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Resumo

Buscando-se estabelecer a dindmica populacional da mosca-dos-chifres foi realizado o
acompanhamento de dois rebanhos bovinos estabelecidos em regides climaticas contrastantes, o
que possibilitou identificar que além da temperatura e da precipitacdo, o nimero de dias de chuva
apresenta influéncia direta na infestacdo sobre os animais € que sob as condigbes climaticas do
trépico Umido, a mosca-dos-chifres tem a capacidade de produzir até cerca de 15 geracdes
anuais. Tais informacdes, associadas a realizagdo de testes diagnésticos da resisténcia a
pesticidas, tornam-se relevantes na elaboragéo de estratégias de controle para as populagbes da
mosca-dos-chifres, uma vez que a capacidade anual da espécie em gerar descendentes no Brasil
mostra-se favoravel a rapida sele¢cdao de individuos resistentes as bases utilizadas em seu
controle.

Palavras-chave: fatores climaticos; nimero de geragdes; pesticidas; mosca-dos-chifres.
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Population dynamics of horn fly as a
prediction tool for fixing pesticide
resistance

Abstract

Seeking to establish the population dynamics of horn fly were monitored two cattle herds
established in contrasting climatic regions, which enabled us to identify that besides the
temperature and precipitation, the number of rainy days has direct influence on the infestation
animals and that under the climatic conditions of the humid tropics, the horn fly has the ability to
produce up to around 15 generations per year. This information associated with performing
diagnostic tests of pesticide resistance, become relevant in the development of control strategies
for the populations of horn fly, since the annual capacity of the species to generate descendants in
Brazil shows up favorable to the rapid selection of the bases resistant individuals used in your
control.

Keywords: climatic factors; number of generations; pesticides; horn fly.
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Introducao

A infestacdo pela mosca-dos-chifres é um fator limitante para a rentabilidade da produgao pecuaria
mundial. Os maiores prejuizos de um rebanho infestado pela mosca-dos-chifres, como perda de
peso, ganho de peso zero e queda na produgdo de leite, sdo consequentes, principalmente, do
estresse provocado pela acao irritante das moscas e nao, apenas, da espoliagdo sanguinea.

A utilizagdo de inseticidas ainda é a forma primaria de controle das ectoparasitoses nos animais
pecuarios (FAO, 2004). No entanto o uso exaustivo de formulagdes pesticidas é responsavel pela
perda de eficacia das bases e determina o surgimento e a fixacdo de populagbes parasitarias
resistentes. A disseminacdo da resisténcia as diferentes bases pesticidas demonstra as limitagbes
existentes no controle quimico dos ectoparasitas, sendo essencial que os pesticidas sejam
administrados como preciosos recursos para o manejo sanitario dos rebanhos.

Apesar das desvantagens do uso de pesticidas nos sistemas de produgéo pecuarios, como a poluigdo
ambiental, a presenca de residuos parasiticidas na carne e no leite e a toxicidade para os
trabalhadores que manipulam e aplicam as formulagoes, estes farmacos sdo ainda essenciais
principalmente para o controle das populagbes da mosca-dos-chifres, assim como do carrapato dos
bovinos. O facil acesso aos produtos parasiticidas e a facilidade com que eles podem ser aplicados,
combinado ao progresso no conhecimento da bioecologia parasitaria, levou a um periodo de relativo
sucesso no controle das infestagdes parasitarias, particularmente em sistemas de producéo intensivos.

A falsa suposicdo de que o controle parasitario pode ser facilmente realizado utilizando-se
farmacos parasiticidas levou a atual situagdo em relagéo ao controle quimico das ectoparasitoses.
O estabelecimento de populagdes resistentes as bases quimicas mais utilizadas, a contaminagao
guimica dos alimentos por metabdlitos secundarios originarios da degradacdo dos pesticidas, a
contaminagao ambiental e a desconfianca dos produtores em relagao a eficiéncia dos programas
de controle de parasitas em sistemas de produgdo pecuarios sao o resultado de anos de mau uso
das bases quimicas utilizadas para o controle das infestacées pela mosca-dos-chifres e também
dos carrapatos dos bovinos.

Problemas no controle da mosca-dos-chifres decorrentes da resisténcia a inseticidas tém sido
cada vez mais frequentes nas principais regides pecuarias mundiais (MCKENZIE; BYFORD, 1993;
KUNZ et al., 1995; BYFORD et al.,, 1999; GUERRERO et al., 1999; KAUFMAN et al., 1999;
HOELSCHER, 2000; BARROS et al., 2001; BARROS et al., 2004; GARCIA et al., 2004; FOIL et
al., 2005). O aparecimento e a fixagdo da resisténcia as bases inseticidas comprometem nao
apenas ao principio ativo ao qual as populagbes foram expostas, mas a todo o grupo quimico a
gue ele pertence. Em Ultima andlise, a aplicagdo de doses mais elevadas e de tratamentos mais
frequentes em fungao da resisténcia as bases nas populacdes parasitarias, aumentam os custos
de produgédo e o numero de eventos que expdem os sistemas de produgdo pecuarios a perigos
quimicos.

A intensificacdo dos tratamentos para o combate as infestagbes da mosca-dos-chifres esta
diretamente relacionada a sazonalidade da espécie, uma vez que fatores climaticos favoraveis e a
presenca de animais suscetiveis influenciam diretamente no aparecimento e na gravidade das
infestagbes. Normalmente, as maiores infestagbes de Haematobia irritans ocorrem durante o periodo
de maior pluviometria (CHAMBERLAIN, 1984; CRUZ-VAZQUEZ et al., 2000; BARROS, 2001; BRITO
et al., 2007; CASTRO et al., 2008) o qual é favoravel ao desenvolvimento das formas imaturas que
ocorre no bolo fecal (KUNZ et al, 1970; KUNZ, 1980, LYSYK, 1992). O periodo de desenvolvimento de
ovo a adulto da mosca-dos-chifres é variavel, podendo ocorrer entre 8 e 17 dias (MELVIN; BECK,
1931; PALMER et al., 1981; LYSKY, 1992; BARROS, 2002) dependendo das condigbes climéticas
predominantes.

Temperaturas varidveis entre 22 °C e 29°'C e umidade relativa do ar entre 65% e 90% sao
consideradas como condi¢des ideais para o desenvolvimento biolégico da mosca-dos-chifres
(MORGAN, 1964; HOELSCHER; COMBS JUNIOR, 1971). Baixas temperaturas determinam a
ocorréncia da diapausa no ciclo bioldgico da mosca, o que acaba por influenciar na emergéncia
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dos adultos e no niumero de geragbes de H. irritans em regides onde prevalece o clima temperado
(LYSYK; MOON, 1994). De forma geral, o ciclo biolégico (ovo-adulto) da mosca-dos-chifres é
curto e no Brasil pouco se conhece em relacdo a fase ndo parasitaria da mosca-dos-chifres
(MACEDO et al., 2001; BARROS, 2002), o que dificulta o estabelecimento da dindmica
populacional de H. irritans sob as condi¢cbes climaticas presentes no Brasil, importante polo
mundial de produgao de bovinos.

A sazonalidade da H. irritans relaciona-se diretamente com o aumento na densidade de infestagcao da
espécie. Fatores climaticos favoraveis ao desenvolvimento dos instares imaturos determinam uma
maior emergéncia de adultos que se traduz em uma maior intensidade de infestagdo sobre os
hospedeiros. Tal condicdo, na maioria das vezes faz com que sejam realizados tratamentos
direcionados a diminuir drasticamente e até mesmo eliminar a infestagdo. Dessa forma, a utilizagdo
continua de bases pesticidas para o controle das populagdes da mosca-dos-chifres altera a frequéncia
de individuos naturalmente resistentes a um determinado principio ativo, os quais acabam por
disseminar tal caracteristica em sua populacao de origem (BYFORD et al., 1999; GUERRERO et al.,
1998; FOIL et al., 2005).

O estudo da dindmica populacional da mosca-dos-chifres, da situagdo epidemiolégica da
resisténcia aos pesticidas utilizados em seu controle e a identificacdo dos cenarios probabilisticos
que determinam a fixagao da resisténcia a pesticidas nas popula¢des da mosca-dos-chifres é uma
informacdo pouco conhecida para as condigdes tropicais no Brasil e podera ser (til para a
indicacao de uso das bases pesticidas, sendo esse o objetivo principal do estudo.

Material e métodos

Area experimental e dados meteorolégicos

Os experimentos relacionados a avaliagdo da influéncia climatica sobre a infestacédo de bovinos
por H. irritans foram conduzidos em fazendas experimentais estabelecidas em regides geograficas
distintas e com condigbes climaticas contrastantes. Os estudos foram conduzidos em uma
fazenda experimental localizada a 8°48' 10" S/ 63°50' 56" W, altitude média de 90 m acima do
nivel do mar com médias anuais de precipitacdo de 2.246 mm e de temperatura de 25,5 °C. A
segunda fazenda experimental esta localizada a 21° 57' 42" S / 47° 50' 28" W, altitude média de
860 m acima do nivel do mar, médias anuais de precipitacdo de 1.476 mm e de temperatura de
19,8 °C. As médias de precipitacdo e temperatura apresentadas referem-se aos ultimos 10 anos
de observacao.

