da mutagdo kdr-his em mosca-dos-estabulos oriundas de usinas sucroenergé-
ticas nos municipios de Buritizal (BZ), Nova Independéncia (N1), Pereira Barreto (PB) e Sub

Mennucci (SM) no estado de Séo Paulo.

Material e métodos
a. Locais de coleta
Os espécimes de S. calcitrans foram coletados em quatro usinas sucroenergéticas
presentes nos municipios de Buritizal (BZ) (20°13°10.5”S - 47°39°15.970), Nova Indepen-
déncia (NI) (21°09°59.0”S - 51°28°05.8”W), Pereira Barreto (PB) (20°32°03”S -
51°14°38”W), Sud Mennucci (SM) (20°43°41”’S - 50°57°39”W) no estado de S&o Paulo.
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b. Coleta de S. calcitrans

A coleta da mosca-dos-estabulos ocorreu em 2019 durante o periodo de safra da cana-
de-acucar. Nos municipios de Buritizal e Pereira Barreto os espécimes foram obtidos no més
de maio, enquanto em Nova Independéncia e Sud Mennucci nos meses de maio e novembro,
respectivamente. De maneira geral, nos periodos com maior abundancia da populacao da
mosca-dos-estabulos eram utilizados produtos comerciais a base de piretroides. Com exce-
¢do da usina presente no municipio de Buritizal que iniciou o uso de piretroides no ultimo
trimestre de 2018, as demais utilizavam o grupo quimico desde 2017.

Para coleta foram utilizadas armadilhas do tipo Vavoua (Laveissiére & Grebaut,
1990), a qual possui um formato de cone, com abertura na base e um coletor de plastico
(garrafa “pet”) em seu topo. Os locais de instalacdo foram eleitos de acordo com a abun-
dancia de adultos no ambiente. Os insetos foram atraidos pelas cores preta e azul dos tecidos.

As armadilhas foram instaladas entre nove e dez horas da manha e recolhidas ao final
da tarde. Posteriormente, os coletores foram levados ao refrigerador para insensibilizagéo
dos individuos, que em seguida foram armazenados em tubos plasticos tipo Falcon contendo
alcool 70% e levados ao Laboratorio de Gendmica e Melhoramento Animal da Embrapa

Gado de Corte, onde foram identificados e mantidos em alcool 70% a -20°C.

c. Extracdo do DNA

O DNA foi extraido utilizando-se o protocolo de Olafson et al. (2011) modificado.
A extracdo de 50 espécimes de cada populagdo, totalizando 200 amostras, foi realizada de
modo individual, sendo as moscas escolhidas de maneira aleatoria. Cada individuo foi ma-
cerado em nitrogénio liquido e, em seguida, foi adicionado 200ul do buffer (1M Tris-HCI,
pH 8,0; 5M NaCl; 0,5M EDTA e 400ug/ml de Proteinase K). Posteriormente, as amostras
foram homogeneizadas e incubadas a 37°C por 60 minutos; neste periodo o conteudo foi
novamente homogeneizado.

Para inativar a Proteinase K as amostras foram levadas ao banho-maria por 3 minutos
a 95°C. Em seguida, centrifugadas a 13.000 rpm por cinco minutos a 4°C, a fim de obter o
sobrenadante contendo o DNA. Apds a extracdo, o mesmo, foi quantificado por espectrofo-

tometria e armazenado a -20°C.

d. Amplificacdo génica alelo-especifica
As reacgdes e os primers PCR alelo-especificos foram baseados em Olafson et al.

(2011), com ligeiras modificagdes.
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Para determinacdo dos genotipos suscetivel e resistente (alelo kdr-his), amplificou-
se um fragmento de 300 pb do gene do canal de sédio utilizando-se primers forward especi-
ficos para o alelo 1014L (f-5’TACTGTGGTCATCGGCAATCT’3) ¢ para o alelo kdr-his
1014H (f-5’TACTGTGGTCATCGGCAATCA’3), e o primer reverse STMX (r-5’TGGTA-
TCATTGTCGGCAGTC’3).

As reacdes foram feitas em um volume final de 20pl, contendo 3 pl de DNA,; tampéo
1x; 2,5 mM de MgClI2; 200 mM de dNTP; 0,2 mM do primer 1014L ou 0,3 mM do primer
1014H; 0,2 mM do primer reverse; 1 ul de Solucdo Q® (QIAGEN); 2,5 Ul de Tag DNA
polimerase (Invitrogen®). O processo de amplificacdo foi realizado por desnaturacdo prévia
a 95°C por 15 minutos, acrescido de 35 ciclos de 95°C por um minuto, anelamento a 59°C
por um minuto, 72°C por um minuto, com uma extensao final a 72°C por sete minutos.