Segundo os critérios de classificagao climatica preconizados por Képpen-Geiger e atualizados por
Peel et al. (2007), a fazenda experimental 1 apresenta clima megatérmico tropical chuvoso (Aw)
enquanto que a fazenda experimental 2 esta sob a influéncia do clima mesotérmico temperado
umido (Cw), os quais s@o definidos como tropical com estagdo seca de inverno e temperado
Uumido com inverno seco, respectivamente. Os dados climaticos utilizados no estudo, foram
obtidos junto ao Banco de Dados Meteorolégicos para Ensino e Pesquisa (BDMET) do Instituo
Nacional de Meteorologia (INMET).

Animais experimentais
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Dois grupos experimentais de bovinos, cada
qual constituido por dez animais foram
acompanhados durante um periodo de 24
meses. O grupo 1 composto por 10 machos
bovinos mesticos meio sangue Bos taurus x B.
indicus com idade entre 16 e 18 meses ao inicio
do experimento foi acompanhado na regidao de
clima megatérmico tropical chuvoso (Figura 1).
O grupo 2 composto por machos bovinos Bos
indicus com idade varidvel entre 18 e 19 meses
ao inicio do experimento foi acompanhado na
regido de clima mesotérmico temperado Umido
(Figura 2). Os animais experimentais nao
receberam nenhum tipo de tratamento
antiparasitario durante todo o
periodo experimental.

Foto: Fabio da Silva Barbieri/Embrapa Rondénia
y = = g — -]
L - S

Figura 1. Grupo experimental Bos taurus x B. indicus_Embrapa
Rondbnia.

Estudo da fase parasitéria da Foto: Rodrigo Giglioti/Embrapa Pecuaria Sudeste
mosca-dos-chifres : ,

Durante o periodo de agosto de 2010 a julho de
2012 as moscas-dos-chifres foram contadas a
cada 28 dias, sempre no periodo da manha
(8h30 as 9h30) em ambas as areas
experimentais. A avaliagdo da infestacao por H.
irritans foi feita utilizando-se o método descrito
por Fraga et al. (2005), adaptado por Chagas et
al. (2010), o qual consiste em fotografar a regido
dorsal de cada animal usando camera digital e
contagem do namero
total de moscas por meio da analise da imagem
utilizando-se o software Microsoft Paint Program.

igura 2. rupo experimental Bos idicus_Embrapa Pecudria
Sudeste.

Estudo da fase nao parasitaria

Durante o periodo de outubro de 2012 a setembro de 2013, quinzenalmente, bolos fecais bovinos
recém emitidos de tamanho mediano (cerca de 30 cm de didmetro), aparéncia opaca e cor
esverdeada foram aleatoriamente marcados com estacas em uma area de 20.000 m? localizada a
8°48' 10" S/ 63°50' 56" W e onde foram mantidos 10 bovinos adultos durante todo o periodo
experimental. Ap6s um periodo variavel de duas a trés horas apos a emissdo do bolo fecal,
realizou-se a coleta de cinco bolos fecais sendo o critério de escolha dos mesmo a integridade do
bolo fecal, o qual deveria ter a presenga de uma fina crosta externa e apresentar consisténcia
firme.

Cada bolo fecal selecionado foi recolhido com auxilio de uma pa de borda retilinea, com a qual
procurou-se colher todo o bolo fecal e alguma quantidade do solo de contato, sendo as fezes
acondicionadas em caixa plastica (50 cm de comprimento, 40 cm de largura e 12 cm de altura).
No laboratério, sob condi¢cdes controladas de temperatura e umidade (25 °C e UR de 65%) cada
bolo fecal foi alocado sob gaiolas de emergéncia Soil Emergence Trap (BioQuip Products, Inc.,
Cat. Number #2890), as quais possuem 60 cm de comprimento, 60 cm de largura e 60 cm de
altura, sao revestida com tela de nailon e de formato piramidal, apresentando um orificio na parte
superior onde é conectado um frasco removivel cujo interior continha um funil de polietileno que
impedia o refluxo dos insetos que alcangcassem o frasco. Ao redor das armadilhas foi colocado
solo umido e compactado entre a parte inferior da gaiola e o solo, para evitar o acesso de
possiveis predadores ao interior das gaiolas (Figura 3).

Fotos: Fabio da Silva Barbieri/Embrapa Ronddnia
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Figura 3. Gaiola de emergéncia Soil Emergence Trap (BioQuip Products, Inc., Cat. Number #2890) utilizada para a
recuperacao das moscas Haematobia irritans recém-emergidas.

Determinacao do numero de geracoes anuais da mosca-dos-chifres

O tempo requerido pela mosca-dos-chifres para completar uma geragéo foi calculado segundo
metodologia proposta por Castro et al. (2008). Resumidamente, assume-se que fémeas recém-
emergidas presentes sobre o bovino hospedeiro necessitam de cinco dias independentemente da
temperatura para realizar seu primeiro ciclo gonotrépico e realizar sua primeira postura. Para a
estimativa do tempo de desenvolvimento de ovo a adulto utilizou-se 0 modelo de graus-dia,
baseado na analise dos dados de desenvolvimento da fase ndo parasitaria realizado em
laboratério. Taxas de desenvolvimento de H. irritans (proporgéo do total por dia) observados em
laboratério foram linearmente relacionadas com a temperatura experimental ambiente, onde o
desenvolvimento total exigindo foi K = 193 (£ S.E. = 4,2, d.f. = 130) graus-dia acima da
temperatura limiar inferior de desenvolvimento que é k= 10°C ( 0,36).

O modelo de desenvolvimento foi, entdo, usado para calcular graus-dia a partir de registros de
temperatura didrias em Porto Velho e Sao Carlos, usando o método de onda senoidal de meio-dia
(ALLEN, 1976), sem ajuste para a latitude e os efeitos micro-habitat. Comeg¢ando no primeiro dia
de observagéo, as fémeas recém-emergidas na populagao foram assumidas como aquelas que
realizaram a oviposicao trés dias mais tarde, e, em seguida, os descendentes foram previstos para
emergir como adultos em uma data posterior, determinada com o auxilio da tabela de valores
limites de desenvolvimento de H. irritans proposta por Palmer et al. (1981), quando um adicional
de 193 graus-dia acima de 10 °C foi acumulado. Este processo em duas etapas foi aplicado em
série para obter uma sequéncia de datas que delimitam gerag¢des consecutivas (adulto-adulto).

Susceptibilidade das populacoes da mosca-dos-chifres a pesticidas



Dindmica populacional da mosca-dos-chifres como ferramenta de predigcdo da fixagao da resisténcia a pesticidas

Com o objetivo de avaliar a susceptibilidade de populagdes de H. irritans a inseticidas piretroides e
organofosforados, realizou-se em Rondénia a avaliagdo fenotipica da resisténcia em 45 rebanhos
bovinos e trés rebanhos bubalinos estabelecidos nas microrregides de Porto Velho e Ji-Parand, duas
importantes regides pecudrias do Estado de Rond6nia onde segundo dados da Pesquisa Pecuaria
Municipal (PPM) (IBGE, 2010) encontram-se estabelecidos 41,08% e 57,43% do efetivo de bovinos e
bubalinos de Ronddnia. No Estado de Sao Paulo foram visitadas 22 propriedades diferentes, e
somente dez apresentaram infestacdes com quantidade de moscas suficientes para execugédo dos
bioensaios: duas dos municipios de Sao Carlos e Sertdozinho € uma de cada um dos seguintes
municipios: S&o Manuel, Nova Odessa, Botucatu, Lavinia, Ribeirdo Bonito e Colina.

Tabela 1. Microrregides de Rondénia e Sdo Paulo onde foram realizadas
as colheitas de mosca-dos-chifres nos rebanhos bovinos e bubalinos
entre os meses de novembro de 2010 a maio de 2014.

Numero de
Microrregiao Estados/municipios rebanhos
avaliados
Rondonia
Ji-Parana Jaru, Nova Unido, Ouro Preto do Oeste, Presidente 30
Médici e Vale do Paraiso
Porto Velho Candeias do Jamari, Nova Mamoré e Porto Velho 18
Total 48
Sao Paulo
Sao Carlos Sao Carlos, Ribeirdo Bonito 3
Botucatu Botucatu, Sdo Manuel 2
Campinas Nova Odessa 1
Ribeirdo Preto  Sertdozinho 2
Barretos Colina 1
Aracatuba Lavinia 1
Total 10
Total (Rondonia + Sao Paulo) 58

Os bioensaios foram realizados com o método de papel filtro impregnado com pesticidas de
acordo com a metodologia proposta por Sheppard e Hinkle (1987) e adaptada por Barros et al.
(2002) (Figura 4). Os kits inseticidas foram preparados no Laboratério de Sanidade Animal da
Embrapa Rondbnia e confeccionados com cipermetrina em grau técnico (Sigma) diluido em
acetona PA nas concentragdes de 1,6; 6,4; 25,6; 102,4; e 409,6 pg/cm® e diazinon em grau
técnico (Diazinon, analytical standart, Pestanal®, CAS number 333-41-5) diluido em acetona PA
nas concentragcoes de 3,2; 2,4; 1,2; 0,8; 0,6; 0,4; 0,2; 0,1 e 0,05 pg/cmz.

Apébs a impregnacao dos papéis filtro com os pesticidas e a secagem dos mesmos a temperatura
ambiente, os papéis impregnados foram embalados em papel aluminio, datados e mantidos em
temperatura de refrigeragcdo até o momento do uso. Para realizagdo dos bioensaios os papéis
impregnados foram alocados em placas de Petri descartaveis mantidas em caixas isotérmicas
contendo gelo reciclavel para a refrigeracao dos kits. Todas as concentragbes foram preparadas em
triplicata além do controle o qual foi preparado também em triplicata com acetona.

Os kits inseticidas preparados na Embrapa Ronddnia foram enviados para o Knipling-Bushland
U.S. Livestock Insects Research Laboratory, Kerrville, TX, para a realizagdo do bioensaio com H.
irritans pertencentes a col6nia suscetivel de referéncia, mantida pelo referido centro de pesquisa.
Os resultados obtidos a partir da colénia de referéncia foram analisados da mesma forma que os
obtidos nas propriedades
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Fotos: Fabio da Silva Barbieri/Embrapa Rondoni

& i 2

Figura 4. Kit inseticida confeccionado com papel filtro impregnado com pesticida em grau técnico diluido em acetona (A) e
realizacédo do bioensaio a campo com populaces de mosca-dos-chifres (B).

Fotos: Fabio da Silva Barbieri/Embrapa Rondonia
As moscas-dos-chifres foram
colhidas diretamente sobre os
animais infestados com auxilio
de uma rede entomolodgica
(Figura 5). As moscas foram
transferidas para as placas de
Petri com o papel impregnado,
onde cada placa continha cerca
de 25 espécimes por repetigao,
0S quais permaneceram por um
periodo de 2 horas (Figura 4).
Apds este periodo foi realizada a
leitura, onde foram separadas as
moscas vivas (resistentes) e as
mortas (sensiveis) em cada
concentragcdo. Moscas com
incapacidade de voar foram
consideradas mortas.

Figura 5. Captura de espécimes de Haematobia irritans sobre 0s animais.
Concluida a leitura das placas dos
bioensaios, amostras da populagdo de mosca-dos-chifres foram depositadas em frascos criogénicos e
imediatamente congeladas em nitrogénio liquido para posterior realizacdo das provas de deteccao
molecular e caracterizagao do perfil genotipico das popula¢des com relagdo aos alelos da resisténcia
aos pesticidas piretroides e organofosforados.

A partir dos resultados obtidos nos bioensaios, tanto das propriedades quanto da coldnia de
referéncia, foi calculada a porcentagem de mortalidade e realizada a analise de sobrevivéncia com
o procedimento (PROC) Probits do Programa Statistical Analisys Sistems (SAS) (SAS
INSTITUTE..., 2003) para o célculo da concentracdo letal referente a mortalidade de 50% dos
individuos (CL50) de cada populag¢éo avaliada. Foi calculado ainda o fator de resisténcia (FR), de
cada uma das populac¢des por meio da divisdo da CL50 da populagéo testada a campo e a CL50
da colénia de referéncia.
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Diagnéstico molecular da resisténcia a pesticidas

Piretroides

Para a validacédo das provas moleculares diagnésticadas para amplificacdo dos alelos kdr e super-
kdr em populagdes brasileiras da mosca-dos-chifres foram selecionadas trés populagbes de
mosca-dos-chifres coletadas nos municipios de Porto Velho, Nova Mamoré e Nova Unido.
Utilizou-se como amostra controle positivo homozigoto resistente das reagcbes de PASA-PCR
amostras de DNA de uma populagdo de H. Irritans proveniente do Estado da Geérgia (USA)
cedidas pelo Dr. Felix Guerrero do ARS/USDA. As trés populagbes de H. Irritans de Rondbnia
selecionadas apresentaram-se fenotipicamente resistentes a pesticidas piretroide por meio dos
bioensaios com papel filtro impregnado com fator de resisténcia (FR) de 32,75; 34,90 e 40,80.

A extragado de DNA gendmico se deu de acordo com a metodologia descrita por Li et al. (2003).
Resumidamente, as moscas foram separadas de acordo com o sexo e as fémeas tiveram a
cabeca cortada e o corpo descartado. As moscas foram armazenadas a temperaturas a -80 °C em
tubos plasticos com a identificagcdo, até o momento da analise. Moscas individualizadas foram
transferidas para placas de Petri previamente resfriadas em gelo seco e colocadas em microtubos
de 1,5 mL também pré-resfriados e mantidos em gelo seco. As moscas foram esmagadas com o
pistilo plastico descartdvel previamente resfriado em gelo seco por aproximadamente 15
segundos. Foram adicionados 25 pL do buffer de isolamento de DNA (1667 uL de 3M KCI; 600 uL
de 1M Tris-Cl, pH 8,5; 400 pL de 1M Tris-Cl, ph 8,0; 7333 pL de agua ultrapura) e novamente a
mosca foi esmagada com o pistilo gelado por mais 15 segundos. Teve-se a preocupagao de se
observar se a mosca foi totalmente fragmentada e entdo o tubo foi novamente transferido para o
gelo seco até que todas as moscas estivessem processadas. Os tubos contendo as moscas foram
rapidamente centrifugados para total mistura da larva com o tampao de isolamento. As moscas
fragmentadas no tampdo de isolamento foram submetidas a banho-maria (temperatura de
ebulicdo) por 3 a 5 minutos. O DNA total extraido foi mantido em freezer a -20 °C para uso
imediato ou por até 2 dias ou a -80 °C quando o tempo para realizagdo da reacdo em Cadeia da
Polimera (PCR) excedeu para 48 horas. Para a realizagdo das provas moleculares, as amostras
contendo o DNA total foram centrifugadas a 4 °C por 14.000 rpm por 4 minutos.

Para a genotipagem das moscas em relagdo aos alelos tipo kdr foi necessario a otimizacdo da
reacao em cadeia da polimerase, onde o volume de reacado utilizado foi de 20 pL. Todas as
baterias de reagdo contavam com uma amostra de DNA controle kdr RR proveniente de uma
populacdo de H. Irritans do Estado da Gedrgia (USA) cedida ARS/USDA e uma amostra controle
kdr SS também cedida pelo ARS/USDA.

Os protocolos otimizados apresentam condigbes de temperatura de anelamento e concentragao
de polimerase diferenciadas as condigbes estabelecidas anteriormente por Guerrero et al. (1997),
sendo estes:

1. Amplificagédo de alelos tipo kdr
[1 Mix alelo susceptivel

- 10,0 pL de Master Mix (4,0 mM MgCIl2, 150 mM de Tris—HCI pH 8.5, 40 mM de
(NH4)2S04, 0.2% Tween 20, 0.4 mM de dNTPs e 0.05 unidades/ul taqg DNA polimerase)

- 0,2 uL de primer FG 130 (5’ - TAC TGT TGT CAT CGG CAATC -3)

- 0,2 uL de primer FG 138 (5" — CAA TAT TAC GTT TCA CCC AG -3)

- 0,2 uL de primer FG 234 (5° —=CTT CTT CAT CGG TGT AGC - 3)

- 0,2 uL de primer FG 243 (5 -GGC ATG GCT TTC CGT GTC C - 3)

- 8,2 uL de agua ultrapura

- 1,0 uL de DNA diluido 1:10

[J Mix alelo resistente
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- 10,0 uL de Master Mix (4,0 mM MgCI2, 150 mM de Tris—HCI pH 8.5, 40 mM de
(NH4)2S04, 0.2% Tween 20, 0.4 mM de dNTPs e 0.05 units/pl taqg DNA polimerase);

- 0,2 uL de primer FG 134 (5° —=TAC TGT TGT CAT CGG CAATT -3”)

- 0,2 uL de primer FG 138 (5" — CAA TAT TAC GTT TCA CCC AG -3)

- 0,2 L de primer FG 234 (5° —CTT CTT CAT CGG TGT AGC - 3)

- 0,2 uL de primer FG 243 (5’ -GGC ATG GCT TTC CGT GTC C - 3)

- 8,2 uL de agua ultrapura

- 1,0 uL de DNA diluido 1:10

Condigcbes de amplificagdo: Foram testadas oito temperaturas de anelamento para os primers,
sendo que estas variaram de 55,7 °C a 65 °C, sendo a temperatura de 55,7 °C considerada étima
para as condigbes de amplificagdo avaliadas. As condi¢ées de amplificacdo estabelecidas para a
amplificagédo de alelos tipo kdr foram:

- Desnaturagéo inicial a 95 °C por 2 minutos
35 ciclos de

- 94 °C por 1 minuto

- 57,5 °C por 1 minuto

- 72 °C por 1 minuto

- Extenséo final a 72 °C por 7 minutos

As amostras de H. irritans amplificadas para caracterizacdo dos alelos de resisténcia tipo kdr com
amplicons de 285 pb para kdr e 154 pb para GAPDH foram visualizadas em gel de agarose a 3%
corado com brometo de etideo. Buscando a identificacdo genotipica da resisténcia a pesticidas
piretroides, amostras de DNA de espécimes de H. irritans genotipados como kdr resistentes
homozigoto (RR) e skdr heterozigotos (SR) a pesticidas piretroides foram submetidas a reagdo de
sequenciamento para avaliagdo da presenga das mutagbes que conferem a resisténcia ao
pesticida.