Os produtos amplificados foram separados em gel agarose 2% e corados com Syber-
Gold (Invitrogen®). O tamanho do fragmento foi estabelecido mediante a comparagdo com
um marcador de peso molecular 1Kb plus. Os géis foram visualizados sob luz UV e fotodo-

cumentadados para posterior analise.

e. Analises estatisticas

As frequéncias alélica e genotipica foram obtidas por contagem direta e checadas com
programa Fstat versdo 2.9.3.2 (Goudet, 1999), no qual foram avaliados os indices de diver-
sidade genética das populacdes (heterozigosidade esperada e observada). Testes para verifi-
car a diferenciacdo génica das populacdes foram realizados de forma global e aos pares. No
teste global utilizou-se o teste exato G (Goudet et al., 1996) assumindo acasalamento ao
acaso enguanto o teste de diferenciacdo aos pares foi realizado utilizando-se o indice de Fst
de Wright. Este teste gera uma matriz de valores de p correspondentes a cada calculo de Fst
pareado, bem como um nivel de significancia do valor p ajustado (ao nivel de 5%) apds uma
correcdo de Bonferroni para comparagdes multiplas.

Com auxilio do programa SplitsTree (Huson and Bryant 2006) foram gerados dendro-
gramas com o algoritmo Neighbor-Net (Bryant and Moulton 2004) e o método de agrupa-
mento UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean) com base na matriz

de diferenciacéo génica obtida pelo programa FSTAT.

Resultados e discusséo
De modo geral, a principal estratégia para o controle de explosdes populacionais da
praga se da por meio de produtos quimicos (Cilek & Greene, 1994; Barros et al., 2010).
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Conhecidos desde 1920, os piretroides séo amplamente utilizados para o controle de pragas
e vetores de doencas, devido a rapida atuacdo, baixa toxicidade para mamiferos, baixo im-
pacto ambiental e pouca volatilidade (Miller, 1988; Soderlund & Bloomquist, 1996; Rinke-
vich et al., 2013).

A existéncia da mutagdo kdr-his no Brasil j& havia sido detectada nos estados de
Mato Grosso do Sul e Goiés por sequenciamento da regido alvo contendo a mutacdo por
Oliveira (2019). Contudo, pesquisas relacionadas a resisténcia da mosca-dos-estabulos aos
inseticidas em populacdes oriundas de usinas de cana-de-agucar sao escassas. No presente
estudo, ap6s a amplificagdo de um fragmento com 300pb do gene dos canais de sodio de 200
espécimes de S. calcitrans, foi possivel constatar a presenca do alelo kdr-his em 104 (52,0%)

individuos (Figura 1).

Figura 1. PCR - Alelo especifica para verificar a presenca do alelo kdr-his em populacédo de
S. calcitrans oriundas de uma usina sucroalcooleira no municipio de Sud Mennucci/SP.

Segundo Barros et al. (2019), a eficiéncia do controle quimico tem sido comprome-
tida pelo conhecimento limitado sobre os efeitos dos inseticidas em S. calcitrans, bem como
pela escassez de informagdes sobre a suscetibilidade das populacfes aos inseticidas comer-
ciais. Neste contexto, 0 uso continuo dos inseticidas pode ter favorecido a sele¢do ectopara-
sitos resistentes aos grupos quimicos utilizados (Rinkevich et al., 2013). Fato este compro-
vado pela existéncia do alelo kdr-his em distintas popula¢des dos estados de SP (este estudo),
MS e GO (Oliveira, 2019).

A frequéncia total do alelo kdr-his foi de 0,263, sendo observado apenas um homo-

zigoto resistente e 103 individuos heterozigotos. Em contrapartida, a frequéncia genotipica
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total obtida foi 0,480 para homozigoto susceptivel (SS), 0,515 para heterozigoto (SR) e 0,005
para homozigoto kdr-his (RR). A frequéncia alélica foi mais alta nas populacdes BZ (0,30)
e SM (0,36), engquanto a frequéncia genotipica apresentou maiores indices na BZ (0,60) e
SM (0,68) para heterozigoto. Em SM também foi observado o Unico individuo homozigoto
his (Tabela 1).