Foram sequenciados somente os alelos kdr e skdr R proveniente das populagbes avaliadas da
mosca-dos-chifres. Os amplicons foram clonados no vetor pGEM®-T Easy Vector Systems vector
(Promega) e transformados em Escherichia coli (DH5a). As colbnias brancas foram selecionadas
e incubadas a 37 £ 1 °C "overnight" sob agitacdo. Apds a confirmagéo da preseng¢a do fragmento
de PCR no vetor, as amostras foram purificadas e sequenciadas no equipamento Applied
Biosystems/HITACHI ABI Prism® 3100 Avant Genetic Analyzer, usando o kit Big Dye terminator
v.3.1.

As sequéncias kdr e skdr provenientes das populagbes brasileiras de H, irritans foram confrontadas
com as sequéncias de referéncia de H. irritans que contém as mutagdes que conferem a resisténcia a
pesticidas piretroides e encontram-se depositadas no banco publico de nucleotideos GenBank
(U83874.1, U83873.1, U83872.1 e U83871.1,) utilizando-se o algoritimo Basic Local Alignment Search
Tool (BLAST) (ZHENG et al., 2000).

Organofosforados

Para a genotipagem das populagdes de moscas-dos-chifres em relagao aos alelos da resisténcia
a pesticidas organosforados conferido pelo gene AchE foi necessério a otimizagdo da reagcdo em
cadeia da polimerase, onde o volume de reacao utilizado foi de 20 pL. O protocolo otimizado
utilizado foi:

(1 Mix alelo susceptivel
- 10,0 pL de Master Mix (4,0 mM MgClI2, 150 mM de Tris—HCI pH 8.5, 40 mM de (NH4)2S04,

0.2% Tween 20, 0.4 mM de dNTPs e 0.05 units/pl taqg DNA polimerase);
- 0,2 uL de primer FG 417 (5 -GGC ATG ATG CAA TCG GG- 3’)



Dindmica populacional da mosca-dos-chifres como ferramenta de predigcdo da fixagao da resisténcia a pesticidas

- 0,2 uL de primer FG 419 (5 -GCA GTA GTG ATG CAT TAC AA-3)
- 0,2 uL de primer FG 234 (5 —CTT CTT CAT CGG TGT AGC - 3))

- 0,2 L de primer FG 243 (5 -GGC ATG GCT TTC CGT GTC C - 3)
- 8,2 pL de agua ultrapura

- 1,0 puL de DNA diluido 1:10

[ Mix alelo resistente

- 10,0 pL de Master Mix (4,0 mM MgCI2, 150 mM de Tris—HCI pH 8.5, 40 mM de
(NH4)2S04, 0.2% Tween 20, 0.4 mM de dNTPs e 0.05 units/pl taqg DNA polimerase);

- 0,2 uL de primer FG 418 (5 —-GGC ATG ATG CAA TCG GC-3))

- 0,2 L de primer FG 419 (5 —-GCA GTA GTG ATG CAT TAC AA-3)

- 0,2 uL de primer FG 234 (5° —CTT CTT CAT CGG TGT AGC - 3)

- 0,2 L de primer FG 243 (5 -GGC ATG GCT TTC CGT GTC C - 3)

- 8,2 uL de agua ultrapura

- 1,0 yL de DNA diluido 1:10

Condigbes de amplificacao:

- Desnaturacdo inicial a 95 °C por 2 minutos
35 ciclos de

- 94 °C por 1 minuto

- 57,5 °C por 1 minuto

- 72 °C por 1 minuto

- Extensao final a 72 °C por 7 minutos

As amostras de H. Irritans amplificadas para caracterizagao dos alelos de resisténcia tipo AchE com
amplicons de 115 pb para AchE e 154 pb para GAPDH foram visualizadas em gel de agarose a 3%
corado com brometo de etideo.

A pesquisa de alelos mutantes que conferem resisténcia aos pesticidas piretroides e
organofosforados em populagdes de moscas-dos-chifres foi realizada nos individuos fenotipicamente
caracterizados como resistentes nos bioensaios e também nos individuos do grupo controle de cada
bioensaio.

Foram genotipadas para resisténcia a pesticidas piretroides 48 populagdes de H. Irritans de
Rondbnia e dez populagdbes de H. Irritans de Sao Paulo. Em relagdo aos pesticidas
organofosforados, 48 populacdes de H. Irritans foram genotipadas, sendo 38 de Rondbnia e 10 de
Sé&o Paulo.

Levantamento dos fatores de risco relacionados a emergéncia da
resisténcia a pesticidas em rebanhos bovinos

Buscando identificar e estudar os cenarios probabilisticos que determinam a fixagdo de alelos
relacionados a resisténcia a pesticidas foram entrevistados 33 proprietarios de rebanhos bovinos
estabelecidos no Estado de Rondénia. Nessas mesmas propriedades também foram colhidas
amostras de mosca-dos-chifres para realizacdo do bioensaio do papel filtro impregnado
(SHEPPARD; HIINKLE, 1987) para determinagéo da resisténcia a pesticidas piretroides.

Questionarios foram aplicados a fim de se conhecer os aspectos referentes ao uso de pesticidas
nas propriedades, a frequéncia de realizagdo de tratamentos para o controle de ectoparasitas no
rebanho, a aptidao do rebanho e percepg¢éo do produtor quanto a época de maior ocorréncia das
infestagcdes parasitarias nos rebanhos estabelecidos em uma area sob a influéncia do clima
megatérmico tropical chuvoso (Aw) (Anexo A). O célculo para determinagédo do numero de
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guestionarios aplicado nas propriedades seguiu 0 modelo matematico preconizado por Cannon
(2001), sendo este:

(1 — — 1D (N —= —
(1-(1- a) (.\ 5 (SeD 1))
Se

n=

onde:

n = nimero de questionarios aplicados;

a = acuracia das informacoes;

N = nimero de propriedades com rebanhos bovideos na regido estudada;

D = namero de rebanhos suscetiveis a infestagdes por populagées da mosca-dos-chifres;

Se = prevaléncia estimada do numero de rebanhos com populagbes da mosca-dos-chifres
resistentes a pesticidas.

Analises estatisticas

Fatores climaticos

Para quantificar grau de associacdo entre as caracteristicas climaticas e a intensidade das
infestagbes da mosca-dos-chifres foram obtidas as estimativas de correlagdo simples e parcial
entre as caracteristicas avaliadas. As correlagdes simples foram estimadas utilizando a expressao
(CRUZ; REGAZZI, 2001):

Para quantificar grau de associacdo entre as caracteristicas climaticas e a intensidade das
infestacdes da mosca-dos-chifres foram obtidas as estimativas de correlagdo simples e parcial
entre as caracteristicas avaliadas. As correlagdes simples foram estimadas utilizando a expressao
(CRUZ; REGAZZI, 2001):

coyV,

(x,y)

() ry e
2 2
O

72 2

COV(M,) = covariancias entre duas caracteristicas x e y; Lx = variancia da caracteristica x, ./, =
variancia da caracteristica y. As estimativas dos coeficientes de correlagao parcial foram obtidas
utilizando a expressao (CRUZ et al., 2004):

Ty Ur_r

X2 Y2

(i . 2 =
T Drfz)(l Dryzz)

Foy.z Ucorrelagéo parcial entre duas caracteristicas x e y retirando o efeito de z, ey "correlacao

simples entre x e y , I, Lcorrelacdo simples entre x e z Ty Ucorrelagao

simples entre y e z. A significancia dos coeficientes de correlagao parcial foi avaliada pelo teste t,

em 5% e 1% de probabilidade (CRUZ; REGAZZI, 2001).

Visando o desenvolvimento de modelo para prever a resposta da variavel dependente
“intensidade das infestacbes da mosca-dos-chifres” em fungdo das varidveis independentes,
“pluviosidade”, “ndmero de dias com chuva” e “temperatura média”, mensuradas em estacao
climatica instalada na Embrapa Rondbénia em Porto Velho foi ajustado modelo de regresséo de
acordo com o seguinte modelo:
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(i) Y, 0/.X, 003X, 00X,

Em que Yl.j 1é a intensidade das infestagdes da mosca-dos-chifres, /| [ /] parametros do

modelo de regressdo, X, X, X; X, , varidveis independentes “pluviosidade”, “niimero de dias
com chuva” e “temperatura média”.

Para selecdo das variaveis de maior importancia para predi¢cdo da temperatura dentro do aparelho
foi 0 método “stepwise” com probabilidade limite para a variavel entrar no modelo de 0,25 e de
permanecer de 0,30 (YONEZAMA et al., 2000).

Estimacao do efeito médio de substituicao génica

Uma das estimativas mais importantes a ser considerada no estudo da resposta de resisténcia em
funcdo da variabilidade do gene de resisténcia, e o efeito médio de substituicdo alélica que
mensura a mudanga na resposta de resisténcia causada pelas mudangas nas frequéncias alélicas
nas populacdes. A decomposi¢ao da variancia total em suas partes atribuidas a variancia aditiva e
a variancia por causa dos efeitos de dominéncia pode ser feita utilizando um modelo de regresséo,
em que os valores genotipicos sdo expressos em fungdo do nimero de alelos de resisténcia (R)
que as populagdes apresentam (CRUZ et al., 2012).

Y, 0404%,04

Em que: Y, :é o valor genotipico, [, :constante da regressdo, /{ :coeficiente linear da regressao,
X, :variavel independente que expressa o nimero de alelos de uma populagéo.

Nesta modelagem, a estimativa do efeito médio de substituicdo génica é obtida a partir do
coeficiente angular da regressao:

HEAY R
goia gp

n
Jx
ill

Em que: //: é o efeito médio de substituicdo génica, b, : coeficiente angular da regressdo em
fungdo do nimero de alelos favoraveis. E as estimativas de variancia aditiva € por causa dos
desvios de dominancia.

A decomposicdo da variancia total nas fragées associadas aos efeitos aditivos dos genes e dos
desvios de dominancia pode ser estimada da seguinte maneira (FALCONER, 1993):

SQTotal [ f,y, U p*(3)” [2pg(y,)" Oq* (y3)" D15
SQORe gressao DI;I ) fxy, 02pgl/ P A
SQDesvio (1| | fe. 1(2pgd)’ 11/7
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Resultados

Influéncia dos fatores climaticos na sazonalidade da mosca-dos-chifres

Por meio das andlises de correlagdo simples e parcial relacionadas a infestagao de H. irritans as
variaveis climaticas que mais exerceram efeito sobre a intensidade das infestagbes de mosca-dos-
chifres nos animais em ambas as condigbes climaticas estudadas foram a temperatura, a
pluviosidade e o numero de dias de chuva (Tabela 2).

A temperatura média foi o fator climatico que exerceu maior influéncia sobre as infestagdes da
mosca-dos-chifres sob as condi¢des climaticas prevalentes no clima Cw, enquanto que sob as
condigbes do clima Aw, observa-se que a pluviosidade e o nimero de dias de chuva foram
determinantes para a regulac¢édo da intensidade das infestagbes de H. irritans sobre 0s animais.

Tabela 2. Estimativas de correlacdo simples e parcial das caracteristicas
climaticas com a intensidade das infestacbes de moscas-dos-chifres nas
condi¢des climaticas do clima megatérmico tropical chuvoso (Aw) e do clima
mesotérmico temperado umido (Cw).

Aw Cw
Caracteristica F'simol
r'simples I'parl:ial t s":p © I'p:-xrci:-xl t
Temperatura NS -
média 0,65 -0,12 0,69 0,04 0,49 3,45
Pluviosidade 0,46 0,36 2,18 0,02 109 gt
Numero de dias 0,36 -0,35 -2,18* 0,03 -0,21 1 3_5NS
Temp. méxima -0,04 0,02 0,11 -0,18 -0,62 4 8'3”
Temp. minima 0,65 0,12 0,72"° 0,13 -0,33 2,17*

Ismpies: €Stimativa de correlagdo simples, rpaca: estimativa de correlagéo parcial, t: teste t, que testa a
hipétese ..... *: significativo a 5% de probabilidade, **: significativo a 1% de probabilidade.

Observou-se que a infestacdo da mosca-dos-chifres tanto sob as condigbes climaticas Cw quanto
Aw apresentaram comportamento sazonal, sendo as maiores infestacées observadas no periodo
de maior pluviometria em ambos os regimes climaticos estudados. A temperatura média foi o fator
climatico de maior influéncia no aumento das infestacdes de moscas-dos-chifres no clima Cw,
enquanto que para o clima Aw a pluviometria foi a condicionante climatica determinante para a
ocorréncia de picos de infestacdes de H. irritans. Observou-se que o numero de dias de chuvas
também influenciou no comportamento sazonal da espécie, sendo mais critico para o decréscimo
das populacgdes estabelecidas no clima megatérmico tropical chuvoso (Tabela 3).

Tabela 3. Resumo das estimativas do modelo de superficie de resposta.

Tipo . .
climgtico Na GL a bi(Temp) bx(PP) bs(Ndias) bs(Tmax) Bs(Tmin) o2 R?A
Aw 25 23 0.0619 0.0016 -0.0359 -0.0148 0.1251 -2.2590 5.28E-02 0.43
Cw 25 23 1.0965 -0.0006 -0.0300 -0.7625 -0.3712 5.7640 0.1026 0.55

Em relagcédo ao comportamento sazonal das infestagdes de H. irritans sob as condi¢des do clima
Cw, observou-se um declinio muito acentuado na contagem de moscas no final do outono (maio)
e durante todo o inverno (junho a agosto) do hemisfério sul. Tal fenbmeno pode ser explicado pela
gueda de aproximadamente 4,5 °C na temperatura média observada durante os meses de maio a
agosto, sendo também esse o periodo de menor pluviometria, a qual foi variavel entre 52,2 mm e
72,7 mm. Nao foram observadas contagens de moscas sobre os animais durantes os meses de
agosto de 2011 e julho de 2012 nas condi¢des do clima mesotérmico temperado umido (Figura 6).
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Figura 6. Influéncia dos fatores climaticos sobre a intensidade das infestacées de moscas-dos-chifres determinadas pelas
condicdes climaticas prevalentes nos climas mesotérmico temperado umido (Cw) e megatérmico tropical chuvoso (Aw).
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Infestacdes pela mosca-dos-chifres foram observadas durante todo o periodo de estudo nas
condigdes de clima Aw, sendo as menores infestagdes observadas nos meses de julho de 2011 e
julho de 2012. Observou-se a ocorréncia de dois picos de infestagdo de H. irritans nos animais,
sendo esses picos coincidentes com o inicio e o final do periodo chuvoso. Nota-se que sob as
condicbes climaticas Aw, as infestagbes pela mosca-dos-chifres apresentam decréscimo
acentuado nos meses subsequentes aqueles com mais de 20 dias de chuva.

Estabelecimento da fase nao parasitaria da mosca-dos-chifres em laboratoério

Durante o periodo de colheita dos bolos fecais (dezembro/2012 a maio/2013) a temperatura média
ambiental foi de 25,9 °C, com precipitagdo média de 220,17 mm e umidade relativa média de 88%.
Foram realizadas 14 avaliagbes referente a emergéncia de H. irritans nas massas fecais,
totalizando 35 colheitas e a captura de 292 adultos, dos quais 168 machos (57,5%) e 131 fémeas
(42,5%). Observou-se maior niumero de machos no inicio do periodo de emergéncia das moscas
(Tabela 4).