Tabela 1. Frequéncia alélica e genotipica da mosca-dos-estabulos para alelo susceptivel e
kdr-his nos municipios de Buritizal, Nova Independéncia, Pereira Barreto e Sud Mennucci

no estado de Sao Paulo durante o periodo da safra 2019.

Frequéncia alélica Frequéncia genotipica
N L (sus) H (kdr-his) SS(LL) SR(LH) RR (HH)
BZ 50 0,70 0,30 0,40 0,60 -
NI 50 0,77 0,23 0,54 0,46 -
PB 50 0,84 0,16 0,68 0,32 -
SM 50 0,64 0,36 0,30 0,68 0,02

Em um estudo semelhante, Oliveira (2019) identificou maior frequéncia de indivi-
duos homozigotos recessivos (0,072) para a mutacao kdr-his em mosca-dos-estabulos cap-
turadas em usinas sucroalcooleiras no estado de Mato Grosso do Sul e Goias. Olafson et al.
(2011) também verificaram alta frequéncia da mutacdo kdr-his, 0,44 em média de frequéncia
genotipica, contudo o estudo foi restrito a espécimes de colbnias laboratoriais que sobrevi-
veram a selecdo por permetrina, fazenda de criacdo de cavalos e gado leiteiro na Florida,
EUA.

A alta frequéncia genotipica observada por Olafson et al. (2011) quando comparada
ao presente estudo pode ser justificada pela metodologia utilizada, uma vez que as popula-
cOes estudadas foram unanimemente coletadas em usinas sucroalcooleiras. Os valores des-
critos por Oliveira (2019) apresentaram frequéncia genotipica superior a 10 vezes o obser-
vado neste estudo, vale destacar que para a identificacdo do alelo kdr-his, as amostras foram
sequenciadas.

A heterozigosidade total observada (Ho) e esperada foi 0,515 e 0,378, respectiva-
mente. A diversidade génica de Nei (1972), também descrita como heterozigosidade espe-
rada (He) para BZ, NI, PB e SM, foi 0,424, 0,358, 0,272 e 0,465, respectivamente, enquanto
a heterozigosidade observadas foram maiores que He em todas as populacfes (Tabela 2).

Com os valores de Ho superiores ao calculado para He é possivel afirmar que as populagdes
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estudadas sofrem de selecdo/mutacdo ndo apresentando equilibrio genético, consequente-
mente, apresentam excesso de heterozigosidade (Carvalho, 2017). Variacgdes na frequéncia
genotipica podem ocorrer nas proximas geracdes da mosca. Isso porque a dispersdo da
mosca-dos-estabulos pode afetar a composicédo génica da populacao (Younger, 2011).

Oliveira (2019) observou valores de Ho inferiores ao He. As populagdes estudadas
no presente trabalho demonstram maior desequilibrio genético, em relacdo as populagdes de
Mato Grosso do Sul e Goiés. E importante considerar que em BTZ o inseticida passou a ser
utilizado no dltimo trimestre de 2018, logo a elevada heterozigosidade quando comparada
com as demais populacdes pode estar associada a toxicidade dos piretroides sobre larvas e
adultos (Mores, 1990). E importante salientar que uso de inseticidas é comum na cultura da
cana-de-acgUcar para o controle de outras pragas. A populacdo da mosca-dos-estabulos de
SM, que apresentou maior indice de heterozigosidade, diferente do municipio mencionado
anteriormente, o uso dos piretroides para controle da praga nos periodos de maior captura
iniciou em 2017, além disso, os espécimes utilizados no presente estudo foram capturados
no dia 12 de novembro, visto que durante a campanha realizada no més de maio a populacao
de S. calcitrans era baixa pois a safra ainda ndo havia comecado.

Isso pode ocorrer devido a diferenca de manejo das usinas estudadas, uma vez que
apesar do uso dos inseticidas piretroides, também realizavam praticas de manejo para con-
trole da praga. Outro fator a ser considerado € a diversidade dos locais nos quais foram co-

letados os individuos do presente estudo, ndo apresentando padrdes de endogamia.

Tabela 2. Heterozigosidade esperada (He), heterozigosidade observada (Ho) e DP (Desvio
padrdo) em populac6es de Stomoxys calcitrans de usinas sucroalcooleiras nos municipios de

Buritizal, Nova Independéncia, Pereira Barreto e Sud Mennucci, estado de Sao Paulo.