Tabela 4. Ritmo de emergéncia, periodo de ovo a adulto, percentagem de emergéncia e
proporgao sexual de adultos de Haematobia irritans obtidos em laboratério.

s . N N p % a -
Avaliacao Colheita Més Emergéncia Periodo Emergéncia Macho Fémea Média + DP
1 1 out/12 10 9 76,9 7 3 26
2 out/12 3 10 23,1 3 0 ’
3 out/12 12 9 40 8 4

2 4 out/12 16 10 53,3 8 8 6,0
5 out/12 2 11 6,7 0 2
6 nov/12 8 9 30,8 8 1

3 7 nov/12 13 10 50 7 6 5,2
8 nov/12 5 11 19,2 2 3
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9 nov/12 13 9 39,4 9 4
4 10 nov/12 17 10 51,5 9 8 6,6
11 nov/12 3 11 9,1 0 3
5 12 dez/12 14 9 87,5 8 6 32
13 dez/12 2 10 12,5 2 0 ’
14 dez/12 11 9 37,9 6 5
6 15 dez/12 12 10 41,4 7 5 5,8
16 dez/12 6 11 20,7 2 4
7 17 jan/13 8 9 66,7 5 3 24
18 jan/13 4 10 33,3 1 3 ’
8 19 fev/13 14 8 100 8 6 2,8
9 20 mar/13 14 8 63,6 8 6 44
21 mar/13 8 9 36,4 4 4 ’
10 22 mar/13 12 8 85,7 9 3 58
23 mar/13 2 10 14,3 2 0 ’
24 mar/13 7 9 33,3 3 4
11 25 mar/13 8 10 38,1 5 3 42
26 mar/13 4 11 19,0 1 3 ’
27 mar/13 2 12 9,5 1 1
12 28 abr/13 14 9 87,5 8 6 39
29 abr/13 2 11 12,5 0 2 ’
30 mai/13 6 10 21,4 4 2
13 31 mai/13 19 11 67,9 11 8 5,6
32 mai/13 3 12 10,7 1 2
33 mai/13 2 8 11,1 2 0
14 34 mai/13 13 9 72,2 8 5 3,6
35 mai/13 3 10 16,7 1 2
Total 292 9,77 - 168 124 -
% Sexual - - - 57,5 42,5 -
Emergéncia moscas/bolo fecal 417 - - - - 4,17 £1,23

Em relagdo ao periodo de desenvolvimento de ovo a

adulto de H. irritans sob condi¢des

controladas em laboratorio, verificou-se que o mesmo foi variavel entre 8 e 12 dias. A maioria das
moscas emergiram do pupario entre o nono e o décimo dia (62,8%) apo6s a oviposicdo no bolo
fecal e observou-se uma média de emergéncia de 4,17 + 1,38 moscas/bolo fecal. Fundamentado
nos resultados obtidos, pode-se afirmar que, nas condigdes experimentais em que foram mantidos
os bolos fecais, o periodo médio de emergéncia de H. irritans correspondeu a 9,8 dias (235 horas
e 12 minutos) (Figura 7).

Nulmero de dias
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100
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0,0

Figura 7. Periodo de desenvolvimento e percentual de emergéncia de Haematobia irritans em
bolos fecais mantidos sob condicdes controladas de temperatura e umidade (25 °C e UR de
65%).
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Determinacao do numero de geracoes anuais da mosca-dos-chifres

A partir do modelo de graus-dia utilizado para predicdo das taxas de desenvolvimento de H. irritans
permite inferir que para as condigbes de temperatura do clima megatérmico tropical chuvoso (Aw)
podemos observar até aproximadamente 15 geracdes anuais de H. irritans, enquanto que para as
condi¢des térmicas do clima mesotérmico temperado umido (Cw) tem-se a possibilidade de ocorréncia
de aproximadamente dez geragdes anuais da mosca-dos-chifres (Tabela 5).

Tabela 5. Calculo do nimero de geragbes anuais de Haematobia irritans* sob as condigbes de
temperatura dos climas megatérmico tropical chuvoso (Aw) mesotérmico temperado Umido (Cw).

Clima mesotérmico temperado umido (Cw)

Més T’en'_'lperatl:ll’? Tgn_1peraturg Tempgrgtura Graus dia Graus_x Nt’lmerg de Grau§/
maxima média minima media média geragao geracoes geragao
Janeiro 27,54 12,24 19,7 9,52 291,391 0,98 285,68
Fevereiro 28,62 16,30 21,9 11,65 349,600 1,00 349,60
Margo 28,12 15,69 21,5 11,29 316,129 1,07 338,71
Abril 29,04 17,21 22,7 12,53 363,273 1,03 375,80
Maio 29,57 19,35 24,0 13,85 373,906 1,11 415,45
Junho 29,27 19,72 22,8 12,58 302,013 1,25 377,52
Julho 29,93 19,61 22,9 12,69 304,457 1,25 380,57
Agosto 26,28 18,96 21,5 11,30 327,596 1,03 338,89
Setembro 27,48 17,33 20,7 10,53 315,857 1,00 315,86
Outubro 24,90 13,39 17,9 7,72 236,276 0,98 231,64
Novembro 23,81 11,17 16,2 5,98 185,446 0,97 179,46
Dezembro 25,90 13,38 17,7 7,53 230,374 0,98 225,86
Numero de geragcoes anuais 9,61
Continua...
Tabela 5. Continuagéao.
Clima megatérmico tropical chuvoso (Aw)
Més Tgn?peratgrg Tgn."lperaturg Tempgrgtura Graus dia Graus_x Nl]mer9 de Grau§/
maxima média minima media média geracao geracoes geracao
Janeiro 34,2 17,5 25,9 15,66 391,500 1,20 469,8
Fevereiro 34,6 21,1 27,9 17,66 388,520 1,36 529,8
Margo 33,2 21,7 27,4 17,25 370,768 1,40 517,35
Abril 31,7 21,9 26,8 16,62 365,640 1,36 498,6
Maio 31,3 22,5 26,9 16,69 367,180 1,36 500,7
Junho 30,5 22,7 26,6 16,41 360,910 1,36 492,15
Julho 29,9 22,3 26,1 15,92 398,000 1,20 477,6
Agosto 30,5 22,4 26,5 16,27 390,360 1,25 487,95
Setembro 31,1 22,0 26,6 16,37 392,880 1,25 491,1
Outubro 31,0 20,4 25,7 15,48 386,875 1,20 464,25
Novembro 31,3 19,9 25,6 15,42 393,210 1,18 462,6
Dezembro 32,6 18,5 25,6 15,35 345,375 1,33 460,5
Numero de geracoes anuais 15,46

* Calculo nimero de geragdes/més = graus dias x 30/graus dias x 2 (periodo de ovo-adulto + 3).

Observa-se que o numero possivel de geragées da mosca-dos-chifres sob as condigbes térmicas
do clima megatérmico tropical chuvoso (Aw) é praticamente 50% superior ao do clima temperado
umido (Cw), o que pode influenciar diretamente no que refere-se ao estabelecimento e a fixagao
de populacdes de H. irritans resistentes aos pesticidas utilizados no controle das infestagéo nas
diferentes regides.
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Resisténcia a pesticidas nas populacées da mosca-dos-chifres

Em Rondbnia, de acordo com os bioensaios e os ensaios moleculares para identificacdo da
resisténcia a pesticidas piretroides realizados em 48 propriedades, evidencia-se a presenga de
populagbes de H. irritans com a presenca das mutacdes KDR e SKDR, as quais conferem
resisténcia a essa base pesticida. Nas populacdes de H. irritans avaliadas no Estado de Sdo Paulo
observou-se uma frequéncia inferior de mutag¢des tipo KDR que a observada nas populagdes de
Rondb6nia e nao foi identificada a presenca de mutacdes tipo SKDR (Figuras 8 e 9).

Figura 8. Gel de agarose a 3% corado com brometo de etideo contendo os produtos de amplificacéo das
amostras de DNA de moscas (Haematobia irritans) genotipadas para KDR, mutacéo que confere resisténcia aos
pesticidas piretroides. Onde: @X 174 Hae |lI= padréo de pares de bases; SS=amostras de moscas com genctipo
para suscetibilidade; SR= amostras de moscas heterozigotas para a caracteristica;, RR= amostra de mosca com
gendtipo para resisténcia; KDR= indicacdo da banda com cerca de 285 pb que torna possivel o diagnéstico da
mutacéo; GAPDH(Gliceraldeido 3- fosfato dehidroneganase) amplicon com cerca de 154 pb usado como
controle da reacéo de PCR.

154 pb
74 pb

Figura 9. Gel de agarose a 3% corado com brometo de etideo com produtos de amplificacdo das amostras
de DNA de Haematobia iritans genotipadas para a mutacéo tipo Super-KDR (74 pb), a qual confere uma
super resisténcia aos pesticidas piretroides. Onde: Marcador 100pb= padréo de pares de bases; Controle
SS= amostras de mosca com gendtipo para suscetibilidade; RR= amostras de mosca com gendtipo para
resisténcia, GAPDH (Gliceraldeido 3- fosfato dehidroneganase) amplicon com cerca de 154 pb usado como
controle da reacéo de PCR.
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Figura 10- Gel de agarose a 3% corado com brometo de etideo contendo os produtos de amplificacéo das
amostras de DNA de Haematobia immtans genotipadas para resisténcia a pesticidas organofosforados
utilizando o gene que transcreve a enzima acetilcolinesterase (AchE). Onde: @X 174 Hae lll= padrdo de
pares de bases; SS= amostras de moscas com genoétipo para suscetibilidade; AchE= indicacéo da banda com
cerca de 115 pb que torna possivel o diagnéstico da mutacdo; GAPDH (Gliceraldeido 3- fosfato
dehidroneganase) = banda com cerca de 154 pb usada como controle da reacéo.

Com base nos resultados obtidos permite-se afirmar que a maior pressdo de selecao nas
populagbes de campo da mosca-dos-chifres avaliadas esta sendo exercida pelos pesticidas
piretroides. A fim de se estimar o efeito médio da substituicdo génica priorizou-se a avaliagdo da
resisténcia a pesticidas piretroides, uma vez que nao foram detectadas fenotipicamente ou
genotipicamente a presenga de populacdes resistentes aos pesticidas organofosforados.

Por meio da avaliagao da frequéncia genotipica e alélica do gene KDR em populagbes da mosca-
dos-chifres de Rond6nia é possivel afirmar que as populagbes avaliadas estdo em equilibrio de
Hardy-Weinberg (EHW), ou seja, nenhum dos fatores que altera a frequéncia alélica, incluindo o
efeito da selecdo causada pela aplicagdo de inseticidas, ndo ocorreu de maneira significativa na
geracao anterior (Tabela 6).

Tabela 6. Frequéncias genotipicas e alélicas do gene kdr em populagdes de moscas-dos-chifres
no Estado de Rondbnia

Localidades Nimero Frequéncias genotipicas Frequéncias alélicas
o R IIEDED ss SR RR s R
*MPVH coservado) 0.61 0.36 0.03
568 0.79 0.21
MPVH(esperado) 0.62 0.33 0.04
F 0,00 0,01 0,06 . 0,07
**MJIPA (gbservado) 0.54 0.40 0.06
918 0.74 0.26
MJIPA esperaco) 0.55 0.39 0.07
7 0,00 0,00 0,02 0,02

calc

* MPVH — Microrregiao de Porto Velho; ** Microrregido de Ji-Parana
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Observa-se que a frequéncia do alelo resistente (R) esta positivamente associada ao fator de
resisténcia, indicando que o componente genético é o fator mais importante de expressao desta
caracteristica e, a cada aumento de 10% na frequéncia do alelo resistente temos um aumento de
0,436 no FR da populagéo (Figura 11).

Fator de resisténcia
N
o
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SS RS RR
Numero de alelos de resisténcia

Figura 11. Dispersdo do Fator de Resisténcia (FR) em funcdo do numero de alelos de resisténcia (R) presentes nas
populacées de Haematobia irritans, considerando que o homozigoto (SS) nd@o apresenta genes de resisténcia, o
heterozigoto RS apresenta um alelo resistente e o homozigoto RR apresenta dois alelos resistentes.

As andlises genotipicas realizadas nas populagbes de moscas-dos-chifres avaliadas, nos
permite afirmar que a frequéncia de genétipos kdr heterozigotos (SR) é de cerca de 39%, sendo
ainda predominante a presenca de genotipos kdr homozigotos sensiveis (SS), os quais
apresentaram uma frequéncia de aproximadamente 56% e gendtipos kdr homozigotos
resistentes foram encontrados em 5% dos individuos genotipados.

A frequéncia de gendtipos kdr homozigotos resistentes (RR) apresenta-se baixa considerando-se
a totalidade das amostras genotipadas, porém em algumas populagées com FR acima de 18 ja se
observa um aumento da frequéncia de individuos homozigotos resistentes com frequéncia de
aproximadamente 11%, sendo que nestas populag¢des foram encontrados 26 individuos com perfil
genotipico super-kdr heterozigoto (SR) e 12 com perfil genotipico super-kdr homozigoto, sendo
estes todos pertencentes a uma Unica populagao de H. irritans.

Em relacdo a resisténcia a pesticidas organofosforados observou-se pelo teste do papel filtro
impregnado que a totalidade das populagdes ndo apresenta resisténcia a esta base pesticida, o
gue genotipicamente também se confirma, uma vez ndo se identificou a presenca de mutac¢des
relacionadas a resisténcia ao pesticida em nenhuma das populagdes de H. Irritans avaliadas.



Dindmica populacional da mosca-dos-chifres como ferramenta de predigcdo da fixagao da resisténcia a pesticidas 25

Fatores de risco relacionados a emergéncia da resisténcia a pesticidas em
rebanhos bovinos

Buscando identificar e estudar os cenarios probabilisticos que determinam a ocorréncia e a
fixacdo de alelos a resisténcia a pesticidas foi realizada uma andlise por arvore de eventos com o
objetivo de se determinar os fatores de risco associados ao estabelecimento da resisténcia a
pesticidas nas populagdes de moscas-dos-chifres. Aspectos referentes ao uso de pesticidas nas
propriedades, frequéncia de realizacdo de tratamentos para o controle de ectoparasitas no
rebanho, aptiddo do rebanho e percepgédo do produtor quanto a época de maior ocorréncia, sdo
apresentados a seguir:

Perfil Genético dos Rebanhos Maior problema parasitario dos
= Mestico Nebanhos = Carrapato
6% Cote
m Mestico Leite 3% 3% % mMoca-dos-chifres
Nelore m Carrapato e Mosca-
dos-chifres
« Girolando = Bicheira
Bubalino 8 Verminose
Piolho
Frequéncia dos Tratamentos Métodos de aplicagdo de pesticidas
Ectopara5|t|C|daS Semanal = Brinco
6% 3%
%% . Qe u Injetavel
= Mensal
m Pulverizacdo
u Bimestral
Pour On
= Semestral
«N3&o Utiliza
Quandq _ Pesticida
necessario

Figura 12. Representacéo grafica dos resultados relacionados ao perfil genético, principais problemas parasitarios,
frequéncia de tratamentos e métodos de aplicacdo de pesticidas nos rebanhos aferidos através da aplicacdo dos
questionarios.

A andlise dos resultados referente a frequéncia dos tratamentos pesticidas e o fator de resisténcia
das populacdes de moscas-dos-chifres aos pesticidas piretroides e organofosforados nos permite
inferir que a maior frequéncia na aplicagdo dos pesticidas determina a ocorréncia de maiores fatores
de resisténcia nas populagdes de H. Irritans relacionado aos pesticidas piretroides, possibilitando
demonstrar que a presenga da pressao de selegéo por pesticidas piretroides esta ocorrendo nestas
populagdes (Figura 13).
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Figura 13. Fatores de resisténcia médios calculados para os pesticidas piretroides e
organofosforados em relacéo a frequéncia de realizacéo dos tratamentos direcionados ao controle
das parasitoses nos rebanhos.

¥

Analises qualitativas de risco referentes a emergéncia e a fixagdo da resisténcia a pesticidas
foram realizadas a partir da andlise dos questionarios. A analise por arvore de cenarios, método
utilizado para se identificar as varias e possiveis consequéncias resultantes de evento inicial, nos
permitiu evidenciar a presenga do risco de estabelecimento da resisténcia a pesticidas nas
populagcdées de moscas-dos-chifres determinado pelo intensivo uso de pesticidas direcionado ao
controle das populagbes de R. microplus.
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O padrao da intensidade da infestagao por H. irritans observado nas duas regides de estudo
mostra bastante similaridade, apesar das condi¢des climaticas e ambientais contrastantes, sendo
também bastante similar a sazonalidade observada nos demais paises da América do Sul
(GUGLIELMONE at al., 2001; CASTRO et al., 2008; COSTA et al., 2014; SHOWLER et al., 2014).

O padrédo da sazonalidade da mosca-dos-chifres observado nas regides estudas permite inferir um
padrao sazonal geral das infestagées da mosca-dos-chifres no Brasil, o qual é similar aos observados
nesse estudo. Pode-se considerar que as maiores infestagdes de mosca-dos-chifres sdo observadas
em condicdes e épocas definidas. Dois picos de infestagcdes de mosca-dos-chifres tendem a ocorrer no
Brasil: um ao final da primavera (margo-abril), quando se inicia o periodo chuvoso e, outro no inicio do
outono (setembro-outubro). Condi¢cdes relacionadas ao aumento no ndmero de dias de chuva como
um fator desfavoravel ao aumento das infestagbes de H. irritans foram também observadas por
diversos autores que afirmam que uma grande quantidade de chuva em um curto espaco de tempo,
faz com que ocorra a destruicdo das massas fecais nas pastagens, o que acaba por provocar a
interrupga@o do ciclo evolutivo da mosca (HORNER et al., 1990; TORRES et al., 1992; BIANCHIN;
ALVES, 1997; MACEDO et al., 2001)