He Ho (DP)
Bz 0,42 0,60 (0,07)
NI 0,36 0,46 (0,07)
PB 0,27 0,32 (0,07)
SM 0,47 0,68 (0,07)

Apesar do valor do Fsr ter sido relativamente baixo (0,032), estatisticamente houve
diferenca significativa (P<0,005) quando aplicado o teste exato G (Goudet et al., 1996), as-
sumindo acasalamento ao acaso, para avaliar a diferenciacdo populacional. Na tabela 3 ve-
rifica-se a matriz de diferenciacdo genética aos pares entre as populacées estudadas baseadas

no indice de Fir. A maior distancia ficou entre BTZ com SM (0,292), seguido das BTZ com
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NI (0,217); NI com PB (0,192); NI com SM (0,025); BTZ com PB (0,008); PB com SM
(0,008). Ao nivel de 5% houve diferenciacdo genética entre BTZ e PB e entre PB e SM. Na
figura 1 é possivel observar uma rede filogenética baseada no algoritmo de Neighbor-
Net (Bryant and Moulton, 2004) gerada pelo programa SplitsTree (Huson and Bryant,
2006), onde verifica-se a interpelagéo entre as distintas populagdes. No agrupamento reali-
zado pela metodologia de UPGMA verifica-se que as populacdes NI e SM sdo mais proxi-

mas geneticamente entre si (Figura 2).

Tabela 3. Matriz de distancia genética aos pares baseada no indice Fst entre as populagdes
de Stomoxys calcitrans em usinas sucroalcooleiras nos municipios de Buritizal, Nova Inde-

pendéncia, Pereira Barreto e Sud Mennucci, estado de Sdo Paulo.

NI PB SM
BZ 0,217 0,008 0,292
NI 0,192 0,025
PB 0,008"

*: Populacdo da mosca-dos-estabulos oriunda do municipio de Pereira Barreto apresentou
diferenca entre as demais populacdes estudadas.

Em estudo realizado por Guerrero et al. (2002) em mosca-dos-chifres verificou que
durante o periodo de uso de inseticidas piretroides houve aumento do alelo kdr. Ainda se-
gundo os autores, com a interrupcao do uso dos piretroides houve reducdo da presenca do
alelo na populagdo (Guerrero et al., 2002). Apesar das quatro usinas estarem localizadas no
mesmo estado, as diferencas génicas observadas possivelmente estdo relacionadas a distin-
¢des do controle quimico no periodo de maior pressdo de selecao.

Além disso, é importante destacar que na BTZ o histdrico de uso de inseticidas pire-
troides era recente, por outro lado na PB este controle também havia sido realizado em anos
anteriores. A diferenciagdo génica entre a PB e SM esta relacionada a maior presséo de se-
lecdo enfrentada pelos individuos de SM, uma vez que o uso de inseticidas era mais frequente
quando comparada com a PB. Apesar da diferenca entre as populagdes, estas se encontravam
a uma distancia de cerca de 50 km entre si.

A proximidade genética entre a NI e SM esté possivelmente relacionada a exposi¢do
da praga aos inseticidas ao longo prazo, visto o historico do controle quimico na populagédo

da usina e em propriedades de producéo animal utilizados por pecuaristas da regido.
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NI

SM

BTZ

PB

Figura 2. Neighbornet construida a partir da matriz de diferenciacdo genética, baseada na estatistica F de
Wright, entre as populagdes da mosca-dos-estabulos capturadas nos municipios de Buritizal, Nova Indepen-
déncia, Pereira Barreto e Sud Mennucci, estado de Sdo Paulo.

rBTZ

~PB

| =
L

Figura 3. Dendrograma construido a partir da matriz de diferenciacdo genética, com base no indice Fsr, pelo
método de agrupamento UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean), para as populagdes
da mosca-dos-estabulos dos municipios de Buritizal, Nova Independéncia, Pereira Barreto e Sud Mennucci,
estado de Séo Paulo.

Concluséo
A mutacdo kdr-his encontra-se amplamente distribuida em populagdes da mosca-
dos-estabulos no estado de Sdo Paulo. As populacfes apresentam uma frequéncia relativa-

mente alta e embora globalmente a diferenciacdo genética ndo seja grande, existem popula-
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cOes geneticamente mais distantes entre si. Desta forma é fundamental que haja o0 acompa-
nhamento das populagdes de S. calcitrans oriundas de usinas sucroalcooleiras, tal como em
fazendas pecuarias, visando o uso adequado dos grupos quimicos utilizados para o controle

da praga.
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