As maiores infestagdes de moscas-dos-chifres sobre os animais observadas durante o periodo de
transicdo climatica, demonstra que condigcbes ambientais ndo extremas de temperatura e
pluviometria possibilitam um aumento na emergéncia de adultos, o qual resultara em aumento da
infestacdo sobre os animais. A analise das variaveis climaticas observadas nesse estudo permite
inferir que condigbes de pluviometria entre 190 mm/més e 250 mm/més, de temperatura média
variavel de 22 °C a 26 °C e um numero de dias de chuva néo superior a 16 dias/més podem ser
considerados como favoraveis ao aumento das populagbes de H. irritans nas areas de produgao
pecuaria tropicais localizadas entre as latitudes 23°26'14"N e 23°26'14”S, na qual esta localizada
grande parte do territério brasileiro.
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Durante o periodo de estudo da fase ndo parasitaria da mosca-dos-chifres observou-se que as
condigbes de temperatura e umidade foram favoraveis tanto ao desenvolvimento dos instares
imaturos quanto a emergéncia dos adultos. Os valores observados para o desenvolvimento dos
instares imaturos a 25 °C foram bem semelhantes ao descrito por Melvin e Beck (1931) que
observaram um periodo de desenvolvimento embrionério, larval e pupal de 238 horas e 35
minutos (aproximadamente 9,9 dias) a 30 °C. Palmer et al. (1981) e Collares (1990) também
constataram periodos de desenvolvimento de H. irritans de ovo a adulto superiores a nove dias e
inferiores a dez dias, respectivamente, 0 que corroboram os resultados obtidos no presente estudo
e demostram a adaptacdo de H. irritans as condicoes climaticas predominantes nas éareas
tropicais, as quais foram mantidas durante o periodo experimental e mantiveram-se dentro da
faixa de 22 °C a 26 °C e 65%-90% de umidade descrita por Morgan (1964) como 6tima para o
desenvolvimento da espécie.

Wagner et al. (1984) j& demonstraram a importancia da predicdo da ocorréncia sazonal de insetos
direcionada pela elaboracdo de modelos matematicos que descrevam as taxas de
desenvolvimento em fungdo da temperatura ambiente e as exigéncias térmicas de
desenvolvimento da espécie. A utilizagdo do modelo graus-dia utilizado no estudo permitiu prever
0 numero possivel de geracdes anuais da mosca-dos-chifres em regides climaticas brasileiras
contrastantes, informagao essa que pode ser incorporada as estratégias de manejo das bases
pesticidas utilizadas para o controle da espécie de acordo com a sua dindmica populacional local.
A indicacdo de que na regido do Pantanal do Mato Grosso do Sul poderiam se estabelecer até
cerca de 22 geragdes anuais (BARROS, 2002) corresponde a um aumento de cerca de 32% no
namero de geragdes observadas no clima Aw e de cerca de 55% no numero de geragdes de
moscas-dos-chifres estimadas para o clima Cw.

Em relacdo a resisténcia a pesticidas piretroides e organofosforados em populacdes de H. irritans,
os resultados obtidos possibilitam identificar elevados niveis de resisténcia fenotipica aos
pesticidas piretroides nas populagbes avaliadas, tendo sido inclusive identificada a presencga de
alelos tipo SKDR que conferem alta resisténcia aos pesticidas piretroides em duas populagdes de
H. irritans estabelecidas em Rond6nia, sendo esses os primeiros diagndsticos da presenga da
mutacdo SKDR no Brasil. Diversas populagdes resistentes aos pesticidas piretroides tém sido
identificadas em vérios estados brasileiros, como os reportados por Braga e Barros (2003) em
Roraima, Oliveira et al. (2006) nos Tabuleiros Costeiros de Alagoas, Sergipe e Bahia, Barros et al.
(2007), Saueressig e Barros (2003) em Goias, Tocantins e Distrito Federal e,Barros et al. (2013) o
que € um indicativo da ineficiéncia desse grupo pesticida para o controle das infestagdes pela
mosca-dos-chifres, uma vez que mecanismos metabdlicos responséveis pela resisténcia a essa
base encontram-se ja estabelecidos nas popula¢des brasileiras de H. irritans.

Populagbes susceptiveis aos pesticidas organofosforados também foram reportadas em outros
estados brasileiros nas regides Sul (RS), Sudeste (ES, MG, RJ), Centro-Oeste (GO, DF, MS, MTg
Nordeste (AL, BA, MA, PI, SE) e Norte (RR, TO), com a CL50 variando entre 0,1 e 1,2 pg/cm
(BARROS, et al. 2012). No Chile, Oyarzin et al. (2011) avaliaram oito rebanhos bovinos onde
também foram encontradas populagées com alta susceptibilidade a pesticidas organofosforados,
sendo que em cinco todas as moscas morreram durante o bioensaio.

A alta susceptibilidade das populagbes de mosca-dos-chifres aos inseticidas organofosforados
parece estar associada ao baixo uso de formulagdes que utilizam organofosforados como principio
ativo para o controle das populagdes dos ectoparasitas que infestam os bovinos, principalmente
em rebanhos bovinos de corte. Entretanto, o uso de brincos impregnados com pesticidas
organofosforados apresenta-se como uma tendéncia para o controle das infestagdes de H. irritans
em Rondénia, o que pode ser observado durante a condugao deste estudo.

Vale ressaltar que o uso continuo de um principio ativo como os organofosforados, que na
atualidade mostram-se efetivos para o controle das populagdes, acaba por exercer uma pressao
de selecdo nas populagdes de parasitas, 0 que as tornam resistentes a base quimica, caso nao
sejam estabelecidos critérios e praticas de manejo para o controle parasitario e utilizagédo dos
pesticidas. Barros et al. (2001) realizaram estudo na Louisiana, EUA e, verificaram o
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desenvolvimento da resisténcia ao diazinon em populagées de moscas-dos-chifres apos quatro
anos de uso continuo dessa base.

Conclusoes

O fator climatico de maior influéncia sobre a infestacdo de moscas-dos-chifres € o niUmero de dias de
chuvas. Meses de intensa pluviometria séo desfavoraveis ao desenvolvimento dos instares imaturos
de H. irritans. Aspectos relacionados a alteragdes fisicas da massa fecal de bovideos, tais como, a
desagregacéao do bolo fecal promovida pelo impacto das gotas de chuva e o excessivo encharcamento
das fezes, acabam por modificar esse microambiente fecal. Periodos chuvosos continuos, os quais
podemos considerar iguais ou superiores a 16 dias consecutivos de chuva, mostram-se prejudiciais a
taxa de emergéncia de adultos nas fezes e implicaram diretamente sobre o nivel de infestagéo
observado nos animais.

Visando a manutencao das infestacbes de H. irritans abaixo do nivel de dano econémico (NDE),
estabelecido por Hogsette et al. (1991) em cerca de 200 moscas/bovino, ndo se recomenda a
utilizagao de produtos comerciais inseticidas que utilizem mais que um grupo quimico em sua
composigao. Tal recomendacdo de manejo de bases inseticidas visa resguardar as populacoes de
moscas-dos-chifres da exposicao a multiplos grupos pesticidas. Tal recomendagéo busca evitar a
multipla pressdo de selegao sobre as populagées de H. irritans determinada por duas ou mais
classes pesticidas simultaneamente. O aumento do FR das populagbes frente a diferentes bases
pesticidas simultaneamente determina na perda da eficacia das mesmas em poucos anos. Visto
gue podemos considerar, que de uma forma geral, ha a possibilidade da ocorréncia de uma média
de 12,5 geragbes/ano da mosca-dos-chifres no Brasil, o correto manejo das bases pesticidas deve
considerar que € desnecessdria a realizagdo de tratamentos direcionados ao controle das
infestacdes de H. irritans durante os periodos com maior nimero de dias de chuva, os quais
ocorrem nos meses de novembro a janeiro nas regides que encontram-se sob os regimes de clima
megatérmico tropical chuvoso e mesotérmico temperado Umido, assim como nas areas de
transicdo entre 0s mesmos.

O resultado da pressao de sele¢do determinada pelo uso de bases pesticidas € o aumento na
frequéncia de mutagdes genotipicas relacionadas a resisténcia aos pesticidas. A emergéncia e a
fixacdo da resisténcia a determinado grupo(s) pesticida(s) acontecerdo muito mais rapidamente
em regides propicias ao desenvolvimento de um maior nimero de geragdes anuais da mosca-dos-
chifres. Por esse motivo e, aliado a capacidade de voo da espécie e a intensa mobilidade de
bovinos decorrente do transporte para abate ou comercializagédo, regides que encontram-se sob 0
dominio de condigdes climaticas megatérmicas e mesotérmicas devem evitar a utilizagdo de
bases pesticidas direcionadas ao controle das infestagdes pela mosca-dos-chifres em situagbes
em que a infestag@o encontra-se no limite de NDE estabelecido para a espécie.

Tais recomendacdes visam também resguardar o aparecimento e a fixacdo da resisténcia aos
pesticidas nas populagdes do carrapato dos bovinos, uma vez que, normalmente, a dose de acéo
inseticida recomendada é menor que a dose acaricida, o que expdem as populagdes do carrapato
dos bovinos a subdoses do pesticida que acabam por desencadear processos metabdlicos que
selecionardo individuos mais resistentes as bases utilizadas.
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